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RESUMEN

El proposito de esta investigacion fue evaluar la eficiencia de degradacion de Hidrocarburos
Totales de Petréleo [TPHSs], entre Pseudomona aeruginosa y Pseudomona putida, y su
masificacion para la remediacion de pasivos ambientales mediante la técnica de Landfarming en
AgLab en Puerto Francisco de Orellana. Se compar6 la eficiencia en 12 cajas experimentales,
dos blancos fueron codificados con 1y 2, las 10 restantes divididas en: 1a, 1b, 1c, 1d y 1e con
Pseudomona aeruginosa ATCC 15442T™* mientras que 2a, 2b, 2c, 2d, y 2e con Pseudomona
putida ATCC 31483™* mediante analisis de laboratorio tomando en cuenta los parametros de
control: pH, temperatura y humedad. Como resultado se obtuvo que en las cajas la y 2e
presentd una eficiencia de 89,8% mientras que en la 2c con un 94%. Para la degradacion de
TPHs se masifico e inocul6 la Pseudomona putida en el suelo patron estimulando el tratamiento
con la técnica de Landfarming consiguiendo una degradacion de 132 630,66 mg/kg a 2400
mg/kg efectuando la disposicion final con referencia a los limites permisibles de la tabla 6, Uso
Agricola del Reglamento Ambiental para las Operaciones Hidrocarburiferas del Ecuador
[RAOHE], al obtener una tasa de degradabilidad de TPHs de 98,24 %. Concluyendo que
numéricamente Pseudomona putida es mas eficiente que Pseudomona aeruginosa, sin embargo
al comparar con ANOVA de un factor independiente, las eficiencias son estadisticamente
iguales. Se recomienda que para préximas investigaciones se realice la comparacion con

especies diferentes.

Palabras Clave: <BACTERIA [Pseudomona aeruginosa]>, <BACTERIA [Pseudomona
putida]>, <HIDROCARBURO TOTALES DE PETROLEO [TPHs]>, <MASIFICACION
MICROBIANA>, <DEGRADACION DE HIDROCARBUROS>, <PASIVOS
AMBIENTALES>, <BIORREMEDIACION>, <TECNICA LANDFARMING>.
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SUMARY

This research is intented to evaluate the efficiency of total pretroleum hydrocarbon degradation
TPHs, through the Pseudomona aerogynose and the Pseudomona putida ad their masification
for the environmental liabilities remediation from the Landfarming technique applied in the
AgLab from Puerto Francisco de Orellana. Throughout this study laboratory analysis, the
efficiency of 12 experimental cases were tested by codifying two of them like the study aim as 1
and 2, the other ten cases were divided by two as l1a, 1b, 1c, 1d and le for the Pseudomona
aerogynosa ATCC 15442™" treatment, and 2a, 2b, 2c, 2d, 2e for the Pseudomona putida ATCC
31483™" treatment, in regarding the pH, temperature and wetness parameters. Which results.
Which results accounts for an efficiency of 89,8% in the 1a and 2e experimental cases whereas
it increases to 94% in the 2c experimental case. The TPHs degradation was carried out though
Pseudomona putida masification which were inoculated into the soil sample stimulated by
applying the Landfarming technique that gave a degradation of 123630,66 mg/Kg — 2400
mg/Kg considering the final disposition in regarding the limit parameters stated on the Chart 6,
concerning with Environmental Regulation on Ecuadorian Hydrocarbon Operations and
Agriculture (RAOHE) of Ecuadorian Legislation, from which the TPHs degradation rate
accounted for 98,24%. Therefore, we can conclude that the Pseudomona putida is more
efficient that Pseudomona aerogynose but comparing them whit ANOVA as an independent
factor, the efficiency of both treatments is statistically equal. Thus, for further researches is

advisable to make a comparison of treatments from other different species.

Research Key Words: < Pseudomona aerogynose Bacteruim >, < Pseudomona putida
Bacteruim>, < Total Petroleum Hydrocarbon TPHs >, <Microbial Degradation >, <Degradation
of Hydrocarbon >, < Environmental Liabilities >, < Bioremediation >, <Landfarming

technique>
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CAPITULO |

1. INTRODUCCION

1.1. Situacion problematica

En Puerto Francisco de Orellana una de las principales actividades que mueve la economia en la
zona es la explotacién del oro negro, surgiendo consigo la formacion de una serie de pasivos
ambientales, los mismos que exigen un adecuado tratamiento para poder darles una disposicion

final responsable a fin con la legislacion vigente en el pais.

Uno de los principales problemas asociados a la remediacion ambiental es el tiempo y la
capacidad de llegar a niveles exigidos por la ley, en nuestro pais se rige en el Decreto Ejecutivo
1215 RAOHE. Entre todos los procesos que se emplean para la limpieza de suelos
contaminados en la Regién Amazénica, debido a la biodisponibilidad de estos, la técnica mas

empleada es la biorremediacion.

La contaminacion generada por el manejo inadecuado y poco responsable de los residuos del
petroleo y sus derivados representan un problema alarmante, involucrandonos directa e
indirectamente a todos, por ello a través del tiempo se han estudiado una serie de soluciones
tecnoldgicas y naturales las mismas que tienden a variar de una zona a otra. Se ha desarrollado
tecnologias de biorremediacién como alternativas amigables con el medio ambiente para la
recuperacion de ecosistemas y agro-ecosistemas impactados negativamente, proceso que es
importante porque se toma en cuenta las propiedades de la zona en donde se realizara el

tratamiento sobre todo las temperaturas elevadas y la alta precipitacion.

El vertido de hidrocarburos totales de petrdleo, en ecosistemas acuaticos y terrestres representa
uno de los problemas de contaminacién ambiental mas drasticos y a diario en todas las
extensiones del planeta. Tratar estos residuos representa una serie de problemas severos que se
reportan tanto econémicos como sociales para las compafiias ajenas a la remediacién ambiental

como es el caso de los laboratorios. Por esta razon, es necesaria la bisqueda y aplicacion de



procesos in situ, accesibles en costos y tiempo proporcionando una solucion ambientalmente

segura y efectiva para la remediacion de suelos contaminados con petréleo.

La biodegradacion de TPHs es un pardmetro que puede verse afectado por las condiciones
ambientales que posee el medio o sitio contaminado, o puede ser también la zona a tratarse, por
este motivo es indispensable controlarlas, esto se efectlia con la finalidad de que la actividad de

los microorganismos degradadores sea mas eficiente.

Ademés de la actividad especifica, las Pseudomonas poseen la capacidad degradadora de
contaminantes en un pasivo ambiental, especificamente derivado de la contaminacion efectuada
por la explotacién del petroleo. La escasa informacion que existe acerca de su comportamiento

dentro de nuestra zona de estudio.

1.2. Formulacion del Problema

¢Cual de las dos especies Pseudomona aeruginosa o Pseudomona putida, es mas eficiente para
degradar hidrocarburos totales de petréleo en las muestras de pasivos ambientales del

laboratorio AQ-LAB en Puerto Francisco de Orellana?

1.3. Justificacion

La actividad hidrocarburifera dentro de nuestro pais, ha desencadenado una serie de problemas
ambientales, entre los que principalmente se encuentran la formacion de pasivos ambientales los
cuales representan un conjunto de dafios ambientales, en términos de contaminacién del agua,
del suelo, del aire (por la eliminacién al ambiente de desechos téxicos), el deterioro de los
recursos y de los ecosistemas, producidos por una empresa en su funcionamiento normal o por

accidentes imprevistos, a lo largo de su historia. (Alier, 2003)

En esta investigacion se ha planteado la comparacion de eficiencia de dos géneros de bacterias,
Pseudomona aeruginosa y Pseudomona putida. Estas bacterias emplean una gran cantidad de
compuestos de diferentes origenes, los mismos que los pueden emplear ya sean como sustratos
o0 simplemente intermediarios de una reaccion catalitica, incluyendo ademas compuestos mas
dificiles de degradar cono es el caso de los aromaticos, derivados halogenados asi como una

gran variedad de residuos organicos recalcitrantes. (Ogram, 1997)



Desde un punto de vista de remediacion ambiental el papel de las Pseudomonas es altamente
efectivo en la descomposicion de algunos contaminantes, pero cabe mencionar que estudios han
reportado que también pueden producir efectos adversos dado donde el papel de las
Pseudomonas se ve reflejado en que algunas especies tienen gran importancia

fitopatopatogénica, asi como otros presentan toxicidad en humanos y animales (Morrinson, 1984.
Pags. 627-642).

La realizacion de esta investigacion promueve el anélisis del entorno de desarrollo de las
especies y sus interacciones con el medio, pues al mismo tiempo que se genera investigacion
cientifica acerca del comportamiento del hidrocarburo frente a la accion de Pseudomona putida
y Pseudomona aeruginosa; se involucra también el tratamiento de pasivos generados por los

analisis de las diferentes muestras del laboratorio AgLab.

AgLab es un laboratorio ubicado en la Provincia de Orellana en la ciudad del Coca el mismo
que se encarga del analisis y evaluacion ambiental de diferentes componentes como suelo, agua
y aire. Al realizar esta actividad de manera continua se producen una serie de desechos siendo el
principal inconveniente al momento de disponerlos luego de haberles realizado los respectivos

analisis solicitados por las empresas 0 compafiias petroleras.

Por medio del empleo de la biotecnologia a través de técnicas microbioldgicas se identificara la
especie de Pseudomona mas eficiente que permitird mejorar y acelerar la degradacion de
hidrocarburos Totales de Petréleo presentes en las muestras de estudio, empleando la técnica de
Landfarming, para el control de variables que influyen directamente en la eficiencia del

tratamiento.

La selectividad de los dos géneros a aplicar en este estudio se basa en la accesibilidad de las
mismas, su bajo costo en el mercado y su tiempo de incubacién corto a través del método mas
sencillo de activacion de cepas. Las especies de Pseudomona aeruginosa y Pseudomona putida
son identificadas como bacterias con alto potencial degradador, las mismas que podrian ser
empleadas en la recuperacién y remediacién de ecosistemas afectados en diferentes zonas de
nuestra Amazonia ecuatoriana, por tal motivo la seleccion de este género microbiano es
fundamental para el desempefio de la propuesta, considerando que cada pasivo ambiental cuenta
con su actividad microbiana autoctona. Es indispensable para el laboratorio disponer con un
sistema uniforme de tratamiento de pasivos ambientales con la finalidad de cumplir con la

legislacion vigente en el pais.



1.4. Obijetivos de la Investigacion

1.4.1. Obijetivo General

e Comparar la eficiencia entre Pseudomona aeruginosa y Pseudomona putida, y su
masificacion para la biodegradacion de Hidrocarburos Totales de Petroleo en los pasivos

ambientales de AQ-LAB en Puerto Francisco de Orellana.

1.4.2. Objetivos Especificos

e Caracterizar parametros fisicos-quimicos y microbioldgicos de los pasivos ambientales.

e Comparar la eficiencia de degradabilidad de Hidrocarburos Totales de Petréleo entre

Pseudomona aeruginosa y Pseudomona putida en muestras pilotos.

e Masificar la bacteria con mayor eficiencia en la degradacion de Hidrocarburos Totales de

Petréleo.

e Estimular el proceso de degradacion de Hidrocarburo en los pasivos ambientales con el uso

de la técnica de Landfarming.

e Establecer un protocolo de tratamiento a seguir para la remediacion definiendo

tiempos de tratamiento y los parametros de control.



CAPITULO 11

2. MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes

Francisco de Orellana es una de las ciudades de la Amazonia ecuatoriana con campos petroleros
con mayor productividad junto a Lago Agrio, Shushufindi y Sacha. Esto conlleva a que grandes,
medianas y pequefias empresas remediadoras se dediquen a los tratamientos y restauracion de
todos los pasivos ambientales que se generan por las actividades hidrocarburiferas de la zona.
Los costos de tratamiento por parte de estas son elevados, por ello algunos laboratorios
encargados de efectuar los analisis y evaluaciones de la calidad ambiental de estas muestras, han

optado por implementar sus propios sistemas de tratamiento internos.

En Ecuador, pocos son los estudios que se han enfocado a nivel nacional a la reparacion de
pasivos ambientales. Sin embargo, el Ministerio del Ambiente (MAE) a partir del afio 2009, se
comprometio en la elaboracidén de Planes de remediacion. Para esto se constituyé el Plan de
Reparacion Ambiental y Social (PRAS), el cual interviene en areas afectadas por la actividad
hidrocarburifera. Este programa tiene un alcance nacional, es decir, considera todas las areas

donde existe presencia de infraestructura petrolera en el pais. (PRAS, 2009).

Se estima que en un gramo de suelo en buen estado de desarrollo para proliferar la vida se
puede encontrar hasta 600 millones de bacterias las cuales se pueden clasificar entre 15 mil y 20

mil especies distintas. (Ogram, 1997)

Algunas investigaciones a través del tiempo se relatan a continuacion:

Lopdlito M. y otros. 2005. Llevaron a cabo experimentos de biodegradacion de hidrocarburos

utilizando diferentes sustratos como el petréleo, kerosene, aceite lubricante y benceno, y como



nutriente un medio minimo y fertilizante foliar comercial, concluyendo que la inoculacién

previa acelera el proceso de degradacion.

Morgan M. y otros. 2005. Aplicaron biorremediacion en 20 m? de suelo contaminado con
petroleo, durante 369 dias, en este suelo se adicionaron nutrientes inorganicos, aireacion y
humedad, obteniéndose valores < a 1% de concentracion de hidrocarburos recomendada por

normas internacionales.

Avalos A. y otros. 2004. Estudiaron los ramnolipidos de Pseudomonas aeruginosa AT10,
determinando que la adiciéon de los mismos, acelera la biodegradacion de hidrocarburos del

petroleo en un 61% en 10 dias de incubacion.

Bracho M. y otros. 2004. Llevaron a cabo un estudio respecto a la degradacion bacteriana sobre
naftaleno, antraceno, fenantreno y dibenzotiofeno. Las bacterias degradadoras aisladas a partir
del suelo estudiado fueron: Pseudomonas (54.05%), Bacillus (24.30%), Staphylococcus (16.20
%) y Micrococcus (5.4 %); ademas determinaron que el 100% de cepas, degradaron el naftaleno

y antraceno, el 78.5% fenantreno, el 71.42% dibenzotiofeno y 50% los cuatro hidrocarburos.

Pardo J. y otros. 2004. Midieron la efectividad de la biolabranza (Landfarming), durante 4
meses, adicionando fertilizantes inorganicos, obteniendo al finalizar el experimento, un

porcentaje de remocion de hidrocarburos del 91%.

Zucchi M. y otros. 2003. Evaluaron la respuesta de una comunidad bacteriana durante la
biorremediacion en un lapso de 72 dias con bioestimulacion y aireacion adecuada, adicion de

nutrientes y surfactantes obteniendo una reduccion final de hidrocarburos del 39.5%.

En 1997, Christon realiz6 algunos experimentos con microorganismos, los cuales dieron como
resultado una serie de investigaciones reales en donde se evidencié una disminucién
aproximada al 95% de hidrocarburo , manipulados con la adicion de consorcios de
microorganismos al area de tratamiento, mientras que en los campos y areas no tratados la
reduccion apenas se representd en un 14%, y si a esto le afladimos los respectivos nutrientes el
proceso se aceleraba en un periodo de tres veces, ya que la adicién de nutrientes promueve la
biodegradacion al aumentar las poblaciones microbianas y la formacion de microemulsiones al
control el pardmetro de la humedad la relacion agua-aceite provoca un eficaz proceso con
respecto a la reduccién de la viscosidad y tensién superficial, lo cual a su vez aumenta la

disponibilidad del sustrato (Swannell et al., 1996).

Nwachukwu S. 2001. Inoculé Pseudomonas putida en suelos contaminados con petréleo,

adicionando nutrientes inorganicos en algunos. La mayor efectividad de degradacion se obtuvo

6



a las 9 semanas, esto se corroboré por el crecimiento de Lepidium sp. , usado como evidencia de
biorecuperacion; el porcentaje de germinacion de éste, fue de 27,5% en suelos no fertilizados y

de 98,8% en suelos fertilizados.

Parales R. el afio 2000. Evalué la capacidad degradativa y reaccidon quimio tactica de cinco

cepas, determinando que Pseudomonas putida, degrada de manera eficaz los hidrocarburos.

Dagher F. y otros. 1997. Realizaron un estudio comparativo de 5 cepas del suelo degradadoras
de hidrocarburos aromaticos policiclicos; Sphingomonas fue la cepa con mayor capacidad
degradadora, seguida de Pseudomonas aeruginosa. Los biosurfactantes fueron producidos por

Pseudomonas aeruginosa y Pseudomonas putida y el bioemulsificante por Sphingomonas sp.

En los ultimos afos través de una serie de investigaciones se ha incrementado el interés en el
uso de biotecnologias destinadas a restaurar o recuperar suelos contaminados con petréleo, que
complementen los métodos quimicos y fisicos tradicionales. Se realiza por medio del empleo de

diferentes organismos vivos ya sean bacterias, hongos y algunas clases de plantas.

Entre los géneros de bacterias mas utilizados encontramos géneros de Pseudomonas,
Achromobacter, Arthrobacter, Brevibacterium, Corynebacterium, Micrococcus, Nocardia,

Bacillus, Vibrio, Acinetobacter, Flavobacterium, Rhodotorula y Sporobolomice. (Johsen et al.
2002).

2.2. Base Tebrica

2.2.1. Hidrocarburos Totales de petréleo (TPHs)

Es aceitoso y de color negro viscoso desde el punto de vista quimico y su composicion compleja
entre los cuales tenemos a los hidrocarburos aromaticos, parafinas, cicloparafinas, naftalenos,
asfaltenos. Entre los compuestos organicos e inorganicos tenemos al azufre, nitrdgeno y

0xigeno (Eweis, et al. 1999, P4gs. ,25-37).

En los procesos de refinacion y tratamiento quimico se forma las olefinas como las diolefinas
aungue o0 se encuentra en el petroleo. Las fracciones més pesadas del petréleo son los

hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP's), los mas representativos son: Naftaleno,



Acenaftileno, Acenafteno, Fluoreno, Fenantreno, Fenantreno, Antraceno, Fluoranteno, Benzo

(a) antraceno, entre otros (US-EPA, 2003).

Los compuestos que se presenta en estado gaseoso a temperatura ambiento son los Compuestos
Organicos Volatiles (COV’s), presentan una cadena con un ndmero de carbonos inferiores a

doce y los més abundantes en el aire so: metano, etano, benceno, tolueno.

Los efectos mas graves de la contaminacion ocurren cuando la entrada de sustancias (naturales

o sintéticas) al ambiente rebasa la capacidad de los ecosistemas para asimilarlas y/o degradarlas
(EPA, 2011. Disponible en: http://www.epa.gov/iag/voc.html).

2.2.1.1. Los TPHs como agente contaminante

La compleja composicion quimica de los TPHSs, se caracteriza por ser persistente y por tener la
capacidad para bioacumularse. La persistencia es relacionada a la viscosidad, la adherencia y la

capacidad de este compuesto para ser evaporado (Nomack, 2010, Pags. 232-240).

Por lo tanto, los TPHs grandes y viscosos son los mas dificiles de degradarse por su

hidrofobicidad y por su poca biodisponibilidad (Balba, et al, 1998, Pags.155-164).

La persistencia de este compuesto se ha reportado ampliamente en derrames que han sucedido
alrededor del mundo. Cabe indicar que el crudo puede volatilizarse o ser foto-oxidado, pero su
rango de hidrolisis es bastante bajo porque los hidrocarburos que lo conforman no cuentan con

grupos funcionales que puedan ser degradados bajo condiciones ambientales (US EPA, 2011).

El término “Hidrocarburos totales de petrdleo [abreviados TPH en inglés], describen una gran
familia de varios cientos de compuestos quimicos originados de petréleo crudo; éste término es

usado para manufacturar los productos de petroleo, los que pueden contaminar el ambiente”
(Universidad de Antofagasta, 2005, Pag.3).

Las sustancias quimicas que pueden encontrarse en los TPHs son: hexano, aceites minerales,
benceno, tolueno, xilenos, naftalina, y fluoreno, y también otros productos de petrdleo y
componentes de gasolina. Es probable que muestras de TPHs contengan solamente algunas o

una mezcla de estas sustancias quimicas. (Universidad de Antofagasta, 2005, Pag.3).


http://www.epa.gov/iaq/voc.html

Todos los petroleos crudos tienen concentraciones bajas de metales pesados de origen natural, y
los metales son componentes naturales de la formacién de las rocas y que han sido incorporados
en el petroleo durante la formacion del mismo, en la forma de moléculas orgéanicas que

contienen metales. (Universidad de Antofagasta, 2005, Pag.3).

2.2.1.2. Estructura quimica de las distintas familias de hidrocarburos del petroleo

Los compuestos de mayor facilidad para los organismos remediadores pueden interferir son los
n-alcanos y los alcanos ramificados (isoprenoides) de cadena intermedia (C10-C20) debido a
gue poseen mayor tendencia a ser eficazmente biodegradados. Por ende se puede concluir que
aquellos que poseen cadenas carbonadas mas largas (> C20), y al poseer elevados pesos

moleculares y baja solubilidad en agua son mas dificiles de degradar.

Por ejemplo, los hidrocarburos policiclicos aromaticos (HAPs) que poseen de 2 a 3 anillos
tienden ser biodegradados con mayor eficacia en un suelo en condiciones ambientalmente
Optimas, asi mismo aquellos de 4 anillos, y especialmente, los de 5 0 méas anillos bencénicos
presentan una mayor recalcitrancia y una baja solubilidad. Las fracciones de resinas y
asfaltenos son las que presentan una menor degradabilidad debido a las complejas estructuras

guimicas y a su elevado peso molecular. (Harayama et al, 1999. Pags.: 63-70).

ALIFATICOS AROMATICOS RESINAS ASFALTENOS
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Figura 1 - 2: Andlisis SARA.
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2.2.1.3. Degradacion de TPH

Como sefiala Galan (2004), el proceso de degradacion del petroleo y la velocidad de su
degradacion esté influenciada por varios factores como son: luz, temperatura, tipo y nimero de
substancias, organicas e inorganicas que contiene el medio y las condiciones climéticas. Estos
factores afectan a la actividad microbiana, a la evaporacion, a la disolucion, a la dispersién y a
los procesos de sedimentacion. Las fracciones mas toxicas son generalmente las menos

susceptibles a la degradacién microbiana.

Ewies (1999) sefiala que, los asfaltos y resinas son compuestos de alto peso molecular que
contienen nitrégeno, azufre y oxigeno; tienen una estructura compleja compuesta de cadenas de
hidrocarburos, nitrdgeno, azufre, y &tomos de oxigeno ligados a ramificaciones de policiclicos
aromaticos los cuales incluyen niquel y vanadio. Los compuestos de estos dos grupos son
recalcitrantes debido a su insolubilidad y la presencia de grupos funcionales que los protegen de

ataques microbianos por las extensivas estructuras de anillos aromaticos (Eweins, 1999. Pag.30).

2.2.2. Pasivos ambientales

El pasivo ambiental son los dafios ambientales, la contaminacion del agua, suelo, deterioro de
los recursos y ecosistemas, producidos por una empresa en su funcionamiento normal en

algunos casos por accidentes imprevistos (Eweins, 1999. Pag.30).

El termino Pasivo Ambiental (PA) es una expresion econdmica de cuatro capitales: Capital
Natural todos aquellos bienes y servicios ambientales y naturales, Capital Humano los
individuos y su organizacion para resolver problemas y Capital Social los grupos sociales que
toma decisiones y crea reglas con el fin de cumplir con un objetivo. Los PA afecta al capital
natural ya que se deriva de activos ambientales, por eso son las dos caras del mismo negocio

petrolero (ECUAMBIENTE CONSULTING Group, 2001. Disponible en: http://www.ecuambiente.com/)
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Los pasivos ambientales aparecen cuando un activo ademés de cumplir con su funcién en la
operacion empieza a originar un dafio o impacto ambiental externo negativo. Los PA se
consideran como un costo o dafio ambiental que afecta directa o indirectamente a la rentabilidad

real y acumulada del sector (PETROECUADOR 1996).

