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RESUMEN

Uno de los problemas méas preocupantes de contaminacion ambiental es la liberacion de
hidrocarburos totales de petroleo en el suelo, aire y agua; ya que, a lo largo del tiempo éstos han
venido provocando grandes desastres naturales con su toxicidad. En la presente investigacion se
evalud la eficiencia de la Pseudomona fluorescens para biodegradar suelos contaminados por
hidrocarburos; con el objetivo de disminuir los TPH (Hidrocarburos Totales de Petr6leo) en el
suelo. Este proyecto abordd dos fases; la fase de campo: consistio en el muestreo de suelo y la
fase de laboratorio: consistié en la instalacion del ensayo con un sistema 3x3 que consta de
namero tratamientos a tres diferentes concentraciones de Pseudomona fluorescens y cada
tratamiento con sus tres respectivas repeticiones, con condiciones ambientales controladas como:
pH y conductividad eléctrica. Se realizaron los analisis fisico quimicos y TPH al inicio y al final
del ensayo cada 15 dias durante dos meses. La contaminacion con TPH inicial en el suelo fue
34792,82 mg/kg, y como resultado se obtuvo que el T1 fue el mejor tratamiento ya que fue el méas
eficiente, situandose dentro de los limites permisibles del Acuerdo Ministerial 097-A;
demostrando que el tratamiento funciona de forma independiente, siendo T1 quién degraddé méas
cantidad de hidrocarburo llegando a 607 mg/kg. Se demostrd la eficiencia de la bacteria
Pseudomona fluorescens para biodegradar TPH, utilizando los hidrocarburos como fuente de
carbono metabolizdndolos y convirtiéndolos en agua y CO2 dado a conocer que la

biorremediacion es una proceso ecoldgico y efectivo.

Palabras  clave: <BIORREMEDIACIQN>, <PSEUDOMONA  FLUORESCENS>,
<HIDROCARBUROS TOTALES DE PETROLEO (TPH) >, <LANDFARMING>, <SUELO>.
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0604686709

Xii



SUMMARY

One of the most worrying environmental pollution problems is release of total petroleum
hydrocarbons into the soil, air, and water; then, these have been causing great natural disasters
with their toxicity. In the present research was evaluated the efficiency Pseudomona fluorescens
to biodegrade soils hydrocarbon contaminated with aim of reducing TPH (Total Petroleum
Hydrocarbons) on soil. This project addressed two phases: the field phase consisted of soil
sampling and laboratory phase: consisted of the installation from trial with a 3x3 system
consisting of a few treatments at three different concentrations of Pseudomona fluorescens and
each treatment with its respective three replicates, controlled environmental conditions like: pH
and electrical conductivity. Physical-chemical and TPH analyses were performed at the beginning
end of trial every 15 days for two months. The initial TPH contamination on soil was 34792.82
mg/kg, and as a result it was obtained that T1 was the best treatment since it was the most efficient,
being within the permissible limits of Ministerial Agreement 097-A; demonstrating that the
treatment works independently, being T1 who degraded more amount of hydrocarbon reaching
607 mg/kg. The efficiency Pseudomona fluorescens bacteria to biodegrade TPH was
demonstrated, using hydrocarbons as a carbon source, metabolizing them, and converting them

into water and CO2, showing that bioremediation is an ecological and effective process.

Keywords: <BIORREMEDIATION>, <PSEUDOMONA FLUORESCENS>, <TOTAL
PETROLEUM HYDROCARBONS (TPH) >, <LANDFARMING>, <SOIL>.

Translated by:

o/'/a

Lic. Zoila Victoria Herrera Andrade Mgs.
DOCENTE-SEDE ORELLANA ESPOCH
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INTRODUCCION

Uno de los problemas de contaminacion ambiental mas graves en el mundo es la liberacion de
hidrocarburos totales de petrdleo (TPH) provenientes de la carga y descarga de crudo en los
puertos, exploracion, produccion, transporte, almacenamiento y refinacion de petréleo (Vvallejo et
al., 2005, p.68). Ademas, se ha comprobado que se han producido grandes desastres naturales a lo
largo de los afios debido a la toxicidad de estos compuestos y al efecto que tienen sobre el medio

ambiente (Valenzuela et al., 2021: p.109).

