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INTRODUCCION

El manejo inadecuado de los materiales y resideligrpsos han generado a nivel
mundial un grave problema de contaminacion de suel® asi que en Estados Unidos
existen mas de 34 mil sitios localizados con algéwblema de contaminacion del
suelo, lo que se estima podrian costar aproximaot@menil millones de dolares
rehabilitarlos. A su vez, en Alemania se ubicam 8@3nil sitios contaminados, en tanto
que en el Ecuador, particularmente en las provsndea Sucumbios, Napo, Orellana, y
Esmeraldas donde se ha concentrado los procesodrdecion, refinacion, transporte y
comercializacion del petréleo son los lugares doseleegistran mas problemas de
contaminacion de suelos por hidrocarburos y queuieegn técnicas de

descontaminacion como biorremediaci@®g)(

Por tal razén el Estado ecuatoriano en los Ultirmbes preocupado de la actual
tendencia mundial de evitar, remediar y prevenicdmtaminacion, ha creado una
Legislacion Ambiental en materia Hidrocarburifebe¢reto No. 1215), la misma que
consta de leyes, decretos, reglamentos y acuerdosegulan todas las actividades de
exploracion, producciéon transporte, industrialibacicomercio y almacenamiento del

crudo y sus derivado$)

Por otra parte nuestro pais cuenta también con inistgkrio de Ambiente que tiene
como objetivo la planificacion y control de todas lactividades que puedan causar

dano directo o indirecto al ambiente del territarazional.
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En este sentido es que hoy en dia las empresdal gsaivadas han hecho muchos
esfuerzos por realizar proyectos basados en laslaegin Ambiental que permitan
remediar estos problemas utilizando técnicas bicddg 0 denominadas de
biorremediacion que cuentan con la participacionaliginos microorganismos que
tienen la capacidad de usar a los hidrocarburosgonantes como fuente de carbono y
energia, es decir, para alimentarse, y que unaapeavechados son desechados en
forma de bioxido de carbono y agua, lo que se t@@mn menores costos de inversion y

con resultados y tiempos mas alentada28g (

Con estos preliminares la ESPOCH a través del @emér Servicios Teécnicos y
Transferencia Tecnoldgica Ambiental (CESTTA) deHacultad de Ciencias ha
desarrollado un proyecto investigativo que estaagoato principalmente dentro de la
“Biotecnologia Ambiental”’, en el aspecto de utitizenicroorganismos para el

tratamiento y control de la contaminacion.

Es asi que esta investigacion hace énfasis entedli@sde in6culos microbianos

(cocteles mixtos) en muestras de suelos contamioad@etréleo (provenientes de la
Refineria Estatal Esmeraldas) combinadas con ni@seyanutrientes, mejorando asi su
bioreceptibilidad y su capacidad metabdlica peendd también aumentar la capacidad
de oxigenacion y mineralizacion de los hidrocarbunmara después ir evaluando el
comportamiento y la seleccién de los microorgansnoon el fin de apuntar

informacion confiable que pueda utilizarse postenente para un mejor manejo de la

técnica de remediacion de suelos.

En la presente investigacion se han planteaddadagesates objetivos:
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GENERAL:

Estudiar in6culos bacterianos para biorremedialosucontaminados con petroleo.

ESPECIFICOS:

1. Realizar la caracterizacion del suelo contaminaoio petréleo mediante analisis
fisico- quimico y microbioldgico.

2. Desarrollar los indculos microbianos

3. Evaluar el grado de biorremediacion del suelo ewi@in de la concentracion del
inéculo y tiempo de degradacion.

4. Determinar la viabilidad economica del proyecto apael proceso de

biorremediacion.
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CAPITULO |

1. MARCO TEORICO

1.1. PETROLEO

1.1.1. Generalidades

El petréleo, es un liquido oleoso bituminoso dgaminatural compuesto por diferentes
sustancias organicas. También recibe los nombrestd@eo crudo, crudo petrolifero o

simplemente “crudo”. Se encuentra en grandes el bajo la superficie terrestre, se
emplea como combustible y es materia prima panadiastria quimica. Las sociedades
industriales modernas lo utilizan sobre todo pagdr un grado de movilidad por

tierra, mar y aire. Ademas, el petrdleo y sus delds se emplean para fabricar
medicinas, fertilizantes, productos alimenticiofjetos de plastico, materiales de

construccion, pinturas, textiles y para generasteédad.

En la actualidad, los distintos paises dependenpd#éidleo 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 &dodescendido la disponibilidad

mundial de esta materia, y su costo relativo haesutiado (14).



-19 -

1.1.2. Formacion

El petrdleo es el resultado de un complejo prodesco-quimico en el interior de la
tierra, en el que, debido a la presién y las al@mperaturas, se produce la
descomposicion de enormes cantidades de mateaaiosgque se convierten en aceite
y gas. Esa materia organica esta compuesta fundalmente por el fitoplancton vy el
zooplancton marino, al igual que por materia vdgetmimal, lo cual se deposito en el
pasado en el fondo de los grandes lagos y enteb lée los mares. Junto a esa materia
organica se depositaron mantos sucesivos de aramdigs, limo y otros sedimentos
que arrastran los rios y el viento, todo lo cuatfeomo6 lo que geoldgicamente se
conoce como rocas O mantos sedimentarios, es diximaciones hechas de
sedimentos. Entre esos mantos sedimentarios es dsendlevo a cabo el fendmeno
natural que dio lugar a la creacion del petréleel ygas natural. Ese proceso de

sedimentacion y transformacion es algo que ocarllargo de millones de afios.

Entre los gedlogos hay quienes ubican el inicitode ese proceso por la época de los
dinosaurios y los cataclismos. Otros opinan que s®esta formando de una manera
similar el petrdleo del mafiana. En un comienzo ioantos sedimentarios se
depositaron en sentido horizontal. Pero los mowvitoe y cambios violentos que han
sacudido a la corteza terrestre variaron su corgoidn y, por consiguiente, los sitios
donde se encuentra el petrdleo. Es por esto qgeplagia identifica hoy varios tipos de
estructuras subterrdneas donde se pueden encoyd@mientos de petréleo:

anticlinales, fallas, domos salinos, etc.

En todo caso, el petréleo se encuentra ocupandedpacios de las rocas porosas,

principalmente de rocas como areniscas Yy calizaslgo asi como el agua que empapa
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una esponja. En ningun caso hay lagos de petrBl@oconsiguiente, no es cierto que
cuando se extrae el petroleo quedan enormes espas en el interior de la tierra.
Si tomamos el ejemplo de la esponja, cuando éstx@@me vuelve a su contextura
inicial. En el caso del petrdleo, los poros quevae desocupando son llenados de

inmediato por el mismo petrdleo que no alcanzati@erse y por agua subterranea (14).

1.1.3. Caracteristicas Quimicas

Todos los tipos de petréleo se componen de unalaeampleja de hidrocarburos, es
decir, de compuestos ricos en carbono e hidrégamaogue contiene otros elementos
minoritarios como azufre, oxigeno y nitrégeno,@sno trazas de metales. Es compleja
porque dada la capacidad del &tomo de carbono rdeafocuatro enlaces con otros

atomos de carbono, se pueden organizar como cadea#so ciclos.

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 lagnahs 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,
aunque se ha logrado detectar cadenas de 60 carbor® alquenos son conocidos

como olefinas y son una fuente valiosa de reactgraea la industria sintética.

Los ciclos pueden ser saturados, donde vario®asbse unen entre si por medio de
enlaces sencillos, o pueden ser aromaticos, dolyilmas carbonos del ciclo estan
unidos por enlaces dobles. Los ciclos saturadasecen como ciclo-alcanos, ciclo-

parafinas o naftenos y son un componente minmritedel petrdleo crudo. Los
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compuestos aromaticos son derivados del bencenanillo de seis carbonos unidos
por tres enlaces sencillos y tres enlaces doblesnatlos. Los anillos pueden
encontrarse fusionados entre ellos o sustituidos cadenas alifaticas. Los
hidrocarburos policiclicos aromaticos (HAP’s) oipatleo-aromaticos comprenden del

10 al 25% del petréleo crudo y son las fraccionés pesadas (20).

1.1.4. Contaminantes

1.1.4.1. Hidrocarburos Totales de Petréleo

El término hidrocarburos totales de petroleo (TRE)usa para describir a un grupo
extenso de varios cientos de sustancias quimigasadas originalmente del petréleo.

En este sentido, los TPH son realmente una meectaistancias quimicas. Se les llama
hidrocarburos porque casi todos los componentesn etrmados enteramente de
hidrogeno y carbono. Los crudos de petroleo puddear diferentes cantidades de
sustancias quimicas; asimismo, los productos d®lpettambién varian dependiendo
del crudo de petrdleo del que se produjeron. AlgufiBH son liquidos incoloros o de

color claro que se evaporan facilmente, mientrasajros son liquidos espesos de color

oscuro o semisolidos que no se evaporan.

Los TPH que son liberados al suelo pueden movilezdracia el agua subterranea a
través del suelo. Alli, los componentes individeafrieden separarse de la mezcla
original dependiendo de las propiedades quimicasade componente. Algunos de
estos componentes se evaporaran al aire y otrdsalgeran en el agua subterranea y

se alejaran del area donde fueron liberados. @bogpuestos se adheriran a particulas
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en el suelo y pueden permanecer en el suelo duramtbo tiempo, mientras que otros

seran degradados por microorganismos en el suelo.

Muchos de estos productos tienen un olor caratitaria gasolina, kerosén o aceite.
Debido al gran numero de hidrocarburos involucradmneralmente no es practico
medir cada uno de ellos. Sin embargo, es util medaantidad total del conjunto de

hidrocarburos que se encuentran en una muestizelte agua o aire.

La cantidad de TPH que se encuentra en una musteacomo indicador general del
tipo de contaminacién que existe en el sitio. Snbargo, la cantidad de TPH que se
mide suministra poca informacion acerca de commbatburos de petrdleo especificos

pueden afectar a la gente, los animales y lasgd4d@6).

1.1.4.2. Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos

Los Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos (HAP gnsun grupo de mas de 100
sustancias quimicas diferentes que se forman d@utantombustion incompleta del
carbon, el petréleo, el gas, la madera, la baswtas sustancias organicas como el

tabaco.

Los HAP's se encuentran generalmente como mezotaplejas que contienen dos o
mas anillos bencénicos fusionados en arreglos aregyl lineales o agrupados. Los
HAP’s de bajo peso molecular son susceptiblesatechiediacion, sin embargo, los de

alto peso molecular son recalcitrantes a la degré@daiologica.

La movilizacién de los HAP's en el medio ambiengpahde de las propiedades de

cada uno de ellos, como qué tan facilmente se ld&uen el agua y qué tan facilmente
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se evaporan en el aire. Algunos HAP’s se evapotamatmosfera desde las aguas de
superficie, pero la mayoria se adhiere a particadtidas y se depositan en el fondo de
rios o lagos. En los suelos, es mas probable qudAd s se adhieran firmemente a las
particulas. Algunos HAP’s se evaporan al aire déasslesuperficies de los suelos y

ciertos HAP’s presentes en los suelos también waméa las aguas subterraneas.

TABLA I. Principales HAP's que Causan Contaminaciinbiental

Numero Compuesto

1 Acenafteno

2 Acenatftileno

3 Antraceno

4 Benzo[a]antraceno

5 Benzo[a]pireno

6 Benzo[e]pireno

7 Benzo[b]fluoranteno

8 Benzo[g,h,i]perileno
10 Benzo[Kk]fluoranteno
11 Criseno

12 Dibenzo[a,h]antraceno
13 Fluoranteno
14 Fluoreno
15 Indenol[1,2,3-c,d]pireno
16 Fenantreno
17 Pireno
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Los HAP’s pueden degradarse en productos de langaidn al reaccionar con la luz
solar y otras sustancias quimicas presentes d@reghaneralmente durante un periodo
que dura de dias a semanas. La degradacion eelelysen el agua toma generalmente
entre semanas y meses y es causada principalmertelap accion de los

microorganismos (24).

1.1.4.3. Metales Pesados

Los Metales Pesados son aquellos elementos cuyadddnes igual o superior a 5
g/cm3 cuando estan en forma elemental, o cuyo rairagmico es superior a 20,

excluyendo a los metales alcalinos y alcalino-t&re

La presencia natural de metales en el suelo eargidad de trazas, es decir inferior al
0,1% y casi siempre menor del 0,01%. El riesgoreeyte cuando se acumulan en

grandes cantidades en el suelo.

1.1.4.3.1. Niquel

El niquel puro es un metal duro, blanco-platead®, tiene propiedades que lo hacen

muy deseable para combinarse con otros metalasnafonezclas llamadas aleaciones.

El niquel ocupa el lugar nimero 24 en la lista Bgnentos mas abundantes. En el
ambiente se encuentra principalmente combinadoozégeno o azufre en forma de

Oxidos o sulfuros.

El centro de la tierra estd compuesto de 6% deehidtl niquel es liberado a la
atmosfera por industrias que fabrican o usan niglehciones de niquel o compuestos

de niquel. Estas industrias también pueden desadusl en aguas residuales.
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El niquel también es liberado a la atmosfera pantpls de energia que queman petroleo
o carbdn y por incineradores de basura. Ademadoelehque es emanado por las
chimeneas de éstas industrias se adhieren a peqpeiiticulas de polvo que se

depositan en el suelo o son removidas del aira #avia o la nieve.

