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RESUMEN

El objetivo del presentetrabajo ha sido la biodegradacion de hidrocarburos totales de petréleo
(TPHSs) de los pasivos ambientales del laboratorio AglLab en Prt. Francisco de Orellana, aplicando
la técnica de bioaumentacion con Pseudomonas sp (autdctona) y Pseudomonas aeruginosa
(comercial). Se trabajo con dos tratamientos a partir de suelo esterilizado: uno inoculado con la
cepa autoctona, y otro inoculado con la cepa comercial, realizando la medicion del pH,
conductividad eléctrica, materia organica, carbono organico total, nitrdgeno, fésforo y la
degradacion de TPHSs, cada 20 dias por un periodo total de 80 dias; para el tercer tratamiento se
empled suelo no esterilizado e inoculado con la bacteria autoctona y se monitoreé durante 100 dias.
La bacteria autéctona fue aislada a partir de los aglomerados del laboratorio en un medio de cultivo
selectivo para Pseudomonas sp., mientras que la activacién de la bacteria comercial se realizo
siguiendo las especificaciones del laboratorio proveedor. Los tratamientos uno y dos logré la
reduccion del nivel de los TPHs fue del 84 % en promedio al cabo de 80 dias, es decir, de
aproximadamente 10000 mg/Kg de TPHSs en la muestra inicial, se consiguié 1500 mg/Kg de TPHs
al final del tratamiento. El tercer tratamiento logrdé una reduccién del 96% del nivel de TPHs,
pasando de mas de 20000 mg/Kg de TPHs a aproximadamente 1000mg/Kg de TPHs al final del
monitoreo, cumpliendo asi con los limites permisibles de la normativa legal en Ecuador. Los
resultados evidencian que la cepa autoctona aislada directamente de los aglomerados demostré una
biodegradacion mas eficiente, sugiriendo trabajar con cepas nativas por presentar mejor
adaptabilidad al medio contaminado, lo que aseguraria procesos de biorremediacién mas rapidos,

eficientes, amigables con el ambiente y a menores costos.

Palabras clave: <BIOAUMENTACION>, <BIODEGRADACION>, <HIDROCARBUROS
TOTALES DE PETROLEO (TPHs)>, <SANEAMIENTO AMBIENTAL>.
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ABSTRACT

The objective of the present workhas been the biodegradation of Total Petroleum Hydrocarbons
(TPHSs) of the environmental liabilities of the AgLab laboratory in Prt. Francisco de Orellana,
applying the bioaugmentation technique with Pseudomonas sp (native) and Pseudomonas
aeruginosa (commercial). We worked with two treatments from sterilized soil: one inoculated with
native strain, and another inoculated with commercial strain, measuring pH, electrical conductivity,
organic matter, total organic carbon, nitrogen, phosphorus, and the degradation of TPHs every 20
days for a total period of 80 days; for the third treatment, non-sterilized soil inoculated with the
native bacteria was used and monitored for 100 days; the native bacterium was isolated from the
laboratory agglomerates in a selective culture medium for Pseudomonas sp, while the activation of
the commercial bacteria was carried out following the specifications of the supplier laboratory.
Treatments one and two achieved an 84% reduction of the TPHSs level on average after 80 days, it
is, approximately 10 000 mg/Kg of TPHs in the initial sample, 1500 mg/Kg of TPHs was achieved
at end of treatment, the third treatment achieved a 96% reduction in the TPHs level from more than
20000 mg/Kg of TPHSs to approximately 1 000mg/Kg of TPHs at the end of the monitoring, thus
fulfilling the permissible limits of legal regulations in Ecuador. The results show that the
autochthonous strain isolated directly from the agglomerates showed more efficient biodegradation,
suggesting to work with native strains to present better adaptability to the contaminated
environment, which would guarantee faster, efficient, and environmentally friendly bioremediation

processes at lower costs.

Keywords: <BIOAUGMENTATION>, <BIODEGRADATION>, < TOTAL PETROLEUM
HYDROCARBONS (TPHs) >, < ENVIRONMENTAL SANITATION= L F
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INTRODUCCION

Planteamiento del problema

Enunciado del problema

El principal ingreso econdmico del Ecuador en las Gltimas décadas ha sido la actividad extractiva

de crudo, principalmente en la region amazonica, donde hay recursos fosiles en gran cantidad
(Becerra, et al., 2013).

La provincia de Orellana es considerada como una de las mas importantes provincias del pais que
alojan a varias empresas petroleras nacionales e internacionales; concretamente el Puerto Francisco
de Orellana, conocido como el Coca, es uno de los puntos clave donde se alojan los principales
centros de operacion de las empresas dedicadas a las actividades extractivas del crudo en todas sus
fases, lo que ocasiona que su ecosistema sea altamente propenso a procesos de contaminacion por

derrames o remanencia del crudo (Alcaldia de Orellana, 2019).

Es por lo que en la actualidad uno de los principales problemas ambientales es la contaminacion del
suelo, agua y aire ocasionada por la explotacion, transporte y almacenamiento del crudo; ademas de

sus derivados como el combustible, grasas y aceites (Juteau, 2012).

Datos obtenidos por el Ministerio del Ambiente muestran que en Ecuador se producen incidentes
menores por derrames de petr6leo comparados con otros paises petroleros, sin embargo, la
descarga del crudo por parte de empresas privadas y publicas ha aumentado considerablemente la
concentracion de este en aguas y sedimentos. Estos derrames son mayormente atribuidos al mal
manejo de equipos y maquinarias, fallas técnicas, fallas geotectonicas y a actividades

antropogeénicas (El Comercio, 2018).

Los derrames de petréleo causan al pais pérdidas econdmicas millonarias. En caso de ocurrir un
incidente de derrame a pequefia o gran escala, la legislacion ecuatoriana vigente,especificamente el
Decreto Ejecutivo 1215 RAOHE, manifiesta que se deben tomar medidas inmediatas para remediar
la zona, dandose un monitoreo constante de los equipos, maquinarias y oleoductos. En este sentido,
existen varias alternativas que pueden utilizarse para mitigar el efecto nocivo de los derrames

petroleros.

Una de ellas es la biorremediacion, que es considerada como una técnica bioldgica de bajo coste y

amigable con el medio ambiente. Dentro de esta técnica, la bioaumentacion permite la utilizacion



de microorganismos altamente especializados para incrementar y mejorar la capacidad de

biodegradacion de la poblacién microbiana natural(Amerex , 2019).

Segun la plataforma virtual Dspace de universidades del Ecuadorhasta el 2019, varios paises del
mundo actualmente estan aplicando la bioaumentacion mediante el uso de microorganismos
especializados para eliminarcontaminantes especificos como son los hidrocarburos totales de
petroleo (TPHSs). En el caso de la bacteria Pseudomonas sp, existen varios estudios que sefialan el
importante uso de este microorganismo en procesos de biorremediacion debido al alto indice de

eficacia en la biodegradacion de TPHs.

El laboratorio de andlisis quimico y proteccion ambiental (AQLAB) ubicado en el Coca, lleva a
cargo trabajos de biorremediacion y almacenamiento de pasivos ambientales. Ademas, realizan
monitoreos constantes de diversas parroguias y ciudades aledafias a la provincia que han sufrido
diferentes tipos de contaminacion tanto por crudo pesado, crudo liviano o cualquiera de sus
derivados. Su objetivo principal es la preservacién y cuidado ambiental por medio del empleo de
técnicas bioldgicas que reduzcan el impacto ambiental, costos y tiempos de remediaciénque estos
pasivos ambientales puedan llegar a tener sin tratamiento alguno, segtn lo estipulado en 2015 en el

Acuerdo Ministerial 061 Reforma del Libro VI del Texto Unificado de Legislacion Secundaria.

La presente investigacion esta enfocada a realizar el tratamiento de los pasivos ambientales
anteriormente mencionados mediante el uso de microorganismos autéctonos, concretamente con la

bacteria del género Pseudomonas sp.

Formulacién (Incognita)

¢Existeuna cepa bacterianaautéctona capaz de resistiry degradar los hidrocarburos totales de
petréleomediante la bioaumentacion?

¢Cual es la eficiencia de labacteria comercial Pseudomonas aeruginosa versus la bacteria autoctona
aisladade zonas contaminadas por hidrocarburos totales de petréleo en término de biodegradacion

de estos?

Justificacion

Los combustibles fosiles son recursos limitados que se utilizan para la obtencion de energia. Dentro
de estos podemos encontrar al petréleo, carbén, gas natural y gas licuado del petréleo, mismos que
se han formado a partir de la acumulacion de grandes cantidades de restos organicos provenientes

de plantas y de animales.



El uso de combustibles fosiles provoca contaminacion atmosférica, gases generadores del efecto

invernadero, lluvia &cida y enfermedades respiratorias(Herndon, y otros, 2019)

La actividad hidrocarburifera del Ecuador es uno de los principales motores que mueve la
economia del pais y por ello es imposible parar o sustituir el uso de este tipo de recursos.Dicha
actividad emana al medio ambiente grandes cantidades de contaminantes que amenazan la calidad
de aguas y suelos. Es por esto en los ultimos afios nace la necesidad de buscar soluciones a dichos

problemas especificos para cada contaminante ya sea en suelo, aire o agua.

Gracias a la biotecnologia se ha desarrollado diversas metodologias que permiten restaurar el suelo,

agua e incluso el aire, de acuerdo con las necesidades y dimensiones del problema (Gurrola, 2008).

Una de las técnicas usadas hoy en dia para la recuperacion de suelos contaminados con
hidrocarburos es la biorremediacion, en la cual se usan bacterias para la biodegradacion efectiva de
hidrocarburos totales de petréleo (TPHs). Hoy en dia, gracias a los avances bioldgicos y
tecnoldgicos, es mucho mas facil recurrir a cualquiera de los procesos de biorremediacion como
fitorremediacion, bioestimulacion, bioaumentacion, entre otros; donde usan organismos vivos para

tratar estos contaminantes yendo desde microorganismos hasta plantas (Alexander, 1994).

En este contexto, la bioaumentacién surge por la necesidad de disminuir el impacto ambiental de
un area afectada o contaminada por la presencia de hidrocarburos con el fin de detoxificar
contaminantes en los diferentes ambientes (suelos y aguas) por medio del uso estratégico de
microorganismos, plantas o enzimas (Arora, et al., 2015). Este mecanismoinvolucra la introduccion
artificial de poblaciones viables mediante la bioacumulacion utilizando células vivas y la

biosorcion mediante biomasa microbiana muerta.

Por otro lado, la bioestimulacion permite la activacion de la poblacion microbiana nativa; estas
técnicas se caracterizan por ser tecnologias de remediacion promisorias desde el punto de vista

economico y de efectividad (Rajendran, et al., 2003).

Dentro de los grupos bacterianos mayormente usados con proposito de biorremediacion, podemos
mencionar al género Pseudomonas sp. considerado como uno de los grupos mas heterogéneos y
ecoldgicamente importantes de las bacterias degradadoras de hidrocarburos (Ugur, et al., 2012; Agrawal,
T., 2015; Kumar, et al., 2015). Ademas, se ha encontrado bacterias que exhiben actividades de control
biolégico y biorremediacion como las correspondientes a los géneros Klebsiella sp.,
Chromobacterium sp., Flavimonas sp., Enterobacter sp., Agrobacterium sp., Burkholderia sp.,
Sphingomonas sp. y Bacillus sp. Cuyas cepas evaluadas tienen potencial enzimético para degradar

hidrocarburos (Narvéez, et al., 2008).



Los primeros estudios acerca de este microorganismo datan de finales de los 50s, cuando
Leadbetter y Foster (1959) observaron que Pseudomonas methanica oxidaba el etano, pero no
podia ocuparlo como fuente de carbono. Este fue el primero de una serie de articulos del grupo de
Foster, quienes subsecuentemente observaron que esta bacteria, al crecer en un medio con metano,
podia transformar diferentes hidrocarburos(Garcia-Rivero, et al., 2008).. Ademas, en la actualidad la
bacteria Pseudomonas aeruginosa es uno de los microorganismos mas usados y estudiados en
biorremediaciéon 'y presenta una serie de actividades naturales sobre xenobiéticos.
Lamentablemente, también es conocida por ser un patdgeno oportunista en humanos y causante de
complicaciones graves en personas inmunosuprimidas, con quemaduras severas o con fibrosis

quistica (Rockne, et al., 2000).

Mediante el aislamiento selectivo bacteriano, se llevara a cabo experimentos a nivel de laboratorio
con la finalidad de poder aplicarlo en el campo para evaluar la biodegradacién de los TPHs en
suelos, gracias a las cepas bacterianas aisladas, no sin antes ajustar las condiciones ambientales
Optimas para el crecimiento bacteriano (Echeverri, et al., 2011). Dichos estudios fueron realizados en

las instalaciones del laboratorio AgLab, ubicado en la ciudad del Coca, provincia de Orellana.

La presente investigacion trata de reforzar la capacidad biorremediadora dePseudomonas sp.con el
objetivo de proponer soluciones econémicas y eficientes para tratar suelos contaminados con crudo
en derrames de todo el pais, promoviendo asi el interés de empresas especializadas en
biorremediacion y a su vez fomentando el interés del estudio de todas las especies de Pseudomonas

spcomo degradadoresde compuestos hidrocarburiferos.



OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION

Objetivo General

. Analizarel efecto de la bioaumentacion con bacterias autéctonasfrentea Pseudomonas

aeruginosa comercialen sueloscontaminados con hidrocarburos totales de petréleo.

Objetivos Especificos

o Determinar las condiciones fisico-quimicas del suelo contaminado antes, durante y después
del tratamiento.

o  Aislar cepas debacteriasautéctonasdegradadoras de hidrocarburos totales de petr6leo presente
en suelos deaglomerados de AgLab.

o Evaluar lacapacidad de biodegradacion delas cepas bacterianas escogidas frente a
hidrocarburos totales de petréleo.

o Comparar la eficiencia de la bacteria autéctona frente a la bacteria comercialPseudomonas

aeruginosa.



CAPITULO I

1. MARCO TEORICO

1.1. Antecedentes

En el pasado, el desarrollo incontrolado de las actividades petroleras causé grandes impactos
ambientales, sanitarios y sociales en todo el pais. En particular, la actividad de la compafiia
petrolera Texaco, que operd en Ecuador entre 1964 y 1992, habria derramado en la naturaleza una
cantidad de petroleo que supera en un 50% a los 10,8 millones de galones correspondientes al
derrame del Exxon Valdez en las costas de Alaska en 1989, cuya limpieza costé mas de 7.000
millones de dolares (Almeida, et al., 2008).

Desde el punto de vista social, se ha mostrado también los numerosos impactos de la actividad
petrolera en la region amazoénica (Jochnick, 1994; Maldonado, et al., 2003; Orta, et al., 2007; Beristain, et al.,
2009)como: pérdidas culturales, destruccion no compensada de los recursos naturales utilizados
cotidianamente por las poblaciones; violacién de los derechos indigenas y de los territorios
ancestrales; pérdida de cohesion social; pérdida de productividad de la tierra y morbilidad elevada

de los animales, que en conjunto han puesto en peligro los sistemas locales de subsistencia
(Bustamante, et al., 2007).

Desde un punto de vista historico y a escala de la provincia amazénica, el dinero del petréleo sirvio
en un momento dado para mejorar las condiciones sociales y econémicas de vida de la poblacion,
pero su aporte se redujo rapidamente. Ademas,se estima que en las dos provincias petroleras
(Sucumbios y Orellana) hay un porcentaje mayor de pobreza que en el promedio nacional, pero no

son los mas pobres del pais (Bustamante, et al., 2007).

Por otro lado, una contaminacion ambiental continua y permanente, a pesar de tener un bajo
impacto a corto plazo, puede tener consecuencias sanitarias importantes a largo plazo. En Ecuador,
a pesar de las posibles consecuencias sanitarias (San_Sebastian, et al., 2001; Hurtig, 2004)l0s efectos sobre
las poblaciones locales expuestas a productos petroleros, en particular, a hidrocarburos aromaticos
policiclicos (HAPs) y a hidrocarburos totales de petréleo (TPHs), no han sido descrito

precisamente, ni han sido realmente puestos en el agenda politica del gobierno (Bissardon, et al., 2013).

Por ello se llevan empleando medidas biocorrectoras en la descontaminacién de suelos y aguas
contaminadas por hidrocarburos desde hace décadas con importante éxito. A mediados del siglo

XX se desarrollaron lasprimeras investigaciones encaminadas a estudiar el potencial de los



microorganismos para biodegradar contaminantes (Cedillo, 2013). Este “uso” intencionado recibid

entonces el nombre de biorremediacion.

De esa fecha en adelante es uno de los principales métodos para biorremediar contaminantes
especificos en periodos de tiempos muy cortos;las primeras técnicas que se aplicaron fueron
similares a la labranza y sus actores las compafiias petroliferas. Durante los afios 90 el desarrollo de
las técnicas de burbujeo de oxigeno hizo posible la biorremediacion en zonas por debajo del nivel
freético. Paralelamente se desarrollaron métodos de ingenieria que mejoraron los rendimientos de

las técnicas méas populares para suelos contaminados (Roberts, 1998).

Dentro de este marco, el Laboratorio de Analisis y Evaluacién Ambiental, (AgLab) enmarca sus
actividades dentro de un Sistema de Gestion de Calidad afin a los requisitos de la Norma NTE
INEN ISO/IEC 17025:2018, y en este accionar proporciona servicios de analisis de aguas, suelos,
lixiviados y alimentos, con autonomia e integridad, para garantizar la calidad y confiabilidad de sus
resultados. Ademas, promueve temas investigativos con respecto al cuidadoambiental y sanitario
tanto enbiorremediacién como en validacién de métodos para contribuir con el desarrollo de

nuevos tratamientos para la proteccién ambiental.

1.2. Bases tedricas

1.2.1. Caracteristicas del hidrocarburo

Segln Montoya, et al. en el 2002 menciona que el petréleo es esencialmente una mezcla compleja
de hidrocarburos de naturaleza quimica que se distinguen por poseer temperaturas de ebullicién

distintas. Estos se pueden clasificar en cuatro tipos de generales:

Parafinas o Alcanos: La serie parafinicas de los hidrocarburos se caracteriza por la regla de los
atomos de carbono se hallan unidos mediante enlaces sencillos y otros estan saturados con &tomos

de hidrogeno;(Montoya, et al., 2002).

Naftenos: Se denomina naftenos a los hidrocarburos cicloparafinicos en los que todos los enlaces
disponibles de &tomos de carbono estan saturados con hidrégeno, hay muchos tipos de naftenos
presentes en el crudo de petrdleo; pero excepto para los compuestos de peso molecular més bajo,

no se trata generalmente como compuestos individuales (Montoya, et al., 2002).

Arométicos: Esta serie, a diferencia de las anteriores, son quimica y fisicamente diferentes ya que

estas contienen un anillo bencénico que no esté saturado (Montoya, et al., 2002).



Olefinas: Esta serie se forma durante el proceso de deshidrogenacién de parafinas y naftenos

(Montoya, et al., 2002).

Dependiendo de la fuente, los hidrocarburos oy rm o o
pueden ser numerosos. Ademas, el nimero e a¥zis ORI S
de los componentes individuales en los

Ciclo Alcanos

diferentes tipos de petréleo es muy grande, lo = O

que crea enormes retos al analista quimico R . Y
para su identificacion y caracterizacion. Por I:ISDU

- . g . . Aromaticos
ello hay otro tipo de clasificacion segin sus

compuestos saturados de atomos de carbono ..@

e hidrogeno; de cadena lineal (alcanos), O::U @-@
compuestos  aciclicos  (cicloalcanos) 'y St

compuestos aromaticos conteniendo cuando Figura 1-1: Estructura quimica de los
menos un anillo bencénico + en su estructura principales hidrocarburos.

molecular (Figura 1-1). Fuente:(Botello, et al., 2005).