Figura 2 - 2: Pasivos ambientales en la

Comunidad Indigena del Ecuador
Fuente: SNMP, 2004.

Los pasivos ambientales del Ecuador se han generado debido a la falta de tecnologias adecuadas
cuando inicio con la actividad petrolera (SNMP, 2004), indicados en la tabla Estos residuales
comunmente llamados lodos, se han convertido en un grave problema debido a que las
regulaciones ambientales existentes los clasifican como un residuo peligroso, con las
correspondientes dificultades en el método de su disposicion y tratamiento, generalmente
costosos, sin embargo, mediante apropiados sistemas tecnolégicos, pueden ser convertidos en

materiales de valor energético o pueden ser dispuestos de manera conveniente (Jonson, Jr. et al.,
1993).

Tabla 1 - 2: Tipos de Pasivos Ambientales Flujo

Cunetas y alcantarillas azolvadas

Derrames y liqueos por manejo de combustibles (carga y descarga)

Descargas de agua de formacion del separador API

Descargas de aguas negras sin tratamiento provenientes de campamentos en
funcionamiento

Efluentes liquidos descargados al ambiente desde las trampas de grasas y aceite

Fosas con crudo

Liquidos de tanques de almacenamiento de crudo

Liquidos de tanques de almacenamiento de diésel

SATTVLNIIFGINY SOAISVYd 3d SOdIL

Liquidos por cubetos con presencia de derrames o Liquidos.
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Liquidos por falta de mantenimiento de equipos

Mecheros en funcionamiento

Minas y canteras en uso

Oleoducto en mal estado y con presencia de Liquidos

Piscina en uso

Piscinas en uso con mecheros

Pozos averiados y con Liquidos

Sitios utilizados para la disposicion de residuos sélidos.

Suelos contaminados por derrames de crudo

Suelos contaminados por derrames de diésel

Fuente: ECUAMBIENTE CONSULTING Group, 1999.
Realizado por: Bastidas Johanna, Cedefio Adriana, 2015.

2.2.2.1. Lodos de fondos de tanque

Estos residuales cominmente llamados lodos, se han convertido en un grave problema debido a
que las regulaciones ambientales existentes los clasifican como un residuo peligroso, con las
correspondientes dificultades en el método de su disposicion y tratamiento, generalmente
costosos, sin embargo, mediante apropiados sistemas tecnolégicos, pueden ser convertidos en
materiales de valor energético o pueden ser dispuestos de manera conveniente (Jonson, Jr. et al.,
1993).

Estos residuos debido su alto grado de contaminacion, son dispuestos por las diferentes
empresas productoras de los mismos a algunas entidades encargadas de su tratamiento, la
mayoria reconocidas como remediadoras ambientales. De acuerdo a la caracterizacion fisico-
quimica de los mismos se puede considerar que poseen indices de contaminacion elevados,

especificamente con respecto a sus niveles de concentracion de TPHs.

2.2.3. Remediacion de suelos contaminados con TPHSs

El crecimiento de la poblacién y el avance de las actividades industriales a partir del siglo XIX

trajeron aparejados serios problemas de contaminacion ambiental. Desde entonces, los paises
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generan méas desperdicios, muchos de ellos no biodegradables o que se degradan muy
lentamente en la naturaleza, lo que provoca su acumulacion en el ambiente sin tener un destino
seguro o un tratamiento adecuado. De este modo, en lugares donde no existe control sobre la
emision y el tratamiento de los desechos, es factible encontrar una amplia gama de

contaminantes (Balba, et al, 1998, Pag.155-164).

Habitualmente, los casos de contaminacidén que reciben mayor atencién en la prensa son los
derrames de petroleo. Pero, en el mundo constantemente estan sucediendo acontecimientos de
impacto negativo sobre el medio ambiente, incluso en el entorno directo, generados por un gran
abanico de agentes contaminantes que son liberados al ambiente. Un ejemplo lo constituyen
algunas industrias quimicas que producen compuestos cuya estructura quimica difiere de los
compuestos naturales, y que son utilizados como refrigerantes, disolventes, plaguicidas,
plasticos y detergentes. El problema principal de estos compuestos es que son resistentes a la
biodegradacion, por lo cual se acumulan y persisten en el ambiente, perjudicando a los seres

vivos, entre ellos al hombre (Balba, et al, 1998, Pag.155-164).

2.2.4. Biorremediacion

La biorremediacion se define como el uso de procesos de degradacion bioldgica en sistemas
naturales para remover o reducir la presencia de contaminantes que amenazan al ser humano o

al medio ambiente. (Thapa et al.2012. Pag.14-170).

De este modo, los agentes biolégicos pueden secretar enzimas o0 agentes surfactantes, factores

de crecimiento o proteinas que sean de utilidad para otros miembros de una comunidad
(Mukherjee & Bordoloi, 2011. Pag 471-478.).

Los organismos mas fuertes dentro de la comunidad microbiana son aquellos que transforman el
contaminante en compuestos mas simples los mismos que pueden ser aprovechados por el resto

del grupo (Paliwal, Puranik, & Purohit, 2012), dando lugar de esta manera a procesos de degradacion.

Un proceso natural de la remediacion es la biodegradacion la cual no exige una inversion
elevada en reactivos, asi como de infraestructura y requerimientos energéticos (Joynt, Bischoff,
Turco, Konopka, & Nakatsu, 2006). Aproximadamente se estima que el valor de tratamiento por
tonelada de suelo contaminado con hidrocarburos es casi 100% superior cuando se realiza un

tratamiento quimico en lugar de biorremediacion.
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Ademés algunas investigaciones han reportado que el tratamiento de un contaminante in situ es

hasta un 40% més econdmico que el tratamiento ex situ (Maila & Cloete, 2004. Pags. 349-360.).

2.2.4.1. Tipos de biorremediacion

Existen varias técnicas en la actualidad de biorremediacion que masifican el empleo de
microorganismos y/o plantas las que son capaces de degradar asi como acumular sustancias
contaminantes. Basicamente los procesos de biorremediacion son de tres tipos: degradacion

enzimatica, remediacién microbiana y fitorremediacion.

Para el caso de estudio es de interés el analisis de la remediacion microbiana.

2.2.4.1.1. Remediacion microbiana

Eweis (1999) hace mencion acerca de este proceso de remediacion donde se recurre al empleo
de microorganismos directamente en el foco de la contaminacidn; los ya existentes en el suelo
son los principales que se usan en la degradacion, conocidos como autdctonos o pueden
provenir de otros ecosistemas o aldctonos. Proceso que se lleva a cabo mediante la accion
natural que efectCian ciertos organismos al transformar algunas moléculas orgénicas en sustancia

mas pequefias, con indices de toxicidad menor.

De acuerdo con Argenbio (2004. Pag.6) los microorganismos toman como fuente de carbono a
algunos contaminantes ademas aprovechan algunos macro-nutrientes como fésforo y nitrégeno.
Se dice que la digestion de estos compuestos da origen a sustancias mas sencillas de tratar
debido a su metabolismo regulador, degradando el contaminante ya sea en forma parcial (Lo

transforma) o total mediante el resultado de diéxido de carbono (CO,) y agua (H,0).

Ewais (1999. Pag.131) “Una vez degradados los contaminantes, la poblacion de microorganismos
se reduce porque ha agotado su fuente de alimentos. Las poblaciones pequefias de
microorganismos sin alimentos o los muertos no presentan riesgos de contaminacion, ya que se

quedan en el suelo y forman parte de la materia organica”.

14



2.2.4.1.2. Bioestimulacion

Proceso que consiste en estimular los microoganismos nativos del suelo adicionando nutrientes
como nitrégeno o fosforo. Para estimular la actividad de los microorganismos autéctonos, y
mejorar asi la biodegradacion de contaminantes organicos o a la vez proveer la inmovilizacion

de contaminantes inorganicos in situ (Van Deuren y col., 1997).

2.2.4.1.3. Bioventeo

Es una forma de estimulacion realizada con gases, como por ejemplo oxigeno y metano, estos
son adicionados de forma pasiva en el suelo o el material a tratar con la principal finalidad de

estimular la actividad microbiana.

El objetivo principal es estimular la biodegradacion natural de cualquier compuesto
biodegradable en condiciones aerobias, suministrando aire se lo realiza a través de pozos de
extraccion (extraccion o inyeccién), al terreno para promover la actividad de los

microorganismos y biodegradar los hidrocarburos (Ewais 1999. Pag.131).

2.2.4.1.4. Bioaumentacion

Representa la inoculacion de una alta concentracion de microoganismos en el suelo
contaminado para facilitar la biodegradacion. El principio de la bioaumentacion es de utilizar
bacterias altamente especializadas para incrementar y mejorar, la capacidad de digestién total de
la poblacion bacteria natural, presente en los sistemas de tratamiento de aguas residuales y

suelos (Ewais 1999. Pag.131).
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2.2.4.15. Compostaje

Esta estrategia de biorremediacion utiliza microorganismos aerébicos y terméfilos, formando
pilas que deben ser mezcladas y humedecidas periédicamente para promover la actividad
microbiana. EI composteo es un proceso bioldgico controlado, por el cual pueden tratarse suelos
y sedimentos contaminados con compuestos organicos biodegradables, para obtener
subproductos inocuos estables. ElI material contaminado se mezcla con agentes de volumen
(paja, aserrin, estiércol, desechos agricolas), que son sustancias organicas soélidas
biodegradables, adicionadas para mejorar el balance de nutrientes, asi como para asegurar una
mejor aireacion y la generacion del calor 38 durante el proceso. Los sistemas de composteo

incluyen tambores rotatorios, tanques circulares, recipientes abiertos y biopilas (Alexander 1994,
Eweis et al. 1998, Semple et al. 2001).

2.2.4.1.6. Landfarming

El Landfarming es un tratamiento de Biodegradacion del EPA para remediacion de suelos con

hidrocarburos.

A. Sistema de Landfarming

Es un tratamiento in situ o ex situ, este tratamiento utiliza el proceso de biodegradacion para la
remediacion bioldgica de suelos y lodos contaminados con hidrocarburos. Este tratamiento
involucra la remocion del suelo contaminado para posteriormente colocarlo en el lugar donde se

llevard a cabo el tratamiento para no contaminar el suelo inferior ni el agua subterranea (EPA,
2009).

Los microorganismos utilizan el contaminante como fuente de alimento por ese motivo crece la

actividad microbiana (EPA, 2009).

Llamado tratamiento superficial en tierra, es la técnica de remediacién aerobia sugerida para la
reduccién de la concentracion de TPH en suelos contaminados con los mismos, consiste en
tratar el suelo previamente excavado en grandes superficies abiertas que posteriormente se

voltean y airean. Para evitar la contaminacion del suelo primitivo se aisla el material
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contaminado, los lixiviados producidos se recogen y se pueden usar para rehumedecer el suelo

en tratamiento, de tal manera conservando los nutrientes y bacterias presentes en ellos. (EPA,
2009)

Se utilizan bacterias nativas, para degradar los componentes de petroleo, los mismos degradan
el componente organico, produciendo dioxido de carbono y agua. Su manejo implica una
investigacion preliminar del residuo, el control del sitio de degradacidn, su actividad bioldgica,

el clima, actividad de laboratorio, etc. (EPA, 2009)

La velocidad de degradacion depende mucho de la disponibilidad de nutrientes, ausencia de
sustancias biotoxicas y de otros parametros como: salinidad, capacidad de intercambio i6nico,

potencial de hidrégeno, textura, buena aireacion, humedad, drenaje interno y temperatura. (EPA,
2009)

En esta técnica las cepas bacterianas que se aplican al suelo dependen del residuo que se esté
tratando. Para el desarrollo eficiente de este proceso es necesario proveer las condiciones

Optimas para el crecimiento de la poblacion de microorganismos. (EPA, 2009)

B. Variables que condicionan la biorremediacion por Landfarming

El metabolismo de los organismos degradadores de hidrocarburos en los diferentes sistemas o
medios tanto terrestres como acuaticos requieren de rigurosas condiciones ambientales la cual le
facilite su crecimiento y reproduccién. Entre los principales factores a considerar para la

ejecucién de esta tecnologia se consideran los siguientes:

e Suelo

e Biodisponibilidad

o Competitividad

e capacidad metabélica del microorganismo

e Nutrientes

° pH

e Temperatura
e Humedad
Suelo
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Los contaminantes del petréleo se alojan principalmente en el horizonte A, donde préacticamente
se encuentra el mayor contenido de materia organica que incluye a los microorganismos. Estos
puedes ser estimulados por la adicion de nutrientes y controlados por medio de diferentes
técnicas de tratamiento (Jorge, 2006. Pags. 123-215). La textura del suelo y los agentes
estructurantes juegan un papel importante en la biorremediacion de hidrocarburos. La textura
estd intimamente relacionada con la composicion mineral, el &rea superficial especifica y el
espacio de poros del suelo. Esto afecta practicamente a todos los factores que influyen en un
proceso de biodegradacion de hidrocarburos, el cual es aerdbico y requiere de un habitat con

adecuada disponibilidad de agua e hidrocarburo para los microorganismos (Andreas et al, 2010.
Pags.: 137-147).

Un estudio comparativo (Garcia et al, 2012, Pags.: 145-152) de Biodegradacion de un crudo mediano
en suelos de diferente textura con y sin agente estructurante dio como resultado que la
biodegradabilidad de hidrocarburo en mayor porcentaje expresada en funcion de la disminucién
de los TPHSs se obtuvo en un suelo franco arcillo arenoso, demostrando que la disponibilidad y
contacto microorganismo hidrocarburo es clave en un proceso de biorremediacion, por ello la

textura franca y sus variantes pueden resultar mejor para la aplicacién de esta técnica.

Los contaminantes del petréleo se alojan principalmente en el horizonte A, donde préacticamente
se encuentra el mayor contenido de materia organica que incluye a los microorganismos. Estos
puedes ser estimulados por la adicion de nutrientes y controlados por medio de diferentes

técnicas de tratamiento (Jorge, 2006. Pags.: 123-215).

Influencia del estiércol

El estiércol es un material que tiene la capacidad de aumentar la microflora dentro de un

tratamiento de remediacion, ademas que es un buen agente de volumen.

Por medio de sus deyecciones liquidas y solidas del ganado, estas han sido utilizadas como
abono desde el inicio de la agricultura practicamente, posee alta capacidad ya que no solo
proporcionan nutrientes al suelo sino que aportan materia organica y favorecen la presencia de
microorganismos responsables de la fertilidad de la tierra, mejorando consigo la tasa de

degradacion de contaminantes.

Biodisponibilidad
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Estudio de factores limitantes como la capacidad de adsorcion por parte de la fase solida asi
como su porosidad, la alta tortuosidad del sistema, la fase no acuosa del suelo. Todos estos
aspectos condicionan el medio para que los hidrocarburos o al agente contaminante sea

relevante en la actividad de los microorganismos (Johnsen et al., 2005).

Competitividad

Consiste en el desigual comportamiento de dos o méas organismos frente a un mismo
requerimiento, siempre y cuando su empleo reduzca la cantidad disponible para los demés. Una

de las competencias mas comunes se da por nutrientes, oxigeno o espacio (UMMS, 2000).

Capacidad metabdlica del microorganismo

Conocidos como consorcios microbianos son aquellos que las Pseudomonas o el
microorganismo a emplear en el proceso de biorremediacion forman al interactuar con las
poblaciones nativas del medio. Por medio de todas estas interrelaciones se ha logrado estimar
gue la cantidad de microorganismos minimos para efectuar un proceso de biorremediacion
tomando en cuenta las condiciones ambientales adecuadas es de 103 a 104 UFC/g suelo y de
heter6trofos totales de 105 a 106 UFC/g de suelo (Ercolie, 2015).

OH
) O, + 2H* |
R—CH;—CH;—CHy —————% R—CH;~—~CH—CH,4
- H0 B
Alcano Alcohol secundario
1 —-2H*
0} O
’ n 0, + 2H* I
'3—-(:)"?——.-0—(: — CH,3 <T RwCHZ”—C — CH;
Acetilester & (2-cetona}
’ Metilcetona
l + HO
R—CH,—OH + CHy—COQOH —»—> Broxidacion
Alcohol primario Acido acético
—-2H*
= Ml
R—CHO -:F:-f H—COOH —— —— B-oxidacion
Aldehido o lo carboxilico

Figura 3 - 2: Degradacion de hidrocarburos alifaticos

en presencia de oxigeno
Fuente: SNMP, 2004
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Nutrientes

Estas sustancias que al ser de origen quimicos son indispensables para producir actividad
microbiana y metabdlica de las Pseudomonas, asimilables para provocar sintesis, controlados
rigurosamente para aumentar la eficiencia y el buen desarrollo de la degradacion del

contaminante (Vifias, 2005. Pags.: 45-87).

Cuando se presenta como factor limitante es necesario incorporar fertilizantes de uso agricola
tal es el caso de urea o sulfato de amonio y de origen organico como estiércol, para acelerar el

proceso de degradacion (Jorge, 2006. Pags: 123-215).

Se dividen en dos grandes grupos: macronutrientes y micronutrientes.

Los macronutrientes de mayor importancia de caracter metabdlica tenemos al carbono (C) en
este caso los hidrocarburos debido a que como contaminantes proporcionan la energia necesaria
en la fabricacion de compuestos celulares y otros productos metabolicos como es el caso de
dioxido de carbono, agua, enzimas; el Nitrogeno (N), indispensable para la formacion de

aminoacidos, enzimas, proteinas, &cidos nucleicos y otros constituyentes celulares (Pardo, 2004.
Pags.:40-49).

El fosforo (P) proporciona energia dentro del metalismo intrinseco de las células, requerido para
la sintesis de &cidos nucleicos y fosfolipidos. Adicionado al suelo como fosfato diamonico o
fosfato tricélcico. El Potasio (K) requerido por una gran cantidad de enzimas para catalizar

diferentes reacciones (Pardo, 2004. Pags.:40-49).

En general suele haber en el suelo concentraciones de macronutrientes suficientemente
rentables, pero si estos no se encuentran en rangos normales se puede recurrir a dispersar
rociones extras en el medio. Por ejemplo; si la concentracion de nutrientes inorganicos como es
el caso del Ny P es baja, conlleva a producir una relacion C/N y C/P muy altas, lo que perjudica
el crecimiento microbiano, aclarando este detalle se menciona que un rango normal es aquel que
oscila a la relacion C: N: P dentro de un rango normal de 100:10:1 a 100:2:0,2. (Krieg et al, 1984.
Pags.:141-149).

Entre los oligoelementos o elementos minoritarios tenemos al hierro (Fe), cobre (Cu), zinc
(Zn), azufre (S), cobalto (Co), manganeso (Mn), magnesio (Mg) y calcio (Ca), y debido a que el
suelo contiene una gran cantidad de estos micronutrientes en su propio estado natural,

normalmente no se adicionan en el proceso de biorremediacion (Jorge, 2006. Pags.: 123-215).

El pH
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Influye directamente en la recuperacion de suelos contaminados por hidrocarburos, ya que
puede intervenir en el desenvolvimiento degradativo en los microrganismo en especial al de las
Pseudomonas y la biodisponibilidad de las fuentes de carbono y energia. Las Pseudomonas se

pueden adaptar facilmente a condiciones extremas (Hambrick et al, 1980. P4gs.: 365-369).

A pH extremadamente alcalinos o extremadamente &cidos la biodegradacion se hace lenta. Los
suelos contaminados por hidrocarburos tienden a presentar caracteristicas acidas, por ello el
crecimiento y la actividad de las Pseudomonas es limitada. El rango &ptimo para la
biodegradacién esta entre 6-8 pH. (Alexander, 1994. Pags.: 420-475). En general, el pH optimo para
el crecimiento de las bacterias heterétrofas es neutro (pH 6-8), mientras que es mas acido para

los hongos (pH 4-5).

pHz i 9 0
Acidophile [Neutophile] | Akaliphie |
Thiobacillus thiooridans Alaligenes  Rhizobium  Natronobacterium
Sutolobus acidocaiderius Pseudomones Nitrfikanten  Ectthiorhodospia
Pyrodictium occultum Actinomyceten Bacillus-Arten
Acelobacter Hamstoffspalter

Lactobacilus

Figura 4 - 2: Supervivencia de algunos microorganismos

en diferentes condiciones de pH.
Fuente :(Bodishbaugh, 2006)

Temperatura

Los procesos de degradacion de contaminantes dentro de la biorremediacion se llevan a cabo
entre temperaturas que oscilan los 20° C y 40° C. Esta temperatura es 6ptimo para la actividad
microbiana, aunque en climas tropicales se recomienda una temperatura aproximadamente de
30 a 35° C para la actividad de las Pseudomonas especialmente (Dibble, 1979. Péags.. 729-739).
Cuando se ha superado los 40°C se tiende a producir una disminucion de la actividad
microbiana, asi como una rotacién poblacional que se dirigen a especies mas resistentes a las
altas temperaturas o al mismo tiempo se puede disminuir o decrecer la biorremediacion. Si la
temperatura se aproxima a 0°C se detiene esencialmente la biodegradacion. Las Pseudomonas
tienden a sufrir transformaciones estructurales frente a los cambios bruscos de humedad y

temperatura, adquiriéndole la ventaja ya que le que permiten su adaptacién al medio (Jorge, 2006.
Pags. 123-215).
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Tabla 2 — 2: Temperaturas en °C para el crecimiento de algunas especies

Rangos de Temperatura para crecimiento
Especie Limite minimo | Limite 6ptimo Limite maximo
Listeria monocytogenes 1 30-37 45
Pseudomona sp 4 35 41
Escherichia coli 10 37 45
Clostridium Kluyveri 19 35 37
Bacillus flavothermus 30 60 72
Thermus aquaticus 40 70-72 79
Sulfolobus acidocaldarius 70 75-85 90
Pyrobacterium brockii 80 102-105 115

Fuente Madigan, Martinko & Parker, 2003.
Realizado por: Bastidas Johanna, Cedefio Adriana, 2015.

Humedad

Las Pseudomonas requieren unas condiciones minimas de humedad para su crecimiento y
desarrollo; el agua es importante para su desarrollo porque esta interviene directamente como
medio de transporte de nutrientes y de oxigeno a la célula ; esto se produce debido a que el

liquido vital forma parte de su protoplasma bacteriano (Jorge, 2006. Pags.: 123-215).

Recomendable mantener una humedad del orden del 25 - 75 %. (Haigler et al, 1992. P&gs.:
2237-2244). Cuando la saturacién de agua en el suelo se encuentra entre el 30% a 90% se dan

las mejores tasas Optimas de biodegradacion. En valores menores la degradacion se ve inhibida
(Zhongqi & Sppain, 1997. Pags.: 4839-4843).
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Relacion humedad / temperatura

La humedad y la temperatura se deben tener en cuenta en el momento de la aplicacion de la
técnica de biorremediacion, tomando en cuenta que a partir de estos dos parametros se puede

evaluar también la eficacia del procedimiento (Atlas, 1981. Pags.: 180-209).

Las Pseudomonas tienen la capacidad de responder a cambios ambientales mediante la
modificacion de su composicion de acidos grasos de la membrana celular, con ello logra
mantener la homeoviscosidad de la misma frente a situaciones de estrés, adaptandose
posteriormente. Las Pseudomonas son microorganismos euritérmicos, que son microorganismos

con la capacidad de adaptarse a los cambios (Pucci et al, 2004. Pags.: 6-15).

90.00%
50.00%
70.00% A
60.00% A
50.00% A
40.00%
30.00% A
20.00% A
10.00% A

0.00% t
10°C 0°C 0°C 1

55.10%

46.20%

26%

Figura 5 - 2: Relacion humedad/temperatura
Fuente: Pucci et al, 2004.