Generalmente el niquel tarda dias en ser remowfl@ice. Si el niquel se adhiere a
particulas muy pequefias, puede tardar mas de uremdspositarse en el suelo. El
niquel también puede ser liberado en aguas ressld@ industrias. Una gran cantidad
de niquel liberada al ambiente termina en el saedo sedimento en donde se adhiere
fuertemente a particulas que contienen hierro ogara@so. Las condiciones acidicas
favorecen la movilizacion del niquel en el sueltagilitan su filtracion hacia el agua

subterranea (26).

1.1.4.3.2. Cadmio

El Cadmio es un metal raro y poco abundante. Sa hafrmalmente combinado con
otros elementos, como oxigeno, cloro o azufre dtulf sulfito de cadmio). Su uso es
bastante nuevo ya que antes de la segunda guendiahpracticamente no habia
demanda de este metal, y se asociaba a una impleezac y plomo, con lo que era
desechado, produciendo grandes areas de contaémir@ceédedor de la industria del
zinc y plomo. Actualmente se sigue relacionandmolaaminacion por cadmio con este
tipo de industria, aunque también existen otrastegede emisidbn como la quema de
combustibles fésiles, la incineracion de basurascdmbustion de carbon y en la

industria del acero.
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La emision de metales pesados al medio ambientepgueducir dafios a nivel global,
regional o local. En el caso del cadmio, se ha\gsie la relacion de contaminacion es

de regional a local (27).

1.1.4.3.3. Plomo

El plomo es un metal pesado, de baja temperatufasitn, de color gris-azulado que
ocurre naturalmente en la corteza terrestre. Simaego, raramente se encuentra en la
naturaleza en la forma de metal. Generalmente ageatra combinado con otros dos o

mas elementos formando compuestos de plomo.

El plomo se encuentra en el ambiente en forma aat®in embargo, los niveles
ambientales de plomo han aumentado mas de mil vkoaste los tres ultimos siglos

como consecuencia de la actividad humana.

El plomo puede entrar al ambiente a través deddienes desde minas de plomo, desde
fabricas que manufacturan o usan plomo, aleacidegdomo y compuestos de petréleo

plomo.

Una vez que el plomo cae al suelo, se adhiereecimerte a particulas en el suelo y
permanece en la capa superior del suelo durantbaawafios. Es por esta razén que los
usos del plomo en el pasado, por ejemplo en laligascon plomo, pinturas y
plaguicidas han tenido un impacto tan importanteleecantidad de plomo que se

encuentra en el suelo (28).
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TABLA II. Impactos Ambientales del Petroleo

Contaminante

Impactos

Pueden afectar el sistema nervioso central. Lastign de

TPH algunos productos de petréleo tales como gasolifargsén,
(n-hexano) produce irritacién de la garganta y el estomag@reason del
sistema nervioso, dificultad para respirar y neuigon
HAP's Son fuertemente irritantes de la piel. Pueden produ

(Antraceno, Pireno

enrojecimientos, lesiones, cancer de piel, dectdse y de

Fenantreno) pulmones.
Metales Todos estos metales producen alto riesgo a la daluthna
pesados tienen la capacidad de bioacumularse en seres yiventrar g
(Ni, Cd, PDb, Hg) | formar parte de las cadenas de alimentos. Produdeciones de
la piel, problemas reproductivos y cancer.
Mondxido
de carbono Produce lesiones de coraz6n, musculos y cerebRiliesle ser
(CO) mortal en espacios cerrados.
Oxidos de Al unirse con el agua forma &cido nitrico que ams |
Nitrégeno hidrocarburos no quemados aumentan el efecto iadern, la
(NO») lluvia &cida y causa problemas respiratorios.
Dioxido de
carbono Contribuye al efecto invernadero.

(COy)
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1.2. SUELO

1.2.1. Microbiologia del Suelo

El suelo es un sistema abierto en el espacio y letiempo que evoluciona
constantemente hasta alcanzar el equilibrio cercdadiciones ambientales y a partir

de ese momento tiende a permanecer estable.

La profundidad del suelo y sus propiedades fisigiongcas varian de acuerdo con el

lugar, pero en general el suelo tiene cinco compiaseprincipales:

» Particulas minerales inorganicas. Estas partic@aspuestas principalmente de
aluminio, silice y cantidades menores de otros ralas, varian en cuanto a tamafio
desde arcillas muy pequeiias (0.002mm) hasta gcenasena y guijarros.

* Residuos organicos. Son restos vegetales y aningalesforman el componente
organico del suelo a través de diversas etapasedeohposicion las cuales
culminan en una sustancia estable conocida comaiiums suelos organicos (que
contienen principalmente residuos organicos) seuamcan en las turberas y
pantanos.

e Agua. El agua es necesaria para la actividad memab La cantidad de agua
presente en el suelo depende de varios factoresnglugen la precipitacion, la
estructura del suelo y la poblacion microbianaa@ila se encuentra en los poros
que existen entre las particulas de los suelosashisl 0 absorbida en la superficie
de las particulas en los suelos secos. Diversogenigts se disuelven en el agua y

por tanto estan disponibles para los microorganssmo
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» Gases. Los gases, principalmente nitrdgeno y ogigmro también dioxido de
carbono (en particular cuando hay actividad biaapi ocupan los poros que no
estan llenos por agua. En los suelos saturadossel\en pequefas cantidades de
gases en el agua.

» Sistemas bioldgicos. Los sistemas bioldgicos ctuysth el quinto componente del
suelo. Un gramo de suelo agricola rico puede cent2/500 millones de bacterias,

500,000 hongos, 50,000 algas y 30,000 protozoarios.

Las principales funciones de los sistemas biol&ysmm:

« La descomposicion de la materia organica en matedeganica sencilla: CQ
NH,", CHs, H, (mineralizacion).

« La sintesis de una nueva materia organica a mati€Q. (los microorganismos
pueden utilizar fuentes de energia muy variadduso¢ en zonas profundas de la
Tierra, se puede utilizar el hidrogeno de las rdzessilticas, y producir metano).

« Sirven de nutrientes para otros organismos.

+ Moadifican sustancias para que sean utilizadas fpos @rganismos.

+ Producen compuestos inhibitorios que pueden dificdd supervivencia de otros

organismos y de ellos mismos.

Los sustratos mas complejos que normalmente puetilierar los microorganismos

son:

« Almidon (glucosa)
+ Celulosa (glucosa)

+ Lignina (fenilpropano)
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+ Quitina (N-acetilglucosamina)

« Proteinas (aminoéacidos)

« Hidrocarburos (alifaticos, ciclicos, aromaticos)
« Lipidos (glicerol, acidos grasos, otros)

+ Biomasa (otros microorganismos)

Los microorganismos que se encuentran mas a mesmudo suelo son:

« Lasarqueobacteriagmetanégenas, hipertermdfilas).

- Las bacterias Gram positivas con diferentes grddammificacion constituyen una
parte importante de la comunidad microbiana dellos€orineformescomo
Arthrobacter, NocardioformesomoNocardig Actinomicetosomo Streptomyces
Desempefian un papel importante en la degradacitosdedrocarburos, materiales
vegetales viejos y el humusStreptomycesproduce un compuesto oloroso
denominado geosmina que confiere al suelo su alacteristico a tierra mojada.

+ Las bacterias Gram negativas coniseudomonas en niveles con mayor

concentracion de nutrientes (7).

1.2.2. Capacidad de Auto Depuracién y las Propiesiael Suelo

El suelo puede considerarse como un sistema depypradjue es capaz de degradar o

inmovilizar los contaminantes.

El poder de amortiguamiento de un suelo repredartapacidad que tiene un suelo de
inactivar los efectos negativos de los contamirgarista beneficiosa accion se puede

ejercer por varios mecanismos:
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Neutralizacion
Degradacion bidtica
Adsorcion

Insolubilizacién

La capacidad depuradora depende fundamentalmenteteieninadas caracteristicas de

los horizontes superficiales:

La actividad microbiologica. Que facilita la desqmosicion e inmovilizacion de los

contaminantes.

La arcilla y la materia organica. Que mediante cigges fisico-quimicas adsorben
a los contaminantes y permiten su inmovilizacidmeracion.

La capacidad filtrante. Que va a regular la falitibd de penetracion de los

contaminantes.

Estas acciones dependeran de determinadas propsedatisuelo que influyen en los

mecanismos de auto depuracion:

Textura. Los suelos de textura arcillosa tienen wafta capacidad de auto
depuracion.

Estructura. Los agentes contaminantes pueden paoviac destruccion de la
estructura, por dispersion, si contienen altosaradbs en sodio.

Porosidad y permeabilidad. Facilitan la circuladitenlos contaminantes en el suelo
y pueden eliminar rapidamente los contaminantesagpasarlos a los niveles

freaticos.
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» Capacidad de cambio i6nico. Aumenta la capacidadutie depuracion al fijar los
contaminantes sobre la superficie de las particulas

« Salinidad. Los contaminantes pueden aumentar laidad y como consecuencia
disminuir la estabilidad del suelo.

* pH. Los contaminantes pueden acidificar el suebo,yertidos o por oxidacion de
sulfuros y 6xidos nitrosos, con lo que aumentaulaerabilidad del suelo.

« Eh. El ambiente oxidante aumenta el poder autorddpu al facilitar la actividad
microbiana de descomposicion.

* Los gases del suelo. Ejercen también un importpaigel, proporcionando el

suficiente oxigeno para la actividad microbiana.

De cualquier forma, por muy favorables que seanchrscteristicas del suelo, es
evidente que la capacidad depuradora no es limitetlauelo no puede asimilar,
inmovilizar, inactivar y degradar todos los contaamites que recibe y por ello en un
determinado momento, cuando se superan unos detetos umbrales, puede transferir

los contaminantes a otros medios e incorporarldasoadenas troficas (23).

1.3. ACONDICIONADORES O SUSTRATOS

1.3.1. Arena

La arena es un conjunto de particulas de ratsgregadas de materias minerales en
estado granular fino, que consta normalmente dezeugsilice) con una pequeia
proporcion de mica, feldespato, magnetita y otraserales resistentes. Su tamafio

varia entre 0,063 y 2mm.
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La arena es un constituyente muy importante de owushelos ya que debido a la
proporcion de sus particulas determina la retend@agua, la estructura del suelo y la

disponibilidad de aire y nutrientes.

1.3.2. Arrocillo

El arrocillo o arroz quebrado pertenece a la famlk las Graminea&famineag, de la

especie€Oryza sativa.

TABLA l1ll. Composicion Quimica y Valores Energétgdel

Acitho (crudo) por 100 gramos.

Componente Cantidad
Agua 12%
Energia 363 Kcal.
Proteinas 6,79
Carbohidratos 80g¢g
Fibras 0,1g
Calcio 24 mg
Fosforo 94 mg
Hierro 0,8 mg
Sodio 5 mg
Potasio 92 mg
Tiamina 0,07 mg
Riboflavina 0,03 mg
Niacina 1,6 mg
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El arroz quebrado es un subproducto que se oltigramte el proceso de la elaboracion
del arroz blanco y se ha convertido en un comestily utilizado en la alimentacion
de varios paises del mundo debido a las diferemtgsiedades nutricionales que este

alimento contiene en su interior (17).

1.4. PREPARACION Y PROPAGACION DE INOCULOS

El punto de partida de cualquier biorreactor esreripiente limpio que ha sido
esterilizado y rellenado con el medio de cultivéées Posteriormente, al reactor
biolégico se inocula con el microorganismo adecuaHb tamafio del in6culo
generalmente es del orden del 1-10% del volumex diet medio, si es inferior a esta

proporcion puede existir un excesivo periodo denlaa.

Para evitar estos problemas, la propagacion delio®se lleva a cabo en cuatro etapas:

- Etapa | Preservacion del Inéculo. La preservaciérad cepas de produccion a lo
largo de un periodo de tiempo es un requerimiedsicb para la fermentacion
practica. Los microorganismos pueden ser mantewidddes facilmente a traves de
un periodo de transferencia, pero lo que debe resegpvado es su capacidad de
formar producto. Debe encontrarse un método Optim@reservacion para cada
proceso, es decir para cada cepa. Entre las técmdes utilizadas tenemos:
Almacenamiento a baja temperatura (2-5°C), almacmEmo por congelacion y
liofilizacion.

« Etapa Il Crecimiento del In6culo. El cultivo presmio se reaviva inicialmente
mediante crecimiento en un cultivo liqguido o en mesblido. Las condiciones

utilizadas en el cultivo inicial (medio, temperatute incubacion, etc.) dependeran



1)

2)

3)
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del proceso especifico. El sustrato para la pradocde grandes cantidades de
esporas es generalmente un material granular coig® de pan, arroz o cebada.
Para obtener rendimientos 6ptimos no solo influyeGenero de células y esporas
sino también el medio nutritivo utilizado para eldculo, la temperatura de

crecimiento y la edad del inoculo.

Etapa Ill Precultivo en Biorreactores. A fin detexter suficiente indculo para el
biorreactor de produccion, deben realizarse prieoslten reactores bioldgicos mas
pequefios. Si un biorreactor de produccion se imgola muy poco inoculo, el

crecimiento se retrasa.

Etapa IV Biorreactor de Produccion. Se puede telosr procesos: fermentacion
discontinua y fermentacion continua. Dependienddadiermentacion se utilizan

reactores de varios tamafos. Los parametros masrtempes a controlar en un

biorreactor de produccion son:

Temperatura. La fermentacion son llevadas a cabel eango mesoéfilo (20 a 45
°C) o en el termdfilo (>45°C). Debe escogerse haptratura a apropiada para
conseguir el maximo crecimiento por una parte fpteacion éptima del producto
por otra.