1.2.1.1. Composicion quimica de los Hidrocarburos en el petréleo

Los principales componentes del petréleo son los hidrocarburos (compuestos quimicos que
contienen Unicamente hidrégeno y carbono), los cuales representan el 50-98% en relacion a la

composicidn total(Clarck, et al., 1977).

Dependiendo del método usado para la determinacion de Hidrocarburos Totales del Petrdleo
(TPHs), algunos de los compuestos que contienen oxigeno, nitrogeno y azufre pueden ser incluidos
en la cuantificacion de TPHSs, aunque por definicion, estos compuestos no son hidrocarburos. Dada
la complejidad del sistema puede resultar muy dificil identificar todos los componentes del petr6leo

y sus derivados (Posthuma, 1977), explicados con mayor detalle en la Tabla 1.1.

Tabla 1-1. Clasificacion de los hidrocarburos del petréleo.

Tipo deHidrocarburo Nombre Formula general
) Alifaticos / Alcanos CnH2n+2
Hidrocarburos saturados
Aliciclicos / Cicloalcanos CnH2n
) Algquenos / Olefinas CnH2n (C=C)
Hidrocarburos Insaturados i ;
Alquinos / Acetilenos CnH2n- 2 (C=C)
Benceno C6H6 (anillo aromatico)
Aromaticos i
Alquilbenceno C6H6-CnH2n




C6H6-CnH2n-2

) ) Dos 0 més anillos
Hidrocarburos Aromaticos . ]
o (PAHS) aromaticos unidos entre
Policiclicos )
Si

Fuente:(Clarck & Brown, 1977).
Realizado por: Edwin Licta, 2019

La gran mayoria de estos compuestos ciclicos contienen una serie de constituyentes de importancia
menor y que, a semejanza de los isoprenoides, también estan formados por precursores especificos
ya sea de plantas o animales (Posthuma, 1977). Ademas, son empleados como “marcadores
moleculares” de gran uso e importancia en estudios geoquimicos y del comportamiento de

derrames (Albaigés, et al., 1979).

1.2.2. Hidrocarburos totales de petroleo (TPHs)

Los términos hidrocarburos totales de petroleo (abreviados TPHs en inglés) se usan para describir
una gran familia de varios cientos de compuestos quimicos originados de petréleo crudo. El
petréleo crudo es usado para manufacturar productos de petroleo, los cuales pueden contaminar
severamente el ambiente (ATSDR, 1998). Debido a que hay muchos productos quimicos diferentes en
el petréleo crudo y en otros productos de petréleo, no es practico medir cada uno en forma

separada. Sin embargo, es Gtil medir la cantidad total de TPHSs en un sitio.

Los TPHs son una mezcla de productos quimicos compuestos principalmente de hidrégeno y
carbono, llamados hidrocarburos. Los cientificos han dividido a los TPHs en grupos de
hidrocarburos de petréleo que se comportan en forma similar en el suelo o el agua. Estos grupos se
Illaman fracciones de hidrocarburos de petréleo. Cada fraccién contiene muchos productos
quimicos individuales. Algunas sustancias quimicas que pueden encontrarse en los TPHSs incluyen
a hexano, combustibles de aviones de reaccion, aceites minerales, benceno, tolueno, xilenos,
naftalina, y fluoreno, como también otros productos de petréleo y componentes de gasolina. Sin
embargo, es probable que muestras de TPHs contengan solamente algunas, 0 una mezcla de estas

sustancias quimicas (ATSDR, 1998).

Como estrategias para la remediacion, se han disefiado diferentes procesos para la remocion de
compuestos contaminados con TPHs, como: métodos fisicos (adsorcion por carbono activado),
quimicos (extraccion con solventes, oxidacion quimica) y biolégicos (utilizando microorganismos
aerobios y/o anaerobios) (Agudelo, et al., 2001; Shan, 2002). En la estrategia de bioremediacion, se
pueden utilizar diferentes técnicas por separado o en combinacion para lograr una mayor eficiencia

de remocioén del contaminante, como son:



e Destruccién y modificacion del hidrocarburo: en este tipo de tecnologias se busca alterar la

estructura quimica del contaminante.

e Extraccion o separacién: los contaminantes se extraen y se separan del medio contaminado, en

base a sus propiedades fisicas o quimicas como lo es la volatilizacion, solubilidad, carga

eléctrica, entre otros.

e Aislamiento e

inmovilizacion: en este caso se trata de estabilizar o solidificar

los

contaminantes por métodos fisicos o quimicos.

1.2.3. El proceso de contaminacion del petroleo en el suelo

Los procesos importantes en caso de un derrame son los detallados en la llustracionl-1.

Esparcimiento

La rapidez con la que el crudo de acuerdo a su densidad se va extendiendo por

Proceso de Contaminacion del petréleo en el suelo

Evaporacion

encima de la superficie del agua o suelo.

Por la volatilidad del hidrocarburo, cuanto menor sea el peso molecular del

Dispersion

hidrocarburo mayor ser la evaporacion, dependiendo de la temperatura
ambiental.

Actlian para romper las manchas de petréleo y es el factor principal que

Emulsificacion

determinar la vida de estas, ademas promueve otros procesos como la
disolucién, sedimentacién y biodegradacion.

La tendencia de los hidrocarburos a absorber agua da lugar a la formacién de

emulsiones, aumentando el volumen del contaminante, muy viscosas y
persistentes.

Dilucién

Procesos
largo plazo

Los componentes pesados del hidrocarburo lo hacen insolubles y mientras los

componentes livianos, especificamente los HAP s , tales como el benceno y el tolueno
son altamente solubles y pueden tener graves consecuencias siendo los mas toxicos.

Es el de menor contribucion con relacion al hidrocarburo

Oxidacion

derramado, reaccionando con el oxigeno, desdoblandose en
compuestos solubles o para formar compuestos alquitranes

persistentes promovidos por accion de la luz solar.

Sedimentacion

Mediante adsorcion o adhesidn los hidrocarburos pueden
fundirse en particulas mas grandes densas.

Una serie de microorganismos pueden utilizar hidrocarburos

Biodegradacion como fuente de carbono y energia, afectandolas por factores

como la temperatura, disponibilidad de oxigeno y nutrientes.

llustracion 1-1: Procesos de la contaminacion del petrdleo en el suelo.

Fuente:(Montoya, et al., 2002).
Realizado por: Edwin Licta, 2019




1.2.4. Pasivos ambientales

Se entiende por pasivo ambiental la suma de los dafios no compensados producidos por una
empresa al medio ambiente a lo largo de su historia, en su actividad normal o en caso de accidente
(Martinez, et al., 2013).

El término "pasivos ambientales” surge en empresas nacionales como en el caso de Petroecuador
gue, en 1996, se consideraban a estos pasivos como un costo o dafio ambiental que afecta
directamente a la rentabilidad socioecondmica del &rea afectada. En el caso de empresas que se
dedican a tratar este tipo de contaminantes, como es el caso de Ecuambiente, se enfocan en tres

pilares fundamentales denominados: capital natural, humano, y social.

Los encargados de la proteccion ambiental en funcién de la economia del area afectada hablan de
los dafios ambientales como ‘externalidades’, es decir como lesiones al medioambiente producidas
por un fracaso del mercado, que hace que no sea el responsable del dafio el que pague la reparacion
0 compensacion, sino la sociedad en su conjunto. En realidad, se podria decir que dichas deudas
son éxitos de traslacion de los costos a la sociedad, que permiten a las empresas ser

competitivas(0’Connor, 1996; Martinez, et al., 2013).

Al considerar los pasivos ambientales, surgen dos temas de analisis: la evaluacion monetaria y la
responsabilidad juridica. En cuanto al primero, ;como determinar el impacto de una actividad
contaminante en un contexto complejo y de fuerte incertidumbre? Y, puesto que se trata en la
mayoria de los casos de bienes no intercambiables en el mercado, ;cémo valorar los dafios
ambientales? En primer lugar, la evaluacion de los pasivos ambientales se enfrenta a problemas de
inconmensurabilidad de valores, es decir, laimposibilidad de representar en un solo lenguaje,
en este caso el lenguaje monetario, los dafios producidos en esferas diferentes de la actividad

humana (Munda, et al., 1998; Martinez, et al., 2013).

Ademaés, muchas veces los dafios ambientales producidos y sus consecuencias a largo plazo no son
facilmente cuantificables debido a la interaccion con los ecosistemas y con la sociedad humana
(Chavas, 2000; EEA, 2001). En segundo lugar, ¢qué incluir en la evaluacion del pasivo ambiental? Se
podria decir que una estimacion completa tendria que incluir: el costo de reparacion del dafio; el
valor de la produccion perdida a causa de la contaminacion, es decir, la riqueza no producida;

una compensacioén por los dafios irreversibles (Chavas, 2000).

Cuando una empresa causa un dafio a la colectividad, la responsabilidad moral es clara, pero ¢de
quién es la responsabilidad juridica? ¢Quién tiene que hacerse cargo del costo de saneamiento de
los lugares contaminados y de la compensacion de los dafios, cuando se puede? ¢Y quién tiene que

pagar a las victimas cuando los dafios son irreversibles: la sociedad en su conjunto o el causante de



la contaminacion? ¢(El pasivo ambiental es una responsabilidad publica o privada? (Martinez, et al.,

2013).

El grado de responsabilidad juridica del pasivo ambiental al que las empresas estan sujetas depende
del sistema legislativo nacional donde el dafio se produce. Muchas transnacionales occidentales
prefieren operar en los paises del Sur, no sélo porque alli estan las materias primas sino también
porgue las normas ambientales y laborales son menos estrictas, y esto permite ahorrar en los costos.

Sin embargo, muchas veces el problema principal no es tanto la falta de legislacion, sino de control
(Martinez, et al., 2013).

1.2.5. Tipos de tratamientos

Los principales tipos de tratamientos usados a nivel mundial para el tratamiento de suelos
contaminados con hidrocarburos totales de petréleo son los fisico quimicos, biol6gicos y térmicos.

o Tratamientos Térmicos: por medio de la accion del calor se logra la volatilizacion
(separacion), quema, descomposicion o fusién (inmovilizacion) de los contaminantes en un
suelo (Shan, 2002).

° Tratamientos Fisico-quimicos: en base a las propiedades fisicas y quimicas de los
contaminantes o del medio contaminado, se separa y destruye el contaminante (Agudelo, et al.,
2001).

o Tratamientos Bioldgicos (Biorremediacion): esta metodologia utiliza el metabolismo de
diferentes microorganismos para utilizar diferentes hidrocarburos como Unica fuente de
carbono y de energia, con el fin de degradar o transformar los contaminantes a productos

metabélicos inocuos o de menor toxicidad (Haritash, et al., 2009).

1.2.6. Microorganismos(m.o.)

1.2.6.1. Morfologia y clasificacion de las bacterias

La nueva clasificacion realizada por los investigadores Vargas M. y Alvin T. realizada en 2014
basada en la investigacion de Ivafies-Pareja de 1998, donde se habla de la morfologia de las
bacterias segln sus necesidades especificas como requerimiento de nutrientes y oxigeno,
resistencia a temperatura, se explica con mayor detalle en la llustracion 2-1.Segun su flagelo estos
pueden clasificarse en; a.atricas, b. monontricas, c. anfitricas, d. lofétricas, e. peritricas como se

detalla en la Figura 2-1.
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Figura 2-1. Clasificacion de las bacterias
segun su flagelo.

Fuente:(Vargas, et al., 2014)

Su principal importancia sobre el suelo; es transformar sustancias organicas en inorganicas o viceversa; son
organismos ecoldgicos activos capaces de descomponer el petréleo o sus derivados en sustancias que luego
pueden utilizar otros microorganismos.

_{ Se desarrollan en medios de cultivo sencillos compuestos por sales

— Autétrofas minerales, utilizan CO2 como fuente de carbono. Sintetiza todos los
Por sus compuestos organicos necesarios para su desarrollo y propagacion.
necesidades
nutricias

| . Necesitan nutrientes mas complejos para su desarrollo, su fuente de
Heterdtrofas L
carbono son compuestos organicos.

Psicréfilas

Temperatura minima es - 15°C, Desarrollo 6ptimo es entre 10-15°C. Su
temperatura maxima es de 18-20°C.

Crecen a temperaturas minimas de -5°C, su desarrollo éptimo es entre
20y 30°C y la temperatura maxima que resisten es de 35-40°C.

Psicrétrofas

Por la

temperatura de
desarrollo Mescfilas Tienen temperatura de desarrollo alrededor de los 25 a 42°C, en este grupo
se encuentran casi todas las bacterias patdgenas.
- - .
[termsfilas Tienen temperatura 6ptima de desarrgllo entre los 45°C y a temperatura de
70°C.
— Aerobias —[ Para su desarrollo necesitan la presencia de oxigeno libre ]
Por la - - - -
necesidad de Anaerobias —[ Solo se desarrollarse en ausencia de oxigeno libre ]
oxigeno
- Generalmente se desarrollan en presencia de oxigeno, aunque viven
+|Facultativas ‘{ también sin el.

lustracion 2-1: Clasificacion de las bacterias por su necesidad especifica.

Fuente:(lafiez-Pareja, 1998; Vargas, et al., 2014)

Realizado por: Edwin Licta, 2019



1.2.6.2. Los microorganismos en el suelo

El suelo es un habitat favorable para la proliferacién demicroorganismos (m.o.) y en las particulas
que lo forman se desarrollan microcolonias.Los microorganismos aislados del suelo comprenden
virus, bacterias, hongos,algas y protozoos(Plaster, 2000). Las concentraciones de m.o. son
relativamente  altas endichos ambientes, el cual favorece el desarrollo de

microorganismosheterdtrofos(Atlas, et al., 2001; Porta, et al., 2003; Tortora, 2007).

Las bacterias Gram negativas y los actinomicetes son incapaces de utilizar loscompuestos
hamicos;sin embargo, muestran una actividad intensa y un crecimientorapido sobre sustratos
facilmente utilizables que estan disponibles en forma demanto vegetal, excrementos de animales y
restos de animales muertos. Unaactividad intermitente, con periodos inactivos de reposo, es una
caracteristicade los organismos zimégenos, como Pseudomonas, Bacillus, Penicillium,Aspergillus

y Mucor(Atlas, et al., 2001; Tortora, 2007).

Sin embargo, zim6geno no es sindnimo de aldctono, aunque solamenteestén activos de manera
intermitente, los organismos zimdgenos sonverdaderas formas autdctonas del suelo.Los suelos
presentan muchos tipos de microhdbitats y en unalocalizacion particular pueden darse diversas
situaciones microambientalesque podrian favorecer diferentes poblaciones aléctonas(Venkateswaran,

et al., 1995; Sugiura, et al., 1997; Budzinski, et al., 1998).

Las bacterias del suelo pueden ser aerobias estrictas, anaerobiasfacultativas, microaerofilas o
anaerobias estrictas. Determinados suelospueden favorecer poblaciones bacterianas con un
metabolismo particular.Entre los géneros mas frecuentes de bacterias del suelo se
encuentranAcinobacter, Agrobacterium, Alcaligenes, Arthrobacter, Bacillus,Brevibacterium,
Caulobacter, Cellulomonas, Clostridium, Corynebacterium,Flavobacterium, Micrococcus,
Mycobacterium, Pseudomonas, Staphylococcus, Streptococcus y Xanthomonas(Atlas, et al., 2001;

Tortora, 2007).

Las cianobacterias forman costras en la superficie de los suelos desnudos de vegetacion y

contribuyen asi a la estabilizacion del suelo(Atlas, et al., 2001; Tortora, 2007).

Azotobacter es un importante heterotrofo de vida libre, que puede convertir el nitrégeno
atmosférico en formas fijadas de nitrdgeno. También especies anaerobias de Clostridium pueden
fijar nitrégeno del suelo, Rhizobium y Bradyrhizodium, fijan nitrégeno atmosférico dentro de los
nodulos de las raices de determinadas plantas. Las especies de Agrobacterium, Corynebacterium,
Erwinia, Pseudomonas y Xanthomonas, suelen llegar al suelo junto con material vegetal

infectado(Atlas, et al., 2001; Tortora, 2007).



1.2.6.3. Microorganismos usados en biorremediacion

Hoy en dia, a nivel mundial, se cuenta con diversas técnicas biologicas con el fin de proporcionar
alternativas de descontaminacion de zonas impactadas en suelo, aire y agua. La biorremediacion es
un proceso de descontaminacion que emplea una serie de reacciones bioquimicas por una
poblacion o consorcios de microorganismos inoculados en la zona contaminada, para convertir la

estructura de los hidrocarburos en componentes menos t6Xicos (Benavides, et al., 2006).

La materia de la naturaleza se transforma mediante conversiones bioldgicas. Aunque todos los
seres vivos contribuyen a la vida, los microorganismos desempefian un papel destacado en los
cambios geoquimicos y la fertilidad del suelo. Transforman una cantidad enorme de materia
organica y solamente ellos pueden realizar ciertas transformaciones esenciales. Estos cambios se
realizan en diversos ecosistemas de la biosfera. Muchas transformaciones tienen lugar en el suelo,

otras en ambientes acuéticos o en la atmoésfera (Plaster, 2000; Atlas, et al., 2001).

Los actinomicetes, bacterias Gram positivas aerobias que forman micelios ramificados, degradan
los restos vegetales y animales, polimeros complejos e hidrocarburos y mantienen el suelo suelto y
desmenuzado(Casellas, et al., 1998; Foght, et al., 1998; Komukai-Nakamura, et al., 1996). La disponibilidad de
nutrientes y de oxigeno determina el nimero y los tipos de actinomicetes de un suelo. Otro grupo
de organismos aerobios, los hongos, degradan la materia organica del suelo (de los compuestos
simples a los polimeros complejos). Algunos hongos son depredadores de protozoos o neméatodos,
limitando su poblacion en el suelo. Otros son micoparéasitos, atacan a otras especies de hongos

(Atlas, et al., 2001).

Los microorganismos que biodegradanhidrocarburos del petroleo, tales comohidrocarburos
aromaticos policiclicos incluyendo naftaleno, hidrocarburos aromaticos como tolueno, o
hidrocarburosalifaticos como n-alcanos, son aislados delmedioambiente, particularmente de
sitioscontaminados con petroleo. Algunas de lasrutas metabdlicas microbianas responsablesde la
biodegradacion, incluyendo las rutas ALK (C a 5C n-alcanos), NAH (naftaleno) y XYL (tolueno),
han sido ampliamente caracterizadas; estangeneralmente relacionadas con plasmidoscatabolicos
encontrados en Pseudomonassp., por ejemplos los plasmidos OCT, NAH yTOL. (Sayler, et al., 1990;

Whyte, et al., 1997).
1.2.7. Pseudomonas
Pertenece a la familia Pseudomonadaceae incluye al género Xanthomonas, que, junto con las

Pseudomonas, forman el grupo conocido como Pseuomonadales; este grupo es tradicionalmente,

conocido por los microbioldgicos como un grupo patdgeno de las plantas. (Migula, 1985). Se cree que



este género fue presentado por primera vez en 1985, Alemania, por Walter Migula en el Instituto
Bacteriologico de la Universidad Técnica de Karlsruhe en una publicacion que llevaba por titulo
“Ueber ein neues System der Bakterien” (Migula, 1985). Por lo cual la taxonomia de las

Pseudomonas esresumida segun Palleroni por primera vez en 1992 detallada en la Tabla 2-1.

Tabla 2-1: Taxonomia de la bacteria Pseudomonas sp.

