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RESUMEN

La extraccion de hidrocarburos en la Amazonia ecuatoriana ha provocado contaminacion del suelo.
En la base de la empresa Triboilgas no existe un sistema de tratamiento, por lo que es necesario
evaluar dos métodos de biorremediacion en suelos contaminados de la base Triboilgas para
remediacion de HAPs y TPH. La biorremediacion ha ganado importancia como una alternativa
para recuperar la calidad de los suelos contaminados, diversas investigaciones han evidenciado que
esta técnica permite remover altos porcentajes de contaminantes, especialmente en suelos de
textura arcillosa, cumpliendo con la normativa del acuerdo ministerial 097A criterios de
remediacion. Los ensayos realizados con los métodos de bioestimulacion, bioaumentacion y el
testigo han logrado disminuir considerablemente los niveles de hidrocarburos totales de petréleo
(TPH) e hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP’s) presentes en el suelo contaminado. Los
resultados de TPH muestran que para la bioestimulacion se reduce un 99,75% (0,18 mg/kg), la
bioaumentacion reduce un 91,24% (6,44 mg/kg) y finalmente el testigo con un 79,28% (15,21
mg/kg) de remediacion, dando como resultado el mejor tratamiento de bioestimulacion, todos los
tratamientos se encuentran dentro de los pardmetros de la normativa del acuerdo ministerial 097A.
Para los HAP’S de acuerdo con los tratamientos se tiene los siguientes datos, la bioestimulacion
reduce en un 43,62% (2549,07), la bioaumentacion en un 61,46% (1558,24) y finalmente el testigo
con una reduccion del 82,65% (784,19) siendo el més efectivo para reducir concentraciones de
HAP’s y biorremediar el suelo. Se puede mencionar que los tratamientos uno y dos reducen los
HAP’s en bajas proporciones, debido a la complejidad del 2-Meltilnaftaleno requiere un proceso
de mayor tiempo o con bacterias que sean especializadas para este tipo de hidrocarburos

aromaticos, que posiblemente no se encontraban en los tratamientos anteriormente mencionados.

Palabras clave: Biorremediacion, bioestimulacion, bioaumentacion, HAP’s y TPH.
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ABSTRACT

Hydrocarbon extraction in the Ecuadorian Amazon has caused soil contamination. There is no
treatment system at the Triboilgas company base, so it is necessary to evaluate two bioremediation
methods in contaminated soils at the Triboilgas base for remediation oh PAHs and TPH.
Bioremediation has gained importance as an alternative to recover the quality of contaminates soils.
Several investigations have shown that this technique allows the removal of high percentages of
contaminants, especially in clay-textured soils, complying with the regulations of ministerial
agreement 097A remediation criteria. The tests carried out with the biostimulation,
bioaugmentation and control methods have achieved a considerable reduction in the levels of total
petroleum hydrocarbons (TPH) and polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs) present in the
contaminated soil. The TPH results show that biostimulation reduces 99,75% (0,18 mg/kg),
bioaugmentation reduces 91,24% (6,44 mg/kg) and finally the control with 79,28% (15,21 mg/kg)
of remediation, resulting in the best biostimulation treatment, all treatments are within the
parameters of the regulations of the ministerial agreement 097A. For PAHs, according to the
treatments, the following data are obtained: biostimulation reduces 43,62% (2549,07 mg/kg),
bioaugmentation 61,46% (1558,24 mg/kg) and finally the control with a reduction of 82,65%
(784,19 mg/kg) being the most effective in reducing PAHs concentrations and bioremediating the
soil. It can be mentioned that treatments one and two reduce PAHs in low proportions, due to the
complexity of 2-methylnaphthalene it requires a longer process or with bacteria that are specialized
for this type of aromatic hydrocarbons, which were possibly not found in the previously mentioned

treatments.

Keywords: Biorremediation, biostimulation, bioaugmentation, HAP's y TPH.
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CAPITULO I

INTRODUCCION

El descubrimiento de petroleos ligeros de muy buena calidad ha sido una carga muy importante
para el desarrollo ambiental de la Amazonia ecuatoriana. El problema de las operaciones de
hidrocarburos comienza con el grave impacto al medio ambiente en cada etapa de la operacion,
afectando principalmente al suelo por la contaminacion de los inevitables vertidos en la zona.

En la actualidad la base de la Empresa Triboilgas, ubicada en la provincia de Orellana, en la ciudad
de El Coca kiléometro 7 via a Lago Agrio, no cuenta con un sistema de tratamiento de suelos,
posteriormente a su contaminacion por los hidrocarburos extraidos en la zona, por lo cual es
necesario realizar un estudio de métodos de biorremediacion para los sustratos solidos y
semisoélidos.

La contaminacién ambiental ocasionada por hidrocarburos se reconoce como uno de los mas graves
problemas de la actualidad, sobre todo cuando se asocia a los derrames accidentales a gran escala.
“Después de ocurrido el derrame la mayoria de los compuestos alifiticos se pierden por
volatilizacion, mientras que algunos hidrocarburos como los policiclicos persisten en la superficie”
(Riojas, et al., 2010).

Actualmente se han desarrollado varios métodos de biorremediacion para restaurar la calidad de
los suelos afectados por la contaminacion por hidrocarburos. Antes de proceder con los procesos
de tratamiento bioldgico, es necesario seleccionar la técnica adecuada, en funcion del tipo de
contaminantes presentes y las propiedades fisico-quimicas del suelo (Donoso & Valladolid, 2023).
Para elegir un método de biorremediacion se debe tener en cuenta el tipo de contaminante que se
desea remediar, las propiedades del suelo y por ultimo la existencia de microorganismos

degradadores del contaminante que se trate de remediar (Riojas, et al., 2010).

El principal interés de este trabajo de investigacion es encontrar métodos de biorremediacion para
poder aportar al cuidado del medio ambiente y la amplia biodiversidad que tiene el Ecuador, la cual
mediante procesos de biorremediacion de los suelos contaminados por hidrocarburos precisamente
en TPH's (Hidrocarburos Totales del Petroleo) y HAP's (Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos),

se dio una solucidn a la biorremediacion a la problematica de contaminacion del recurso suelo.
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Por lo antes expuesto, el proposito fundamental del presente proyecto fue ejecutar la
biorremediacion, para que la base Coca de Triboilgas pueda tener una mejor manejabilidad
ambiental de acuerdo con las extracciones de sustratos que realizan y asi evitar la contaminacion

por acumulacion de hidrocarburos en el suelo.
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CAPITULO I1I

OBJETIVOS

2.1. Objetivo general

Evaluar dos métodos de biorremediacion en suelos contaminados de la base Triboilgas para

remediacion de HAPs y TPH.

2.2. Objetivos especificos

e Realizar la caracterizacion fisicoquimica de los sustratos procedentes de la extraccion
de hidrocarburos de la base coca de Triboilgas, mediante ensayos de laboratorio para
el proceso de biorremediacion.

e Determinar la reduccion de HAPs y TPH mediante la aplicacion de bioestimulacion y
bioaumentacion en sustratos solidos de la extraccion de hidrocarburos de la base coca

de Triboilgas.

2.3. Hipotesis

Hipdtesis alternativa

Mediante el uso de la biorremediacion se reduce la concentracion de HAPs y TPH.

Hipdtesis nula

Mediante el uso de la biorremediacion no se reduce la concentracion de HAPs y TPH.
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CAPITULO I1I
ESTADO DEL ARTE

3.1. Historia del Petroleo en el Ecuador

La historia de la explotacion hidrocarburifera en Ecuador comienza en el afio 1878,
especificamente en la Provincia de Santa Elena, donde se empez6 a realizar las primeras
investigaciones para identificar si existia presencia de crudo en ese yacimiento, posteriormente
después de casi 33 afios se da inicio a los distintos procesos extractivos, en ese mismo afio ocurre
la perforacion del primer pozo ecuatoriano en la Peninsula de Santa Elena, al cual se lo llamo
ANCON 1. Posteriormente en 1919 se funda en Londres la empresa ANGLOU ECUADORIAN
OIILDFIELS LIMITED, quien sera encargada de procesos de exploracion en la peninsula de Santa
Elena. Al término del afio 1961 la empresa ANGLOU, afirma que los yacimientos de la Peninsula
se encuentran agotados y que ya no son rentables. Posterior a esto en los afios 1967 ocurre la
exploracion petrolera en la Amazonia, con el primer pozo llamado LAGO AGRIO 1 de la compaiiia
TEXACO GULF, produciendo 2700 barriles diarios, dando inicio asi al bum petrolero ecuatoriano
(Siguenza, 2007).

El auge de las exportaciones petroleras, a partir de la década de 1970, fue un eje importante en la
historia de la economia ecuatoriana, sobre todo porque estuvo acompafiado por un aumento de los
precios internacionales del crudo. Todo ello condujo a transformar el desarrollo econdémico
ecuatoriano, centrado hasta entonces en un modelo agroexportador. Pero una economia basada en
el petréleo también haria sentir sus efectos. En las décadas de 1980 y 1990, la caida de los precios

del petréleo significo varios impactos negativos en la economia del pais. (Chamorro, et al., 2013,

p-8).
3.1.1. El Petroleo

Segun investigaciones realizadas el petroleo estd formado por una mezcla de hidrocarburos, asi

como lo sefala la siguiente investigacion:

El Petroéleo es un recurso natural no renovable, que se forma por la degradacién anaerobia de los
componentes organicos por largos periodos de tiempo y determinadas condiciones ambientales,

esta formado por una mezcla de varios hidrocarburos (parafinicos, aromaticos y naftalénicos). La
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composicion de crudo es: Carbono 83-87%, Hidrogeno: 11-14%, Oxigeno: 0-1%, Azufre: 0,2-5%,
Nitrogeno: 0-5% y otros componentes en menor cantidad; estas proporciones varia segin el
yacimiento de donde se extrae el petroleo y la cantidad de grados API (medida de densidad). El
grado API es la unidad de medida americana para representar la densidad del petroleo y sus

derivados, precisa cuan liviano o pesado es el petréleo (Gavilanez, 2013, p.41-42).
3.2. Contaminacion de suelos por hidrocarburos

El suelo contaminado con hidrocarburos se refiere a la presencia no deseada y en concentraciones
significativas de compuestos organicos de hidrogeno y carbono (hidrocarburos) en el suelo,
generalmente como resultado de derrames petroleros, fugas de combustibles o desechos
industriales (Donoso & Valladolid, 2023).

La presencia de elementos o sustancias que perjudican la vida bioldgica de un ecosistema se
considera contaminacion del suelo. Puede dafiar la funcidn y sostenibilidad del sistema, vinculada
con la cantidad de hidrocarburos vertidos de manera accidental en el suelo (Lara, 2022).