Aireacion. La velocidad de aireacion es 0.25 —vblimen de aire7 volumen de
liquido minuto. La velocidad de aireacién debeaestada a la cantidad de Que
se requiere.

Presion. A fin de minimizar el riesgo de contamidacse utiliza una sobre presion

de 0,2-0.5 bar.
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4) Agitacion. En biorreactores industriales, a fin mder ajustar la velocidad de
agitacion en el proceso es deseable la instaladgdmnn sistema de movimiento

continuo (15).

1.5. BIORREMEDIACION

1.5.1. Generalidades

La Biorremediacion es una técnica innovadora quieasdesarrollado en la década de
los 80 y 90, la cual ha sido aplicada exitosamesrieel tratamiento de suelos
contaminados con hidrocarburos. Se caracterizasgyanna técnica de bajos costos de

operacion.

La Biorremediacion es considerada como la mas HbOkseaproximacion a la

remediacion de suelos contaminados en contradteraadivas mas costosa y de menor
aceptacion publica como la incineracion. Los tragamos biologicos de degradacion en
suelos pueden ser eficientes y econémicos si ladiciones de biodegradacion son

mejoradas

El tratamiento biolégico de suelos contaminadoslimra el uso de microorganismos
y/o vegetales para la degradacién de los contat@sanrganicos. La actividad
bioldgica altera la estructura molecular del contamte y el grado de alteracién
determina si se ha producido biotransformacion renaiizacion. La biotransformacion
es la descomposicién de un compuesto organico rensanilar no contaminante o
menos toxico, mientras que la mineralizacion esléacomposicion a didéxido de

carbono, agua y compuestos celulares (21).
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1.5.2. 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 condiciomasgbananejo técnico del proyecto, y

también son importantes para evitar “sorpresas’pyigglan complicar la investigacion,

haciéndolo més tardado y costoso. Hay dos aspéetdeho estudio:

1) La caracterizacion de las propiedades fisicoaguas del material (suelo, lodo,

sedimento) a tratar y del contaminante, que can®st la determinacién de varias

propiedades importantes para la biorremediacides tzomo:

Tipo de hidrocarburos. Mejor con combustibles, ikdtes, petroleo crudo. Mas
dificil con aceite hidraulico, hidrocarburos muysadsos, o hidrocarburos

contaminados con otros compuestos (como metaksgipldas, etc.).

Tipo de material. Mejor con materiales de texturadiana o franca, con alto

contenido de materia organica. Mas dificil con makes muy arcillosos.

pH. En zonas pantanosas, 0 en algunos suelos ada&lda sabana (como los

ferrosoles y acrisoles) se puede manejar un pH @ 4in mucho problema si se
utilizan bacterias nativas. En la mayoria de suatopH de 6 a 8 es mas adecuado.

Salinidad. Puede variar mucho. Si esta en una denaanglares debe de usar
bacterias nativas, las cuales son adaptadas and&mnes.

Aireacion. Es importante mantener condiciones aasofiebido a que las tasas de

biodegradacion en condiciones andxicas son apralmante 50 a 100 veces
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menores. Esto se logra utilizando un buen sisteendrenaje, y aireando el suelo
frecuentemente.

Lixiviados. Es importante tener un buen sistema gatectar los lixiviados de una
celda (biorreactor). Estos se pueden usar paran@dhecer la celda, asi conservando
los nutrimentos y bacterias en ella.

Techo. Es muy recomendable usar un techo sobreeldas (biorreactores) en
climas tropicales debido a las lluvias fuertes pueden inundar una celda.
Nutrimentos. Se necesita mantener las concente&ida nutrimentos inorganicos
en el rango de aprox. 100 ppm N, >10 ppm P, y >t pf El empleo de
fertilizantes agricolas comunes frecuentemente taiogn esta necesidad.
Temperatura. La biorremediacién funciona en unoat®temperatura de aprox. 5 a
40 °C, pero es mejor en una temperatura de apfa 35 grados, idoneo para
climas tropicales.

Bacterias nativas. Es probablemente también o nusjar las bacterias nativas del
sitio debido a que éstas ya estan adaptadas ardgiones particulares del sitio, y
su desarrollo cuesta mucho menos que la compradmeulias comerciales de
bacterias.

Acondicionadores. Para mejorar el drenaje y mamiemto de humedad en el
biorreactor se puede agregar otros materiales anewa, paja, cascara de nuez,
arrocillo, etc.

Humedad. Es necesario mantener la humedad de uwredstor en el rango de
aprox. 50 a 75 % de la capacidad de campo del magertratar (ya con su

acondicionamiento).
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2) La determinacion del potencial de los microorgaos del sitio para descomponer

los hidrocarburos.

El potencial de los microorganismos para la biodégcion se puede obtener de una
manera rapida para soélo ver si existen bacteriasnegstado activo, 0 de una manera
mas a fondo para determinar las condiciones Opttadsorremediacion y aproximar el

tiempo requerido para sanear el sitio.

La prueba rapida se hace en fase liquida, agregandooco de hidrocarburo a un
medio que contiene nutrimentos inorganicos en aumaeiones abundantes. A esta
mezcla se agrega un poco de suelo, o un filtradsudi® del sitio y se coloca la mezcla
en un agitador para airearla. Se mide el crecimiel®@ los microorganismos por
espectrometria. Esto le ayuda a averiguar si existeterias en el sitio que son capaces
de descomponer hidrocarburos, y si su crecimiesitelativamente rapido o lento. El
estudio de biodegradacion mas intensivo trata mi&lar las condiciones de campo en
laboratorio. En el caso de un tratamiento de spyalmsnalmente se coloca el suelo con
sus acondicionadores y nutrimentos (y a veces t@tteomerciales) en un contenedor,
como una charola. Manualmente se mantienen lasgaionds de aireacion y humedad
como se propone hacer en el campo, agregando agodaes necesario, y removiendo
el suelo para airearlo periédicamente. Puede vafliananejo de varios contenedores
para probar la eficiencia de diferentes tratamgntancluyendo: diferentes
concentraciones de nutrimentos, empleo de acomdidares, como paja 0 arena, uso
de un surfactante u otros productos como féormubasecciales de bacterias (si se cree
que las bacterias nativas no tendrian una capaeaitiadie biodegradacién). De estas

charolas se toman muestras periddicamente parandede concentraciones de
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hidrocarburos, reduccion en toxicidad, y posiblef@ewotros parametros, como

nutrimentos, pH y actividad microbiana.

Este segundo tipo de estudio mas intensivo de gradacion es mas costoso y tardado,
pero es una inversion en el proyecto que ayudapémiaar el proceso, determinar

cuales son las mejores condiciones para la biodagi@ de hidrocarburos en un sitio
en particular, asi como estimar la tasa de biodegian y asi el tiempo para terminar el

proyecto a escala industrial (18).

1.5.3. Clasificacién

La biorremediacion puede clasificarse de acuerdoorglainismo que efectie la

degradacion del compuesto xenobidtico en los sigesetipos:

a) Fitorremediacion. Consiste en el uso de planéades para contener, remover o
neutralizar compuestos organicos y metales pesatogjemplo de la fitorremediacion

la constituye el uso de la espetidaspi caurulencensn suelos contaminados con zinc
y cadmio. Por medio de estudios realizados se ém@ron que el uso de esta especie
lograba eliminar mas de 8 mg/Kg de cadmio y 200Kmgle zinc, representado estos

valores el 43 y 7 por ciento de estos metales esualo agricola, respectivamente.

b) Biorremediacion animal. Existen animales que Uatt como agentes
descontaminantes, ya que pueden desarrollarse @insvan fuerte toxicidad y poseen

en su interior microorganismos capaces de retesanktales pesados.

c) Biorremediacibn microbiana. Existe la posibiiddel uso de bacterias con la

propiedad de acumular o metabolizar metales pesad@s utilizacion de



-41 -

microorganismos que transforman diferentes compseasbcivos en otros de menor
impacto ambiental ha experimentado un gran detametiente. Aunque las bacterias
son las mas empleadas en el proceso de biorreradidambién se han empleado
otros microorganismos como hongos, algaanobacteriasy actinomicetespara la

degradacion de compuestos toxicos en el suelo.

1.5.4. Técnicas

Las técnicas de biorremediacién mas utilizadas son

« Intrinseca. El propio medio ambiente resuelve ebl@ma si se dan las condiciones
Optimas, aunque se controla el proceso por si gsdursen compuestos toxicos
secundarios.

+ In-situ. Se acelera el proceso en el mismo medidifinando las condiciones
ambientales (pH, nutrientes, humedad, temperatoxéggeno, etc.), afadiendo
nutrientes para multiplicar los organismos del tugainoculando organismos mas
eficaces para el vertido concreto. La adicion dérientes es la opcion mas
econdmica y la que ofrece mas posibilidades de &xiy dia.

+ Ex-situ. El contaminante se extrae y se degradaotem sitio en condiciones

controladas de laboratorio (22).

1.5.5. Ventajas y Desventajas

Ventajas

» Cuando se usa correctamente no produce efectossad\significativos.

» Ofrece una solucién mas simple y completa queskasoiogias mecanicas.
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» Generalmente solo origina cambios fisicos menarbsesl medio.
» Puede ser util para retirar algunos de los compaéadkicos del petréleo.

» Menos costosa que otras tecnologias.

Desventajas

e Para muchos tipos de vertidos su efectividad neid@mdeterminada.

» Tiempo necesario para actuacion es largo.

* Su optimizacién requiere informacion sustanciateeel lugar contaminado.
* Muy dificil su aplicacion en el mar.

* Su implementacion es especifica para cada lugaammomado.

1.5.6. Limites Permisibles

Los limites permisibles a aplicarse en un proyatgterminado dependen del uso
posterior a darse al suelo remediado, el cual achsn el respectivo Programa o

Proyecto de Remediacion aprobado por la SubseeretaProteccion Ambiental.

De presentar los suelos naturales (no contaminaldbgyea concentraciones superiores
a los limites establecidos, se pueden incremeagavdlores del respectivo parametro
hasta este nivel, siempre que se haya comprobdaddea®meno estadisticamente a

través de un monitoreo de suelos no perturbadiogluenciados en el mismo area.
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TABLA V. Limites Permisibles para la Identificéci y Remediacion de Suelos
Contaminados en todas las Fases de la Industrieo¢gidburifera,
incluidas las Estaciones de Servicios.

Parametro Expresado | Unidad Uso Uso Ecosistemas
en Agricola Industrial Sensibles

Hidrocarburos

Totales TPH mg/Kg <2500 <4000 <1000

Hidrocarburos

Aromaticos C 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

El monitoreo consistira de una caracterizacion iahidel sitio y/o materiales a

remediarse, un monitoreo de por lo menos un nmeeston los respectivos analisis

cada seis meses, y una caracterizacion final unanetiidos los trabajos. Dependiendo

de la tecnologia de remediacion aplicada, la freciaedel monitoreo serd mayor,

conforme al Programa o Proyecto de Remediacionbagm por la Subsecretaria de

Proteccion Ambiental (6).
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1.6. BACTERIAS

1.6.1. Generalidades

Las bacterias son organismos unicelulares y miépesas (procariéticos), que carecen

de nucleo diferenciado y se reproducen por divis&lalar sencilla.

Las bacterias son muy pequefas, entre 1 y 10 prdordgtud, y muy variables en

cuanto al modo de obtener la energia y el alimdestan en casi todos los ambientes:
en el aire, el suelo y el agua, desde el hieloahiast fuentes termales; incluso en las
grietas hidrotermales de las profundidades dedodds marinos pueden vivir bacterias

metabolizadoras del azufre.

FIGURA I. Estructura Bacteriana

Cipsula

Pared celular Membrana celular

Mucleoide

L — Citoplazma

Flagelo

Las bacterias se suelen clasificar siguiendo vasrdsrios: por su forma, en cocos
(esféricas), bacilos (forma de baston), espirogugtaespirilos (con forma espiral);

segun la estructura de la pared celular, por elpcotamiento que presentan frente a la
tincion de Gram (positivos y negativos); en fumcite que necesiten oxigeno para vivir

0 no (aerobias o anaerobias); segln sus capacidastebolicas o fermentadoras; por
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su posibilidad de formar esporas resistentes cukasdoondiciones son adversas, y en
funcidn de la identificacion seroldgica de los comgntes de su superficie y de sus

acidos nucleicos.
Las bacterias tienen un ciclo de crecimiento béstacelerado en el cual se diferencian
las siguientes fases:

- Fase lag o de adaptacion. Durante la que los mgaosmos adaptan su

metabolismoa las nuevas condiciones ambientales (de aburadaechnutrientes)

para poder iniciar el crecimiento exponencial.

- Fase exponencial o logaritmica. En ella la velatida crecimiento es maxima y el

tiempo de generacion es minimo. Durante esta fasebécterias consumen los

nutrientes del medio a velocidad méxima.

FIGURA IlI. Ciclo de Crecimiento Bacteriano

Py
lag exponencial / estacionaria muerte

/ 17 _ a7 dT
=pN =0 =l

Tiempo de cultivo

Pardmetro de medida

- Fase estacionaria. En ella no se incrementa el mide bacterias (ni la masa u
otros pardmetros del cultivo). Las células en fastacionaria desarrollan un
metabolismo diferente al de la fase de exponencilrante ella se produce una

acumulacion y liberacion de metabolitos secundayigs pueden tener importancia
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en el curso de las infecciones o intoxicacionesdyxmas por bacterias. Los
microorganismos entran en fase estacionaria, posguegota algun nutriente
esencial del medio, porque los productiessdesecho que han liberado durante la
fase de crecimiento exponencial hacen que el med@ inhospito para el
crecimiento microbiano o por la presencia de cordpets u otras células que
limiten su crecimiento. La fase estacionaria tieg@an importancia porque
probablemente represente con mayor fidelidad eldestetabdlico real de los
microorganismos en muchos ambientes naturales.