Orden Familia Género Grupo segun Homologia ARNr Especie
I. Fluorescente P. aeruginosa
P. fluorescens
P. putida
I. No Fluorescente P. stutzeri
P. mendocina
P. alcaligenes
% % o P. pseudoalcaligenes
§ g é P. pseud-omallei
g % % P. m-allel-
§ g & | P. plcke-ttl )
o a1 I1l.  *Acidovorax, A. delafieldii
Comamonas C. acidovorans
C. testosteroni
Iv. * P. diminuta
P. versicularis
V. Stenotrophomonas S. maltopilia

*El grupo de homolisis Il y IV son especies aisladas con poca frecuencia en seres humanos.
Fuente:(Palleroni, 1992).
Realizado por: Edwin Licta, 2019

Dentro de Pseudomonas sp.mas estudiadas tenemos a la Pseudomonas aeruginosaque es
considerada como una de las especies més patdgenasy con una alta adaptabilidad a condiciones

extremas.

Pseudomonas es un género de especies capaces de utilizar un amplio rango de compuestos tanto
orgénicos como inorgénicos, y capaces de vivir bajo diversas condiciones ambientales.Debido a
esta caracteristica, estos microorganismos son muy ubicuos; es asi que podemos encontrarlos en los

ecosistemas terrestres y acuaticos(Palleroni, 1992; Schroth, et al., 1992).

Este género de Pseudomonas sp es mas conocido por su versatilidad metabdlica y plasticidad

genética.Las especies de Pseudomonas, en general, crecen rpidamente y presentan gran habilidad



para metabolizar una amplia variedad de substratos, incluyendo compuestos organicostoxicos,
como hidrocarburos alifaticos y aromaticos(Palleroni, 1992). Las cepas de las especies de
Pseudomonas son frecuentemente resistentes a antibioticos, desinfectantes, detergentes, metales
pesados y solventes organicos.

La habilidad de diferenciar Pseudomonas en el sentido estricto, de las bacterias fenotipicamente
similares se debe, principalmente, al desarrollo y aplicacion de métodos de analisis de los
microorganismos a nivel molecular, por ejemplo se han utilizado métodos de comparacién de
secuencias del 16S ARNr o hibridacion de ADN-ARNr,asi el género de Pseudomonas se limita a
las especies relacionada con P. aeruginosa en el grupo | de homologia ADN-ARNTr(De Vos, et al.,
1989; Palleroni, et al., 1973), dentro de la subclase y de las Proteobacterias, actualmente reorganizado

como la clase de las “Gammaproteobacterias”(Woese, et al., 1985; Brenner, et al., 2001).

1.2.7.1. Habitat de Pseudomonas sp.

Pseudomonas sp es un género verdaderamente ubicuo, lo cual parece ser consecuencia de los
simples requerimientos que posee, del rango de compuestos de carbdn que utiliza, y de su gran
adaptabilidad genética y metabdlica (Palleroni, 1984).

La especie de Pseudomonas pueden vivir en numerosos habitats, que van desde diversos tipos de
ambientes acuéticos y terrestres, hasta tejidos de diversos animales y plantas, incluyendo frutas y
verduras, por lo tanto, el habitat primario es ambiental. Esencialmente, cualquier habitat con rangos
de temperatura de 4-42° C, un pH comprendido entre 4-8 y que contenga compuestos organicos
simples o complejos, es un habitat potencial para Pseudomonas, asi pues, las especies de
Pseudomonas se encuentran en suelos y aguas que presenten unas condiciones aerdbicas,

mesofilicas y pH neutro (Palleroni, 1992).

Debido a que la mayoria de las especies de este género son aerdbicas estrictas, el oxigeno es
aparentemente casi el Unico requerimiento obligado para la colonizacion de un ambiente por

Pseudomonas(Palleroni, 1984).

1.2.7.2. Caracteristicas de Pseudomonas sp.

Pseudomonas sp.es un baciloGram negativo aerébico, no formador de esporas. Puede presentar de
1,5a5 pm de largo y un didmetro de 0,5 a 1 um. La especie de este género son moviles, debido a
la presencia de uno o mas flagelos polares (Figura3-1),generando movilidad permitiéndoles
responder a estimulos quimicos llamado quimiotaxis, y localizar sustratos en bajas

concentraciones(Palleroni, 1992).
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Figura3-1:Flagelo polar de la bacteria Pseudomonas

aeruginosa.

Fuente:(Brooks, et al.)

Es oxidasa catalasa positiva, la mayoria de las especies del génerono crecen bajo condiciones
acidas, es decir con un pH menor igual a 4,5. Su metabolismo es aerobio estricto con el
oxigenocomo aceptor final de electrones.La mayoria de las Pseudomonas sp. tienen una
temperatura optima de crecimiento de 30 a 37 °C, pero pueden sobrevivir y multiplicarse en casi
cualquier ambiente, en un rango de temperatura comprendido entre 20 a 42 “C, ademas en medios

con elevado contenido de sales (Palleroni, 2005).

Cuando crecen en medios liquidos se puede observar la formacion de peliculas superficiales, que
refleja la presencia de este microorganismo a condiciones aerébicas. Pueden degradar la glucosa
oxidativamente y convertir el nitrogeno en nitrito o nitrogeno gas y algunas especies utilizan

carbohidratos, alcoholes y aminoacidos como fuente de carb6n (Palleroni, 2005).

Tienen la capacidad de producir morfologia coloniales distintivas y pigmentadas, algunascepas
forman una cépsula depolisacarido que hace que las colonias sean mucosas clinicamente hablando;
el crecimiento es confluente y a menudo presenta un brillo metalico y olor a fruta.Una
caracteristica comun de la bacteria “Pseudomonas fluorescens” es la produccion de pigmentos
fluorescentes bajo la luz ultravioleta delongitud de onda baja (254 nm), sobretodo cuando crecen en
un medio con limitacion de hierro (Figura4-1).

La pioverdina, un pigmento fluorescente de color amarillo verdosoestd considerado el principal
tipo de siderdforo de las especies de Pseudomonas.
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Figura 4-1. Bacterias fluorescentes. Psedomonas aeruginosa en

agar sangre, bajo una luz ultravioleta.
Fuente:(Bacterio L6gico, 2016)

Otros pigmentos producidos por otras especies del género son la piocianina, pigmento no
fluorecente de color azul-verdosoproducido por la mayoria de las cepasP.aeruginosa,
piorubina;pigmentacion color rojo similar al 6xido; oxiclororafina pigmento color naranja en
especies de P. Aurefaciens, P. chlororaphis; y la clororafina pigmentacion color verde en especies

de P. chlororaphis; entre muchas otras pigmentaciones.

Muchos de estos pigmentos actian como siderdforos en los sistemas bacterianos de captacion de
hierro  (Meyer, et al., 2002). La produccién de pigmentos puede demostrarse cultivando estos
microorganismos en el medio como el medio de King B, que no contiene hierro. Ese medio esta
también recomendado para demostrar la produccién de piocianina. Las cepas no pigmentadas

presentan un color gris palido, cuando crecen en agar presentan hemolisis (Figura 5-1).

Figura5-1.(a) Colonias de P. aeruginosa incubadas enPlate Count Agar (PCA); (b)
Pseudomonassp.EnDifco™ Pseudomonas Insolaation Agar(DPI); (c)Blanco del

medio de cultivo.
Realizado por: Edwin Licta, 2019
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1.2.7.3. Pseudomonas aeruginosa

Fue aislada por primera vez en muestras ambientales por Schrocter en 1872, debido a que las
colonias de P. aeruginosa son pigmentadas, la denominacion de la especie deriva de la palabra
aeruginoso(aeruginous)que significa “el color del cobre oxidado”, reflejando el color caracteristico

color azul verdoso que presentan las colonias debido a la produccion de pigmentos (Palleroni, 1984).

Como todos los miembros de esta familia es un bacilo Gram negativo aerobio, muy versatil
metabolicamente, pudiendo utilizar mas de 80compuestos organicos como fuentes de carbono y
energia. Es oxidasa positiva y pueden crecer en temperaturas superiores a 42° C. aunque se clasifica
como aerobio estricto, algunas cepas pueden crecer anaerdébicamente mediante desnitrificacién o

mediante la fermentacidon de compuestos como la arginina o el piruvato.

Debido a su habilidad para sobrevivir en ambientes acuosos con nutrientes minimos, y como
consecuencia de su gran velocidad metabdlica, estos organismos, han llegado a ser un problema en
areas como la salud clinica, siendo la especie mayormente aislada en soluciones acuosas,
incluyendo desinfectantes, jabones, fluidos de irrigacion y de dialisis, (Morrison, et al., 1984) otras
fuentes halladas son en piscinas, tubos de agua caliente, soluciones de lentes de contacto,
cosméticos, ufas artificiales, suelas interiores de zapatillas de deporte, y en drogas inyectables

(Fisher, et al., 1985; Holland, et al., 1993; Pollack, 2000).

1.3. Bases Conceptuales

1.3.1. Biorremediacion

La biorremediacion es una tecnologia aplicada en la limpieza de contaminantes en el suelo, agua y
aire, por ser una técnica de facil construccion, operacién y mantenimiento. Es aplicable a grandes
extensiones de tierra, conlleva un bajo costo y puede completar la remocion del contaminante en

poco tiempo (Huesemann, 1994).

Los procesos de biorremediacion pueden ser divididos basicamente en tres clases: primero, en
atenuacion natural, donde la concentracion de contaminantes es reducida por los microorganismos
nativos del suelo; segundo, la bioestimulacién, donde se adicionan nutrientes y un aceptor de
electrones al sistema para mejorar su efectividad y acelerar la biodegradacion y finalmente la
bioaumentacion, en donde se inocula el sistema con uno o varios microorganismos apropiados
(Salinas, et al., 2007).
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1.3.1.1. Bioestimulacion

Implica la circulacion de soluciones acuosas (que contengan nutrientes y/u oxigeno) a través del
suelo o aguas contaminadas, para estimular la actividad de los microorganismos autéctonos, y
mejorar asi la biodegradacion de contaminantes organicos o bien, la inmovilizacion de

contaminantes inorganicos in situ(van Deuren, et al., 2002).

La atenuacion natural es un método de remediacién pasiva que depende de los procesos naturales
para degradar y disminuir los contaminantes en el suelo y el agua subterranea (Kao, et al., 2001). L0s
resultados de la atenuacion natural dependen de la presencia o ausencia de los microorganismos
degradadores adecuados, oxigeno disuelto, el nivel de nutrientes y de la biodisponibilidad de los

contaminantes (Menéndez, et al., 2007).

1.3.1.2. Bioaumentacion

La bioaumentacion se refiere al uso de cepas microbianas que han sido estudiadas en el laboratorio
para tratar con mayor rapidez y eficacia suelos y aguas contaminadas. El proceso se inicia a

menudo en el propio medio contaminado, donde se toman muestras microbianas (Sabaté, et al., 2004).

Es un proceso natural que se basa en la utilizacion de bacterias, hongos y plantas para eliminar los
contaminantes, ya que estos organismos son capaces de utilizar los contaminantes organicos como
fuente de energia en sus procesos metabolicos, haciendo que los contaminantes se conviertan en
productos inocuos 0 menos toxicos en la mayoria de los casos (Sabaté, et al., 2004). A los sistemas de
tratamiento que se interviene se adicionan microorganismos especializados con el fin de mejorar la

calidad de la biomasa.

1.3.1.2.1. Aplicaciones de la bioaumentacion

Se ha usado la bioaumentacion para biorremediacion de sueloscontaminados al ser aplicada
efectivamente para el tratamiento de diversos factores antropogénicos que alteran las condiciones

naturales del suelo.

En investigaciones de Alexander M. en 1994 se menciona que se solucionan problemas puntuales

como:

e Baja remocidn de contaminantes (DBO, DQO, SST, etc.)
e Choques organicos que pueden desestabilizar la PTAR.

e Acumulacidn de depdsitos de grasas y desechos biodegradables.
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e Generacion de malos olores durante el tratamiento del agua.

o Proliferacion de bacterias filamentosas en reactores bioldgicos.

1.3.2. Biodegradacion de hidrocarburos

Los hidrocarburos del petréleo son productos naturales que se originan por la transformacion
anaerdbica de la biomasa en condiciones de temperatura y presion elevadas (Echeverri, et al.,
2011).

El petréleo es una mezcla compleja de hidrocarburos aliféticos, aliciclicos y aromaticos; también
contiene una menor proporcién de compuestos que no son hidrocarburos como: acidos nafténicos,
fenoles, tioles, compuestos heterociclicos de nitrogeno, compuestos de azufre y metaloporfirinas.
Ademas, cada tipo de crudo tiene varios cientos de componentes diferentes. Por todo ello hay que
tener en cuenta que se necesitan muchas vias catabolicas diferentes para su biodegradacion y por lo
tanto, muchas poblaciones diferentes de microorganismos que puedan utilizar estos compuestos

como fuente de energia y carbono (Echeverri, et al., 2011).

A continuacion, en la Tabla 4-1 se contempla de manera breve y general los sistemas que utilizan

los microorganismos para degradar los diferentes tipos de hidrocarburos.

Tabla 4-1: Sistemas que utilizan los microorganismos para degradar los Hidrocarburos.

Biodegradacion de | | os hidrocarburos alifaticos los podemos clasificar en alcanos, alquenos y

hidrocarburos alifaticos | 5iquilos dependiendo de lo saturados que estén sus enlaces. Como mas

en  presencia  de | jysatyrado sea una cadena carbonatada (mas dobles y triples enlaces) mas

oxigeno. dificil o lenta sera su biodegradacion (Narvéez, et al., 2008).

Los microorganismos que utilizan estos compuestos aromaticos como fuente

Biodegradacion de | de carbono, lo que hacen es que en lugar de utilizar una enzima
hidrocarburos monooxigenasa especifica para cada molécula diferente, mediante vias
aromaticos en | bioguimicas llamadas vias altas o periféricas que consisten en modificar los

presencia de oxigeno. diferentes anillos aromaticos absorbidos en protocatechuate y catechol (Loera,
et al., 2016).

El hecho que en todos los ambientes donde los hidrocarburos naturales se

) y forman el oxigeno no esté presente, ha hecho pensar a la comunidad cientifica
Biodegradacion ) . L
. que los hidrocarburos no podrian ser degradados anaer6bicamente. Pero a
anaerdbica.
finales de 1980s se descubrieron algunos microorganismos que si tenian cierta

actividad degradadora bajo condiciones estrictas (Gonzales, et al., 2014).

Realizado por: Edwin Licta, 2019.
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1.3.2.1. Biodegradacion por bacterias

La mayoria de los microorganismos capaces de degradar estos compuestos son aislados de suelos o
sedimentos contaminados (Villatoro, et al., 2002). Existen microorganismos, entre ellos tres especies de
Pseudomonas sp., conocidas por su habilidad de emplear compuestos aroméaticos como Unica
fuente de carbono y que son citados repetidamente en la literatura por poseer una notable
capacidad de degradar gran cantidad de compuestos aromaticos en concentraciones considerables y

en tiempos relativamente cortos (Alexieva, et al., 2008; Haritash, et al., 2009).

De igual manera, algunas especies de los géneros Klebsiella sp., Chromobacterium sp., Flavimonas
sp., Enterobacter sp., Agrobacterium sp., Burkholderia sp., Sphingomonas sp. y Bacillus sp. entre
otros, han mostrado la capacidad de degradar el BaP (Benzo (a) pirina), (considerado como
cancerigeno y toxico) cuando son crecidas con una fuente de carbono alternativa (Narvaez, et al., 2008;
Haritash, et al., 2009). Dicha biodegradacion de aromaticos estd directamente relacionada con la
densidad microbiana y su incremento en la biomasa. Un estudio realizado por Haritash y Kaushik
en el 2009, mostré que en un periodo de seis meses un consorcio mixto de Acenitobacter y
Klebsiella redujo significativamente el total de hidrocarburos aromaticos policiclicos en un 98%

aproximadamente (Villarreal, et al., 2014).

Las metalotioneinas (MT’s) fueron descubiertas hace 45 afios y juegan un rol central en el
metabolismo de metales pesados y en el manejo de varias formas de estrés microbiano. Las MT’s
son proteinas de bajo peso molecular (6-7 KDa) ricas en cisteina, que se dividen en tres clases de
acuerdo al contenido de cisteina y a su estructura; la primera clase son las que tienen dominios Cis-
Cis, las segundas las que tienen dominios Cis-X-Cis y las terceras las que tienen dominios Cis-X-
X-Cis en donde X corresponde a cualquier aminoacido. Estas proteinas han sido aisladas de
especies bacterianas como Escherichia coli y Pseudomonas putida y los géneros Cyanobacterium

Sp. y Syneococcus sp. (Rajendran, et al., 2003).

Muchos microorganismos producen y excretan sider6foros que son moléculas acomplejantes de
hierro, muchas de las cuales tienen alta afinidad por los metales pesados, en Pseudomonas
aeruginosa y Alcaligenes eutrophus la sintesis de siderdforos esta inducida por metales pesados en

presencia de altas concentraciones de hierro (Budzinski, et al., 1998).

Juwarkar et al, (2007) aplicaron biosurfactantes producidos por Pseudomonas aeruginosa para la

remediacion de suelos contaminados con Cd y Pb con buenos resultados.
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1.3.3. Biorremediacion deTPHs.

El término debiorremediacion se utiliza para describir una amplia variedad de sistemas que utilizan
el potencial metabolico de los organismos vivos (plantas, hongos y bacterias, entre otros) para
limpiar ambientes contaminados (Watanabe, 2001; Van Deuren, et al., 2002).La biorremediacion de un
suelo implica su descontaminacion por via bioldgica. En el caso de sitios contaminados con TPHs,
los microorganismos pueden modificar su movilidad en el ambiente a través de cambios en sus

caracteristicas fisicas o quimicas (Lovley, et al., 1997).

1.3.3.1. Ventajas y limitaciones

En general, el lavado del suelo es una alternativa relativamente econémica para la remocion de
contaminantes, ya que minimiza el volumen del material contaminado y, por consiguiente,
disminuye la cantidad a confiar o tratar (Tabla 3-1). Actualmente, existen sistemas mdviles para el
lavado del suelo que se puede transportar al sitio contaminado, disminuyendo costos y el riesgo de

dispersar los contaminantes durante el transporte (Van Deuren, et al., 2002).

Tabla 3-1: Ventajas y limitaciones de la biorremediacion desuelos contaminados conTPHs.

VENTAJAS LIMITACIONES

e Bajos costos e  Serequiere excavar y manipular el suelo

e Efectivo para tratar suelos arenosos 0 muy e Altas cantidades de material organico
permeables dificultan en proceso de separacion

e Disminuye la cantidad de material e No es eficiente paratratar mezclas complejas
contaminado e Los contaminantes ser solubles

e Son sistemas cerrados, en donde se pueden e  Requiere grandes cantidades de agua
controlar las condiciones del sistema y las

emisiones al ambiente

Fuente:(Van Deuren, et al., 2002; USEPA, 2001)
Realizado por: Edwin Licta, 2019

1.3.4. Fundamentos tedricos de los parametros a analizar

Los fundamentos tedricos aplicados mediante métodos analiticos para asi analizar cada parametro a

ser controlado durante toda la investigacion se los detalla en la Tabla 5-1.

17



Tabla 5-1: Parametros edaficos evaluados y sus métodos de analisis

PARAMETRO METODO ANALITICO Referencias
Muestreo Recoleccion y preservacion de la muestra APHA/AWWA/WEF Standard Methods.
compuesta y representativa N° 1060; DIN 38402 (serie A11-A22) Cap.
(homogeneizacion) 1. p. 38-46
Temperatura Determinacion directa con termometro de APHA/AWWA/WEF Standard Methods.
mercurio (analogo) o digital; graduacion 0.1° | N° 2550 B. Cap. 2 p. 74,
C. Alternativa: determinacion con sensor de
temperatura.
EPA 9045 C;
oH Potenciémetro, Dilucién 1:2 Determinacion APHA/AWWA/WEF Standard Methods N°
de pH 4500-H* 4500- H*;DIN 38406-E5
23rd edicion. Cap. 4. p. 95.
Conductividad Extraccién de pasta de saturacion EPA 9050 A; APHAIAWWAIWEF

eléctrica, CE (dS/m)

Conductivimetro 1:5

Standard Methods N° 2510 Anlisis de
conductividad. Cap. 2, p.56.