La humedad disminuye con el aumento de temperatura. La humedad es inversamente
proporcional. En este caso las Pseudomonas necesitan una humedad entre el 25-75% para llegar

a ese porcentaje la temperatura deberia estar entre 15 a 30 °C.

2.2.5. Importancia de los microorganismos en la degradacion de TPHs

2.2.5.1. Microorganismos degradadores de Hidrocarburos en Pasivos Ambientales
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Los microorganismos se adaptan o desarrollan y se estima que en un gramo de suelo en buen
estado se desarrolla y prolifera la vida, se puede encontrar hasta 600 millones de bacterias las

cuales se pueden clasificar entre 15 mil y 20 mil especies distintas (Ogram, 1997)

Tabla 3 - 2: Composicién estimada de bacterias de suelo en buen estado.

ESPECIES BACTERIAS EN EL SUELO (%)
Arthrobacter 5-60
Bacilus 5-67
Pseudomonas 3-15
Agrobacterium 1-20
Flavobacterium 1-20
Alcaligenes 1-20
Corynebacterium 2-12
Micrococcus 2-10
Taphylococcus <5
Xanthomonas <5
Mycobacterium <5

Fuente de consulta: Organismos degradadores de hidrocarburo (Ron, 2009) Pags. 209-230.
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Tabla 4 — 2: Microorganismos reportados como degradadores de Petréleo tanto en sistemas acuaticos como terrestres

Especie de
bacteria

Morfologia y Caracterizacion

Aplicacion en Campos de Remediacion Petrolera y
Derivados

Rhodococcus

Aerdbicos Gram positivos con caracter mavil, con
caracterizacién bioquimica de produccion de poli-
3hidroxialcanoatos, con la capacidad de acumulacién
de metales pesados y algunas enzimas utiles como la
fenilalanina, deshidrogenasa y endoglucosidasas.

Excelente candidato para la remediacion de compuestos
aromaticos, algunas de sus aplicaciones esta la utilizacién
del dibenzotiofeno (DBT) como Unica fuente de azufre, el
DBT y sus derivados son los oOrganoazufrados mas
abundantes en el diésel primario.

Gordona
Nocardia sp.

y

Es un género de bacterias Gram-positivas que se
encuentran en suelos de todo el mundo ricos en materia
organica.

Produccion de Acido acrilico y acrilamida, conversion de
esteroides, biorremediacion de hidrocarburos clorados y
fenoles, a lo que se afiade su gran capacidad de degradar
hidrocarburos alifaticos halogenados y numerosos
compuestos aromaticos, como los HAPs (hidrocarburos
policiclicos aromaticos)

Pseudomonas

Las Pseudomonas son bacterias Gram negativas,
obicuas, que pertenecen a la subclase gamma de las
Proteobacterias, con la habilidad de emplear en su
metabolismo diversos substratos, incluyendo los del
petroleo. Al ser productoras de biosurfactantes como es
el caso de los ramnolipidos estan directamente
involucrados en procesos de remocién de aceites y
productos relacionados.

Degradadora de gran cantidad de sustratos como el n-
hexadecano y degradadora de hidrocarburos aromaticos y
poliaromaticos, asi como del pireno en estudios invitro. P.
aeruginosa responsable de mineralizacion de compuestos
alifaticos en  condiciones anaerobias.  P.putida
degradacion de los TPH (Hidrocarburos Totales). La
Pseudomonas fluorescens es degradadora de naftaleno y
fenantreno

Continuacién Tabla 4-2.
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Burkholderia

Bacilo Gram negativo no fermentador, productora de
pigmento amarillo, responsable de una gran capacidad
mutagénica y adaptativa, a partir de aguas superficiales
fue recuperado y estudiado en medios humedos, es
resistente a multiples antibidticos y esta capacidad es
altamente transmisible entre especies.

Empleada en la biorremediacion de herbicidas vy
pesticidas recalcitrantes .Posee un alto poder preventivo
de alteracion a invasion de hongos. Excelente
degradadora de los hidrocarburos aromaticos

Acinetobacter sp

Bacilo Gram negativo, es productor de una sustancia
con cardcter acido a partir de la glucosa, alcanza su
desarrollo en una media de 41 y 44”C, produce a-
xilosa y utiliza el malato.

Eficientes en la degradacién de fracciones de alcanos. La
degradacion de gasolina en sitios contaminados,
alcanzando eficiencias de degradacién de hasta el 90 %.

Sphingomonas

Bacilos no fermentadores- es un grupo de bacterias
Gram  negativas con forma de  bacilo,
quimioheterotrofas y estrictamente aerobias, posee
capacidades biodegradantes y biosintéticas.

Alta capacidad degradativa en condiciones anaerobias
sobre el 2.7diclorobenceno, produciendo el metabolito 4
clorocatenol y el 1,2,3,4 tetraclorodibenceno. Ademas de
poseer capacidad metabolizante de naftaleno y
fenantreno al sintetizarlo como su fuente de carbono

Fuente Organismos degradadores de hidrocarburo (Ron, 2009) Pags. 209-230.
Realizado por: Bastidas, J, Cedefio, A. 2016.
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Tabla 5 - 2: Otros organismos degradadores.

Otras bacterias: Algunos Hongos
e Actynomicetes e Lactobacillus e Aspergillus e Phialophora
e Alcaligenes e  Spirillum e Candida e Fusarium
e Bacillus e Vibrio e Penicillius e Spirillum
e Flavobacterium * Entre otras e Saccharomyces e Entre otros

Ademas se han reportado algunas investigaciones donde se asegura que algunas especies de camarones
también pueden actuar como organismos degradadores de petréleo, especies como el Penaeus duorarum
y Penaeus aztecus.

Fuente Organismos degradadores de hidrocarburo (Ron, 2009) Pags. 209-230.
Realizado por: Bastidas, J, Cedefio, A. 2016.

2.2.6. Pseudomonas

Con respecto al estudio de esta bacteria podemos recalcar a Schroeter (1872) quien le dio
nombre de Bacterium aeruginosum, Luego de numerosos estudios de morfologia y dindmica en
1894 el boténico alemédn Wallter Migula define a un nuevo género que lo denominé como
Pseudomonas.

Teoricamente el nombre Pseudomona proviene de una etimologia griega:

Pseudo = Falso

Monas = Unidad

Reconocida por su gran versatilidad metabodlica y plasticidad genética, por lo general crecen
rapidamente con habilidad de degradar una serie de sustratos, como compuestos tdxicos,
incluyendo hidrocarburos aromaticos y alifaticos. Presentan alta resistencia a antibiéticos,

desinfectantes, detergentes, metales pesados y algunos solventes organicos.

Estudios nos revelan que los n-alcanos son los compuestos que forman el petrleo en mayor
abundancia, los mismos que son biodegradables mediante métodos aérobicos por diferentes
rutas. Por ejemplo, la Pseudomona putida posee la capacidad de degradar las estructuras de los

n-alcanos a partir del alcano hidroxilasa.
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El plasmido de las Pseudomonas posee la caracteristica de degradar en etapas sucesivas al anillo

aromatico en benzoato, alcohol bencilico y catecol ( Harayama et at, 1999, Pags -63-70).

2.2.6.1. Taxonomia bacteriana

Filo: Proteobacteria

Clase: Gammaproteobacteria
Orden: Pseudomonadales
Familia: Pseudomonadaceae

Género; Pseudomonas

2.2.6.2. Caracteristicas morfologicas

Bacilo Gram negativo aerobio, sin capacidad de formar esporas con una dimension de 1.5a 5
um de largo y un didmetro de entre 0.5 a 1.0 um. Son de caracter moévil, debido a la presencia
de uno o mas flagelos polares. Esta movilidad les ayuda a responder a estimulos quimicos

conocido este proceso como quimiotaxis. (Palleroni, 2005. Pags. 323-379).

2.2.6.3. Rangos de tolerancia

Al ser oxidasa y catalasa positiva es una especie que no crecen en condiciones acidas, es decir
un pH menor a 6 Como no fermentadores de lactosa tienen facilidad de desarrollarse en agar

MacConkey. (Palleroni, 2005. Pp. 323-379).

Temperatura éptima de crecimiento entre 30 y 35 °C, aunque son capaces de desarrollarse en
ambientes extremos como los de alta salinidad Ilegando a rangos de supervivencia entre 20 y 42

°C (Meyer, 2002. P4gs. 2745-2753).
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2.2.6.4. Parametros de crecimiento

Ambientes acuaticos y terrestres, presentdndose también en tejidos animales y en plantas,
incluyendo ademas verduras y frutas. Una temperatura entre un rango desde 4 a 40 °C y un pH
comprendido entre 6 y 8 ya sea que contenga compuestos de caracter organico simple o
complejos en ambientes himedos o secos, en condiciones aerébicas, meséfilas. Para su

desarrollo y colonizacién el Gnico requerimiento estricto es la presencia del Oxigeno (Meyer,
2002. Pags. 2745-2753).

Su cultivo bacteriano se da en caldos o agares, tales como:

e Medio de cultivo base agar con Soya-Tripcaseina
e Caldo Nutritivo

e Agar Cetrimida

¢ Medio de cultivo base agar con sangre

e Agar Mueller Hinton

e Caldo Casoy, entre otros.

Figura 6 - 2: Colonias de Pseudomonas

sobre agar sangre.
Fuente: Judy, 2009.

2.2.6.5. Reputacion y desacreditacion de las Pseudomonas

Palleroni (1993) pone a disposicion su exhaustiva investigacion acerca del protagonismo de las

Pseudomonas, la capacidad de desintoxicar ambientes altamente dafiados por la contaminacion
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en diferentes dimensiones y magnitudes; tanto naturales como antropogénicas. Gran cantidad de
estos compuestos organicos son descompuestos por estas bacterias que desempefian un papel

brillante en el escenario de las afectaciones medio ambientales.

En bioquimica, genética, ecoldgica y biotecnologia se emplea una gran cantidad de compuestos
de diferentes origenes como sustratos o simplemente intermediarios de una reaccién catalitica,
incluyendo ademas compuestos més dificiles de degradar como es el caso de los aromaticos y

una gran variedad de residuos organicos recalcitrantes. (Pelleroni, 1993. Pags. 231-251).

Las Pseudomonas, algunas especies tienen gran importancia fitopatopatogénica, asi como
algunos géneros presentan toxicidad en humanos y animales. Los plasmidos que poseen estas
bacterias son transcendentalmente catabdlicos, relacionados a genes que son capaces de
codificar varias enzimas con alto poder degradatorio, estos plasmidos pueden ser facilmente
transmitidos a otras bacterias Gram negativas por medio de conjugacion, representando asi un
valioso dep6sito de material genético, que al mismo tiempo puede ser compartido por varias
entidades organicas (organismos) filogenéticamente distantes, por lo que se presenta la mayor
inconveniencia en el rol que desempefian estas bacterias al convertirse en factores fuertemente
resistentes selectivamente a antibiéticos, agentes antibacterianos y hasta perjudicar a sistemas

de degradacion de compuestos (Pelleroni, 1993. Pags. 231-251)

Al participar activamente en el ciclo de carbono en la naturaleza, las Pseudomonas son
consideradas uno de los organismos aérobicos con mayor versatilidad en cuanto a la

degradacion de compuestos organicos con bajo peso molecular. (Pelleroni, 1993. Pags. 231-251)

2.2.7. Pseudomona aeruginosa y Pseudomona putida

2.2.7.1. Pseudomona aeruginosa

En el afio de 1872 Schroeter aislé ambientalmente la Pseudomona aeruginosa, demostrando que
las colonias de esta bacteria producen pigmentos azul-verdoso, por eso el origen de su nombre
que proviene de la etimologia “aeruginous “que significa “el color del cobre oxidado”.
(Schroeter, 1872). Una de sus caracteristicas mas versatiles es que es una oxidasa positiva

pudiendo sobrevivir en ambientes de temperaturas mayores a 42 ° C. Empleando alrededor de
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mas de 80 compuestos organicos como principales fuentes de carbono y de energia (Ruiz, 2007.
Pags. 22-62).

Relativamente existe algunas contradicciones, se menciona que todos los seres humanos
estamos en contacto diariamente con P. aeruginosa, debido a que se encuentra en pequefias
cantidades de concentraciones en ciertos alimentos que consumimos asi como en ciertos
articulos de limpieza. De hecho, estudios de aislamiento de esta bacteria se han obtenido a partir
de entre el 2 y el 8% de las heces de personas sanas, lo que significa que cotidianamente
tenemos contacto con esta bacteria y s6lo representa una amenaza potencial para nuestra salud

en condiciones sumamente especiales (Bellido, 1992. Pags. 5196-5206).

Figura 7 - 2: Pseudomonas aeruginosa

en Agar Cetrimide
Fuente: Fuenmayor & Rodriguez, 1992.

De acuerdo a su impresionante morfologia se dice que la especie Pseudomonas aeruginosa, se
encuentra entre las de mayor resistencia a ambientes agresivos, adversos y cambiantes con
capacidad nutricional para mineralizar gran variedad de hidrocarburos del petréleo. Posee
capacidad degradadora de compuestos alifaticos asi como aromaéticos y poliaromaticos en
condiciones aerobias, microaerdéfilas y desnitrificantes (Bellido, 1992. Pags. 5196-5206). Entre todas

las aplicaciones ambientales de la P. aeruginosa también poseen una gran problematica:
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Infecciones causadas por Pseudomona aeruginosa

No cabe duda que la capacidad remediadora de esta bacteria es sorprendente, pero al mismo
tiempo es causante de una infinidad de problemas con caracter virulento, debido a que su

patogenicidad es bastante elevada (Morrinson, 1984. Pags. 627-642).

Entre las principales infecciones que pueden producir tomando en cuenta las caracteristicas del
huésped (pacientes inmunocomprometidos y en estado de nosocomios) son: Principalmente se
presenta mediante queratitis (infeccion en la cornea), un paciente hospitalario corre mayor
riesgo de contraer pulmonia al recibir respiracién artificial por medio de tubos, infeccién del
sistema urinario a través de intervenciones quirurgicas e infeccion en quemaduras debido a que

la piel ha sufrido dafios aumentando su susceptibilidad al ser mas permeable a agentes externos.
(Morrinson, 1984. Pags. 627-642).

2.2.7.2. Pseudomona putida

Es una de los géneros de Pseudomona mas importantes tanto a nivel ecoldgico, industrial,
genético y biotecnoldgico. Excelente candidato para el tratamiento de compuestos aromaticos y
Xenobidticos, a mas de estar capacitada para la colonizaciéon del sistema radicular de los

vegetales, debido a su facil manipulacion genética al formar biopeliculas facilmente (Molina,
2014. P4gs.: 425-460).

La mutacion resultante es responsable de codificar una ruta de degradacién de tolueno y xilenos,
gue segun muchos expertos la califican como una de las mejores caracterizadas con respecto a

indoles de genética y bioquimica (Braibant, 2004. Pags. 18-25).

Por ello la Pseudomona putida es considerada como un saprofito del suelo, con caracter
oportunista, metab6licamente versatil, ya que el ser administradora de una dioxigenasa inicial,
que pese a que no es especifica para HAPs es una potencial candidata para la aplicacion de

servicios biotecnolégicos tanto en biorremediacion como en la agricultura (Lepo,2001. Disponible
en: http://www.kmprc.or.kr/dataroom/2001iosc/PDF/00609.pdf. 33).

Su amplitud de P. putida se debe en base a su capacidad para aliviar un factor conocido como el

estrés oxidativo que puede ser enddgeno como exdgeno. El primer estrés oxidativo enddgeno es
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producido a través de un metabolismo aerdbico, en cambio el estrés oxidativo exdgeno es
producido por factores que se forman inevitablemente como una consecuencia de la
interaccion con los diversos agentes ROS (especies reactivas de oxigeno, que no son mas que
un conjunto de moléculas reactivas producidas en algunos procesos metabdlicos en los que
participa el oxigeno, asi como se pueden presentar otros casos con los radicales libres y los
peréxidos. Su gran reactividad se debe a que poseen electrones desapareados que les hace
reaccionar con otras moléculas organicas en procesos de éxido-reduccion.) Inductores presentes

en diferentes nichos. (Holden, 1997: Pags. 143 a 51)

La ubicuidad de la especie Pseudomonas putida refleja su capacidad arrolladora como producto
de desarrollo para adaptarse a ambientes alterados o no, atribuyéndolo caracteristicas fisico-
quimicas exquisitas, adecuando un sistema de control génico que le facilite la regulacion del

metabolismo celular (Holden, 1997: Pags. 143 a 51).

Habitat

La bacteria como tal podria considerarse en el grupo de las ubicuas, pero no es asi, pese a sus
maultiples lugares en los que se puede encontrar. Su hébitat esta generalmente en el suelo y
Zonas acuosas, en pacientes hospitalarios no es muy frecuente encontrarla, a excepciones de

unos en donde se le atribuyen infecciones provocadas por el mal uso de catéteres o agujas
(Garcia, 2000. Pégs. 26-37).

Siendo el oxigeno molecular (O,) su mas exigente requerimiento para su desarrollo. Son
mesofilas con un crecimiento 6ptimo en un rango de temperatura entre 30-35°C y con un pH de
6 - 8.

Una desventaja es aquella en donde este género no posee la capacidad de romper ciertos
componentes como son Tefldn, espuma de poliestireno, ademas de aquellos productos organicos
gue contienen un solo hidrégeno (Palleroni, 1992. Pags: 240-250). A lo largo de la historia se ha
proclamado una disputa acerca de este tema, porque se dice que la temperatura de crecimiento
superior de P. putida es de 35 grados centigrados. Entonces se puede concluir que la cepa no
puede vivir dentro del cuerpo humano (37°). Ademas se dice que pese a diversas investigaciones

jamas han encontrado un caso en P. putida causado una enfermedad en las planta. (Palleroni, 1992.
Pags: 240-250).
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2.2.8. Masificacion

2.2.8.1. Masificacion de consorcios microbianos

Proceso que tiende a seguir un protocolo riguroso en el que comprende:

a) Preparacion de un pre-indculo, reactivando el consorcio de interés en un medio mineral.

b) Incubar en condiciones adecuadas, a través de la intervencion de la agitacion previamente
determinado en una respectiva curva de crecimiento.

c) Elsiguiente paso consiste en preparar el medio de cultivo para la produccion, se recomienda
conocer el la cinética de crecimiento del microorganismo a emplear, ya que esta
concentracion es mas importante que el volumen del cultivo incluso.

d) Masificar el pre-inoculo en un fermentador bioldgico, bajo condiciones pre-establecidas

para cada consorcio. (PETROECUADOR, 2005. Pég. 34-35).

2.2.9. Marco Legal

2.2.9.1. Reglamento de Operaciones Hidrocarburiferas del Ecuador (RAOHE)

Tabla 6: Limites permisibles para la identificacion y remediacion de suelos contaminados en

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

Los limites permisibles a aplicarse en un proyecto determinado dependen del uso posterior a
darse al suelo remediado, el cual constara en el respectivo Programa o Proyecto de Remediacion
aprobado por la Subsecretaria de Proteccion Ambiental. De presentar los suelos naturales (no
contaminados) del area concentraciones superiores a los limites establecidos, se pueden
incrementar los valores del respectivo parametro hasta este nivel, siempre que se haya
comprobado este fendmeno estadisticamente a través de un monitoreo de suelos no perturbados
ni influenciados en el mismo area. EI monitoreo consistird de una caracterizacion inicial del
sitio y/o material a remediarse, un monitoreo de por lo menos un muestreo con los respectivos

analisis cada seis meses, y una caracterizacion final una vez concluidos los trabajos.
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Dependiendo de la tecnologia de remediacion aplicada, la frecuencia del monitoreo serd mayor,

conforme al Programa o Proyecto de Remediacion aprobado por la Subsecretaria de Proteccion

Ambiental.
) Expresado . Uso agricola Uso Ecosistemas
Parametro en Unidad 1) 2) industrial 3) | sensibles 4)
Hidrocarburos
totales TPH mg/kg <2500 <4000 <1000
Hidrocarburos
aromaticos c mg/kg <2 <5 <1
policiclicos
(HAPs)
Cadmio Cd mg/kg <2 <10 <1
Niquel Ni mg/Kg <50 <100 <40
Plomo Pb mg/kg <100 <500 <80

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 (construcciones, 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 Ambiente.
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CAPITULO Il

3. METODOLOGIA

3.1. Marco Metodolégico:

3.1.1. Ubicacion:

e Coordenadas del laboratorio AQLAB: 18M 0279263 9948509 UTM
e Coordenadas del invernadero: 18M 02279282 9948508 UTM

Se realiz6 la construccion del invernadero con la finalidad de acelerar el proceso de
deshidratacion de los pasivos ambientales, los cuales se obtuvieron de la mezcla de suelo
contaminado con hidrocarburo y lodos de fondo de tanque. Con una base previamente
impermeabilizada con geomembrana de polietileno, cuya intencién es evitar percolacién durante
todo el proceso, se incorporé aserrin como material de préstamo. Posterior a la respectiva
deshidratacion se realiz6 la comparacion de eficiencia en 12 cajas experimentales de madera
con dimensiones de 20 cm de ancho por 20 cm de largo y 20 cm de profundidad, las mismas
gue estaban codificadas con 1 y 2 para aquellas que no contenian adicion de bateria, conocidas
como blancos, las 10 restantes divididas en dos secciones; los cddigos 1a, 1b, 1c, 1d y le
correspondiente a la Pseudomona aeruginosa ATCC 15442™* mientras que 2a, 2b, 2c, 2d, y
2e a Pseudomona putida ATCC 314837™* | activamos la cepas con el método uno (Ver
anexo: E4) y colocamos en las cajas con suelo segin correspondian los codigos. Las cepas
fueron adquiridas en consorcios puros a través de MEDIBAC INC S.A. Proveedor integral para

Laboratorio.

Empleando agua de peptona como medio enriquecido se masificd las bacterias adaptandolas
previamente en botellas ambar de 500 mL, adicionando una porcion pertinente de petréleo
crudo para adaptar a la cepa en manipulacion. Se incorpor6 a las cajas experimentales
volimenes de 10, 20, 30, 40 y 50 mL respectiamente. Se realizé la comparacion de eficiencia de

las bacterias por medio del analisis de TPHs en los siguientes tiempos de tratamiento:
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14/09/2015, 09/10/2015, 28/10/2015, 12/11/2015 y el 04/12/2015. También controlabamos
otros pardmetros como pH, Temperatura y Humedad tres veces por semana el mismo dia

realizdbamos homogenizacion (volteo) e irrigacion (humedecer).

Después de analizar los resultados procedimos a escoger la bacteria con mayor porcentaje de
eficiencia, la masificamos y le adicionamos al suelo patron, estimulando el suelo con la técnica
de Landfarming, este se aireaba y volteaba 3 veces por semana, afladiendo también materia
organica, Nitrogeno, Fosforo, Potasio y estiércol en cantidades requeridas. Finalmente se

realizaron los analisis respectivos con control constante de las variables.

3.1.2. Descripcion del sitio de trabajo:

Figura 1 - 3: Ubicacion del AgLab
Fuente: Google Earth

La Biorremediacion de pasivos ambientales se realizé en el Laboratorio AgLab ubicado en la
Provincia de Orellana en la cuidad del Coca. Lugar de ubicacion 18M 279253.27m E
9948504.22m S elacion 257m.

3.1.3. Tipo y Disefio de Investigacion:

Aplicado a biorremediacion de suelos contaminados con TPHs. Tipo Prospectivo, laboratorio y
bibliogréafico.

Disefio Cuasi-experimental
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3.1.4. Unidad de Analisis

e Las Pseudomona putida y Pseudomona aeruginosa

3.15. Poblacién de Estudio

e 12 muestras de 2 kg de suelo

o 640 kg de suelo de estudio (muestra patron) donde se aplica Landfarming.