- Fase de muerte. Se produce una reduccion del nudeettmacterias viables del

cultivo (2).

1.6.2. Principales Bacterias Degradadoras de Retrol

Existe una gran variedad de microorganismos ideatibs en la degradacion de
compuestos derivados del petrdleo, siendo hagieesénte los géneros mas utilizados:
Pseudomonas, Achromobacter, Arthrobacter, Brevdraan, Corynebacterium,
Micrococcus, Nocardia, Bacillus, Vibrio, Acinetolbac Flavobacterium vy

Rhodotorula

Las Pseudomonasos las bacterias mas eficientes en la degrada@ocothpuestos
toxicos. La capacidad de estas bacterias paradbrgeatos compuestos depende del
tiempo de contacto con el compuesto, las condisiamabientales en las que se

desarrollen y su versatilidad fisiologica.
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FIGURA Ill. Pseudomonas

Ademas, aunque no han sido caracterizados en slidémt, muchos de estos
microorganismos poseen actividades de peroxidasaegigenasas, que permiten la
oxidacidbn mas 6 menos especificas de algunas dreeidel petréleo. Esta oxidacion
cambia las propiedades de los compuestos, hac@Endalisceptibles de ataques
secundarios y facilitando su conversion a bioxido adrbono y agua. En algunas
ocasiones no es necesario llegar a la mineralizasido que basta una oxidacién para

disminuir notablemente su toxicidad o aumentaradubdidad en agua, incrementando

su biodisponibilidad (16).
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CAPITULO Il

2. MATERIALES Y METODOS

2.1. MATERIALES

2.1.1. Lugar Experimental

Esta investigacion se realiz6 en un espacio celf@oara de remediacion), ubicado
detras del Laboratorio del Centro de Servicios &y Transferencia Tecnoldgica
Ambiental (LAB-CESTTA) de la Facultad de Cienci&sld Escuela Superior
Politécnica de Chimborazo, en condiciones contedate humedad (60 - 80%) y

temperatura (28 - 35 °C).

Figura IV. Camara de Remediacién
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2.1.2. Materiales Experimentales

2.1.2.1. Suelo Contaminado con Petréleo

La muestra de suelo fue tomada de la piscina extigria Refineria Estatal Esmeraldas

ubicada a 0° 563" N y 79° 426" W en la Provincia de Esmeraldas.

Figura V. Piscina Externa-Refineria Estatal Esntasl

/08/2006 10:21:58

2.1.2.2. Acondicionadores o Sustratos

- Arena

« Arrocillo o arroz quebrado
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2.1.2.3. Céctel Bacteriano

Para la presente investigacion se utilizé un cdieteriano (CONSUME POW
WASTE WATER TREATMENT) proporcionado por el Centte Servicios Técnicos y

Transferencia Tecnologica Ambiental (CESTTA).

Figura VI. Cociacteriano

Consume ©
WASTEWA)

=] TREATMEN

TABLA V. Propiedades del Cdctel Bacteriano

Item Pardmetro Contenido
1 Aspecto Polvo granular
2 Color Café
3 pH 6,529,0
5 Fosfatos Libre
6 Salmonellano toxicas Libre
7 Microorganismos Varios
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2.1.3. Materiales de Laboratorio

TABLA VI. Materiales, Reactivos y Equipos utilizesl

Materiales Reactivos Equipos
Balones de aforo 100 mL Acetonitrilo Autoclave
Balones volumétricos 500mL | Agua destilada Balarezarecision
Capsulas de porcelana CaCl Camara de flujo laminar
Espatula Caldo nutritivo Computadora
Frascos bacteriolégicos 500 mL CuS6& HO0 Detector de fluorescencia

Espectrofotbmetro

Frascos estériles 100 mL QEl, de absorcion atomica
Guantes desechables eHe °© HPLC Estufa
Mascarilla FeSQ 7 H,O Hach
Matraces 125mL HCI® ° Analitico | Incubadora
Micropipeta 1000 pL HN@° Analitico | Mufla
Mortero y pistilo HBO; pH metro
Papel filtro KCI Refrigeradora
Pinza metalica KEPO, Rotavapor
Pipeta graduada 10 mL POy
Pipeta volumétrica 1mL NaNO
Probeta 250 mL MoN®,. 2H,0
Puntas estériles MgSCB H,0O
Reverberos Peptona
Soxhlets 1000 mL Petrifilm
Termdmetro ZnSQ 7H,0O
Tubos bacteriolégicos Urea
Vaso de precipitacién 50 mL
Vidrios reloj
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2.2. METODOS

2.2.1. Muestreo

2.2.1.1. Campo

El muestreo de campo que se realiz6 en la presemstigacion tuvo como objetivo
primordial el obtener una muestra representativia dantidad de suelos contaminados

que se disponen en la piscina externa de la Rédiistatal Esmeraldas.

Para ello se delimito un area de 30ben la cual se procedié a realizar un muestreo al
azar en donde se recolectaron submuestras (1@cbarreno a una profundidad de 20
cm, las mismas que fueron mezcladas en fundasgal&stnpermeables formando asi
una muestra compuesta (25 Kg), para poder luegensedas al laboratorio para su

respectivo analisis.

Se escogio este tipo de muestreo debido a la coonfrobeterogénea que presentan
estos tipos de suelos ya que no se pudo precigaogren iguales condiciones o

separarlos por estratos.

2.2.1.2. Laboratorio

Para el muestreo de cada una de los tratamiertiosreactores en el LAB-CESTTA,
se procedi6 a colocar el suelo sobre una lonastipdalimpio, en la cual se hizo una
homogenizacion del suelo para luego proceder aiarien del suelo, el mismo que
consiste en dividir a cada muestra en 4 partedagude las cuales se toma las dos
partes diagonales para volver a repetir este mipmacedimiento, hasta obtener una

muestra representativa de cada unidad experimenta
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2.2.2. Métodos Analiticos

2.2.2.1. Determinacion de Temperatura

1. Principio:

1.1. Normalmente las medidas de temperatura puedéinarse con cualquier
termometro Celsius de mercurio, que, como mininmeedetener una escala con marcas
cada 0.1°C sobre el tubo capilar y una capacidadda minima que permite un

equilibrado rapido.

1.2. Alternativa determinacion con sensor de teatpes.

2. Referencia:

APHA/AWWA/WEF Standard Methods N° B 2550

2.2.2.2. Determinacion de Humedad

1. Principio:

Se entiende por la cantidad de agua presenteserlel, y se determina por

desecamiento en la estufa a 100-105°C hasta ohterpEso constante.

2.2.2.3. Determinacion de Aerdbios Mesofilos

1. Principio:

Disolucién del suelo contaminado en agua peptoftad?), homogenizacion, siembra

en el medio de cultivo (PETRIFILM) e incubacién45iC por 2 dias.
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2. Referencias:

2.1. INEN 15295, 1990

2.2.1S0 4833, 2003

2.2.2.4. Determinacion del Potencial Hidrogeno

1. Principio:

Disolucién del suelo contaminado en agua destijadigterminacién mediante un
medidor de pH que consta de un potenciémetro,estredo de vidrio, un electrodo de

referencia y un dispositivo para compensar la teatpea, confiable y reproducible.

2. Referencia:

APHA/AWWA/WEF Standard Methods N° 450041

2.2.2.5. Determinaciéon de Hidrocarburos Totales

1. Principio:

1.1. Extraccion con cloruro de metileno, cromattigrde gases y determinacion FID

(GC/FID).

1.2. Extraccion con fredn, remocion de sustanaideres en el extracto y determinacion

por espectroscopia infrarrojo.

2. Referencias:

2.1. Publication N°. ECY 97-602 (Washington, Juheol997).
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2.2. EPA 413.1; 1664 (SGT-HEM)

2.3. ASTM D3921-96

2.2.2.6. Determinacién de Hidrocarburos Aromaéati¢adiciclicos

1. Principio:

Extraccion; determinacion por cromatografia de g46€) o HPLC.

2. Referencias:

EPA SW-846 Métodos 8100 o 8310

2.2.2.7. Determinacion de Niquel, Cadmio y Plomo

1. Principio:

Digestion acida de la muestra y determinacion thrpor espectroscopia de absorcion

atomica.

2. Referencias:

EPA SW-846 Métodos 3050B, 7130, 7520, 7420
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2.2.3. Metodologia del Cultivo

2.2.3.1. Preparacion de Inéculos Bacterianos

ACTIVACION DEL COCTEL BACTERIANO EN MEDIO
DE CULTIVO LiQUIDO

Pesar 1 g de céctel microbiano

Diluir en 20ml de agua destilada
y esterilizada a una temperatura de 20°C

Preparar el medio de cultivo a ensayar para |os
20ml de agua
(Anexo 1)

Mezclar el medio de cultivo a ensayar con
el coctel diluido en frascos bacterioldgicos,

Colocar en la incubadora a 40 °C

por 24 horas
Una vez observado la formacion J‘
i . . . ) Incubar hasta observar el aumento
de colonias de microorganismos Observar si transcurrido este B ) i
- . . en el nimero de colonias formadas o
se procede a adicionar de form tiempo se forman colonias de . : o
) - ; . . algan cambio que nos indique la
creciente pequefias cantidades microorganismos. S )
. activacion de las bacterias
de contaminante

Nota: Segun Robert E. Hinchee y Catherine M. Veges$u libro de "Microbial
Processes for Bioremediation”, manifiestan quea panocer si los microorganismos
son aptos para la biorremediacion deben formanadaen 24 a 48 horas de incubacion

con una concentracion de contaminantes dado aeun@etatura entre 40 a 60°C.
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Figura VII. In6culos Bacterianos

2.2.3.2. Preparacion de los envases utilizadoslpaiambra

- Se utilizaron canastillas de plastico con las sigigs dimenciones 27 cm de largo
por 18 cm de ancho y 10 cm de alto. Ademas sealtitascos bacteriolégicos de
500 ml.

- Las canastillas pasaron por un proceso de esaiiliz que consiste en un lavado
previo con agua hirviendo por dos ocasiones y texgedas con etanol al 90 %.

+ Mientras que los frascos bacteriolégicos se somogtiea un proceso de

esterilizacion en autoclave.

2.2.3.3. Preparacion de los sustratos para la s&emb

Para la presente investigacion se utilizaron camstratos la arena y arrocillo o arroz

quebrado, los cuales fueron sometidos a los sitpsdratamientos:
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« Se limpia y se eliminan cuerpos extrafios de losatos

« En un autoclave se esterilizaron los sustratosuypotiempo aproximado de 20
minutos, este proceso se repitid por dos ocasiones.

« Posteriormente los sustratos son colocados en womMEmpio a temperatura

ambiente por unos 30 min. aproximadamente y estts [para su utilizacion.

2.2.3.4. Preparacion del Biorreactor

BIORREACTOR

Activar el coctel microbiano en
medio liquido

Preparar reactor biolégico con las cantidades|a
ensayar mas 5 g y con los micronutrientes que se
encuentran en el Anexo Il

Colocar el medio de cultivo activado en el
biorreactor

Ubicar en una camara de remediacién con
temperatura controlada de 28-35 °C y humedad de
60-80%
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Figura VIII. Biorreactores

e -
N

04/09/2007

2.3. DISENO EXPERIMENTAL

2.3.1. Metodologia

2.3.1.1. Tipo de Disefio

Para la presente investigacion se utilizé un digafifactorial con bloques totalmente
aleatorizados de efectos fijos. En vista de quiugere resolver el contraste de la
igualdad de los tratamientos, previo estudio deflaencia de los bloques (tiempo) y
de las comparaciones multiples de modo que obtergjaonclusiones sobre el
experimento planteado. Ademas se quiere resolggrdsibles interacciones bloque-

tratamiento.
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2.3.1.2. Modelo Matematico

Yy = pt+a, + B, +ey

i=1,.,6
j=1,.,9
k =1,.,3
Con las restricciones
3 4

O :J,...,ei(aﬂ)” =0 0] :1...,9i(aﬁ)ij =0

Ademase, = N(0,0) independientes.

Y, _ Tiempo de la muestra al que se le suministroceju# i (tiempo) y el tratamiento j

a, — Efecto medio adicional debido al bloque i (tiempo)

B; - Efecto medio adicional debido al tratamiento |

2.3.1.3. Tratamientos

Para la presente investigacion se prepararon @mrantos o Biorreactores y un Blanco
o Testigo (el cual me va a permitir comparar alfohe la investigacion la eficiencia con

cada uno de los tratamientos).