Carbono Orgénico,
CO (mg/kg)

Método de Walkley and Black por
combustién himeda y calentamiento externo

EPA 9060; APHA/AWWA/WEF Standard
Methods N°5310 Anélisis Carbono
Orgénico total. cap. 5 p. 23-26

Fosforo disponible

Destilacion de la muestra y determinacion de
fosfato (PO4), fotometria o electrodo

ionosensitivo

Booker Tropical Soil Manual;
APHA/AWWA/WEF Standard Methods
No. 4500-NH3;

DIN 38406-E5

Retenciéon de
humedad (%)

Secado de muestra a 105° C hasta peso

constante y determinacion gravimétrica.

ASTM D3976-92

TPHs en Suelos

Método de Extraccion con Hexano, remocion
de sustancias polares en el extracto y

determinacion por espectroscopia infrarrojo.

ASTM D3921-96;

DIN 38409-H18,

EPA 3550C; 418.1; 1664. (SGT-HEM)
Publication N° ECY 97-602 (Washington,
1997

Pseudomonas sp

Método en la verificacion de la presencia de

la especie Pseudomonas aeruginosa.

Standard Methods N°. 9213E
AOCA, 2003, 07, 2005

Realizado por: Edwin Licta, 2019.

1.3.4.1. Materia Orgénica

La materia organica segun la investigacion de Brady (1984) toma a los suelos como producto de la

descomposicién quimica de las excreciones de animales y microorganismos, de residuos de plantas

o de la biodegradacion de cualquiera de ellos tras su muerte. En general, la materia orgénica se

clasifica en compuestos himicos y no humicos. En los segundos persiste todavia la composicién

quimica e incluso la estructura fisica de los tejidos animales o vegetales originales. Los organismos
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del suelo descomponen este tipo de sustancias organicas dejando solamente residuos dificilmente
atacables, como algunos aceites, grasas, ceras y ligninas procedentes de las plantas superiores de
origen. El resto son transformados por parte de los microorganismos, reteniendo una parte como
componentes propios (polisacéridos, por ejemplo). El producto de tal transformacion es una mezcla
compleja de sustancias coloidales y amorfas de color negro o marrén oscuro denominado
genéricamente humus (Brady, 1984).El humus constituye aproximadamente entre el 65 y el 75 %
de la materia organica de los suelos minerales. Los suelos minerales son los de un contenido de
materia organica menor del 20 %, ocupando el 95 % de la superficie terrestre mundial. Los suelos
con un mayor contenido en materia organica se denominan suelos organicos. El contenido medio
aproximado de materia organica en los suelos de labor oscila entre el 1y el 6 %, explicados en la
Tabla 6-1.

Tabla 6-1: Clasificacién de la Materia Organica Total.

Clasificacion C Organico (%) | Sustancia Organica
Muy Alto >6 >10
Alto 3,0-6,0 5,0-10,0
Medio 1,5-3,0 2,5-5,0
Bajo 0,6-1,5 1-1,5
Muy Bajo <0,6 <1

Fuente: (Anderson, 1993).

La consecuencia radiométrica de mayor interés, debido al contenido en materia orgénica, es la
pérdida de reflectancia del suelo en el espectro visible, que se manifiesta en un oscurecimiento
caracteristico de este tipo de suelos. Asi, por ejemplo, los suelos desarrollados en condiciones de
pradera semiarida suelen presentar altos contenido en materia organica, razén por la cual ofrecen
una pigmentacién muy oscura. En regiones templadas y humedas la pigmentacion es menos

acusada y muy poco aparente en los suelos de las regiones tropicales y subtropicales (Brady, 1984)

1.3.4.2. Humedad

El suelo es un sistema natural que consta de una 0 mas sustancias y de una mezcla de interacciones
entre sus tres fases (Malagén, et al., 1990): fase sélida (las particulas del suelo), fase liquida (agua) y
fase gaseosa (aire). La fase solida puede ser mineral u orgéanica; la mineral estd compuesta por
particulas de distintos tamafios, formas y composicién quimica; la orgénica estd compuesta por
residuos vegetales en diferentes etapas de descomposicion y organismos en estado de vida activa.
La fase liquida esta constituida por el agua en el suelo con sustancias en solucion y ocupa una parte

o la totalidad de los poros entre particulas sélidas. La fase gaseosa corresponde al vapor o aire que
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ocupa aquel espacio entre poros no ocupado por el agua, asi como se muestra en la Figura6-1

(Zamora-Cardona, et al., 2008).

Particula del suelo

Agua de adhesion /

===/ Poro Meno de agua

Poro lleno de aire (agua libre)

Figura6-1:Los poros entre particulas sélidas pueden estar

ocupados por aire 0 agua.

Fuente: (Brady, 1984).

En la investigacion de Don-Kirkham(1972), donde se habla del suelo, este esta dificilmente en
equilibrio ya que continuamente sufre alteraciones en sus propiedades fisicas como: cambios
mecanicos (expansion o contraccion), movimiento de su fase liquida, transporte de solutos,
variaciones térmicas, etc. Dichas alteraciones se deben principalmente al contenido de agua en el
suelo (humedad). Conocer el contenido de humedad en el suelo y los efectos en sus propiedades
fisicas es de gran importancia para distintas lineas de investigacién que abordan el tema (Zamora-

Cardona, et al., 2008).

1.3.4.3. Temperatura

La temperatura del suelo es facil de medir y los datos recogidos son muy Utiles para los cientificos.
Tiene efectos sobre: el clima, el crecimiento de las plantas (al momento en que aparecen los brotes
o0 se cae la hoja)en la velocidad de descomposicion de los desechos organicos y a otros procesos
quimicos, fisicos y bioldgicos que suceden en el suelo. Estad asociada a la temperatura de la
atmosfera porque el suelo es un aislante del flujo de calor entre la tierra solida y la atmdsfera(Trojer,
1966b). En un dia soleado, por ejemplo, el suelo absorbe energia del sol y su temperatura aumenta.

Por la noche, el suelo libera calor al aire, y esto afecta directamente a la temperatura del aire.

La temperatura del suelo afecta la seleccion de la fecha de siembra, el crecimiento de las plantas y
los microorganismos y las propiedades del suelo a través de su grado de meteorizacion. En las

zonas tropicales, las fluctuaciones estacionales de la temperatura del aire y del suelo son menores
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que en la zona templada y las fluctuaciones diarias son de mayor magnitud que las estacionales. En
el suelo, la penetracion de las fluctuaciones diarias de temperatura alcanza basta 20 a 30 cm de
profundidad, las fluctuaciones mensuales bastan 2 m y las anuales basta 10 m de profundidad
(Trojer, 1966b; Allen, et al., 2000).El control de la temperatura del suelo puede darse seleccionando la
zona ecoldgica, el manejo de la sombra, el tipo de cobertura, la profundidad de siembra, el riego y
el drenaje.

Para definir los regimenes de temperatura del suelo, segln la Sociedad de la Ciencia del Suelo
deAmérica(Soil Science Society of America),5e mide esta variable a 50 cm de profundidad, ya que esta
fuera del alcance de las fluctuaciones diarias. A esta profundidad en las zonas tropicales, la
diferencia de temperatura media del mes mas caliente y la del mes mas frio es de 5°C 0 menos y,
segun el piso altitudinal, puede considerarse isohipertérmica (temperatura media anual a 50 cm de
profundidad mayor a 22°C), isotérmica (15-22°C), isomésica (8-15°C) 0 isofrigida (8°C).
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1.4. Base Legal

Se considera la base legal actual para la aplicabilidad de la investigacion segun la piramide de Kelsen detallada en la lustracion 3-1.

C ion Constitucion Politica del Ecuador 2008 R.0.449

Decreto Legislativo 0 Registro Oficial 449 de 20-oct-2008

Ultima modificacion: 13-jul-2011 Estado: Vigente
Decreto Ejecutivo

e REGLAMENTO AMBIENTAL DE ACTIVIDADES ‘ Ley de Prevencion y Control de la Contaminacion Ambiental.
HIDROCARBURIFERAS Decreto Ejecutivo 1215 Norma: Codificacion # 20 Status: Vigente Publicado: Registro

Oficial Suplemento # 418 Fecha: 10-9-2004
Registro Oficial 265 de 13-feb-2001 Ultima — v' Ley de Gestion Ambiental
Leyes Organicas

modificacién: 29-sep-2010 Estado: Vigente. Ley Organica de la Salud

v
oc oS S v Ley de Organica de Ordenamiento Territorial, Uso
e LEY DE HIDROCARBUROS, (Decreto Supremo y Gestion de Suelo.

No. 2967) v

Politica Ambiental
Acuerdo Ministerial:

e 061 REFORMA DEL LIBRO VI DEL TEXTO
UNIFICADO DE LEGISLACION
SECUNDARIA

e 026 Registro generador de desechos peligrosos,
gestion de desechos peligrosos previo al
licenciamiento ambiental, y para el transporte de

materiales peligrosos.
e 142 catalogos de residuos peligrosos.

Plan de Desarrollo y Ordenamiento Territorial
Gobierno Auténomo Descentralizado de Municipal
de Francico de Orellana (GADMFQ) 2014-2019

llustracion 3-1.Piramide de Kelsen para la base legal.



1.4.1. Caracteristicas quimicas del suelo

Para medir la eficiencia de biodegradacion del TPHs se ha tomado como base el reglamento

ambiental de actividades hidrocarburiferas, decreto ejecutivo 1215 registro oficial 265 de 13-

feb-2001 daltima modificacion: 29-sep-2010 estado: vigente, cuyos limites permisibles se

encuentran en la Tabla 7-1. Ademas, se toma en cuenta la fertilidad del suelo ya que la

fertilidad es la calidad que posee el suelo para proporcionar los nutrientes necesarios para el

desarrollo normal y productivo de las plantas.Los niveles de fertilidad vienen dados de acuerdo

con las caracteristicas quimicas del suelo:

Potencial hidrégeno (pH)

Conductividad Eléctrica Capacidad de Intercambio cationico (CIC)
Bases totales (BT)

Saturacion de bases (SB)

Contenido de carbono organico (CCo)

Nitrégeno rotante (NR)

Faésforo (P)

Tabla 7-1: Limites permisibles para la identificacion y remediacién de suelos contaminados en

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

Parametro Expresado | Unidad Uso Uso Ecosistemas
en agricola | industrial | sensibles

Hidrocarburos totales TPHSs mg/kg <2500 <4000 <1000

Hidrocarburos aromaticos

policiclicos (HAPS) c mafkg < < <t

Cadmio Cd mg/kg <2 <10 <1

Niquel Ni mg/kg <50 <100 <40

Plomo Pb mg/kg <100 <500 <80
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CAPITULOII

2. METODOLOGIA

2.1. Tipo de investigacion

Por el método de investigacion mixta, segun el objetivotedrica, segun el nivel de profundizacion
en el objeto de estudio exploratoria, segin la manipulacién de variables experimental, segun el
tipo de inferencia hipotética-deductiva, segun el periodo temporal longitudinal (Hernéndez, et al.,
2017).

2.2. Disefio de la investigacion

En la bioaumentacién seutilizé un método de investigacioncualitativo y segln la manipulacién

de variableses un disefio experimental.

2.2.1. Disefio experimental

Dentro del proceso de investigacion y andlisis de la bioaumentacién para la biodegradacion de
hidrocarburos totales de petrdleo presentes en los aglomerados de suelos en AgLab, donde se
manipulé una variable y se control6 las demas, con la finalidad de aceptar o rechazar las

hipétesis planteadas.Siguiendo una serie de procesos resumidos en los siguientes puntos.

e La construccion del invernadero para la homogenizacion y acondicionar las muestras de
suelo para su posterior analisis, dividiéndolo en cubetos para la bacteria autdctona y
cubetos para la bacteria comercial realizando por triplicado es decir cada bacteria con 4
repeticiones, dando un total de cubetos durante los 80 dias de tratamiento.

e El andlisis inicial, promedio y final de las condiciones fisico-quimicas-
microbioldgicas(Temperatura, pH, Humedad, Conductividad Eléctrica, Materia
Orgénica, Carbono Orgénico total, Nitrégeno, Fosforo, Unidades formadoras de
Colonias) del suelo contaminado,asi tener un control para el crecimiento microbiano. Y
de ser necesario adicionar nutrientes (N:P:K) y se volteara manualmente (Oxigeno)
como control bidtico mediante tratamientos.

e El aislamiento de microorganismos autdctonos se realizé a partir de muestras de suelo
de los pasivos ambientales encontrados en AglLab, por lo que se prepard el medio de

cultivo (agar DPI) con las condiciones éptimas para el crecimiento de estas bacterias
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degradadoras de TPHSs,serealizard la caracterizacion de cepas bacteriana solo
morfoldgicamente por su género mas no su especie.

e La activaciéon de la cepa Pseudomonas aeruginosa segun la técnica del Laboratorio
MEDIBAC proveedor integral para el laboratorio AgLab.

e Se compard la capacidad de biodegradacion de TPHs de la bacteria autdctona y la
bacteria comercial para llevar un control estadistico al tomar datos antes durante y al
finalizar el tratamiento.

e Se calculd del porcentaje de eficiencia de cada muestra experimental de la
biodegradacion de TPHs mediante espectrofotometria de infrarrojo, asi mediante una
regla de tres simple la cual consiste en multiplicar el tltimo valor de concentracion de
TPHSs por cien y dividir para el valor inicial de concentracién de TPHs finalmente
restarle del 100%, usando el método de comparacién de dos poblaciones bacterianas y

saber cudl fue mas eficiente al degradar el TPHs.

2.2.2. ldentificacion de variable

Para la investigacion se tomé en cuenta las variables para la bioaumentacién segun el tipo de

investigacion y su disefio(Tabla 1-2).

Tabla 1-2: Identificacion de variables respuesta y de control dentro de la investigacion.

Variables de . -
Variables de Control Intervinientes
Respuesta
e Presencia de Microorganismos. Crecimiento de
e Aislamiento especifico de | Microorganismos (Cultivos)
microorganismo. en medios en medio Plate
e  Caracteristicas Fisicoquimicas del Count  Agar (PCA) 'y
H ™
suelo Temperatura, pH, Humedad, Pseudomonassp En Difco
e Hidrocarburos Conductividad Eléctrica, Materia Pseudomonas Insolaation
totales de petréleo Organica, Carbono Organico total, Agar(DP1).
degradado, Nitr6geno, Fosforo). Anélisis Fisico del suelo
e Tiempo e Andlisis de biodegradacién (Temperatura, pH, Humedad,
. .| Conductividad Eléctrica,
mediante espectrofotometria
. Materia Orgéanica, Carbono
Infrarrojo.
L .| Organico total, Nitroégeno,
e Eficiencia de una bacteria g g
) . . Fosforo).
autéctona vs bacteria comercial
. UFC presentes después de la
(Pseudomonas aeruginosa).
valoracion de eficiencia.

Realizado por: Edwin Licta, 2019
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2.2.3. Localizacion del estudio

La presente investigacion se la realizé en la provincia de Francisco de Orellana, El Coca,
(Figura 1-2), en el laboratorio de anélisis y evaluacion ambiental (AgLab), con las coordenadas
georreferénciales 279265 m E y 9948497 m S ubicados en la zona 18M, WGS-84 S — UTM,
extraidas de Google Earth.

2.2.4. Poblacién de estudio

La poblacién de estudio corresponde a 230 kilogramos de suelo con la presencia de TPHs y los
microrganismos degradadores de estos. Ubicados en las coordenadas 9948517 m Sy 279266 m
E de la zona 18M, WGS-84 S — UTM, extraidas con el GPS modelo Etrex 20 GRAIMN.

Trasladados al invernadero después de cuantificar la cantidad exacta de los pasivos ambientales
a ser tratados ubicados en las coordenadas 279266 m E, 9948505 m S de la zona 18M, WGS-84
S — UTM, extraidas de Google Earth (Figura 1-2).

Figura 2-2. Localizacion de la poblacidon de estudio de la investigacion.
Realizado por: Edwin Licta, 2019.

2.2.5. Tamafio de la muestra
Se calcula alrededor de un tanque de 50L lleno de aglomerados de suelo que tienen AgLab

contaminada con hidrocarburo. Dando un valor total de 230 Kg de la cual se debe restar 16 kg
usados para el tratamiento y verificacion de la eficiencia de las bacterias degradadoras de TPHs.
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2.2.6. Método de muestreo

En esta investigacion no se realizd el muestreo a ninguna empresa externa de los suelos
contaminados con TPHs ya que en laboratorio de AgLab tiene aglomerados de suelos
denominados pasivos ambientales. Pero cabe recalcar que se realizd un muestred en rejillas
simples de 8 y 8 cm con un barreno que acupe toda la profundidad del tanque es decir 75 cm del
total de la poblacién de estudio para realizar las caracteristicas fisicas, quimica y el aislamiento

de la bacteria autéctona par la biodegradacién de los TPHs.

2.2.7. Técnicas de recoleccion de datos

La recoleccion de datos facilitd la seleccion de datos aleatorios muy importantes para la
investigacion ya que con estos se corrobora la informacion bibliografica de varios temas de
investigacion similares a esta nueva investigacion, aportando asi con el conocimiento cientifico.
Se realiz6 el seguimiento del proceso mediante analisis quimico-fisicos con la asistencia del

laboratorio AglLab.

2.2.8. Modelo estadistico

Test paramétricos de comparacion basados en el tamafio de la muestra, y el cumplimiento de los
supuestos de normalidad, homogeneidad e independencia. Se emplea el disefio completamente
al azar (DCA), que nos ayudo6 a saber si un tratamiento es distinto al otro tratamiento con lo
respecta a las bacterias autoctonas vs la bacteria comercial, con 4 repeticiones, utilizando la

prueba de TUKEY, es uno de los procesos estadisticos con un porcentaje de error menor al 5%.

Tabla 2-2: Disefio completamente al azar (DCA)

TRATAMIENTO DESCRIPCION INOCULACION | REPETICIONES
Bacteria comercial Sl.a
Suelo 1 (S1) Suelo Nativo Estéril (Pseudomonas gib
.C
aeruginosa) S1.d
Bacteria autoctona S2.a
Suelo 2 (S2) Suelo Nativo Estéril aislada ggb
.C
(Pseudomonas sp) s2.d
Bacteria autdctona .
) ) ) No se realizaron
Suelo 3 (S3) Suelo Nativo No Estéril aislada o
repeticiones
(Pseudomonas sp)

Realizado por: Edwin Licta, 2019
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2.3. Procedimiento de la investigacion

2.3.1. Construccion del invernadero

Se procedié a la construccion del invernadero para la aceleracion de la desecaciéon de los
pasivos ambientales acumulados en AgLab (llustracion 1.2) y la homogenizacion de la muestra
patrén para los analisis requeridos en la investigacion, asi también, como control de la

temperatura del suelo.

Traslado de los pasivos Al invernadero con Formacion de una
ambientales ubiacada en las las coordenadas pila para tratar el
coordenadas 9948510.37 m 279288.89mE total de los pasivos

Sy279271.73mE 9948501.52m S ambientales

lustracion 1-2. Ubicacion de las areas donde se desarrollard la homogenizacion del

suelo.
Realizado por: Edwin Licta, 2019

Detalle de la construccién: se colocd las guadias y madera como el exoesqueleto del
invernadero para soportar las condiciones climaticas, asi recubrirlo con el pléstico, la
geomembrana se usO para la impermeabilizar el suelo y proteger al suelo nativo del suelo

contaminados con TPHs, con una altura de 50 cm sobre la altura del suelo (Figura 2-2).