A principios de la década de 1970, Ecuador permitié el uso y exportacion de petréleo,
dinamizando la economia del pais debido a los precios del mercado internacional del crudo, lo
que provocd innumerables desastres naturales (Apunte et al., 2021: p.1). Las actividades industriales

en el Ecuador han causado uno de los mayores problemas en cuanto a la contaminacion del suelo
(Martinez et al., 2011: p.242).

En la Amazonia ecuatoriana es muy comun la contaminacién por hidrocarburos, por esta razon,
la recuperacion del suelo es cada vez mayor y requiere el uso de métodos amigables, tales como:
fitorremediacion, electrorremediacion, biorremediacion y electrobiorremediacién donde, aunque
es cierto hoy en dia, la informacién es limitada (Morante, 2018, p.8). EI Ministerio del Medio
Ambiente es responsable de la gestion de las emisiones de TPH mediante la evaluacién de la
calidad ambiental de los recursos de la tierra y el proceso de gestién de la tierra contaminada con
el fin de proteger la calidad de la tierra y proteger la integridad de las personas, el medio ambiente

y launidad (Ambiente, 2016, p. 18).

Los métodos mas comunes de preparacién de suelos utilizados por empresas privadas en el
Ecuador son métodos bioldgicos in situ (bioventilacion, inyeccion de aire comprimido, liberacién
natural, bioestimulacion y bioaumento) y ex situ (cultivo, bioapilamiento, biorreactor) (Guartantang
y Siguencia, 2019, pp. 11-13). Algunas empresas utilizan métodos de biorremediacién como:
bioestimulacién, bioaumentacion y fitorremediacion (Guartantang y Siguencia, 2019, pp.15-20). L0s
microorganismos se utilizan ampliamente para remediar suelos contaminados con petroleo:
hongos (Trichoderma, Fusarium, Rhodosporidium, Rhodotorula) y bacterias (Bacillus,
Pseudomonas, Lactobacillus, Acinetobacter) (Trujillo y Ramirez, 2012, p.40). Estos organismos se
recolectan en el campo, especialmente en areas antiguas de derrames o areas cercanas; Después
de eso, se prueban en el laboratorio para determinar ain mas cuanto disminuyen (Morante, 2018,

p.18).



La biorremediacion de suelos como método efectivo de recuperacién de los mismos cobra cada
vez mas importancia en nuestro pais, esta tecnologia se esta utilizando, lo que la convierte en una
forma gratuita de restaurar la calidad ambiental en el suelo, el éxito depende de la presencia de
microorganismos en el ambiente contaminado, con un metabolismo adecuado que convierte los
compuestos xenobiodticos en compuestos que pueden ser devueltos al ciclo biogeoquimico

(Ramirez, 2011, p.28).



CAPITULO I

1 DIAGNOSTICO DEL PROBLEMA

1.1  Planteamiento del problema.

La region amazénica de Ecuador es una zona que posee cantidades elevadas de biodiversidad,
desafortunadamente también es un importante reservorio de hidrocarburos. Por lo que, la
contaminacién de petrdleo es un problema actual cuyos efectos sobre la fauna y la flora son
perceptibles tanto en ambientes naturales como antropogénicos. A menudo se informa que la
contaminacion por hidrocarburos cambia la estructura de la comunidad microbiana y disminuye

la diversidad del mismo (Garcés et al., 2018: pp.1-2).

Por ello, este trabajo experimental es de utilidad en la biorremediacion de suelos, donde se
investigara la biodegradacion de los hidrocarburos de petréleo (TPH) por parte de Pseudomona
fluorescens, una bacteria conocida por su capacidad para disolver el fésforo y destruir la materia
organica (Beltran, 2015, p.102).