Los hidrocarburos derivados del petréleo representan una fuente contaminante del medio ambiente
como resultado de la actividad humana. En contacto con el suelo los hidrocarburos causan un efecto
negativo provocando una alteracion fisica y quimica que afecta a la biodiversidad, eliminando el
crecimiento de plantas. La sinergia del contaminante puede alcanzar las capas fredticas,
contaminando asi las fuentes de agua subterraneas utilizadas para el consumo humano y agricola

(Donoso & Valladolid, 2023).

3.3. Biorremediacion en suelos contaminados con hidrocarburos

La biorremediacion implica emplear microorganismos como plantas, hongos y bacterias, ya sean
naturales o genéticamente alterados, con el fin de eliminar sustancias toxicas al transformarlas en
compuestos menos dafiinos o inofensivos para el medio ambiente y la salud humana (Benavides,
et al., 20006).

La efectividad de la biorremediacidn se basa principalmente en la accion de microorganismos que
necesitan oxigeno para prosperar, lo que implica la necesidad de garantizar una oxigenacion
adecuada del suelo (Iturbe, et al., 2001).

Segun Lopez, et al., (2006), en el suelo, la presencia de hidrocarburos obstaculiza la transferencia

de gases con la atmosfera, desencadenando una serie de procesos fisicoquimicos simultadneos como
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la evaporacion y la infiltracion. Le velocidad de estos procesos, asi como su toxicidad, salinidad y
dificultad de tratamiento, varian segun el tipo de hidrocarburo, la temperatura, la humedad, la
textura del suelo y la cantidad derramada.

El termino biorremediacion se emplea para referirse a diversos métodos que hacen uso de seres
vivos como plantas, hongos, bacterias, entre otros, para eliminar (extraer), descomponer
(biodegradar) o cambiar (biotransformar) sustancias organicas dafiinas en productos metabolicos
menos nocivos o inofensivos (Velasco & Volke, 2003).

La investigacion de Trujillo & Ramirez (2012), mencionan que la biorremediacion en suelos se
utiliza para combatir o eliminar agentes contaminantes especificos presentes en el suelo, mediante
la degradacion o conversion de compuestos nocivos en otros menos toxicos 0 en materia organica
en descomposicion. Estos procesos de degradacion y transformacion son comunes en la naturaleza,
y al manipular adecuadamente los sistemas bioldgicos involucrados, es posible acelerar la

velocidad de cambio o descomposicion de manera efectiva.

3.4. Tipos de biorremediacion

En la investigacion de Lujan (2019), existen dos tipos de biorremediacion; in situ que consiste en
el tratamiento de aguas, suelos o arenas contaminadas sin extraerlas del lugar en el que se
encuentran, utilizando (bioaumentacion: haciendo uso de microorganismos vivos al lugar
contaminado o la bioestimulacion, agregando nutrientes al mismo suelo y la atenuacioén natural
referida a una remediacion pasiva que dependerd de los procesos naturales para degradar los
contaminantes del suelo y el agua subterrdnea), en tanto, la biorremediacion ex situ es aquella
donde el proceso se lleva a cabo excavando el lugar, usando biorreactores y compostaje. Por ello,
la biorremediacion in situ es un proceso que resulta eficaz, a la hora de tratar suelos contaminados
con hidrocarburos.

Los tipos de biorremediacion son los siguientes: in situ, ex situ.

3.4.1. Biorremediacion in situ

Las estrategias in situ se enfocan en promover y generar condiciones propicias para el
desarrollo de microorganismos a partir de sustancias contaminantes. Para alcanzar este

propdsito, comunmente se recurre a la introduccion de aire u oxigeno (bioventeno),
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nutrientes (bioestimulacion), microorganismos (bioaumentacion) y/o humedad, junto con

la regulacién de la temperatura y el pH (Lara, 2022).
3.4.2. Biorremediacion ex situ

Los métodos de biorremediacién ex situ abarcan: a) técnicas de biodegradacion en fase
liquida, donde el suelo se combina con agua para crear un lodo junto con microorganismos
y nutrientes; b) procesos de biodegradacion en fase solida, donde los suelos se disponen en
una celda de tratamiento (compostaje) o sobre membranas impermeables (biobalanza),

anadiendo agua y nutrientes (Lara, 2022).

3.5. Ventajas y desventajas de la biorremediacion

Entre las ventajas de la biorremediacion se incluyen su accesibilidad, su aplicabilidad directa en el
entorno a tratar, su impacto ambiental reducido en comparacion con la descomposicion de
contaminantes, y la eliminacion de los costos de transporte al llevarse a cabo en el lugar. Ademas,
puede combinarse con otras tecnologias para mejorar el tratamiento de contaminantes (Jiménez &
Getsemani, 2021).

Una ventaja adicional que es la utilizacion de materiales renovables (residuos y subproductos) que
ha impulsado la biorremediacion en diversos entornos contaminados, se relaciona con el empleo
de recursos como cafia de aztlcar, pulpa de café, aserrin y viruta (Garzon, et al., 2017).
Tecnologias alternativas presentan posibles beneficios en comparacion con los métodos
convencionales, como costos reducidos, menor intrusion en el sitio contaminado, mayor respeto al
medio ambiente en cuanto a sus productos finales y la necesidad minima o nula de tratamientos
posteriores (Petro & Mercado, 2014).

Segin Jiménez & Getsemani (2021), mencionan las desventajas que se destaca es ciertos
componentes clorados o metales pesados muestran resistencia a la degradacion biologica. Ademas,
en el proceso de degradacién microbiana, existe la posibilidad de generar compuestos aun mas
peligrosos que los contaminantes originales a tratar.

Garzon, et al. (2017), menciona que se ha observado que la gestion de plantas fitorremediadoras
no ha sido adecuadamente estudiada ni desde un punto de vista cientifico ni técnico en relacion con

su ciclo de vida. Por lo tanto, no se puede asegurar que el empleo de plantas bioacumuladoras
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pueda resultar en la dispersion de contaminantes al medio ambiente a través del ciclo del carbono,
ni en su distribucion a lo largo de la cadena troéfica.

En entornos donde se requiere una limpieza rapida debido a consideraciones econémicas, politicas
o ambientales, la biorremediacion puede no ser viable, ya que en ocasiones los procesos biologicos

pueden ser mas lentos en comparacion con otras técnicas de limpieza (Ruiz, 2019).

3.6. Hidrocarburos totales del petroleo (TPH)

Los TPH consisten en compuestos de carbone e hidrogeno que tienen baja o nula solubilidad en
agua. Estos compuestos presentan cadenas que varian de 5 a 36 &tomos, compartiendo propiedades
quimicas similares. Se clasifican segiin su densidad, punto de ebullicién, presion de vapor,
solubilidad y polaridad. Debido a la minima diferencia de electronegatividad entre los enlaces
carbono-hidrégeno, estos compuestos son considerados no polares en su estructura (Cevallos &
Garcia, 2018).

Los TPH son una mezcla de hidrocarburos compuestos por hidrégeno y carbono. Se clasifican en
fracciones de hidrocarburos de petréleo que presentan comportamientos similares en el suelo o el
agua estas fracciones contienen una variedad de productos quimicos individuales, como hexano,
aceites minerales, benceno, tolueno, xilenos, naftalina y fluoreno, junto con otros productos
derivados del petroleo y componentes de la gasolina. Las muestras de TPH puedes contener algunas

de estas sustancias o una combinacion de ellas (Castro, 2007).

3.6.1. Efectos ambientales causados por los TPH

Las propiedades fisicoquimicas de los TPH que afectan al medio ambiente contienen hidrocarburos
de cadena larga como parafinas, naftenos, olefinas y compuestos aromaticos, que ingresan al suelo
principalmente durante operaciones relacionadas con el petroleo y sus derivados (Guevara, 2016).
Los hidrocarburos totales del petrdleo pueden afectar negativamente las especies acuaticas,
causando asfixia e intoxicacién por su acumulacion en la membrana celular, lo que altera las
propiedades fisicoquimicas y fisioldgicas de esta, asi mismo, los componentes de petréleo crudo
ligero pueden ser toxicos para las plantas debido a que se absorben facilmente y causan dafio a

nivel celular (Avila, Bersano & Fillmann, 2010).
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3.7. Hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAPSs)

Los hidrocarburos aromaticos polinucleares, o policiclicos, se originan principalmente en recursos
naturales como el petroleo, el carbon y depositos de alquitran, resultantes de la descomposicion de
materia orgénica, asi como de la descomposicion parcial de combustibles fosiles o de biomasa.
Estos compuestos han generado inquietud como contaminantes debido a que ciertas sustancias han
sido clasificadas como carcindgenas, mutagénicas y teratogenas (Pila, et al., 2022).
Segun el estudio de Ortiz, et al. (2011), manifiesta que: las propiedades fisicas y quimicas de los
HAPs que pueden ser candidatos para una mejor dispersion a través de la atmosfera son las de bajo
peso molecular. Los compuestos se encuentran de forma natural en el medio ambiente, pero
también pueden ser producidas como compuestos individuales para efectos de investigacion. Los
HAPs se clasifican seglin su origen en: Biogénico, Petrogénico y Perogénico.
® Biogénicos son compuestos de productos metabolicos de organismos
microscopicos donde se observa que aportan al suelo Haftaleno y Perileno.
® Petrogénicos son derivados del petroleo con compuestos homdlogos alquilados,
ingresan al ambiente de forma gaseosa.
e Pirogénicos son productos de combustibles de material organico: hidrocarburos y
carbon mineral.
Estos compuestos organicos derivados de los combustibles, donde contienen al menos dos anillos
aromaticos. Los HAPs emitidos a la atmosfera por diversas actividades antropicas de manera

gaseosa o particulas a través de corrientes de aire que favorece su dispersion al ambiente.

3.7.1. Efectos ambientales causados por los HAPs

Los HAPs son conocidos por causar un gran efecto negativo en el ambiente ya que son toxicos para
el ecosistema. Son sustancias que facilmente se transportan en el aire dependiendo de las
propiedades.

Las empresas dedicadas a extraer y transportar el petrdleo generan una gran contaminacion de
HAPs al medio ambiente, los estudios realizados en los seres humanos demuestran que las personas
expuestas a través de la respiracion o el contacto de la piel durante largos periodos de tiempo con

mezclas que contienen HAPs y otros compuestos también pueden contraer cancer (ATSDR, 2016).
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3.8. Bioestimulacion

Este proceso implica alterar el ambiente para activar las bacterias presentes con capacidad de
biorremediacion. Esto se logra mediante la adicion de nutrientes esenciales y aceptores de
electrones, como fosforo, nitrégeno, oxigeno o carbono (por ejemplo, melaza), que en condiciones
normales estarian en cantidades limitadas y podrian restringir la actividad microbiana (Godleads,
et al., 2015).

El proceso de bioestimulacion, se provee elementos como nutrientes y electrones que son escasos,
lo que impulsa la actividad metabdlica y el crecimiento de los microorganismos degradadores. Esta
accion incrementa la velocidad de biodegradacion cuando las condiciones ambientales son
adecuadas (Vallejo, Salgado & Roldan, 2005).