3.1.6. Tamarno de Muestra

o Doce muestras en las cajas experimentales

e 640 kg de suelo de estudio

3.1.7. Seleccién de muestra

e La muestra de suelo fue tomada aplicando el método de cuarteo, con la ayuda del barreno.
e Las cepas de Pseudomona aeruginosa y Pseudomona putida fueron adquiridas como cepas

puras del laboratorio MEDIBAC INC S.A. Proveedor integral para Laboratorio.

3.1.8. Técnicas de Recoleccion de Datos

a. Observacion directa de los hechos.

b. Analisis de laboratorio:

Se realiz6 seguimiento del proceso mediante anélisis quimico-fisicos y microbioldgicos con la

asistencia del laboratorio AgLab.
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3.2. Parte Experimental

3.2.1. Caracterizacion fisico-quimica y microbioldgica:

En la investigacion se efectuaron tres momentos de analisis fisico quimicos y microbiol6gicos;
analisis iniciales del proceso para conocer los valores de las variables objeto de estudio y que
sirvieron como punto departida de este trabajo. Analisis intermedios que sirvieron para realizar
el control de crecimiento de las bacterias y los analisis finales para la comprobacion de

eficiencia del proceso.

Parametros de control:

Realizaremos andlisis cuando era necesario para evitar inconvenientes y para saber el grado de

degradacion de hidrocarburo de las bacterias para conocer cual es la mas eficiente.

Los pardmetros medidos:

e pH.

e Temperatura.

e Humedad.

e Poblacion bacteriana.

e Hidrocarburos Totales del Petréleo

3.2.2. Comparacion de eficiencia de degradacion de TPHs:

3.2.2.1. Construccioén del Invernadero

Con la finalidad de deshidratar los pasivos ambientales (residuos de fondos de taque y suelo

contaminados con hidrocarburos) y mantener los parametros adecuados.
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Los materiales ocupados fueron geomembrana, pléstico de invernadero, madera, clavos,
martillo, motosierra y pala.

Se adecud del lugar sacando la maleza y basura, posteriormente se realizaron orificios para
colocar vigas de dimensiones de 10cm de ancho x 10cm de espesor y 2,5m de largo.

Se coloco una geomembrana en la base del suelo con una inclinacion de 30°, cubriendo las vigas

con plastico propiamente para invernadero.

Las medidas del invernadero fueron: 2m de ancho x 3m de espesor y 2m de altura.

3.2.2.2. Transporte de muestras al invernadero:

Los pasivos ambientales entregados por el laboratorio AgLab fueron transportadas al
invernadero para comenzar con su deshidratacion, homogenizacion y para que de estas se escoja
una muestra representativa (muestra madre), y a partir de ella se tomen doce muestras que
colocadas en cajas de madera y conteniendo 2000g de suelo cada una, sirvieran en la
investigacion de eficiencia con la inoculacion de las bacterias Pseudomona aeruginosa y
Pseudomona putida.

Gréfico 1 - 3: 6 cajas con Pseudomona aeruginosa siguientes codigos 1, 1a, 1, 1c,
1d,y le.
Realizado por: Bastidas J, Cedefio A, 2016.

3.2.2.3. Codificacion de las muestras:

De las 12 cajas previamente seleccionadas, 2 de ellas fueron codificadas como 1 y 2

respectivamente y se las denomind blancos pues a estas no se inocularon bacterias.
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De las 10 muestras restantes, cinco fueron inoculadas con Pseudomona aeruginosa y cinco para

Pseudomona putida, tal y como se muestra a continuacion:

1 Ninguna 2
la 2a g
S 3| 1b 2b | &
s g S
S S
S & 1c 2¢ 3
S & S
3 9 d | S
L S 1d 2 S
]
le 2e Ry

Gréfico 1 -3: Codificacion de cajas experimentales
Realizado por: Bastidas J, Cedefio A, 2016.

3.2.2.4. Activacion de cepas

Se colocd en las cajas experimentales un inoculo puro de Pseudomona aeruginosa y
Pseudomona putida respectivamente segun la codificacién proporcionada para la comparacién
de eficiencia de degradacién de TPHSs, para lo cual se adquirieron 2 kiwt stik de cepas puras de
Pseudomona aeruginosa ATCC 15442™* y Pseudomona putida ATCC 31483™*, Se activa
la cepa con el método 1 como lo dice el manual que MEDIBAC Proveedor Integral para

Laboratorio envia junto al certificado de cada bacteria. (Ver anexo: E4)

3.2.2.5. Seleccion de la Pseudomona mas eficiente:

Se selecciond la Pseudomona mas eficiente después de haber realizado una comparacion
numérica de resultados obtenidos del andlisis de porcentaje de degradacién de TPHs en cada

caja experimental durante las siguientes fechas.
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Tabla 1 - 3: Fechas de analisis

FECHA NU'\SERO TIEMPO DE OTROS
MUESTRAS SECADO PROCESOS
14/09/2015
09/10/2015
28/10/2015 12 2 a 3 dias. Tamizado
12/11/2015
03/12/2015

Realizado por: Bastidas J, Cedefio A, 2016.

Para el célculo del porcentaje de eficiencia de cada una de las cajas experimentales se utilizd
una regla de tres simple la cual consiste en multiplicar el Gltimo valor de concentracién de TPHs

por cien y dividir para el valor inicial de concentracion de TPHs finalmente restarle del 100%.

Anadlisis Estadistico se basa en comparacién de medias tomando por separadas cada bacteria

como variables independientes.

Método de comparacion IBM SPSS:

Funcionalidad:

o Editor de datos del tipo hoja de calculo para introducir, modificar y ver archivos de datos.

e Procedimientos estadisticos, incluyendo pruebas t, andlisis de varianza y tablas de
contingencia.

e Los gréficos interactivos permiten cambiar o afadir elementos del grafico y variables
dinamicamente; los cambios aparecen tan pronto como se especifican.

e Gréficos de alta resolucion habituales para un abanico amplio de gréficos y tablas analiticas

y de presentacion.
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Tabla 2 - 3: Valores que utiliza el programa IBM SPSS

EFICIENCIAL EFICIENCIAZ ERESUMEN WVALORES

an 90 o1 90
93 90 o1 93
9z 94 o1 92
93 91 o1 93
9z el o1 92
oz el
0z 90
0z 94
0z 91
oz 90

Realizado por: Bastidas J, Cedefio A, 2016

El andlisis de varianza (ANOVA) de un factor nos sirve para comparar varios grupos en una
variable cuantitativa. Esta prueba es una generalizacion del contraste de igualdad de medias para
dos muestras independiente. Se aplica para contrastar la igualdad de medias de tres 0 mas
poblaciones independientes y con distribucién normal. Supuestas k poblaciones independientes,
las hipGtesis del contraste son siguientes:

HO: u1=u2=...=pk Las medias poblacionales son iguales.

H1: Al menos dos medias poblacionales son distintas.

3.2.2.6. Masificacion de Pseudomona putida:

Después de analizar los resultados de los TPHs se compar6 datos durante 10 semanas, se pudo
observar el porcentaje de eficiencia méas alta con la Pseudomona putida. Procedimos a masificar

la bacteria.

Se prepar6 el agar y agua de peptona, luego de la siembra de la bacteria se conservo en la

incubadora durante 24h.
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Posteriormente el agar cortado en pequefios cuadritos y se colocé en agua de peptona, para que
la bacteria asimile el nutriente se le coloco gotas de crudo para que lo empiece a degradar. (Ver

anexo: E5)

3.2.2.7. Conservacién de Pseudomona aeruginosa y Pseudomona putida:

La finalidad de conservar las bacterias es para que el laboratorio sigua con este proceso para

remediar sus pasivos ambientales.

Importante esterilizar los tubos con 10mL de leche. Luego que los tubos de leche se enfrien
hasta Temperatura ambiente. Con la aza se retira en tanto sea posible todas las bacterias que
crecieron en las cajas Petri le ponemos en los tubos de leche estilizados procedemos a tapar bien

los tubos y guardarlos en una gradilla y los ponerlos a congelar. (Ver anexo: E6)

3.2.3. Técnica de Landfarming:

Posterior a la deshidratacion de los pasivos ambientales en el invernadero, se procedid a

implementar la técnica de Landfarming.

La seleccion y recoleccion de la materia organica empleada en la técnica, fue caracterizada
como residuos alimenticios tal es el caso de céascaras de frutas y verduras en el mercado

municipal de la localidad.

Seguidamente se procedid a cortar cada uno de los residuos alimenticios en proporciones mas
pequefas para que sea mas accesible y optimizar tiempos de tratamiento acelerando consigo la

degradacion de los residuos dentro del sistema, obteniendo asi mejores resultados.
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3.2.3.1. Calculo de dosificacién de nutrientes

Relacidn de Nutrientes

C: N: P Suelo Agricola

100:10:1 W (Peso)

Donde:

Pcs: Peso suelo contaminado

[TPH]= Concentracion de hidrocarburos totales de petr6leo

Hay que tomar en cuenta que el porcentaje de Carbono total dentro de los TPHs es del 78 %.
% CTPH=78 %

Entonces tenemos:

W TPH = Pcs * [TPH]

Relacion Carbono: WC = [TPH] % 0.78
Relacion Nitrégeno: WN = %
Relacion Fésforo: wp = %<
100
Datos:
Psc =7?kg

[TPH] =? mg/Kg

Calculos:

W TPH = Pcs = [TPH]

W TPH =?Kg
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WC = [TPH] % 0.78

WC =7Kg
WN_WC
10

WN =?Kg
WP—WC
" 100
WP =7 Kg

Concentracion de N y P en los fertilizantes.

Urea=46 % N

MAP=11% Ny52 %P

Caélculo de la Dosificacion de nutrientes si se conoce la cantidad de N y P en el suelo.

WPs= Concentracién de Fosforo en el suelo (Kg)
WNs= Concentracion de Nitrogeno en el suelo (Kg)
Datos:
N total suelo= ? mg/Kg
P disponible suelo= ? mg/Kg
WPs= ? Kg

WNs=? Kg
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Cantidad (kg) a dosificar de MAP considerando el porcentaje de P en el suelo

WPMap= (WP- WPs)

WPMap=? Kg

MAP= (WPMap/ 0,52)

MAP=? Kg

Cantidad (kg) a dosificar de UREA considerando el porcentaje de N en el suelo y la
cantidad de N en el MAP.

WNUrea= WN- (WNs+WNMAP)

WNMAP= ? Kg

WNUrea= WN- (WNs+WNMAP)

WNUrea = ? Kg

3.2.3.2.Control de variables de Landfarming

Landfarming al ser una técnica de biodegradacion sencilla y de bajo costo no representa gran
dificultad durante el proceso de tratamiento, sin embargo hay que considerar algunas variables

que son indispensables en el 6ptimo desarrollo del tratamiento.
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a) Cajas experimentales

Tabla 3 - 3: Tiempo de Control de pardmetros de tratamiento en cajas experimentales.

Tiempo de control

Cajas % de Aireacion  Humectacion
Fecha ) TPHSs pH
experimentales Humedad (volteo) (irrigacion)
Después de
14/09/2015
30 dias
Después de
09/10/2015
25 dias
1, 1a, 1b, 1c, 1d, Tres veces por semana
Después de
28/10/2015 = 2, 2a, 2b, 2c, 2d, 20 dias Semanalmente ( Lunes, miércoles y
2e. viernes)
Después de
12/11/2015
15 dias
Después de
04/12/2015
25 dias

Realizado por: Bastidas J, Cedefio A, 2016.

b) Suelo patrén

Tabla 4 - 3: Tiempo de Control de pardmetros de tratamiento al suelo patron.

Tiempo de control

Muestra %de  Areacion y,mectacion
Fecha ] TPHs pH L
patrén Humedad (volteo) (irrigacion)
Después de
11/07/2015 i
30 dias
Muestra Después de 25 Tres veces por semana
14/09/2015  patronenel i Semanalmente
invernadero dias ( Lunes, miércoles y viernes)
Después de 20
09/10/2015 .
dias
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Después de 15

28/10/2015 ]
dias
Después de 25
12/11/2015 .
dias
Después de 25
04/12/2015 ]
dias
Después de 20
21/12/2015 ]
dias
Después de 15
04/01/2016

dias

Realizado por: Bastidas J, Cedefio A, 2016.

3.2.4. Comparacion con la Legislacion vigente en el Ecuador:

A través del Decreto Ejecutivo 1215 del Reglamento Ambiental para las Operaciones
Hidrocarburiferas del Ecuador (RAOHE), se referencia la siguiente investigacion por medio de
la Tabla 6: Limites permisibles para la identificacion y remediacion de suelos contaminados en
todas las fases de la industria hidrocarburifera, incluidas las estaciones de servicios. (Ver anexo:
C)

3.2.5. Metodologia para la elaboracion del Manual de Procedimiento:

Constan de los siguientes procedimientos:

Procedimiento para la preparacion del agar PCA.
Procedimiento para la preparacion del agua de peptona.
Procedimiento para la activacion de la cepa.

Procedimiento para el anlisis de TPHs.

Procedimiento para la masificacion de Pseudomona putida.

Procedimiento para la conservacion de la cepa.

N o g b~ N

Procedimiento para la aplicacion de Landfarming y control de variables.
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CAPITULO IV

4. RESULTADOS Y DISCUSION

Con la comparacion de eficiencia se pretendia la recopilacién de variedad de datos con los que
se interpretaria de mejor manera los resultados obtenidos, a través de comparaciones numericas
y estadisticas.

El control de las variables de tratamiento se monitoreaba constantemente para alcanzar y
mantener rangos Optimos para el desarrollo y crecimiento de micoorganismos acelerando

consigo el proceso de degradacion de TPHs.

La caracterizacion inicial sustentd el plan de tratamiento, proporcionando la informacion
veridica del punto de partida. Un control intermedio que sirvié para estabilizar los parametros

de control y un final para evaluar la eficiencia del proceso.

4.1. Caracterizacion fisico-quimica y microbiol6gica de los pasivos ambientales de petroéleo
del Laboratorio AqLab

Al realizar la caracterizacion de los pasivos ambientales del Laboratorio se evidencia que los
TPH se encuentran fuera del rango permitido al igual que los UFC totales por lo que el
sedimento no se pude dar la disposicidn final responsable a fin con la norma vigente en el pais.
Los resultados iniciales se presentan en la tabla 1-4, los medios para control microbiano en la

tabla 2-4 y los finales en la tabla 3-4 respectivamente.

Tabla 1 - 4: Analisis iniciales fisico-quimicos y microbioldgicos

FECHA VARIABLES DE RESULTADOS LIMITES
CONTROL PERMISIBLES
pH 6,8 5a9
Temperatura 19°C (25 a 35)°C
10/09/2015 Humedad 90% (50a70)%
TPHs 125000 mg/Kg < 2500 mg/Kg
UFC Totales 2,1exp5 lexp6

Realizado por: Bastidas J, Cedefio A, 2016.
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Tabla 2 - 4: Andlisis intermedios fisico-quimicos y microbiol6gicos

FECHA VARIABLES DE RESULTADOS LIMITES
CONTROL PERMISIBLES
pH 7.4 5a9
Temperatura 35°C (25 a 35)°C
04/11/2015 Humedad 65% (50 a 70)%
TPHs 50000mg/Kg < 2500 mg/Kg
UFC Pseudomona 3,1exp8 lexp6

Realizado por: Bastidas J, Cedefio A, 2016.

Tabla 3 - 4: Andlisis finales fisico-quimicos y microbioldgicos

FECHA VARIABLES DE RESULTADOS LIMITES
CONTROL PERMISIBLES
pH 7,4 5a9
Temperatura 30°C (25 a 35)°C
08/03/2016 Humedad 65% (50 a 70)%
TPHSs 2135mg/Kg < 2500 mg/Kg
UFC Pseudomona 1,0exp2 lexp6

Realizado por: Bastidas J, Cedefio A, 2016.

4.2. Comparacion de eficiencia de degradacion de TPHs:

4.2.1. Resultados de los andlisis de la caja cddigo 1

Se analizo las variables de control de tratamiento como TPHs, pH, temperatura y humedad
durante cuatro meses cuyos resultados de la caja codigo 1 se presenta en la tabla 4-4,
evidenciandose la disminucion de los TPHs considerablemente, mientras que las otras variables

de tratamientos oscilaban en rangos éptimos de tratamiento.

Tabla 4 - 4: Resultados de los andlisis de la caja codigo 1

FECHA pH Humedad Temperatura TPHs
% °C (mg/Kg)
14/09/2015 6,5 45 30 110000
09/10/2015 6,5 60 29 80000
28/10/2015 6,1 45 31 32000
EFICIENCIA 12/11/2015 6,8 56 30 16974
88,8 % 04/12/2015 6,1 65 29 12276

Limite max permisible Tabla 6 del RAOHE 5a9 Controlada  Controlada <2500
Realizado por: Bastidas J, Cedefio A, 2016.
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El potencial de hidrégeno (pH) debe estar en un rango de 5 a 9 y la caja 1 durante el tiempo que
se realiz6 la comparacion de eficiencia para degradar TPHSs estuvo dentro del rango establecido.

El valor méas alto encontrado fue 6,80, el valor mas bajo 6,10 y el valor promedio es 6,40.
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Valor de pH
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Gréfico 2 - 4: Valores de pH durante la comparacion de eficiencia para degradar TPHs
de la cajal.

Realizado por: Bastidas, J, Cedefio, A, 2016.

La Temperatura debe estar en un rango de 25°C a 35°C y la caja 1 durante el tiempo que se
realiz6 la comparacion de eficiencia para degradar TPHs estuvo en una temperatura promedio
30°C siendo el valor mas alto 31°C y el mas bajo 29°C.
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Gréfico 3 - 4: Valores de Temperatura durante la comparacion de eficiencia para degradar

TPHs de la caja 1.
Realizado por: Bastidas, J, Cedefio, A, 2016.
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La Humedad debe estar en un rango de 50°C a 70°C y la caja 1 durante el tiempo que se realizo

la comparacion de eficiencia para degradar TPHs estuvo en una Humedad promedio de 54%.
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Grafico 4 - 4: Porcentaje de Humedad durante la comparacion de eficiencia para degradar

TPHs de la caja 1.
Realizado por: Bastidas, J, Cedefio, A, 2016.

Para los TPHSs en suelo agricola su limite permisible debe ser < 2500mg/Kg segun la tabla #6
del RAOHE, Decreto Ejecutivo 1215 vy la caja 1 durante el tiempo que se realiz6 la
comparacion de eficiencia para degradar TPHs de 110000 mg/Kg bajé a 12276 mg/Kg teniendo
una eficiencia del 88,8%.
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Gréfico 5 - 4: Concentracién de TPHSs durante la comparacion de eficiencia para degradar

TPHs de la caja 1.
Realizado por: Bastidas, J, Cedefio, A, 2016.
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4.2.2. Resultados de los analisis de la caja cédigo 1la

Se analiz6 las variables de control de tratamiento como TPHSs, pH, temperatura y humedad
durante cuatro meses cuyos resultados de la caja codigo la se presenta en la tabla 5-4,
evidenciandose la disminucién de los TPHs considerablemente, mientras que las otras variables
oscilaban en rangos 6ptimos de tratamiento.

Tabla 5 - 4: Resultados de los analisis de la caja cddigo 1a

Humedad Temperatura TPHSs
Microorganismo FECHA pH % °C (mg/Kg)
14/09/2015 6,9 55 29 107000
Pseudomona 09/10/2015 6,9 68 31 60000
aeruginosa 28/10/2015 6,3 58 34 59000
EFICIENCIA 12/11/2015 7,0 68 32 18182
89,8 % 04/12/2015 6,3 63 31 10932
Limite max permisible Tabla 6 del RAOHE 5a9 Controlada  Controlada 2500

Realizado por: Bastidas J, Cedefio A, 2016.

El potencial de hidrégeno (pH) debe estar en un rango de 5 a 9 y la caja 1a durante el tiempo
que se realizd la comparacién de eficiencia para degradar TPHs estuvo dentro del rango

establecido. Su valor més alto fue 7,0, el valor mas bajo 6,30 y el valor promedio es 6,68.
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Grafico 6 - 4: Valores de pH durante la comparacion de eficiencia para degradar TPHs de
la caja la.

Realizado por: Bastidas, J, Cedefio, A, 2016.
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La Temperatura debe estar en un rango de 25°C a 35°C y la caja 1a durante el tiempo que se
realizo la comparacion de eficiencia para degradar TPHs estuvo en una temperatura promedio
31°C siendo el valor alto 34°C y el mas bajo 29°C.
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Grafico 7 - 4: Valores de Temperatura durante la comparacion de eficiencia para degradar

TPHs de la caja la.
Realizado por: Bastidas, J, Cedefio, A, 2016.

La Humedad debe estar en un rango de 50°C a 70°C vy la caja la durante el tiempo que se

realizé la comparacion de eficiencia para degradar TPHs estuvo en una Humedad promedio de
62%.
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Gréfico 8 - 4: Porcentaje de Humedad durante la comparacion de eficiencia para degradar

TPHs de la caja la.
Realizado por: Bastidas, J, Cedefio, A, 2016.
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Para los TPHSs en suelo agricola su limite permisible debe ser < 2500mg/Kg segun la tabla #6
del RAOHE, Decreto Ejecutivo 1215 y la caja la durante el tiempo que se realizd la
comparacion de eficiencia para degradar TPHs de 107000 mg/Kg bajo a 10932 mg/Kg teniendo

una eficiencia del 89,8%.
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Grafico 9 - 4: Concentracion de TPHs durante la comparacion de eficiencia para degradar

TPHs de la caja la.
Realizado por: Bastidas, J, Cedefio, A, 2016.

4.2.3. Resultados de los analisis de la caja cédigo 1b

Se analiz6 las variables de control de tratamiento como TPHSs, pH, temperatura y humedad
durante cuatro meses cuyos resultados de la caja cédigo 1b se presenta en la tabla 6-4,
evidenciandose la disminucién de los TPHs considerablemente, mientras que las otras variables

oscilaban en rangos 6ptimos de tratamiento.

Tabla 6 - 4: Resultados de los analisis de la caja codigo 1b

Humedad Temperatura TPHs

Microorganismo FECHA pH
% °C (mg/Kg)
14/09/2015 7,1 60 27 109000
Pseudomona
] 09/10/2015 71 65 29 78000
aeruginosa
28/10/2015 59 75 29 40000
EFICIENCIA 12/11/2015 7,0 72 28 15826
93,2 % 04/12/2015 6,9 70 30 7427
Limite max permisible Tabla 6 del RAOHE 5a9 Controlada  Controlada 2500

Realizado por: Bastidas J, Cedefio A, 2016.
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El potencial de hidrégeno (pH) debe estar en un rango de 5 a 9 y la caja 1b durante el tiempo
que se realizd la comparacién de eficiencia para degradar TPHs estuvo dentro del rango
establecido. El valor mas alto fue 7,1y el valor mas bajo 5, el valor promedio es 6,8.
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Graéfico 10 - 4: Valores de pH durante la comparacion de eficiencia para degradar TPHs
de la caja 1b.

Realizado por: Bastidas, J, Cedefio, A, 2016.

La Temperatura debe estar en un rango de 25°C a 35°C y la caja 1b durante el tiempo que se
realiz6 la comparacion de eficiencia para degradar TPHs estuvo en una temperatura promedio
28°C siendo el valor alto 30°C y el mas bajo 27°C.
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Gréfico 11 - 4: Valores de Temperatura durante la comparacion de eficiencia para degradar

TPHs de la caja 1b.
Realizado por: Bastidas, J, Cedefio, A, 2016.
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La Humedad debe estar en un rango de 50°C a 70°C y la caja 1b durante el tiempo que se
realiz6 la comparacion de eficiencia para degradar TPHs estuvo en una Humedad promedio de
68%.
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Graéfico 12 - 4: Porcentaje de Humedad durante la comparacidn de eficiencia para degradar

TPHs de la caja 1b.
Realizado por: Bastidas, J, Cedefio, A, 2016.