A lo largo del desarrollo de la industria, los métodos utilizados para la extraccion de petréleo
afectan el medio ambiente debido al mal manejo de los equipos, por lo que es importante utilizar
un metodo adecuado para proteger y restaurar los terrenos afectados, porque la contaminacion del
suelo durante la exploracién, uso y produccion de petréleo y sus fuentes provoca cambios fisicos

y quimicos en el suelo (Pinto y Sanchez ,2018, p.14 ).

Los procesos organicos naturales se llevan a cabo con la ayuda de bacterias en el suelo, que
descomponen los hidrocarburos en nutrientes, purificando asi el suelo. Este estudio intenta
sintetizar el suelo contaminado con estos quimicos utilizando cepas de bacterias de laboratorio,
para evaluar su efectividad (Pinto y Sanchez, 2018, p.14). Ahora bien, sabiendo que estas bacterias

degradan los hidrocarburos en suelos, se busca saber:

¢Pseudomona fluorescens es eficiente en el proceso de biodegradacién en suelos contaminados

de hidrocarburos?



1.2 Justificacion

Los hidrocarburos en el suelo imposibilitan el intercambio de gases con el aire. Durante la
transformacion del petroleo vertido al medio ambiente, se producen diversos cambios fisicos,
biolégicos y quimicos (Enriquez, 2022, pp.18-19). También se dice que la contaminacién del suelo
con hidrocarburos es un problema del que no se habla y pocas veces se tiene en cuenta, aunque
existen diferentes métodos de reduccion (Bellido, 2018, p.56). Este modelo de contaminacion se
produce por factores principales, como son los riesgos asociados al colapso de oleoductos que
transportan diversos tipos de hidrocarburos, en especial los derrames de petréleo, que pueden

afectar el agua, el suelo y muchas veces el aire (Ordéfez, 2019, p.12).

Debido a la abundancia de quimicos y sus usos, el petréleo es el combustible mas consumido en
el mundo, aunque en 2016 hay cerca de 100 paises productores de crudo, Rusia encabezaba la
lista con 10,5 millones de barriles diarios, en los primeros tres meses Arabia Saudita 10 millones
y EE.UU. 9,2 millones de barriles, actualmente hay una lista de paises con mayor produccion de
petrdleo, encabezada por EE.UU, seguida de Arabia Saudita, Rusia y Canadéa en barriles de 580,
560, 547 y 240 respectivamente, y en 2017 el 49° del mundo, integrado por cinco paises: Rusia
13%, Arabia Saudita 13%, EE. UU. 12%, Irak 6% e Iran 5% (Pinto y Sanchez, 2018, p.20).

En Ecuador, al dia se produce actualmente una cantidad aproximadamente de 532218,47
barriles de petr6leo (Pinto y Sanchez, 2018, p.20). Esta produccion es la méas importante en la
economia nacional y social desde 1972, por lo que la economia mundial se sustenta en gran
medida con la extraccion de hidrocarburos, el Ecuador, presenta problemas de contaminacion
ocasionados por las actividades petroleras que se realizan en la Amazonia, por ello el avance de
las nuevas tecnologias ha hecho hincapié en el desarrollo y uso de nuevos métodos de

recuperacion, como el uso de agentes biol6gicos (Pinto y Sanchez, 2018, p.20).

En el caso de suelos contaminados con hidrocarburos, los que se volatilizan se convierten en
compuestos alifaticos, mientras que estan los presentes quimicamente son los hidrocarburos
aromaticos policiclicos (PAHS), los cuales causan dafios al medio ambiente y a los organismos
causantes de toxicidad y persistencia, la biorremediacion es una tecnologia efectiva para tratar la
contaminacion por TPH, ya que en muchos de los compuestos quimicos que se localizan en el

petroleo y sus productos son biodegradables (ATSDR, 1995, p.3).