Bioestimulacion, ampliamente utilizada para disminuir la presencia de contaminantes, implica
estimular la actividad microbiana natural mediante la aplicacion de soluciones que contienen

nutrientes, oxigeno y electrones en suelos contaminados con hidrocarburos (Gomez, et al., 2009).

3.9. Bioaumentacion

Desde los afios 70, la bioaumentacion ha sido considerada como una alternativa para la
biorremediacion de areas contaminadas por hidrocarburos, consiste en la introduccion de
microorganismos degradadores del petroleo para completar las poblaciones naturales presentes en
el entorno (Godleads, et al., 2015).

La evaluacion de la bioaumentacion en suelos contaminados implica realizar pruebas de laboratorio
que incluyan la caracterizacion de las poblaciones microbianas, identificacion de microorganismos
capaces de colonizar y degradar los contaminantes presentes en el suelo Gomez. et al., (2009).

Es un proceso natural que aprovecha bacterias, hongos y plantas para degradar contaminantes, ya
que estos organismos pueden utilizar los contaminantes orgénicos como fuente de energia en sus

procesos metabolicos, transforméandolos en productos menos toxicos (Licta, 2020).

3.10. Microorganismos benéficos remediadores de HAPs y TPH (Pseudomonas, Aeromonas,

produccion de biosurfactantes)

Segln la investigacion de Vanzetto & Thomé (2022), las bacterias de Pseudomonas no estan
adaptadas a ambientes con un pH inferior a 4,5, y su temperatura 6ptima de crecimiento esta entre

4°Cy 42°C para la degradacion de los hidrocarburos. Por tanto, la temperatura tiene una influencia
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importante, ya que el crecimiento y la actividad metabdlica de los microorganismos son funcion
de este cambio de temperatura. El rango de crecimiento de este género bacteriano es de 10°C a
45°C, y la actividad de crecimiento microbiano se duplica cada 10°C, lo que lo convierte en el
rango Optimo para procesos de biorremediacion (Mufioz & Pacheco, 2017).

Con el articulo publicado por Castillo, More & Cornejo (2020), menciona que a parte de la
Pseudomona hay otra bacteria que muestra potencial para la biorremediacion de HAPs y TPHs es
Aeromonas hydrophila, cuentan con enzimas y maquinaria metabdlica que les permite utilizar los
hidrocarburos como fuente de carbono y energia, contribuyendo asi a eliminarlos del medio
ambiente.

Segin la investigacion de Rakowska (2020), las condiciones de operacion de la bacteria
Pseudomonas son muy importantes para entender su biologia y funcion, especialmente a la hora
de reparar suelos con contaminacion de hidrocarburos y sus derivados.

En la investigacion de Castillo, More & Cornejo (2020), menciona que ademas de estas bacterias,
también es importante destacar el papel de los biosurfactantes en el proceso de biorremediacion.
Los biosurfactantes son moléculas producidas por algunos microorganismos, como bacterias y
hongos, que reducen la tension superficial entre el agua y los contaminantes hidrofébicos, como
los hidrocarburos aromaticos policiclicos y los hidrocarburos totales del petroleo. Esto facilita la
dispersion y disolucion de los contaminantes, aumentando su disponibilidad para la accion de los

microorganismos degradantes.

3.11. Nitrégeno, fosforo y potasio (NPK)

Los microorganismos que descomponen los hidrocarburos en una biorremediacion utilizan estos
compuestos como su fuente de carbono de energia, Aunque los contaminantes y los compuestos
organicos presentes en el suelo suelen proporcionar este carbono necesario, también se requieren
nutrientes esenciales como nitrogeno, fosforo y potasio, que a veces pueden estar en cantidades

limitadas en comparacion con el carbono disponible (Iturbe, et al., 2001).
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CAPITULO IV

MATERIALES Y METODOS

4.1. Materiales, equipos, insumos y reactivos

4.1.1. Materiales
e C(risoles
e Tubos de ensayo
e Papel filtro
e Equipo de proteccion personal (EPP)
e Frascos ambar 1000ml
e Frascos ambar de plastico 100 ml

e Micropipetas

e Cooler
e Pala
e (Guantes

e Jeringas de insulina
e Filtros de 0.20 micras (um) (CHROMAFIL Xtra)
e Melaza
e Suelo nativo de la laguna de Mojanda
e Agua destilada estéril
4.1.2. Equipos
e Estufa (Memmert)
e Autoclave (ican CLAVE)
e Horno mufla (Thermo SCIENTIFIC)
e Cromatografia liquida de alta eficiencia HPLC (Jasco)
e Infrarrojo (Jaco FT/IR-6200)
e Potencidmetro (LAQUA)
e Conductimetro (HANNA)
e Balanza analitica (ADAM)

e Espectrofotometro de absorcion atobmica marca (SensAA GBC)



Espectrofotometro (Thermo Spectrnic)
Tamiz

Agitador magnético

4.1.3. Reactivos

4.2. Métodos

Agar LB (LAB A Neogen Company)
Acetonitrile 1% (FisherChemical)
Diclorometano (Fisher Chemical)
Estandar HAP’s (Restek)

Acido sulftrico (Fisher Chemical)
Peroxido de hidrogeno (Fisher Chemical)
Pastilla catalizadora

Hidroxido de sodio al 35% (Fisher Chemical)
Acido bérico al 4% (Fisher Chemical)
Rojo tashiro

Acido clorhidrico (Merk)

Acido ascorbico

Molibdato de amonio

Tartrato de amonio y potasio (Mallinckrodt)
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Esta investigacion es analitica y experimental, se la desarrollo en dos fases; fase de campo, y fase

laboratorio. La primera fase se llevo a cabo en la ciudad de El Coca ubicada en la provincia de

Orellana, en la empresa Triboilgas donde se obtuvieron las muestras contaminadas de suelo. La

segunda fase se realizd en los laboratorios: Quimica, Microbiologia, Quimica Analitica y

Microbiologia de la Pontificia Universidad Catolica del Ecuador Ibarra.

4.2.1. Localizacion geogrifica

Triboilgas Cia. Ltda. es una empresa ecuatoriana, que brinda servicios de reacondicionamiento,

perforacion y pistoneo de pozos petroleros, cumpliendo estandares de calidad dentro de la industria

Hidrocarburifera, trabajando de manera dptima tanto como empresas privadas como estatales,

dicha empresa se encuentra localizada en las siguientes coordinadas 0°24°05°'S 76°59'45"'W
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ubicada en la provincia de Orellana, en la ciudad de El Coca, en el kilometro 7 via Lago agrio. El
estudio de las muestras de suelo contaminado se llevo a cabo en los laboratorios Quimica Analitica
y Biotecnologia de la Escuela de Ciencias Agricolas y Ambientales, ubicado en la ciudad de Ibarra,

en la provincia de Imbabura.
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4.2.1.1 Mapa de ubicacion de lugar de muestreo
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4.2.2. Toma de muestra del suelo contaminado

Para realizar la caracterizacion fisicoquimica de los sustratos procedentes de la extraccion
hidrocarburos se procedid a tomar las muestras del suelo contaminado que se encontraba
acumulado en las celdas de desechos, después se tamizo las muestras debido a que se encontraba
con material de los tanques, se procedio a pesar 1 kilo en cada frasco ambar, una vez que ya se
obtuvo la cantidad se colocé en el cooler para poder ser trasladadas hasta la Pontificia Universidad
Catdlica del Ecuador Ibarra, una vez ya en la universidad se empez6 analizar los parametros fisico-
quimicos iniciales como: textura, pH, conductividad, Nitrégeno, Potasio, fosforo, materia
organica, los mismos pardmetros se analizd una vez culminada los tratamientos del disefio

experimental (Pefia & Castillo, 2015)

4.3. Analisis fisicoquimicos

Las muestras recientes de suelo contaminado fueron homogenizadas para poder realizar todos los

andlisis correspondientes, al inicio, durante los tratamientos y al finalizar.

4.3.1. pH y conductividad eléctrica

El anélisis de pH se realiz6 bajo la Norma Oficial Mexicana NOM-147-SEMARNAT/SSA1-2004,
se pes6 10 gramos de suelo contaminado mas 50 ml de agua siendo una proporcidn equitativa, es
decir una relacion de 1:5. Esta mezcla se colocd en agitacion durante 20 minutos para después
proceder a medir con el potencidmetro de marca HORIBA, modelo LAQUA. Seguido de esto y la
conductividad eléctrica con la norma TS ISO 11265 con el conductimetro. Después con la misma
muestra se realizoé el analisis de conductividad eléctrica con la norma TS ISO 11265, utilizando el

conductimetro modelo HANNA HI 8733 (Ramirez, Vargas, & Arroyave, 2020)

4.3.2. Textura

Se coloca 100 gramos de suelo seco, el tamizaje de la muestra se realizo con tres tamices siendo
estos el N°30 = 600UM, N°40 =425 UM y N°50 = 300UM, se procedié a mover los tamices para

que el suelo sea tamizado en cada uno, luego se pes6 en contenido de muestra en cada tamiz, una
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vez realizado todo esto se usoé el tridngulo de textura para determinar el tipo de suelo a partir del

porcentaje tamizado en los tamices de 30-40-50 (Andrades, Moliner, & Masaguer, 2015).
4.3.3. Materia organica

El analisis de materia organica se realizdo con la NORMA NTC 5403. Se sigui6 el protocolo de
(Izquierdo & Arévalo, 2021) se procede a pesar una capsula de porcelana (crisol) posterior se pesa
10 gramos de suelo contaminado y se duplica el procedimiento en la otra capsula, se coloca a secar
en el horno durante unas 2 horas a 105°. La masa de la muestra se pesa con exactitud, a
continuacion, se lleva la muestra a 550°C durante 4 horas, y se pesa la masa de la muestra después

de la calcinacion.