Ademas se realizaron 3 repeticiones por cada tretdma excepcion del blanco, con lo
gue se obtuvo 28 unidades experimentales (biooess)t las mismas que se fueron
aireando, y suministrando agua una vez al dia teitada la fase experimental (seis
meses) con el propodsito de mantener las condicaeredias y la humedad de cada una

de las unidades experimentales.
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S0gsdoartaninetb J0ysHoartanirecb S0gsdoartaniretb
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2.3.1.4. Variables de Control

Las variables de control que se tomaron en cuentnte toda la fase experimental

(seis meses) se detallan a continuacion en laYdbla

TABLAINV Variables de Control

Parametro Unidad Frecuencia
Temperatura °c 1 cada dia
Humedad % 1 cada mes
Aerobios Mesofilos| UFC/g 1 cada mes
pH +H 1 cada mes

2.3.1.5. Parametros o Respuestas Experimentales

Los parametros a medir en cada una de las uniéxgesimentales durante todo el
proceso de biorremediacion (6 meses) se detallantinuacion en la tabla VIII, en
vista de que estas respuestas o0 parametros squdao®s van a permitir comparar con
los que se encuentran en el RAOHE para ver si jagda no los niveles de

contaminacion de los suelos afectados por petréleo

2.3.1.6. Codificacidon de los Tratamientos y Resg@ases medir

Como se ha visto, los tratamientos a consideraPstws cuales seran codificados como

se indica en la tabla IX.

La tabla IX muestra ademas los parametros a mediaga una de las experiencias.
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TABLA VIIl. Parametros a Medir

Parametro Unidad Frecuencia
Hidrocarburos Totales de Petrdleo (TPH) mg/Kg lacaes
Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos mg/Kg 1 cada mes
(HAP's)
Metales Pesados (Ni, Cd, Pb) mg/Kg 1 cada mes

TABLA IX. Codificacién de los Tratamiexst y Respuestas a Medir

Tratamiento

Tiempo T1| T2 |T3|T4 | T5|T6 |(T7 | T8 |T9
Codificacion X, | X, | X3| X4 | X5 | Xg | X7 | Xg | Xg

Marzo Y,

Abril Y,

Mayo Y3

Junio Y,

Julio Ys

Agosto Ys

Los parametros (réplicas) se han codificado delovtpee se muestra en la tabla X.
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TABLA X. Codificacion de los Parametros a Medirfliéas)

Respuesta Codificacion
TPH YX(129
HAP's YX(122
Niquel YX(1,2,9
Cadmio YX.2,9
Plomo YX@.2,9

En relacion con el disefio experimental que cormeg@oconsiderando que estamos en
presencia de valorar comparativamente el efectbtdsamientos que se estudian
independientemente y por separados, el planteaoiget se utilizara consiste en una
tabla de entrada doble con 9 tratamientos (3 Epkn cada tratamiento) y las

respuestas seran analizadas mediante un analisisideza.

La tabla XI muestra la estructura generalizadaadedspuestas experimentales en un

disefio de bloques.
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TABLA Xl. Representacion Generalizada del Diseedtbques

\%I’AM. X1 | Xo | Xz | Xa | X5 | Xe | X7 | Xg | Xg | TOTAL | MEDIAS

BLOQUE TL| T2 | T3 | T4 | TS5 | T6 | T7 | T8 | T9 | BLOQ.

Y 111| Y101 | Y1o| Y1aa| Y1o| Y1o1| Yara| Yagr| Yaor| Yoo Ya
MARZO | Yu112| Y122|Y132| Y142| Yis2| Yi62| Ya72| Yis2| Y102| Y2 Y.
Y113 Y123| Y133| Y143| Y153| Y163| Y173| Y183| Y103| V.3 Y.3
You1|Y221| Yos1| Yoa1| Yosa| Yoer| Yora| Yos1| Yoo1| Y.a Y .4
ABRIL Y 212| Y222| Y232| Yoa2| Yas2| Yoe2| Yo72| Yos2| Y292|  Ye5 Y5
Y213| Y223| Y233| Y243| Y253| Yo63| Y273| Y283| Y203| Y. Y.
Y311| Y321| Y3a1| Yaan| Yas1| Yaen| Yara| Yasr| Yaor| Y.7 Y.
MAYO Y 312| Yaz2| Y332| Yaaz| Yasz| Yaez2| Ya72| Yasz| Ya2| Y. Y.s
Y313| Y323| Y333| Y343| Y353| Y363| Y373| Y383| Y303| .9 Y.o
Ya11|Ya21|Yaz1| Yaar| Yasa| Yaer| Yara| Yasa| Yaor| Y.10 Y.10

JUNIO Ya12| Ya22| Yaz2| Yaa2| Yas2| Yaez| Yaro| Yag2| Yao2| Y.11 Y.

Ya13| Ya23| Y433| Yaa3| Yasz| Yaez| Yar3| Yagz| Yaoz| Y.12 Y .1

Ys11| Ys21| Ys31| Y5a1| Y51| Ys61| Ys71| Y81| Ys91|  Y.13 Y .13
JULIO Ys12| Ys522| Y532| Ysa2| Ys2| Ys62| Y572| Ysg2| Yso2|  Y.14 Y

Ys13| Y523| Y533| Y543| Y53| Y563 Y573| 83| Y593|  Y.15 Y.1s

Ye11| Ye21| Ye31| Year| Yes1| Yee1| Ye71| Yes1| Yeo1| Y.16 Y.16
AGOSTO | Ye12|Ye622| Y632| Yeaz| Yes2| Yes2| Ye72| Yeso| Yeo2| Y.17 Y

Ye13| Ye23| Y633| Yea3| Ye53| Yee3| Ye73| Yess| Yeoz| Y.18 Y.18

TOTAL Y..
TRATAM. Yl. Y2_ Y3. Y4_ Y5. Ye, Y7. Y8. Y9.

MEDIAS Y1 | Y2 | Ya | Ya | Ys | Ys | Y7 | Ys | Yo Y..
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2.3.1.7. Analisis de Datos

Dentro del analisis de datos se ha realizado uliisendescriptivo, exploratorio y de
forma, asi como también de la variabilidad exigt@l las respuestas y las variables.
Se ha aplicado disefios estadisticos, en dondeidades experimentales se
seleccionaran en forma imparcial, asi como losutna&ntos asignados a estas, con el
propoésito de remover posibles sesgos sistemaiimrsro de estas técnicas tenemos el

disefio unifactorial con bloques totalmente aleaswios con efectos fijos.

Las férmulas para el célculo de la ANOVA, es deaira calcular la variacion de las
tres fuentes diferentes, o sea, entre tratamieaibde bloques y error experimental, se

dan en la tabla XII.

TABLA XIl. Formulas para ANOVA de dos Factores

Fuente Suma Grados Cuadrados Razon
Variacion Cuadrados Libertad Medios Varianza
1Un@EY7) -
Tratamientos | (| Y..|?/n*k) k-1 SCTr/(k-1) | CMTIH/CME
K(QLY) -
Bloques (Tiempo) (| Y..|?/n*k) n-1 SCB/(n-1)
Error SCT-SCTr-SCB k(n-1) SCE/(k-1)(n-1)
Yl -
Total (|Y..|?1n*k) kn-1
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CAPITULO Il

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. CARACTERIZACION DEL SUELO CONTAMINADO CON PETBLEO

Cuando se realiza un estudio de biorremediaciddebe realizar como primera etapa la
caracterizacion inicial de los suelos contaminagmsa conocer el grado de

contaminacion que existe en los mismos.

TABLA XIll. Caracterizeim del Suelo Contaminado

Parametro Expresado en Unidad |Valor Referencia
Potencial de Hidrégeno pH -- 24 --
Humedad -- % 21,17 - -
Aerobios Mesofilos -- UFC/g 6,0%10 --
Hidrocarburos Totales de

Petréleo TPH mg/kg 101600 €100
Hidrocarburos Aromaticos

Policiclicos C mg/kg 5,81 <5
Niquel Ni mg/Kg 75,25 <100
Cadmio Cd mg/kg 1,80 <10

Plomo Pb mg/kg 5,37 850
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De acuerdo a los valores obtenidos en la tablg ¥éllpuede deducir que los parametros
que estan fuera de los limites permisibles segURAEDHE para los suelos de uso
industrial son los TPH y los HAP’s. Debiendo anaojize, aunque la investigacion se
centro en la disminucion o eliminacion de los TPHHAP’s, en el transcurso de la
misma no se descuido en ningdn momento la contammale los metales pesados,
puesto que podia suceder que al realizar un detadmitratamiento con el fin de
disminuir los TPH y HAP’s aumentasen en forma inntdria las concentraciones de

los metales pesados.

3.2. EVOLUCION DE LAS VARIABLES DE CONTROL DURANTETODA LA
BIORREMEDIACION

En las tablas XXX, XXXI y XXXII (Anexo V) se muestn los valores medios de las
variables de control de cada uno de los tratanmsem&alizados en la presente

investigacion. De estos datos se obtuvieron lagdg X, X1y XII.

FIGURA X. Evolucion de la humedad durante los seis meses
de experimentacion
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Como se puede apreciar en la figura X, las humeddeleada uno de los tratamientos e
inclusive el blanco se mantuvieron constantes emango de 51 a 62% a partir del

segundo mes (abril) hasta el ultimo periodo de rexgatacion (agosto).

Cabe ademas destacar que para mantener este mhgmddades se tuvo que agregar

agua todos los dias que duraba la experimentéasism meses).

La figura XI nos indica de como se ha incrementadwalor del pH pasando de un
suelo acido (4.24, caracterizacion inicial) a suegjeramente basico en un rango de
6.00 a 7.86 a partir de abril para todos los traato a excepcion del blanco que llego

a estar en este rango a partir del mes de mayo.

FIGURA XI. Evolucion del pH durante los seis meses  de
experimentacion
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La figura XIl nos muestra de como ha ido evolucia@el crecimiento bacteriano por
cada tratamiento realizado, es asi que podemosiapgeie los tratamientos que mayor
crecimiento microbiano presentan son el T2, T3, %, T6, T8 y T9 en un rango de
6.25E+06 a 5.20E+07 UFC/g durante los seis mesegmiimentacion.
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FIGURA XII. Evolucion de los Aerobios mesdfilos dur  ante los
seis meses de experimentacion
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Por otro lado se puede apreciar que el blanco tamha tenido un crecimiento
bacteriano, cuyo valor se contrasta con los traatos antes mencionado ya que a
pasado de 6.00E+06 (caracterizacion inicial delodua 7.85E+0.6 durante toda la

investigacion.

Ademas cabe destacar que para que se haya dadecehiento de los aerobios
mesofilos en cada uno de los tratamientos al igual en el blanco, fue necesario
suministrar agua y airear continuamente todasulaislades experimentales, las cuales
se encontraron en una camara de remediacién cquetatara (28-3%) y humedad

relativa (60-80%) controlada.
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FIGURA XlIll. Ceaniento Microbiano
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3.3. MEDICION DE LAS RESPUESTAS EXPERIMENTALES
3.3.1. Hidrocarburos Totales de Petroleo

En la tabla XXXIII (Anexo VI) se muestran los vatsrde los TPH (medios) de cada
uno de los tratamientos realizados en la presemntestigacion. De estos datos se

obtuvieron la figura X1V y las tablas XIV y XV.

FIGURA XIV. Evolucién de los TPH durante los seism eses de
experimentacion
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La figura XIV nos indica la evolucién del TPH dedeauno de los tratamientos al igual
gue el blanco durante los seis meses de experioi@mtan los cuales se observa una
considerable disminucion de este contaminante tir pl@t cuarto mes (junio) en cada
uno de los tratamientos a excepcion del blancop crglor se mantiene constante

durante toda la biorremediacion.

De igual manera se puede apreciar también en laciomada figura, que los
tratamientos T6 y T9 son los experimentos mas sepitativos, en vista de que han

tenido mejores resultados en la disminucion déidsocarburos totales de petréleo.

TABLA XIV. Andliside Varianza de los TPH

Suma de
Fuente cuadrados Gl | Media cuadraticqd F Significacion
Tiempo 7403501512,8¢ 5 1480700302,5] 73,34 0,00
Tratamiento | 1069107639,6¢ 8 133638454,9t 6,62/ 0,00
Error 807505330,77 40 20187633,2¢
Total 388242526686,
0 54

A través de los datos obtenidos del ANOVA (tabl&)Xltenemos un factor Fisher de
6.62 el cual al compararlo con los valores preéstadns en tablas para una
investigacion con 8 grados de libertad nos indiage @xiste una variabilidad

significativa entre los valores medios de los TRH@hda uno de los tratamientos y los
meses de biorremediacién (seis meses), por lo sueeesario realizar la prueba de

TUKEY separando medias segun rangos.
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TABLA XV. Andlisis de datos segun praate TUKEY para los TPH
Subconjunto para alfa = 0,05

Tratamiento N a b Cc
T6 6 74554,33a
T9 6 76864,83a 76864,83b
T8 6 84328,83b 84328,83c
T3 6 84783,33b 84783,33c
T5 6 85829,83c
T1 6 86444,16¢
T2 6 86724,83c
T7 6 86746,83c
T4 6 87675,00c
Significacion 0,992 0,085 0,929

Se muestran las medias para los grupos emsuintos homogéneos.
N. Usa el tamafio muestral de la media arménig#00

En la tabla XV se presenta la separacion de meshae tratamientos homogéneos
teniendo tres subconjuntos ordenados alfabéticam@mtuna manera ascendente del
valor medio de los TPH. Los tratamientos preseptesl subconjunto a presentan
valores homogéneos entre el 74554,33 y 7686,8 slgdimres medios de TPH en los
seis meses de biorremediacion siendo los trataoséré y T9 los que se encuentran en
este grupo y hallando que el T6 es el valor mge begistrado en la fase de

experimentacion. Los datos presentes en el subdougoe va desde el 76864,83 y
84783,33 de los valores medios de TPH, presenteatamiento que pertenece también

al grupo a el cual se encuentra dentro del ranigdlesido por el subconjunto b dentro
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de este grupo estan los tratamientos T9, T8 yd@strando un aumento reducido de
los valores medios de TPH. Al continuar el analsisnos ascendiendo al subconjunto
que presenta un valor mayor de las medias de T8tenao asi en el grupo ¢ valores
entre 84328,83 y 87675,00. Los tratamientos homemgdentro de este grupo son T8,
T3, T5, T1, T2, T7 Y T4, ademas se puede apreciareaxisten dos tratamientos que
pertenecen al grupo b los cuales se encuentramoddat rango establecido por el

subconjunto c.