En el segundo trimestre de 2021 la produccién petrolera del pais, en base a la produccion total de
la Empresa Publica EP Petroecuador y empresas privadas, alcanzé los 45,24 millones de barriles,

equivalente a una produccion diaria de miles de barriles 497,16. fue 1,4% inferior a la produccion

4



diaria registrada entre enero y marzo de 2021 y 40,8% superior a la produccién del segundo

trimestre de 2020 (BCE, 2021, p.2).

Finalmente, la biorremediacion no ha perdido interés e importancia; pero por el contrario, la
Constitucion Politica del Ecuador ‘2008 reconoce que “la naturaleza tiene derecho a devolver”
(articulo 72), por lo que la reforma agraria puede ser considerada una politica de gobierno que
debe ser atendida (Morante, 2018, p.56).

Hipotesis

Hipatesis nula

Pseudomona fluorescens no degrada hidrocarburos totales de petréleo (TPH).

Hipatesis alternativa

La bacteria Pseudomona fluorescens degrada hidrocarburos totales de petr6leo (TPH).



1.3

Objetivos

1.3.1 Obijetivo General:

Biorremediar muestras de suelos contaminados con Hidrocarburos Totales de Petr6leo (TPH),

mediante la técnica de Landfarming utilizando la bacteria Pseudomona fluorescens.

1.3.2 Obijetivos Especificos:

Determinar los pardmetros fisico-quimicos en las muestras de suelo en ausencia y presencia
de hidrocarburos totales de petréleo (TPH) y comparar con el Acuerdo Ministerial 097-A.
Utilizar la técnica de Landfarming como método de biorremediacién de suelos contaminados
con Hidrocarburos Totales de Petr6leo (TPH).

Determinar la eficiencia de Pseudomona fluorescens para biodegradar los Hidrocarburos
Totales de Petréleo (TPH) mediante la medicion de la concentracion de TPH en diferentes

intervalos de tiempo.



CAPITULO I
2 MARCO TEORICO
2.1 Referencias Teoricas
2.1.1 Petrdleo

El petrdleo es una sustancia natural no renovable resultante de la descomposicion anaerébica de
la materia organica durante un largo periodo de tiempo y en determinadas condiciones climéticas,
estd formado por varios tipos de hidrocarburos como lo son los hidrocarburos alifaticos
(saturados e insaturados) e hidrocarburos aromaticos ( benceno, tolueno y naftalina) (Pozo, 2018,
p.7). En general, la composicion del petroleo tiene diferentes contenidos: carbono 85-90 %,
hidrégeno 10-15 %, oxigeno 0-1,5 %, azufre 0,1-3,0 %, nitrégeno 0,1-0,5 % y metales como
niquel y vanadio, dependiendo del &rea donde se produzca el crudo, se encontrard mas proporcion

de unos u otros compuestos (Ramirez, 2011, pp.12-13).

2.1.2 Hidrocarburos

Los hidrocarburos son compuestos constituidos solamente por atomos de carbono (C) e hidrégeno
(H), la formacién molecular consta de 4tomos de carbono unidos a d&tomos de hidrégeno, estas
partes pueden estar en forma gaseosa, liquida o s6lida, ademéas un dato importante es que tiene
una fuente esencial como son alcanos, sus moléculas que son toxicas, quimicas y altamente
explosivas, también, los hidrocarburos del crudo y sus productos se pueden dividir en dos grupos:

hidrocarburos alifaticos e hidrocarburos aromaticos (Jiménez, 2021, p.6).

2.1.2.1 Tipos de hidrocarburos

e Hidrocarburos alifaticos

Los hidrocarburos alifaticos son una mezcla de cadenas abiertas que se dividen en tres grupos
segun el enlace entre los dos &tomos de carbono: alcanos (enlace simple), alquenos (enlace doble)
y alquinos (enlace triple), los méas conocidos son los compuestos alcanos y se encuentran en el

petréleo crudo, su clasificacion es: saturados e insaturados (Solano, 2019, p.40).