Figura 2-2. Construccion del invernadero.

Realizado por: Edwin Licta, 2019.

2.3.2. Muestreo de suelo para el analisis

De los pasivos ambientales localizados en AglLab, en un tanque de 55 Gal con un didmetro
interno de 55 cm y altura de 88 cm, se procedid a realizar el muestreo en rejillas
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simpledividiéndolo en casillas de 5 x 5 cm dado un total de 18 puntos dentro de la

circunferencia usando un barreno de 1 pulg de didmetro.

Se extrajo un total de 6 kg de suelo para su posterior analisis inicial(Figura 3-2) ya que a partir
de estas muestras se realizd el andlisis fisico, quimico y microbiolégico durante todo el
tratamiento. Es necesario el constante homogenizacion y oxigenacion para asi, este suelo este

homogéneo a la hora del andlisis de laboratorio.

Figura 3-2. Muestreo en rejillas simple
Realizado por: Edwin Licta, 2019.

2.3.3. Esterilizacion del suelo para los tratamientos

Se llevé a cabo la esterilizacion del suelo nativo donde se sospechaba la presencia de
Pseudomonas sp por lo que para poder realizar los calculos estadisticos de eficiencia en los
tratamientos se realizo la esterilizacién mediante presion de vapor de agua desmineralizada en
autoclave a 120° C durante 15 minutos (llustracion 2-2),y asi poder realizar bioaumentacion en
nuestro nuevo suelo estéril aplicando la bacteria Pseudomonas aeruginosa y la bacteria

Pseudomonas sp.

Cabe recalcar que al someter a la esterilizacion del suelo los TPHSs se redujeron en un 50 % ya
que sufre la evaporacion de cierto compuesto hidrocarburiferos tanto organicos como

inorganicos.
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Procedimiento de Esterilizacién
del Suelo

1.a. Preparar todos log
materiales e insumos
como es el equipo dg

proteccion personal
(EPP) fundas de
esterilizacion para
autoclave.

1.b. Pesar y colocar en
las fundas de
esterilizacion el suelo a
esterilizar, sin
sobrecargar la capacidad|
de dicha funda en
nuestro caso fue menon
igual a 500 g por funda.

1.c. Encender el equipo
de autoclave con previa
limpieza de bandeja V|
utensilios, dejan
preparado en 120 °
durante 15 minutos.

llustracion 2-2.Procedimiento de esterilizacion del suelo.

Realizado por: Edwin Licta, 2019

2.3.4. Analisis fisico-quimicos de las muestras de suelo

1.d. Realizar en proceso
de esterilizacion por lo
menos 3 veces y de ser
necesario cambiar g
funda de autoclave, yal
que esta puede sufrif
ruptura. En cada
esterilizacion colocar la
membrana 0  cintd
indicadora de esterilidad.

Para realizar el analisis fisico-quimico(temperatura (T°), pH, humedad, conductividad eléctrica

(CE), materia organica (MO), carbono orgéanico total (COt), nitrégeno(N), fdsforo(P))

(HNustracion 3-2) fue necesario el control del tiempo (Tabla 3-2).

Para ello se utiliz6 la metodologia basada en el libro Standard Methodos For Examination of

Water and Wastewater (APHA; AWWA; WEF., 2017), EPA Methods y ASTDM con la finalidad de

realizar una descripcién rapida, mas no un procedimiento exacto ya que se firmé un acuerdo de

confidencialidad con el laboratorio privado, AQLAB, por ende las formulas y céalculos de los

mismos quedan archivadas en el sistema del laboratorio.
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Se colocaron 20 g de muestra de suelo mas 40 ml de agua destilada diluye con una varillg
pH: de agitacion deja reposar 15 min.

Se coloco 20 g de muestra de suelo mas 100 ml de agua destilada, se diluyd con una varilla
i de agitacion y se dejé reposar 15min.
_Temp:_ratur_|Se usé el termémetro digital para la temperatura. |

Se estabilizo el peso del crisol a 105° C durante 2 horas, se deja reposar en el desecador por
15min, pesar 5 g de suelo y se dejo en la estufa por 24 horas a 105° C. Para el calculo del

' |porcentaje de humedad se la realizd por el método gravimétrico tomando en cuenta Id
diferencia de pesos antes de ser secado y después de secarlo.

Se pes6 1 gramo de la muestra patron inicial con su repeticion y en blanco se lo realiz6 sin
muestra de suelo ya que debe dar una concentracion igual a cero. Se diluyé con cloruro dej
bario di hidratado mas de &cido sulfirico. Se afor6 a Agua Tipo Il. Se dejé en el
|| Materia | [piodigestor por 30 min a 150° C, los 30 min corren a partir de que la temperatura llegue a

Organica:| [150° C. Dejar durante 12 horas reposar a temperatura ambiente. Realizar la prueba de
concentracion en el UV visible cuya curva es: blanco igual a 0,5 % por cada 100 pL y el
estdndar (STD) igual a 1,0 % por cada 200 pL. Realizar el blanco para el control al medir
en el UV visible, siguiendo los mismos procedimientos, pero sin la muestra en gramos.

Se pes6 1 g de muestra de suelo aproximadamente. Se realizo la dilucion aforada a 100ml
de bicarbonato de sodio a 0.5 N, y agitar vigorosamente. Se dejo reposar por 30 min. Se

- I |coloco el acido absorbico y se somete al bafio maria a 70° C, por 15min al terminar se
coloco en agua helada y finalmente se lee en el espectrofotometro de UV-visible.

1.Procedimientos Fisico-Quimicos
1

Se colocd en una bandeja recubierta con papel aluminio para acelerar la desecacion de las
muestras de suelo a temperatura ambiente, se trituré con un mortero y pistilo, se tamizé A
500 ponz. (Para muestra himeda) En un tubo de ensayo se colocd 2,000 g de suelo
aproximadamente, afiadiendo Sulfato, Gel Silica y 10 ml de hexano. Se agitd
vigorosamente por 3min para posteriormente dejar en el ultrasonido por 15min. Se filtrg

con un embudo de cristal con papel filtro, aforando a 25 ml con hexano, se procede a medir
los TPHs en el IR. Se procedi6é a analizar las muestras con una jeringa se colocd 0.1ml en
la celda de lectura y hacemos correr. (Para muestra seca; se sigue el mismo procedimiento,
pero se afora a 10 ml con hexano).

llustracion 3-2.Procedimiento fisico quimicos de la investigacion.
Realizado por: Edwin Licta, 2019

Tabla 3-2: Tiempo de control para las condiciones fisico-quimicas-microbiolégicas.

Oxigenacion /

Cubetos *TPHs/UFC *COt/Nt/P/N *pH, CE L
Irrigacion/ T°/ % humedad.
0 dias
Sla
20 dias 0 dias
Slb i i
st 40 dias 40 dias semanalmente 3 a5 veces por semana
.c
60 dias 80 dias
Sid i
80 dias
0 dias
S2.a i i
20 dias 0 dias
S2.b
S 40 dias 40 dias semanalmente 3 a5 veces por semana
.C
60 dias 80 dias
S2.d
80 dias

* Los cubetos con el suelo nativo estéril representados con la letra S1 es el cubeto con la bacteria autoctona y S2 es el cubeto con la
bacteria comercial. Las letras a, b, c; d son las 4 réplicas requeridas para céalculos estadisticos.

* TPHs= hidrocarburo total de petréleo, UFC= Unidades Formadoras de Colonias, COt= Carbono Orgénico Total, Nt= Nitr6geno
Total, P= Fosforo, pH= Potencial Hidrogeno, CE= Conductividad Eléctrica T°= Temperatura.

Realizado por: Edwin Licta, 2019
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2.3.5. Medios de cultivo usados en la investigacion

La siembra de microorganismos del suelo fue realizada en un medio selectivo Difco™
Pseudomonas Isolation Agar (DPI). También fue necesaria la utilizacion de otros medios y
caldos para el aislamiento de la Pseudomonassp como el agua de peptona tamponada, agar para
métodos estandar placa de 90 mm (PCA), caldo infusion cerebro corazon (BHI) (Figura 4-2),

explicadas con mayor detalle en el Anexo H.

Figura 4-2.Medios de cultivo plate count agar(PCA), difco™
Pseudomonasisolation Agar (DPI), caldo infusion cerebro corazon
(BHI).

Realizado por: Edwin Licta, 2019.

2.3.6. Aislamiento de bacterias

Para verificar la posible presencia de Pseudomonas sp. se realizaron cultivos de las colonias
obtenidas en agar DIP y PCA para su posterior incubacion en agar BHI a 35° C por 24 h. Al
cabo de 24 h y 48 h se examinaron los cultivos de las cajas Petri siempre estableciendo un
blanco para la verificacion de que el medio no esté contaminado con ningun tipo de
microorganismos. Aquellos aislamientos que presentaronpigmentacion azul/verde o marrén
amarillenta(Palleroni, 1984; 2005), debido a la produccion de piocianina o pioverdina fueron
consideraron positivos para la realizacion del tratamiento de biodegradacion (APHA; AWWA,;
WEF., 2017).

Ademas, los aislamientos seleccionados se crioconservaron en una solucion de leche
descremada (v/v) y agua destilada (v/v) a -10°C. A partir de las muestras de suelo, fueron
seleccionados 10 aislamientos de Pseudomonas sp, tomando como criterio de seleccién las

caracteristicas macroscopicas como la fluorescencia que estas bacterias presentaron en agar DPI
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y caracteristicas morfolégicas, para asi crioconservarlas en la solucién a -10° C. Ademas, se
activo la bacteria comercial P. aeruginosa del cual se incubaron en agar PCA (APHA; AWWA,;

WEF., 2017).

2.3.7. Verificacion en placa de bacterias presentes en el suelo.

El recuento de la bacteria autdctona (Pseudomonas sp.) se realizd mediante el procedimiento
convencional para un cultivo de microorganismos del suelodiluidos en agua de peptona segun el
método estandar internacional (APHA; AWWA; WEF., 2017),cultivados en el medio ya descrito
anteriormentePCA y DIP. Ademas, del agua depeptona para la reduccion de la concentracion
microbiana mediante dilucion (102, 103,105,10). La disolucion para los medios fue realizada
con agua destilada, de acuerdo con las especificaciones de la ficha técnica de cada medio de
cultivo o caldo (Tabla 4-2).

Tabla 4-2: Pesos para medio de cultivo bacteriano

Medio Peso () Vol.(ml) Glicerol (ml)
Peptona 2,55 1000
Agar PCA 5,6 300
Difco™Pseudomonas Isolation Agar ¢ 75 250 3

Realizado por: Edwin Licta, 2019

2.3.8. Aislamiento de la Pseudomonas sp.

El procedimiento se lo realiz6 de acuerdo a la metodologia usada en el laboratorio (llustracion
4-2),basados en el libro de Standard Methods N°. 9213E y la Association of Official Analytical
Chemist(AOCA, 2003.07.2005)por el acuerdo de confidencialidad con el laboratorio

auspiciante se omitira algunos detalles relevantes.
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1.Colocar en 90 ml de
peptona 10 g de suelo
completamente
homogéneo a  ser
investigado.

1.Incube las cajas a 35°C,

1.Con la ayuda de la pipeta
Transferir 1 ml de la solucion
madre de suelo contaminado a
blancos de diluciéon para
obtener diluciones 101, 1073,
105, 108,

1.Con ayuda de un dispersor 0

1.Colocar 1 ml de las diluciones
101, 103, 10°, 108 en las cuatro
cajas Petri a utilizarse para los
diferentes medios de cultivo. Y
una quinta caja Petri para el
blanco (&) para asi verificar que
en medio no este contaminado.

hasta  que  aparezcan rastrillo  estéril  distribuya 1.Distribuir los dos tipos de
colonias visibles. Tiempo uniformemente el material en agares (PCA, Difco™
de incubacion cada una de las cajas Petri con Pseudomonas Insolation Agar)
recomendable minimo es los respectivos medios de en las cajas Petri.

de 24 horas. cultivo.

1.Pasado este periodo, se realiz el recuento de
colonias de cada placa para determinar la cantidad
de microorganismos iniciales en el suelo.

llustracion 4-2. Procedimiento para siembra de Pseudomonas sp.

Realizado por: Edwin Licta, 2019.

2.3.9. Activacion de la bacteria Pseudomonas aeruginosa

En la lustracion 5-2 se detalla el método estandarizado por laboratorios AQLAB debidamente

aprobado por el proveedor integral MEDILAB.

Se esteriliza en el autoclave
a 120°C durante 15min los Esperar que se
tubos HACH con la dilucién enfrié a
de leche debidamente
semisellada par evita fugas
durante la esterilizacion

Se realiza la dilucién de
una leche Descremada con
agua destilada relacién 1:1
para facilitar la
proliferacion de la bacteria.

temperatura
ambiente

Con las cajas Petri Realizar la activacion
Dejar en incubacion a 35° C con el medio de de la P. aeruginosa
durante 24horas y realizar la PCA colocar rompiendo el cello de
masificacion con las diluciones suavemente sobre el seguridad que en este
de leche y agua 1:1. agar la asa con P. caso estd en forma de
aeruginosa. capsulas.

Dejar en la nevera a -4°C denominado
crioconcervacion, para posteriormente
realizar la activacion de la bacteria.

llustracion 5-2. Procedimiento deMediLabpara activar la Pseudomonas aeruginosa.

Realizado por: Edwin Licta, 2019.
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2.3.10. Reactivacion y masificacion de las cepas de Pseudomonas sp.

El método de aislamiento propuesto por Palleroni (1984) para aislar bacterias degradadoras de
petroleo se lo realiz6 con la adicion del caldo nutritivo para Pseudomonas sp. (llustracion 6-2).

Se tomo un inoculo 1.Diluir en medio BHI en las 1.Los Frascos se
de cada colonia de 3 proporciones de acuerdo a la incubaron a 30 °C por 72
a 5 veces con la necesidad del volumen y la horas en  agitacion
ayuda de un asa de concentracion requerida para constante con el sistema
siembra microbiano. la masificacion de la bacteria. OxiTop a 180 rpm.

("1.Extracto de levadura 5% (p/v), en

este caso se suspende la adicion de 1.Se realizaron 1.Pasado el tiempo
levadura ya que la bacteria resiembras en agar de incubacion se
requerira como fuente de energia y DIP para obtener nota el crecimiento
carbono los compuestos del TPH'S las Pseudomonas por la turbidez de
garantizando que la bacteria Sp. puras. medio de cultivo.

consuma este tipo de contaminante.

1.Se registré el crecimiento de las colonias a las 24, 48 y 72 horas de la
siembra, segin las colonias fueron apareciendo su pigmentacion
| caracteristica de las Pseudomonas sp. y observadas por los siguientes 7 dias.

llustracion 6-2.Procedimientopara reactivar y masificar de las cepas de

Pseudomonas sp.
Realizado por: Edwin Licta, 2019

2.3.11. Estabilizacion de las colonias

Muchas veces las bacterias sobreviven a la siembra en placa gracias a la reserva de nutrientes
que llevan consigo y no siempre debido a los nutrientes que un determinado medio les
proporciona; por ende, fue necesario asegurar su posterior crecimiento repicandolas en un
medio rico de nutrientes (DIP) para recuperar su crecimiento y después repicarlas en los tres
distintos medios hasta estabilizar su crecimiento y con esto garantizar su posterior uso durante

los ensayos restantes (llustracion 7-2).

De igual forma para la culminacion de esta investigacion fue necesario estabilizar las colonias
para evitar la proliferacion de las bacterias.Para ello se sometié a condiciones ambientales
naturales extremas, eliminando las condiciones Optimas de crecimiento, para reducir la carga

microbiana y asi cumplir con la normativa de las UFC maximas permitidas en suelos.
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1. Se prepararon 2. En la cAmara de flujo, se

: : procedio a tomar una pequefia 3. Se incubé por
C?ﬁ%?gt&?n muestra de la colonia 'y 24 horas a 35°C
' sembrarla.

Para asegurar el

crecimiento de todas las bacterianas se 4. Se reportd el
colonias aisladas en el repicaron hasta crecimiento de
paso anterior, el repique observar un las colonias, a las

se realizd Unicamente crecimiento uniforme 24 horas.
en medio DIP. v

llustracion 7-2. Procedimiento para estabilizar las colonias.
Realizado por: Edwin Licta, 2019.

2.4. Eficiencia

La eficiencia de las bacterias se determiné en base a los factores principales de este tipo de
investigacion como son: los niveles de biodegradacion de TPHs y las condiciones fisico-
guimicas iniciales, medias y finales de los dos tratamientos y la muestra patrén, mediante la

aplicacién de la ecuacion 1-2. THPj-,

THPi=n*100

Ecuacion 1-2. Calculo de eficiencia simple.%E = 100 — THPo

2.5. Planteamiento de hipotesis

2.5.1. Hipdtesis textual

La bacteria autoctona aislada (Pseudomonassp.) es mas eficiente en la biodegradacion de TPHs

en comparacion a la bacteria comercial Pseudomonas aeruginosa.

2.5.2. Hipotesis estadisticas

2.5.2.1. Hipotesis nula

H,: La bacteria autoctona y comercial tienen la misma capacidad de biodegradacién de TPHs
mediante la bioaumentaciondel suelo contaminado con bacterias especificas al someterlas a las

mismas condiciones fisico-quimicas.

Ho: us1 = us2

36



2.5.2.2. Hipotesis alternativa

Hi: La bacteria autoctona y comercial tiene diferente capacidad debiodegradacién de TPHs
mediante la bioaumentacidn, al someterlas a las mismas condiciones fisico-quimicas.

Hi: psi # Us2
Donde:

uS1 = Suelo nativo estéril bioaumentado con la bacteria comercial Pseudomonas aeruginosa.

uS2= Suelo nativo bioaumentado con la bacteria autdctona Pseudomonas sp.
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CAPITULO 11

3.  RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Andlisis de resultados

Para evaluar la eficiencia de la bioaumentacién con la finalidad de biodegradarTPHscomo
tratamiento para los pasivos ambientales que son almacenados en el laboratorio AgLab,fue
necesario realizar los analisis fisico-quimicos iniciales, medios, finales de parametros como
carbono organico total (COT), materia organica (MO), fosforo (P) y nitrégeno (N), mediante
unmonitoreo diario de pardmetrosfisicos como temperatura e irrigacién, monitoreo semanal de
humedad, pH, conductividad eléctrica (CE)y cada 20 diasTPHs y el control biolégico de la

presencia de Pseudomonas.

Asi, la recopilacion de datos mediante el control mencionado genera datos estadisticos que
permitirdn realizar los célculos de eficiencia y mantener las condiciones del suelo en

condiciones Optimas para que la bacteria trabaje en la biodegradacion de TPHs.

3.1.1. Evaluacidn de las caracteristicas fisicas, quimicas del suelo.

Los parametros fisicos-quimicosanalizados en la investigacion de los pasivos ambientales
contaminados con TPHsse presentan en laTabla 1-3, la misma que fue extraida de losinformes
respaldados porel certificado de control de calidad de AQLAB anexadas, cuyos resultados
preliminares evidenciaron que en las condiciones fisico-quimicas del suelo, estan en el punto
medio de los limites permisibles de la normativa legal vigente del Ecuador y por ende
internacionalmente. Ademas, se tomo referencia en el criterio de calidad de los parametros
minimos de la fertilidad del suelo en TULSMA libro VI, Decreto Ejecutivo 3516y las

referencias citas en la Tabla 1-3.
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Tabla 1-3: Pardmetros Fisicos - Quimicos Analizados en la investigacion.