Para los TPHSs en suelo agricola su limite permisible debe ser < 2500mg/Kg segun la tabla #6
del RAOHE, Decreto Ejecutivo 1215 vy la caja 1b durante el tiempo que se realizé la
comparacion de eficiencia para degradar TPHs de 109000 mg/Kg bajo a 7427 mg/Kg teniendo
una eficiencia del 93,2%.
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Gréfico 13 - 4: Concentracion de TPHs durante la comparacion de eficiencia para degradar

TPHs de la caja 1b.
Realizado por: Bastidas, J, Cedefio, A, 2016.
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4.2.4. Resultados de los analisis de la caja cddigo 1c

Se analiz6 las variables de control de tratamiento como TPHSs, pH, temperatura y humedad
durante cuatro meses cuyos resultados de la caja codigo 1c se presenta en la tabla 7-4,
evidenciandose la disminucion de los TPHs considerablemente, mientras que las otras variables

oscilaban en rangos 6ptimos de tratamiento.

Tabla 7 - 4: Resultados de los analisis de la caja codigo 1c

Humedad Temperatura TPHSs

Microorganismo FECHA pH
% °C (mg/Kg)
14/09/2015 6,8 55 29 111000
Pseudomona
) 09/10/2015 7,3 68 30 65000
aeruginosa
28/10/2015 6,8 60 27 48000
EFICIENCIA 12/11/2015 6,8 75 30 12330
92,1 % 04/12/2015 7,0 65 29 8779
Limite max permisible Tabla 6 del RAOHE 5a9 Controlada  Controlada 2500

Realizado por: Bastidas J, Cedefio A, 2016.

El potencial de hidrogeno (pH) debe estar en un rango de 5 a 9 y la caja 1c durante el tiempo
que se realiz6 la comparacion de eficiencia para degradar TPHs estuvo dentro del rango

establecido. Su valor alto fue 7,3 y el valor méas bajo 6,8 el valor promedio es 6,9.
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Gréfico 14 - 4: Valores de pH durante la comparacion de eficiencia para degradar TPHs
de la caja 1c.

Realizado por: Bastidas, J, Cedefio, A, 2016.
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La Temperatura debe estar en un rango de 25°C a 35°C y la caja 1c durante el tiempo que se
realizo la comparacion de eficiencia para degradar TPHs estuvo en una temperatura promedio
29°C siendo el valor mas alto 30°C y el mas bajo 27°C.
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Graéfico 15 - 4: Valores de Temperatura durante la comparacion de eficiencia para degradar

TPHs de la caja 1c.
Realizado por: Bastidas, J, Cedefio, A, 2016.

La Humedad debe estar en un rango de 50°C a 70°C y la caja 1c durante el tiempo que se

realiz6 la comparacion de eficiencia para degradar TPHs estuvo en una Humedad promedio de
65%.
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Gréfico 16 - 4: Porcentaje de Humedad durante la comparacion de eficiencia para degradar
TPHs de la caja 1c.
Realizado por: Bastidas, J, Cedefio, A, 2016.
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Para los TPHSs en suelo agricola su limite permisible debe ser < 2500mg/Kg segun la tabla #6
del RAOHE, Decreto Ejecutivo 1215 y la caja 1c durante el tiempo que se realizd la
comparacion de eficiencia para degradar TPHs de 111000 mg/Kg bajo a 8779 mg/Kg teniendo

una eficiencia del 92,1%.
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Graéfico 17 - 4: Concentracion de TPHSs durante la comparacion de eficiencia para degradar

TPHs de la caja 1c.
Realizado por: Bastidas, J, Cedefio, A, 2016.

4.2.5. Resultados de los andlisis de la caja cédigo 1d

Se analiz6 las variables de control de tratamiento como TPHSs, pH, temperatura y humedad
durante cuatro meses cuyos resultados de la caja codigo 1d se presenta en la tabla 8-4,
evidenciandose la disminucion de los TPHs considerablemente, mientras que las otras variables

oscilaban en rangos 6ptimos de tratamiento.

Tabla 8 - 4: Resultados de los andlisis de la caja codigo 1d

Humedad Temperatura TPHs

Microorganismo FECHA pH
% °C (mg/Kg)
14/09/2015 6,5 45 30 125000
Pseudomona
] 09/10/2015 6,5 70 30 73000
aeruginosa
28/10/2015 6,5 55 29 50000
EFICIENCIA 12/11/2015 6,5 68 30 14322
93,1 04/12/2015 6,8 65 29 8584
Limite max permisible Tabla 6 del RAOHE 5a9 Controlada  Controlada 2500

Realizado por: Bastidas J, Cedefio A, 2016.
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El potencial de hidrégeno (pH) debe estar en un rango de 5 a 9 y la caja 1d durante el tiempo
que se realizd la comparacién de eficiencia para degradar TPHs estuvo dentro del rango
establecido. Su valor mas alto fue 6,8 y el valor méas bajo 6,5 el valor promedio es 6,6.
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Gréfico 18 - 4: Valores de pH durante la comparacion de eficiencia para degradar TPHs
de la caja 1d.

Realizado por: Bastidas, J, Cedefio, A, 2016.

La Temperatura debe estar en un rango de 25°C a 35°C y la caja 1d durante el tiempo que se
realiz6 la comparacion de eficiencia para degradar TPHs estuvo en una temperatura promedio
30°C siendo el valor mas alto 30°C y el més bajo 29°C.
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Gréfico 19 - 4: Valores de Temperatura durante la comparacion de eficiencia para degradar

TPHs de la caja 1d.
Realizado por: Bastidas, J, Cedefio, A, 2016.
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La Humedad debe estar en un rango de 50°C a 70°C y la caja 1d durante el tiempo que se
realizo la comparacién de eficiencia para degradar TPHs estuvo en una Humedad promedio de
61%.
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Gréfico 20 - 4: Porcentaje de Humedad durante la comparacion de eficiencia para degradar

TPHs de la caja 1d.
Realizado por: Bastidas, J, Cedefio, A, 2016.

Para los TPHSs en suelo agricola su limite permisible debe ser < 2500mg/Kg segun la tabla #6
del RAOHE, Decreto Ejecutivo 1215 vy la caja 1d durante el tiempo que se realizé la
comparacion de eficiencia para degradar TPHs de 125000 mg/Kg bajo a 8584 mg/Kg teniendo
una eficiencia del 93,1%.
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Gréfico 21 - 4. Concentracion de TPHs durante la comparacion de eficiencia para degradar

TPHs de la caja 1d.
Realizado por: Bastidas, J, Cedefio, A, 2016.
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4.2.6. Resultados de los analisis de la caja cédigo le

Se analiz6 las variables de control de tratamiento como TPHSs, pH, temperatura y humedad
durante cuatro meses cuyos resultados de la caja codigo le se presenta en la tabla 9-4,
evidenciandose la disminucién de los TPHs considerablemente, mientras que las otras variables

oscilaban en rangos 6ptimos de tratamiento.

Tabla 9 - 4: Resultados de los analisis de la caja codigo 1e

Humedad Temperatura TPHSs

Microorganismo FECHA pH
% °C (mg/Kg)
14/09/2015 6,7 45 29 113000
Pseudomona
) 09/10/2015 6,9 69 29 67000
aeruginosa
28/10/2015 6,7 50 30 45000
EFICIENCIA 12/11/2015 6,7 56 30 15656
92 04/12/2015 7,0 67 31 9024
Limite max permisible Tabla 6 del RAOHE 5a9 Controlada  Controlada 2500

Realizado por: Bastidas J, Cedefio A, 2016.

El potencial de hidrégeno (pH) debe estar en un rango de 5 a 9 y la caja 1e durante el tiempo
gue se realiz6 la comparacion de eficiencia para degradar TPHs estuvo dentro del rango

establecido. Su valor alto fue 7,0 y el valor méas bajo 6,70 el valor promedio es 6,80.
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Gréfico 22 - 4: Valores de pH durante la comparacion de eficiencia para degradar TPHs
de la caja 1e.

Realizado por: Bastidas, J, Cedefio, A, 2016.
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La Temperatura debe estar en un rango de 25°C a 35°C y la caja 1le durante el tiempo que se
realizo la comparacion de eficiencia para degradar TPHs estuvo en una temperatura promedio
30°C siendo el valor mas alto 31°C y el més bajo 29°C.
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Gréfico 23 - 4: Valores de Temperatura durante la comparacién de eficiencia para degradar

TPHs de la caja le.
Realizado por: Bastidas, J, Cedefio, A, 2016.

La Humedad debe estar en un rango de 50°C a 70°C y la caja le durante el tiempo que se

realiz6 la comparacion de eficiencia para degradar TPHs estuvo en una Humedad promedio de
57%.
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Gréfico 24 - 4. Porcentaje de Humedad durante la comparacion de eficiencia para degradar

TPHs de la caja le.
Realizado por: Bastidas, J, Cedefio, A, 2016.
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Para los TPHSs en suelo agricola su limite permisible debe ser < 2500mg/Kg segun la tabla #6
del RAOHE, Decreto Ejecutivo 1215 vy la caja le durante el tiempo que se realizd la
comparacion de eficiencia para degradar TPHs de 113000 mg/Kg bajo a 9024 mg/Kg teniendo
una eficiencia del 92,0%.
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Gréfico 25 - 4. Concentracion de TPHSs durante la comparacion de eficiencia para degradar

TPHs de la caja le.
Realizado por: Bastidas, J, Cedefio, A, 2016.

4.2.7. Resultados de los analisis de la caja cédigo 2

Se analiz6 las variables de control de tratamiento como TPHs, pH, temperatura y humedad
durante cuatro meses cuyos resultados de la caja codigo 2 se presenta en la tabla 10-4,
evidenciandose la disminucion de los TPHs considerablemente, mientras que las otras variables

oscilaban en rangos 6ptimos de tratamiento.

Tabla 10 — 4: Resultados de los analisis de la caja codigo 2

Humedad Temperatura TPHs

FECHA pH

% °C (mg/Kg)

14/09/2015 6,1 50 29 106000

09/10/2015 7.1 59 32 70000

28/10/2015 6,1 70 29 31000
EFICIENCIA 12/11/2015 6,1 65 29 14619
87,6 % 04/12/2015 7,0 65 29 13184
Limite max permisible Tabla 6 del RAOHE 5a9 Controlada Controlada 2500
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Realizado por: Bastidas J, Cedefio A, 2016.

El potencial de hidrogeno (pH) debe estar en un rango de 5 a 9 y la caja 2 durante el tiempo que
se realiz6 la comparacion de eficiencia para degradar TPHSs estuvo dentro del rango establecido.
Su valor alto fue 7,10 y el valor més bajo 6,10 el valor promedio es 6,48.
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Gréfico 26 - 4: Valores de pH durante la comparacion de eficiencia para degradar TPHs
de la caja 2.

Realizado por: Bastidas, J, Cedefio, A, 2016.

La Temperatura debe estar en un rango de 25°C a 35°C y la caja 2 durante el tiempo que se
realiz6 la comparacion de eficiencia para degradar TPHs estuvo en una temperatura promedio
29°C siendo el valor alto 32°C y el mas bajo 29°C.
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Gréfico 27 - 4: Valores de Temperatura durante la comparacion de eficiencia para degradar

TPHs de la caja 2.
Realizado por: Bastidas, J, Cedefio, A, 2016.
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La Humedad debe estar en un rango de 50°C a 70°C y la caja 2 durante el tiempo que se realizd

la comparacion de eficiencia para degradar TPHs estuvo en una Humedad promedio de 62%.
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Gréfico 28 - 4: Porcentaje de Humedad durante la comparacion de eficiencia para degradar

TPHs de la caja 2.
Realizado por: Bastidas, J, Cedefio, A, 2016.

Para los TPHSs en suelo agricola su limite permisible debe ser < 2500mg/Kg segun la tabla #6
del RAOHE, Decreto Ejecutivo 1215 y la caja 2 durante el tiempo que se realizd la
comparacion de eficiencia para degradar TPHs de 106000 mg/Kg bajo a 13184 mg/Kg teniendo

una eficiencia del 87,6%.
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Gréfico 29 - 4: Concentracion de TPHs durante la comparacion de eficiencia para degradar

TPHs de la caja 2.
Realizado por: Bastidas, J, Cedefio, A, 2016.
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4.2.8. Resultados de los analisis de la caja cddigo 2a

Se analiz6 las variables de control de tratamiento como TPHs, pH, temperatura y humedad
durante cuatro meses cuyos resultados de la caja codigo 2a se presenta en la tabla 11-4,
evidenciandose la disminucién de los TPHs considerablemente, mientras que las otras variables

oscilaban en rangos 6ptimos de tratamiento.

Tabla 11 - 4: Resultados de los analisis de la caja cédigo 2a

Humedad Temperatura TPHSs

Microorganismo FECHA pH
% °C (mg/Kg)
14/09/2015 6,3 35 25 109000
Pseudomona
) 09/10/2015 6,8 50 28 76000
putida
28/10/2015 6,3 75 31 40000
EFICIENCIA 12/11/2015 6,3 56 31 14645
90,2 % 04/12/2015 6,8 65 31 10717
Limite max permisible Tabla 6 del RAOHE 5a9 Controlada  Controlada 2500

Realizado por: Bastidas J, Cedefio A, 2016.

El potencial de hidrégeno (pH) debe estar en un rango de 5 a 9 y la caja 2a durante el tiempo
gue se realiz6 la comparacion de eficiencia para degradar TPHs estuvo dentro del rango
establecido. Su valor alto fue 6,80 y el valor mas bajo 6,30 el valor promedio es 6,50.
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Gréfico 30 - 4: Valores de pH durante la comparacion de eficiencia para degradar TPHs
de la caja 2a.

Realizado por: Bastidas, J, Cedefio, A, 2016.
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La Temperatura debe estar en un rango de 25°C a 35°C y la caja 2a durante el tiempo que se
realiz6 la comparacion de eficiencia para degradar TPHs estuvo en una temperatura promedio
29°C siendo el valor méas alto 31°C y el mas bajo 25°C.
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Grafico 31 - 4: Valores de Temperatura durante la comparacion de eficiencia para degradar
TPHs de la caja 2a.
Realizado por: Bastidas, J, Cedefio, A, 2016.

La Humedad debe estar en un rango de 50°C a 70°C y la caja 2a durante el tiempo que se
realiz6 la comparacion de eficiencia para degradar TPHs estuvo en una Humedad promedio de
56%.
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Gréfico 32 - 4: Porcentaje de Humedad durante la comparacion de eficiencia para

degradarTPHs de la caja 2a.
Realizado por: Bastidas, J, Cedefio, A, 2016.
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Para los TPHSs en suelo agricola su limite permisible debe ser < 2500mg/Kg segun la tabla #6
del RAOHE, Decreto Ejecutivo 1215 y la caja 2a durante el tiempo que se realizd la
comparacion de eficiencia para degradar TPHs de 109000 mg/Kg bajo a 10717 mg/Kg teniendo

una eficiencia del 90,2%.
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Gréfico 33 - 4: Concentracién de TPHs durante la comparacion de eficiencia para degradar

TPHs de la caja 2a.

Realizado por: Bastidas, J, Cedefio, A, 2016.

4.2.9.

Resultados de los andlisis de la caja codigo 2b

Se analiz6 las variables de control de tratamiento como TPHSs, pH, temperatura y humedad

durante cuatro meses cuyos resultados de la caja cédigo 2b se presenta en la tabla 12-4,

evidenciandose la disminucién de los TPHs considerablemente, mientras que las otras variables

oscilaban en rangos 6ptimos de tratamiento.

Tabla 12 — 4: Resultados de los analisis de la caja codigo 2b

Microorganismo
Pseudomona
putida

EFICIENCIA
90,3

FECHA

14/09/2015
09/10/2015
28/10/2015
12/11/2015
04/12/2015

oH Humedad Temperatura TPHs
% °C (mg/Kg)
59 45 32 103000
6,5 55 29 72000
6,8 65 30 32000
6,9 45 30 13290
6,5 65 30 9944
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Limite max permisible Tabla 6 del RAOHE 5a9 Controlada  Controlada 2500
Realizado por: Bastidas J, Cedefio A, 2016.

El potencial de hidrégeno (pH) debe estar en un rango de 5 a 9 y la caja 2b durante el tiempo
que se realizd la comparacion de eficiencia para degradar TPHs estuvo dentro del rango
establecido. Su valor alto fue 6,90 y el valor mas bajo 5,90 el valor promedio es 6,52.
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Gréfico 34 - 4: Valores de pH durante la comparacion de eficiencia para degradar TPHs
de la caja 2b.

Realizado por: Bastidas J, Cedefio A, 2016.

La Temperatura debe estar en un rango de 25°C a 35°C y la caja 2b durante el tiempo que se
realizé la comparacion de eficiencia para degradar TPHs estuvo en una temperatura promedio
30°C siendo el valor alto 32°C y el mas bajo 29°C.
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Gréfico 35 - 4. Valores de Temperatura durante la comparacion de eficiencia para degradar
TPHs de la caja 2b.
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Realizado por: Bastidas, J, Cedefio, A, 2016.

La Humedad debe estar en un rango de 50°C a 70°C y la caja 2b durante el tiempo que se

realiz6 la comparacion de eficiencia para degradar TPHs estuvo en una Humedad promedio de
55%.
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Gréfico 36 - 4. Porcentaje de Humedad durante la comparacion de eficiencia para degradar

TPHs de la caja 2b.
Realizado por: Bastidas, J, Cedefio, A, 2016.

Para los TPHSs en suelo agricola su limite permisible debe ser < 2500mg/Kg segun la tabla #6
del RAOHE, Decreto Ejecutivo 1215 y la caja 2b durante el tiempo que se realizd la

comparacion de eficiencia para degradar TPHs de 103000 mg/Kg bajo a 9944 mg/Kg teniendo
una eficiencia del 90,3%.
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Gréfico 37 - 4: Concentracién de TPHs durante la comparacién de eficiencia para degradar

TPHs de la caja 2b.
Realizado por: Bastidas, J, Cedefio, A, 2016.

4.2.10. Resultados de los analisis de la caja cédigo 2¢

Se analiz6 las variables de control de tratamiento como TPHSs, pH, temperatura y humedad
durante cuatro meses cuyos resultados de la caja cddigo 2c se presenta en la tabla 13-4,
evidenciandose la disminucion de los TPHs considerablemente, mientras que las otras variables

oscilaban en rangos 6ptimos de tratamiento.

Tabla 13 - 4: Resultados de los andlisis de la caja codigo 2¢

Humedad Temperatura TPHs

Microorganismo FECHA pH
% °C (mg/Kg)
14/09/2015 6,4 40 28 102000
Pseudomona
) 09/10/2015 6,7 60 31 78000
putida
28/10/2015 6,9 68 29 52000
EFICIENCIA 12/11/2015 7,0 30 29 10390
94 % 04/12/2015 6,7 68 29 6074
Limite max permisible Tabla 6 del RAOHE 5a9 Controlada  Controlada 2500

Realizado por: Bastidas J, Cedefio A, 2016.

El potencial de hidrogeno (pH) debe estar en un rango de 5 a 9 y la caja 2¢ durante el tiempo
que se realizd la comparacién de eficiencia para degradar TPHs estuvo dentro del rango

establecido. Su valor alto fue 7,0 y el valor més bajo 6,4 el valor promedio es 6,74.
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Gréfico 38 - 4: Valores de pH durante la comparacion de eficiencia para degradar TPHs
de la caja 2c.

Realizado por: Bastidas, J, Cedefio, A, 2016.

La Temperatura debe estar en un rango de 25°C a 35°C y la caja 2c durante el tiempo que se
realizé la comparacion de eficiencia para degradar TPHs estuvo en una temperatura promedio
29°C siendo el valor alto 31°C y el mas bajo 28°C.
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Gréfico 39 - 4: Valores de Temperatura durante la comparacion de eficiencia para degradar

TPHs de la caja 2c.
Realizado por: Bastidas, J, Cedefio, A, 2016.

La Humedad debe estar en un rango de 50°C a 70°C y la caja 2c durante el tiempo que se

realizo la comparacion de eficiencia para degradar TPHs estuvo en una Humedad promedio de
53%.
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Grafico 40 - 4: Porcentaje de Humedad durante la comparacion de eficiencia para degradar

TPHs de la caja 1d.
Realizado por: Bastidas, J, Cedefio, A, 2016.

Para los TPHSs en suelo agricola su limite permisible debe ser < 2500mg/Kg segun la tabla #6
del RAOHE, Decreto Ejecutivo 1215 vy la caja 2c durante el tiempo que se realiz6 la
comparacion de eficiencia para degradar TPHs de 102000 mg/Kg bajo a 6074 mg/Kg teniendo

una eficiencia del 94,0%.
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Gréfico 41 - 4: Concentracion de TPHSs durante la comparacion de eficiencia para degradar

TPHs de la caja 2c.
Realizado por: Bastidas, J, Cedefio, A, 2016.

4.2.11. Resultados de los anélisis de la caja codigo 2d
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Se analizo las variables de control de tratamiento como TPHs, pH, temperatura y humedad
durante cuatro meses cuyos resultados de la caja cddigo 2d se presenta en la tabla 14-4,
evidenciandose la disminucién de los TPHs considerablemente, mientras que las otras variables

oscilaban en rangos 6ptimos de tratamiento.

Tabla 14 - 4: Resultados de los analisis de la caja cédigo 2d

Humedad Temperatura TPHs

Microorganismo FECHA pH
% °C (mg/Kag)
14/09/2015 6,8 50 29 105000
Pseudomona
) 09/10/2015 6,1 70 30 61000
putida

28/10/2015 6,8 65 35 59000

EFICIENCIA 12/11/2015 6,8 45 29 13803

91,3% 04/12/2015 6,3 68 35 9128

Limite max permisible Tabla 6 del RAOHE  5a9 Controlada  Controlada 2500

Realizado por: Bastidas J, Cedefio A, 2016.

El potencial de hidrégeno (pH) debe estar en un rango de 5 a 9 y la caja 2d durante el tiempo
que se realizd la comparacion de eficiencia para degradar TPHs estuvo dentro del rango

establecido. Su valor alto fue 6,80 y el valor mas bajo 6,10 el valor promedio es 6,56.
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Graéfico 42 - 4: Valores de pH durante la comparacién de eficiencia para degradar TPHs
de la caja 2d.

Realizado por: Bastidas, J, Cedefio, A, 2016.
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La Temperatura debe estar en un rango de 25°C a 35°C y la caja 2d durante el tiempo que se
realizo la comparacion de eficiencia para degradar TPHs estuvo en una temperatura promedio
32°C siendo el valor alto 35°C y el mas bajo 29°C.
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Gréfico 43 - 4: Valores de Temperatura durante la comparacion de eficiencia para degradar

TPHs de la caja 2d.
Realizado por: Bastidas, J, Cedefio, A, 2016.

La Humedad debe estar en un rango de 50°C a 70°C y la caja 2d durante el tiempo que se
realiz6 la comparacion de eficiencia para degradar TPHs estuvo en una Humedad promedio de
60%.
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Grafico 44 - 4. Porcentaje de Humedad durante la comparacion de eficiencia para degradar

TPHs de la caja 2d.
Realizado por: Bastidas, J, Cedefio, A, 2016.
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Para los TPHSs en suelo agricola su limite permisible debe ser < 2500mg/Kg segun la tabla #6
del RAOHE, Decreto Ejecutivo 1215 vy la caja 2d durante el tiempo que se realizé la
comparacion de eficiencia para degradar TPHs de 105000 mg/Kg bajo a 9128 mg/Kg teniendo
una eficiencia del 91,3%.
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Grafico 45 - 4: Concentracion de TPHs durante la comparacion de eficiencia para degradar

TPHs de la caja 2d.
Realizado por: Bastidas, J, Cedefio, A, 2016.