Hidrocarburos saturados

Los hidrocarburos saturados tienen cuatro enlaces simples de carbono, incluido el metano (CH4),

pero tienen enlaces quimicos débiles y enlaces o en su estructura, muestran que son muy estables,



sus acciones se realizan en intercambio y son muy fuerte, muchos de los hidrocarburos provienen

del carbon, el petroleo y el gas natural (Vélez, 2020, p.30).

Hidrocarburos no saturados

Los hidrocarburos insaturados con uno o mas dobles enlaces se denominan alquenos, y los que
tienen dos o tres enlaces se denominan alquinos, los alquenos y los alquinos se denominan
insaturados, ya que no tienen el mismo nimero de atomos de hidrégeno, es decir, cuando estan
saturados con hidrdgeno, debido a su inestabilidad, los alquenos y los alquinos son mas utilizados

que los alcanos, se combinan facilmente con otros productos quimicos o por si mismos (Solano,
2019, p.40).

e Hidrocarburos aromaticos

Los hidrocarburos aromaticos tienen una composicion compleja, esta parte contiene moléculas
con uno o0 mas anillos bencénicos en su estructura, asi hallamos hidrocarburos ciclicos
relacionados con el benceno, estos compuestos tienen al menos un anillo de 6 &tomos de carbono,

y se dividen en monociclicos y policiclicos (Herzka et al., 2020: p.11).

Hidrocarburos aroméaticos monociclicos

Los hidrocarburos aromaticos monociclicos son aquellos que se basan en el anillo de benceno y se
localiza a gran altura por encima y por debajo del agua subterraneas ya que estas son insolubles,
por otro lado, también se puede decir que estos compuestos se han encontrado en agua dulce y

agua salada (Suarez, 2013, p. 20).

Hidrocarburos aromaticos policiclicos

Los hidrocarburos aromaticos policiclicos son aquellos que se encuentran compuestos por dos o
maés anillos bencénicos con un anillo que comparte dos &tomos de carbono entre si, estos
hidrocarburos estan ampliamente disponibles en el medio ambiente y se encuentran en el agua
potable, por otro lado, se producen los hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP) con calor

insuficiente de recursos naturales, fuentes naturales y antropogénicas (Herzka et al., 2020, p. 269).

2.1.3 Impactos de los hidrocarburos al medio ambiente

Los hidrocarburos se producen en el medio ambiente en accidentes industriales 0 como materiales
para su uso comercial o por empresas privadas, cuando se vierte o se deja caer directamente en el

agua, algunas particulas permanecen en la superficie, formando un delgado haz flotante, las
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particulas restantes, a menudo gruesas, se acumulan en el fondo del sedimento, afectando a la

biota existente ya otros depredadores bentonicos (Goya, 2015,p.7 ).

En términos de suelo, los efectos principales ambientales de la contaminacion por hidrocarburos
son: reduccién o prevencion del desarrollo de cobertura vegetal en el area de disposicion, cambios

en la fuerza animal, ademas de agentes biol6gicosy parasitos por ingreso a las aguas subterraneas
(Nustez, 2012, p.3).

La suma de petréleo al suelo ocasiona un aumento de carbono, lo que se traduce en un aumento
significativo de las relaciones C/N y C/P, “debido a la alta salinidad que representa el petroleo,
que produce un alto nivel de puede conducir a la destruccion de la estructura de la formacion
superior de proteinas, desnaturalizando enzimas y deshidratando células”, en funcién del
potencial de hidrégeno (pH) disminuye debido a la acumulacion de carbono organico y la

formacion de &cidos orgéanicos; alto Mn y Fe intercambiable (Apunte y Tuquerres, 2021,p.7).

2.1.4 Métodos para determinar Hidrocarburos Totales de Petréleo (TPH) en suelo

Existen diferentes métodos de prueba para medir TPH, entre ellos se encuentran:
Cromatografia de gases, métodos gravimétricos y espectroscopia infrarroja, ademas, se pueden
encontrar diferentes sustancias debido a los solventes utilizados en cada método, pasos conocidos

para identificar TPH en suelo contaminado: extraccién, cuantificacion y deteccion (Apunte y
Tuquerres, 2021, p.5).