4.3.4. Nitrogeno Kjeldahl total (N)

El analisis de la muestra se realizo con el método Kjeldahl, se pesé 2 gramos de la muestra de
suelo contaminado a la cual se adiciona 12 mililitros de acido sulfurico, se adicion6 3.3 mililitros
de perdxido de hidrogeno se le coloco una pastilla catalizadora, después se coloco a digestar de 2
a 3 horas una vez que ya est4 digestada la muestra se procedio a la neutralizacion en la cual se
necesita hidroxido de sodio al 35%, después se coloco 50 mililitros de agua destilada y 50 mililitros
de solucion de hidroxido de sodio al 35%, para la titulacion se realizo una solucidn al 4% de acido
boérico se colocd 50 mililitros de 4cido borico al 4% se le anadid 2 o 3 gotas de rojo tashiro y se
procedio a titular en el equipo de destilacion de nitrogeno Kjeldahl total y esto se procedid a la

titulacion con acido clorhidrico al 0.2 normal (Reagents, 2017).
4.3.5. Fosforo (P)

La muestra se llevo bajo el analisis del método acido ascorbico, se pesd 2 gramos de la muestra
después se manda a digestar, posterior se aforo la muestra en un balon afora de 100 ml se realizo
una disolucién de 4 gramos de molibdato de amonio, 0,27432 gramos de tartrato de amonio y
potasio y 1,76 gramos de 4cido ascorbico, se mezcla el tartrato de amonio y potasio con el acido
ascorbico para producir una mezcla e ir adicionando el molibdato de amonio para que se dé una
reaccion azul posterior a eso se tomd 5 ml de la muestra para colocar en las celdas y proceder a

leer en el espectrofotometro (Lasso , 2007).
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4.3.6. Potasio (K)

El andlisis de las muestras se realizo bajo los métodos oficiales de la AOAC (38) y la USP 39 (31)
por absorcion atomica, se pesd 2 gramos para proceder a dejar secar la muestra durante un dia, la
muestra se coloco a digestar la muestra con agua regia en los crisoles con una relacion de 4cido
nitrico 3ml y 4cido clorhidrico 1ml, se procedi6 después a calentar en la estufa a 80° dejando por
24 horas, después de este tiempo se filtr6 y se aforar la muestra después se llevo a leer la muestra

en el equipo de Espectrofotometro de absorcion atdmica marca (SensAA GBC) (Pérez & Esquivel,

2018).

4.3.7. Preparacion de muestras para los tratamientos

4.3.7.1. Bioestimulacion

Se procedio a pesar 500 gramos del suelo contaminado con petroleo, después se coloco en las
bandejas para poder colocar cada repeticion, para el crecimiento de bacterias se colocé 100ml de
melaza y 900 ml de agua destilada en un frasco en el autoclave a esterilizar durante una hora, se
coloca la después se deja enfriar para proceder a rosear en los tratamientos para conservarlos con
una humedad del 80% para la biorremediacion. El control de la humedad se lo llevo durante 21
dias para que esta humedad no baje del 80% (Suarez, 2013).

4.3.7.2. Bioaumentacion

Se procedio a pesar 500 gramos del suelo contaminado con petrdleo, después se colocd en las
bandejas para poder colocar cada repeticion, después se utilizd 50 g suelo nativo de Mojanda para
crecimiento de nutrientes, se procedié a pesar 5 g de agar LB, y 200 ml de agua destilada y se
colocd a autoclavar por una hora. Después se dejo enfriar y se puso a agitar durante 20 minutos
para después dejar durante 24 horas en la incubadora, y finalmente se filtra la preparacién para
proceder a rosear en los tratamientos para conservar con una humedad del 80% para la
biorremediacion. El control de la humedad se lo llevo durante 21 dias para que esta humedad no
baje del 80% (Suarez, 2013).

4.3.7.3. Testigo

Se procedio a pesar 500 gramos del suelo contaminado con petroleo, después se coloco en las
bandejas para poder colocar cada repeticion, para el testigo se colocd en un frasco boeco 1000 ml

de agua destilada y se envio a la autoclave durante una hora, después se dejo enfriar para proceder
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a rosear en los tratamientos para conservarlos con una humedad del 80% para la biorremediacion.
El control de la humedad se lo llevo durante 21 dias para que esta humedad no baje del 80%

(Suarez, 2013).

4.4. Bioestimulacion y Bioaumentacion (Remediacion) de TPH y HAPs

Se procede a realizar los diferentes tratamientos para la biorremediacion de TPH (Hidrocarburos
Totales del Petroleo) y HAP’s (Hidrocarburos Aromaticos policiclicos) en suelos contaminados

con melaza, suelo nativo y agua.

4.4.1. TPH

Se realizé6 mediante Espectroscopia Infrarroja Transformada de Fourier (FTIR) con los métodos
D5369-93-3540C y 3541 de la US EPA, mediante la cuantificacion de los hidrocarburos totales de
petroleo se realizd usando la curva de calibracion , después se pesd6 10 gramos de suelo
contaminado més 10 mililitros de diclorometano se le agito por 20 minutos a 400 rpm se dejé
decantando por unos 30 minutos después se procedio a filtrar con discos de 0.20 micras, posterior
se toma 0.3 mililitros del filtrado y se coloca en la celda PIKE TECHNOLOGIES para proceder a
leer en infrarrojo (Martinez, Morales, & Alor, 2016).

4.4.2. HAP's

Se realizé la caracterizacion de HAP’s mediante la Cromatografia liquida de alta eficiencia
(HPLC) mediante el método EPHA, inyectando una solucién del estdndar. Luego se buscaron las
condiciones instrumentales Optimas para obtener el mejor cromatograma para los 16 hidrocarburos
aromaticos policiclicos.

La caracterizaciéon de hidrocarburos aromaticos policiclicos mediante HPLC se llevd a cabo
utilizando una solucion de 1 ml del estandar de HAP’s y 50 ml de acetonitrilo, para esto se fue
variando las condiciones de la temperatura y la composicién, con el fin de encontrar las
condiciones Optimas que permitan una buena separacion de los analitos, de esta manera poder sacar
la curva de calibracion de todos los analitos y poder identificar sus tiempos de retencion y su altura
(Cevallos & Garcia , 2018).

Para la lectura de los tratamientos se pesd 1 gramos de cada muestra se realiz6 después una

disolucién con diclometano se agito por unos 3 minutos se procedi6 a extraer con jeringa de 5 ml
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la disolucién, la cual se filtro6 con un disco de 0.20 um, de la muestra filtrada se tomé 0.100 ml
para aforar a 5 ml de acetonitrilo y se inyecto 20 um.
Condiciones del equipo

e Detector: HPLC

e [ongitud de onda: 230 nandmetros

e T° de la columna; 25°C

e Composicion: 80 acetonitrilo y 20 agua

4.5. Disefo experimental

Las unidades experimentales se realizaron con un disefio completamente al azar. Por consiguiente,
se desarroll6 tres tipos de tratamientos, de los cuales se tomd 500 gramos para la realizaron de
cada uno de ellos. El tratamiento uno se realizd por bioestimulacion con melaza, la cual consistié
en reducir la concentracion de contaminantes del suelo mediante la estimulacion de
microorganismos a través de nutrientes, la cual acelera la tasa de biodegradacion. El tratamiento
dos se realizd por bioaumentacion, con suelo nativo de la laguna de Mojanda que se trata de
adicionar microorganismos con altas capacidades de biodegradar el suelo contaminado. El
tratamiento tres con agua, siendo el testigo, consistio en colocar agua en el suelo contaminado, el
cual removera los contaminantes para ser extraidos y proceder a la depuracion de los mismo.

Se realizo los analisis de las muestras compuestas de cada uno de los tratamientos a los 7, 14 y 21

dias, adicional se analiz6 cual de estos tratamientos se redujo mas rapido.

4.6. Variables

4.6.1. Variable/s Independiente/s
e Tratamiento por bioestimulacion
e Tratamiento por bioaumentacion
e Tratamiento con agua
4.6.2. Variable/s dependiente/s
e Concentraciones de hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP’s)

e Hidrocarburos totales de petroleo (TPH)
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Tabla 1
Tratamientos
Tratamientos Descripcion
T1 Suelo contaminado con hidrocarburos mas nutrientes.
T2 Suelo contaminado con hidrocarburos mas bacterias.
T3 Suelo contaminado con hidrocarburos mas agua (testigo).

4.7. Analisis estadistico

Con los resultados que se obtuvo a partir del disefio experimental, se utilizo el programa IBM

SPSS Statistics version 25 ano 2017, licencia gratuita, para el ANOVA con una prueba de Tukey

al 5%, N°. de unidades experimentales: 9 total.
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CAPITULO V

RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Caracterizacion fisicoquimica

Para la caracterizacion fisico quimica inicial se realizaron los analisis de suelo: pH conductividad,
textura, materia organica, nitrégeno, fosforo, potasio (NPK), TPH, HAP’s para lo cual se obtuvo
los siguientes resultados:

Valores iniciales

Tabla 2

Caracterizacion fisicoquimica del suelo

Parametro
Fisicoquimico Unidades Resultados 1Normativa 097/A
Textura Franco arcillo arenoso *x
pH 6,24 6a8
Conductividad puS/cm 171,00 400,00
Materia organica % 6,20 o
Nitrogeno Kjeldahl total % 0,06 *x
Fosforo mg/kg 482,13 ok
Potasio mg/kg 520,00 *x
TPH mg/kg 73,45 620,00
HAP's mg/kg 4521,10 0.1

1: La normativa con la que se comparo es el acuerdo ministerial 097A.

De acuerdo a los datos fisico quimicos obtenidos de una muestra inicial del suelo contaminado se
puede observar los siguientes resultados: el parametro fisico dandonos una textura franco arcillo
arenoso, los parametros quimicos como el pH 6.24, conductividad 171.00 micro siemens por
centimetro, materia organica 6.20%, nitrégeno Kjeldahl total 0.06%, fosforo 428.13 mg/kg,
potasio 520.00 mg/kg, TPH 73.45 mg/kg, HAP’s 4521,10 mg/kg.

5.2. Biorremediacion de HAP's y TPH

Posterior se realizaron tres tipos de tratamientos bioestimulacion (melaza), bioaumentacion (suelo

nativo de Mojanda) y testigo (agua), a los 7, 14 y 21 dias.
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Tabla 3

Resultados de pH
Tiempo Bioestimulacion Bioaumentacion Testigo
7 dias 7,07 7,44 7,51
14 dias 6,75 6,63 6,91
21 dias 6,80 7,22 7,18

En la tabla 3 muestra los resultados del pH tomados a los 7, 14 y 21 dias de los tratamientos A, B
y C. El menor resultado de pH a los 7 dias es en A con 7,07, seguido de B con 7,44 y por ultimo
C con 7,51. Para los 14 dias el pH arroja el menor resultado en B con 6,63, seguido de A con 6,75
y por ultimo el C con 6,91. Finalmente, el pH a los 21 dias muestra los siguientes resultados A con

6,80, seguido del C con 7,18, y la B con 7,22.

Figura 1

Variacion de pH con los tratamientos
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Nota. La figura 1 representa la variacion de pH a los 7, 14 y 21 de los tratamientos A, B 'y C,
obteniendo como resultado una variacion para los tres tratamientos que se encuentran dentro del

rango de 6,5 a 7,5 en presencia de hidrocarburos (petroleo).
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En la investigacion de Martinez & Lopez (2001), menciona que “la variacion para los pardmetros
de pH, contra los factores de concentracién y tipo de hidrocarburos se tienen una diferencia (P <
0.05) en suelos sometidos a contaminacién a dosis de 100 a 150 000 mg/kg, en biorremediacion
se requiere un rango de pH de 6 a 8 (p.14).

De acuerdo con la investigacion AL-Awadhi (2002), los suelos contaminados por derrames de
petroleo tienen una biorremediacion donde disminuye el pH pasando de valores neutros a
ligeramente acidos 7 a 5.