4.2.12. Resultados de los analisis de la caja cédigo 2e

Se analiz6 las variables de control de tratamiento como TPHSs, pH, temperatura y humedad
durante cuatro meses cuyos resultados de la caja cddigo 2e se presenta en la tabla 15-4,
evidenciandose la disminucién de los TPHs considerablemente, mientras que las otras variables

oscilaban en rangos 6ptimos de tratamiento.

Tabla 15 - 4: Resultados de los andlisis de la caja codigo 2e

Humedad Temperatura TPHs

Microorganismo FECHA pH
% °C (mg/Kg)
14/09/2015 6,9 40 31 106000
Pseudomona
_ 09/10/2015 6,3 75 29 63000
putida
28/10/2015 6,9 65 31 32000
EFICIENCIA 12/11/2015 7,0 75 31 13244
89,8 % 04/12/2015 6,9 65 31 10788
Limite max permisible Tabla 6 del RAOHE 5a9 Controlada Controlada 2500
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Realizado por: Bastidas J, Cedefio A, 2016.

El potencial de hidrogeno (pH) debe estar en un rango de 5 a 9 y la caja 2e durante el tiempo
que se realizd la comparacién de eficiencia para degradar TPHs estuvo dentro del rango
establecido. Su valor maés alto fue 7,0 y el valor més bajo 6,3 el valor promedio es 6,8.
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Gréfico 46 - 4: Valores de pH durante la comparacion de eficiencia para degradar TPHs
de la caja 2e.

Realizado por: Bastidas, J, Cedefio, A, 2016.

La Temperatura debe estar en un rango de 25°C a 35°C y la caja 2e durante el tiempo que se
realizé la comparacion de eficiencia para degradar TPHs estuvo en una temperatura promedio
31°C siendo el valor més alto 31°C y el méas bajo 29°C.
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Grafico 47 - 4: Valores de Temperatura durante la comparacion de eficiencia para degradar

TPHs de la caja 2e.
Realizado por: Bastidas, J, Cedefio, A, 2016.
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La Humedad debe estar en un rango de 50°C a 70°C y la caja 2e durante el tiempo que se
realizo la comparacion de eficiencia para degradar TPHs estuvo en una Humedad promedio de
64%.
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Gréfico 48 - 4: Porcentaje de Humedad durante la comparacion de eficiencia para degradar

TPHs de la caja 2e.
Realizado por: Bastidas, J, Cedefio, A, 2016.

Para los TPHSs en suelo agricola su limite permisible debe ser < 2500mg/Kg segun la tabla #6
del RAOHE, Decreto Ejecutivo 1215 y la caja 2e durante el tiempo que se realizé la
comparacion de eficiencia para degradar TPHs de 106000 mg/Kg bajo a 10788 mg/Kg teniendo

una eficiencia del 89,8%.
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Gréfico 49 - 4: Concentracion de TPHSs durante la comparacion de eficiencia para degradar

TPHs de la caja 2e
Realizado por: Bastidas, J, Cedefio, A, 2016.

4.2.13. Resultados de los andlisis del suelo patron.

Se analiz6 las variables de control de tratamiento como TPHs, pH, temperatura y humedad
durante seis meses cuyos resultados en el suelo patron se presenta en la tabla 16-4,
evidenciandose la disminucion de los TPHs considerablemente, consiguiendo alcanzar la norma
de Uso Agricola del RAOHE, mientras que las otras variables de control oscilaban en rangos

Optimos de tratamiento.

Tabla 16 - 4: Resultados de los analisis del suelo patrén

Microorganismo: o Humedad Temperatura TPHs
FECHA codigo pH
Pseudomona % °C (mg/Kg)
putida 11/07/2015 S.P 6,9 55 30 136000
14/09/2015 S.P 6,9 68 29 120000
09/10/2015 S.P 6,3 58 31 90000
i 28/10/2015 S.P 7,0 68 30 80000
TECNICA DE
12/11/2015 S.P 6,3 63 29 35000
LANDFARMING
04/12/2015 S.P 6,4 60 30 13396
21/12/2015 S.P 6,7 65 29 10000
06/02/2016 S.P 7,1 65 35 7000
EFICIENCIA 24/02/2016 S.P 6,9 58 31 5200
98,2% 08/03/2013 S.P 7.4 65 30 2135
Limite max permisible Tabla 6 del RAOHE 5a9 Controlada Controlada 2500

Realizado por: Bastidas J, Cedefio A, 2016.

El potencial de hidrégeno (pH) debe estar en un rango de 5 a 9, durante el tiempo que se aplic
la técnica de Landfarming para degradar TPHs estuvo dentro del rango establecido. Su valor

alto fue 7,4 y el valor mas bajo 6,3 el valor promedio es 6,79.

82



POTENCIAL HIDROGENO SUELO PATRON

Valor de pH
~
i

5 4
4 f f f f f f
&) &) &) &) &) o o
N N N N N N N
> > > > > > >
S & & 8 U S &
Q o o ) ) AN QO
S v v Fecha de analisis v O
—e— pH s Nivel méax del RAOHE N° 1215 Limite min del RAOHE N° 1215
A8 )

Gréfico 50 - 4: Valores de pH durante la aplicacion de la Técnica de Landfarming en el

suelo patron.
Realizado por: Bastidas, J, Cedefio, A, 2016.

La Temperatura debe estar en un rango de 25°C a 35°C, durante el tiempo que se aplicd la
técnica de Landfarming para degradar TPHs estuvo en una temperatura promedio 30°C siendo
el valor mas alto 35°C y el mas bajo 29°C.
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Gréfico 51 - 4: Valores de Temperatura durante la aplicacién de la Técnica de Landfarming

en el suelo patrén.
Realizado por: Bastidas, J, Cedefio, A, 2016.

La Humedad debe estar en un rango de 50°C a 70°C, durante el tiempo que se aplico la técnica

de Landfarming para degradar TPHSs estuvo en una Humedad promedio de 63%.
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Gréfico 52 - 4: Valores de Humedad durante la aplicacion de la Técnica de Landfarming

en el suelo patrén.
Realizado por: Bastidas, J, Cedefio, A, 2016.

Para los TPHs en suelo agricola su limite permisible debe ser < 2500mg/Kg segun la tabla #6
del RAOHE, Decreto Ejecutivo 1215 y durante el tiempo que se aplicdé la técnica de
Landfarming para degradar TPHSs llego a 2135,11 mg/Kg partiendo de 136000 mg/Kg teniendo
una eficiencia del 98,24%. Cumplié con el RAOHE para suelo agricola.
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Gréfico 53 - 4: Concentracion de TPHSs durante la aplicacion de la Técnica de Landfarming

en el suelo patron.
Realizado por: Bastidas, J, Cedefio, A, 2016.
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4.2.14. Activacion de cepas

Se realiz6 el control de crecimiento microbiano para evaluar la eficiencia del proceso el mismo
que se efectud en tres etapas: inicial, medio y final tal y como lo indica la tabla 17-4
evidenciandose una disminucién considerable de UFC durante el tratamiento, debido a que
mientras se degradaba el hidrocarburo se agotaba la fuente de carbono y energia de los
microorganismos, cesando consigo su desarrollo y sobreviviendo los microorganismos mas
aptos para la degradacion. Se realizé un conteo microbiano con agar selectivo para Pseudomona

observandose la prevalencia de este género al final del tratamiento.

Tabla 17 - 4: Resultado de Recuento Microbioldgico en cajas experimentales

RECUENTO DE MICROORGANISMOS

INICIAL INTERMEDIO FINAL
MUESTRAS Microorganismos Pseudomonas Microorganismos Pseudomonas
totales totales

1 2,6exp5 2,2exp4 1,1exp2 5

la 2,3exp5 3,3exp7 1,4exp3 4,2exp2
1b 2,4exp5 3,5exp7 1,1exp3 4,6exp2
1c 2,2exp5 3,1lexp7 1,4exp3 5,0exp2
1d 2,5exp5 3,3exp? 1,2exp3 4,8exp2
le 2,6exp5 3,4exp7 1,4exp3 5,2exp2
2 2,0exp5 2,3exp4 1,3exp2 4

2a 2,3exp5 3,0exp7 1,3exp3 4,2exp2
2b 2,8exp5 3,3exp7 1,4exp3 4,3exp2
2c 2,5exp5 3,2exp7 1,2exp3 4,0exp2
2d 2,0exp5 3,3exp7 1,3exp3 4,5exp2
2e 2,3exp5 3,0exp7 1,2exp3 4,3exp2

Realizado por: Bastidas, J, Cedefio, A, 2016.
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4.2.15. Seleccion de la P. mas eficiente.

Por medio de una comparacion numérica tal y como lo indica la tabla 18-4 se realiz6 la
comparacion de eficiencia entre las cajas experimentales 1 y 2, es decir aquellas en las que no
fueron inoculadas con cepas, obteniendo un resultado de eficiencia 88,8% y 87,6%

respectivamente.

Tabla 18 - 4: Resultado de eficiencia de las cajas sin cepas

Caja | %o eficiencia Caja % eficiencia
1 88,8 2

Valor alto M valor bajo
Realizado por: Bastidas, J, Cedefio, A, 2016.

En las cajas experimentales inoculadas con cepas de Pseudomona aeruginosa y Pseudomona
putida respectivamente tal y como lo detalla la tabla 19-4 mediante la comparacion de eficiencia
se obtiene en la caja 1ay 2e el porcentaje de eficiencia mas bajo con un 89,8%, mientras que el

mas alto corresponde a la caja 2c con un 94% (inoculada con Pseudomona putida).

Tabla 19 - 4: Resultado de eficiencia de las cajas con cepas

. % eficiencia . % eficiencia
Caja Caja
(Pseudomona aeruginosa) (Pseudomona putida)
la 2a 90,2
1b 93,2 2b 90,3
1c 92,1 2c 94,0
1d 93,1 2d 91,3

[Tvaloralto I Valor bajo

Realizado por: Bastidas, J, Cedefio, A, 2016.

4.2.16. Resultados de analisis estadisticos - IBM SPSS:

Por medio de una comparacion de medias o Test Student se realiz6 la comparacion estadistica

mediante IBM SPSS obteniendo los resultados que se proyectan a continuacion en la tabla 20-4.
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Tabla 60 - 4: Resultado de la comparacion

EFICIENCIAL
90
93
92
93
92

EFICIENCIAZ2

90
90
94
91
90

Realizado por: Bastidas, J, Cedefio, A, 2016.

Segun la comparacion de medias por Test Student da como resultado en la tabla 21-4 que

Pseudomona aeruginosa es levemente mas eficiente que Pseudomona putida con una media de

eficiencia de 92,04000 frente a un 91,02000 respectivamente; sin embargo, al observar el nivel

de significancia de cero se puede concluir que no hay diferencia significativa en las medias,

determinando asi que se puede elegir cualquiera de las dos para la degradacion de TPHs en

pasivos ambientales de petréleo.

Tabla 21 -4: Comparacion de medias

Valor de prueba = 0

T Gl Sig. Diferencia de 95% Intervalo de confianza
(bilateral) medias para la diferencia
Inferior Superior
P.aeruginosa | 150,381 4 ,000 92,04000 90,3407 93,7393
P.putida 112,430 4 ,000 91,02000 88,7723 93,2677

Realizado por: Bastidas, J, Cedefio, A, 2016.
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Grafico 54 - 4: Comparacion de eficiencia.
Realizado por: Bastidas J, Cedefio A, 2016

En el grafico 55-4 en la parte superior podemos observar la dispersion de los porcentajes de
eficiencia para la Pseudomona aeruginosa que un valor esta fuera de la asimetria siendo un
valor muy bajo y para la Pseudomona putida de la misma manera se encuentra un nimero fuera
d la asimetria siendo el valor mas alto de porcentaje de eficiencia, en la parte inferior podemos
ver que la posibilidad de ser eficiente la tiene cualquier bacteria es decir que hay un 50% de ser

elegida o no tanto para la Pseudomona aeruginosa y Pseudomona putida.

4.3. Técnica Landfarming
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4.3.1. Resultados de los analisis de la relacion de nutrientes

De acuerdo a la concentracion de fertilizante tanto en Nitrdgeno como en Fosforo que contiene
el suelo a tratar se debe afiadir 0,480 Kg de MAP mas 5,31 Kg de Urea.

4.4. Discusién de Resultados:

De la caracterizacion fisico-quimica inicial se pudo corroborar que los pasivos ambientales
tenian una elevada concentracion de TPHs muy por encima de la norma que rige el RAOHE,
otros parametros como la humedad y temperatura fueron relevantes durante el tratamiento ya
que al inicio se registré un porcentaje de humedad demasiado alto mientras que la temperatura
oscilaba en valores bajos, por lo cual fue beneficiosa la construccion del invernadero para poder
manipular y controlar estas variables, observando que al aumentar la temperatura se reducia a
rangos Optimos el porcentaje de humedad, para de esta forma dar inicio al proceso de

biorremediacién con Landfarming.

Con el recuento microbiano se determind que el suelo patrén tenia bacterias autdctonas dentro
de las cuales sobrevivieron aquellas capaces de emplear a los TPHs como fuente de carbono y
energia y capaces de sobrevivir a cambios bruscos de temperatura y humedad. Se pudo
evidenciar al final del proceso que el nimero de microorganismos se redujo, y esto era
proporcional a la disminucién de la concentracion de TPHSs, de tal manera que era un indicador

gue la carga contaminante habia sido utilizada como sustrato y éste se habia agotado.

Fue notable el papel importante que desempefiaron los microorganismos autdctonos en la
degradacion de los TPHs ya que a las cajas 1 y 2 no se le inoculé6 Pseudomona pero el
porcentaje de eficiencia fue 88,8 y 87,6% respectivamente, demostrando asi que los mismos

ayudaron en el proceso de biorremediacion.

Inicialmente el pasivo ambiental tuvo microorganismos autéctonos, posteriormente al inocular
las Pseudomonas el nimero de UFC aumentd considerablemente y finalmente al realizar el
recuento microbiano fue imprescindible rescatar que Pseudomona fue capaz de sobrevivir e
interactuar conjuntamente con los microorganismos autéctonos al comprobarse su presencia en

agar selectivo.
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Las variables de control en la mayor parte del tiempo se mantuvieron dentro del rango éptimo,
debido al clima de Puerto Francisco de Orellana era més dificultoso mantener constante la
temperatura y el porcentaje de humedad, por tal motivo existié el monitoreo respectivo y

constante en el desarrollo de la investigacion.

Después de haber monitoreado el proceso se obtuvieron datos valiosos para la comparacion de
eficiencia de degradacién de TPHs por medio de la aplicacién de Pseudomona putida y
Pseudomona aeruginosa, aparentemente en porcentaje y si tomamos desde el punto de vista
numérico es mas eficiente Pseudomona putida con el 94%, pero al realizarle la prueba
estadistica ANOVA y comparacion de medias los porcentajes de eficiencia de las 12 cajas

experimentales son estadisticamente iguales.

Para la deshidratacion del suelo patron se utilizé aserrin como material de préstamo con la
finalidad de acelerar el proceso, al tener una concentracion de TPHs de 50000mg/Kg se inicid
con la técnica de Landfarming siguiendo con los lineamientos recomendados. Se adicionaron
también los nutrientes necesarios para el desarrollo y crecimiento de la Pseudomona putida en
cantidades requeridas de Nitrdgeno, Fdsforo, Potasio y materia organica, llegando a cumplir

con los limites permisibles por el RAOHE.

Comparando con la caracterizacion fisico-quimica inicial, al culminar la fase experimental el
porcentaje de degradacion de TPHs llegd al 98%, el proceso se facilitd debido a la gran
eficiencia de la Pseudomona putida permitiéndonos mejorar nuestras expectativas al alcanzar
los limites permisibles del RAOHE para suelo agricola que es de 2135,11mg/Kg, asi como

también parametros como Pb, Ni, Cd y HAPs alcanzaron los limites de ecosistemas sensibles.

En el 2004 Alejandra Avalos y algunos de sus colaboradores en uno de sus estudios
concluyeron que al incorporar Pseudomonas aeruginosa en un suelo contaminado, esta acelera
la biodegradacion de hidrocarburos del petréleo en un 61% en tan solo 10 dias de incubacion.
En nuestra investigacion al incorporar esta cepa de Pseudomonas aeruginosa se alcanzé la
eficiencia méas baja en la caja 1a de 89,8% y la méas alta con 93,1% en la caja 1d durante 10

semanas tratamiento.

Jorge Pardo en el 2004 midi6 la efectividad de la biolabranza (Landfarming), durante 4 meses,
adicionando fertilizantes inorganicos, obteniendo al finalizar el experimento, un porcentaje de
remocion de hidrocarburos del 91%. En nuestra investigacion se emple6 esta técnica inoculando
Pseudomona putida durante 6 meses, incorporando a méas de fertilizantes inorganicos (NPK)
materia organica como residuos vegetales y estiércol, obteniendo una tasa de degradacion de
TPHs del 98,2%.
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Madigan (2007), afirma que la mayoria de los ambientes naturales tienen pH con valores entre 5
y 9, encontrandose la mayor diversidad de microorganismos dentro de los rangos cercanos a la
neutralidad, las muestras recolectadas en este estudio se acercan a dichos valores de pH por lo
que la supervivencia de los microorganismos autdctonos como el de las Pseudomonas es

garantizado, obteniendo rangos de pH durante toda la etapa de la biorremediacion de 6,9 a 7,4.
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CONCLUSIONES:

e La caracterizacién fisico-quimica y microbiolégica del suelo es importante ya que nos
permite conocer la concentracion inicial de contaminantes del cual partimos para en base a
ello establecer el tipo de tratamiento a aplicar y asi también conocer que variable se debera
controlar méas para el 6ptimo crecimiento y desarrollo microbioldgico.

e Pseudomona putida y Pseudomona aeruginosa son especies con alto potencial en
degradacion de agentes contaminantes, excelentes candidatas para la degradacion de TPHs,
siendo aptas para la aplicacion en procesos de biorremediacion como es el caso de
Landfarming esto debido a que se desarrollan bajo condiciones similares. Cabe resaltar que
en la comparacién numérica de eficiencia Pseudomona putida mostrd ser ligeramente mas
eficiente con una tasa de degradacion de 94% por esta razén fue la especie seleccionada a
ser masificada e incorporada al suelo patron.

e El estudio reflejo que al aplicar Landfarming la degradabilidad de la concentracion de TPHs
aumenta, siendo una fuente apta para incorporar al suelo nitrogeno, fosforo, potasio y
carbono que permitieron a los microorganismos desarrollarse y utilizarlos como fuente de

carbono y energia acelerando su metabolismo y disminuyendo el tiempo del proceso.

e Segun la tabla 6 del RAOHE, para que el suelo tratado pueda tener una adecuada
disposicién final, la concentracion de TPHS no debe superar los 2500 mg/kg de acuerdo a
Uso Agricola, razén mas que suficiente para rescatar que la investigacion realizada fue
exitosa al alcanzar valores de 2135,11 mg/kg encontrandose dentro de la legislacion
vigente y més aun, superando la expectativa inicial logrando un 98% de degradacion de

TPHSs cuando tan solo se propuso alcanzar un 80 %.

e El protocolo de tratamiento que se entrega al laboratorio auspiciante AqlLab facilitara al
técnico de campo y laboratorista continuar con el proceso de biorremediacion en los pasivos
ambientales generados a futuro, beneficiando al mismo ya que le acredita gran

responsabilidad con el ambiente al cumplir con la Normativa Ambiental vigente en el pais.
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RECOMENDACIONES:

e Para proximas investigaciones seria recomendable que la comparacion de eficiencia se
realice con diferentes géneros de micoorganismos o especies totalmente distintas para que
los resultados estadisticos sean més diferenciados.

e Para mejorar el porcentaje de eficiencia de masificacion a gran escala deberia realizarse en
un fermentador biol6gico, bajo condiciones pre-establecidas para cada consorcio o cepa

microbiana.

e Buscar materiales sustitutivos al aserrin como puede ser de: palma, cafia, maiz, café, cacao,
mani en la sustitucion del nitrdgeno, fosforo y potasio y si es posible realizar una
comparacion de beneficio en cuanto al mejoramiento de la técnica de Landfarming siendo

la prioridad que posea caracteristicas de mayor abundancia, disponibilidad y bajo costo.

e Se sugiere que el recuento microbiolégico se lo realice con mayor frecuencia, para controlar

la curva de crecimiento microbiano.

e Recuperar el crudo pesado que contiene el pasivo ambiental a tratar (liquido), para acelerar

y mejorar la aplicacién de la técnica de biorremediacion.
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ANEXOS

ANEXO A: Aval dirigido desde Direccién de Escuela al Laboratorio AgLab

ESPOCH

Ei&‘jUELA SUPERIOR POLITECNICA DE CHIMBORAZO

DEPENDE

NCIA: ESCUELA DE CIENCIAS QUIMICAS

Of. N.701.ECQ.FC.ESPOCH.15
Riobamba, 28 de julio de 2015

Ingeniero

Armando Meléndrez

DIRECTOR TECNICO DE AQ-LAB
Presente.-

De mi consideracion:

Reciba un atento saludo a nombre de la escuela de Ciencias Quimicas de la
ESPOCH, a la vez me dirijo a usted para solicitarle comedidamente se facilite
el ingreso al laboratorio y la informacién necesaria para la. realizaciéon del
Trabajo de Titulacién como tema: “ COMPARACION DE EFICIENCIA ENTRE
Pseudomona aeruginosa y Pseudomona putida, Y SU MASIFICACION
PARA LA REMEDIACION DE TPHs EN LOS PASIVOS AMBIENTALES DE AQ-
LAB EN PUERTC FRANCISCO DE ORELLANA, 2015 “a las sefioritas:
ADRIANA ELIZABETH CEDENO RUBIANO y JOHANNA ALEXANDRA
BASTIDAS RIVADENEIRA, estudiantes de la carrera de Ingenierfa en
Biotecnologia Ambiental

Por la atencién prestada expreso mi agradecimiento y me suscribo.

aaLe.
Atentamente, @ = o . A
w00
P A0\® Pyt
| d\l‘z— v"‘::swmsa“’\e'

Ing. Maria Fernanda Rivera
DIRECTORA ESCUELA CIENCIAS QUIMICAS - ESPGCH. (E)

Margoth T

Direccién: Panamericana Sur km 1 1/2, Teléfono: 593 (03) 2 998200 ext 164



ANEXO B: Resultados de analisis fisico-quimicos de los residuos de fondos de tanque

Laboratorio de ensayo
& n L Q b acreditado por el OAE con
q acreditacion
Laboratorios de Analisis y Evaluacion Ambiental N° OAE LE C 14-009

INFORME DE ENSAYO N°: 2370

ESPOCH SAS: 15-120

Solicitado por: Srta. Johanna Bastidas.
Direccion: Tesista.

| Fecha y hora de ingreso al laboratorio: | 2015/07/11 17:00 | Fecha final de Anslisis | 2015/07/16 | 1 max: 31°C
| Toma de muestra: | Srta. Adriana Cedefio = | Fecha y Hora | 20150711 17:00
Cédigo de Muestra: s 0413
Identificacion: Suelo contaminado, Residuos de suelos contaminados, Generados por ¢l Laboratorio AQLAB.
Parimetros, métodos y Had
Meétodo de | P 22 1 Uso | ECosisemmss Unidad | | Incertidumbre
Pardmetros | Ensayo ‘ Referencia A } » | 0 j na (K=2)

! " 1 1 i e | B ea——
| *Niquel ITE-AQLAB-43 | SM3030B,3111B | <50 | <100 <40 | mg/Kg | 6037 | ~
_*Plomo |ITE-AQLAB-45 | SM3030B,3111B | <100 | <500 | <80 | mg/Kg | 1468 | ~
| *Cadmio ITE-AQLAB-34 |SM3030B,3111B | <2 | <10 <1 | mg/Kg | 1,81 | ~

*Hi | | | |
| lidrocarburos | ;1 AQLAB-56 |EPA3550B, 4181 | <2500 | <4000 <1000 | mg/Kg | 13263066 o
| *Hidrocarburos | | EPA 8310,3510C, | | | |
(TN s s - OO W W 0 P T D A N
Fuente: Reglamento Ambiental para las Operaciones Hidrocarburiferas, Decreto 1215, febrero del 2001;
Tabla # 6: Limites permisibles para la identificacion y remediacion de suelos cc inados 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 permisibl focados en la proteccion de suelos y cultivos.