Resultados de Anélisis Limites Permisibles
Unida
Parametro Referencia d Inicial Medio Final Minimo ~ Media  Maximo
(0 Dias) (40 Dias) (80 Dias)
pH EPA 9045C - 7,32 7,3 7,64 6 - 8
Conductivida EPA9050A  mmho 240 288 252 - - <2000
d eléctrica /cm
Humedad ASTM % 73 67 68 50 - 70
D3976-92
Materia Gravimétrico % 4,12 2,6 1,74 <10 1,0-2,0 >2
orgénica S
*Carbono EPA 9060 % 25 15 1 <06-15 15-30 3,0->6,0
Orgénico
Total
*Nitrégeno KJEDAHI, % 0,216 0,13 0,09 0-0,15 0,16-0,3 >0,31
Total EPA351.2
Fosforo Booker mg/K 257,3 206,7 14472 0-10,0 11-20 >21
Tropical Soil g
Manual

Realizado por: Edwin Licta, 2019.

* Relacion porcentual de C/N 11,6 estd dentro de los pardmetros ya que la normativa no
determina la precision del limite permisible de la cantidad de materia organica, nitrogeno y

fosforo en cuanto a la relacién C/N estard <30 como maximo para un suelo agricola.

3.2. Evaluacion del tratamiento

El primer grupo de cubetos: S1.a, S1.b, Sl.c, S1.dque correspondeal suelonativoestéril con sus
respectivas 4 réplicas(a, b, ¢ y d) (Figura 1-3) fue bioaumentado con las colonias bacterianas de

Pseudomonas aeruginosa(S1).

El segundo grupo de cubetos: S2.a, S2.b, S2.c, S2.d, que corresponde al suelo nativo estéril con
sus respectivas 4 réplicas (a, b, ¢ y d) fue bioaumentado con la bacteria Pseudomonas sp
previamente aislada del mismo suelo (S2), (Figura 2-3) y para el suelo patron en forma de
biopila denominado S3 la cual no se procedi6 a realizar replicas cuyo fin para dar disposicion

final al total del suelo contaminado se realizd la bioaumentacion con la bacteria Pseudomonas

sp.
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Figura 1-3. Cubetos con 2 kg de suelo cada una, tratado con la Pseudomonas aeruginosa

denominado suelo nativo estéril (S1) y sus réplicas S1.a, S1.b, S1.c, S1.d.

Realizado por: Edwin Licta, 2019.

Figura 2-3. Cubetos con 2 kg de suelo cada una, tratado con la Pseudomonassp.

denominado suelo nativo estéril (S2) y sus réplicas S2.a, S2.b, S2.c, S2.d.
Realizado por: Edwin Licta, 2019.

3.2.1. Evaluacionde los TPHs durante el tratamiento
A diferencia de los resultados fisico-quimicos anteriores, los TPHs del suelo a ser tratado estan

por muy encima de los limites permisibles en Ecuador establecidos en el Decreto Ejecutivo
Ecuatoriano 1215 (RACHE).
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Tabla 2-3: Comparacion de los resultados de TPHSs durante el tratamiento.

TPHs en las muestras Limites permisibles
Muestra — . : i i
desuelo  Inicial  Mediowo  Final@ Uso Uso Ecosistemas ~ Unidad
(0 Dias) Dias) 0 Dias) agricola  industrial sensibles
°S1 9366 5150 1996 <2500 <4000 <1000 mg/kg
052 8977 2992 994 <2500 <4000 <1000 mg/kg
°S3 20640 7710 *739 <2500 <4000 <1000 mg/kg

0 La representacion de las siglas S1 es el suelo estéril nativo bioaumentado con Pseudomonas aeruginosa, S2: es el suelo estéril
nativo bioaumentado con Pseudomonas sp; S3: es el suelo patron no estérilbioaumentado con Pseudomonas sp.

* Son los TPHs finales después de 100 dias de tratamiento para dar disposicion final al total del suelo.

Realizado por: Edwin Licta, 2019.

Para realizar los tratamientos con sus respectivas repeticiones, se llevd a cabo la divisién en 8
cubetos con 2 Kg de suelo contaminado cada uno, dividido en 2 variables: la bacteria usada para
la inoculacién y los TPHs biodegradados en los 80 dias de tratamiento (Tabla 2-3).

Para el ensayo fue necesario homogenizar el suelo y la esterilizacién de este, evitando asi la
presencia de otros microorganismos al momento de la bioaumentacién con la bacteria aislada
(Pseudomonas sp) y la bacteria comercial (Pseudomonas aeruginosa), que pueden afectar los

resultados de los calculos estadisticos.

Como consecuencia de la esterilizacion, los TPHspueden reducirse significativamente en las
muestras evaluadas, dando como resultado una reduccion promedio del 56 % a la concentracién
inicial de TPHs de la muestra patrén; esto se da debido a que poseen compuestos organicos

volatiles y temperatura de ebullicion distintas.

Por ello los resultados iniciales del tratamiento muestran una reduccion deun promedio de
20640 mg/Kg en muestra de TPHSs a un inicial de 9366mg/Kg para el ensayo con Pseudomonas
aeruginosa y 8977 mg/Kg para el ensayo con Pseudomonas sp. Su reduccién promedio final de
los TPHs fue1996 mg/Kg en muestras con Pseudomonas aeruginosa (Grafica 1-3) y994mg/Kg

en muestras con Pseudomonas sp(Grafica 2-3).
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Gréfico 1-3. Biodegradacion de TPHs promedio en funcion del tiempo durante los 80 dias de

tratamiento con Pseudomonas aeruginosa (S1).
Realizado por: Edwin Licta, 2019
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Gréfico 2-3.Biodegradacion de TPHs promedio en funcidn del tiempo durante los 80 dias de

tratamiento con Pseudomonas sp(S2).
Realizado por: Edwin Licta, 2019

Podemos notar que la mayor concentracion de TPHs decrecio en los 20 primeros dias de
tratamiento en los cubetos bioaumentado con Pseudomonas sp (S2) a diferencia de los cubetos
conPseudomonas aeruginosa(S1) que decrecido los TPHs, pero en menor porcentaje a

comparacion del segundo tratamiento S2.A partir de aqui,se procedié con la bioaumentacion
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Unicamente usandoPseudomonas sp ya que el fin de la investigacion es reducir costos que

generen altos beneficios socio-econdémicos.

Ademas, la muestra patron no fue esterilizada y el andlisis de los pasivos ambientales se los hizo
directamente.Debido a que por disposicion del Laboratorio auspicianteel limite permisible debe
ser <1000 mg/Kg exclusivo para ecosistemas sensibles, segun el Decreto Ejecutivo 1215, la
evaluacion de la biodegradacion de TPHs se extendié durante 20 dias mas de los 80 dias de
tratamiento. Al terminar el tratamiento, el suelo cumple con los limites permisibles de
normativa legal vigente teniendo un resultado final de TPHs en muestra de 736 mg/Kg (Gréfico
3-3).

S3
20640

20500

19200

16500 13033

12500

10500 7710

8500

2288 S 1955

2500 736
500

TPH (mg/Kg en muestra)

0 Dias 20 Dias 40 Dias 60 Dias 80 Dias 100 Dias
Tiempo

Grafico 3-3. Biodegradacion de los TPHSs de la muestra patron no estéril en 100 dias de

tratamiento con Pseudomonas sp(S3).
Realizado por: Edwin Licta, 2019.

3.2.2. Andlisis de la conductividad eléctricadurante el tratamiento

La conductividad eléctrica se midié para verificar que tan propenso es el suelo de sufrir una
erosion durante el tratamiento, asegurando de esta forma la calidad del suelo en procesos de
biorremediacion de suelos contaminados con TPHs, segin la normativa del RAOHE o el
TULSMA. Esta menciona que para uso agricola del suelo debe mantenerse por debajo de los
2000 pS/cm, por ello en la gréfica se aprecia que se mantuvo por muy debajo del limite
permisible, dando como resultado un méaximo de 738 pS/cm y un minimo de 208 puS/cm durante
todo el tratamiento; cuyo promedio general para los 3 tratamientos (S1: es el suelo estéril nativo
bioaumentado con Pseudomonas aeruginosa, S2: es el suelo estéril nativo bioaumentado con
Pseudomonas sp; S3: es el suelo patron no estéril bioaumentado con Pseudomonas sp),fue igual
a 449 puS/cm (Tabla 3-3; Grafico 4-3).

43



Tabla 3-3: Pardmetros analizados de la conductividad eléctrica durante el tratamiento.

alisis Conductividad Eléctrica Promedio (CE = puS/cm)
Semanas s1 s2 s3
1 527 478 240
2 538 484 268
3 494 452 289
4 403 343 360
5 440 418 315
6 375 414 254
7 375 361 321
8 322 293 260
9 459 457 280
10 493 442 215
11 609 551 233
12 530 511 208

Realizado por: Edwin Licta, 2019.
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Gréfico 4-3.Carta control semanal de la conductividad eléctrica del suelo tratado con

Pseudomonas aeruginosa vs Pseudomonas spen el S1, S2, S3.

Realizado por: Edwin Licta, 2019'".

3.2.3.  Andlisis del pHdurante el tratamiento

El pH, segun lo mencionado en las bases tetricas en estudios de Palleroni

condiciones éptimas para la bacteria deben estar entre 5 a 9.Pero en el Libro VI del TULSMA,
Anexo 2; para un suelo en proceso de biorremediacién, el pH del suelo debe ser de 6 a 8 siendo
el rango optima minima y maxima de crecimiento bacteriano, por ende, se puede afirmar que
dura'nte todo el tratamiento el suelo no pierde las condiciones 6ptimas para que el suelo tenga

una disposicion final como uso agricola, cuyo méaximo rango de pH fue 7,88 y el minimo fue

(1992), es

fundamental para el estudio de estas bacterias en la degradacion de TPHs,mencionando que las

6,11 por ende el promedio general en este cubeto es 7,19 (Tabla 4-3; Grafico 5-3).
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Tabla 4-3: Promedio de pardmetros analizados del pH durante el tratamiento.

pH Promedio Semanal
Semanas S1 S2 S3

1 7,28 6,88 6,9
2 7,64 7,35 7,85
3 7,86 7,14 7,64
4 7,55 7,39 7,52
5 7,49 7,61 7,45
6 7,45 7,16 6,43
7 7,31 7,07 7,42
8 6,46 6,46 7,15
9 7,29 7,16 7,29
10 6,31 6,32 6,62
11 7,10 7,38 7,6
12 7,51 7,44 7,64
Promedio general: 7.20

Realizado por: Edwin Licta, 2019.
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Gréfico 5-3.Carta control semanal del pH en 80 dias de tratamiento en el suelo nativo estéril

conP. aeruginosa (S1),Pseudomonassp (S2); y suelo no estérilPseudomonassp(S3).

Realizado por: Edwin Licta, 2019.

3.2.4. Anadlisis de la temperatura durante el tratamiento

La grafica de control de temperatura se basa en los primeros estudios de Palleroni (1992),
donde estudia el géneroPseudomonas,mencionando el rango de tolerancia minima (T° min) de
20° C y elméximo 42° C (T° max). Sin embargo, las condiciones 6ptimas de crecimiento para
estas bacterias deben ser entre 30° C a 35 ° C; por ello se tomé la temperatura diariamente cuyos
resultados se encuentran en los anexos, y en la grafica contigua se muestra solo los promedios

semanales estan dentro del rango de tolerancia, y cuyo promedio final es de 31° C donde en todo
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el tratamiento la temperatura minima de 27° C a un maximo de 36.1° C (Tabla 5-3; Grafico
6-3).

Tabla 5-3: Resultados del parametrotemperatura promedio semanal durante el tratamiento.

Andlisis Temperatura Promedio Semanal (°C)
Semanas s1 32 S3

1 31,5 31,9 31,7

2 34,0 34,8 34,4

3 29,9 30,2 29

4 34 34,4 32,9

5 34 35,3 31,9

6 30,4 30,8 27,8

7 27,6 27,7 27

8 29,4 28,0 27,2

9 30,2 30,6 28,4

10 29,3 30,5 30,7

11 29,4 30,3 30,5

12 30,7 31,1 31,1
Promedio general: 31

Realizado por: Edwin Licta, 2019.

Temperatura Promedio Semanal (°C)

Temperatura (°C)
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S1 S2 S3 Tmax Tmin TOmax TOmin
Gréfico 6-3:Carta control promedio semanal de temperatura durante el tratamiento.
Realizado por: Edwin Licta, 2019.

*Suelo estéril con P. aeruginosa (S1), Pseudomonassp (S2), y suelo no estéril con
Pseudomonas sp S3.*Temperatura optima de crecimiento maximo y minimo (Tmax, Tmin),

Temperatura de tolerancia maxima y minimo (TOmax, TOmin).
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3.2.5. Andlisis de la humedaddurante el tratamiento

Segun las investigaciones de Palleroni (2005),las condiciones Optimas de crecimiento
Pseudomonas sp deben mantener un rango de humedad entre 50% a 70%,importante para el
desplazamiento dela bacteria entre las particulas del suelo y buscar su fuente de energia y

carbono para su crecimiento.

Los resultados al cabo de 12 semanas de tratamiento iniciaron con una humedad del 87 %, la
cual se control6 dentro del invernadero para que cumpla el rango de crecimiento Optimo,
manteniéndolo en un rango casi del limite maximo y minimo para la bacteria, dificultandose por
las condiciones climaticas de Prt. Francico de Orellana, pero llegando a tener un promedio
general igual al 66.7% (Grafico 7-3; Tabla 6-3).

Tabla 6-3: Resultados de los parametrostemperatura promedio semanal durante el tratamiento.

Humedad Promedio Semanal (%0)
Semanas S1 S2 S3

1 83 84 73
2 71 69 61
3 73 73 71
4 70 72 57
5 55 58 63
6 63 65 87
7 61 62 62
8 62 63 72
9 64 62 63
10 69 68 68
11 62 68 71
12 62 61 66
Promedio general 66.7

Realizado por: Edwin Licta, 2019.
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Gréfico 7-3. Porcentaje de humedad durante los 80 dias de tratamiento.
Realizado por: Edwin Licta, 2019.
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3.3. Caracteristicas biologicas

3.3.1. Lacaracterizacion morfoldgica de lasPseudomonas sp.

Las caracteristicas morfologicas de las coloniasPseudomonas spmostraron una pigmentacion
amarillo-marrén en las primeras 24 horas de incubacion a 35° C (Figura 3-3), cambiando a rojo
fluorescente a partir de las 48 horas de observacion en incubacion. También se verifico la
presencia de flagelos polares por lo que se aprecié un minimo desplazamiento de las colonias a
término de los 7 dias de observacion. Caracteristicas como: presencia de la pigmentacion
fluorescente color rojizo (Figura 4-3), ser bacilos Gram negativos aerobios no esporulados
moviles,presencia de flagelos que le permiten moverse por el suelo (Figura 5-3), asi como
diametros promedio de entre 0,6 a 2 um, ayudaron confirmar que la bacteria aislada pertenece al
género Pseudomonas, segun varias investigaciones realizadas por el cientifico Palleroni
N.J.(2005) a lo largo de la historia.

Debido a que en la empresa auspiciante AQLAB no cuenta con la acreditacion del SAE
(ANEXO 19) para una caracterizacion bioquimica y molecular, se decidid dejar las cepas
aisladas comopertenecientes al género Pseudomonassp, creando el certificado de calidad de la

bacteria y continuando con el procedimiento de la investigacion.

Figura 3-3. (a) Aislamiento de Pseudomonassppor 24 horas de incubaciénde la dilucién 107,

(b) repique de la bacteria (c) Morfologia de la bacteria.

Realizado por: Edwin Licta, 2019.u
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Figura 4-3.Aislamiento de una colonia de Pseudomonassp. (a) 48 horas de incubacién a 35° C
(b-c) 72 horas de incubacion a 35° C,

Realizado por: Edwin Licta, 2019.

Figura 5-3. Aislamiento y desplazamiento de una

colonia de Pseudomonas sp los 7
dias de incubacion a 35° C.

Realizado por: Edwin Licta, 2019.

3.3.2. Caracterizacion de Pseudomonas aeruginosa

La activacion de la bacteria P. aeruginosa,como se detalla en el marco conceptual,presentoun
color amarillo marrén con tonos traslucidos y el conteo de UFC inicial de la bacteria no nos
supuso un dato relevante debido a quela masificacion de las UFC aumentd
exponencialmente.Por ello el control de presencia de la bacteria se lorealizcada 20 dias, si la
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presencia de Pseudomonasempieza a decrecer en su numero de coloniasse realiz6 la

masificacionpara la bioaumentacion(Figura 6-3).

Figura 6-3.P.aeruginosaincubada a 35° C por

24 horas.
Realizado por: Edwin Licta, 2019.

3.3.3.  Control de la presencia de Pseudomonas

Se realiz6 la verificacion de las coloniasde la bacteria Pseudomonaspresentes en el suelo
contaminado al inicio, durante y al finalizar el tratamiento de la biodegradacion de los TPHs, tal
como se muestra en los resultados de las tablas contiguas.Los resultados son favorables gracias
al control periédico de la presencia bacteriana cada 20 dias durante todo el tratamiento,
realizando dos masificaciones al inicio y a los 60 dias ya que la presencia en colonias de
Pseudomonas sp y P. aeruginosa empezé a sufrir un decrecimiento en las UFC que al ser
masificado en este no se puede realizar el conteo, y al cabo de 60 dias de tratamiento este sufrid

una reduccion de las UFC contandolas con facilidad.

En cada control se registro la presencia o ausencia de las colonias de Pseudomonas spmas no el
conteo de las colonias ya que al masificar la bacteria fue imposible realizar el conteo de UFC en
las diluciones 10, 103, 10° 10%realizadas para la verificacion de la presencia de

Pseudomonas. (Tabla 7-3).
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Tabla 7-3: Control del tratamiento de la P. aeruginosa (S1), Pseudomonas sp (S2) presentes
en el suelo estéril y Pseudomonas sp presentes en el suelo patron no estéril (S3).

UFC (diluciones)

Dias de
Blanco 101 103 10° 108

Tratamiento

o

230 90 15 0
200 85 12 -
200 64 14 -

0 dias

o

18/04/2019 Fecha
wn
w
o

20 dias

08/05/2019
%)
N
QD

40 dias

27/05/2019
%)
N
QD

60 dias

12/06/2019
%)
N
QD

80 dias

02/07/2019
%)
N
QD

wn
L
QD
OO0 O 0000000000000 00 0000000000000 ooo
[ERN
w
-
1
1
1

1
QO D e | o | o | o | o | o | e | |1
1

Disposicion
final

o
1
1
1

219

20/07/201
)
%)
N

S3

I: el nimero de coloniasindeterminado por masificacion, pero se verifica la presencia de Pseudomonas.

-2 no se realizé el cultivo en esa dilucién.

Realizado por: Edwin Licta, 2019.
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Control de presencia bacteriana a los 20 primeros dias en diluciones 10 y 10-°fue favorable ya
que no se pudo realizar el conteo de UFC por la masificacion de la bacteria, verificando la
presencia de Pseudomonas y gracias a la presencia de carbohidratos en el agar DPI, especifico
para aislamiento de Pseudomonas, se evidencié laproduccionacaidos y pigmentos
verdesfluorescente después de 48 horas de incubacion a 35°C (Figura 7-3).

Figura 7-3.Control de presencia de la bacteriaPseudomonas aeruginosa y

Pseudomonas sp del suelo estéril a los 20 dias.
Realizado por: Edwin Licta, 2019.

A los 40 dias de la bioaumentacionen el suelo nativo estéril con la bacteriaPseudomonas
sp(Figura 8-3) y Pseudomonas aeruginosa (Figura 9-3)las UFCsemantienencon un alto
nimero de colonias ya que al realizar la dilucion 10 para los 8 cubetos de tratamiento no se

puede realizar el conteo, pero esencialmente se verifica la presencia de la bacteria.