Todos los resultados que muestra la figura 1 se encuentran dentro del rango establecido de 6 a 8
para los dias 7, 14 y 21, y como resultados finales el suelo es ligeramente acido en la A, y neutro

parala By Calos 21 dias.
Tabla 4

Resultados de Conductividad eléctrica

Bioestimulacion Bioaumentacion Testigo
Tiempo (uS/cm) (uS/cm) (uS/cm)
7 dias 591 805 217
14 dias 1386 1441 242
21 dias 1760 1584 216

En la tabla 4 muestra los resultados de conductividad tomados a los 7, 14 y 21 dias de los
tratamientos A, B y C. El menor resultado de conductividad a los 7 dias en C con 217 uS/cm,
seguido de A con 591 uS/cm y por ultimo la B con 804 uS/cm. Para los 14 dias la conductividad
arroja el menor resultado en C con 242 pS/cm, seguido de A con 1386 uS/cm y por ultimo B con
1441 pS/cm. Finalmente, la conductividad a los 21 dias muestra los siguientes resultados C con

216 uS/cm, seguido de B con 1584 uS/cm, y A con 1760 uS/cm.
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Figura 2
Variacion de conductividad eléctrica con los tratamientos
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Nota. La figura 2 representa la conductividad en valores para 7, 14 y 21 dias correspondiente a tres
tratamientos A, B y C, teniendo una variacion considerable en C con valores cercanos a 200 uS/cm,
B con valores cercanos a 1500 uS/cm y A con valores aproximados a 1700 puS/cm.

En el acuerdo ministerial 097A (MAE, 2015) se evidencia que en la tabla 2 de criterios de
remediacion los valores maximos permisibles en la conductividad eléctrica para el uso de suelos
industriales son de 400 uS/cm.

La biorremediacion del suelo a los 21 dias se encuentra dentro de los pardmetros en el tratamiento

C con 216 puS/cm, A y B sobrepasan los valores maximos permisibles por la acidez del suelo.

Tabla 5

Resultados de Materia organica

Tiempo Bioestimulacion Bioaumentacion Testigo
7 dias 13,00 11,85 11,15
14 dias 14,36 11,93 11,45
21 dias 15,10 11,94 11,41
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En la tabla 5 muestra los resultados de materia organica a los 7, 14 y 21 dias de los tratamientos
A, By C. El menor resultado de materia organica a los 7 dias es en C con 11,145 %, seguido de B
con 11,847 % y por ultimo A con 13,000 %. Para los 14 dias la materia orgénica arroja el menor
resultado en C con 11,454 %, seguido de B con 11,932 % y por ultimo A con 14,358 %.
Finalmente, la materia orgénica a los 21 dias muestra los siguientes resultados C con 11,412 %,

seguido de B con 11,938 %, y A con 15,104 %.

Figura 3

Variacion de materia organica con los tratamientos
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Nota. La figura 3 muestra la variacion de la materia orgéanica para los 7, 14 y 21 dias en los tres
tratamientos descritos, teniendo una variacion.

Segun la investigacion de Galantini, at al. (2008), menciona que “la materia organica esta asociada
con los NPK del suelo estos son directamente relacionados con la disponibilidad de nutrientes a
mayor porcentaje mayor remediacion.”

De acuerdo con los resultados obtenidos en A se anadieron bacterias que remediaron
significativamente el suelo contaminado con hidrocarburos con un resultado de 13 a 15.10% de

remocion, los demads tratamientos no obtuvieron una remediacion en materia orgéanica.
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Tabla 6
Resultados de Nitrogeno Kjeldahl total

Tiempo Bioestimulacion Bioaumentacion Testigo
7 dias 0,04 0,07 0,06
14 dias 0,08 0,10 0,07
21 dias 0,08 0,10 0,06

En la tabla 6 muestra los resultados de nitrogeno Kjeldahl total a los 7, 14 y 21 dias de los
tratamientos A, B y C. El menor resultado de nitrégeno Kjeldahl total a los 7 dias es A con 0,04
%, seguido de C con 0,06 % y por ultimo B con 0,07 %. Para los 14 dias el nitrégeno Kjeldahl
total arroja el menor resultado en C con 0,07 %, seguido de A con 0,08 % y por tltimo B con 0,10
%. Finalmente, el nitrégeno Kjeldahl total a los 21 dias muestra los siguientes resultados C con

0,06 %, seguido de A con 0,08 %, y B con 0,10 %.

Figura 4
Variacion de nitrogeno Kjeldahl total con los tratamientos
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Nota. La figura 4 representa la variacion del nitrogeno Kjeldahl total tomando muestras a los 7, 14

y 21 dias para los tratamientos establecidos.
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Por lo tanto, el nitrogeno total medido por el método Kjeldahl es un pardmetro importante para
considerar en la biorremediacion de suelos contaminados con petroleo, ya que es un nutriente
esencial para el crecimiento de los microorganismos degradadores (Iwona & Grzegorz, 2011).

Existe un aumento en los resultados del nitrogeno Kjeldahl total para los dos tratamientos A de

0,04 a 0,08 %, y B de 0,07 a 0,10 % este valor hace referencia al crecimiento de nutrientes del

suelo contaminado.

Tabla 7

Resultados de Fosforo

Tiempo Bioestimulacion Bioaumentacion Testigo
7 dias 361,84 336,01 377,34
14 dias 407,19 405,58 374,18
21 dias 367,11 358,56 414,06

En la tabla 7 muestra los resultados de fosforo a los 7, 14 y 21 dias de los tratamientos A, B y C.
El menor resultado de fosforo a los 7 dias la B con 336,01 mg/kg, seguido de A con 361,84 mg/kg
y por ultimo C con 377,34 mg/kg. Para los 14 dias el fosforo arroja el menor resultado en C con
374,18 mg/kg, seguido de B con 405.58 mg/kg y por ultimo A con 407,19 mg/kg. Finalmente, el
fosforo a los 21 dias muestra los siguientes resultados A con 367,11 mg/kg, seguido de B con

358,56 mg/kg, y C con 414,06 mg/kg.
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Figura §
Variacion de fosforo con los tratamientos
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Nota. La figura 5 representa la variacion de los valores del fosforo en toma de muestras diferentes
hasta los 21 dias para los tratamientos descritos.

Segun el trabajo de investigacion realiza por Gibaja & Merino (2008), indica que “el fosforo junto
con el nitrogeno estd catalogados como nutrientes esenciales para los microorganismos que
degradan hidrocarburos”.

Los resultados del fosforo para los tratamientos A y B no existe variacion de los 7 a los 21 dias
con excepcion de los 14 dias que presenta un aumento, para el tratamiento C se puede notar que
hay un aumento en cada una de las muestras para los 7, 14 y 21 dias por existe un aumento en los

microorganismos de acuerdo a cada tratamiento.

Tabla 8

Resultados de Potasio

Tiempo Bioestimulacion Bioaumentacion Testigo
7 dias 94,47 47,00 42,00
14 dias 176,70 57,63 35,27
21 dias 212,30 33,20 56,07
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En la tabla 8 muestra los resultados de potasio a los 7, 14 y 21 dias de los tratamientos A, By C.
El menor resultado de potasio a los 7 dias es C con 42,00 mg/kg, seguido de B con 47,00 mg/kg y
por ultimo A con 94,47 mg/kg. Para los 14 dias el potasio arroja el menor resultado en C con 35,27
mg/kg, seguido de B con 57,63 mg/kg y por ultimo A con 176,70 mg/kg. Finalmente, el potasio a
los 21 dias muestra los siguientes resultados B con 33,20 mg/kg, seguido C con 56,07 mg/kg, y A
con 212,30 mg/kg.

Figura 6

Variacion de potasio con los tratamientos
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Nota. En la figura 6 seglin la investigacion realizada por Infante & Pérez (2010), que el potasio es
un macroelemento que puede tener un efecto positivo sobre la tasa de biodegradacion de
contaminantes del petrdleo. Si el criterio de la biorremediacion del suelo fuese mas estricto habria
que considerar la adicion de potasio, el potasio es un acelerador de la biorremediacion teniendo
como resultado una mejor condicion de fertilidad en el suelo.

Para el tratamiento A existe un crecimiento significativo desde los 7 dias hasta los 21 dias con un
valor de 212,30 mg/kg, para B el potasio se reduce de los 7 a los 21 dias con un valor de 33,20
mg/kg, para C existe un ligero aumento del potasio de los 7 a los 21 dias con un valor de 56,07
mg/kg, es decir que el tratamiento A y el tratamiento C hay un aumento de microorganismos que

ayudan a biorremediar el suelo contaminado.
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Tabla 9
Resultados de TPH

Tiempo Bioestimulacion Bioaumentacion Testigo
7 dias 50,51 25,76 19,25
14 dias 32,91 19,08 16,19
21 dias 0,18 6,44 15,21

En la tabla 9 muestra los resultados de TPH a los 7, 14 y 21 dias de los tratamientos
bioestimulacion, bioaumentacion y testigo. El menor resultado de TPH a los 7 dias es el testigo
19,251 mg/kg, seguido de la bioaumentacion 25,763 mg/kg y por tltimo la bioestimulacion 50,511
mg/kg. Para los 14 dias los TPH arroja el menor resultado en el testigo 16,186 mg/kg, seguido de
la bioaumentacion 19,082 mg/kg y por ultimo la bioestimulacion 32,909 mg/kg. Finalmente, los
TPH a los 21 dias muestra los siguientes resultados bioestimulacion 0,178 mg/kg, seguido de la
bioaumentacion 6,435 mg/kg, y el testigo 15,214 mg/kg.
Figura 7

Variacion de TPH con los tratamientos
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Testigo 19,25 16,19 15,21
Nota. En la figura 7 se evidencia una variacion considerable de 7 a 21 dias para los tratamientos
bioestimulacion, bioaumentacién por ultimo el tratamiento testigo tiene una variacion de TPH
desde los 7 a 21 dias.

Segun la investigacion de Ojeda, et.al, (2023), muestra que los resultados obtenidos con

biorremediacion con el tratamiento vermicomposta organica se tuvo una mayor remocion de TPH

47



48

del 86 % luego de 60 dias de incubacion, este tratamiento vermicomposta es adecuado para suelos
arcillosos ya que la tasa de degradacion es mayor y por ende reduce los TPH.
Segun las investigaciones de Donoso & Valladolid (2023), menciona en su investigacion que la
biorremediacion por bacterias es eficiente y tiene la capacidad de degradar los hidrocarburos
totales del petroleo (TPH) en suelos contaminados con un porcentaje cercano al 86% en un lapso
de 28 dias.
De acuerdo a la normativa (MAE, 2015) del acuerdo ministerial 097A criterios de remediacion
para suelos industriales indica que sus valores maximos permisibles de TPH son 620 mg/kg, por
lo cual los resultados obtenidos cumplen con la normativa.
De acuerdo a las investigaciones antes mencionados y a los resultados obtenidos se puede
mencionar que debido al tiempo de analisis que son 21 dias se tiene una biorremediacion en TPH
mas eficiente en el tratamiento de bioestimulacion con 0,178 mg/kg, seguido de la bioaumentacion
con valores a los 21 dias de 6,435 mg/kg, y finalmente el testigo después de los 7 dias hasta los 21
dias se evidencia biorremediacion.

Tabla 10

Resultados de HAP s Bioestimulacion

HAP’s Acenaftileno 1-Metilnaftaleno 2-Metilnaftaleno Acenafteno
(Bioestimulacion) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg)

7 dias 451,35 361,15 3117,95 79,65

14 dias 191,30 187,06 2768,26 70,94

21 dias 89,22 17,56 2378,79 63,50

La tabla 10 muestra los HAP’s obtenidos a los 21 dias del tratamiento bioestimulacion dando como
resultado mayor reduccioén en el 1-Metilnaftaleno con un valor de 17,56 mg/kg, seguido del
Acenafteno 63,50 mg/kg, después el Acenaftileno con 89,22 mg/kg y finalmente el 2-
Metilnaftaleno con 2378,79 mg/kg.
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Figura 8

Variacion de HAP s con el tratamiento de bioestimulacion
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Nota. En la figura 8 muestra que la variacion de HAP's con el tratamiento de bioestimulacion se
tiene que el 2-Metilnaftaleno es dificil de biorremediar a los 21 dias.
Tabla 11

Resultados de HAP s Bioaumentacion

HAP’s Acenaftileno 1-Metilnaftaleno 2-Metilnaftaleno Acenafteno
(Bioaumentacion) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg)

7 dias 27,62 195,39 2631,80 62,37

14 dias 25,91 69,86 2175,00 50,89

21 dias 23,84 N/D 1525,93 8,47

Latabla 11 muestra los HAP’s obtenidos a los 21 dias del tratamiento bioaumentacion dando como
resultado en el 1-Metilnaftaleno una reduccion total, seguido del Acenafteno 8,47 mg/kg, después

el Acenaftileno con 23,84 mg/kg y finalmente el 2-Metilnaftaleno con 1525,93 mg/kg.
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Figura 9

Variacion de HAP's con el tratamiento de Bioaumentacion
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Nota. En la figura 9 muestra que la variaciéon de HAP’s con el tratamiento de bioaumentacion se

tiene que el 2-Metilnaftaleno es dificil de biorremediar a los 21 dias.

Tabla 12
Resultados de HAP's Testigo

Acenaftileno 1-Metilnaftaleno 2-Metilnaftaleno Acenafteno

HAP’s (Testigo) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg)
7 dias 83,540 313,810 1545,850 66,760
14 dias 26,680 23,670 1339,900 37,290
21 dias 15,170 N/D 740,450 28,570

Latabla 12 muestra los HAP s obtenidos a los 21 dias del tratamiento testigo dando como resultado
en el 1-Metilnaftaleno una reduccién total, seguido del Acenaftileno 15,17 mg/kg, después el

Acenafteno con 28,57 mg/kg y finalmente el 2-Metilnaftaleno con 740,45 mg/kg.
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Figura 10

Variacion de HAP's con los tratamientos testigo
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Nota. En la figura 10 muestra que la variacion de HAP’s con el tratamiento testigo se tiene que el

2-Metilnaftaleno es dificil de biorremediar a los 21 dias.

5.3. Analisis estadistico de TPH

De a los tres métodos de biorremediacion: bioestimulacion, bioaumentacion y testigo se realizé el
siguiente analisis estadistico para verificar la reduccion de TPH.

Tabla 13

Resultado de TPH

Tiempo Bioestimulacion Bioaumentacion Testigo (mg/kg)
(mg/kg) (mg/kg)

7 dias 50,51 25,76 19,25

14 dias 32,91 19,08 16,19

21 dias 0,18 6,44 15,21

La tabla 13 muestra los resultados de TPH para el tratamiento bioestimulacion que tiene a los 7
dias un valor de 50,51 mg/kg, y a los 21 dias existe una reduccion de 0,18 mg/kg, para la
bioaumentacion se tiene a los 7 dias un valor de 25,76 mg/kg, y a los 21 dias se tiene una
disminucion de 6,44 mg/kg, finalmente el testigo a los 7 dias tiene valores de 19,25 mg/kg, y para

los 21 dias una reduccion de 15, 21 mg/kg.
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En la tabla 2 caracterizacion fisicoquimica del suelo muestra los valores iniciales para TPH de
73,45 mg/kg, el mejor tratamiento a los 7 dias siendo el testigo con un valor de 19,25 mg/kg y a
los 14 dias con valores de 16,19 mg/kg, la bioaumentacién a los 14 dias tiene una reduccion de
19,08 mg/kg, y a los 21 dias la bioestimulacion con un resultado de 0,18 mg/kg.

Tabla 14

Analisis estadistico de TPH para los tratamientos a los 7, 14y 21 dias.

Valor de Valor de Valor de
Bioestimulacion Bioaumentacion Testigo

N Valido 3 3 3

Perdidos 0 0 0
Media 27,86 17,09 16,88
Mediana 32,90 19,08 16,19
Moda ,18 6,44 15,21
Desv. Desviacion 25,54 9,82 2,11
Varianza 652,43 96,36 4,44
Rango 50,33 19,33 4,04
Minimo ,18 6,44 15,21
Maximo 50,51 25,76 19,25

De acuerdo con el analisis de los resultados de TPH para los tres tratamientos, se tiene que la
desviacion para la bioestimulacion esta cercana a la media por tal razoén son datos dispersos, la
bioaumentacion y el testigo se tiene una desviacion mas baja que la media por tal razon son datos

homogéneos.

Segun el promedio el mejor tratamiento para biorremediacion del suelo es el testigo con 16,88
mg/kg, seguido del tratamiento bioaumentacién que tiene un promedio de 17,09 mg/kg y la

bioestimulacion con un promedio de 27,86 mg/kg.
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Figura 11

Analisis estadistico boxplot TPH
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Nota. En la figura 11 nos muestra que para el tratamiento A los datos se encuentran dispersos en

el bigote, para el tratamiento B y C se tiene que no son datos atipicos y no tienen datos dispersos.

Tabla 15
Analisis estadistico ANOVA con el 5%
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Entre grupos 236,70 2 118,35 471 ,65
Dentro de grupos 1506,45 6 251,07
Total 1743,15 8

Se tuvo como resultado del sig 0,65 donde es mayor a 0,05 que indica que se acepta la hipdtesis
alternativa donde menciona que si se reducen los TPH y se rechaza la hipdtesis nula que menciona

que no se reducen los TPH. Es decir que si se reduce las concentraciones de los TPH de acuerdo

con la biorremediacion del suelo.
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Para la bioestimulacion existe una biorremediacion a los 21 dias con un valor de 0,18 mg/kg. Para
la bioaumentacion se tiene una biorremediacion del suelo a los 21 dias de 6,44 mg/kg, es decir que
estos tratamientos si reducen los TPH. Para el tratamiento de testigo a los 21 dias se tiene 15,21

mg/kg, como resultado se tiene la presencia de TPH en mayor grado de concentracion.

Tabla 16
Prueba de TUKEY 5%

Subconjunto para

alfa = 0.05
Grupo N 1
Testigo 3 16,88
Bioaumentacion 3 17,09
Bioestimulacion 3 27,86
Sig. ,68

Se visualizan las medias para los grupos en los

subconjuntos homogéneos.

De acuerdo con el andlisis de Tukey se tiene que los tres tratamientos si proporcionan
biorremediacion del suelo contaminado con hidrocarburos de acuerdo con el valor inicial 73,45
mg/kg y las medias establecidas; testigo 16,88 mg/kg, bioaumentacion 17,09 y bioestimulacion

con 27,86 mg/kg.

5.4. Analisis estadistico de HAP's

De a los tres métodos de biorremediacion: bioestimulacion, bioaumentacion y testigo se realizé el

siguiente analisis estadistico para verificar la reduccion de HAPs.

Tabla 17
Resultado de HAP's
Bioestimulacion Bioaumentacion Testigo
Tiempo (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg)
7 dias 4010,10 2917,18 2009,96
14 dias 3217,56 2321,66 1427,54
21 dias 2549,07 1558,24 784,19
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La tabla 17 muestra los resultados de HAP’s para el tratamiento bioestimulacion que tiene a los 7
dias un valor de 4010,10 mg/kg, y a los 21 dias existe una reduccion de 2549,07 mg/kg, para la
bioaumentacion se tiene a los 7 dias un valor de 2917,18 mg/kg, y a los 21 dias se tiene una
disminucion de 1558,24 mg/kg, finalmente el testigo a los 7 dias tiene valores de 2009,96 mg/kg,
y para los 21 dias una reduccion de 784,19 mg/kg.

En la tabla 2 muestra los valores iniciales para HAP’s de 4521,10 mg/kg, el mejor tratamiento a
los 7 dias siendo el testigo con un valor de 2009,96 mg/kg y a los 14 dias con valores de 1427,54
mg/kg, y finalmente a los 21 dias reduce un valor de 784,19 mg/kg.

Tabla 18

Analisis estadistico de HAP's para los tratamientos a los 7, 14y 21 dias.

Valor de la Valor de la Valor del
Bioestimulacion Bioaumentacion Testigo

N Valido 3 3 3

Perdidos 0 0 0
Media 325891 2265,69 1407,23
Mediana 3217,56 2321,66 1427,54
Moda 2549,07 1558,24 784,19
Desv. Desviacion 731,39 681,19 613,13
Varianza 534934,53 464028,68 375937,39
Asimetria 25 -,36 -, 14
Error estandar de 1,22 1,22 1,22
asimetria
Rango 1461,03 1358,94 1225,77
Minimo 2549,07 1558,24 784,19
Maximo 4010,10 2917,18 2009,96

De acuerdo con el analisis de los resultados de HAP’s para los tres tratamientos, se tiene que la

desviacion es menor a la media por tal razon son datos homogéneos, la bioaumentacion y el testigo

tienen un promedio bajo con relacion a la bioestimulacion.
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Segun el promedio el mejor tratamiento para biorremediacion del suelo es el testigo con 1407,23
mg/kg, seguido del tratamiento bioaumentacion que tiene un promedio de 2265,69 mg/kg y la

bioestimulacion con un promedio de 3258,91 mg/kg.

Figura 12
Anadlisis estadistico boxplot HAP's
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Nota. En la figura 12 nos muestra que para los tratamientos A, B y C, no tienen datos atipicos, es

decir que no hay datos alejados de la media.

Tabla 19
Analisis estadistico ANOVA con el 5%
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Entre grupos 5152157,46 2 2576078.,73 5,62 ,042
Dentro de grupos 2749801,21 6 458300,20
Total 7901958,68 8
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Se tuvo como resultado del sig 0,042 donde es menor a 0,05 que indica que se acepta la hipdtesis
nula donde menciona que no reducen los HAP’s y se rechaza la hipotesis alternativa que menciona
que se reducen los HAP's. Es decir que no se reducen las concentraciones de los HAP’s de acuerdo
con la biorremediacion del suelo.

Para el testigo existe una biorremediacion a los 21 dias con un valor de 784,19mg/kg. Para la
bioaumentacion se tiene una biorremediacion del suelo a los 21 dias de 1558,24 mg/kg, es decir
que estos tratamientos si reducen los HAP's a proporciones muy variadas. Para el tratamiento de
bioestimulacion a los 21 dias se tiene 2549,07 mg/kg, como resultado se tiene la presencia de

HAP’s en alto grado de concentracion.

Tabla 20
Prueba de TUKEY 5%
Subconjunto para alfa =
0.05

Grupo N 1 2
Testigo 3 1407,23
Bioaumentacion 3 2265,69
Bioestimulacion 3 3258,91
Sig. ,33 ,24

Se visualizan las medias para los grupos en los

subconjuntos homogéneos.

De acuerdo con el andlisis de Tukey se tiene mejor resultado de biorremediacion del suelo para los
dos tratamientos (testigo y bioaumentacion) desde los 7 dias a los 21 dias, sin embargo, se tuvo

que el tratamiento bioestimulacidon no difieren en el resultado de los 7 a los 21 dias.

5.5. Discusion

Analizando los resultados de la tabla 2 caracterizacion fisicoquimica del suelo, se puede evidenciar
que TPH presenta un valor inicial de 73,45 mg/kg, aplicando los tres tratamientos
(bioestimulacion, bioaumentacion y testigo se obtienen los siguientes resultados:

En los 7 primeros dias se logra una biorremediacion del suelo més eficiente con el tratamiento

testigo con un valor de 19,25 mg/kg para los 14 dias el mejor tratamiento sigue siendo el testigo
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con 16,19 mg/kg de TPH, seguido del tratamiento bioaumentacion con 19,08 mg/kg. Finalmente,
para los 21 dias el tratamiento mas eficiente es la bioestimulacion con un valor de 0,18 mg/kg de
TPH.

Con esto se puede decir que el testigo es eficiente a los primeros 14 dias de biorremediacion ya
que las bacterias limpian los hidrocarburos totales del petroleo del suelo, pero para cubrir una
biorremediacion total se requiere del tratamiento bioestimulacion ya que las bacterias se adaptan
al suelo y después limpian los hidrocarburos casi en su totalidad.

Segun el acuerdo ministerial 097A (MAE, 2015) criterios de remediacion para suelos industriales
indica que sus valores maximos permisibles de TPH son 620 mg/kg, por lo cual los resultados
obtenidos cumplen con la normativa.

Analizando las tablas 10, 11, 12 se tiene que para los tratamientos de bioestimulacion,
bioaumentacion y testigo el HAP’s con més concentracion es el 2-Metilnaftalenno siendo este
dificil de biorremediar ya que se encuentra en una concentracion muy alta.

Los HAP’s cuentan con valores iniciales de 4521,10 mg/kg, aplicando tres tratamientos
(bioestimulacion, bioaumentacion y testigo) se tiene los siguientes resultados:

Analizando la tabla 17 donde muestra los tratamientos para los 7 primeros dias se tiene una
biorremediacion del suelo mas eficiente con el testigo con un valor de 2009,96 mg/kg, para los 14
dias se tiene que el mejor tratamiento sigue siendo el testigo con 1427,54 mg/kg de HAP's,
finalmente para los 21 dias el testigo cuenta con un valor de 784,19 mg/kg.

Para continuar con la biorremediacion de suelos en HAP’s se deberia continuar con un estudio que

tenga mayor duracioén que se enfoque en la biorremediar el 2-Metilnaftalenno.
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CAPITULO VI

CONCLUSIONES

e El suelo contaminando de la base Triboilgas es de tipo franco arcillo arenoso, este cumple
con la normativa establecida en el acuerdo ministerial 097A, referente a criterios de
remediacion, en los pardmetros de pH (6,24), conductividad eléctrica (171,00 uS/cm) y
TPH (73,45 mg/kg).

e [ os tratamientos aplicados (bioestimulacion, bioaumentacion y testigo) muestra que el pH
obtiene valores de 6,2 a 7,4; esto indica que la muestra es neutra y se encuentra dentro de
los pardmetros normales establecidos dentro del acuerdo ministerial 097A. Los valores de
la conductividad eléctrica muestran un valor de 1760 puS/cm bioestimulacion, 1584 uS/cm
bioaumentacion y 216 uS/cm testigo respectivamente los dos primeros valores no entran
en los parametros de la norma establecida y el testigo si entra en la normativa establecida
en el acuerdo ministerial 097A.

e La biorremediacion de los TPH en el suelo contaminado, inicié en 73,45 mg/kg con una
reduccion en el tratamiento de bioestimulacion del 99,75% a los 21 dias de incubacion
siendo el mejor tratamiento con un valor de 0,178 mg/kg, seguido de bioaumentacion con
el 91,24% equivalente a 6,44 mg/kg, finalmente el testigo con una reduccion de 79,28%
equivalente a 15,21 mg/kg. En la investigacion se tiene una reduccion positiva en TPH, en
los tratamientos para (7, 14 y 21 dias), es decir que si existe una biorremediacion del suelo
y estos se encuentran dentro de los parametros de la normativa del acuerdo ministerial
097A criterios de remediacion para suelos industriales.

e [a Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos muestran un valor inicial de 4521,10 mg/kg,
aplicando los tratamientos para la biorremediacion del suelo para los 21 dias se obtiene los
siguientes resultados; en la bioestimulacion se reducen un 43,62% con un valor final de
2549,07 mg/kg, la bioaumentacion con el 61,46% teniendo un valor de 1558,24 mg/kg y
finalmente el testigo con el 82,65% siendo el mejor tratamiento para la biorremediacion
del suelo con un valor final de 784,19 mg/kg. Se puede mencionar que los tratamientos uno
y dos reducen los HAP’s en bajas proporciones, debido a la complejidad del 2-

Metilnaftaleno requiere un proceso de mayor tiempo o con bacterias que sean
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especializadas para este tipo de aromaticos, que posiblemente no se encontraban en los

tratamientos anteriormente mencionados.
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CAPITULO VII

RECOMENDACIONES

e Se recomienda realizar ensayos con diferentes concentraciones y bajo el tratamiento de
bioestimulacion para verificar la reduccion de TPH en los suelos contaminados con
hidrocarburos.

e Se recomienda realizar un analisis mas especifico de biorremediacion para la reduccion del
2-Metilnaftaleno ya que es un HAP’s muy dificil de reducir con los tratamientos aplicados
en un periodo establecido de 21 dias

e Sec recomienda a la empresa Triboilgas hacer la aplicacion de los métodos de
biorremediacion y capacitacion al personal en los procesos para reducir HAP’s y TPH

presentes en los suelos contaminados generados debido a la actividad petrolera.
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ANEXOS

Anexo 1.

Registro fotografico

a. Toma de muestra de suelos
contaminados con hidrocarburos.

s S5y oVl 2
b. Homogenizacion de muestras y
recoleccion de datos iniciales.

c. Mediciones de Hidrocarburos totales
del petroleo.

d. Med‘ic\:‘i\ones de Hidrocarburos totales
del petroleo.

68

68



Anexo 2.

Picos estdndar HAP’s con tiempos de retencion para curva de calibracion

69

PUNTO 4 PUNTO 5 PUNTO 6
PUNTO 1 2PPM) PUNTO 2 (IPPM) PUNTO 3 (0,5PPM) (0,25PPM) (0,125PPM) (0,0625PPM)
Tiempo de
N° Picos retencion AREA HEIGHT AREA HEIGHT AREA HEIGHT AREA HEIGHT AREA HEIGHT AREA HEIGHT
1 NAFTALINA 0,492 26289 678
2  ACENAFTILENO 1,308 112319 5857 61738 4365 29310 2176 25170 1363 29190 1163 16745 982
3 1-METILNAFTALENO 1,917 13084 1286 6015 605 7378 803 7720 825 6195 668 6835 733
4 2-METILNAFTALENO 2,533 285898 15936 121831 8919 56098 3783 30033 1913 16568 967 5893 404
5 ACENAFTENO 3,192 480536 14157 205668 6333 28665 2894 54207 1779 31482 962 23538 497
6 FLUORENO 4,033 110604 4192 22740 1165 3010 254
7 FENANTRENO 6,475 15418230 361951 7950779 190627 4028657 97454 2095197 51619 1060084 26494 50277 12962
8 ANTRACENO 8,242 12536296 276290 6807540 154902 3537955 82240 1853410 44246 947606 22930 438045 11214
9 FLUORANTENO 9,967 4988074 102324 2531424 52042 1267924 26258 659410 13961 336187 7201 152532 3477
10 PIRENO 12,133 2029834 33860 962685 16763 470245 8322 247833 4450 123041 2270 51024 1015
11 BENZO (a) ANTRACENO 14,458 1091845 15898 494932 7628 213200 3531 112567 1891 55696 977 14213 361
12 CRISENO 16,750 1044312 13543 513745 6776 214312 3164 113016 1690 54880 862 9454 248
BENZO (b)
13 FLUORANTENO 28,725 508700 4145 262301 2108 39589 591 10529 185
BENZO (k)
14 FLUORANTENO 33,392 321598 2503 163664 1256 8620 153
15 BENZO (a) PIRENO 51,633 738312 3409 304574 1585 23502 233
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Anexo 3.

Picos de la curva de calibracion estandar HAP's

Concentracion 2PPM

Intensity [1v]

Peak Info. Table: Standar a 2ppm PUNTO 1 BIEN

R

200000

100000

|—S5tandar a 2ppm PUNTO 1 BIEM - CH1

peak Name

NAFTALINA 2PPM
ACENAFTILENO 2PPM
1VETILNAFTALENO 2PPM
2-METILNAFTALENG 2PPM
ACENAFTENO 2PPM

FLUCRENO 2PPM

FENANTRENO 2PPM

ANTRACENOD 2PPM
FLUCRANTENO 0.2PPM

PIRENG 0.2PPM

BENZO(a) ANTRACENO 0.2PPM
CRISENO 0.2PPM

BENZO(b) FLUORANTENO 0. 2PPM
BENZO(K) FLUORANTENO 0. 1PPM
BENZO(a) PIRENO 0.2PPM

3.192

6.475
8.242
9.967
12,133
14.458
16.750
28.725
33.392
51.633

Area

Height

Area%

0.283
0.033
0.720
1.210
0.279
38.831
31.573
12.563
5.112
2.750
2.630
1.281
0.810

Height% | Quantity
0.079 N/A
0,684 N/A
0.150 Nj/A
1.862 N/A
1654 N/A
0,490 NjA

42,283 NjA
32,276 NjA
11953 NfA
3,955 N/A
1.857 NjA
1.582 NjA
0,484 N/A
0.292 Nj/A

954

1597

ymmetry Factor

1,400
1.520 NjA
1.396 NjA
1.203 NjA
4,552 NjA
1.425
4,087

0.696
0.804

0.742
0.838

Warning

70

70



Concentracion 1 PPM

|—=5tandar a 1ppm PUNTO 2 BIEN - CH1

F:etenﬁo‘n 'i'lmE [min]

Peak Info. Table: Standar a 1ppm PU

#  Peak Name L Area ig Areg% Height% Quantity ] Symmetry Factor | Warning
1 NAFTALINA 1PPM 1 . . 0.958 NfA

2 ACEMAFTILENO 1PPM 1 1.700 4694 589  0.023 0.129 NfA N/A - NfA MfA

3 1-METILNAFTALENO 1PFM 1 1917 6015 605 0.029 0.133 NfA N/A - NfA MfA

4 2-METILNAFTALENO 1PFM 1 2,317 121831 8918  0.597 1.957 NfA 729 1.498 N/A

5  ACENAFTALENO 1PPM 1 3.225 205568 6333 1007 1.390 NfA 218 NfA MfA

6  FLUCRENO 1PPM 1 4.033 22740 1165 0,111 0.256 NfA N/A NfA MfA

7  FENANTREMO 1PPM 1 6,458 7950779 190627 38,947  41.835 NfA 701 1665 0.693
8  ANTRACENO 1PPM 1 8,233 6807540 154902 33.347  33.995 NfA 802 1403 0.818
9  FLUORANTEMO 0.1PPM 1 9.967 2531424 52042 12,400  11.421 NfA 919 1.513 N/A

10 PIRENO 0.1PPM 1 12,133 962685 16763 4716 3.679 NfA 971 1442 0.805
11 BENZO(z)ANTRACENO 0.1PPM 1 14492 494932 7628 2424 1.674 NfA 1131 1.233 N/A

12 CRISENO0.1PPM 1 16800 513745 6776 2517 1.487 NfA 1096 4.524 NjA

13 BENZO(b)FLUORANTENO 0.1PPM 1 28908 262301 2108 1285 0.463 NfA 1200 1.351 0.751
14 BENZO(K)FLUORANTENO 0.05PPM | 1  33.550 163664 1256 0.802 0.276 NfA 1427 4.229 0.827
15 BENZO(z)PIRENO 0.1PPM 1 51925 304574 1585 1492 0.348 N/A 1620 NfA 0.883




Concentracion 0.5 PPM

Intensity [uv]

PR

HRELR

100000

50000

ACEMAFTILENO 0.5PPM

ND2

1-METILNAFTALENG 0.5PPM
2-METILNAFTALENOO, 5PPM
ACEMAFTENO 0.5PPM
FLUOREMO 0. 5PPM
FENANTRENGCO. 5PPM
ANTRACENOO.5PPM
FLUCRANTEMO 0.05PPM
PIREMNO 0.05PPM

BENZO(z) ANTRACENO 0.05PPM
CRISENO 0.05PPM

BENZO(b) FLUCRANTENO 0.05PPM
BENZO(k) FLUORANTENO 0.025

3.267
4.067
6.550

10,108
12,300
14.692

29,200
33.942

3783

Height%

1519

0.254
0.066

Quantity

MTP solution

3720
5652 Nj/A

1.448
1.547 N/A
1511
1.330
6.538
2.656

[=—5tandar a 0.5ppm PUNTO 3 BIEN - CH1]

Retention ‘hme [min]

Symmetry Factor | ‘Warning

0.971

1.297
0.683
0.817

0.802
0.751

1.164
0.679
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Concentracion 0.25 PPM

Intensity [pv]

Peak Info. Table: Standar a 0.25ppm PU

TO 4 BIEN

30.0

Fletenho.n 'i'lme [min]

# | Peak Name 1 Area Height ' Area%: Height%: | Quantity MNTP  Resolution |Symmetry Factor Warning
1  ACENAFTILENO 0.25PPM 1 : 1.094 NfA 104 NfA

2 Peak-002 1 1717 5580 636 0.107 0.511 NfA NfA - NfA N/A

3 1-METILNAFTALENO 0.25PPM 1 1.925 7720 825 0.148 0.662 NfA MNfA NfA NfA

4 2-METILNAFTALENO 0.25PPM 1 2.558 30033 1913 0.576 1.536 NfA 584 1.159 N/A

5 ACEMAFTEMO 0.25PPM 1 3.258 54207 1779 1040 1428 NJA 252 3.917 NjA

&  FENANTREMO 0.25PPM 1 6.633 2095197 51619 40.179  41.442 NfA 854 1817 0.650
7  ANTRACENO 0.25PPM 1 8.442 1853410 44246 35542 35522 NfA 963 1.495 0.819
8  FLUORANTEMNO 0.025PPM 1 10,200 659410 13961 12.645 11.209 N/A 1031 1.580 N/A

9 PIRENO 0.025PPM 1 12,400 247833 4450 4753 3.573 NfA 1088 1519 0,300
10 BENZO(a) ANTRACENO 0.025PPM 1 14750 112567 1891 2159 1.518 NfA 1361 1.370 0.780
11 CRISENO 0.025PPM 1 17.067 113016 1690 2167 1,357 NfA 1451 7.2490 0.841
12 BENZO(b) FLUORANTENO 0.025PPM | 1 29.175 10529 135 0.202 0.143 NfA 5583 NjA 1921

[—Standar a 0.25ppm PUNTO 4 BIEN - CH1|
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Concentracion 0.125 PPM

Peak Info. Table: Standar a 0.125ppm PUNTO 5 BIEN

PR

Peak Name

ACEMNAFTILENQ 0.125PPM
Peak-002

1-METILMAFTALENO 0. 125PPM
2-METILMAFTALENO 0.125PPM
ACENAFTENO 0. 125PPM
FEMANTRENO 0. 125PPM
ANTRACENO 0. 125PPM
FLUORANTEMNO 0.0125PPM
PIRENO 0.0125PPM

BENZO(a) ANTRACENO 0.0125
CRISENOQ 0.0125 PPM

Area

Height | Area%

Height%: |Quantity

1.790 NfA
0.706 NfA
1028 NfA
1,485 N/A
1.481 NfA
40.790 NjA
35.303 NjA
11.086 NfA
3,435 N/A
1,504 NfA
1.327 NjA

1595 NjA

Symmetry Factor

0.689
0.819

0.802

0.819

|—Smndar a 0.125ppm PUNTO 5 BIEN - CH1

‘Warning

Concentracion 0.0625 PPM
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Intensity [pv]

Peak Info. Table: Standar a 0.0625ppm PUNTO 6 BIEN

H

R
=

Peak Name

ACENAFTILENQ 0.0625PPM
Peak-002

1-METILMAFTALENO 0.0625PPM
2-METILMAFTALENO 0.0625PPM
ACENAFTENO 0.0625PPM
FEMANTRENO 0.0625PPM
ANTRACENO 0.0525PPM
FLUORANTENQ 0.03125PPM
PIRENO 0.03125PPM

BENZO(a) ANTRACENO 0.03125PPM
CRISENO 0.03125PPM

CH

R

1.700
1.900
2,600
3.558
6.517
8.300
10,033

14.525
16.833

Area

Height Area%

733
404
497
12962
11214

0.324
0.559
0,482
1.925
40.967
35.803
12,467

1.162
0.773

Height®%  Quantity

3.031 N/A
1.512 NjA
2.264 N/A
1.248 NJA
1535 N/A
40.028 NJA
34.630 NJA
10.737 N/A
3.134 NjA
1.113 NjA
0.767 N/A

NTP | Resolution

117 N/A
NfA  NjA

2781
3795 NjA

N/A

NjA
2.142 NjA
1137
271
1876
1.570

1.904
2.109

|—Smndar @ 0.0625ppm PUNTO & BIEM - CH1|

Retention 'i'lme [min]

Symmetry Factor

0.824
1256
0.681
0.826
0.829

1.046
1.253

‘Warning
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Anexo 4.

Analisis de los tratamientos

BIOESTIMULACION 7 DiAS
Height Concentraciéon mg/kg
ACENAFTILENO 3693,4 547,94 3882 0,903 50 45,135 451,350
I-METILNAFTALENO 327,43 6325 869 0,722 50 36,115 361,150
2-METILNAFTALENO 7936,4 10,973 49502 6,236 50 311,798 3117,950
ACENAFTENO 7057,5 249,31 875 0,159 50 7,965 79,650
BIOAUMENTACION 7 DiAS
Height Concentracion mg/kg
ACENAFTILENO 3693,4 547,94 1228 0,184 15 2,762 27,620
I-METILNAFTALENO 327,43 632,5 1059 1,303 15 19,539 195,390
2-METILNAFTALENO  7936,4 10,973 139258 17,545 15 263,180 2631,800
ACENAFTENO 7057,5 249,31 2685 0,416 15 6,237 62,370
TESTIGO 7 DiAS
Height Concentracion mg/kg
ACENAFTILENO 3693,4 547,94 1165 0,167 50 8,354 83,540
I-METILNAFTALENO 327,43 632,5 838 0,628 50 31,381 313,810
2-METILNAFTALENO 7936,4 10,973 24548 3,092 50 154,585 1545,850
ACENAFTENO 7057,5 24931 693 0,134 50 6,676 66,760
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Anexo 5.

Resultado de HAP's

Pico tratamiento Bioestimulacion (melaza) 7 dias

Intensity [Uv]

40000

20000

Retention Time [min]
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# | Peak Name CH [tR Area Height

1 |ACENAFTILENO 451.350 PPM 1| 1.325 73235 3882
2 | I-METILNAFTALENO 361.150 PPM 1| 1.900 7857 869
3 |2-METILNAFTALENO 3117.950 PPM 1| 2.550] 704897| 49502
4 | ACENAFTENO 79.650 PPM 1] 3.242 15092 875
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Pico tratamiento Bioaumentacion (suelo nativo de Mojanda) 7 dias
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=

100000

78

Fletentic;n 'i'lme [min]

# | Peak Name CH |[tR Area Height

1 |ACENAFTILENO 451.350 PPM 1| 1.275 21387 1228
2 | 1-METILNAFTALENO 361.150 PPM 1| 1.908 12451 1059
3 [2-METILNAFTALENO 3117.950 PPM 1| 2.550| 2068535| 139258
4 |ACENAFTENO 79.650 PPM 1| 3.233 50166 2685
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Pico tratamiento testigo (agua) 7 dias
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=
L
—

30.0
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Retention Time [min]

# | Peak Name CH [tR Area Height
1 |ACENAFTILENO 451.350 PPM 1] 1.283 10400 1165
2 | I-METILNAFTALENO 361.150 PPM 1| 1.942 12516 838
3 |2-METILNAFTALENO 3117.950 PPM 1| 2.542| 365314| 24548
4 | ACENAFTENO 79.650 PPM 1] 3.125 13770 693
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