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

4). Valores limites permisibles para la proteccién de ecosistemas sensibles tales como Patrimonio Nacional de
Areas Naturales y otros identificados en el correspondi Estudio Ambi 1

Francisco de Orellana, 16 de julio de 2015
Los ensayos marcados con (*) no estan incluidos en el de la ditacion del OAE.
El informe sélo afecta a la ida 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, detrds de Concesionario Mazda. Barrio Con Hogar.
e-mail: laboratorio@aqlabec.com - web: www.aglabec.com Teléfono.: (593) 6 2881715 Celular: 0991666858

MC2301-02 Pagina 1 de 1




ANEXO C: Reglamento Ambiental para las Operaciones Hidrocarbiriferas del Ecuador,
RAOHE, Decreto Ejecutivo 1215.

Tabla 6.

Tabla 6: Limites permisibles para la identificacion y remediacion de suelos contaminados en
todas las fases de la industria hidrocarburifera, incluidas las estaciones de servicios.

Los limites permisibles a aplicarse en un proyecto determinade dependen del uso posterior a darse al
suelo remediado, el cual constard en el respectivo Programa o Proyecto de Remediacion aprobado
por la Subsecreta ria de Proteccion Ambiental.

De presentar los suelos naturales (no contaminados) del drea concentraciones superiores a los
limites establecidos, se pueden incrementar los valores del respectivo parametro hasta este nivel,
siempre que se haya comprobado este fenémeno estadisticamente a través de un monitoreo de
suelos no pertubados niinfluenciados en el mismo area.

El monitoreo consistira de una caracterizacion incial del sitio ylo material a remediarse, un monitoreo
de por lo menos un muestreo con los respectivos analisis cada seis meses, y una caracterizacion final
una vez conluidos los trabajos. Dependiendo de la tecnologia de remediacion aplicada, la frecuencia
del monitoreo sera mayor, conferme al Programa o Proyecto de Remediacion aprobado por la
Subsecretaria de Proteccion Ambiental

Parametro Expresado | Unidad’ Uso Uso Ecosistemnas
en agricola’ | industrial’ | sensibles”

Hidrocarburos lotales TPH gk <2500 <4000 <1000
Hidrocarburos aromaticos policiclicos c mafkg <2 <5 <1
(HAPs)
Cadmio Cd mafkg <2 <10 <1
Niquel Mi mgikg <50 <100 =40
Plama Pb gk <100 <500 <80

" Expresado en base de sustancia seca (gravimétrico; 105°C, 24 horas).
2 \talores limites permisibles enfocados en la proteccion de suelos y culfivos.
9 Valores limites permigibles para sitios de uso industrial (construcdones, etc.).
A alores limites permigibles para ka proteccidn de ecosistemas sensibles tales como
Patrimonia Macional de Areas Naturales y ofros identificados en el comespondiente Estudio Ambiental.




ANEXO D: Construccién del invernadero




ANEXO E: Cepas

1. PREPARACION DEL AGAR PCA

Procedimiento: (Plate Count Agar)

Suspenda 23,59 del polvo en 1 L de agua destilada.

Mezcle bien.

Caliente agitando y hierva durante 1 min para disolver completamente el polvo.
Autoclave a 121°C por 15 min.

2.

PREPARACION DEL AGUA DE PEPTONA

Procedimiento:

Suspenda 2,55 g del polvo en 1 L de agua destilada.

Mezcle bien.

Caliente agitando y hierva durante 1 min para disolver completamente el polvo.
Autoclave a 121°C por 15 min.

METODO 1
Method 1: Tryptic Soy Agar (Soybean Casein Digest Agar), nonselective Sheep Blood

Agar, Standard Methods Agar (Plate Count Agar) or Nutrient Agar — 35°C in aerobic
atmosphere -24 to 48 hours.




ACTIVACION DE CEPA

PASO 1: Kiwt stik de Pseudomona
aeruginosa y Pseudomona putida.

PASO 2: Se prepaé el agar y se coloco
en las cajas Petri

PASO 3: Solidificacion del agar en
las cajas Petri

PASO 4: Se rompe una capsula y baja el
liquido enriquecido que contiene las
bacterias

PASO 5: Se siembra las bacterias
con el hisopo

PASO 6: Se realiza frotis para sembrar
las bacterias




5. MASIFICACION DE Pseudomona putida

PASO 2: Los pequeos cuadritos de agar con
la Pseudomona putida se colocaron en el
agua de peptona

PASO 1: Lugar de trabajo aséptico




6. CONSERVACION DE LAS CEPAS DE Pseudomona aeruginosa y Pseudomona
putida (CRIOBIALES)

e Después de 24 horas.

e Tomar 24 tubos tapa rosca capaces de contener 10 mL.

¢ Afadir 3 mL de agua desmineralizada y 3 mL de leche descremada UHT.

e Autoclave a 121°C por 15 min.

o Dejar que se enfrien.

e Con la aza de platino tomar bacterias (tres veces) de las placas preparadas que ya han
sido activadas (Ver anexo: E4).

e Y transferir al tubo estéril que contiene la mezcla agua-leche.

e Agitar, etiquetar y colocar inmediatamente en el congelador.

PASO 2: La bacteria retirada con la aza se
coloca e los tubos

PASO 3: Se conserva en refrigeracion




ANEXO F: ANALISIS DE TPHs

e Parael andlisis de TPHSs se calibra el Espectrofotometro infrarrojo.

e Se pesa 29 de suelo, 0,3 de silica y 0,5 se Sulfato de sodio Na2SO4. Y se coloca 10mL
de hexano para extraer los TPHs de la muestra de suelo. Se somete a ultrasonido para
homogenizar durante 15 minutos.

e Se filtra la mezcla homogénea, se mide los TPHs en el Espectrofotometro infrarrojo.

PASO 2: Colocando 10mL a los 2g de suelo
con 0,3 de silica y 0,5 se Sulfato de sodio
Na2S04.

PASO 3: Filtrar PASO 4: Proceder a medir




ANEXO G: TECNICA DE LANDFARMING




ANEXO H: MUESTREO: Aleatorio simple




ANEXO I: DISPOSICION FINAL




ANEXO J: INFORMES DE CONTROL DE CALIDAD

&NAqlab

Laboratonos de Andlisis  Evaluacion Ambicntal

INFORME DE CONTROL DE CALIDAD 2016 N°: 001

ESPOCH
Solicitado por; Srta. Adriana Cedefio,
Direccién: Puerto Francisco de Orellana.

| Fechay hora de ingreso allaboratorio: | 11/09/2015  17:00 | Fecha final de Andlisis 1410972015 I:‘:gg |
| Toma de muestra: | Sra Johanna Bastidas | Fecha yHora | 1400972015 1200 |
Identificacién: Suelo en proceso de remediacion.
Pardmetros, métodos y resultados de TPHs:
BT F T e e
| Craaye Reieasa Agricola | Industrial i Cédigo  Result ado (K=2) ‘
(ITE-AQLAB-S6 | EPA3SSOB, 4181 | ] E
{ITE-AQLAB-56 | EPA 3550 B, 418.1 = =
ITE-AQLAB-S6 | EPA 3550 B, 418.1 ~ |
ITE-AQLAB-56 | EPA 3550 B, 418.1 sl
| ITE-AQLAB-56 | EPA 3550B, 4181 “mg/K ¢ Sae—
LITE-AQLAB-56 |EPA3S50B,4181 | <2500 | <4000 mg/Kg _1d | 125000 =
|ITE-AQLAB-56 |EPA3550B,4181 | <2500 | mgKg | le 113000 | ~ !
| ITE-AQLAB-56 | EPA 3550 B, 418.1 <2500 | | mgKg | 2 | 106000 | - |
|ITE-AQLAB-56 | EPA 3550 B, 418.1 <2500 mg/Kg 2a 109000 ~ |
|ITE-AQLAB-56 | EPA mgKg | 2a | 109000
|ITE-AQLAB-56 | EPA 3550 B, 418.1 _ mg/Kg 2b | 103000 | ~ )
ITE-AQLAB-56 | EPA3550B, 4181 | 2| 102000 ~
EPA 35508, 4181 500 ‘mg/K 2d | 105000 —
2¢ 106000 ~
AT S N'Ai ~‘ rero de 001, T
Tabla # 6 Limites permisibles para la identificacion y remediacion de suclos 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 Ia proteccion de suclos.y cultivos.

3). Valores limites permisibles para sitios de uso industrial (¢

cic.).

construccion,
(1a, 1b, Ic, 1d, lcconPseudmmmaemgimu)(ﬁ.Zb,Zc.m,zecohPdea) MP
microorganismos (blancos)

suelo en proceso de tratamiento, codigo 1y 2 sin

lmm;umduom(')muhuhiumdmahmddm

Bhlmn&onhm-hmm-m. Probibida la reproduccion total o parcial por

Calle Juan Huncite
e-mail: )

MC2301-02

Francisco de Orellana, 16 de marzo de 2016

10 del laky

medio sin el p

.

¥ Fray Gregorio de Aluminia, detrés de Concesionario Mazda. Barrio Con Hogar.
; .com « web: www.aglabec.com Teléfono.: (393) 6 2881715 Celular: 0991666858
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&NAqlab

Laboratonos de Analsis y Evaluacion Ambicntal

INFORME DE CONTROL DE CALIDAD 2016 N°: 002

ESPOCH
Solicitado por: Srta. Adriana Cedeilo.
Direccion: Puerto Francisco de Orellana.

ll'ecnyhondellpuoal Iaboratorio: iomomts 17:00 | Fecha final de Andlisis | 09/10/2015 }:f_” ‘
' Toma de muestra: ]mmwuu  Fecha yHora 07/102015  12:00 |
Identificacion: Suelo en proceso de remediacion.
Parimetros, métodos y resultados de TPHs:
== [
Método de Use Uso Unidad Incertidumbre
E Ref i Acgelh hh‘uu £y Cédigo ' Result ado (K=2)
ITE-AQLAB-56 | EPA 3550 B, 418.1 <2500 | <4000 mgKg | MP | 90000 ~
ITE-AQLAB-56 | EPA3550B,418.1 <2500 | <4000 mgKg | 1 | 80000 -
ITE-AQLAB-56 | EPA 3550 B, 418.1 <2500 | <4000 mgKg | la | 60000 | -
ITE-AQLAB-56 ' EPA 3550 B, 418.1 <2500 | <4000 mg/Kg b 78000 ~
ITE-AQLAB-36 | EPA 35508, 4181 <2500 | <4000 | mgKg | lc | 65000 &~
\ITE-AQLAB-56 | EPA3550B,418.1 <2500 | <4000 | mgKg  1d | 73000 &~
(ITE-AQLAB-56 | EPA3550B, 4181 <2500 | <4000 mgKg  le 113000 =
ITE-AQLAB-56 |EPA3SS0B,4181 | <2500 <4000  mgKg 2 70000 ~
ITE-AQLAB-56 | EPA 35508, 418.1 <2500 | <4000 mgKg | 2a 76000 -
ITE-AQLAB-56 'EPA3SS0B,4181 | <2500 <4000 mgKg 2b 72000 ~
’rrs-AQLAB-so (EPA3SS0B,4181 | <2500 <4000  mgKg 2 78000 ~
{ITE-AQLAB-S6 | EPA33S0B,4I81 | <2500 | <4000  mgKg 2d | 61000 ~
i nE-AQLAB-ss EPA 3ssoa,4m ng/Kg 2¢ 63000 | -

Lkmp«mmﬂamhdmﬁuaﬁnymhmumhsm&
hmwmwhmam

(la, 1b, lc, 1d, le con Pseudomona amgtmmn,huzemfnmpu&h) MP
suelo en proceso de tratamiento, codigo 1 y 2 sin microorganismos (blancos;

M&Mu 16 de marzo de 2016

Los enssyos marcados con (%) oo estin incluidos co el akance de la screditacitn del OAE.
El informe 5010 afeots & b mmacstrs sometids o ensayo. Prohibida la reproduccidn total o parcial por cuslquier medio sin e permiso eserito del laboratorio

Calle Juan Huncite y Fray Gregonio de Aluminia, detrds de Concesionario Mazda. Barrio Con Hogar.
e-mall: laboratorio@aglabec. com - web: www.aglabec.com Teléfono.: (593) 6 2881715 Celular: 0991666858

MC2301-02 Pigina 1 de 1



&RAqlab

Laboratorios de Andfisis y Evaluacion Ambicntal

INFORME DE CONTROL DE CALIDAD 2016 N°: 003

ESPOCH

Solicitado por: Srta. Adriana Cedeflo.

Direccién; Puerto Francisco de Orellana.

Fecha y hora de ingreso al Iaboratorio: ] 26102015 1700 | Fecha fnal de Anlisis | 28/102015 Sl
Toma de muestra: | Srta. Johanna Bastidas Fecha yHoa | 26/102015 1200
Identificacién: Suelo en proceso de remediacion.
Pardmetros, métodos y resultados de TPHs:
= = | | '
| Método de oo o Unidad Incertidumbre |
E Ref. ; Agricola | Industrial ‘ » Cédigo = Result ado (K=2)
—ﬂ'@AQ;AB:}L (EPA 3550 B, 418.1 <2500 | <4000 mg/Kg MP 80000 ~
ITE-AQLAB-S6 |EPAISSOB,4I81 | <2500 | <4000 mgKg 1 132000 =
ITE-AQLAB-56 | EPA 3550 B, 4181 <2500 <4000  mgKg la 59000 =
ITE-AQLAB-56 | EPA 3550 B, 418.1 <2500 | <4000 mgKg | Ib 40000 -~ _
ITE-AQLAB-56 | EPA3550B, 418.1 <2500 | <4000 mg/Kg lc 48000 X |
ITE-AQLAB-56 | EPA 3550 B, 418.1 <2500 | <4000 mg/Kg id _50000 =
ITE-AQLAB-S6 | EPA3SS0B.41S1 | <2500 | <4000  mgKg | le 45000 =
ITE-AQLAB-56 | EPA 3550 B, 418.1 <2500 | <4000 mgKg | 2 31000 =
ITE-AQLAB-56 | EPA 3550B, 418.1 <2500 | <4000  mgKg | 2a | 40000 ~
ITE-AQLAB-S6  EPA 3550 B, 4181 <2500 <4000 mgKg | 2b 32000 ~
ITE-AQLAB-S6 |EPAISSOB.41S.1 | <2500 <4000 mgKg | 2 52000 ~
56| EPA 3550 B, 418.1 " mgKg 24 e

de suelos y cullivos.
i para sitios de uso industrial (

(la, 1b, ¢, 1d, 1 P mm«wmn)(z.,'zb,'ze.z:% Pseudomona putida) M.P
a, 1b, lc, ¢ con Pse 7) (28, 2b, 2c, 2d, 2e con

suelo en proceso de tratamiento, codigo 1y 2 sin nicro

Luu—mmNum(ﬁuthunddmdnhmuOAﬂ.
El informe sdlo afocta a ls muestra sometida o casayo. Probibida la reproduccitn total o parcial por cualqus

Francisco de Orellana, 16 de marzo de 2016

130 escrito del lab

medio sin el p

Calle Juan Huncitc y Fray Gregorio de Aluminia, detrs de Concesionario Mazda, Barrio Con Hogar,
Isboratorio@aglabec.com + web: www,aglabec.com Teléfono,: (593) 62881715 Celular: 0991666858

Pigina 1 de 1
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€Aqlab

Laboratoros de Angliss y Evaluacion Ambiental

INFORME DE CONTROL DE CALIDAD 2016 N°: 004

ESPOCH
Solicitado por: Srta. Adriana Cedefio.
Direccion: Puerto Francisco de Orellana.

Fecha y hora de ingreso al laboratorio: | 10/11/2015 17:00 | Fecha final de Anslisis | 12012018 !I:‘,:gg

| Toma de muestra: | Sra JohsnnaBastiss | Fecha yHon L1205 1200 |

Identificacién: Suelo en proceso de remediacion.
Parimetros, métodos y resultados de TPHs:

Use
‘ Referencia bt
[EPA3SSOB.418.1 | <2500 | <4000

6 EPASSSOBAILI | <2500
(EPA3SSOB.4ISI | <2500

e o R Al

EPA3SSOB4I81 | <2500
[EPA3SSOB,4181 | <2500

[EPA3SSOB.4181 | <2500 |
{EPA3SS0B,4181 | <2500 |
%6 |EPASSSOB.4IRI | <2500 |
AQLAB-56 | EPA 3550 B, 4181
ITE-AQLAB-56 | EPA 3550, 418.1
| ITE-AQLAB-56 | EPA3550B, 4181

(EPA3SSOB, 4181
1

identificacion y remediacion de saclos
las ' de servicio.

§ i sitios de uso industrial ( 360, ofc.).
(la, 1b, Ic, 1d, lecoanudwnmm aﬂvthm )mmzemmupm ) M.P
mdoenptoe«odemmemo.codigolyzsiumimmam(blm)

L«mmﬁmm(ﬂmﬂnmﬁﬂumdm&hmwm
Bﬂum-&aakeh.hmwnmyo. Probibida la reproduccion total o parcial por cualquer medio sm el permiso escrito del laborstario

Calle Juan Huncite y Fray Gregorio de Alumini detris de C ionario Mazda. Barrio Con Hogar.
e-mail: Wmmmmwnbxm Teléfono.: (593) 6 2881715 Celular 0991666858

MC2301-02 Pigina 1 de 1
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&Rqlab

Laboralonos de Analisis y Evaluacon Ambiental

INFORME DE CONTROL DE CALIDAD 2016 N°: 005

ESPOCH
Solicitado por: Srta. Adriana Cedefio.
Direccion: Puerto Francisco de Orellana.

[ #eckiny hoca ds Tngrono Al mhacaborio | | OXI272015 7:001] Fecka st 5o Anbict ozn:uzms‘Tmz’z."g
| Toma de muestra: | Snta Johanna Bastidas Fecha y Hora 04/122015  12:00

Identificacion: Suelo en proceso de remediacion.
Pardmetros, métodos y resultados de TPHs:

[ e Voo | [l | |
ol i Unidad | Codigo | Resultado  '"COvRbMe

:’<zsop | <4000 mgKg | MP | 133% -

LU R RS

| |
fofalelolefafefele
{

[

|ITE-AQLAB-56 | EPA3550B, 4181

|ITE-AQLAB-56 | EPA 3550 B, 418.1
rrE-AQLAB-ss EPA 3550 B,418.1

|ITE-AQLAB-S6 | EPA3550B,4181
|ITE-AQLAB-56 | EPA 3550 B, 418.1
| ITE-AQLAB-56 | EPA 3550B,418.1
ITE-Al QLAB-56 18

Iﬂzh_!_ﬁ mmumumywmamum.umwmma
In industria hidrocarburifera, incluidas las estaciones de servicio.

1). Expresado en base de ia seca (gravimétrico, 105°C, 24 horas).
z)vmmmmmm@ummamym

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

(1a, 1b, Ic, 1d, IeoonPseudawomam@lm)(hZh,k.ﬁd,hmPMpulldn) M.P
suelo en proceso de tratamiento, codigo 1y 2 sin (blancos)

Francisco de Orellana, 16 de marzo de 2016

Los ensayos marcados con (*) no estén meluidos en ¢l alcance de la acreditacidn del OAE.
El informe sélo afecta a la muestra somctida & ensayo. Prohisbids la reproduccidn total o parcial mmmndmmum

Callc Juan Huncite y Fray Gregorio de Aluminia, detrds 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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Laboratonos d¢ Analisis y Evaluacion Ambiental

INFORME DE CONTROL DE CALIDAD 2016 N°: 006

ESPOCH

Solicitado por: Srta Adriana Cedeflo.

Direccion: Puerto Francisco de Orellana.

, Py [ T [ « Tmix: 32°C |
Fechyhondeiupuollhbontoﬂo- | 191222015 17:00 | Fecha final de Andlisis lZI/lZ/ZOIS T min: 22°C |
| Toma de muestra: | Sra_Johanna Bastidas | FechayHo | 190122015 1200
Identificacién: Suclo en proceso de remediacion.

Pardmetros, métodos y resultados de TPHs:

| T | T e e B ‘

Método de el (Rl Unidad | Resut . Incertidumbre

| Ensayo Referencia n | ] Cédigo | ado j (K=2)
(ITE-AQLAB-S6 |EPA3SSOB,4I81 | <2500 | <4000 | mgKe | MP | 10000 | -

xmumwmmmhmrm,mmammumumt
la industria hidrocarburifera, incluidas las de servicio.

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

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

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

M.P suelo en proceso de tratamiento.

Francisco de Orellana, 16 de marzo de 2016

Los ensayos marcados con (*) no estén incluidos en el alcance de la screditacion del OAE.
El informe sdlo afecta a la muestra sometida a ensayo. Probubida la reproduccion total o parcial por cuslquier medio sin el permiso escrito del laboratoeio

Calle Juan Huncite y Fray Gregorio de Aluminia, detrds de Concesionario Mazda. Barrio Con Hogar.
e-mail: laboratorio@aqlabee. com - web: www.aglabec.com Teléfono,: (593) 6 2881715 Cdulr099|666858
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INFORME DE CONTROL DE CALIDAD 2016 N°: 008

ESPOCH
Solicitado por: Srta Adriana Cedeflo.
Direccién: Puerto Francisco de Orellana.

o ingreso al laboratorio: | 220022016 1700 | Fecha final de Andlisis | 24/02/2016 ot
 Toma de muestra: | Srta Johanna Bastidas | Fecha yHora | 2200272016  12:00
Identificacion: Suelo en proceso de remediacion
Pardmetros, métodos y resultados de TPHs:

Método de ' s ] . ,”;: aa | Unidad 1 | tacertidumbre |
Ensayo Referencia » » » Choies | Resalt adde (K=2)
\ITE-AQLAB-S6 | EPA3SSOB,4I81 | <2500 | <4000 mgKg  MP | 5200 | -

I&h_ﬁ MMhmhMm&ymﬁmmMmmhmk
Ia 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 suclos v cultivos.

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

M.P suelo en proceso de tratamiento.

b B o | ol N~

Lotana -85

Francisco de Orellana, 16 de marzo de 2016

Los cosayos marcados con (*) no estdn incluidos en el akeance do la acreditacion del OAE.

El informe solo afecta a la muestra sometida a enssyo. Prohibida la reprodisccién total o parcial por cualquier modso sin o pen esento del lab
Calle Juan Huncite y Fray Gregonio de Aluminia, detrds de Concesionano Mazda. Barrio Con Hogar
e-mail: laboratorio@aqlabec.com - web: www.aglabec com Teléfono.: (593) 6 2881715 Celular: 0991666858

MC2301-02 Pagina 1 de 1
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Laboratorios de Analisis y Evaluacion Ambiental

INFORME DE CONTROL DE CALIDAD 2016 N°: 009

ESPOCH

Solicitado por: Srta. Adriana Cedefio.
Direccion: Puerto Francisco de Orellana.

| Fechay hora de ingreso al laboratorio: | 14032016 10:05 | Fecha final de Anlisis | 22/03/2016 | iﬁfn‘;jg |
| Toma de muestra: | Stta. Johanna Bastidas | Fecha yHora | 14/03/2016 1000 |

Identificacién: Suelo en proceso de remediacion. M.P

_ Parimetros, métodos y resultados:

| J Método de o T Use ,,“,,, Use  Ecosistemas | Unidad‘ T . i
A, la | Industrial |

‘ Parimetros | Ensayo Referencia gr:o ) sen"!bk' 3 MP
' *Cadmio \PEELABSU-0620 | e SOBSM T cp | <qo <1 | mgKg <15 %
| *Niquel PEELABSU-0623 | A S0BSM 5o <100 | <40 | mgKg | 3188 o
*Plomo PEE-LABSU-06/24 | EPA30S0B:SM 1 105 | —500 | <350 mg/Kg | 23,70 ~
|*Plomo | PEELABSU-0624 |q005h 313 | | 8| B0 |
| *H;i T ‘ 1 I S B - B |
w t;f;f::“"’“’“ (ITE-AQLAB-56 | EPA3550B,4181 <2500 | <4000 <1000 mgKg 213511 | ~
*Hidrocarburos | 'EPA 8270B,3550 - . ‘ I
svmicions |[TEAPABS Jogegpp | <2 | <3 | <1 |melg | <0M0 |

Fuente: Regl. to Ambiental para las O, iones Hi uriferas. 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 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, ete.).