Por otra parte se puede apreciar en la tabla X/egiste una variabilidad considerable
entre los diferentes tratamiento que pertenecsalaonjunto a y ¢, presentando como
valor minimo 74554,33 a un valor maximo del grupte37675,00 de TPH.

Es asi que al realizar la prueba de Tuckey y raefas medias significativas diferentes
podemos concluir que los tratamientos que se et@menlentro del porcentaje de
significacion (99.20%) en la disminucion de TPHrahie un proceso de
biorremediacion son dos: el T6 (1500g suelo + 58@gorte + 15 g/ml coctel

bacteriano) y T9 (15009 suelo + 500g soporte +rhbgbctel bacteriano).

3.3.2. Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos

En la tabla XXXIV (Anexo VI) se muestran los valsmnedios de los HAP's de cada
uno de los tratamientos realizados durante todaodi@emediacion. De estos datos se
obtuvieron la figura XV y las tablas XVIy XVII.
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FIGURA XV. Evolucién de los HAP s durante los seis  meses
de experimentacion
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La figura XV nos indica la evolucion de los HAP & cada uno de los tratamientos al
igual que el blanco durante toda la biorremedigc#m los cuales se observa una
considerable disminucién de este contaminante tir pi@f tercer mes (mayo) en cada
uno de los tratamientos a excepcion del blancop crglor se mantiene constante

durante toda la biorremediacion.

Por otro lado se puede apreciar en la figura XV musvamente se vuelven a repetir los
tratamientos T6 y T9, en vista de que han tenidpme resultados en la disminucién

de los hidrocarburos aromaticos policiclicos.
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TABLA XVI. Analiside Varianza de los HAP s

Suma de Media
Fuente cuadrados Gl |cuadratica | F Significacion
Tiempo 67,68 5 13,53| 290,76/ 0,00
Tratamiento 6,05 8 0,75/ 16,25/ 0,00
Error 1,86| 40 0,04
Total 811,01 54

TABLA XVII. Andlisis de medias segun leugba de TUKEY para HAP's

Subconjunto para alfa = 0,05
Tratamiento| N a b o d
T6 6 2,91a
T9 6 3,45b
T1 6 3,64b 3,64c
T4 6 3,67b 3,67c
T3 6 3,73b 3,73c 3,73d
T8 6 3,74b 3,74c 3,74d
T5 6 3,89c 3,89d
T2 6 4,02c 4,02d
T7 6 4,12d
Significacio
. 1,000 0,343 0,094 0,083

Se muestran las medias para los grupos eosuintos homogéneos.
N. Usa el tamafio muestral de la media arnatmi6,000
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A través de los datos obtenidos del analisis ANQt&bla XVI), tenemos un factor
Fisher de 16,25 el cual al compararlo con los eal@reestablecidos en tablas para una
investigacion con 8 grados de libertad nos indiage @xiste una variabilidad
significativa entre los valores medios de los HA#es cada uno de los tratamientos y
los meses de biorremediacion, por lo que es neceslizar la prueba de TUKEY

separando medias segun rangos.

En la tabla XVII se presenta la separacion de rseeidre tratamientos homogéneos
teniendo cuatro subconjuntos ordenados alfabéticnte una manera ascendente del
valor de HAP's. En donde se puede apreciar quéeexissubconjunto que marca una
diferencia entre los demas subconjuntos el tratamiel6 el cual pertenece al
subconjunto a tiene el valor medio mas bajo delisisa(2,91). Los tratamientos
presentes en el subgrupo b que va desde el 3,48ty los valores medios de HAP's
yson T9, T1, T4, T3 y T8, registrando un aumemtdos valores medios de HAP's. Al
continuar el analisis vamos ascendiendo al subotmjque presenta un mayor valor
medio de HAP's, asi en el subconjunto c preseatares entre 3,64 y 4,02. Los
tratamientos homogéneos dentro de este grupo so4T T3, T8, T5 y T2, ademas se
puede apreciar que existen cuatro tratamientopguenecen al grupo b los cuales se
encuentran dentro del rango establecido por elasyimto c. Por dltimo tenemos el
subconjunto d los mismos que tienen valores meghte 3,73 y 4,12, los tratamientos
homogéneos dentro de este grupo son T3, T8, TYy, T2 asimismo se puede apreciar
gue existen cuatro tratamientos que pertenecemu@logc los cuales se encuentran

dentro del rango establecido por el subconjunto d.
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Por otra parte los tratamientos de los subconjantal se presenta un valor minimo de
HAP's 2,91 a un valor maximo del grupo d 4,2, éedo una variabilidad considerable

entre los diferentes tratamientos que pertenecada subconjunto.

Es asi que al realizar la prueba de Tuckey y raefas medias significativas diferentes
podemos decir que el tratamiento que se encuerdeariro del porcentaje de
significacion (100.00%) en la disminucion de HAPdsrante un proceso de
biorremediacion es el tratamiento T6, el cual ieoet 15009 suelo + 5009 soporte + 15

g/ml coctel microbiano.
3.3.3. Niquel

En la tabla XXXV (Anexo VI) se muestran los valoresdios del niquel de cada uno
de los tratamientos realizados durante toda lardnwediacion. De estos datos se

obtuvieron la figura XVI y las tablas XVIII y XIX.

FIGURA XVI. Evolucidn del Niquel durante los seism  eses de
experimentacion
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La figura XVI nos indica la evolucion de niquel ckdda uno de los tratamientos al igual
gue el blanco durante todos los meses de expereiént en los cuales se observa una
considerable disminucién de este contaminanteta gat mes de junio en cada uno de
los tratamientos a excepcion del blanco, cuyo vedomantiene constante durante toda

la biorremediacion.

Por otro parte se puede apreciar también en la anfgjara, que los tratamientos T1,
T6, T8 y T9 son los experimentos mas representgtiea vista de que han tenido

mejores resultados en la disminucion del niquel.

TABLA XVIII. Analisisle Varianza para el Niquel

Suma Media
Fuente de cuadrados| Gl cuadrética | F Significacion
Tiempo 11059,55 5 2211,91 39,56/ 0,000
Tratamiento 1909,70 8 238,71 4,270,001
Error 2236,00 40 55,90
Total 53968,77 54

A través de los datos obtenidos del analisis ANQ&bla XVIII), tenemos un factor
Fisher de 4,27 el cual al compararlo con los val@reestablecidos en tablas para una
investigacion con 8 grados de libertad nos indiage @xiste una variabilidad
significativa entre los valores medios deL niquel chda uno de los tratamientos y los

meses de experimentacion, por lo que es necesatinar la prueba de TUKEY.
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TABLA XIX. Analisis de datoggun la prueba de TUKEY

Subconjunto para alfa = 0,05
Tratamiento N a b
T6 6 20,18a
T8 6 21,39a
T7 6 22,90a
T1 6 2325a
T9 6 23,49a
T3 6 25,70a 25,70b
T4 6 32,24a 32,24b
T2 6 34,08a 34,08b
5 6 37,87b
Significacion 0,057 0,142

Se muestran las medias para los grapsubconjuntos homogéneos.
N. Usa el tamafio muestral de la meatiadnica = 6,000

En la tabla XIX se presenta la separacion de mesha® tratamientos homogéneos
teniendo dos subconjuntos ordenados alfabéticantmtena manera ascendente del
valor del niguel. En donde se puede apreciar gisteenn subconjunto a que agrupa a
ocho tratamientos que presentan valores homogérate el 20,18 y 34,08 de niquel
en los seis meses de biorremediacion siendo ltsrtrantos T6, T8, T7, T1, T9, T3,
T4, y T5 los que se encuentran en este grupo wrual que el T6 (1000g suelo +
1000g soporte + 10g/ml coctel microbiano) es ebivalds bajo registrado en la fase de
experimentacion. Los datos presentes en el subdrgoe va desde el 25,70 y 37,87 de

niquel presenta tres tratamientos que perteneodréda al grupo a los cuales se
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encuentra dentro del rango establecido por el sybeto b dentro de este grupo estan
los tratamientos T3,T4, T2 y T5, registrando un anto reducido del porcentaje de

niquel.

Por otra parte los subconjuntos a y b presentavalor minimo de niquel 20,18 a un
valor méximo del grupo b 37,87 teniendo una valiédu considerable entre los

diferentes tratamientos que pertenecen a cada IFuinto.
3.3.4. Cadmio

En la tabla XXXVI (Anexo VI) se muestran los valsrmedios del cadmio para cada
uno de los tratamientos realizados durante todéolaemediacion. De estos valores se
obtuvieron la figura XVII y las tablas XXy XI.

FIGURA XVII. Evolucién del Cadmio durante los seis  meses
de experimentacién
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La figura XVII nos indica la evolucion del cadmiorpcada uno de los tratamientos al

igual que el blanco durante los seis meses de iex@&tacion, en los cuales se observa
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una considerable disminucion de este contaminapgeta del mes de julio en cada uno
de los tratamientos a excepciéon del blanco, cuyor\s® mantiene constante durante

toda la biorremediacion.

Por otro lado se puede apreciar en la anteriordiggue los tratamientos T4, T5, y T6
son los experimentos mas sobresalientes, en \astpé han tenido mejores resultados

en la disminucion del cadmio.

TABLA XX. Atidis de varianza del Cadmio

Suma de Media Significacio
Fuente cuadrados Gl cuadratica |F n
Tiempo 11,40/ 5 2,28 296,38 0,00
Tratamiento 0,36 8 0,04 5,88 0,00
Error 0,30 40 0,008
Total 50,66| 54

A través de los valores obtenidos de la tabla 3&Xpuede apreciar un factor de Fisher
de 5,88, que al compararlo con los valores prelesidios en tablas para una
investigacion con 8 grados de libertad nos indiage egexiste una variabilidad
significativa entre los valores medios de cadmioad&la uno de los tratamientos y los
meses de experimentacion, por lo que es neceseaiar la prueba de TUKEY

separando medias segun rangos.



- 83 -

TABLA XXI. Analisis de dag segun prueba de TUKEY

Subconjunto para alfa = 0.05
Tratamiento | N a b c
T4 6 0,71a
T2 6 0,74a
T6 6 0,76a 0,76b
Tl 6 0,81a 0,81b 0,81c
T9 6 0,87a 0,87b 0,87c
T5 6 0,87a 0,87b 0,87c
T3 6 0,92b 0,92c
T7 6 0,93c
T8 6 0,94c
Significacion 0,066 0,057 0,219

Se muestran las medias pargn@gsos en subconjuntos homogéneos.
N. Usa el tamafio muestral dadalia armonica = 6,000

La tabla XXI presenta la separacion de medias érstamientos homogéneos teniendo
tres subconjuntos ordenados alfabéticamente demameera ascendente del valor de
cadmio. Los tratamientos presentes en el subcanpmresentan valores homogéneos
entre el 0.71 y 0.87 de cadmio en los seis mesebiateemediacion siendo los

tratamientos T4, T2, T6, T1, T9 y T5 los que seuentran en este grupo y hallando que
el T4 es el valor méas bajo registrado en la fasexgerimentacion. Los datos presentes
en el subgrupo b que va desde el 0,76 y 0,92 dmiogoresentan cuatro tratamientos
que pertenece también al grupo a los cuales seeetnaudentro del rango establecido
por el subconjunto b dentro de este grupo esttrdbamientos T6, T1, T9, TS5y T3,

registrando un aumento en el valor de cadmio. Atinoar el andlisis vamos
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ascendiendo al subconjunto que presenta un major ge cadmio estando asi en el
grupo c valores entre 0,81 y 0,94. Llos tratamigritomogéneos dentro de este grupo
son T1,T9, T5, T3, T7 y T8, ademas se puede aprqum existen cuatro tratamientos
que pertenecen al grupo b los cuales se encuetgratro del rango establecido por el

subconjunto c.

Por otra parte los tratamientos de los subconjuaips presenta valores medios, siendo
el minimo 0,71 y un maximo del grupo ¢ 0,94 tencenda variabilidad significativa

entre los diferentes tratamientos que pertenecaaa subconjunto.
3.3.5. Plomo

En la tabla XXXVII (Anexo VI) se muestran los vadésrmedios del plomo de cada uno
de los tratamientos realizados durante toda lardnwediacion. De estos datos se

obtuvieron la figura XVIIl y las tablas XXII'y XXII

FIGURA XVIII. Evolucion del Plomo durante los seis  meses de
experimentacion
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La figura XVIII nos indica la evolucion del ploma e&ada uno de los tratamientos al
igual que el blanco durante toda la biorremedigc@m los cuales se observa una
considerable disminucion de este contaminante ta pat segundo mes (abril) en cada
uno de los tratamientos a excepcion del blancop crglor se mantiene constante

durante toda la biorremediacion.

TABLA XXII. An&ddis de Varianza para el Plomo

Suma Media Significacio
Fuente de cuadrados Gl cuadratica F n
Tiempo 50,75 5 10,15 95,37 0,000
Tratamientg 1,99 8 0,25 2,34 0,036
Error 4,25 40 10,10
Total 199,24 54

A través de los datos obtenidos del ANOVA (tablalXXenemos un factor Fisher de
2,34 el cual al compararlo con los valores preéstadns en tablas para una
investigacion con 8 grados de libertad nos indiage @xiste una variabilidad

significativa entre los valores medios del plomo ckda uno de los tratamientos y los
meses de biorremediacién, por lo que es necesaalizar la prueba de TUKEY

separando medias segun rangos.
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TABLA XXIII. Andlisis de meds segun la prueba de TUKEY

Subconjunto
para alfa = 0.05

Tratamiento N a

T7 6 1,32a

T2 6 1,34a

T6 6 1,50a

T5 6 1,59a

T9 6 1,61a

T4 6 1,69a

Tl 6 1,77a

T3 6 1,86a

T8 6 1,87a

Significacion 0,116

Se muestran las medias lesrgrupos en subconjuntos homogéneos.
N. Usa el tamafio muestealadmedia armonica = 6,000

En la tabla XXIll se presenta la separacion de asedntre tratamientos homogéneos
teniendo como Unico subconjunto a ordenado alfedr@ente de una manera
ascendente de los valores medios del plomo, enedsmguede apreciar que existe un
valor minimo de plomo 1,32 y un valor maximo deljgpy que es 1,87. Lo que nos
quiere decir que no existe mucha variabilidad aerable entre los diferentes

tratamientos que pertenecen a cada subconjunto.
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3.4. EFICIENCIA DE LAS RESPUESTAS EXPERIMENTALES BEADA UNO DE
LOS TRATAMIENTOS EN ESTUDIO

En base a los valores obtenidos en la concentramidial (caracterizacion del suelo) y
concentracion final (agosto) se ha podido determimaficiencia de cada una de los
parametros experimentales, las cuales se reprasemias siguientes figuras: XIX, XX,

XXI, XXI1'y XXIII.

FIGURA XIX Eficiencia del TPH de cada ude los tratamientos en estudio
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De acuerdo a la figura XIX se puede apreciar ggetfaamientos T6 (60.21%) y T9
(47.92%) son los experimentos que mayor eficietieilaen en relacion a los otros
experimentos en lo que tiene que ver con la deaounacion de los suelos afectados

por hidrocarburos totales de petréleo.
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Ademas cabe recalcar que los resultados final@$#eestan todavia por encima de los

limites permisibles para uso industrial del susgin el RAOHE (< 4000mg/Kg) en

todos los experimentos.

Por este particular se ha realizado la proyecc#losl valores del TPH para seis meses

mas hasta el cumplimiento del parametro, por meltib método de los minimos

cuadrados (regresion lineal).

TABLA XXIV. &lores Proyectados del TPH

BIORREMEDIACION

Experimental Proyectada
(mg/Kg) (mg/Kg)

Tratamiento |Ago-07 Sep-07| Oct-07| Nov-07| Dic-07| Ene-08 Feb-08

T1 71896 66135| 60299 54462 48626 42760 36953
T2 74048 67883 | 62499 57116 51782 46349 40965
T3 70486 63057 | 56850 50642 44485 382p8 32020
T4 74612 69225| 64046 58798 535p0 480382 43054
T5 70921 64407 | 58287 52166 46045 39924 33803
T6 40424 32909| 21010 9111 -2788 -14687 -26H86
T7 71396 67571 62093 56614 51185 456p6 40177
T8 6862 62915| 56797 50678 44560 38442 32323
T9 52915 44412 35140 25867 16595 7323 -1950
Blanco 92083 91581| 89928 88274 866021 84968 83314




-89 -

Como se puede apreciar en la tabla XXIV, el parborg¢ TPH ingresa en los limites
permisibles en el mes de diciembre del presentecaiioel tratamiento T6 (-2788
mg/Kg) y en el mes de de febrero del 2008 con péemento T9 (-1950 mg/Kg).

Por otra parte se puede determinar en la misma %KIV que el blanco realizado
todavia mantiene alta la cantidad de TPH, alcareandvalor de 83317 mg/Kg al final

del mes de febrero del 2008.

FIGURA XX. Eficiencia de los HAP's de cadau®e los tratamientos en estudio
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De acuerdo a la tabla XX se puede apreciar queanuente se vuelven a repetir los
tratamientos T6 (80.72%) y T9 (73.84%), experimengue tienen una mayor
eficiencia en relacion a los otros experimentosl@ngue tiene que ver con la

descontaminacion de los suelos afectados por tadsams aromaticos policiclicos.
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Asimismo cabe resaltar que los valores ultimossle eontaminante estan por debajo
de los limites permisibles para uso industrialsielo segun el RAOHE (< 5mg/Kg) en

todos los experimentos.

FIGURA XXI. Eficiencia del Niquel de cadao de los tratamientos en estudio
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En la figura XXI se puede apreciar que los tratamoie T9 (84.41%) y T1 (81.93%)
son los biorreactores que tienen mayor eficiengiaeéacion a los otros experimentos.
Ademas cabe decir que el tratamiento T6 (80.13%bién se mantiene entre los

experimentos con alto indice de descontaminacidrigieel en los suelos.

Por otro lado hay que destacar que los valoresidakl estaban siempre por debajo de
los limites permisibles para uso industrial delsisegun el RAOHE (<100 mg/Kg) en

todos los experimentos desde el principio de lastigacion.
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FIGURA XXII. Eficiencia del Cadmio de cadaaude los tratamientos en estudio
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En la figura XXIl se puede apreciar que los traemto T5 (93.89%) y T6 (91.67%)
son los biorreactores que tienen mayor eficiencieetacion a los otros experimentos.

De igual manera cabe recalcar que los valores tdepasametro estaban por debajo de
los limites permisibles para uso industrial dedlsisegun el RAOHE (<10mg/Kg) en

todos los experimentos desde el principio de lastigacion.

De acuerdo a la figura XXIIl se puede apreciar quevamente se vuelven a repetir los
tratamientos T6 (92.18%) y T9 (89.20%), experimengue tienen una mayor
eficiencia en relacion a los otros experimentosl@ngue tiene que ver con la

descontaminacion de los suelos afectados por plomo.

También vale mencionar que los valores de esteagobnante se encontraban por
debajo de los limites permisibles para uso indsttel suelo segin el RAOHE

(<500mg/Kg) en todos los experimentos desde etipiim de la investigacion.
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FIGURA XXIIl. Eficiencia del Plomo de cadaade los tratamientos en estudio
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En base a las eficiencias obtenidas en la presenstigacion de los nueve
tratamientos, se puede determinar que ha existidomejora considerablemente en el
proceso degradativo de los contaminantes (TPH, BIARi, Cd y Pb) mediante el
empleo de céctel microbiano, alcanzandose valaras €0 - 94% de eficiencia. Con

este analisis se aceptaipotesis planteada en el proyecto.

FIGURA XXIV. Suelo contanaito vs Suelo Biorremediado




3.5. VIABILIDAD ECONOMICA DE LA INVESTIGACION

La viabilidad econdémica la estimamos a partir:
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ESTIMACION DEL COSTO TOTAL DE LA INVESTIGACION = (AB+C+D)

TABLA XX\Costos de Mano Obra Directa

A : MANO DE OBRA DIRECTA

V.unit. Subtotal
Item |Denominacion Cantidad Unidad |[(USD) (USD)
Servicio de Investigador
1 en el Laboratorio 8 mes 80,00 640,00
2 Transporte del investigador 144 dia 1,00 144,00
Total 784,00
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TABLA XXVILCostos de Materiales Directos

B: COSTOS DIRECTOS
V.unt Subtotal
Item | Denominacién Cantidad Unidad |(USD) (USD)
Suelo contaminado con
petréleo
proporcionado por la
1 Refineria Estatal EsmeraldgB00 Ib -- --
Transporte del suelo al
2 laboratorio de andlisis 2 viaje 10,00 20,00
3 Coctel bacteriano 2 Ib 20,00 40,00
4 Arena 35 Ib 0,05 1,75
5 Arrocillo 35 Ib 0,20 7,00
TOTAL (USD) 68,75
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TABLA XXVII. Gastos de Energia Consumido por losquipos durante la
Investigacion
C : ENERGIA
Item | Denominacion Horas Energia Subtotal
Consumida
Empleadas (Kw) (USD)

1 Autoclave 6 40 4,80
2 Balanza de precisiéon 30 5 0,60
3 Camara de flujo laminar 9 4 0,48
4 Computadora 320 55 6,60
5 HPLC 105 800 96,00
6 Espectrof. atbmica 9 1300 156,00
7 Estufa 420 34 4,08
8 Foco 2160 80 9,60
9 Hach 18 50 6,00
10 Incubadora 288 20 2,40
11 Mufla 60 70 8,40
12 pH metro 6 2 0,24
13 Refrigeradora 1200 100 12,00
14 Reverberos 8640 700 84,00
15 Rotavapor 30 4 0,48

TOTAL (USD) 391,68
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TABLA XXVl Costos de los Reactivos

D: REACTIVOS
item |Parametro Cantidad |V. Unit. Subtotal
(USD) (USD)

1 Acetonitrilo 4 84,82 339,28

2 Cloruro metileno 3 47,02 141,06

3 Ciclo hexano 1 141,47 141,47

4 Petrifil 4 41,00 164,000

5 Acetileno 1 424,50 4245

6 Acido nitrico 1 231,53 231,53

7 Acido perclérico 1 593,00 593,00

8 Caldo nutritivo 68,40 68,40

9 Peptona 115,00 115,00
TOTAL 2218,24

TABLA XXIX. Costoofal de la Investigacion

A 784,00
B 68,75
C 391,68
D 2218,24
TOTAL 3462.67
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CAPITULO IV

4. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
4.1. CONCLUSIONES

1. El suelo contaminado de la piscina externa de lAn&&a Estatal Esmeraldas,
presentd dos parametros que estaban fuera dentitesli permisibles para uso
industrial del suelo segun el RAOHE y son: TPH @@l mg/Kg) y HAP's (5.81

mg/KQ).

2. Se activo los in6culos bacterianos (coctel mixto}8 horas a temperatura de 40°C,

previo su incorporacion en los respectivos bio@as.

3. Se logré6 obtener nueve biorreactores empleandoulio®cbacteriano, suelo
contaminado de petroleo y utilizando como sustuatm mezcla de arena y arrocillo
a diferentes cantidades e incubando a 28-35°C gisrmseses, obteniéndose una
estabilidad del proceso alta, constituyéndose antéenica biotecnoldgica atractiva

para descontaminar el medio ambiente.

4. El crecimiento bacteriano es un factor importandéapla descontaminacion de
suelos, ya que en base a los resultados obteredpgd® apreciar que partimos de
6.00E+06 UFC/g (caracterizacion inicial) y que adiea los seis meses de
experimentacion se dio un aumento considerable eaneero de microorganismos

degradadores de petréleo el cual llego a 52.00E#@%amiento T6), lo que nos
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permite decir que a mayor presencia de microorgassexiste mayor grado de
biorremediacion de los contaminantes.

. Los resultados obtenidos en la evaluacion de lauat@on natural (blanco)

reflejaron que la degradacion de hidrocarburos gsta técnica requieren de un
tiempo de biorremediacion mayor al evaluado poniesve diferentes tratamientos,
alcanzando resultados de eficiencias de todosdogminantes (TPH, HAP’s, Cd,
Pb y Ni) en los seis meses de 9,27 - 43.75% enragiata las eficiencias de los

diferentes tratamientos 60.21 - 92.18%.

El tratamiento que estadisticamente y por suesf@a tuvo mejores resultados en
la reduccion de los contaminantes fue el trataroid® en vista de que presento al
final de la investigacion valores de: 40424 mg/kegldPH (60.21%), 1.12 mg/Kg de
HAP’s (80.72%), 14.95 mg/Kg de Niquel (80.13%)Y150mg/Kg de Cadmio

(91.67%) y 0.42 mg/Kg de Plomo (92.18%).

. Desde el punto de vista cientifico, tecnolégico goremico, la presente

investigacion determind la viabilidad del proyecto.
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4.2. RECOMENDACIONES

1. Hacer siempre una prueba de biorremediacion a diedaboratorio antes de ser

utilizada en campo.

2. Realizar investigaciones con otros soportes solbddguidos.
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RESUMEN

La investigacion tiene por objeto biorremediarl@si€ontaminados con hidrocarburos
provenientes de una area de 36Gife la piscina Externa de la Refineria Estatal
Esmeraldas, mediante la utilizacion de inOculosrobi@nos en una camara de
remediacion a temperatura y humedad controladdisenque fueron realizados en el
laboratorio del Centro de Servicios Técnicos y $farencia Tecnoldgica Ambiental
(CESTTA) de la Escuela Superior Politécnica de Gioirazo.

Se realizaron 10 tratamientos con tres repetisiom® los cuales se variaron la
concentracion del inoculo (5, 10, 15 g/mL), cardidke suelo (500, 1000, 1500 g) y
cantidad de sustrato (500, 1000, 1500 g).

Se emplearon métodos fisico-quimicos (fotometrfayimetricos, potenciometricos),
microbiolégicos y estadisticos (fisher, tukey, mrios cuadrados), técnicas de
extracciéon con cloruro de metileno, determinacionfPLC, absorcion atémica, medio

de cultivo liquido y determinacion de aerobios nfiéss

Del estudio, se concluye que el suelo contaminditipado tuvo dos parametros (TPH -
101600 mg/Kg y HAP’s - 5.81 mg/Kg) que estuviefwera de los limites permisibles
segun el Reglamento Ambiental para las Operacibligr®carburiferas en el Ecuador,
los mismos que al ser tratados con los in0culosatianos durante los seis meses de
experimentacién permitieron biorremediar significatente, siendo el tratamiento T6
el que presentd una mayor eficiencia en la redacd® TPH 60%, HAP’s 80.72%,
Ni 80.13%, Cd 93.89% y Pb 92.18%. Proporamimaasi informacion fiable para el

futuro en lo que respecta a la técnica de remexiate suelos.

Se recomienda siempre realizar pruebas de biorianiéd a nivel de laboratorio antes

de ser utilizadas en campo, para evitar cualqomarssa.
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SUMMARY

This investigation deals with the bio-remedyingloé soils polluted with hydrocarbons
from a 300 r area of microbial inocules in a remedy camera atoatrolled

temperature and humidity, analyses which were@dwut in the Technical Service and
Environmental Technology Transfer Center Lab. ef Bscuela Superior Politécnica de

Chimborazo.

Ten treatments with three replications were caraetwhich the inocule concentration
(5, 10, 15 g/mL), soil quantity (500, 1000, 1500agd substrate quantity (500, 1000,
1500 g) varied. Physical and chemical (photomegravimetric and potenciometric)
microbiological and statistical (fisher, tukey, mmmum squares) methods, methyl
chloride extractions techniques, determination d¢?LB, atomic absorption, liquid

culture medium and mesophyll aerobe determinati@ne used.

From the study, it is conclude that the pollutet Isad two parameters (TPH — 101600
mg/Kg and HAP’s — 5.81 mg/Kg) which were outside prermissible limits according
to the Environmental Regulations of he Operatioisdtarburiferas to Ecuador which
upon being treated with microbial inocules overxansonth experimentation allowed to
remedy significantly, with the T6 treatment beihg most efficient in the reduction of
the TPH 60%, HAP’s 80,72%, Ni 8,73%, Cd 93,89% Rh®2,18%. This way, reliable

information is provided for the future soil remealyitechnique.

It is recommended to carry out bioremedying test kab level before being used in the

field to avoid any surprise.
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ANEXO |

HOJA DE DATOS SOBRE SEGURIIDXx MATERIALES

SPARTANEMICAL COMPANY

SECCION I: IDENTIFACION DEL PRODUCTO

Nombre del producto (tal como aparece en la etiguetCONSUME POW
WASTEWATER TREATMENT.

Nombre del fabricante: Spartan Chemical Compang, In

SECCIONPELIGROS PARA LA SALUD

Efectos de exposicion excesiva — condiciones que due evitar: Puede causar
irritacion a los ojos y a la piel con sintomas &leomo dolor, rojez e hinchazon de la
conjuntiva. Nocivo si es ingerido con sintomas satemo dolor, nausea, vomito y
diarrea. La inhalacion del polvo del producto debgucto puede causar irritacion a
las vias respiratorias.

No permita el contacto con los ojos o la piel. Marigiera. Evite respirar el polvo del
producto. Evite contacto con heridas abiertas, miettada o membranas mucosas.
Lavese bien después de manipular.

Procedimientos de emergencia y primeros auxilios:

« Ojos: Lavese los ojos con agua durante un minim@é=5denin. Quitese las lentillas

de contacto. Consiga atencién médica.
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+ Piel: Lavese la piel con abundante agua durantealyép. Aplique un agente
antiséptico de uso topico a heridas abiertas octetada. Consiga atencion médica
si la irritacion persiste.

+ Ingestion: No induzca el vémito. Beba uno o dososate agua para diluir el
producto. Consiga atencion médica. No le dé nada lpmca a una persona
inconsciente.

« Inhalacion: Traslade la persona al aire fresco. Gma atencion médica si la

irritacion persiste.

SECCION lIl: PROCEDIMIENTOS EN CASO DE [BRIES O FUGAS

Pasos a seguir en caso que el material escaperegee: Puede eliminar pequefios
derrames a la alcantarilla. Las cantidades mayodeben recogerse y trasladarse a
recipientes adecuados para desecho.

Método de disponer de desechos: Deseche en codfmnton todas las leyes y

reglamentos federales, estatales y locales.

SECCION IV: INFORMACION ESPECI®DBRE LA PROTECCION

Proteccion respiratoria: No requiere normalmenteando existe una buena ventilacion
general.
Guantes protectivos: Guantes de goma u otro mdtenipermeable.

Protectores de ojos: Lentes de seguridad o gafas
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SECCIONPRECAUCIONES ESPECIALES

Precauciones para el manejo y almacenamiento: Admacen un lugar fresco y seco
fuera de la luz del sol directa. Mantenga el reeiyie bien cerrado cuando no lo use.
No contamine la comida o la alimentacién. No logele ni caliente a mas de PFO

Otras precauciones: Lavese bien después de manipdintenga lejos del alcance de

los ninos.
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ANEXO I

COMPOSICION DEL CALDOTRITIVO

(MEDDE CULTIVO)

Componente Cantidad
Extracto de res 3.0g
Peptona 5.0g
Cantidad a disolver 8g/l

Especificacion del producto:

Ajustado y/o suplementado para satisfacer los gasede rendimiento. Para uso en
laboratorio pH final 6.840.2.

Calentar frecuentemente por 1 minuto. Autoclavafa°C y 15 minutos.
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ANEXO Ili

COMPOSICION DE LOS RIGNUTRIENTES

(MEDIO ENRIQUECIMIENTO)

Componente Cantidad
NaNO3 0,1000g
K2HPO4 0,05009g
KH2PO4 0,02509g
KCL 0,05009g
MgS04.3H20 0,02509g
CaCl2 0,0010g
FeSO4. 7TH20 0,0010g
H3B03 0,0150¢g
CuS04.5H20 0,0025¢g
MoNa2042H20 0,0020g
ZnS04.7H20 0,03509g

Nota: Esta composicion es por cada 100g de sumitaminado con petroleo.



- 111 -

ANEXO IV

CONDICIONES CLIMATOLOGICAS DE LA REFINERIA ESTAESIMERALDAS

Pardmetro Medida
Temperatura maxima 0°¢
Temperatura minima 5°¢
Velocidad del viento 5 ®/s
Humedad Relativa %0
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ANEXO V

VALORES MEDIOS DE LAS VARIEBIDE CONTROL

TABLA XXX. HUMEDAD

CODIGO MARZO ABRIL MAYO JUNIO JULIO AGOSTO
T1 46,47 52,99 55,31 59,99 52,25 54,48
T2 51,90 52,56 54,37 59,06 54,89 55,55
T3 45,95 53,57 55,36 61,46 59,80 55,53
T4 60,06 54,17 57,97 54,51 56,72 54,62
15 60,07 53,66 56,56 56,71 59,26 53,14
T6 59,97 56,45 58,73 60,33 57,73 55,64
17 62,01 53,31 58,56 52,16 53,39 55,18
T8 57,12 54,22 57,66 56,91 57,24 54,87
19 60,13 54,75 57,65 61,16 61,32 55,27
BLANCO 23,87 50,62 53,34 52,67 52,17 54,13
TABLA XXXI. pH
CODIGO |MARZO ABRIL MAYO JUNIO JULIO AGOSTO
T1 6,32 7,28 6,62 6,97 6,99 7,70
T2 6,49 7,39 7,28 7,03 7,24 7,11
T3 6,42 7,45 7,63 7,29 7,21 7,42
T4 6,53 7,52 6,67 7,14 7,65 7,66
15 6,49 7,71 7,03 7,38 7,45 7,13
16 6,49 7,23 7,58 7,40 7,57 7,86
17 6,33 7,14 6,99 7,54 7,66 7,59
T8 6,50 7,28 7,54 7,54 7,50 6,99
19 6,87 7,54 7,43 7,70 7,39 7,60
BLANCO | 5,10 5,19 5,90 6,60 7,15 7,18
TABLA XXXMEROBIOS MESOFILOS

CODIGO |MARZO ABRIL MAYO JUNIO JULIO AGOSTO
T1 6,10E+06 6,30E+06 6,7/0E+06| 7,45E+06 9,20E+06 5E407
T2 6,25E+06 6,40E+06 7,00E+06| 7,85E+06 1,25E+07, (QE207
T3 5,90E+06 6,30E+06 7,00E+06| 8,30E+06 1,55E+07 (0E207
T4 6,50E+06 7,10E+06 8,00E+06| 3,89E+07 1,70E+07, (OQE®607
15 6,85E+06 7,85E+06 9,00E+06| 1,20E+07 2,10E+07) OE®07
16 7,30E+06 9,00E+06 1,10E+07| 2,00E+07 3,40E+07] (0&207
T7 6,90E+06 7,50E+06 8,00E+06| 9,00E+06 1,15E+07 O0E407
T8 7,75E+06 8,85E+06 9,45E+06| 9,90E+06 1,30E+07 (QE207
19 7,30E+06 8,80E+06 1,06E+07| 1,30E+07 2,80E+07] OE+07
BLANCO | 5,55E+06 6,65E+06 6,70E+06| 7,40E+06 7,55E+06 7,85E+06
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ANEXO VI

VALORES MEDIOS DE LAS RESETAS EXPERIMENTALES

TABLA XXXIII. TPH

CODIGO |MARZO |ABRIL MAYO JUNIO JULIO AGOSTO
T1 100455 96117 90280 81298 78619 71896
T2 99790 95667 89455 83712 77677 74048
T3 100045 94807 89523 78519 75320 70486
T4 100300 96254 90691 84221 79972 74612
15 100335 96955 89183 79932 77653 70921
T6 99671 94078 84590 69551 59012 40424
17 99685 95745 88194 85633 79828 71396
18 99041 94953 85807 82055 75455 68662
19 99044 92754 79699 73127 63650 52915
BLANCO | 100989 100174 98111 96621 96226 92083
TABLA XXXIV. HAP's
CODIGO |MARZO ABRIL MAYO JUNIO JULIO AGOSTO
T1 5,07 4,72 4,00 3,29 2,70 2,11
T2 5,22 5,08 4,62 4,16 3,07 1,99
T3 4,94 4,73 4,27 3,82 2,83 1,84
T4 5,10 4,96 4,01 3,06 2,66 2,27
15 5,18 4,99 4,37 3,75 2,94 2,14
16 4,71 4,42 3,32 2,22 1,67 1,12
17 5,31 5,09 4,63 4,17 3,23 2,29
18 4,93 4,77 4,19 3,61 2,86 2,12
19 5,09 4,75 3,93 3,12 2,32 1,52
BLANCO | 5,77 5,66 5,29 4,92 4,30 3,68
TABLA XXXV. NIQUEL

CODIGO |MARZO |ABRIL MAYO JUNIO JULIO AGOSTO
T1 44,91 26,96 21,92 16,87 15,24 13,60
T2 46,02 38,44 34,57 30,70 28,50 26,29
T3 48,26 46,44 29,28 12,11 10,08 18,04
T4 43,00 39,22 33,97 28,72 25,77 22,81
T5 54,91 43,49 38,78 34,07 30,02 25,96
T6 55,41 31,01 18,44 15,87 15,41 14,95
T7 55,04 41,66 23,75 15,83 15,65 15,47
T8 47,27 45,00 24,48 13,95 13,88 13,81
T9 56,92 51,92 26,83 11,80 11,77 11,73
BLANCO | 59,65 53,36 48,12 42,87 42,60 42,33
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TABLA XXXVI. CADMIO

CODIGO |MARZO ABRIL MAYO JUNIO JULIO AGOSTO
T1 1,62 1,10 0,90 0,68 0,42 0,16
T2 1,47 1,19 0,88 0,56 0,32 0,27
T3 1,74 1,36 1,10 0,83 0,46 0,28
T4 1,25 1,08 0,84 0,59 0,38 0,17
T5 1,64 1,39 1,04 0,69 0,40 0,11
T6 1,38 1,23 0,90 0,57 0,36 0,15
T7 1,38 1,36 1,13 0,90 0,59 0,27
T8 1,51 131 1,08 0,85 0,59 0,33
T9 1,54 1,40 1,01 0,62 0,43 0,24
BLANCO| 1,80 1,69 1,57 1,45 1,39 1,33
TABLA XXXVII. PLOMO
CODIGO |MARZO ABRIL MAYO JUNIO JULIO AGOSTO
T1 3,86 2,06 1,58 1,10 1,05 1,00
T2 3,41 1,59 1,10 0,60 0,65 0,70
T3 4,72 2,08 1,42 1,14 1,00 0,85
T4 3,32 2,14 1,59 1,04 1,04 1,03
T5 2,79 2,33 1,68 1,03 0,93 0,83
T6 3,93 2,13 1,39 0,64 0,53 0,42
T7 2,20 1,73 1,34 0,94 0,9 0,86
T8 3,91 2,39 1,76 1,12 1,07 1,01
T9 3,74 2,42 1,58 0,73 0,66 0,58
BLANCO | 5,08 5,07 4,89 4,58 4,47 4,35
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ANEXO VII

NALISIS REALIZADOS

Fotografia N° 1. Preparacion de diluciones patanalisis de aerébios mesdfilos

Fotografia N°Recuento de aerobios mesofilos
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ANEXO VI

EQUIPOS UTILIZADOS

04/09/2007

Bgtafia N° 3. Incubadora

04%709/2007

Fotografia N° 4. Autoclave
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Fotografi® 5. Camara de flujo laminar