Figura 8-3.Presencia de Pseudomonas sp(S2) en los cubetos a los 40 dias

de tratamiento.

Realizado por: Edwin Licta, 2019.
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Figura 9-3.Presencia dePseudomonas aeruginosa (S1) en los cubetos
a los 40 dias de tratamiento.

Realizado por: Edwin Licta, 2019.

Al cabo de los 60 dias se not6 un déficit en las UFC en diluciéon 10 de los 8 cubetos del
tratamiento, por lo que se procedid a realizar un conteo en algunos casos seccionandolo
encuadrantes, obteniendo entre 89 a 373 UFC por caja petri (Figura 10-3), por lo que se
procedio a realizar la activacion de las bacterias en criogenia y su la masificacién en caldo BHI
(Figura 11-3), la cual es necesario una nueva bioaumentacion del suelo con las bacterias

investigadas asi sin afectar el analisis de la degradacion de la TPHs.

Figura 10-3.Presencia de las bacteriasPseudomonas aeruginosa y Pseudomonas sp del

suelo nativo estéril a los 60 dias de tratamiento.
Realizado por: Edwin Licta, 2019.
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Figura 11-3.(a) Caldo BHI esterilizado Pseudomonassp y Pseudomonas aeruginosa;(b)
Masificacion de la bacteria comercial y autéctona para la bioaumentacién

Realizado por: Edwin Licta, 2019.

Al termino de los 80 dias se cumpli6 con satisfaccion la degradacion de TPHSs, gracias al control

se verifico de la presencia de las bacterias en las muestrasde suelo, diluidas en10®y 10®¥(Figura

12-3), donde no se puede realizar el conteo de las UFCpor logue es necesarioreducir la carga

microbiana sometiendo a condiciones extremas de temperatura superior a 50°C al suelo en

tratamiento, para su posterior verificacion de las UFC teniendo como resultado 4 UFC por caja

petri en dilucion 10° (Figura 13-3), después de 24 horas de incubacién a 35°C.

Figural2-3.Control de la presencia bacterianaen los cubetos S1(a, b, ¢, d), S2 (a, b, ¢, d) a

10s80 dias incubada a 35° C por 24 horas.

Realizado por: Edwin Licta, 2019.
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Figural3-3.Disminucion de la carga microbianapara la disposicién final de Pseudomonas a

los cubetos S1, S2 a los 80 dias incubada a 35° C por 24 horas.
Realizado por: Edwin Licta, 2019.

3.4, Eficiencia

Con las foérmulas planteadas se calculé la eficiencia de degradacion, permitiendo dar
continuidad al analisis estadistico y de esta manera comprobar la hipotesis planteada en el inicio
del estudio. Se obtuvo como resultado que el tratamiento con la bacteria Pseudomonassp (S2)
obtuvo un porcentaje de degradacion del 89% en comparacion a la Pseudomonas
aeruginosa(S1)que alcanzo un 79%, teniendo un rango de amplitud de una con la otra del 10%
(Grafico 8-3) cuyo promedio es una biodegradacion del 84%. Ademas, tenemos la
biodegradacion realizada para el laboratorio del total del suelo denominada muestra patron
bioaumentado con Pseudomonas sp que al cabo de 100 dias redujo en un 96 % los TPHs
(Grafico 9-3), tiempo que se alargd por necesidad del laboratorio auspiciante de que el suelo
cumpla los limites permisibles del RAOHE 1215.

Eficiencia
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% 50
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S1 —S2

Gréfico 8-3. Crecimiento deeficiencia al degradar TPHsde las bacteriasP.
aeruginosa (S1) y Pseudomonassp (S2) en suelo nativo estéril

durante los 80 dias de tratamiento.

Realizado por: Edwin Licta, 2019
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Grafico 9-3.Eficiencia al degradar TPHsde la bacteria Pseudomonas spen suelo

nativo no estéril durante los 100 dias de tratamiento.
Realizado por: Edwin Licta, 2019

3.5. Comprobacion de hipotesis

Para la comprobacion de la hipétesisfue necesario plantearse los criterios de toma de decision
para aceptar o rechazar cualquier hipdtesis, el nivel de significancia, los estadisticos de prueba y
la region de rechazo, fundamentales para tomar la decisién adecuada (Tabla 8-3).

Tabla 8-3: Criterios estadisticos para toma de decision.

Ho: fS1= 482
Planteamiento de Hipotesis
1 (81 # 482
Nivel de significancia a=0,05

Prueba Kolmogorov-Smirnov | Andlisis de varianza estadistico ANOVA,
y Prueba de Shapiro-Wilk. la Prueba de TUKEY

Estadisticos de prueba

Valorp > a Rechazar la

Region de rechazo . Valorp < a Rechazar la Hip6tesis Nula
Hipotesis Nula

Realizado por: Edwin Licta, 2019.
3.5.1. Pruebas de estadisticos descriptivos

Los estadisticos descriptivos realizados en el software IBM SPSS, nos muestra la poblaciéon N
igual a 5 de todo el tratamiento, es decir el namero de andlisis de TPHs realizados para

proseguir con los estadisticos de prueba si es factible con estos datos continuar con los célculos
estadisticos(Tabla 9-3).
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Tabla 9-3: Datos estadisticos descriptivos del analisis de TPHs biodegrado.

Estadisticos descriptivos

N Rango Minimo Méaximo Media Desviacion Varianza

Estadistico  Estadistico  Estadistico Estadistico Estadistico Desv. Error Estadistico Estadistico
TPHs S2.a 5 7304 2062 9366 5582,800 1409,581 3151,918 9934589,700
TPHsS2.b 5 7379 1987 9366 5331,200 1403,179 3137,603 9844552,700
TPHs S2.c 5 7320 2046 9366 5563,200 1357,868 3036,285 9219026,700
TPHs S2.d 5 7476 1890 9366 5439,200 1412,352 3158,115 9973688,700
TPHs Sl.a 5 7890 1087 8977 4169,400 1441,664 3223,658  10391969,300
TPHs S1.b 5 7987 990 8977 4189,000 1499,483 3352,945  11242241,000
TPHs Sl.c 5 8015 962 8977 3982,400 1411,200 3155,539 9957426,300
TPHs S1.d 5 8042 935 8977 3833,600 1431,882 3201,785  10251427,300
N valido (por lista) 5

Realizado por: Edwin Licta, 2019.

Los rangos estadisticos obtenidos fueron el minimo y el maximo valor analizado, la media de los cubetos la desviacion estandar (o) y la varianza (c 2), para asi

tener un rango de cudl es la fluctuacion o la amplitud que tuvo los TPHSs por cada cubeto
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3.5.2. Normalidad

No se toma en cuenta el estadistico de prueba Kolmogorov-Smirnov con la correccién
de Lilliefors ya que presenta un nivel de significancia mayor a el valor de p>0,05, por lo
que con este método se trabaja si p < 0,05. De acuerdo con la prueba de Shapiro-Wilk,
se observa que los datos se distribuyen normalmente para la variable bacterias
(Autéctona y Comercial) cuyos datos estadisticos van desde 0,189 hasta 0,912; siendo el
valor de p>0.05 (Tabla 10-3).

Tabla 10-3: Datos Estadisticos de la Prueba de Normalidad de Kolmogorov-Smirnov y

Shapiro-Wilk.
. Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Bacteria _ _ . _
Estadistico al Sig. Estadistico al Sig.

Autdctona 0,274 4 0,893 4 0,395
TPHs 20 Dias

Comercial 0,144 4 0,996 4 0,988

Autéctona 0,275 4 0,838 4 0,189
TPHs 40 Dias

Comercial 0,182 4 0,982 4 0,914

Autdctona 0,292 4 0,931 4 0,601
TPHs 60 Dias

Comercial 0,279 4 0,882 4 0,345

Autdctona 0,271 4 0,904 4 0,452
TPHs 80 Dias ;

Comercial 0,239 4 0,902 4 0,441

a. Correccion de significacion de Lilliefors
Realizado por: Edwin Licta, 2019.

De acuerdo conlos resultados de la Tabla 10-3, se puede decir que en todos los casos
los datos siguen una distribucion normal, esto debido a que el p-valor fue mayor a 0,05
y con un nivel de confianza del 95% teniendo evidencia estadistica para tomar la
decisionde rechazar la hip6tesis de normalidad nula. Por ende, se acepta la hipotesis
alternativa donde se puede afirmar que las bacterias tienen distinta capacidad de
biodegradacion de TPHs mediante la bioaumentacion, cuando son sometidas a las

mismas condiciones fisico-quimicas (Hi: uS1 # uS2).

El gréafico cuantil-cuantil Q-Q normal respalda la conclusion anterior (Grafico 10-3;
11-3; 12-3; 13-3), ya que los valores observados no se sitlan sobre la recta esperada
bajo el supuesto de normalidad.Este contraste se realiza para comprobar si se verifica la
hip6tesis de normalidad necesaria para que el resultado de algunos analisis sea fiable

como se detalla en los resultados de la tabla de ANOVA.
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3.5.3.  ANOVA analisis de varianza

Con el analisis de varianza estadistico ANOVA, asumiendo varianzas iguales mediante la
prueba de TUKEY, comparamos varios grupos en una variable cuantitativa en este caso los
TPHs biodegradados medidos en mg/kg de muestra. Por ello, se hizolos disefios para ejecutar la
Prueba Tparados muestras independientes. Cuyos resultados se los muestra en la Tabla 11-

3donde la significancia es menor a 0,05 validando esta prueba.

Tabla 11-3:Datos estadisticos del analisis de varianza ANOVA.

ANOVA
*Suma de *Media .
g . F Sig.
cuadrados cuadratica
Entre grupos 2011015,125 1 2011015,125
384,985 0,000
TPHs 80 Dias Dentro de grupos 31341,750 6 5223,625
Total 2042356,875 7
Entre grupos 2862028,125 1 2862028,125
237,225 0,000
TPHs 60 Dias Dentro de grupos 72387,750 6 12064,625
Total 2934415,875 7
Entre grupos 9309612,500 1 9309612,500
39,078 0,001
TPHs 40 Dias Dentro de grupos 1429387,500 6 238231,250
Total 10739000,000 7
Entre grupos 11829248,000 1 11829248,000
37,681 0,001
TPHs 20 Dias Dentro de grupos 1883570,000 6 313928,333
Total 13712818,000 7

*Suma de Cuadrados y media cuadrética se expresa en mg/kg de muestra
-gl: Grados de libertad; F: Distribucién F es una continua probabilidad de distribucién.
Realizado por: Edwin Licta, 2019.

De acuerdo con los resultados de la Tabla 11-3, se puedo decir que debido a que el p-valor fue
menor a 0,05. En consecuencia, se verifica que los datos estadisticos estan correctos en la
prueba de normalidad la cual permitio rechazar la hip6tesis de normalidad nula y aceptar la
hip6tesis alternativa ya quelas bacterias tienen distinta capacidad de biodegradacion de TPHs
mediante la bioaumentacion, cuando son sometidas a las mismas condiciones fisico-quimicas

donde la bacteria mas eficiente para la biodegradacion de TPHs es la Pseudomona sp autdctona.

Las pruebas de normalidad se evidencian que los datos no se distribuyen de manera normal
corroborando que hay diferencias entre los tratamientos. Por ello la pruebaT de
Studentcorrelacionamuestras emparejadasquepermitioé conocer la diferencia significativa de los
tratamientos entre si y cudl de las muestras emparejadas tiene menor o mayor correlacion en

funcion del tiempo.
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CONCLUSIONES

» La bioaumentacion con bacterias autdctonas aisladas y masificadas pertenecientes a la
familia Pseudomonadaceae, especificamente el género Pseudomonas, redujo la
concentracion de hidrocarburos totales de petréleo (TPHs) iniciales en suelos contaminados
hasta un porcentaje final del 4 -12%. Estos resultados muestran una eficiencia en
comparacion a la tasa de biodegradacion de la bacteria comercial Pseudomonas aeruginosa
que mostrd una concentracion final del 20 al 22% de TPHSs en los aglomerados o pasivos
ambientales almacenados en el laboratorio AgLab que se usaron en esta investigacion.

> La determinacion de las condiciones fisico-quimicas del suelo contaminado antes, durante y
después del tratamiento es esencial para la verificacion delestado inicial del mismo.Los
resultados obtenidos muestran que las condiciones de calidad del suelo presentan niveles
bajos de nutrientes y minerales para el dptimo desarrollo de plantas, con excepcién del
fosforo que inicialmente se encuentra en una alta concentracion en el suelo.Sin embargo, el
suelo tratado muestra una clara mejora en cuanto a su calidad, lo que sugiere gque estos
pasivos ambientales podrian ser reintegrados a zonas de operacion hidrocarburifera una vez
finalizado el tratamiento y habiendo reducido las concentraciones de TPHs a limites
permisibles del Reglamento Ambiental de Actividades Hidrocarburiferas.

» Pseudomonasspmostro una eficiencia promedio igual al 89 %y Pseudomonas aeruginosa
una eficiencia promedio de 79%, tras comparar los niveles de TPHs iniciales y
finales,comprobando la superioridad de la bacteria autoctona frente a la bacteria comercial.
Ademas, la biorremediacidon de la muestra patron general, mediante la bioaumentacion de la
bacteria autdctona Pseudomonassp,logro reducir un 96 % de TPHs, permitiendo que los
suelos tratados cumplan el limite permisible dispuesto por las normativas locales.

> El empleo de bacterias autdctonas de la zona es determinante para asegurar una acelerada y
eficiente biodegradacion debido a la adaptabilidad innata que tienen estas cepas frente a
otras que no son nativas del sitio a remediar. Por ello, un claro ejemplo de eficiencia
bacteriana se dio en el suelo patron al no esterilizar el suelo, este al tener consorcios

bacterianos que actGan de mejor manera a la hora de biorremediar suelos contaminados.
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RECOMENDACIONES

» En cuanto a la parte microbiol6gica tomar precauciones como en el caso de los medios de
cultivo son solamente para uso profesional o técnico de laboratorio capacitado, no utilizar
las placas Petri si muestran alguna evidencia de contaminacion microbiana. Consultar los
procedimientos de manipulacion aséptica, riesgos bioldgicos y desecho del producto usado
como en el caso del riego bilégico al momento de activar la bacteria comercial.

» Para el control de variables dentro del tratamiento, realizarlo en periodos mas frecuentes
para mantener las condiciones dptimas de crecimiento como es el caso de la irrigacion ya
gue las condiciones ambientales de la zona favorecen a la evaporacion del agua produciendo
una reduccion en la humedad del suelo afectando al desplazamiento de las bacterias entre
las particulas del suelo.

» Por otro lado aumentar el control de Temperatura a 3 datos minimos por dia a temperatura
ambiente y en funcién de la cantidad de bacterias para realizar la fases de crecimiento
bacteriano, teniendo mejor precisién en el comportamiento del bacteria a temperatura
ambiente y no realizar el tratamiento en un invernadero cuyos costos de operacion a nivel
comercial en las industrias hidrocarburiferas son limitantes para la aplicacion a grandes
cantidades de suelo por lo que este tipo de investigaciones son mas con fines aplicativos en
laboratorios especializados mas no en el campo de operacion de las industrias
hidrocarburiferas.

» En cuanto a las propiedades quimicas del suelo para aumentar la fertilidad del es
recomendable la adicion de sustratos y aditivos naturales como bagazos de cafa,etc.
Especificamente fuentes ricas en nutrientes y minerales, solo para dar la disposicion final
del suelo tratado mas no en el transcurso del tratamiento ya que las bacterias asimilaran
estas fuentes de energia y carbono, pudiendo no degradara el contaminate en este caso los
TPHs.
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ANEXOS

ANEXO D: DATOS DE LAS VARIABLES CONTROLADAS DURANTE LOS 80 DIAS DE
TRATAMIENTO DEL SUELO

Resultados de los Tiramientos Durante 80 Dias

Anaélisis | Semanas | S1 [Sl.a|S1b|Sl.c|S1ld| S2 |S2.a|S2.b|S2.c|S2.d| S3

527 | 489 | 435| 730 | 454 | 478 | 389 | 435| 690 | 398 | 240
538 | 503 | 445| 738 | 467 | 484 | 388 | 445| 693 | 408 | 268
494 | 549 | 457 | 493 | 478 | 452 | 441 | 451 | 449 | 465 289
403 | 416 | 386| 451 | 357 | 343 | 243 | 384 | 384 | 360 | 360
440| 492 | 409 | 439 | 419 | 418 | 380 | 428 | 439 | 425| 315
375| 395 | 445| 308 | 350 | 414 | 375| 419 395 | 466 | 254
375| 376 | 315| 416 | 393 | 361 | 351 | 343| 429| 321 321
322 | 350 | 269 | 318 | 349| 293 | 277 | 253 | 311 | 331| 260
459 | 492 | 451 | 460 | 432 | 457 | 443 | 464 | 475| 447 280
493 | 522 | 476| 441 | 531 | 442 397 | 455 480 | 434 | 215
609 | 698 | 598 | 597 | 542 | 551 | 521 | 541 | 581 | 562 | 233
530 | 513 | 678 | 435| 494 | 511 | 439 | 597 | 442 | 566 | 208

uS/cm)

O |0 (N[O |0 W (N (-

[y
o

[y
[N

Conductividad Electrica Promedio (CE

=
N

7,28(736|735|713|727|6,88|7,08 716,85| 66| 69
764(7,73|756|764|761|735|7,07| 72|7,44|7,68]|7,85
7,86|786|788|786|785|7,14|7,01|7,09|7,17|7,28|7,64
755(757|759|754|749|7,39|756|7,38|7,38|7,24|7,52
749|765 76|742| 73|761|761| 7,6(759|7,63|7,45
745|754 7,4|744|\743|7,16|7,32|7,31|7,31|6,68 6,43
731|736|733|724| 7,3|7,07|6,79|7,23|7,04|7,22|7,42
6,46 | 6,27 | 6,48 | 6,49 | 6,61 | 6,46 | 6,13 | 6,47 | 6,63 | 6,59 | 7,15
729\717|738| 7,3|729|7,16|7,17|7,15|7,15|7,16|7,29
6,31(6,38|6,48|6,27|6,11|6,32|6,39| 6,21 6,35 | 6,33 | 6,62
7,101(6,71|7,02|7,33|7,33|7,38|7,37|739(7,37|738| 7,6
751|754 |7,48|756|747|7,44\7,49 739|747 | 7,4|7,64

O [0 [N | (OB W (N |-

pH Promedio Semanal

[y
o

[y
[N

[y
N

83| 84| 85| 78| 85| 84| 85| 83| 82| 86| 73
71| 70| 70| 71| 71| 69| 64| 72| 72| 67| 61
73| 73| 73| 73| 74| 73| 72| 74| 73| 73| 71
70| 68| 69| 71| 71| 72| 73| 71| 72| 72| 57
55| 55| 55| 54| 57| 58| 57| 59| 57| 57| 63
63| 63| 64| 62| 63| 65| 65| 65| 64| 65| 87
61| 61| 60| 63| 58| 62| 64| 60| 61| 62| 62
62| 61| 60| 63| 62| 63| 64| 60| 64| 64| 72
64| 62| 67| 64| 61| 62| 63| 64| 60| 61| 63
69| 67| 70| 70| 69| 68| 69| 71| 66| 67| 68
62| 61| 62| 62| 63| 68| 67| 67| 67| 69| 71
62| 62| 62| 61| 63| 61| 61| 62| 61| 61| 66

O |0 [N | (OB W (N |-

=
o

Humedad Promedio Semanal (%)

[y
[y

[uny
N




ANEXO E: TEMPERATURA DIARIA DURANTE LOS 80 DIAS DE TRATAMIENTO DEL

SUELO
Suelo Nativo Estéril Suelo Nativo Estéril Suello_ Nativo  No
Dias |Fecha Semana | (P. aeruginosa) (Pseudomonas sp) Esteril
(Pseudomonas sp)
Sla |SLb |Slc |SLd |S2a |S2b [S2c [S2d |S3
1 | 29/412019 319 31| 31| 31| 32| 32| 32| =2 31,61
2 | 30142019 33| 336/ 34.1] 329] 338] 335] 332[ 332 33,41
3 | ws/2019 31,9 31,4| 31| 31,7| 31,7[ 30,1 312] 315 31,31
2 | 252000 | 31| 31| 30| 31]316[ 31,4 315( 31,9 31,18
5 | a/5/2019 30| 31| 31| 31]315] 3tf 31,2| 31,2 30,99
Promedio s16] 316| 314[ 315|828 316 su8| s  817|
6 | 6/5/2019 282| 281| 28| 27.9] 27.9] 281 282] 282 28,08
7 | 7512019 329| 334| 31,9 31| 326] 335] 326/ 325 32,55
8 | o500 | | 358] 323 355 341 384 398[ 354] 374 36,09
9 [ 95512019 35,1 34,9| 332| 357[ 326] 352 36| 35 34,71
10 |10/5/2019 403 44| 381 393] 358| 41,1 42| 432 40,48
Promedio 345] 345| 333[ 336|335 355] 48[ 353 a4a|
11 |13/5/2019 274| 272| 269 27,1 265 27| 27.7] 27,2 26,4
12 | 14/5/2019 282| 274 276 27.3| 27.4] 27.7] 27.8] 27.8 271
13 1552019 3 | 285| 285| 282| 285( 27,7] 282] 288] 288 275
14 |16/5/2019 338| 337| 32,9 34| 325| 36,7] 36,6 347 32,4
15 | 17/5/2019 325| 337| 32,8 31,9( 331 324 32,7] 322 31,7
Promedio 301] 30| 20.7| 208[ 294 304 307[s0a] 20|
16 | 20/5/2019 269 27| 27,1 27.2| 205| 26.4| 27| 27 26,4
17 | 21/5/2019 302| 30| 206] 30.2] 292[ 30,1] 301 31 204
18 |22/52019| [ 353] 339 346] 354| 34[ 368] 363| 358 335
19 | 23/5/2019 309| 41,1] 41,8 382( 40.2| 403] 409| 404 38,1
20 | 24/5/2019 377| 37.1] 387 37,3 38| 37| 408 37,3 37,1
Promedio 34 338 s44[ 37| 342| san| ss[mas] " a29|
21 | 27/5/2019 337| 34| 31| 31,9]347| 324 34| 335 31,1
22 | 28/5/2019 375| 38| 34,9| 31,1 3655] 37.4] 39,1] 364 32,3
23 | 29/5/2019 36,1 32| 36,1 352|355 356 354 336 32,1
22 |3052019| ° | 351| 318| 331] 36.4| 37.8| 35.7] 38.2| 368 31,7
25 |31/5/2019 328| 30,7 333| 34,2 33.1] 32.4] 336 344 323
Promedio 35| 333] 33.7| 338[855] sa7| s61] 349|319
26 | 3/6/2019 30,7| 28| 305| 304[ 29,1| 299 304 305 28,2
27 | 4/6/2019 243 258| 242 249] 257] 265] 26,1] 255 24,1
28 | 5/6/2019 30,3 34,1 335| 359[ 30,8] 352] 36,1] 37,4 30,5
29 |olo2019 | ° [369] 287| 30| 315|354 327| 32| 332 287
30 | 7/6/2019 208| 27,4 284| 332[ 29,3] 30,3] 29,3] 29,6 275
Promedio 32,2| 28,8 29,3| 31,2
31 |10/6/2019| 7 | 26,9 284 272| 275|275 28| 27.2| 281 26,7




32 | 11/6/2019 268| 27| 265| 26.4| 26.8| 26,9 26:8| 26,9 26,4
33 | 12/6/2019 286| 286| 296| 289| 20.4| 205| 296[ 207 28,1
34 | 13/6/2019 276| 263| 27.3| 269| 26.8] 26| 26.6| 264 26,2
35 | 14/6/2019 81| 27.7| 28| 27.8| 27.9] 27.5| 27,9 284 275

Promedio 216] 216] 277 275 20| 2n6| 26| 20| 27|
36 | 17/6/2019 273| 269| 27.1| 26.9| 26.8| 27,2 26.9] 26,9 26,7
37 | 18/6/2019 28| 30.1| 32,6 27.3| 284 27.6] 28.6| 287 272
38 | 19/6/2019 36| 383| 385| 405 323 325] 332 33 31,8
30 |2002009| ° [274] 27.7| 269] 26.1] 26.8| 269] 269 271 26,1
40 | 21/6/2019 247| 244| 259 253] 25,7 24.9| 253 24,7 243

Promedio 287| 295] 302| 202| 28| 278 282|281 272
41 | 24/6/2019 206| 303| 27,3| 204( 20.4] 206] 295] 208 273
42 | 25/6/2019 349| 35.1| 31,3| 32.8] 335] 333] 343 335 31,4
43 |26mi2010] [ 282[ 208] 306] 315] s02[ s01] 307[ 31 28,1
44 | 27/612019 203| 31,1| 297| 31.3| 30.8| 30,6] 3L1| 31,2 202
45 | 28/6/2019 268| 207 273| 27| 27| 20.7| 28| 285 26,2

Promedio 208| 312[2924] 304|302 07| 308[ %08 2844
46 | 1/7/2019 31| 32.8] 205| 327| 31,1 33.1] 331] 337 30,9
47 | 20712019 209| 20,2| 304| 209| 316| 308| 31.1| 324 30,4
4 | o009 | [206] 312] 317 s12]323] 26| s3] 318 277
49 | 4/7/2019 286| 27.6| 27.8| 283| 30| 287| 291 29 27.9
50 | 5/7/2019 59| 263 255 26.1| 265| 25.8| 26,7 264 278

Promedio 202|2042[2898(20,64| 30,3] 30.2| 306[3066] 2804
51 | 8/7/2019 266| 263| 26| 25.8] 25.6] 259| 26:3| 26,8 243
52 | 9/7/2019 56| 258| 256| 25| 261| 258] 255 26,2 26.1
53 [1072000] [ 342[ 323[ 338] 327| 5] 349] 34[ 346 30,5
54 | 11/7/2019 31| 208| 30,5 306| 31.9| 309] 32.1| 316 28.3
55 | 12/7/2019 321| 31,4| 311| 315| 329 33.1| 327 334 32,6

Promedio 209]29.12] 204|2012[ 303[30.42[3042[3052] 2836
56 | 15/7/2019 31| 306| 30,2| 303 31,7 31.4] 30,7| 313 277
57 |16/7/2019 279| 281| 28| 28| 286| 283| 28| 285 28
58 |1772009| ° [ 349 351] 3L3| 328 335] 333| 343| 335 314
Promedio 313] 313 208[ 304[Bn3| mi| si[mal o)




ANEXOF: AVAL DE LA INVESTIGACION DIRIGIDO DE AQLAB DE ESPOCH




ANEXOG: RECIBIDO DE OFICIO PARA LA INVESTIGACION DEL TRABAJO DE
TITULACION




ANEXO H: CERTIFICADO DE ACREDITACION DEL LABORATORIO AQLAB




ANEXOI: CERTIFICADO DE LA CEPA PSEUDOMONAS AUREGINOSA




ANEXO J: CERTIFICADO DE CONTROL DE CALIDAD DE LOS ANALISIS FiSICOS,
QUIMICOS, BIOLOGICOS DE AQLAB.



















ANEXO K: MEDIOS DE CULTIVO BACTERIANO.

Formula Quimica

Medio Descripcion Preparacion Recomendaciones
Formula | Cantidad | Unidad
Es un medio rico en nutrientes Pesar 45 g de polvo en 1 L,|Recomendamos realizar una revision funcional del Cloruro_de 1,4 g/L
_ recomendado para recuperar la mayo); suspender e_I agua destilada con 20 enqu_ue nutri_tivo final utilizando controles ’tl'picos magnesio
Difco™ cantidad de colonias bacterianas posibles ml de glicerol. Mezclar bien. | definidos. Ajustado y/o suplementado segin sea| Sulfato de
Pseudomonas del suelo o aqua Polvo bas?e ara Calentar con agitacion frecuente y | necesario para cumplir con los criterios de potasio 10 /L
Insolaation Agar insolacion e 9 .identificacic’)n pde esterilizar durante 1 minuto en | desempefio. Para uso de laboratorio /pH final 7,0
Pseudomonas autoclave para completar la|+0,2. Higroscopico /Mantener el contenedor bien | Irgasan™ 25| mg/L
' disolucion del polvo. cerrado
Agar 13,6 g/L
Almacenar a una temperatura de +15 ° C a +25 ° C, P_eptona
. - - . (incluye
Disolver 25.5 g en 1 L de agua | seco y bien cerrado. No utilizar medios agrupados o digestion 10 giL
Este medio de cultivo es utilizado para el pur_lfl_cada. Si Ioldesea, dlsp~en5e en decolorado;. Proteger de la Iu_z uv (incluida la luz enzimatica
. L g, . recipientes méas pequefios y|solar). So6lo para uso in vitro (Edel & .
enriquecimiento preliminar no selectivo de . o de caseina)
Aqua de peptona | bacterias articularmente autoclave 15 min a 121 ° C. El | Kampelmacher, 1973). De acuerdo con la norma EN
tagr]n onad%p Enteroba’cteriaceae atépenas como medio preparado es claro y|ISO / FDIS 6579-1, el medio de preparacion NaCl 5 g/L
Gr P C ltYTM salmonella Cronobafter gde alimentos amarillento. El valor de pH a 25 ° | automética se puede almacenar en recipientes
anutu iensos ay ua otré)s materialesy C esta en el rango de 6.8-7.2, cuyo | cerrados a una temperatura de entre +2° Cy +8 ° C
?EDQI\/iH 2801) y " | rango se establece la EN ISO/FDIS | en la oscuridad y protegerse contra la evaporacion Na2HPO4 x 9 g/L
' 6579-1:2015 y EN ISO 21528- | hasta por seis meses. | 12 H20
1:2004. 3.57 g Na2HPO4 anhidro es equivalente a 9 g
Na2HPO4 x 12 H20 KH2PO4 1.5 g/L
Desarrollado por Buchbinder, Baris y Hidrolizado
Goldstein en 1953, esta formulacién esta pancreatico 5.0 g/L
especificada en Standard Methods para el ‘(j_lef (_:atselnz;
; riptona
Ieé(srgegrgslsgu;%:isis?rgaunaslggsIf?;::iltz SS EZ Estas placas han sido inoculadas | Este producto es para uso exclusivo de
nitré geno de vitaminas aue requieren | €7 la cepas que a continuacion se | profesionales. No debe ser utilizado en caso de| Extractode 25 g/lL
Plate Count Agar aragl crec)i/miento de microgr anis?nos la indican, incubadas de 32 a 36 °C | presentar contaminacién microbiana, decoloracion, levadura
Placa de 90 mm plucosa es la fuente de ener iag Se pre :alra en condiciones aerébicas vy |signos de deshidratacion, roturas u otros signos de
(PCA) gluc . gla. e prep examinadas transcurridas de 18 a | deterioro.  Utilizar bajo  procedimientos de
segin la formula de la USP vy - L . - - Glucosa 1.0 g/L
. . 48 horas de la inoculacion, para | laboratorio  tratar  siempre como  material
recomendaciones de la APHA (American bacterias y Candida sp biopeligroso
Public Health Association) La ' ‘
transparencia del medio y el buen tamafio
de las colonias al crecer facilitan los Agar 15.0 gL

recuentos bacterianos (APHA, 2015).




Infusiéon  de

cerebr{o Y 1 250 g/lL
corazén de
Es un medio de uso general adecuado para (SOI"j_CfS)
el cultivo de una amplia variedad de tipos Infusion  de
de organismos, incluidos las bacterias, cerebro  de | 200 g/L
Brain Heart | levaduras y hongos filamentosos, a partir *Férmula por litro de agua purificada con un pH 7,4 | ternera
Infusion  (BHI) | de muestras clinicas, incluidos muchos + 0,2 *Ajustada y/o suplementada para satisfacer los | Proteasa 10 gL
Caldo tipos de patdgenos. Se ha utilizado como criterios de rendimiento. peptonas
medio base para las nuevas formulas de Cloruro
. - 1 5 g/L
medios de cultivo cuando se suplementa sodico
con sangre o agentes selectivos Fosfato
disodico de|2,5 g/L
hidrogeno
Dextrosa 2 g/L
El medio King B permite la deteccion de la . . Incubar durante 24 a 48 horas a 30°C. La incubacién | Peptona 20| gL
P - - . Se debe inocular haciendo una - A -
sintesis de pioverdina, un pigmento P . durante un tiempo mayor es inutil, pero los cultivos
) - raya en la linea media sobre la :
producido por Pseudomonas aeruginosa y - pueden conservarse a temperatura ambiente (18-
- superficie del agar con un asa de o
S otras especies de Pseudomonas. Usado en . 30°C).
Medio King B L. g cultivo puro, fresco, tomado de un L
paralelo con el medio King A (deteccion . El medio King B se elabora de acuerdo con la Agar
L . caldo o medio de agar. Volver a . - - - e 12| g/L
de piocianina), puede usarse para guiar en . formula tedrica descrita por King, Ward y Raney | purificado
- e colocar la parte superior de rosca .
la identificacion de Pseudomonas sin apretar realizada en (1954). Las sales deben ser regular aun [ KH2PO4
aeruginosa (KING, et al., 1954). pretar. PH de 7.2 + 0,2 con HCI 0 NaOH a 25°C (anhidro) 15| 9L
M gS04. 7
H20 15| gL

(anhidro)




ANEXO L: CONSTRUCCION DEL INVERNADERO

NOTAS: CATEGORIA DEL
DIAGRAMA:
a. Fotografias de los materiales e insumos | MAprobado

usados para la construccion  del
invernadero para el tratamiento del

suelo.

[ Por aprobar
O Por calificar

ESCUELA SUPERIOR
POLITECNICA DE
CHIMBORAZO
FACULTAD DE CIENCIAS
ING. EN BIOTECNOLOGIA
AMBIENTAL

TEMA: Bioaumentacion Mediante el uso
de Microorganismos Autéctonos para el
Tratamiento de Suelos Contaminados con
Hidrocarburos Totales de Petrdleo.

LAMINA ESCALA | FECHA

1 1:1 21/03/2019




ANEXO M: MUESTREO DEL SUELO

NOTAS:

CATEGORIA DEL
DIAGRAMA:

b. Muestreo de en rejillas de 5 x 5 cm

c. Barreno de 1 mlargoy 2 pulg de espesor.

d. Fundas zipzapt recubiertas de papel

aluminio.

M Aprobado
[ Por aprobar

OPor calificar

ESCUELA SUPERIOR
POLITECNICA DE
CHIMBORAZO
FACULTAD DE CIENCIAS
ING. EN BIOTECNOLOGIA
AMBIENTAL

TEMA: Bioaumentacién Mediante el uso
de Microorganismos Autoctonos para el
Tratamiento de Suelos Contaminados con

Hidrocarburos Totales de Petréleo.

LAMINA ESCALA FECHA

2 1:1 19/03/2019




ANEXO N: ANALISIS INICIALES DE pH Y CE DEL SUELO

NOTAS: CATEGORIA DEL
DIAGRAMA:
e. Dilucion de 20 g de suelo en 40y 100
ml de agua destilada para pH y CE. M Aprobado

f. pH inicial del suelo a tratar.
g. Conductividad Eléctrica del suelo a
tratar.

O Por aprobar
OPor calificar

ESCUELA SUPERIOR
POLITECNICA DE
CHIMBORAZO
FACULTAD DE CIENCIAS
ING. EN BIOTECNOLOGIA
AMBIENTAL

TEMA: Bioaumentacion Mediante el uso

de Microorganismos Autdctonos para el

Tratamiento de Suelos Contaminados con

Hidrocarburos Totales de Petréleo.

LAMINA

ESCALA

FECHA

1:1

19/03/2019




ANEXO O: ANALISIS DE TPH's INICIAL DEL SUELO CONTAMINADO

NOTAS:

CATEGORIA DEL
DIAGRAMA:

h) Temperatura del suelo
i) Secado del suelo en bandejas
j) Reactivos y estandar de suelo

K) Pesaje del suelo aprox. 2 g.

M Aprobado
[ Por aprobar
OPor calificar

ESCUELA SUPERIOR
POLITECNICA DE
CHIMBORAZO
FACULTAD DE CIENCIAS

ING. EN BIOTECNOLOGIA
AMBIENTAL

TEMA: Bioaumentacion Mediante el uso

de Microorganismos Autdctonos para el

Tratamiento de Suelos Contaminados con

Hidrocarburos Totales de Petréleo.

LAMINA | ESCALA

FECHA

4 1:1

20/03/2019




ANEXO P: ANALISIS DE TPH’s INICIAL DEL SUELO CONTAMINADO

CATEGORIA DEL

k) Dejar en el ultrasonido por 15 min.
I) Filtrar y aforar en viales de 10ml.
m) Analisis de Absorbancia de muestras

con 0,1ml, previa calibracion.

NOTAS:
DIAGRAMA:
i) Colocar reactivos 1 g de Silicagel y 1 g
Na2SO4
j) Colocar 10ml de Hexano y agitar. M Aprobado

O Por aprobar
OPor calificar

ESCUELA SUPERIOR
POLITECNICA DE
CHIMBORAZO
FACULTAD DE CIENCIAS
ING. EN BIOTECNOLOGIA
AMBIENTAL
Autor: Edwin Licta

TEMA: Bioaumentacion Mediante el uso
de Microorganismos Autdctonos para el
Tratamiento de Suelos Contaminados con

Hidrocarburos Totales de Petréleo.

LAMINA | ESCALA FECHA

5 1:1 10/12/2018




ANEXO Q: DETERMINACION DE SUSTANCIA SECA PARA TPH’s

NOTAS: CATEGORIA
DEL
DIAGRAMA:

n) Secar muestra a TA, triturar y tamizar en 0,2mm

0) Estabilizar el crisol en estufa a 105° C por 2

horas.Dejar al desecador por 30min, pesar el crisol M Aprobado

vacio.
p) Tarar y pesar 5g de suelo tamizado.
q) Dejar en estufa por 24ha 105°C y en el desecador.

q) Pesar el crisol total par los calculos en Excel.

O Por aprobar
OPor calificar

ESCUELA SUPERIOR
POLITECNICA DE
CHIMBORAZO
FACULTAD DE CIENCIAS
ING. EN BIOTECNOLOGIA
AMBIENTAL
Autor: Edwin Licta

TEMA: Bioaumentaciéon Mediante el uso de

Microorganismos  Autoctonos

para el

Tratamiento de Suelos Contaminados con

Hidrocarburos Totales de Petroleo.

LAMINA ESCALA

FECHA

11/12/2018




ANEXO R: AISLAMIENTO A DE Pseudomonas sp.

NOTAS:

CATEGORIA DEL
DIAGRAMA:

r) Pesar los medios de cultivo microbiano PCA,
DPI y peptona.

s) diluir con Agua destilada, colocar el indicador de
esterilizacion biologico.

t) Autoclave por 15min a 121° C.

M Aprobado
O Por aprobar
OPor calificar
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ANEXO S: AISLAMIENTO B DE Pseudomonas sp.

NOTAS: CATEGORIA DEL
DIAGRAMA:

Aislamiento de Pseudomonas sp a las 24

horas de incubacion a 35° C (a), siembra de

una colonia a partir de la dilucién 10™ (b), | & Aprobado

Morfologia de la Pseudomonas
colonia de
Pseudomonas sp de 48 h (d) ,72 horas de

incubacion a 35° C (e).

(c).Aislamiento de una

O Por aprobar

O Por calificar
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