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

M.P suelo en proceso de tratamiento.

‘ tlll.'l.)!-" l/ “

| =
el ] UGLAE T )
/i L

guango
CCION TECNICA

Francisco de Orellana, 22 de marzo de 2016

Los ensayos marcados con (*) no estén incluidos en el alcance de la acreditacion del SAE.
El informe solo afecta a la muestra ida 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 Pégina 1 de 1




ANEXO H: CERTIFICADOS DE LAS CEPAS

Q Mlcroblologlcs

Spoclﬁenlonl
Microorganism Name: Pssudomonas esruginosa
c.ulog Number: 0093
Numbes: 693-97
Monnco Number: ATCC® 15442™*
Purity: < 0.1% Total Pellal CFU
Recovery: > 1000 CFUs per Pellat
Passage from Raference: 4

Ezpirlllon Dlh 201774130
Relsass Information:

Quality Control Mﬂm Carol J Stanoch
Release Date: 2015/5/13

Performance
Macroscopic Fealures: : Madiurn:
RO G SRR SBRIROR AL SR S0
Microscoplc Futuru: Mathod:
Stralght or slightly curved gram negative rod. Gram Stain (1)

1D System: Vitek GN (1)

Othar Features/ Challenges: Results

See attached ID System resuits documant.

(1} Oxidace (Kovacs): positive
(1} Motliity 8 Madium: positive

7

Brad Goskowicz, President
AUTHORIZED SIGNATURE

Diwciaimdr. The laat Bighie) of B inl marhar agpesring an ha pecking Alp & manty a Tha & s coriifaats 8 v achal Bese X numba.
of M Gard, with tha short insubstion h revulis thet il
mumm L al pariod, may produce
laended ke and

1 Refer 1o the sncioesd produat

irfividual products sre reesabls 10 B recegnizws culture collection.

ATCC Licensed )
Desiaziee

{1} These Bais ace acredied o ISONEC 170252005,

TESTING CERT #2855.01

Liosnaad Esmblasn, AYCC Lioanand Darivithe word mack and the ATCC sataiog marks redeman of ATCC.
O e B s Yo o s 1o s s v Sean AYCOD lAen, s .

Distribuidor paa el €

MEDIBAC.INC SA

MICROBIOLOGICS
‘Beglslio Banitario AD-541.04-13

cuador de

£ 2012 Micrabiologics, Inc. AR Rights Resarved. 200 Caoper Avenue North Saint Cloud, MN 56303

Fage 1of 1 DOC.286




(@) MICI‘ObIO|OgICS :

8podm :: 2016/10/31
Ilcmuv:l;n.rlm: Pseudomonas putida mmm:

Catalog r: 0702 Quality Control Technologist: Kieshia L Negen
Lot Number; 702-16 Releass Date: 2014/11/13

Reference Numbar: ATCC® 31483 ™

Purity: < 0.1% Total Pellet (:F'I’J...t

Recovery: > 1000 CFUs.per

Passage from Referenca: 2

Performance
Macroscopic Festures: Sadium:
Large, circular, convex, antira edge, pale gray, smocth and glistening. SBAP
Microscopic Features: Method:
memmmwmuwm:mmmm Gram Stain (1)

IDS% Vitek GN (1} Other Fi / Challenges: Results
mm (1) Oxidase (Kovues):: positive

ADONITOL
L- IDASE

H28 TION
BETA-N-ACETYL-GLUCOSAMINIDASE
Giutanmy imidase pNA

GAMMA-GLUTAMYL-TRANSFERASE
FERMENTATION/GLUCOSE
BETA-GLUCOSIDASE

Brad Goskowicz, President
SIGNATURE

-4|¢-¢ov-|-.+.+|+¢-...'f-.oa.+-|uv++|--u-c-|E

i
4
P

Distribuidor paws el Ecuador de
MICRCBIOLOGICS

‘Regietro Sonitorio AD-541.04-13

© 2012 Microbiologics, Inc. All Rights Resenved. 200 Cooper Avenue North Saint Claud, MN 56303 Page 1of 2 DOC 288




ANEXO I: TIEMPOS Y PARAMETRO DE CONTROL

PARAMETRO TIEMPO DE CONTROL
Materia organica Trimestral
NPK Una aplicacién durante el tratamiento
Material de sustrato
LZEBE,IACRAM?E G (Aserrin, tamq de: café, Una aplicaciéln durante_el _tratamiento viendo
(6 meses) arroz, mani, etc.) 0S requerimientos
Aireacion Tres veces por semana
Humectacion o Tres veces por semana
Irrigacion
pH Semanalmente
Temperatura Semanalmente
Analisis Humedad Semana_lment_e_ .
TPHSs De acuerdo a la disponibilidad del
laboratorio

ANEXO J: MANUAL DE PROCEDIMIENTOS



PREPARACION DEL AGAR PCA AQ-LAB

- ' .
6 % q ) PROCEDIMIENTO PARA LA PROC: 01
i Pagina 1 de 3

Laboratorios de Andlisis y Evaluacion Ambiental

PROCEDIMIENTO PARA LA PREPARACION DEL AGAR PCA

INDICE
1. OBUIETIVO: e 2
2. ALCANCE: ... s 2
3. DEFINICIONES Y ABREVIATURAS: ..o 2
4. RESPONSABILIDADES: ... .ottt r e an e s ne e nenne e 2
5. DOCUMENTACION RELACIONADA........cooveieieieieteeteeteeesesiesessessesas s s 2
6. PROCEDIMIENTO ...ttt et nb e n et e n e nne e nnenns 3
B.LFLUJIOGRAMA . et b e Rt a e et R e e nr e b e e renreeneenne e 3
ANEXOS: s 3
ELABORADO: REVISADO: APROBADO:

Johanna Bastidas
Ing. Nelson Shiguango Ing. Armando Meléndrez
ASISTENTE DE LA DIRECTOR TECNICO

DIRECCION TECNICA

Adriana Cedefio
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Laboratorios de Andlisis y Evaluacion Ambiental

PROCEDIMIENTO PARA LA
PREPARACION DEL AGAR PCA

PROC: 01
AQ-LAB
Pagina 2 de 3

1. OBJETIVO:

Establecer los lineamientos y procedimientos necesarios para la preparacion del agar PCA.

2. ALCANCE:

Preparar del agar PCA para utilizarlo para los siguientes procedimientos.

3. DEFINICIONES Y ABREVIATURAS:
MDP: Manual de procedimientos

DT: Director técnico

RC: Responsable de calidad

ADT: Asistente de la direccion técnica

TL: Técnico de laboratorio

4. RESPONSABILIDADES:

ASISTENTE DE ,
DIRECTOR RESPONSABLE 3 TECNICO DE
PROCEDIMIENTO 3 LA DIRECCION
TECNICO DE CALIDAD 3 LABORATORIO
TECNICA
PREPARACION DEL R c
AGAR PCA

R= Responsabilidad

C= Colaboracion

5. DOCUMENTACION RELACIONADA
o ITO-AQLAB-08 Manejo de cepas de referencia.
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Laboratorios de Andlisis y Evaluacion Ambiental

PROCEDIMIENTO PARA LA
PREPARACION DEL AGAR PCA

PROC: 01
AQ-LAB
Pagina 3 de 3

6. PROCEDIMIENTO

6.1FLUJOGRAMA

INICIO

Suspenda 23,5g del polvoen 1 L
de agua destilada

Mezcle bien

Caliente agitando v hierva
durante 1 min para disolver
completamente el polvo

Autoclave a 121°C por 15 min

ANEXOS:

!
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6 10) ) PROCEDIMIENTO PARA LA AQ-LAB
- ey PREPARACION DEL AGUA DE PEPTONA | Péaginalde3

Laboratorios de Anglisis y Evaluacién Ambiental

PROCEDIMIENTO PARA LA PREPARACION DEL AGUA DE PEPTONA

INDICE
1L OBUIETIVO: i 2
2. ALCANCE: ... e n e enes 2
3. DEFINICIONES Y ABREVIATURAS: ... oot 2
4. RESPONSABILIDADES: ... .ottt r e nn e nr e nesneenenne e 2
5. DOCUMENTACION RELACIONADA........cooveieieieieieeiee e esssessisse s seess s 2
6. PROCEDIMIENTO ..ottt e nn e 3
B.LFLUJOGRAMA .. .o 3
ELABORADO: REVISADO: APROBADO:

Johanna Bastidas

Ing. Nelson Shiguango Ing. Armando Meléndrez
ASISTENTE DE LA DIRECTOR TECNICO
DIRECCION TECNICA

Adriana Cedefio
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Laboratorios de Anglisis y Evaluacién Ambiental

PROCEDIMIENTO PARA LA

PREPARACION DEL AGUA DE PEPTONA

PROC: 02
AQ-LAB
Péagina 2 de 3

1. OBJETIVO:

Establecer los lineamientos y procedimientos necesarios para la preparacion del agua de

peptona.

2. ALCANCE:

Preparar el agua de peptona para utilizarlo para los siguientes procedimientos.

3. DEFINICIONES Y ABREVIATURAS:

MDP: Manual de procedimientos

DT: Director técnico

RC: Responsable de calidad

ADT: Asistente de la direccion técnica

TL: Técnico de laboratorio

4. RESPONSABILIDADES:

ASISTENTE DE 3
DIRECTOR | RESPONSABLE 3 TECNICO DE
PROCEDIMIENTO 3 LA DIRECCION
TECNICO DE CALIDAD , LABORATORIO
TECNICA
PREPARACION DEL R c
AGUA DE PEPTONA

R= Responsabilidad

C= Colaboracion

5. DOCUMENTACION RELACIONADA
o ITO-AQLAB-08 Manejo de cepas de referencia
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- PREPARACION DEL AGUA DE PEPTONA | Pagina 3 de 3

Laboratorios de Anglisis y Evaluacién Ambiental

6. PROCEDIMIENTO
6.1FLUJOGRAMA

INICIO

Suspenda 2,55 g del polvoen 1 L
de agua destilada

Mezcle bien

Caliente agitando y hierva
durante 1 min para disolver
completamente el polvo

Autoclave a 121°C por 15 min

'

D




ACTIVACION DE CEPAS AQ-LAB
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Laboratorios de Andlisis y Evaluacion Ambiental

PROCEDIMIENTO PARA LA ACTIVACION DE CEPAS

INDICE
1. OBUIETIVO: e 2
2. ALCANCE: ... s 2
3. DEFINICIONES Y ABREVIATURAS: ..o 2
4. RESPONSABILIDADES: ... .ottt r e an e s ne e nenne e 2
5. DOCUMENTACION RELACIONADA........cooveieieieieteeteeteeesesiesessessesas s s 2
6. PROCEDIMIENTO ...ttt et nb e n et e n e nne e nnenns 3
B.LFLUJIOGRAMA . et b e Rt a e et R e e nr e b e e renreeneenne e 3
ANEXOS: s 4
ELABORADO: REVISADO: APROBADO:

Johanna Bastidas
Ing. Nelson Shiguango Ing. Armando Meléndrez
ASISTENTE DE LA DIRECTOR TECNICO

DIRECCION TECNICA

Adriana Cedefio
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Laboratorios de Andlisis y Evaluacion Ambiental

PROCEDIMIENTO PARA LA
ACTIVACION DE CEPAS

PROC: 03
AQ-LAB
Pagina 2 de 4

1. OBJETIVO:

Establecer los lineamientos y procedimientos necesarios para la activacion de cepas.

2. ALCANCE:

Activar la cepa para utilizarlo para la degradacién de hidrocarburos.

3. DEFINICIONES Y ABREVIATURAS:

MDP: Manual de procedimientos

DT: Director técnico

RC: Responsable de calidad

ADT: Asistente de la direccion técnica

TL: Técnico de laboratorio

4. RESPONSABILIDADES:

ASISTENTE DE LA

DIRECTOR RESPONSABLE . TECNICO DE
PROCEDIMIENTO . DIRECCION
TECNICO DE CALIDAD . LABORATORIO
TECNICA
ACTIVACION DE
R Cc

CEPAS

R= Responsabilidad

C= Colaboracioén

5. DOCUMENTACION RELACIONADA

o |ITO-AQLAB-08 Manejo de cepas de referencia.
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Laboratorios de Andlisis y Evaluacion Ambiental Pagina 3 de 4

6. PROCEDIMIENTO

6.1FLUJOGRAMA

INICIO

Kiwt stik de Pseudomona
aeruginosa v Pseudomona putida.

Se prepard el agar y se coloco en

las cajas Petri
|

Solidificacion del agar en las cajas

Petri
|

Se rompe una capsula y baja el
liquido enriquecido que contiene

las bacterias
|

Se siembra las bacterias con el
hisopo

1

Se realiza frotis para sembrar las
bacterias

!

D
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Laboratorios de Andlisis y Evaluacion Ambiental

PROCEDIMIENTO PARA LA
ACTIVACION DE CEPAS

PROC: 03
AQ-LAB
Pagina 4 de 4

ANEXQOS:

PASO 1

PASO 4

PASO 5
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Laboratorios de Anglisis y Evaluacién Ambiental Pagina 1 de 4
PROCEDIMIENTO PARA EL ANALISIS DE TPHs
INDICE
(O] = N1 = 1 LY/ RO 2
W O Y 1[0 =TT 2
3. DEFINICIONES Y ABREVIATURAS: ...ttt et ea et e ettt ae s e s ereeereesreesaees 2
4. RESPONSABILIDADES: ... .ot eit ettt sttt e e et e st e et s st et e et e sreestereeesseseresereeareesreesreesneas 2
5. DOCUMENTACION RELACIONADA ......oooeeeeeeeeeeeeeeee e eeeseeeseeees e e ee e e e st en et enesananananns 2
6. PROCEDIMIENTO ...oiitiiotte ettt ettt et et et ettt see st st e et eeteesteestaeseseestesaeesaeeseeessesresareesreesreesreeas 3
B.LFLUJOGRAMA ...ttt ettt et e e st et et e et e et e et et et e aeeeteesrteraeenesenresareesreesreearenas 3
F AN (| =) (O 1S SOOI 4
ELABORADO: REVISADO: APROBADO:
Johanna Bastidas
Ing. Nelson Shiguango Ing. Armando Meléndrez
ASISTENTE DE LA DIRECTOR TECNICO
DIRECCION TECNICA
Adriana Cedefio
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Laboratorios de Anglisis y Evaluacién Ambiental Pégma 2de4
1. OBJETIVO:
Establecer los lineamientos y procedimientos necesarios para el analisis de TPHs.
2. ALCANCE:
Analizar los TPHSs para observar la eficiencia de las cepas puras.
3. DEFINICIONES Y ABREVIATURAS:
MDP: Manual de procedimientos
DT: Director técnico
RC: Responsable de calidad
ADT: Asistente de la direccion técnica
TL: Técnico de laboratorio
4. RESPONSABILIDADES:
ASISTENTE DE ,
DIRECTOR | RESPONSABLE ] TECNICO DE
PROCEDIMIENTO , LA DIRECCION
TECNICO DE CALIDAD , LABORATORIO
TECNICA
ANALISIS DE TPHS R C

R= Responsabilidad

C= Colaboracioén

5. DOCUMENTACION RELACIONADA
e ITE-AQLAB-56 Andlisis de TPHs
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DE TPHs
Laboratorios de Anglisis y Evaluacién Ambiental

AQ-LAB
Pagina 3 de 4

6. PROCEDIMIENTO

6.1FLUJOGRAMA

Para el analisis de TPHs se calibra

el Espectrofotémetro infrarrojo.

Se pesa 2g de suelo, 0,3 de silica
v 0,5 se Sulfato de sodio Na2S0O4.
Y se coloca 10mL de hexano para
extraer los TPHs de la muestra de

suelo. Se somete a ulfrasonido

para homogenizar durante 15

Se filtra la mezcla homogénea, se

mide los TPHs en el

Espectrofotometro infrarroio

Y

FIN




‘ nq Lob PROCEDIMIENTO PARA EL ANALISIS Tg&‘g‘
DE TPHs Al
Laboratorios de Andlisis y Evaluacion Ambiental Pagina 4 de 4
ANEXQOS:
PASO 1: Tamizado del suelo seco. PASO 2: Colocando 10mL a los 2g de suelo

Na2SO4.

con 0,3 de silicay 0,5 se Sulfato de sodio

PASO 3: Filtrar

PASO 4: Proceder a medir
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PROCEDIMIENTO PARA LA MASIFICACION DE LA Pseudomona putida
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Laboratorios de Anglisis y Evaluacién Ambiental

PROCEDIMIENTO PARA LA

MASIFICACION DE LA Pseudomona putida

PROC: 05
AQ-LAB
Pagina 2 de 4

1. OBJETIVO:

Establecer los lineamientos y procedimientos necesarios para la masificacion de la

pseudomona putida.

2. ALCANCE:

Masificar la pseudomona putida para que degrade el hidrocarburo en el suelo en menos

tiempo.

3. DEFINICIONES Y ABREVIATURAS:

MDP: Manual de procedimientos

DT: Director técnico

RC: Responsable de calidad

ADT: Asistente de la direccion técnica

TL: Técnico de laboratorio

4. RESPONSABILIDADES:

ASISTENTE DE

DIRECTOR RESPONSABLE , TECNICO DE
PROCEDIMIENTO 3 LA DIRECCION
TECNICO DE CALIDAD 3 LABORATORIO
TECNICA
MASIFICACION DE
LA Pseudomona R C

putida

R= Responsabilidad

C= Colaboracioén

5. DOCUMENTACION RELACIONADA

e ITO-AQLAB-08 Manejo de cepas de referencia.
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6. PROCEDIMIENTO

6.1FLUJOGRAMA

Lugar de trabajo aséptico
|

Los pequefios cuadritos de agar
con la Pseudomona putida se
colocaron en el agua de peptona

Se conserva 24h el agua de
peptona con la bacteria y con
gotas de crudo

l

D
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ANEXQOS:

PASO 1
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Laboratorios de Andiisis y Evaluacién Ambiental | Pseudomona aeruginosa y Pseudomona putida pacina 1 de 4
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1. OBJETIVO:

Establecer los lineamientos y procedimientos necesarios para la conservacion de las cepas

de pseudomona aeruginosa y pseudomona putida (Criobiales).

2. ALCANCE:

Conservar las cepas de Pseudomona aeruginosa y Pseudomona putida (Criobiales) para

posteriormente masificarlas y degrade el hidrocarburo en el suelo.

3. DEFINICIONES Y ABREVIATURAS:
MDP: Manual de procedimientos

DT: Director técnico

RC: Responsable de calidad

ADT: Asistente de la direccion técnica

TL: Técnico de laboratorio

4. RESPONSABILIDADES:

ASISTENTE DE i
DIRECTOR RESPONSABLE ) TECNICO DE
PROCEDIMIENTO . LA DIRECCION
TECNICO DE CALIDAD , LABORATORIO
TECNICA
CONSERVACION DE LAS
CEPAS DE Pseudomona R c
aeruginosa y Pseudomona
putida (CRIOBIALES)

R= Responsabilidad

C= Colaboracion

5. DOCUMENTACION RELACIONADA
o ITO-AQLAB-08 Manejo de cepas de referencia.
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6. PROCEDIMIENTO

6.1FLUJOGRAMA

Destm:é'ﬁl:-'de 24 horas

Tomar 24 tubos tapa rosca |
capaces de contener 10 mL |

Afiadir 3 mL de agua
desmuneralizada v 3 mL de leche
descremada UHT

Autoclave a 121°C por 15 nun

Dejar que ze enfrien

Con la aza de platino tomar
bacterias (tres veces) de las placas
preparadas que va han sido
activadas

Y transferir al tubo estéril que
contiene la mezcla agua-leche

Agitar, etiquetar v colocar
inmediatamente en el congelador

!

D
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ANEXQOS:

PASO 2: La bacteria retirada con la aza se

PASO 1: Con la aza se retira la bacteria coloca e los tubos

PASO 3: Se conserva en refrigeracion
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1. OBJETIVO:
Establecer los lineamientos y procedimientos necesarios para la aplicacion de la técnica de
Landfarming.

2. ALCANCE:
Aplicar de la técnica de Landfarming.

3. DEFINICIONES Y ABREVIATURAS:
MDP: Manual de procedimientos

DT: Director técnico
RC: Responsable de calidad
ADT: Asistente de la direccidn técnica

TL: Técnico de laboratorio

4. RESPONSABILIDADES:

ASISTENTE DE 3
DIRECTOR RESPONSABLE ) TECNICO DE
PROCEDIMIENTO 3 LA DIRECCION
TECNICO DE CALIDAD 3 LABORATORIO
TECNICA

APLICAR DE LA
TECNICA DE R C
LANDFARMING

R= Responsabilidad

C= Colaboracion

5. DOCUMENTACION RELACIONADA
e ITO-AQLAB-08 Manejo de cepas de referencia.
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6. PROCEDIMIENTO

6.1FLUJOGRAMA

INICIO

Preparar el terreno

Colocar sobre una geomembrana

Remocion del suelo

Irrigacion de agua

Anadir nutrientes segun el
requerimiento

FIN
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ANEXQOS:

Relacion de Nutrientes
C: N: P Suelo Agricola

100:10:1 W (Peso)

Donde:

Pcs: Peso suelo contaminado

[TPH]= Concentracion de hidrocarburos totales de petr6leo

Hay que tomar en cuenta que el porcentaje de Carbono total dentro de los TPHSs es del 78 %.
% CTPH=78 %

Entonces tenemos:

W TPH = Pcs * [TPH]

Relacion Carbono: WC = [TPH] % 0.78
Relacion Nitrogeno: WN = %
Relacion Fosforo: wp = %<
100
Datos:
Psc =7kg

[TPH] =? mg/Kg

Calculos:

W TPH = Pcs * [TPH]
W TPH =?Kg

WC = [TPH] % 0.78

WC =7Kg
w2 e
10
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WN =?Kg
WP—WC

100
WP =7 Kg

Concentracion de N 'y P en los fertilizantes.
Urea=46 % N
MAP=11% Ny52 %P
Célculo de la Dosificacion de nutrientes si se conoce la cantidad de N y P en el suelo.
WPs= Concentracion de Fdsforo en el suelo (Kg)
WNs= Concentracion de Nitrogeno en el suelo (Kg)
Datos:
N total suelo= ? mg/Kg
P disponible suelo= ? mg/Kg
WPs= ? Kg
WNs=? Kg

Cantidad (kg) a dosificar de MAP considerando el porcentaje de P en el suelo
WPMap= (WP- WPs)
WPMap=? Kg

MAP= (WPMap/ 0,52)
MAP=? Kg

Cantidad (kg) a dosificar de UREA considerando el porcentaje de N en el suelo y la
cantidad de N en el MAP.

WNUrea= WN- (WNs+WNMAP)
WNMAP= ? Kg

WNUrea= WN- (WNs+WNMAP)

WNUrea = ? Kg




€Aqlab

Laboratorios de Andlisis y Evaluacion Ambiental

PROCEDIMIENTO PARA LA
APLICACION DE LA TECNICA DE
LANDFARMING

PROC: 07
AQ-LAB
Pagina 6 de 8

2. MUESTREO: Aleatorio simple

3. DISPOSICION FINAL:




