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RESUMEN

Se desarroll6 la biorremediacion de suelos contaminados con hidrocarburos mediante el hongo
Pleurotus ostreatus. Las actividades hidrocarburiferas generan un importante impacto negativo
en el ambiente al no ser realizadas adecuadamente, siendo el suelo uno de los medios
mayoritariamente susceptibles a sufrir contaminacion por hidrocarburos. Se llevé a cabo el
proceso en los laboratorios de biotecnologia de la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo
en la ciudad de Riobamba, la técnica de biorremediacion fue por biopilas, misma que inici6 con
la obtencion de la cepa del hongo Pleurotus ostreatus, y consecuente inoculacion en el trigo
como sustrato inicial, una vez invadido el trigo por el micelio del hongo se inoculd sobre el
suelo contaminado acondicionado con un sustrato especifico. Los sustratos para la adecuacion
del suelo fueron; arveja, bagazo y cacao constituyéndose en tratamientos A, B, C
respectivamente. Los tres tratamientos fueron replicados y colocados en celdas individuales con
capacidad de 2 kg dando un total de 9 unidades experimentales. Se aplic6 un disefio
completamente al azar (DCA-ANOVA) con la finalidad de determinar si existe diferencia
significativa entre tratamientos y modelo estadistico TUKEY para encontrar el tratamiento mas
adecuado. Los resultados luego de las 6 semanas de tratamiento mostraron que el tratamiento C
redujo los TPHSs hasta en un 92,11% disminuyendo su concentracién desde 10051,52 ppm hasta
792,62 ppm, el tratamiento A, redujo los TPHs en un 85,14% desde 10051,52 ppm hasta
1493,89 ppm, mientras que el tratamiento B, redujo los TPHs en un 76,2% desde una
concentracion de 10051,52 ppm hasta 2399,72 ppm. Por ende se determind que los tratamientos
(A, B, C) fueron muy eficaces en la degradacién de hidrocarburos totales de petrdleo,
considerando al hongo Pleurotus ostreatus como un excelente organismo biorremediador y

cuyo estudio abre puertas hacia métodos de biorremediacion mas eficaces y menos costosos.

Palabras clave: <BIORREMEDIACION>, <SUELOS CONTAMINADOS>,
<HIDROCARBUROS>, <HONGO [Pleurotus ostreatus]>, <SUSTRATOS>,
<BIOTECNOLOGIA AMBIENTAL>
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SUMMARY

Bioremediation of contaminated soils with hydrocarbons was developed by the fungus
Pleurotus ostreatus. Hydrocarbons activities generate a significant negative impact on the
environment not being carried out properly, the soil being one means mostly susceptible to oil
pollution by hydrocarbons. The bioremediation process was carry out in the biotechnology
laboratories at the Escuela Superior Politécnica de Chimborazo in the Riobamba city, technique
bioremediation was by biopiling same initiated with obtaining the fungal strain Pleurotus
ostreatus, and subsequent inoculation in wheat as initial substratum, once invaded wheat by the
fungus mycelium was inoculated on contaminated soil conditioning a specific substrate.
Substrates for soil suitability were; peas, bagasse and cocoa becoming treatments A, B, C
respectively. The three treatments were replicated and placed in individual cells with capacity of
2 kg for a total 9 experiments units. A completely randomized design (DCA-ANOVA) in order
to determine whether there is significant difference between treatments and TUKEY statistical
model to find the most appropriate treatment was applied. The results after 6 weeks of treatment
showed that the treatment C reduced the TPH up to 92,11% decreasing concentration from
10051,52 ppm to 792,62 ppm, treatment A, reduced TPH in a 85% from 10051,52 ppm to
1493,89 ppm, while treatment B, reduced TPH in a 76,2 % from 10051,52 ppm to 2399,72 ppm.
Thus it was determined that the treatments (A, B, C) were very effective in degradation of total
petroleum hydrocarbons considering the fungus Pleurotus ostreatus as an excellent
bioremediator organism whose study opens doors to more effective costly methods of
bioremediation.

Keywords: <BIOREMEDIATION>, <CONTAMINATED SOILS>, <HYDROCARBONS>,
<FUNGUS [Pleurotus ostreatus]>, <SUBSTRATUM>, <ENVIRONMENTAL
BIOTECHNOLOGY>
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CAPITULO |

INTRODUCCION

1.1.- Identificacién del problema

Los diferentes procesos industriales, domésticos, agricolas, y actividades realizadas por el
hombre generan impactos negativos sobre el ambiente. Una de las mayores problematicas de

contaminacion ambiental se debe al inadecuado proceso de las actividades hidrocarburiferas.

En Ecuador se ve reflejado este problema en el Oriente donde se realiza la explotacion del
petroleo, en cuyas cercanias existen poblaciones que se han visto afectadas a causa de los

derrames, la mala disposicion e inadecuado tratamiento de los suelos contaminados.

La parroquia Taracoa perteneciente al canton Francisco de Orellana en la provincia de Orellana
es un ejemplo palpable de ello, a través de la cual cruzan las tuberias del oleoducto
transecuatoriano, a lo largo de fincas, caminos, carreteras y poblados. Este escenario ha sido el
causal de varios derrames de petréleo dando lugar a la generacion de pasivos ambientales, los
cuales afectan la calidad del agua, suelo, aire, y el deterioro de los ecosistemas.

El 4rea donde se presenta la contaminacion es de caracteristicas franco-arenosa-arcillosa, la cual
tiene influencia en la retencién de contaminantes, ademas de la pérdida de vegetacion en el
lugar contaminado y traspaso de contaminantes desde el suelo a distintos lugares por las
escorrentias que tiene el lugar, abarcando mayor proporcién por contaminacion, llegando
incluso hacer absorbidos por los pastos los cuales sirven de alimento para el ganado de ciertas

familias del lugar.

En el momento que los hidrocarburos entran en interaccién con el ambiente provocan cambios
en su estructura natural, como es el; aumento de la retencion de agua (sedimentos), potencial

hidrico, aumento de acidos organicos etc.

Sobre los seres humanos, los derivados del petroleo presentan efectos cancerigenos y afectacion
a los sistemas organicos funcionales como los pulmones, aparato digestivo y el sistema

nervioso.



1.2.- Justificacion de la investigacion

Debido a la contaminacion por hidrocarburos existente en los suelos de Taracoa y consecuente
generacion de pasivos ambientales, los cuales son complejos y complicados de tratar por sus
caracteristicas fisico quimicas, elevados costos de control y mantenimiento, es necesario

determinar un método de tratabilidad alternativo para aliviar esta problematica.

Por lo cual se establece la realizacion de un tratamiento utilizando el hongo Pleurotus ostreatus
como potencial biorremediador de suelos contaminados por hidrocarburos, debido a su
metabolismo mucho més desarrollado que el de las plantas, y a la generacion de enzimas como;
Lacasa, LiP, MnP, las cuales son altamente efectivas en la degradacién de los compuestos

toxicos de estructura similar a la lignina.

De esta forma se plantea un método de biorremediacion mediante la utilizacion del hongo
Pleurotus ostreatus diferente a las técnicas convencionales de biorremediacion de suelos
contaminados por hidrocarburos, ya que al no existir tratabilidad de hidrocarburos en los suelos,
los riesgos hacia el ambiente y la salud siguen latentes debido a su capacidad téxica y

permanencia.

El proceso de biorremediacién por Pleurotus ostreatus presentan muchas ventajas debido a su
facil aplicacion y bajos costes, de igual forma permite la utilizacion de sustratos
lignoceluldsicos que la mayoria de las veces son desechados sin aprovecharlos, generando su

acumulacién en el ambiente.

Las técnicas de biorremediacion mediante utilizacién de hongos han sido optimizadas con el
paso del tiempo, debido a su potencial degradativo frente a estructuras toxicas, ““existe gran
variedad de hongos utilizados en los proceso de biorremediacién, como son; Pleurotus

Ostreatus, Pleurotus Eryngii, Trametes Versicolor, Bjerkandiella”

Los hongos poseen la premisa de incluir una alta capacidad de adaptacién en distintos medios,
naturaleza descomponedora y resistencia a condiciones ambientales, lo cual favorece su uso en

la biorremediacion.



1.3.- Objetivos de la investigacion

1.3.1.- Objetivo general:

e Biorremediar el suelo contaminado con hidrocarburos de la parroquia Taracoa en Francisco

de Orellana, mediante el hongo Pleurotus ostreatus.

1.3.2.- Objetivos especificos:

Caracterizar el suelo contaminado con hidrocarburos de petréleo.

e Determinar el método de cultivo del hongo Pleurotus ostreatus para su desarrollo en el

suelo contaminado.

o Desarrollar el proceso de biorremediacion del suelo contaminado.

e Evaluar el proceso de biorremediacion en el suelo contaminado.



CAPITULO II

MARCO TEORICO

2.1.- Antecedentes de la investigacion

Existen investigaciones relevantes sobre la aplicacion de hongos en la degradacién de
contaminantes, como las realizadas por (BASIDIOMYCETE, P. O. L. E. F., & ON, F. 2006, pp. 61-67) en
la cual se menciona la capacidad de los hongos para producir complejos enzimaticos de tipo
oxidativa contra una serie de sustancias toxico recalcitrantes como; explosivos, compuestos

aromaticos, plaguicidas entre otros, que contaminan el suelo y agua.

La investigacion realizada indica la capacidad para producir enzimas ligniloliticas como son
manganeso peroxidasa (MnP) y lignino peroxidasa (LiP) en cultivos correspondientes de
hongos Bjerkandera adusta y Phanerochaete chrysosporium sobre tres distintos tipo de

sustratos lignoceluléticos.

Conformados por el compost de jardineria, carozo de maiz y viruta de madera, lo cual dio
resultados notables, mostrando que la madera permite alcanzar los mayores titulos de la enzima
manganeso peroxidasa con cifras de 5,0 U/g de material seco cuando se cultiva con Bj. Adusta,
y 1,3 U/g de material seco con P. chrysosporium, a diferencia del corozo de maiz, con el cual se

tiene las mejores actividades de lignino peroxidasa.

Se encuentra también la investigacién realizada por los autores (Pernia, B. et al. 2012, pp 1-40) la
cual menciona la capacidad metabdlica que tienen los distintos tipos de hongos para

biotransformar compuestos toxicos del petroleo.

Los resultados muestran que del total de hongos aislados desde hidrocarburos y sustratos
impactados por contaminantes, el 83% pertenecen al Phylum Ascomycota, 10% al Phylum

Zygomycota, 6% al Phylum Glomeromycota y 1% al Phylum Basidiomycota.

Los géneros de mayor frecuencia fueron Penicillium (18%), Aspergillus (17%) y Fusarium
(6%). En funcion del porcentaje de degradacion de hidrocarburos totales de petroleo (TPH), el
grupo que presento mayor degradacion es el formado por los géneros Phanerochaete, Coriolus,

Trametes, Pleurotus, Bjerkandera, Rhizopus, Emerciella y Aspergillus (TPH: 52+3.53) y, con



respecto a las fracciones de saturados y aromaticos del crudo, los grupos formados por los
géneros Phanerochaete, Coriolopsis, Trametes, Pleurotus, Emerciella, Fusarium y Beauveria
(74.43£3.40%) y Trametes, Pleurotus, Fusarium y Coriolopsis (97.75 = 2.25%),

respectivamente.

(Déley, R. 2010) desarrollé la investigacion sobre biorremediacion de suelos contaminados por
hidrocarburos utilizando el hongo Pleurotus ostreatus, en la cual se realiz6 una inoculacién con
masa fungica en concentraciones del 0,25; 0,5; 0,75; 1,0 g en 3000 g de sustrato
respectivamente para muestras esterilizadas y concentraciones de 4, 7, 11, 17 % en volumen de

inoculo para muestras no esterilizadas

Luego de haber transcurrido el proceso de biorremediacion se obtuvieron valores de
degradacion del 94,5 — 97,5 % de TPHSs en un periodo de dos meses en los medios esterilizados,
mientras que para las muestras no esterilizadas se alcanzaron valores de degradacion del 95,2%-
96,7% de TPHSs en el mismo intervalo de tiempo. Para ambos casos se evidenci6 un crecimiento

tardio del micelio en el medio contaminado con hidrocarburos.

(Camacho Martinez, F, 2013) realizo la investigacion sobre biorremediacion de zonas contaminadas
por hidrocarburos con hongos comestibles, efecto del antraceno sobre el crecimiento in-vitro de
Pleurotus ostreatus. Para este estudio se cultivo el hongo P.ostreatus (CP-50) en presencia del
antraceno, dicha cepa se cultivd en tres condiciones 1) Agar con Extracto de Malta (EMA), CP-
50 y antraceno (tratamiento); 2) EMA y CP-50 (testigo) y 3) EMA y antraceno (blanco),

utilizando cuatro concentraciones de antraceno por caja petri (0.05, 0.1, 0.2y 0.4 g).

Los resultados mostraron diferencia significativa entre los tratamientos, el testigo con el que se
compard el tratamiento de 0,05 de antraceno mostro la colonizacion mas rapida en dias con
62,69 cm2, mientras que el tratamiento de 0,05 fue de 58,34 cm2, presentando un 5,96% de

diferencia.

La mayor produccidn de proteina fue con el tratamiento de 0,05 de antraceno, generando 53,90
ugml-1, representando un 7,41 % mas que el testigo. La mayor produccion de Lacasas se obtuvo
a la més elevada concentracion de antraceno de 0,4g con un 23,27% méas de enzima que el

testigo

(Gayosso Canales, M., et al. 2007) desarrollaron una evaluacién sobre la actividad enzimatica de P.
ostreatus en presencia de Bifenilos, este proceso mostro el efecto de los Bifenilos Policlorados

(BPC) sobre la actividad enzimatica de Pleurotus ostreatus en cultivo liquido.
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Los resultados mostraron que la presencia de Tween 80 mejora la solubilidad de los BPC
haciéndolos biodisponibles, sin embargo la concentracion favorable de surfactante es de 13
mg/l.

La enzima VP se activo por la presencia de BCP, ya que se alcanzaron los mayores valores en
su presencia, obteniendo una actividad enzimatica superior a los 4, 12, 16 y 20 dias de
incubacion. La presencia de BCP modifica el efecto de las condiciones de cultivo sobre la
actividad de MnP, ya gue en ausencia del toxico, la actividad solo fue afectada por el tiempo de

incubacion

En el caso de la Lacasa hubo una produccion mas tardia con el téxico, requiriendo un periodo de
20 dias para dicha produccion, a diferencia de una produccién de Lac en un medio con ausencia

de BCP, en el cual solo requiere 12 dias.

(Sanchez, José E, et al, 2011) realizaron la investigacién sobre degradacién del insecticida edosulfan
a partir de los residuos lignocelul6ticos dejados por el Pleurotus ostreatus, se estudid el
crecimiento de varias cepas de hongo en medio solido con dicho insecticida.

Luego del tratamiento se obtuvo un crecimiento de las cepas en el medio con insecticida, sin
embargo existi6 alteracion de la velocidad de crecimiento. La cepa que presento mayor
capacidad degradativa fue el P. pulmonaris, con un porcentaje del 98.8%.

(Enriquez, Chuquin, A, 2013). Realizaron el estudio sobre la viabilidad de crecimiento del hongo
Pleurotus ostreatus aplicado en In6culo liquido para uso en biorremediacion, la presente

investigacion fue de caracter experimental, la cual utilizo 9 sustratos, y condiciones controladas.

A lo largo del tratamiento se obtuvieron cantidades de biomasa variante, la formacion de pellets
se formo tan solo a los 6 dias, a diferencia de otros que necesitaron de un tiempo mayor de 27

dias.

El efecto del procedimiento indicd una reduccion de hidrocarburos de petréleo en los
tratamientos T1 Ul con 90 % de eficiencia, T1 U2 88 %, T1 U3 92 %, T2 U1 91 %, T2 U2 87

% T2 U3 97 %, respectivamente, cuyos valores se ubican dentro de la norma.

(Cerrato, Ronald Ferrera, et al, 2007) desarrollaron la investigacion sobre la capacidad que presenta el
hongo del genero Pleurotus para crecer en suelos con diferentes concentraciones de petréleo, se

probo el potencial con ocho cepas de P. ostreatus y nueve de P. djamor.
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Los resultados mostraron que las diecisiete cepas expresaron un crecimiento micelial en los
medios de cultivo. Sin embargo en el medio contaminado la velocidad de crecimiento fue
menor, en relacion a la cepa de P. djamor, la ECS fue la méas sobresaliente presentando el 80%
del crecimiento. En el caso del P. ostreatus las cepas mas sobresalientes fueron CA, SK las
cuales mostraron un porcentaje de crecimiento del 93 y 91 % respectivamente.

El efecto fue evaluado en suelos contaminados con la adicion del 15% de la paja incorporada en
macetas con suelos con una concentracion de a 0, 25,000 y 45,000 mg/I de petréleo crudo, los
hongos en los suelos tuvieron la capacidad de formar cuerpos fructiferos a la concentracién mas
inferior, sin embargo la coloracidn que presentaron los mismos fue café oscuro, a diferencia del

color gris caracteristico del P.ostreatus.

(Robles-Hernandez, Loreto, et al. 2008) Ilevaron a cabo una revisidn de degradacion de contaminantes
ambientales por basidiomicetos de la pudricion blanca. Esta revision se enfoca en los
contaminantes mas comunes y el papel de los hongos sobre la degradacién de los contaminantes

organicos.

Los resultados indicaron que los hongos de pudricién blanca mostraron un mineralizacién de
varios de los contaminantes ambientales como el 1, 1,1-trichloro-2,2-bis (4-chlorophenyl)
ethane (DDT), el 2, 4, 6-Trinitrotolueno (TNT); bifenil policlorinados (PCB’s); hidrocarburos

policlinicos aromaticos (PAH’s).

(Diaz, Juan Carlos Quintero , 2011) efectuaron un revision relativa a la degradacion de plaguicidas
mediante los hongos de pudricion blanca, los cuales se caracterizan por la capacidad de
degradar y mineralizar la lignina empleado un consecuente sistema enzimatico extracelular

compuesto por lignino-peroxidasa(LiP), manganeso peroxidasa(MnP) y Lacasa.

De los estudios realizados se encuentran que los plaguicidas no siempre responde al proceso
degradativo de las enzimas ligniloliticas. En el caso del insecticida DDT a través de los hongos
de pudricion blanca se han alcanzado valores de degradacion de 30% - 90% y un grado de

mineralizacién entre 5,3 - 30%.

Los compuestos organofosforados como los clorpirifos alcanzaron porcentajes de
mineralizacion del 27,35 % por medio del P. chrysosporium, mientras que los hongos
Hypholoma fasciculare y Coriolus Versicolor mostraron capacidad de degradar clorpirifos en
un 29% y 36%. El mecanismo lignilolitico muestra que interviene en la degradacion de un

nimero importante de xenobidticos como los HAPsS, tintes y ciertos plaguicidas, sin embargo
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su potencial oxidativo tiene una limitacion en varios compuestos, estos compuestos deben

presentar un potencial de oxidacion inferior a 8,0 eV, para poder ser oxidados por los hongos

(Dominguez, Osmel, et al. 2010) realizaron la investigacion sobre la degradacion de DDT por dos
cepas nativas de hongos de podredumbre blanca. Este trabajo utilizo dos cepas de hongos de
podredumbre blanca, Ganoderma Zonatum B-18 y Trametes Maxima MUCL 44155, en un

medio kimura con adicion de diferentes concentraciones de DDT (5, 10, 15).

Los resultados revelaron que las cepas Trametes maxima (MUCL 44155) y Ganoderma
zonatum (B-18) mostraron elevada capacidad degradativa sobre el DDT en un porcentaje del

93% y 73% respectivamente, ubicAndose metabolitos Unicamente en los cultivos de G. zonatum

La enzimas Lac y MnP de Trametes maxima y Ganoderma zonatum fueron inducidas en
presencia de DDT a cada una de las concentraciones de ensayo, encontrandose actividad

lignilolitica en tan solo 9 dias de la fermentacion.

2.2.- Marco conceptual

2.2.1.- La contaminacion

La contaminacidn hace referencia a la presencia de cualquier agente fisico, quimico o biol6gico
en el ambiente, los cuales afectan el equilibrio natural, generando el deterioro de la calidad de
vida y el medio ambiente. La contaminacidn puede provenir desde diferentes fuentes, sean estas
naturales o antropogénicas, siendo estas Ultimas las que mayor efectos adversos han generado
debido a su variable y toxica composicion. Generalmente estdn formadas por gases toxicos,

polvos, humos, derivados del petrdleo, y todo proceso derivado de actividades humanas.

Lo que ha provocado el aumento de los niveles de contaminacion es el desarrollo de las
actividades industriales y la integracién de diferentes tecnologias no seguras en el entorno, las

cuales influyen relevantemente en el equilibrio de los ecosistemas y del mismo ser humano.

2.2.1.1.- Tipos de contaminacion

De los diferentes tipos de contaminacidn que existe, se destaca; la contaminacion del aire, agua,
y suelo, debido al soporte Gnico para la vida que estos elementos otorgan, y la importante
relacion que presentan por su conexion en los ecosistemas. Un hecho que aumenta la

peligrosidad de contaminacion es la propagacion de contaminantes desde un elemento a otro,
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como puede ser el traspaso de contaminantes desde el suelo al agua (Pamela, 2010,

http://contaminacion-suelos-agua.blogspot.com).

2.2.2.- Contaminacion del agua

El agua tiene la caracteristica de presentarse en diferentes estados, siendo estos; solidos, liquido
Yy gaseoso, a su vez que suele encontrase en equilibrio por procesos de precipitacion, escorrentia,

fendmenos de transpiracion y evaporacion.

El fendbmeno de transpiracion se realiza por medio de las plantas, la cuales liberan a través de
sus pequefios poros conocidos como estomas el exceso de agua que posee. Los estomas a su

vez interactlan también como intercambiadores de oxigeno y CO2 en la fotosintesis.

El agua no solo es vital en procesos naturales, sino también para uso del hombre, por su
indispensable necesidad hacia los mismos, por lo cual es importante tener en cuenta que un

volumen aproximado de 500. 000 km3 circulan al afio por actuaciones humanas.

Estas actividades humanas influyen en el ciclo del agua. Otros margenes de contaminacion estan
relacionados con el aprovechamiento de aguas superficiales y subterraneas como son; creacién
de canales, embalses, excavacion de pozos, entre otros. El ciclo del agua revela ciertos aspectos

relevantes relacionados a la contaminacion antropogénica.

Haciendo referencia a ello se encuentra el hecho de que la contaminacion puede extenderse a lo
largo de diferentes zonas, debido al dispersién de la contaminacion como puede ser el traspaso
de elementos antropogénicos desde aguas superficiales hacia las aguas subterraneas, asi también
desde aguas fluviales a las aguas del océano, otro aspecto es la contaminacion directa del suelo,

por su relacion existente, como es la lluvia acida.

2.2.3.- Contaminacion atmosférica

La contaminacién atmosférica es la incorporacién de materias sélidas, liquidas, gaseosas o
radiaciones, generando una alteracion a la composicion natural de la atmosfera, la
contaminacion atmosférica no solo hace referencia a aquellos agentes conocidos
convencionalmente como son las sustancias materiales, sino que abarca también radiaciones
distintas a las naturales, y el hecho de que compones propios de la atmosfera también pueden
ser contaminantes dependiendo del grado de concentracion del mismo que exista, como son CO,

NOX, SOX, y gases en general que forman parte de la atmosfera.



Dependiendo de la fuente, la contaminacion del aire puede ser natural o antropogénica, en el
primer caso se hace referencia a procesos naturales como; erupciones volcanicas, incendios por
elevadas temperaturas, meteoritos y casos similares, mientras que la contaminacién
antropogénica tiene relacion con las acciones del hombre como son; combustiones, procesos

industriales, transporte y actividades humanas en general.

La contaminacidn antropogénica tiene gran efecto sobre la contaminacion atmosférica debido a
su desarrollo a gran escala y caracteristicas que presenta, una de estas caracteristicas, es el
hecho de presentarse como localizada, determindndose que en el lugar donde se origina la
emision generalmente muestra una mayor alteracion, otra caracteristica es la generacion de
emisiones en lugares donde la presencia de sumideros existentes es menor, como zonas
industriales, urbanas, emplazamientos con materiales de construccién, asfaltos y actividades
humanas, dichos emplazamientos han sustituidos a la vegetacion, la cual podria actuar como

sumidero.

La climatologia también juega un papel importante respecto a la contaminacion atmosférica,
esto debido a su influencia en la dilucion de contaminantes, ya que esta suele variar en
diferentes partes del mundo, asi como en épocas del afio, por lo cual los sucesos de
contaminacion pueden tener episodios de mayor gravedad. Otro aspecto relevante es la
capacidad de ciertos contaminantes de pasar por procesos de transformacion, los cuales pueden
ser inyectados al aire, alterando su composicion. (Barrenetxea, Orozco, C, et al. 2003; pp. 33-328).

2.2.4.- Contaminacion del suelo

2.2.4.1.-suelo

El suelo es considerado como uno de los elementos mas importantes que constituyen el globo
terrestre, es vital para la vida tal cual lo es el agua y el aire, siendo el enlace entre factores
abidticos y bidticos, por lo cual puede ser renovable o no renovable dependiendo de su forma de

utilizacion.

Generalmente se conoce como suelo a la parte mas superficial en la corteza de la tierra,
constituida por diferentes tipos de minerales y particulas generadas a partir de procesos, en los
cuales han intervenido factores ambientales como el viento y el agua, tanto los suelos como su
composicion varia dependiendo del lugar por factores medioambientales de cada zona en
particular. De la misma manera los suelos cambian en su estructura, a pesar de que estos

cambios suelen ser lentos a excepcion que sean originados por desastres ambientales. Diversos
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componentes forman parte del suelo como son; sustancias humicas, arena, arcilla, rocas,

diversos tipos de materia organica y variedad de elementos en grandes o pequefias cantidades.

Estos componentes estan influenciados por procesos de fragmentacién y deterioro que ocurren
en la roca por accion de fendmenos naturales, estos procesos son conocidos basicamente como
meteorizacion. Existen tres tipos de factores que influyeron en el proceso de formacion del

suelo, siendo estos; los factores fisicos, quimicos y biol6gicos.

Los factores fisicos hacen referencia a la accion de la lluvia, vientos fuertes y otros agentes
ambientales sobre rocas de gran tamafio tornandolas en de menor tamafio. Los factores quimicos
hacen referencia a la combinacion entre el agua y minerales, los cuales se oxidan y generan
sustancias con una composicion distinta a la original, dandole una variabilidad a los suelos que

las conforman.

Mientras que los factores biolégicos abarcan los procesos en los cuales, tanto plantas como
animales influyen en la fragmentacién de las rocas, sea por accion de las raices en caso de las

plantas y por excavaciones o pisadas en el caso de los animales.

2.2.4.2.- Horizontes del suelo:

Horizonte A: Por su exposicion al lavado de lluvia y erosion es conocido también como
horizonte de lavado, se encuentra muy proxima a la superficie del suelo, aqui podemos
encontrar microorganismos, abundantes raices de vegetales, presenta a su vez un color oscuro

por la constitucion de humus.

Horizonte B: Por ser el lugar donde ocurre la acumulacion de arcillas por el arrastre de agua es
conocido con el nombre de horizonte de precipitacion, presenta un color mucho mas claro que el

horizonte A, su constitucién se basa a partir de fragmentos de roca y humus.

Horizonte C: Es también conocido como zona de transicion o subsuelo, basicamente esta
formado por la roca madre fraccionada en fase de desintegracion, estd un poco mas

evolucionado que el horizonte D.
Horizonte D: Se encuentra en las profundidades del suelo, siendo el méas profundo de los tres

horizontes anteriores, esta constituido principalmente por roca madre fragmentada, también se

le conoce como horizonte R.
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Grafico 1-2: Horizontes del suelo
Fuente: (Pastrana, 2006)

2.2.4.3.- Suelo y la materia orgénica

La materia organica que forma parte del suelo es considerada como fuente de carbono y energia
para los microorganismos, generalmente para organismos heterétrofos, la materia organica esta
encaminada a dos propdsitos como son; el proporcionar energia para el proliferacion y el

suministro de carbono para la formacion de material celular.

Al momento de la materia organica incorporarse al suelo, se generan una variedad de sucesos,
como son; variaciones declinantes de las concentraciones de O2 y el desencadenamiento de
productos reducidos. De la misma manera La humedad y temperatura también intervienen en el

contenido de materia organica presente en el suelo.

El proceso de humedecimiento y secado favorecen la evolucion de didxido de carbono,
provocando la ruptura de agregados del suelo y la liberacion de materia organica, el arado
también tiene influencia sobre la humedad razén por la cual se entiende el hecho de que los
suelos arados tienen menor cantidad de carbono que los suelos sin arar, afectando de manera

relevante diversos procesos.
Los suelos sin arar ademas presentan mayor porcentaje de agua gravimétrica, este es un factor

determinante ya que el porcentaje de agua en el suelo no es proporcional a la temperatura, por

ende a mayor humedad menor temperatura, y si dicha temperatura es baja, también los sera la
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actividad microbiana presente en el suelo, una abaja actividad microbiana a su vez provoca una

baja perdida de carbono durante la respiracion.

En sintesis los suelos sin arar presentan una mayor evolucion de didxido de carbono que los
suelos arados, debido a la cantidad de carbono disponible en mayor proporcion, otros factores
influyentes son; el pH, profundidad que presente el suelo y ventilacion, todo esto debido a su

afectacion a las poblaciones microbianas.

La materia organica contempla al humus, que es una fraccién amorfa y alterada desde un punto
de vista microbiano, el humus se forma de compuestos como; los fendlicos y aminos
procedentes de la degradacion de la materia organica y condensacion de los intermediarios de

aminoquinona.

La caracteristica fundamental del humus en el suelo es la resistencia que presenta a la
degradacion, esto por la proteccion fisica al momento del desarrollo de micro-poros y micro-
agregados, asi como también por su interaccion con los minerales existentes en el suelo, como
son; materiales amorfos, 6xidos y arcillas. Su resistencia también se debe a la existencia de

particulas grandes, formando en ocasiones estructuras estaticas, globulares e hidrofdbicas.
(Koyne, 2000, pp 290-291).

2.2.4.4.- Clasificacion:

= Suelos arenosos: Estan constituidos en gran medida por arena, la misma que tiene un
diametro de 0,02 a 2 milimetros, estos suelos se caracterizan por tener escasa materia

organica y porosidad muy elevada

= Suelos calizos: Presentan gran cantidad de sales, estas sales conllevan a una coloracién
blanca, son muy aridos y secos, ademas de tener la caracteristica de secarse rapidamente ,
tampoco retienen los oligoelementos, al igual que los suelos arenosos por sus caracteristicas

hostiles no son aptos para la agricultura.

= Suelos humiferos: Es la tierra negra en si, presenta esta coloracion por el elevado porcentaje
de materia organica que la constituye, asi como una formidable retencién de agua, por lo

cual son excelentemente cultivables

= Suelos arcillosos: Estos suelos estan constituidos por finos granos de leve color amarillo,

tienen una porosidad muy baja, por lo que suelen existir charcos en este tipo de suelos. Su

13



funcionalidad para el cultivo depende del grado de relacion de mezcla que se realice con

otro tipo de suelo.

= Suelos pedregosos: Estan constituidos por rocas de diferentes tamafios, no presentan
porcentajes de materia organica, de la misma manera tienen una escasa retencion de agua

por lo que no son aptos para el cultivo.

= Suelos mixtos: Presentan caracteristicas combinadas entre los suelos arenosos y los suelos
arcillosos, este tipo de suelos tienden a alojar microorganismos de tipo especifico, ademas

de ser propio de tierras emergidas.

Diversos tipos de recursos naturales estan ligados al suelo debido al soporte que proporciona
para la vida en general, para obtener un equilibrio natural es indispensable conocer los

diferentes procesos que se generan en el suelo. (Bell, 2015, http:/blogecologista.com/tipos-de-suelos/).

EL suelo es en si, el material no consolidado formado a partir de la degradacion de rocas de
gran tamafio que han tenido efectos meteoroldgicos, el suelo presenta la caracteristica de estar

predispuesto a procesos evolutivos, formando incluso sistemas complejos.

2.2.5.- Contaminacion por hidrocarburos

La contaminacion por hidrocarburos genera afectacion a los seres humanos y pérdida de

recursos naturales.

Los efectos provocados por un suelo contaminado puede variar en el lapso de tiempo siendo a
corto o largo plazo por lo cual las consecuencias o efectos en algunos casos no se detectan
inmediatamente y los efectos realmente potenciales podrian aparecer en décadas y manifestarse

en su total magnitud.

Un suelo potencialmente contaminado puede presentarse en diversos sitios y esta ligado a la
relacion que guarda con ciertos factores, esto suelos pueden ser aquellos que brinden soporte a
industrias que produzcan diferente clases de sustancias susceptibles a contaminar, como son

industrias productoras de quimicos, productoras de plaguicidas, industrias hidrocarburiferas, etc.

Los contaminantes presentes en el suelo pueden ser de distinto indole, considerados a su vez
como sustancias que pueden acontecer un riesgo o dafio en la salud de los seres humanos o valor

ambiental. (Sabroso Gonzales, M, C y Pastor Eixarch, A, 2004: pp. 12-17).
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La interaccidn de los hidrocarburos con el suelo, generan:

= Afectacion de la estructura del suelo por ruptura de agregados
= Un elevado aumento de la retencién normal de agua

=  Su potencia hidrico

= Alteracion del C orgéanico

= Variacion del pH

=  Aumento de metales como Fe y Mn

= Aumento de P disponible

Este tipo de efectos adversos estan en dependencia de la composicion y volumen desembocado
sobre el medio, asi como el tiempo gue permanecera expuesto, las caracteristicas del lugar, las

variables naturales, temperatura, pH, humedad, y el estado fisico del derrame en general.

(Castafieda Ceja, R, 2015, http://es.slideshare.net)

2.2.5.1.- Operaciones hidrocarburiferas

Las operaciones hidrocarburiferas han generado una gran problematica por su relacion con el
ambiente, esto debido a la existencia de yacimientos de petréleo existentes en el suelo y la
extraccion de los mismos, en Sudamérica este recurso no renovable es una relevante fuente de

ingresos. (Pérez Arias, 2015; p.15)

Fotografia 1-2: Derrame de petroleo
Fuente: (Ampudida Belling, R, 2014)

2.2.5.3.- Hidrocarburos

Los hidrocarburos estan compuestos por atomos de carbono e hidrogeno y presentan una

estructura a manera de armazén donde se ligan los atomos de hidrogeno, de acuerdo a la
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naturaleza que muestran los enlaces C-C, se clasifican en dos tipos; hidrocarburos alifaticos e

hidrocarburos aromaticos. (Mafebru, 2006, http://tuamigoelpetroleo.blogspot.com/)

Hidrocarburos alifaticos: los hidrocarburos alifaticos presentan una composicién orgénica,
formado por enlaces de carbono he hidrogeno, no presentan anillo aromético, dando lugar a la
formacion de cadenas de tipo cerradas y abiertas. De acuerdo al tipo de enlace c-c que presente,

estos pueden ser alquinos, alquenos, alcanos y de cadena ciclica. (Méndez, A. 2010a,
http://quimica.laguia2000.com)

Hidrocarburos aromaticos: Los hidrocarburos aromaticos son compuestos que se caracterizan
por presentar olores intensos y por ser derivados del benceno, son considerados derivados del
benceno debido a la presencia de su estructura ciclica en el entero grupo de los compuestos
aromaticos, el benceno a su vez presenta cierta inestabilidad debido a la particularidad de

disponer dobles enlaces conjugados. (Méndez,A. 2010b, http://quimica.laguia2000.com)

Los hidrocarburos alifatico ciclicos hace referencia a; ciclo-parafinas, ciclo-alcanos y naftenos,
siendo un constituyente en menor proporcion en el petréleo crudo, mientras que los derivados
del benceno representan la fracciébn mas pesada y pueden ser fusionados entre ellos o

reemplazados con cadena alifaticas. (Déley, R. 2010, p.15)

Los Hidrocarburos Poli-ciclicos Aromaticos conocidos generalmente como HAPSs, hacen
referencia a un amplio conjunto de complejos quimicos. ~~ Se caracterizan por estar formados
por atomos de carbono e hidrégeno, agrupados en anillos que contienen cinco o seis &tomos de
carbono”” (Agudo, A. 2010, p. 9)

Tabla 1-2: Densidad de derivados del petréleo

DENSIDADES kg/m3 g/ml
Aceite 920 0,92
Gasolina 680 0,68
Diésel 850 0,85

Fuente: http://www.fisicanet.com.ar/fisica/estatica_fluidos/ap05_densidad.php
Realizado por: Carlos Simbafa, 2015

2.2.6.- Recuperacion del suelo

En el momento que el suelo alcanza su madurez presenta un equilibrio en relacion a sus factores

medioambientales, adquiriendo por consiguiente un estado adecuado para una correcta
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produccion bioldgica, al existir una alteracion en este equilibrio, se modifica el proceso natural,

ocurriendo una modificacién perjudicial en la calidad del suelo.

Esta modificacion provoca su degradacion, la cual genera el desvanecimiento de la cobertura
vegetal, asi como la minimizacién de la actividad agricola, relacionados con importantes
cambios en las caracteristicas bioldgicas y fisico-quimicas del suelo. Aumentando por ende su

riesgo de vulnerabilidad. (Figueroa, D, 2004, http://www.interempresas.net)

Por lo cual es importante aplicar medidas para la recuperacién del suelo, tomando en cuenta los
diversos factores existentes, ya que el suelo puede mostrar variedad de alteraciones por;
degradacion, desertificacién, erosién o condicion de contaminacion por diferentes compuestos,
como; lodos contaminados, agroquimicos, produccion de quimicos, saturaciones guimicas,
entre otros. Estas alteraciones pueden ser de igual forma por pérdida o reduccion de la materia
organica, fertilidad, variacion de pH, conductividad eléctrica y modificacién del suelo en

general. (Basaure, P, 2007, http://www.manualdelombricultura.com)

De acuerdo a la forma de aplicacion de técnicas de recuperacion de suelo, estas pueden ser; in-
situ (on-site) y ex-situ (off-site), la primera actla sobre los compuestos toxicos en el lugar
donde son detectados y las ex-situ, acttan en lugares en los cuales se requiere la extraccion del
suelo del &rea donde ha ocurrido la contaminacion, siendo trasladado a un diferente lugar para
darle el adecuado tratamiento. Ambas técnicas son relevantemente importantes al momento de

tratar un suelo contaminado.

Los tratamientos in-situ tienden a ser mas dificiles y mas lentos al momento de ser llevados a la
practica por la dificultad de poner en contacto los agentes descontaminantes con el volumen del
suelo. Mientras que los tratamientos ex-situ a pesar de ser mas costosos, son mas efectivos y
rapidos en la recuperacion del suelo contaminado. En funcion de sus propdésitos al momento de

recuperar un suelo contaminado se consideran:

2.2.6.1.- Técnicas de contencion: Esta técnica es utilizada para disminuir y prevenir a gran
medida el desplazamiento de contaminantes (organicos e inorganicos) hacia cuerpos de agua o
suelo, tienen un coste generalmente bajo y tampoco es necesaria la excavacion del suelo, pero

requieren de inspecciones periodicas.

2.2.6.2.- Técnicas de confinamiento: las técnicas de confinamiento son también conocidas como
técnicas de solidificacién o estabilizacién. La técnica de estabilizacion actla reteniendo a los

contaminantes, limitando su movilidad por procesos quimicos y/o fisicos, a través de la
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conversion en formas menos toxicas o solubles. Mientras que la solidificacion hace referencia al

encapsulamiento de los contaminantes en una estructura sélida.

2.2.6.3.- Técnicas de descontaminacion: Las técnicas de descontaminacion hacen referencia a
reducir el porcentaje de concentracion de contaminantes del suelo, sea de forma in-situ, ex-situ,

por procesos de estabilizacion fisico-quimica, inyeccion de solidificantes o vitrificacion. (Ortiz
Bernad, |, et al. 2010, pp.23-30).

2.2.7.- Biorremediacion

La biorremediacion es una tecnologia basada en la utilizacion de organismos vivos, como;
plantas, algas, hongos y bacterias, con la finalidad de absorber, degradar o transformar los

contaminantes y retirarlos del medio.

A través de procesos naturales las moléculas organicas son convertidas en moléculas de menor
tamafio y toxicidad, influenciados por la presencia de microorganismos, estos procesos naturales
son conocidos como biodegradacién. La degradacién natural tiende a ser lenta por lo cual se
suele incorporar microorganismos o plantas en el lugar contaminado, dicha incorporacion de

microorganismos es conocida como biorremediacion.

Practicamente lo que hace la biorremediacion es eliminar, reducir o neutralizar contaminantes
en suelo y agua a través de organismos vivos. La biorremediacion en ocasiones emplea mezcla
de microorganismos, generalmente cepas especificas de hongos o bacterias. Con los avances en
tecnologia se ha logrado mejorar genéticamente diversos organismos, algas y plantas para

optimizar el proceso de biorremediacion.

2.2.7.1.- Tipos de biorremediacion

Remediacion microbiana: Se considera a la utilizacion de microorganismos en lugar de
contaminacion, los microorganismos pueden ser existentes del mismo lugar o provenir de otro
lado, si los microorganismos proceden de otro lugar deben ser inoculados en el foco
contaminado, en caso de no ser necesaria una inoculacién se enriquece el lugar con nutrientes

como; N, P, para aumentar la velocidad del proceso.

Existen hongos y bacterias que pueden degradar con facilidad derivados del petréleo como;
tolueno, benceno, esteres, entre otros, del mismo modo pueden degradar otro clase de

compuestos como; As, Se, PCBs.
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Microrremediacion: la microrremediacion utiliza hongos para descontaminar el suelo, este tipo
de biorremediacion se basa en la capacidad metabdlica y descomponedora que poseen los
hongos, estos producen enzimas extracelulares y acidos que son utilizados para degradar la
lignina y celulosa, estas estructuras son similares a las de muchos contaminantes. Es importante

identificar la cepa mas conveniente de acuerdo al tipo de contaminante a tratar.

Degradacion enzimaética: la degradacién enzimatica hace referencia a la eliminacion de
sustancias toxicas por la utilizacion de enzimas en el lugar contaminado, las mismas que son
producidas por organismos modificados genéticamente, las enzimas tienen su naturaleza

proteica y una capacidad de catalizar reacciones.

Fitorremediacién: La fitorremediacion utiliza plantas para reducir contaminantes, es una
estrategia estudiada relevantemente debido a la capacidad de ciertos vegetales para acumular
elevadas concentraciones de compuestos tdxicos, entre los cuales estan; metales pesados,
compuestos radioactivos y organicos. Una importante ventaja del proceso de fitorremediacion

sobre otros procesos es su bajo coste y eficiencia en el proceso degradativo. (ArgenBio, 2007,

http://www.argenbio.org/index.php?action=novedades&note=202)

2.2.7.2.- Técnicas de biorremediacién

Biorremediacion in-situ

Es generalmente la opcion mas aplicada para la recuperacion de suelos, al no ser necesaria la
excavacion, extraccién o preparacion del elemento contaminado. Béasicamente se puede
considerar dos tipos de tratamiento; el de compuestos volatiles y compuestos no volatiles. Al

momento de aplicacion se debe tomar en cuenta diversos factores.

Actividades de ambito industrial que se puedan ver afectadas

Impacto en el lugar

Anélisis de costos en relacion a otros tratamientos

El acceso al lugar, en caso de ser necesario suministrar nutrientes y oxigeno

Velocidad del tratamiento

- F F F F #

Potencial expansion de contaminacion

Bioventeo o bioventing: Mediante pozos de inyeccidn ocurre la ventilacion del suelo de forma
forzada al utilizar oxigeno, dando lugar a una elevada aireacion del suelo, el suelo al tener una

buena aireacion favorece la eliminacion de hidrocarburos.
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Los hidrocarburos se degradan por esta técnica debido a la facilidad de volatizacion de los
compuestos contaminantes y al incrementar la actividad microbiana estimulada por el oxigeno

inyectado.

Existen varios factores que hay que tomar en cuenta al momento de su aplicacion, ya que esta
técnica tiende a facilitar la degradacion de moléculas pequefias, favoreciendo la degradacion de
compuestos de cadenas lineales a diferencia de compuestos aromaticos. Son favorables del

mismo modo los compuestos con elevada volatilidad.

Otro factor influyente para esta técnica es el nivel de porosidad que pueda presentar el suelo,
por lo cual se recomienda que el suelo presente bajos contenidos de porcentaje de arcilla, con un
valor de permeabilidad de aire apropiado, del mismo modo que presente adecuada
biodisponibilidad de microorganismos, ya que esta influenciada por la solubilidad que tengan

los contaminantes.

El oxigeno suministrado debe ser suficiente, al igual que la fuente de carbono, el pH en el lugar
debe presentar valores de 6 a 8, humedad con porcentajes del 12-30 % en peso, el potencial
redox superior -50 mv, la relacion N: P en relacion 1:10 y una temperatura de 0-40 °C, tampoco
debe haber flotacion de producto libre a nivel freatico.

Inyeccion de aire a presion o bioesparcing: Esta técnica se basa en la inyeccion de aire a
presion desde la parte inferior, logrando desplazar el agua que se encuentra en los espacios
intersticiales del suelo. La inyeccion lleva a cabo dos consecuencias; en la primera, el aire se
inyecta, absorbiendo una elevada cantidad de hidrocarburos de caracteristica volatil que se
encuentran en el suelo y agua. En la segunda, el aire inyectado aumenta los niveles de oxigenos
existentes en el agua, mejorando relevantemente la degradacién de compuestos contaminantes.
(Castro, M. 2014, https://prezi.com)

Estos mecanismos por inyeccion de aire provocan concretamente, la volatizacion de compuestos
contaminantes de la zona no saturada, y la degradacion de contaminantes en la fase acuosa, el
mecanismo que se lleve a cabo estara en relacion de las caracteristicas que presenten los

distintos contaminantes.

Atenuacion natural: Es una técnica in-situ de bajo coste, que presenta la caracteristica de
utilizar procesos fisico-quimicos en cuanto a interaccion contaminante-suelo, asi como como la
degradacion natural que ocurre en el medio. Estos procesos llevan el nombre de

biotransformacién natural, los cuales reducen la concentracion de compuestos contaminantes,
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comunmente son; dispersion, dilucién, volatizacion y reacciones quimicas en general, que son

llevadas a cabo en el suelo y contribuyen a la reduccidn de contaminantes.

La técnica es aplicada generalmente en aquellos casos en los que existe contaminacion por
hidrocarburos no halogenados o halogenados, la técnica de atenuacién natural a su vez puede
darse en condiciones con presencia de oxigeno y en ausencia del mismo, aerobia y anaerobia

respectivamente.

En un estado aerobio los microgramos transforman los compuestos contaminantes a masa
microbiana, dioxido de carbono y H20. Mientras que en una fase anaerdbica los
microorganismos dependeran de otra clase de aceptores de electrones dispuestos, como; sulfato,

nitrato y formas oxidadas.

Bioestimulacion: La técnica de bioestimulacion consiste en la incitacién de las poblaciones
nativas de determinados lugares mediante condiciones apropiadas de pH, condiciones redox y
presencia suficiente de nutrientes, que favorezcan el aumento de las poblaciones nativas del

lugar de contaminacion.

Por medio de pozos de extraccion se procede a extraer el agua que se encuentran bajo el suelo
(agua subterranea) la cual es llevada hacia la superficie donde se procede a acomodarla en un
reactor para inyectarla nuevamente, estimulando la degradacion por medio de bacterias a los

contaminantes del acuifero y subsuelo.

El agua que ha sido extraida y se encuentra en el reactor de la superficie, le debe ser afiadida
microorganismos especificos adaptados previamente, nutrientes y oxigeno antes de ser
devuelta al subsuelo. Esta agua es devuelta basicamente por dispositivos de inyeccién que se
encuentran ubicados a lo largo del lugar a remediar, esta técnica en ocasiones suele utilizar

surfactantes para el lavado de compuestos contaminantes.

Bioaumentacion: La bioaumentacion hace referencia al aumento de algin tipo de agente
descontaminante, sean; bacterias, microorganismos, actinomicetos, entre otros. Este proceso
generalmente es de modo in-situ. Diferentes lineas de investigacion han tenido éxito cambiando
genéticamente la estructura de diversos organismos aclimatandolos a determinadas condiciones

para mejorar el proceso de biodegradacion.

La técnica funciona adecuadamente a escala laboratorio, pero en el momento de darle una

aplicacion al suelo o agua se debe considerar varios aspectos; como el porcentaje adecuado de
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materia organica y nutrientes, resistencia de los microorganismos afiadidos ante depredadores y
fraternizacion con poblaciones autdctonas del lugar, por ende es importante el uso de

consorcios microbianos que favorezcan el proceso de bioaumentacion.

Biorremediacion ex-situ

Consiste en la extraccion del area con contaminacién para ser ubicado en un sitio diferente, en
la biorremediacion ex-situ son fundamentalmente dos los tratamientos llevados a cabo, siendo
estos; via suspension y via sélida, en el primer caso se tiende a tratar las capas menos
profundas que constituyen el suelo, generalmente la parte extraida es ubicada en un reactor.
Mientras que en el segundo caso como su nombre lo indica se necesitan de considerables

apilamientos de materia biodegradable.

La diferencia mas relevante existente entre estos dos tipos de tratamiento se basa en el modo de
aireacion, la cual difiere del uno al otro, por lo que dependiendo del lugar y el tipo de

contaminante se escogera el adecuado. (Osinaga, N, 2011,

http://es.slideshare.net/nataliaosinaga/biorremediacion-de-suelos-agua-y-aire)

Biopilas o biocelda: Esta técnica es utilizada basicamente para degradar hidrocarburos
derivados del petréleo, la biopila posee una base impermeable sobre la cual ira la pila para
evitar el paso de lixiviados hacia el suelo. Los contaminantes tratados en esta biopila son
generalmente hidrocarburos alifaticos y aromaticos, a pesar de que este tratamiento ha tenido

también gran éxito al tratar contaminantes explosivos como el trinitrotolueno (TNT).

La trasformacion de los contaminantes por biodegradacion es en diéxido de carbono y H20,
asi como también en metabolitos, los mismos que en un periodo de tiempo pueden ser
absorbidos por el suelo. Los microorganismos influyentes en este proceso presentan enzimas

que catalizan biolégicamente la oxidacion de los hidrocarburos provocando la biodegradacion.

La técnica de biopilas es utilizada a diferencia de otras técnicas cuando las sustancias presentan
una alta volatizacién. Al igual que otras técnicas se debe controlar factores como; pH,
temperatura, humedad y nutrientes. Los montones de suelo deben presentar dimensiones de 2 a
3 metros sin excederse, de ser necesario se debe colocar pléstico sobre las pilas evitando la

volatizacion del contaminante. (Solanas, A.M. 2009, pp. 2-7)

Compost: Es un proceso que utiliza desperdicios organicos, los cuales son degradados por

microorganismos, generalmente a temperaturas elevadas. Estas temperaturas se encuentran en
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rangos de 55 a 65 °C, producto de la degradacion de la materia organica por los

microorganismos. La aplicacion de esta técnica sigue el siguiente proceso:

e Primeramente el suelo contaminado es extraido del lugar y distribuido para separar
grandes piedras o particulas. Luego de ello el suelo es transportado hacia un lugar con

condiciones Yy contencién adecuada, para prevenir de agresiones climaticas.

e Para este procesos son utilizados sustratos como; paja, alfalfa, pedazos de madera y
desperdicios de la agricultura en general, los cuales brindan una fuente adecuada de carbono

aumentando la masa microbiana.

o El suelo junto con el sustrato es colocado en largas pilas, donde se le debe mezclar para
darle la aireacion adecuada, y controlar factores como; temperatura, pH y humedad. Al

término de la fase del tratamiento se procedera a darle su disposicion final. ( Shukla Prasad, K.
et al, 2010, pp. 3-4)

Landfarming: Esta técnica de biorremediacion es aplicada generalmente para suelos
contaminados por hidrocarburos, en la cual los microorganismos metabolizan los compuestos

toxicos transformandolas en anhidrido carbonico y H20.

Se deben controlar condiciones como la humedad, misma que debe representar un porcentaje
del 50-60 %, si los valores son inferiores aumentarian el tiempo de tratamiento por la baja

actividad microbiana.

Otro importante variable de control es la aireacién, por lo cual se tiende a voltear el suelo tres
veces por semana, a su vez los valores de pH debe entrar en un rango de 6-8, una temperatura de
37-50°C y la cantidad correcta de nutrientes para que se pueda producir un maximo nivel de

degradacion por la actividad microbiana.

Para la técnica de Landfarming se construyen celdas sobre las cuales iran ubicados los suelos a
tratar, se prepara con los insumos una solucion de caracteristicas acuosa, regularmente se debe

humedecer la mezcla junto con una aireacion adecuada.

Una vez terminado el proceso de biorremediacion, el suelo extraido sera colocado en el lugar

originario. (Florero Maldonado, E.A, 2014, http:/es.slideshare.net/erlanandresfloreromaldonado/landfarming-

biorremediacion)
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2.2.8.- Biorremediacion de hidrocarburos por hongos

Los procesos de biorremediacion utilizando hongos han resultado tener un alto grado de
eficiencia para la degradacion de diferentes compuestos toxicos persistentes. Sobre todo
hongos pertenecientes a la familia Phanerocaete donde se ubica el hongo Pleurotus ostreatus.

La eficacia de este tipo de hongo se basa en su capacidad de producir enzimas extracelulares

que catalizan reacciones en la degradacion de lignina.

La mineralizacion de la lignina por parte de los hongos de podredumbre blanca o ligniloliticos
se basa en la elaboracion de radicales libres, basicamente a través de enzimas extracelulares
como la LiP, MnP, y Lacasa. Diversos estudios han comprobado la capacidad de degradacion

de estas enzimas sobre los PAHSs, plaguicidas, fenoles clorados, y otros compuestos toxicos.

(Torres, C, et al. 2007, http://www.smbb.com)

Las enzimas que catalizan estas reacciones necesitan de perdxido de hidrogeno, el cual es
generado por el mismo hongo. Los hongos de putrefaccion blanca son capaces de atacar
compuestos organicos hidrofébicos, los cuales presentan un elevado grado de toxicidad como
de mutagenicidad y cuya produccion se ha dado a gran escala por procesos industriales.

Entre estos compuestos se encuentran; el antraceno, fluoreno, fenantreno. Los hongos a su vez
poseen la habilidad de acumular metales pesados como Pb, Cuy Zn, que suelen ser alojarse en

organismos vivos causando efectos adversos.

En el caso del Pleurotus ostreatus, comienza a atacar la lignina luego de haber sido degradada
considerablemente la celulosa, al comparar la capacidad de mineralizacion del hongo Pleurotus
ostreatus con la micro-flora del suelo contaminado, el P. Ostreatus tiene relevante eficiencia en
la mineralizacién de PAHs de 5 anillos a diferencia de la micro-flora, la cual tiene mayor

eficiencia de  mineralizacion de PHAs de 3-4 anillos. (Acevedo,D. 2010,
http://davidysuidioteque.blogspot.com/2010/04/hongos-en-la-biorremediacion.html)

Otros hongos como los del genero Aspergillus son capaces de tolerar altas concentraciones de
compuestos toéxicos, adecuandolos a procesos de biorremediacion de acuerdo a las

caracteristicas del medio a remediar.
Los procesos de biorremediacion comunmente utilizan hongos, bacterias y actinomicetos por

sus capacidades Unicas que presentan ante las caracteristicas y comportamiento de los

contaminantes antropogénicos en el medio natural.
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Con la finalidad de potenciar el proceso de biorremediacion se han logrado obtener cepas
genéticamente modificadas, incrementando la eficacia en la degradacién de compuestos tdxicos,
los cuales a su vez han mostrado resultados relevantemente eficientes en la degradacion de

contaminantes derivados del petroleo. (Davila, R. 2010, https:/journalmex.wordpress.com)

La diferencia del proceso de biorremediacion utilizando hongos respecto a procesos que
utilizan bacterias u otros organismos biorremediadores se basa en el metabolismo de los hongos,
el cual es mucho mas evolucionados para degradar hidrocarburos que tengan un peso
molecular superior, como los hidrocarburos aromaticos poli-ciclicos(HAPS), cuyos compuestos

son altamente téxicos y complejos de degradar. (Luna, N. 2013, http://www.unsam.edu.ar)

2.2.9.- Reino Fungi

Corresponden a una division aparte del reino animal y vegetal, el reino fungi presenta una
inmensa variedad de especies con diversas formas, tamafios y colores. Diferentes pueden ser las
formas de los hongos pero el verdadero cuerpo del hongo constituye el micelio, el cual esta
compuesto por largas extensiones conocidas como hifas, que a su vez se introducen en el

sustrato y lo invaden por completo.

El micelio forma los primordios, donde posteriormente dard lugar al cuerpo fructifero del

hongo encargado de la produccién de esporas para la reproduccion. (Kuhar, F, et al. 2013, p. 11)

2.2.9.1.- Clasificacion:

e Chytridiomycota: Hace referencia a los hongos microscépicos acuéticos, esta clase de
hongos puede desarrollarse sobre seres vivos; como plantas, insectos, gusanos, incluso
otros hongos. Poseen zoosporas la cuales tienen flagelos que le dan la facilidad del

desplazarse a través de medios liquidos.

e Zygomicota: Son de tipo terrestre, la mayor parte de ellos se desarrolla tomando como
alimento plantas y materia organica descompuesta, tienen la capacidad de ingresar al tracto

digestivo de ciertos insectos con la finalidad de garantizar su supervivencia.

e Ascomycota: Constituye el grupo més extenso, por lo general tienen diversas formas,
siendo estas a manera de bot6n, disco, copas, entre otras. La conforman hongos de
caracteristicas patdgenas hacia animales y plantas, incluso se puede dar su crecimiento

sobre papel, cuero, tela, etc.
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Esta clase de hongos poseen ascas, que son micro estructuras reproductoras las cual dan
origen a las esporas (ascosporas).

Basiodiomycota: Su forma general es a manera de sobrilla, seta 0 sombreo, pueden
desarrollarse sobre diversas plantas, flores y frutos. La clase basidiomycota presenta
basidios, que son estructuras especializadas reproductoras, las mimas que dan origen a las

esporas(basidioesporas)

hongos imperfectos: Es tos hongos forman parte del amplio grupo de los Deuteromycetes,
terrestres en su mayoria, los cuales se caracterizan por tener hifas septadas y cuya
reproduccion es por conidios, careciendo de la fase perfecta o sexual, estos hongos en si son
imperfectos por no tener definida su forma de reproduccion, sin embargo presentan
relevante importancia para las investigaciones en la generacion de antibiéticos hacia el ser

humado y control bioldgico.

Producddn de
Parasitos facultativos de fef':':\en tus
Zygomycota 1056 algunas plantasy enzioas #cidos
animales
Crganicos,

micorrizas

| lmento d as _
Enfermedades a drboles setas de los
forestales por destruir la hongos. Ej.

madera Agaricus sp.

Gréfico 2-2: Reino Fungi
Fuente: (Ignacio, 2009, http://biologialatina.blogspot.com/2009/01/reino-fungi-en-este-reino-comienzan.html)
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Los hongos de la clase Basiodiomycota provocan la destruccion de la madera, reduciendo
totalmente su resistencia, en relacion a esta destruccion, se distinguen tres tipos de pudricion

de madera, los cuales son:

2.2.9.2.- Pudricién blanda

Este tipo de pudricién es causada por hongos de la familia ascomicetos, al igual que ciertos
basidiomicetos, el método de pudricién que utilizan estos tipos de hongos es semejante al
utilizado por los hongos de podredumbre marron, degradando la celulosa preferentemente y

formando generalmente micro-cavidades en la pared celular.

La pudricion blanda presenta un color paja en etapas desarrolladas, a este tipo de pudricion se
debe la actividad por parte de hongos como ustulina deusta que provoca la pudricion en arboles

Vivos.

2.2.9.3.- Pudricién marrén

La pudricion marroén es llevada a cabo por hongos en menor proporcion que los de podredumbre
blanca, atacando generalmente las coniferas, su forma de descomposicion de la madera es

mediante la eliminacién de componentes celulésicos.

Dejan como resultado un color marrén producto de la descomposicién y modificacion de la
lignina sobrante, Laetiporus sulphureus es un hongo causante de la podredumbre marrén que

normalmente afecta coniferas.

2.2.9.4- Pudricién blanca

La pudricion blanca se debe a la degradacion causada por ciertos hongos sobre la lignina, la cual
presenta un color oscuro, dejando como resultado una coloracién blanca producto de la celulosa
en las Gltimas fases de pudricion, Pleurotus Ostreatus es uno de los hongos causantes de este

tipo de pudricion blanca. (Luley, J, 2008, http://www.isahispana.com/treecare/articles/decay-fungi.aspx)

2.2.10.- Pleurotus ostreatus

El hongo Pleurotus ostreatus es un hongo de podredumbre blanca perteneciente al grupo de los
basidiomicetes, presenta un gran nimero de filamentos pluricelulares conocidas como hifas, las

cuales forman el micelio, su forma de reproduccion puede darse de manera asexual y sexual.
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Taxonomia:

Nombre Cientifico: Pleurotus spp.
Subreino: Fungi superior
Superdivision: Basidiomycotera
Division: Basidiomycota
Superclase: Homobasidiomycia
Clase: Himenomycetes

Orden: Agaricales

Familia: Pleurotaceae

Género: Pleurotus

El tamafio del hongo Pleurotus ostreatus presenta dimensiones de 5-15 cm en relacion a su
edad. El sombrero del hongo tiene una forma redondeada de superficie lisa en la parte superior,

mientras que en la parte inferior presenta laminillas en sentido vertical

El pie del hongo generalmente es corto, el cual puede crecer sobre un medio en sentido

horizontal o formando repisas en los A&rboles. (Fundacion Germen de Paz, 2010,

http://orellanasdepaz.blogspot.com/2010/04/caracteristicas-de-la-orellana.html)

Javier Fueiite

Fotografia 2-2: Pleurotus ostreatus habitat
Fuente: (Fuentes, J, 2009)

Por sus facilidades de produccion el hongo Pleurotus ostreatus es generalmente cultivado en
diferentes lugares, dicho cultivo tiene bésicamente tres etapas, las cuales inician desde la

obtencion de la semilla, el desarrollo del micelio, y la fructificacion tiene una duracion de
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tiempo por cada etapa de 30-15-30 dias respectivamente, representando un tiempo aproximado

de 2 meses para su produccion.

Tabla 2-2: Condiciones adecuada para el crecimiento del hongo P.Ostreatus

Parametro Micelio Fructificacion
Temperatura (°C) 24-30 15-18
pH 5-6 5-6
Humedad (%) 30-40 85-90
Luminosidad Oscuro Luz indirecta

Fuente: (Sanchez, J y Royse, D, 2001, pp. 59-66)

Realizado por: Carlos Simbafia, 2015

Los hongos de podredumbre blanca, basicamente invaden los tejidos vegetativos, secretando
ciertas enzimas que poseen la capacidad de degradar la lignina y diferentes componentes de la

madera, o distintos sustratos que posean similares caracteristicas, estas enzimas son:

e Lignina Peroxidasas (LiP): Se diferencia del resto de peroxidasas no lignoliticas por su
elevado potencial oxido-reductivo, con tendencia a oxidar compuestos aromaticos de
caracteristicas no fendlicas, a través de la sustraccion de un electrén perteneciente al anillo

aromatico, formando radicales catidnicos aromaticos.

e Manganeso peroxidasas (MnP): Las enzimas manganeso peroxidasas necesitan de iones
(mn2+) para poder cerrar el ciclo catalitico, este elemento existe en proporciones elevadas

en sustratos lignocelulésicos

e Lacasas: Este tipo de enzimas catalizan la oxidacion de aminas aromaticas y di-fenoles,
mediante la eliminacion de un proton y electron perteneciente al grupo hidroxilo dando
lugar a un radical fenoxilo o amino correspondientemente, presenta tal capacidad de

oxidacion que puede incluso oxidar compuestos no fenélicos.

El método para catalizar procesos de depolimerizacion y polimerizacion que utiliza la lacasa es
por medio de transferencia de electrones desde el sustrato al O, el cual es reducido a agua,

dandole una ventaja sobre ciertas enzimas, las cuales necesitan perdxido para desenvolverse

(Toledano, M, 2012, https://prezi.com/ribc35kzxcnc/hongos-de-la-podedumbre-blancal)

Tal es la capacidad metabdlica y descomponedora del P.ostreatus, que se han desarrollado

nuevas tecnologias para dar control y tratamiento a contaminantes dificiles de descomponer.
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2.2.11.- Marco legal

Los principios basicos para la generacién de leyes eficaces respecto a medio ambiente que los
Estados deben proclamar respectivamente, son establecidos a partir de la declaracion sobre
Medio Ambiente y Desarrollo llevada a cabo en Rio de Janeiro en el afio de 1992. Por
disposiciones reglamentarias de acuerdo al Art. 1 de la constitucion del Ecuador, es considerado
al Ecuador como un estado soberano, el cual velara por el derecho de la poblacion a residir en
un ambiente ecoldgicamente equilibrado y sano, garantizando su desarrollo. Declara que la
preservacion del medio ambiente sea de interés publico y regulado de acuerdo a la ley.

A finalidad de llevar a cabo adecuadamente las diferentes disposiciones encaminadas a la
preservacion del medio ambiente por decreto ejecutivo 2982 notificado en 24 de agosto del afio
1995 es expedido concretamente el Reglamento Ambiental para Operaciones Hidrocarburiferas
en Ecuador, siendo reformado en el afio 2001 Torndndose a Reglamento Sustitutivo al

Reglamento Ambiental para Operaciones Hidrocarburiferas (Decreto 1215).

Atendiendo lo estipulado en el mencionado decreto de acuerdo al articulo 1 tiene por objetivo
regular las operaciones desde exploracion hasta comercializacion de los hidrocarburos y sus
derivados. Las operadoras en su desenvolvimiento deberdn ejecutar los respectivos procesos,
respetando los limites permisibles ubicados en los anexos 1, 2, 3 del presente reglamento.
Reflejados en tablas, las cuales proporcionan los valores admisibles que deben ser alcanzados
como margen. Para suelos que presenten contaminacién por hidrocarburos, se pueden ubicar los
margenes permisibles de los componentes de los hidrocarburos en el anexo 2 - tabla 6 del
Reglamento Ambiental para las Operaciones Hidrocarburiferas en Ecuador (RAOHE, Decreto
1215).

Tabla 3-2: Tabla 6 - Limites permisibles para la identificacion y remediacién de suelos

contaminados en todas las fases de la industria hidrocarburifera, incluidas las estaciones de

Servicios.
Parametro Expresado | Unidad’ |  Uso Uso _ | Ecosistemas
en agricoIaQ} industrial’ | sensibles’

Hidrocarburos fotales TPH mgkg <2500 <4000 <1000
Hidrocarburos aromaticos policiclicos C mgkg <2 <h <1
(HAPs)
Cadmio Cd mgkg <2 <10 <1
Niquel Ni mglkg <50 <100 <40
Plomo Pb mgkg <100 <500 <60

Fuente: Decreto ejecutivo 1215, Tabla 6 RAOHE, Registro Oficial No. 265
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CAPITULO Il

METODOLOGIA

3.1.- Hipotesis y especificacion de variables

3.1.1.- identificacion de variables

Variables Dependientes
- Hidrocarburos

- Biomasa flangica

Variables independientes
- Temperatura

- pH
- Humedad

3.1.2.- Hipdtesis
3.1.2.1. Hipdtesis General

R/

« El hongo Pleurotus ostreatus tiene elevado potencial degradativo de los hidrocarburos

presentes en el suelo.

3.1.2.2. Hipotesis Especificas

3

<

Los hidrocarburos afectan los parametros fisico-quimicos del suelo

3

<

Es posible cultivar el Pleurotus ostreatus en residuales lignoceluloliticos para ser utilizado

como bhiorremediador.

% El proceso de biorremediacién utilizando el hongo Pleurotus ostreatus eficaz para degradar

hidrocarburos.

¢ La concentracion de hidrocarburos es disminuida por la accidn del Pleurotus ostreatus.
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3.2.- Tipo y disefio de la investigacion

El tipo de investigacion es de caracter explicativo debido a la interpretacion de los efectos
causales de las variables independientes sobre la o las variables dependientes.

El disefio de la investigacion es experimental, ya que se manipulara variables causales en
relacion a la variable de interés. De los resultados obtenidos se genera informacion, la cual

corrobora al descubrimiento de un nuevo hecho, o confirmara los ya existentes

3.2.1.- Esquema del proceso

|

Proceso de
biorremediacion

Caracterizacion
del suelo

Desarrollo de la
fermentacion

I ] ) 1
Cepa de Pleurotus
Sustrato Inéculo Ostreatus

Tratamiento | . - .
- Trigo remojo 24
— mecanico 2-3 — g !

; horas
granulometria | |

I |
— Remojo 24 horas | — Frascos de vidrio

Tratamiento | | P - .
Esterilizacion e

— térmico lhaT - — Cajas petry —_—
a0°C . | Inoculacion | .
Secado , hasta | | Incubacién 28 °C
— obtener una —en lugar oscuro 2-
humedad 60-?0%I | 3 semanas

— Sustrato A, B, C

Inoculacion en el suelo
contaminado

(9 uA)
|

Incubacidn 6 semanas en la
oscuridad

| T28-30°C

Determinacion de TPHs

Gréfico 1-3: Esquema del proceso
Realizado por: Carlos Simbafia, 2015
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3.2.2.- Distribucion de las unidades experimentales

A, B, C= tratamientos
rl, r2, r3=réplicas

A ri r2 r3
B ri r2 r3
C rl r2 r3

3.3.- Unidad de analisis

La unidad de analisis para este proyecto es de 1kg de suelo contaminado por tratamiento y

replica

3.4.- Poblacién de estudio

La poblacion de estudio es el area contaminada que abarca una extension de 650 m2

3.5.- Tamario de la muestra

Se recolectaron aproximadamente 80 libras de suelo del area a tratar para la determinacion de

ensayos en los laboratorios.

3.6.- Seleccion de muestra

3.6.1.- Toma de muestra y caracterizacion del suelo

El muestreo desarrollado para esta investigacion fue por calicatas debido a la accesible
inspeccion directa del suelo que se desea analizar brindando la informacion més completa y

confiable.

- Se acondiciond el terreno haciendo un recorrido y verificando que no se encuentren

elementos adversos que puedan intervenir en el muestreo como residuos sélidos.
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Se procedi6 a determinar el area de suelo contaminada que abarca una extension de 650 m2,

y una profundidad de 1 m.

Se realizaron aproximadamente 12 calicatas en secuencia de zigzag de 1m2 de dimensién

dentro del area contaminada.

Bk ¥ AW VS
Fotografia 1-3: Calicata a 1 m de profundidad

Realizado por: Carlos Simbafia, 2015

Se tomo6 la primera muestra compuesta a 25 cm de profundidad a partir de las 12 sub-
muestras de 1 kg aproximadamente, homogenizadas correspondientemente, se la enumero y

se registrd la hora de muestreo.

La segunda muestra compuesta se obtuvo a 50 cm de profundidad a partir de sub-muestras
de 1kg homogenizadas correspondientemente, se la enumero y se registrd la hora de

muestreo.

La tercera muestra compuesta se obtuvo a la profundidad de 1 m a partir de sub-muestras de

1kg homogenizadas correspondientemente, se la enumero y se registrd la hora de muestreo.

Los andlisis correspondientes, se determinaron en base al sistema de calidad para suelos
agricolas y en relacion a la tabla 6 del RAOHE-1215 relativo a caracterizacion de suelos

contaminado por hidrocarburos para biorremediacion

Las muestras obtenidas se colocaron en fundas ziploc y se guardaron un termo a baja

temperatura para luego ser trasladadas a los Laboratorios de Andlisis y Evaluacion
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Ambiental (AQLAB) evitando de esta manera la volatizacion de los contaminantes

presentes en el suelo.

Tabla 1-3: Parametros a determinar en la caracterizacién del suelo

Parametro Método Referencia
Hidrocarburos totales ITE-AQLAB-56 EPA 3550 B, 418.1
Hidrocarburos aromaticos ITE-AQLAB-55 EPA 8270 B,3550 C, 3630 C
Cadmio ITE-AQLAB-34 SM 3030 ,B 3111 B
Niquel ITE-AQLAB-43 SM 3030 ,B 3111 B
Plomo ITE-AQLAB-45 SM 3030 ,B 3111 B

Fuente: Decreto ejecutivo 1215, Tabla 6 RAOHE, Registro Oficial No. 265(b)

Realizado por: Carlos Simbafia, 2015

3.7.- Técnicas de recoleccion de datos

3.7.1.- Lugar

La parroquia Taracoa, se ubica a 36 quilémetros al sur de Puerto Francisco de Orellana (Coca),

estd compuesta principalmente por 8 barrios y una poblacién de 2000 habitantes, es en un 80%

zona petrolera, el resto de la poblacion se dedica a ganaderia y agricultura.
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Gréfico 2-3: Mapa de la parroquia Taracoa
Fuente: (TARACOA, Gobierno Parroquial, 2014)
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3.7.2.- Uhicacion:

Se encuentra ubicada en las coordenadas UTM; Este: 301154.54 m E, Norte: 9843281.35m S

Tabla 2-3: Descripcion de la parroquia Taracoa

Provincia Canton Parroquia
Orellana Francisco de Orellana Taracoa
LIMITES
NORTE Cantdn Joya de los Sachas
SUR Parroquia Dayuma
ESTE Parroquia Alejandro Labaka y Parroquia Dayuma
OESTE Parroquia Dayuma, Parroquia EI Dorado vy
Parroquia Pto. Francisco de Orellana
Caracteristicas generales
Indicador Valor

Poblacion habitantes 2000
Altitud m.s.n.m 233-372
Clima estacion Magneético lluvioso
Temperatura °C 28-33
Precipitacion (anual) Mm 2000-3000

Fuente: (Junta parroquial de Taracoa, 2015)
Realizado por: Carlos Simbafia, 2015

3.7.3.- Ubicacion del area contaminada

+ Longitud: - 76,777401
+ Latitud: - 0,489979
+ Geo referencia: El 4rea contaminada se encuentra ubicada a 200 metros del centro poblado

de Taracoa via La Primavera.

La investigacién realizada es por observacion directa de los hechos, en la cual se observa el
caso, tomando la informacion adecuada para registrarla y obtener una interpretacion y/o analisis

del caso.

De acuerdo con (Morén, 2007) la observacion es la capacidad para percibir informacion del medio
manifiesto, basandose en el proposito de generar registros para entender los fendmenos méas

adelante, de esta forma se generan resultados totalmente notables en la investigacion.
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3.7.4.- Disefo aplicado

El disefio aplicado es completamente al azar, el cual consiste en la asignacion de los
tratamientos de manera completamente aleatoria a las unidades experimentales, el disefio se

asocia a los analisis de covarianza y arreglos de tratamiento de tipo factorial.

Modelo estadistico

Yij = u + Ti + Eij
Donde:

Yij = Variable respuesta en la j-ésima repeticion del i-ésimo tratamiento
u = Media general
Ti = Denota el efecto del tratamiento i

Eij = Denota el efecto aleatorio del error asociado en la observacion yij

3.7.5.- Lugar de la investigacion

El presente trabajo de investigacion se realiz6 en el laboratorio de biotecnologia en la facultad

de ciencias de la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo “"ESPOCH"".

Los métodos de ensayos fueron realizados en los laboratorios AQLAB en Puerto Francisco de

Orellana los cuales cuentan con la respectiva acreditacién

3.7.6.- Materiales

El suelo contaminado para la investigacion experimental fue obtenido desde la parroquia

Taracoa en Francisco de Orellana

El sustrato cascara de arveja fue obtenido de los mercados de la ciudad de Riobamba, el cual

cuenta con una caracteristica adecuada para el proceso de biorremediacion.

El sustrato bagazo de cafia fue donado por parte del laboratorio donde se realizé la investigacion

experimental.

El sustrato cacao fue obtenido desde el oriente, donde existe gran proporcion del mismo debido

a los cultivos existentes sobre todo en la parroquia Taracoa.
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El micelio del hongo Pleurotus ostreatus para la investigacion experimental se obtuvo a partir
del cuerpo fructifero a través del adecuado procedimiento, estos hongos con cuerpo fructifero

fueron adquiridos del Sumaco donde se realiza su comercializacion.

3.8.- Proceso experimental

3.8.1.- Obtencién del micelio Pleurotus ostreatus

La obtencion del micelio puede ser adquirida a partir de la cepa del hongo, aqui se corta una
fraccion del micelio y se distribuye en cajas petri con un medio adecuado (agar), el agar es

sustrato que brinda los nutrientes necesarios para el desarrollo del hongo.

Para nuestra investigacion el micelio fue obtenido directamente a partir del cuerpo fructifero del

hongo Pleurotus ostreatus

El agar utilizado para la produccion del indculo fue el sabauraud debido a su alto contenido de
glucosa, presencia de cloranfenicol, y un pH de 5.6 que favorece el crecimiento de los hongos
sobre bacterias.

Materiales, equipos y reactivos

= Cémara de flujo laminar
= Autoclave

= Balanza analitica

= Cajas Petri

= Agar sabouraud

= Mechero con alcohol

= Bisturi

= Asa para la inoculacion

= Cuerpo fructifero Pleurotus ostreatus

Procedimiento

1. Preparar el agar sabouraud y luego esterilizar en el autoclave a 121 °C durante un tiempo de
20 minutos
2. Se retira el agar del autoclave y se deja enfriar alrededor de 30 minutos a temperatura

ambiente
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3. Se preparan las cajas petri colocando el agar en cada una de ellas, este paso debe realizarse

en un lugar adecuado (cAmara de flujo laminar)

Fotografia 2-3: Inoculacién en cajas petri
Realizado por: Carlos Simbafia, 2015

4. Con un bisturi se obtiene una pequefia fraccion
5. Se coloca la fraccion del hongo en las cajas Petri
6. Cerrar las cajas petri e incubar a una temperatura optima de 28 °C

3.8.2.- Adecuacion del trigo

Limpiar el trigo con abundante agua, liberandolo de impurezas.
Dejar en remojo por un periodo de 24 horas, para que alcance la humedad adecuada.
Escurrir el exceso de agua (hidratacion de 50-60%y pH de 6.2)

Se procede a colocar en solucion Benomil 0,02% por 20 min

A I

Se colocan los granos de trigo en los frascos de vidrio(botellas de gatorade y nescafe hasta
llenar 2/3 partes del mismo (225 g de trigo gatorade), (3509 de trigo NESCAFE)

Se tapa las botellas con algoddn y aluminio, para que no haya ausencia total de oxigeno.

S

7. Autoclavar a una temperatura de 121 °C por 45 min

Fotografia 3-3: Esterilizacion de botellas de vidrio
Realizado por: Carlos Simbafia, 2015
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8. Sacar los frascos y dejar secar a temperatura ambiente, hasta que se encuentren facilmente

manipulables.

9. Una vez enfriado los frascos, se agitan para separar los granos entre si de tal manera que

haya una aireacion e hidratacion homogénea

Fotografia 4-3: Botellas con trigo
Realizado por: Carlos Simbafia, 2015

3.8.3.- Inoculacion en el trigo

Materiales, equipos y reactivos

= Cémara de flujo laminar

= Agua destilada

= Cajas petri con micelio P.ostreatus
= Mechero con alcohol

= Alcohol

= Bisturi

= Asa para la inoculacion

= Botellas de vidrio

=  Guantes

Procedimiento

1. En la camara de flujo laminar, ubicar las cajas petri colonizadas con el micelio del hongo
Pleurotus ostreatus

2. Colocar las botellas de vidrio con trigo junto a las cajas petri para la inoculacion

3. Se cortan fracciones pequefias del micelio presente en las cajas petri respectivamente (2259
trigo).
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Fotografia 5-3: Cajas petri con micelio P.ostreatus
Realizado por: Carlos Simbafia, 2015

4. Mover ligeramente las botellas para que quede cubierto el micelio por el trigo
Se colocan las botellas en un lugar cerrado y oscuro a temperatura de 28°C.
6. Esperar el tiempo correspondiente hasta que todo el trigo quede invadido totalmente por el

hongo.

3.8.4.- Pruebas por tratamiento

Materiales, equipos y reactivos

=  Humidimetro

= Triturador Miller

= Plastico

= Recipiente
= Sustrato

= Fundas

= Estufa

= Botellas colonizadas

= Balanza

= Celdas

= Plastico impermeable
= Espétula

= Mechero con alcohol
= Medio esterilizado

= Guantes

= Suelo contaminado
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3.8.4.1. Tratamiento A (T-A)

El tratamiento A esta conformado por; Pleurotus ostreatus, sustrato arveja, suelo contaminado
Preparacion del sustrato arveja

Procedimiento

1. Se tritura el sustrato para obtener una granulometria de 2-3 cm

2. Se remoja la cascara de arveja durante 24 horas

3. Luego de haber transcurrido el tiempo correspondiente, se da un tratamiento térmico de 1
hora a 90°C

Fotografia 6-3: Tratamiento térmico
Realizado por: Carlos Simbafia, 2015

4. Se deja secar al sol, hasta obtener una humedad del 60-70%

Preparacion del suelo

Procedimiento
1. Se pesa 1kg de suelo contaminado

2. Se homogeniza el suelo para obtener uniformidad
3. Humedecer el suelo con agua para obtener una humedad del 70%

42



Inoculacién con Pleurotus ostreatus

Procedimiento:

1. Colocar 200 g de semilla de trigo colonizado sobre el sustrato de cascara de alverja

2. Larelacion es del 10% del sustrato total por cual se debe mezclar con 800g de sustrato de
cascara de arveja y 1000 g de suelo contaminado
Colocar los sustratos mezclados sobre el medio esterilizado

4, Mezclar el suelo contaminado con los sustratos

Fotoarafia 7-3: Mixtura
Realizado por: Carlos Simbafia, 2015

Homogenizar los sustratos adecuadamente para que exista una apropiada aireacion
El peso de la mixtura total es de 2000 g(2kg)

Se coloca la mixtura sobre la caja de madera previamente cubierta con plastico impermeable

© N o O

La caja se ubica en un lugar oscuro y con una temperatura de 28 °C

3.8.4.2. Tratamiento B (T-B)

El tratamiento B estd conformado por; Pleurotus ostreatus, sustrato bagazo de cafia, suelo

contaminado

Preparacion del sustrato bagazo de cafia

Procedimiento

1. Se tritura el sustrato bagazo de cafia para obtener una granulometria adecuada
2. Remojar por 24 horas
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Fotografia 8-3: Bagazo de cafa
Realizado por: Carlos Simbafia, 2015

3. Se procede a dar un tratamiento térmico de 1 hora a 90°C

4. Secar al sol, hasta obtener una humedad del 60-70%

Preparacion del suelo

Procedimiento

1. Pesar 1kg de suelo contaminado

2. Homogenizar el suelo para obtener una correcta uniformidad

3. Humedecer el suelo con agua para obtener una humedad del 70%

Inoculacién con Pleurotus ostreatus

Procedimiento:

1. Colocar 200 g de semilla de trigo colonizado con Pleurotus ostreatus sobre el sustrato
bagazo de cafia previamente acondicionado.

Fotografia 9-3: In6culo con P.ostreatus en suelo contaminado
Realizado por: Carlos Simbafia, 2015
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La relacion es del 10% del sustrato total por lo que se debe mezclar con 800 g de sustrato
bagazo de cafia y 1000 g de suelo contaminado.

Colocar el suelo contaminado con el sustrato inoculado por Pleurotus ostreatus
Homogenizar los sustratos para que haya una apropiada aireacion

El peso de la mixtura total es de 2000 g(2kg)

Colocar la mixtura en la caja de madera previamente cubierta con plastico impermeable

Ubicar la caja en un lugar oscuro y con una temperatura de 28 °C

- ool

Fotografia 10-3: Celda con mixtura
Realizado por: Carlos Simbafia, 2015

3.8.4.3 Tratamiento C (T-C)

El tratamiento C esta conformado por; Pleurotus ostreatus, sustrato residual cacao y suelo

contaminado

Preparacion del sustrato residual cacao

Procedimiento

Triturar el sustrato cacao, hasta obtener una granulometria adecuada de 2-3 cm

Remojar la cascara de cacao durante 24 horas para que alcance una humedad éptima

Luego de haber transcurrido el tiempo correspondiente, darle un tratamiento térmico de 1
hora a 90°C

Dejar secar al sol, hasta obtener una humedad del 60-70%, La retencion de humedad por el

cacao es mayor por sus caracteristicas intrinsecas

Preparacion del suelo
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Procedimiento

1. Pesar 1kg de suelo contaminado
2. Homogenizar el suelo

3. Humedecer el suelo con agua
Inoculacién con Pleurotus ostreatus

Procedimiento:

1. Se coloca 200 g de semilla de trigo colonizado sobre el sustrato cacao

Fotografia 11-3: Inoculacién en cacao con P. Ostreatus
Realizado por: Carlos Simbafa, 2015

2. Larelacion es del 10% del peso total por lo que se debe mezclar con 800g de sustrato
cacao y 1000 g de suelo contaminado
Colocar los sustratos mezclados sobre el medio esterilizado,

4. Ubicar el suelo contaminado junto con los sustratos mezclados y acondicionados
previamente

5. El peso de la mixtura total es de 2000 g(2kg),

6. Colocar la mixtura en la caja de madera con plastico impermeable

7. La caja se coloca en un lugar oscuro y con una temperatura de 28 °C, donde
permanecera el tiempo pertinente, otorgandole la humedad, temperatura, y condiciones
adecuadas.

46



Fotografia 12-3: Condiciones controladas en invernadero
Realizado por: Carlos Simbafia, 2015
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUCION

4.1.- Analisis de resultados

4.1.1.- Caracterizacion del suelo

El area donde se desarrollé la investigacion se encontrd un suelo de caracteristicas facan (franco
+arenoso + arcilloso), el contenido de carbono es de 1,57 % y un contenido de materia organica
dé 2,70 %, el pH del suelo es de 7,5 pero en el area contaminada presenta un pH de 7,42, la
influencia de los hidrocarburos en el suelo no tiene mucha afectacion en el pH, segln ( Martinez,
Victor E., et al,2001) los hidrocarburos afectan varias de las propiedades fisico-quimicas del suelo,

sin embargo tanto la densidad aparente, conductividad y pH no presentan mayor variacion.

Los resultados de metales pesados en las tres diferentes capas, no presentaron una concentracion
relevante para ser considerado como suelo contaminado con metales pesados, tanto el Cd, Ni,
Pb presentan concentraciones bajo la norma, sin embrago la permanencia de un metal, esta
relacionado con las caracteristicas del suelo, segin (PUGA, Soraya, et al, 2006), el Ni y el Pb se

asocian a la textura que presente el suelo, mientras que el Cd se asocia con el pH y profundidad.

Los Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos (HAPs) al igual que los metales pesados tampoco
presentaron contaminacion de acuerdo a la tabla 6 del RAOHE-1215. Mientras que los
Hidrocarburos Totales de Petr6leo (TPHs) se encontraron concentraciones elevadas en la

segunda y tercera capa, superando los limites permisible de la tabla 6 del RAOHE-1215

Tabla 1-4: Resultados de la caracterizacion del suelo

Parametro Método Referencia unidad resultado

TPHs ITE-AQLAB-56 | EPA 3550 B, 418.1 mg/kg 10 051,52
HAPs ITE-AQLAB-55 | EPA 8270 B,3550 C, 3630 C | mg/kg 0,27
Cadmio ITE-AQLAB-34 | SM 3030 ,B 3111 B mg/kg <15
Niquel ITE-AQLAB-43 | SM 3030,B 3111 B mg/kg 14,84
Plomo ITE-AQLAB-45 | SM 3030 ,B 3111 B mg/kg 13,44

Realizado por: Carlos Simbafia, 2015
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La presencia de TPHs varia de acuerdo a la profundidad, se determindé que la capa méas
superficial (25 cm) presenta una concentracion de TPHs muy inferior y cuyos valores se

encuentran bajo la norma, por lo que no se considera como suelo contaminado

En la capa subsiguiente (50 cm) se encontré una concentracion de TPH igual a 8437,07 ppm, la
cual se encuentra fuera de los limites permisibles establecidos por la RAOHE-1215 para todo

tipo de actividad.
La Gltima capa se encontr6 a 100 cm de profundidad, la cual presento una concentracion de
partes por millén mayor a la segunda capa, teniendo una concentracién de TPH de 10051,52

ppm, cada una de las capas fueron facilmente identificables por la coloracion que mostraron.

Tabla 2-4: Resultado de TPHs del muestreo por calicatas

TIPO PROFUNDIDAD TPHS

Muestra compuesta 25¢cm 1649,47 ppm
Muestra compuesta 50 cm 8437,07 ppm
Muestra compuesta 100 cm 10051,52 ppm

Realizado por: Carlos Simbafa, 2015

En la figura 4-1 se encuentra plasmada la concentracion de TPH en relacién a la profundidad

que presenta el rea contaminada.

TPHs VS Profundidad
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Gréfico 1-4: Concentracion de TPHs de acuerdo a la profundidad
Realizado por: Carlos Simbafia, 2015
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4.1.2.- Obtencion del micelio

Los cuerpos fructiferos a partir de los cuales se obtuvo el micelio, mostraban las caracteristicas
de desarrollo adecuadas, los cuales se mantuvieron en refrigeracion a temperatura de 10°C. Se
escogid los hongos maés bien jovenes y de proporciones relevantes en tamafio, cuyas
dimensiones se ubican en la fotografia 4-1.

Fotografia 1-4: Cuerpo fructifero P.Ostreatus
Realizado por: Carlos Simbafia, 2015

Luego de haber sido realizado el proceso de inoculacién, se evidencié el crecimiento del hongo
sin rastros de contaminacion, lo cual fue notable por su coloracion, mientras que su proporcion

micelial se expandié un 90% en un tiempo aproximado de 8 dias.

Fotografia 2-4: Desarrollo del micelio P.Ostreatus
Realizado por: Carlos Simbafia, 2015
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4.1.3.- Desarrollo en el trigo

El micelio del hongo Pleurotus ostreatus se esparce rapidamente en el sustrato con condiciones
adecuadas, por lo cual los resultados ya son notorios en los primeros dias, requiriendo de un

lapso de alrededor de 3 semanas para que haya cubierto todo el trigo

Dia 10

Fotografia 3-4: Desarrollo del micelio en botellas de vidrio
Realizado por: Carlos Simbafia, 2015

4.1.4.- Pruebas por tratamiento

4.1.4.1.- Tratamiento A (T-A)

El sustrato utilizado en el tratamiento A fue la cascara de arveja, en este sustrato el micelio del
hongo comenz6 a invadirlo junto con el suelo contaminado de manera proporcional, fue
necesario esta acondicion del suelo con sustrato, debido a la granulometria demasiado fina del
suelo y para una adaptacion eficaz del hongo Pleurotus ostreatus,

El crecimiento del micelio del hongo Pleurotus ostreatus se diferencid claramente en las
primeras semanas, luego de 6 semanas de tratamiento se evidencio un crecimiento micelial del
65%.
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Fotografia 4-4: Adaptacion del micelio al suelo contaminado vy arveja
Realizado por: Carlos Simbafia, 2015

4.1.4.2. Tratamiento B (T-B)

El sustrato utilizado en el tratamiento B fue el bagazo, el cual presento un mayor volumen de
mixtura y aireacion, sin embargo el hongo P. ostreatus presentd una adaptacion considerable,
pero en menor proporcion que el sustrato arveja

El crecimiento micelial fue mas limitado que la del sustrato A, notdndose pequefias manchas
blancas en las primeras semanas, sin embargo al término del tratamiento el micelio habia
invadido el 55% del total del sustrato.

| ~—d
—
Fotografia 5-4: Micelio en suelo contaminado y bagazo de cafia
Realizado por: Carlos Simbafia, 2015
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4.1.4.3. Tratamiento C (T-C)

El sustrato utilizado para el tratamiento C fue el cacao, este sustrato presento una mayor
retencion de humedad, por lo que su secado al sol fue méas prolongado que el sustrato bagazo y

cascara de arveja

La adaptacién del micelio del hongo Pleurotus ostreatus al sustrato cacao fue superior a los dos
sustratos anteriores, notdndose pequefias manchas blanquecinas sobre el suelo en la primera
semana, de igual forma el crecimiento micelial fue méas acelerado y de mejor calidad, llegando a
invadir el 90% del sustrato total.

Fotografia 6-4: Micelio en suelo contaminado y cacao
Realizado por: Carlos Simbafia, 2015

Al término del tratamiento se evidencio no solo crecimiento micelial, sino también la

formacion del cuerpo fructifero.

P R o et R ... A > Pt

Fotografia 7-4: Cuerpo fructifero del P. Ostreatus en suelo

contaminado
Realizado por: Carlos Simbafia, 2015
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En condiciones controladas de temperatura y humedad, el periodo de biorremediacién utilizando
Pleurotus ostreatus en los tres diferentes tratamientos A, B, C tuvo una duracion de 6 semanas
desde la inoculacion del micelio en el suelo contaminado, dicho tiempo de duracion esta en
relacion al metabolismo del Pleurotus ostreatus y su ciclo de desarrollo.

De acuerdo a (Bazan, et al. 2004) el crecimiento del hongo Pleurotus ostreatus requiere de
condiciones controladas, el cual tendra un tiempo de desarrollo de 2-3 semanas desde la
inoculacion en semillas el trigo previo a la inoculacion en un préximo sustrato, de 3-4 semanas
en la siguiente fase de total oscuridad, y una semana para la produccién cuerpo fructifero, dando

un total aproximado de 2 meses para su produccién.

Tabla 3-4: Condiciones para el desarrollo del P.ostreatus

Inoculacién en el trigo

Parametros Valores

Humedad 55%
Temperatura 28 °C
Luz Nula

Inoculacion en el suelo

Parametros Valores

Humedad 70%
Temperatura 28-30 °C
Luz Nula

Realizado por: Carlos Simbafia, 2015
Luego de haber transcurrido un periodo de 6 semanas de tratamiento del suelo contaminado
desde la inoculacion con el hongo Pleurotus ostreatus con tres diferentes tratamientos; A, B, C,

y sus réplicas por cada sustrato se obtuvieron los siguientes resultados de TPHs.

Tabla 4-4: Resultados de analisis de TPHs

Replicas
Tratamientos I I Il
A 1474,24 1554,12 1453,32
C 788,42 799,33 790,12
B 2392,71 2401,12 2405,32

Realizado por: Carlos Simbafia, 2015
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4.2.- Prueba de hipdtesis

4.2.1. Planteamiento de la hipétesis

Ho: Todos los tratamientos son iguales; P>= 0,05

Hi: Al menos un tratamiento es diferente, P<=0,05

Se realiz6 el analisis de varianza para determinar si existe una diferencia entre tratamientos o si

todos los tratamientos son iguales para rechazar o aceptar la hipotesis nula.

Tabla 5-4: Resultados cuadro Anova

Suma de Grados de Media

cuadrados libertad cuadratica F P
Entre grupos 3895044,506 2| 1947522,253| 2010,839 0,00
Dentro de grupos 5811,074 6 968,512
Total 3900855,581 8

Realizado por: Carlos Simbafa, 2015

4.2.2.- Decision

Como P valor es igual a 0,00 y menor gque 0,005 entonces se desecha la hipétesis nula y se

determina que al menos uno de los tratamientos es diferente.
Debido a que los tratamientos son diferentes se realiz6 una comparacion de medias con la
finalidad de conocer cual de los tratamientos es el mas adecuado (A, B, C). Para realizar este

proceso se aplicd el método de Tukey, obteniéndose los siguientes resultados.

Tabla 6-4: Resultados método de TUKEY

Subconjunto para alfa = 0.05
Tratamiento N 1 2 3
Cacao 3 792,6233
Arveja 3 1493,8933
Bagazo 3 2399,7167
Sig. 1,000 1,000 1,000

Realizado por: Carlos Simbafia, 2015
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Los resultados aplicando el método de Tukey reflejan que existe clara diferencia entre los
tratamientos ubicando en primer lugar al Tratamiento C, luego se ubica el tratamiento A, y por

ultimo el tratamiento B, los valores se ubican en la ilustracion 4-9.

2.500,00

2,000,007

1.500,00

2.389,72

1.000,005

500,00

oan

Gréfico 2-4: Comparacion de barras TUKEY

Realizado por: Carlos Simbafia, 2015

A continuacion se muestra la tabla 7-4, la cual refleja la relacion descendente de los sustratos de
acuerdo a su capacidad de degradacion, expresada en porcentaje de reduccién por cada uno de

los tratamientos

Tabla 7-4: Representacion jerarquica de los porcentajes de degradacion

Tratamientos | Replicas Estructura % degradacion
C 3 HIC/IS 92.11
A 3 HIAIS 85.14
B 3 HIBIS 76.2

Realizado por: Carlos Simbafa, 2015

56




De acuerdo a la tabla 7-4 el tratamiento C correspondiente al hongo Pleurotus ostreatus + cacao
y suelo contaminado, mostro mayor relevancia degradativa, el cual redujo los TPHs desde un
valor de 10051,52 ppm hasta 792,62 ppm

Estos valores se encuentran dentro de los limites permisibles de la tabla 6 del RAOHE-1215,

considerandose el suelo como remediado.

10051,52

Gréfico 3-4: Nivel de reduccion de TPHSs con el tratamiento C

Realizado por: Carlos Simbafia, 2015
El tratamiento A correspondiente al hongo Pleurotus ostreatus + arveja, y suelo contaminado
presento una buena capacidad degradativa pero en menor proporcion que el tratamiento con

cacao (C).

El tratamiento A redujo los valores desde 10051, 51 ppm de TPH hasta 1493,92 ppm de TPH,
este valor de igual forma se encuentra dentro de los limites permisibles mostrados en la Tabla 6
del RAOHE-1215.

10051,52

1493,92

Gréfico 4-4: Nivel de reduccién de TPHSs con el tratamiento A
Realizado por: Carlos Simbafia, 2015
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En el ultimo lugar se encuentra el tratamiento B correspondiente al hongo Pleurotus Ostreatus +
bagazo de cafia, y suelo contaminado el cual mostro menor capacidad degradativa que el
tratamiento Cy A.

Este tratamiento redujo los valores de TPHSs, desde 10051 ppm hasta 2399,72 ppm. De igual
forma este valor se encuentra dentro de los limites permisibles de la tabla 6 del RAHOE-1215

10051,52

2309,72

Grafico 5-4: Nivel de reduccion de TPHs con el tratamiento B
Realizado por: Carlos Simbafia, 2015

Todos los tratamientos (A, B, C) fueron altamente efectivos en la degradacion de TPHs,
reduciendo los valores de Hidrocarburos Totales hasta su ubicacion dentro de la norma,
considerandolos como suelos remediados.

4.3.- Discusién de resultados

El tratamiento de suelos contaminados con hidrocarburos por biorremediacion utilizando el
hongo Pleurotus ostreatus mostro resultados efectivos, el hongo tiene la capacidad de adaptarse
al suelo contaminado debido a las estructuras presentes en el mismo, las cuales tienen similitud

a la lignina. La lignina es requerida por el hongo en su desarrollo.

Los valores de TPHs fueron reducidos a niveles inferiores de los limites permisibles, <2500
ppm para suelos agricolas de acuerdo a la tabla 6 de la RAOHE-1215, por lo que se considera

suelo completamente remediado.

Existen investigaciones similares como la desarrollada por (Adenipekun, C. O, Et al, 2013) los cuales
realizaron la aplicacion del hongo Pleurotus pulmunaris sobre suelos contaminados
intencionalmente con diésel usado, en concentraciones del 5%,10%,15% peso/volumen. La

inoculacién de Pleurotus pulmunaris en peso fueron de 10 g, los resultaron mostraron, dentro
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del lapso de 2 meses que los niveles de carbon se incrementaron desde 7.126 hasta 8.010 en el
rango mas alto del 15 %, de igual manera hubo un incremento de la materia organica, y

diferentes nutrientes.

Los Hidrocarburos Totales de Petrdleo se redujeron en un porcentaje del 84.41% al 5%, 62,87%
al 10 %, y 44,27% al 15%, y ciertos metales pesados, determinando la efectividad del hongo

Pleurotus pulmunaris en la degradacion de los mismos.

(zitte, L. F, et al, 2015) Llevaron a cabo la investigacion en la universidad de Port Harcourt en
Nigeria sobre el comportamiento micelial del hongo Pleurotus ostreatus en hidrocarburos de
petroleo, el cual se encamino a determinacion del grado de reduccion de las cadenas C-H
presentes en el petroleo, el sustrato complementario utilizado fue aserrin, enriquecido con
nutrientes para permitir una correcta proliferacion. El proceso fue divididos en tres tratamientos,
A, B, C, los cuales fueron contaminados intencionalmente respectivamente con 20 ml, 40 ml,

60ml, de petroleo respectivamente.

El experimento fue monitoreado en un lapso de cuatro semanas, luego de las cuales se
determind que el tratamiento A redujo el 90%, el tratamiento B redujo 87%, y el tratamiento C,
redujo 85%, por lo que se definio la efectividad del micelio del hongo Pleurotus ostreatus en la
remediacion de sitios contaminados con hidrocarburos en un corto periodo de tiempo, a

diferencia de otros métodos convencionales.

De igual forma (Okwujiako, I. A, et al, 2013) realizaron una investigacion con el hongo de
podredumbre blanca, Pleurotus florida, en la degradacion de suelos contaminados por
combustibles, las muestras de suelo estéril fueron colocadas en sacos de polipropileno (12cm
diametro x 30 alto) las cuales fueron contaminadas con aceite de motor al 5, 10, 15, 20, 25 %

(v/w) inoculadas con micelio de Pleurotus florida incubados a 28-30°C durante 60 dias.

Las muestras fueron analizadas luego de la incubacion, las mismas que mostraron variaciones
de pH, y reduccién de TPH. La cantidad de TPH reducidos fue mayor a una concentracién de
5% con un 89,12%, la cual fue reduciéndose secuencialmente de acuerdo a la concentracion que

aceite de motor que contenia el suelo, llegando a un 65,92%, en una concentracion del 25%.

Dando como resultado una relativa diferencia conforme las concentraciones aplicadas por
tratamiento, sin embargo en todos los casos los TPH fueron reducidos, considerando al hongo
del genero Pleurotus florida, con potencial uso en la biorremediacion de ambientes

contaminados por hidrocarburos.
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CONCLUSIONES

¢ Mediante la aplicacion del hongo Pleurotus ostreatus se logré degradar los TPHs presentes
en el &rea contaminada desde una concentracion de 10051,52 ppm hasta una concentracién
de TPHs de 792,62 ppm con el tratamiento méas efectivo (C), considerando al suelo como
totalmente remediado para uso agricola de acuerdo a la tabla 6 del Reglamento Ambiental

para las Operaciones Hidrocarburiferas en Ecuador.(RAOHE-1215)

7
0.0

Los resultados de la caracterizacion del suelo mostraron una contaminacion por TPHSs,
valores que se ubicaron sobre los limites permisibles establecidos en la tabla 6 del RAOHE
con una concentracion de TPHs de 10051,59 ppm, mientras la concentracion de HAPs fue
inferior a los limites permisibles de dicha tabla como para considerarse como contaminado,

tampoco se encontrd contaminacion por metales pesados (Pb, Cd, Ni).

¢ EIl hongo Pleurotus ostreatus necesita de un sustrato adecuado para su 6ptimo desarrollo,
por lo que el suelo contaminado tiene que ser acondicionado para permitir la correcta
adaptacion del micelio y su consecuente propagacion, dicho suelo fue acondicionado con
tres distintos sustratos y condiciones controladas (pH, T, H), el sustrato mas adecuado fue el

residual cacao, del cual se obtuvo una mayor adaptacién del hongo y mejores resultados.

¢ El proceso de biorremediacion fue ex-situ (Biopilas), a partir de celdas con capacidad de
2kg, obteniéndose un total de 9 celdas. Otorgando versatilidad de las muestras de suelo
contaminado, estas celdas estuvieron revestidas por plastico impermeable para evitar el paso
de lixiviados y fueron ubicadas en un invernadero bajo condiciones controladas para el

Optimo desarrollo del hongo Pleurotus ostreatus.

X3

%

El desarrollo del hongo Pleurotus ostreatus requirid de un periodo de 6 semanas desde la
inoculacion del micelio en el suelo contaminado con hidrocarburos, periodo luego del cual
se determind la efectividad de degradacion del hongo Pleurotus ostreatus hasta en un 92%

con el tratamiento mas adecuado sobre los TPHs encontrados en el suelo.
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RECOMENDACIONES

7
0.0

7
0.0

7
0.0

La caracterizacién del suelo tiene que realizarse de manera adecuada y cubriendo la mayor
proporcion del emplazamiento, realizando un muestreo que abarque toda el area para

obtener muestras representativas.

Las muestras de suelo tomadas tienen que ser transportadas bajo condiciones estrictas, de
otro modo puede ocurrir volatizacion de compuestos propensos a ella, como los HAPs.

Los hongos requieren de un sustrato 6ptimo para poder desarrollarse por lo que se debe
definir el més apropiado, que cumpla con las caracteristicas que requieren los hongos de
podredumbre blanca.

El lugar donde se desarrolle la inoculacion de la cepa del hongo Pleurotus ostreatus tiene
que proveer de condiciones adecuadas otorgando un medio estéril, el cual impida la

contaminacion de la cepa del hongo por agentes adversos

Se debe mantener condiciones controladas durante todo el proceso de biorremediacion, para

obtener los resultados mas eficaces posibles.

Es importante darle una disposicién final al suelo remediado, por ende se puede ubicar el

suelo en maceteros para la siembra de plantas ornamentales.
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GLOSARIO

CO2: Dioxido de carbono

ppm: Partes por millén

HAPs: Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos

TPHs: Hidrocarburos Totales de Petroleo

PCBs: Bifenilos Policlorados

MnP: Enzima manganeso peroxidasa

LiP: Enzima lignina peroxidasa

Pleurotus spp: Especies de Pleurotus

Humus: sustancia formada a partir de materia organica

Fenoles: compuestos organicos que poseen anillo aromatico.

Aminos: compuestos organicos derivados del amoniaco

Hidrofébico: No presenta afinidad por el agua

PH: Coeficiente de acides o basicidad

BL/D: Barriles diarios

API: Medida de densidad para el petroleo

Alifatico: Compuesto orgéanico de cadena abierta

Ex-situ: En diferente sitio



N: P: Relacion Nitrégeno-Fosforo

TNT: Trinitrotolueno

Cd: Cadmio

Ni: Niquel

Pb: Plomo

°C: Grados centigrados

UA: Unidad de analisis

m2: Metros cuadrados

m3: Metros cubicos

DCA: Disefio experimental Completo al Azar

msnm: Metros sobre el nivel del mar
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ANEXOS

Anexo A: Area contaminada

Anexo B: Hidrocarburos en el suelo




Anexo D: Secado de sustratos

Anexo E: Pesaje se trigo con P.Ostreatus

° /000638 o

e ——

Anexo F: Pleurotus ostreatus en nuevo sustrato




Anexo G: Pleurotus ostreatus en suelo contaminado

Anexo |: Remojo de sustrato




Anexo J: Trigo invadido por P.Ostreatus

Anexo K: P. Ostreatus en sustrato sin suelo contaminado

Anexo L: P.Ostreatus en pleno desarrollo




Anexo M: P.Ostreatus en su maximo desarrollo (Etapa de reproduccion)

Anexo N: Observacion de las caracteristicas del sustrato

Anexo N: Informacién nutricional P. Ostreatus

Calorias 33
Cantidades por | % Recomendado
porcion (100g.) diario

Grasas totales 0g 0%

Grasas saturadas 0g 0%

Colesterol Omg 0%

Sodio 33mg 1%

Total Carbohidratos 3g 1%

Fibra dietética <lg 3%

Azlcares <1g

Proteinas 4.49

Vitamina A 0%

Vitamina C 0%

Calcio 0%

Hierro 0%




Anexo O: Resultados de los andlisis de caracterizacion del suelo

&Aqlab

Laboratorios de Analisis y Evaluacion Ambiental

INFORME DE ENSAYO N°: 3851

SR. CARLOS SIMBANA SAS: 16-003

Direcciéon: Coca.

Codigo de Muestra: s 0471
Identificacion: Suelo Compuesto, Taracoa.

Parametros, métodos y resultados:

Método de Use Use Ecoshstemas| 11 0.9 Incertidumbre
Parimetros Ensayo Referencia il e s e o Y v K=2)
“Potencial de | yyp AQLAB-52 | EPA 9045 D . . . . 742 .
Hidrogeno | B
*Cadmio | ITE-AQLAB-34  SM3030B,3111B <2 <10 <1 mg/Kg = <LS5 ~
*Niquel ' ITE-AQLAB-43  SM 3030 B, 3111 B <50 <100 <40 mg/Kg = 14,84 s
*Plomo ITE-AQLAB-45 SM3030B,3111B <100 <500 <80 mg/Kg 13,44 ~

Fuente: Reglamento Ambiental para las Operaciones Hidrocarburiferas, Decreto 1215, febrero del 2001;
Tabla # 6: Limites permisibles para la identificacion y remediacion de suelos contaminados en todas las fases de
la industria hidrocarburifera, incluidas las estaciones de servicio.
1). Expresado en base de sustancia seca (gravimétrico; 105°C, 24 horas).
2). Valores limites permisibles enfocados en la proteccion de suelos y cultivos.
3). Valores limites permisibles para sitios de uso industrial (construccion, etc.).
4). Valores limites permisibles para la proteccion de ecosistemas sensibles tales como Patrimonio Nacional de
Areas Naturales y otros identificados en el correspondiente Estudio Ambiental.
** No contemplado en la norma

- Los ensayos marcados con (*) no estan incluidos en el alcance de la acreditacion del OAE.
\ El informe s6lo afecta a la muestra sometida a ensayo. Prohibida la reproduccidn total o parcial por cualquier medio sin el permiso escrito del laboratorio
Calle Juan Huncite y Fray Gregorio de Aluminia, detrds de Concesionario Mazda. Barrio Con Hogar.
e-mail: laboratorio@aglabec.com - web: www.aqglabec.com Teléfono.: (593) 6 2881715 Celular: 0991666858
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—— Laboratorios de Andlisis y L»al.naucn Ambiental

INFORME DE ENSAYO N°: 3497

SR. CARLOS SIMBANA SAS: 15-142
Solicitado por: Sr. Carlos Simbatia.
Direccion: Coca.
" g . - T méx: 32°C
Fecha y hora de ingreso al laboratorio:  2015/10/29 14:54 = Fecha final de Andlisis = 2015/11/14 T min: 21°C
Toma de muestra: Sr. Carlos Simbafia Fecha y Hora 2015/10/29 10:30
Codigo de Muestra: s 0451
Identificacién: Suelo, # 01 a 25 cm de profundidad, Parroquia Taracoa.
Parimetros, métodos y resultados: ) o
Método de Uss Uso | Ecosistemas Unldad Incertidumbre
Parimetros Ensayo | Referencia - N e K=2)
*H;i T [ |
t::;t;"’a’b“m ITE-AQLAB-56 |EPA3550B,418.1 = <2500 <4000 <1000 mgKg 164947 -
*Hidrocarburos | EPA 8270B,3550 C, '
e ITE-AQLAB-55  yc30'c <2 <5 <1 mgKg = <0,10 ~
Reglamento Ambiental para iones Hi ife reto 1215, febrero del 2001
Tabla # 6: Limites permisibles para la identificacion y diacién de suelos cc inados en todas las fases de

la industria hidrocarbunfera incluidas las estaciones de servicio.

1).E ) en base de ia seca (gravimétrico; 105°C, 24 horas).

2). Valor&s limites permisibles enfocados en la proteccion de suelos y cultivos.

3). Valores limites permisibles para sitios de uso industrial (construccion, etc.).

4). Valores limites permisibles para la proteccion de ecosistemas sensibles tales como Patrimonio Nacional de
Areas Naturales y otros identificados en el correspondiente Estudio Ambiental.

Francisco de Orellana, 23 de noviembre de 2015

Los ensayos marcados con (*) no estén incluidos en el alcance de la acreditacion del OAE.
El informe sélo afecta a la muestra sometida a ensayo. Prohibida la reproduccién total o parcial por cualquier medio sin el permiso escrito del lab

Calle Juan Huncite y Fray Gregorio de Aluminia, detras de Concesionario Mazda. Barrio Con Hogar.
e-mail: laboratorio@aqlabec.com - web: www.aglabec.com Teléfono.: (593) 6 2881715 Celular: 0991666858
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Laboraterios de Ana isis y Evaluacien Ambiental

INFORME DE ENSAYO N°: 3498

SR. CARLOS SIMBANA

Solicitado por: Sr. Carlos Simbafia.
Direccién: Coca.

SAS: 15-142

. 0
Fecha y hora de ingreso al laboratorio:  2015/10/29 14:54  Fecha final de Andlisis = 2015/11/14 T mbxyan

T min: 21°C
Toma de muestra: Sr. Carlos Simbafia Fecha y Hora 2015/10/29 10:51
Codigo de Muestra: s 0452
Identiﬁcqcién: Suelo, # 02 a 50 cm de profundidad, Parroquia Taracoa.
Pariametros, métodos y resultados:
Método de Use Uso | Eeoslstemas Umdad Incertidumbre
Agnmh Industrial Semlbles
Pariametros Ensayo Referencia m 30452 K=2)
e
t;‘:e';’“‘b“m‘ ITE-AQLAB-56 EPA3550B,418.1 <2500 <4000 <1000 mg/Kg 8437,07 o
*Hidrocarburos EPA 8270B,3550 C,
M2l ITE-AQLAB-55  5c30'c <2 <s <1 mg/Kg =~ 0,27 =

Fuente: Reglamento Ambiental para las Operaciones Hidrocarburiferas, Decreto 1215, febrero del 2001
Tabla # 6: Limites permisibles para la identificacion y remediacién de suelos contaminados en todas las fases de
la industria hidrocarburifera, incluidas las estaciones de servicio.
1). Expresado en base de ia seca (gravimétrico; 105°C, 24 horas). 3
2). Valores limites permisibles enfocados en la proteccion de suelos y cultivos.
3). Valores limites permisibles para sitios de uso mdustnal (construccion, etc.).

4). Valores limites permisibles para la p n de ecosi ibl tal&s como Patrimonio Nacional de
Areas Naturales y otros identificados enel correspondiente Estudio Ambi

Francisco de Orellana, 23 de noviembre de 2015
Los ensayos marcados con (*) no estan incluidos en el alcance de la acreditacion del OAE.
El informe s6lo afecta a la muestra sometida a ensayo. Prohibida la reproduccion total o parcial por cualquier medio sin el permiso escrito del laboratorio
Calle Juan Huncite y Fray Gregorio de Aluminia, detras de Concesionario Mazda. Barrio Con Hogar.
e-mail: laboratorio@aglabec.com - web: www.aglabec.com Teléfono.: (593) 6 2881715 Celular: 0991666858
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e Laboratorios de Analisis v Ew!.;au“n Ambiental

INFORME DE ENSAYO N°: 3503

SR. CARLOS SIMBANA

Solicitado por: Sr. Carlos Simbafia.
Direccion: Coca.

SAS: 15-142

. 0
Fecha y hora de ingreso al laboratorio:  2015/10/29 14:54  Fecha final de Andlisis = 2015/11/14 Tmgx ot

T min: 21°C
Toma de muestra: Sr. Carlos Simbaiia Fecha y Hora 2015/10/29 11:02

Cadigo de Muestra: s 0453
Identificacién: Suelo, # 03 a 100 cm de profundidad, Parroquia Taracoa.

Parametros, métodos y resultados:

Método de Uso Uso | Ecosistemas | vi .o o Incertidumbre
Pardmetros Ensayo Referencia Aggicls; | Indusrial | Sensibles s s 0453 K=2)

*ET; 1 +

t:fa‘f;:“‘b“ms ITE-AQLAB-56 EPA3550B,418.1 <2500 <4000 <1000 mgKg 1005152 ~
*Hidrocarburos EPA 8270B,3550 C, -
- ITE-AQLAB-55 3630 C <2 <5 <1 mg/Kg 0,18

Fuente: Reglamento Ambi )t ciones Hidr ifer. eto 1215, febrero del 2001
Tabla # 6: Limites permisibles para la identificacion y diacion de suelos cc s en todas las fases de

la industria hidrocarburifera, incluidas las estaciones de servicio.

1). Expresado en base de ia seca (gravimétrico; 105°C, 24 horas).

2). Valores limites permisibles enfocados en la proteccion de suelos y cultivos.

3). Valores limites permisibles para sitios de uso industrial (construccion, etc.).

4). Valores limites permisibles para la proteccion de ecosistemas sensibles tales como Patrimonio Nacional de
Naturales y otros identificados en el correspondiente Estudio Ambiental.

NI
AT
g

Francisco de Orellana, 23 de noviembre de 2015
Los ensayos marcados con (*) no estan incluidos en el alcance de la acreditacion del OAE.
El informe solo afecta a la muestra sometida a ensayo. Prohibida la reproduccion total o parcial por cualquier medio sin el permiso escrito del laboratorio
Calle Juan Huncite y Fray Gregorio de Aluminia, detras de Concesionario Mazda. Barrio Con Hogar.
e-mail: laboratorio/@aglabec.com - web: www.aglabec.com Teléfono.: (593) 6 2881715 Celular: 0991666858
MC2301-02 Pdgina 1 de 1



Anexo P: Resultados de los anlisis por tratamiento

€& Rqlab

— Laboratores de Analisis v Lul.:au"n Ambiental

INFORME DE ENSAYO N°: 3620

SR. CARLOS SIMBANA

Solicitado por: Sr. Carlos Simbaiia.
Direccion: Coca.

Fecha y hora de ingreso al laboratorio:  2015/12/14 11:09 = Fecha final de Andlisis = 2015/12/18

Toma de muestra: Sr. Carlos Simbafia Fecha y Hora 2015/12/13  No proporcionado

Caédigo de Muestra: s 0463
Identificacién: Suelo, Con Sustrato # 1.

Parametros, métodos y resultados:

Método de U'to Uso Ecosistemas Unl da d
Pardmetros Ens ayo Referencia Agnneoh lndustrinl Sensibles s 0463
e : I
u;glder;’mb"“’“ ITE-AQLAB-56 |EPA3550B,4181 <2500 <4000 <1000 mgKg 147424
Fuente: Reglamento Ambi ara | iones Hi ife reto 1215, febrero del 2001;

Tabla # 6: Limites permisibles para la identificacion y remediacién de suelos contaminados en todas las fases de

la industria hidrocarburifera, incluidas las estaciones de servicio.

1). Expresado en base de ia seca (gravimétrico; 105°C, 24 horas).

2). Valores limites permisibles enfocados en la proteccion de suelos y cultivos.

3). Valores limites permisibles para sitios de uso industrial (construccidn, etc.).

4). Valores limites permisibles para la proteccion de ecosistemas sensibles tales como Patrimonio Nacional de
Naturales y otros identificados en el correspondi Estudio Ambiental
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Francisco de Orellana, 18 de diciembre de 2015

Los ensayos marcados con (*) no estin incluidos en el alcance de la acreditacién del OAE.

El informe sélo afecta a la muestra sometida a ensayo. Prohibida la reproduccion total o parcial por cualquier medio sin el permiso escrito del laboratorio

Calle Juan Huncite y Fray Gregorio de Aluminia, detras de Concesionario Mazda. Barrio Con Hogar.

e-mail: laboratorio/@aglabec.com - web: www.aqlabec.com Teléfono.: (593) 6 2881715 Celular: 0991666858
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— Laboratorios de Analisis v Lv.JJamn Ambiental

INFORME DE ENSAYO N°: 3621
SR. CARLOS SIMBANA SAS: 15-150
Solicitado por: Sr. Carlos Simbafia.
Direccion: Coca.
g : E o T méx: 32°C
Fecha y hora de ingreso al laboratorio:  2015/12/14 11:09 = Fecha final de Anilisis = 2015/12/18 T min: 22°C
Toma de muestra: Sr. Carlos Simbaifia Fecha y Hora | 2015/12/13  No proporcionado
Cédigo de Muestra: s 0464
Identiﬁcapién: Suelo, Con Sustrato # 2.
}
Parimetros, métodos y resultados:
Método de Uss Uso, | Ecosistenuns Unldad Incertidumbre
Parametros Ensayo Referencia Amh Ind'mrm Smm“ ‘ e K=2)
o
t::;‘l’;:"a’b““’s ITE-AQLAB-56 | EPA3550B,4181 <2500 <4000 <1000 mgKg 239271 o
*Hidrocarburos EPA 8270B,3550 C, .
atoanbicon ITE-AQLAB-55 3630 C <2 <5 <1 mg/Kg <0,10
Fuente: lamento Ambiental para las -aciones Hidrocarburife reto 1215, febrero del 2001:
i diacion de suelos cc inados en todas las fases de

Tabla # 6: Limites permisibles para la identificacion y
la industria hidrocarburifera, incluidas las estaciones de servicio.

1). Expresado en base de ia seca (gravimétrico; 105°C, 24 horas). 2
2). Valores limites permisibles enfocados en la proteccion de suelos y cultivos.

3). Valores limites permisibles para sitios de uso industrial (construccion, etc.).

4). Valores limites permisibles para la proteccion de ecosistemas sensibles tales como Patrimonio Nacional de
Areas Naturales y otros identificados en el correspondiente Estudio Ambiental.
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Francisco de Orellana, 18 de diciembre de 2015

Los ensayos marcados con (*) no estan incluidos en el alcance de la acreditacion del OAE.
El informe s6lo afecta a la muestra sometida a ensayo. Prohibida la reproduccion total o parcial por cualquier medio sin el permiso escrito del laboratorio

Calle Juan Huncite y Fray Gregorio de Aluminia, detras de Concesionario Mazda. Barrio Con Hogar.
e-mail: laboratorio@aglabec.com - web: www.aqlabec.com Teléfono.: (593) 6 2881715 Celular: 0991666858
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Laboraloros de Analisis y f.-c|JdU"ﬂ Ambienial

INFORME DE ENSAYO N°: 3622

SR. CARLOS SIMBANA SAS: 15-150
Solicitado por: Sr. Carlos Simbaiia.
. Direccion: Coca.
5 2 ; e T max: 32°C
Fecha y hora de ingreso al laboratorio:  2015/12/14 11:09 = Fecha final de Andlisis = 2015/12/18 T min: 22°C
Toma de muestra: Sr. Carlos Simbaiia Fecha y Hora 2015/12/13  No proporcionado
Codigo de Muestra: s 0465
Identificacion: Suelo, Con Sustrato # 3.
Pardmetros, métodos y resultados:
Método de (U | Us | Eooshitemes | ooy g 5 0465 Incertidumbre
Parimetros Ensayo Referencia ) » D) - (K=2)
*Hi [
t:;;t;’“’b"“’s ITE-AQLAB-56 EPA3550B,4181 <2500 <4000 <1000 mg/Kg 788,42 ~
*Hidrocarburos EPA 8270B,3550 C, <2 <5 <1 mg/Kg <0,10 o=

ITE-AQLAB-55 3430 ¢

aromaticos
Fuente: Reglamento Ambiental para las Operaciones Hidrocarburiferas, Decreto 1215, febrero del 2001;
diacion de suelos cc s en todas las fases de

Tabla # 6: Limites permisibles para la identificacion y
la industria hidrocarburifera, incluidas las estaciones de servicio.

1). Expresado en base de ia seca (gravimétrico; 105°C, 24 horas).

2). Valores limites permisibles enfocados en la proteccion de suelos y cultivos.

3). Valores limites permisibles para sitios de uso industrial (construccion, etc.).

4). Valores limites permisibles para la proteccion de ecosistemas sensibles tales como Patrimonio Nacional de

Areas Naturales y otros identificados en el correspondi Estudio Amt 1
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Francisco de Orellana, 18 de diciembre de 2015
Los ensayos marcados con (*) no estan incluidos en el alcance de la acreditacion del OAE.
i lquier medio sin el permiso escrito del lab io

El informe sélo afecta a la muestra sometida a ensayo. Prohibida la reproduccion total o parcial por
Calle Juan Huncite y Fray Gregorio de Aluminia, detras de Concesionario Mazda. Barrio Con Hogar.

e-mail: laboratorio@aglabec.com - web: www.aglabec.com Teléfono.: (393) 6 2881715 Celular: 0991666858
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