2.1.5 Técnicas para descontaminar suelos con hidrocarburos

Las técnicas de tratamiento se dividen en dos grupos: los convencionales o establecidos y los
innovadores para destruir los desechos o reducir la cantidad de contaminantes presentes en el sitio

para que no causen dafio, como se puede apreciar en la tabla 2-1 (Suérez, 2013, p.10).



Tabla 2-1: Técnicas establecidas e innovadoras.

Técnicas tradicionales para descontaminar suelos con hidrocarburos

Técnicas establecidas Técnicas innovadoras
Incineracion Extraccion de vapores del suelo
Mezclar, enterrar y cubrir Aspersion de aire
Dispersion sobre el terreno Desorcion térmica
Solidificacion Deshalogenacion quimica
Re-uso y Reciclado Enjuague del suelo in situ
Extraccion con solvente
Medidas Fitocorrectivas
Biorremediacion

Fuente: Suérez, 2013
Elaborado por: lza L.y Vera G., 2023

2.1.6 Biorremediacion

La biorremediacion es aquella restauracién del medio ambiente mediante que elimina los
desechos organicos mediante la accién de microorganismos (Parra,2014,.25). En este proceso, los
contaminantes organicos sufren una biotransformacion porque, por regla general, los
microorganismos pueden utilizarlos para su crecimiento como fuente de carbono y energia, y si
no pueden crecer en ellos, pueden seguir cambiando en presencia del sustrato de altura (Rios, 2012,
p.15).

2.16.1 Landfarming

Durante el proceso de biorremediacién, existe una tecnologia conocida como landfarming,
ganaderia o tierras, estas son formas de recuperar los hidrocarburos del petréleo a través de la
destruccion de las plantas. Uno de los métodos mas comunes de biorremediacion es el que
consiste en la liberacion controlada de hidrocarburos en la superficie de la tierra, la cual esta sujeta
a los métodos de remocion por siembra y riego superficial con adicion de compost, con o sin
adicion de microorganismos (Castillo, 2009, p. 45 ). Los pardmetros que deben considerarse para

evaluar la efectividad del landfarming se encuentran relacionados en la siguiente tabla:
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Tabla 2-1: Parametros gque se deben considerar en la técnica de landfarming

Caracteristicas del suelo Caracteristicas del Condiciones climaticas

contaminante

Densidad microbiana Volatilidad Temperatura ambiental
pH Estructura quimica Lluvias
Contenido de humedad Concentracion y toxicidad Viento
Temperatura

Concentracion de nutrientes

Textura

Fuente: Castillo, 2009
Elaborado por: lza L.y Vera G., 2023

Los tratamientos del suelo contaminado implican el uso de materia organica para descomponer
los desechos organicos. El proceso bioldgico cambia la estructura molecular de los desechos, y el
grado de cambio determina si ocurre el proceso de biotransformacién o mineralizaciéon. La
biotransformacion es la descomposicién de la materia orgénica en una sustancia similar, no
contaminante ni téxica, y la mineralizacion es la descomposicion del diéxido de carbono, el agua

y los compuestos celulares (Castillo, 2009, p. 45).

Este es exactamente el “transformacion metabolica de donacion de electrones” en
biorremediacion, ya que la energia suficiente para el crecimiento microbiano se obtiene de la
oxidacioén de sustancias reducidas, donde las enzimas microbianas provocan la transferencia de
electrones, a este proceso se le llama “respiracion microbiana” y es partiendo de que en las células
transportadoras de electrones de las células se producen una serie de reacciones redox, el objetivo
es obtener energia. La cadena comienza con un sustrato organico (compuestos de hidrocarburos)
fuera de la célula y actia como donante de electrones para que la actividad eléctrica de la célula

termine con la descomposicion y uso de la sustancia especificada ( Gémez et al., 2021, p. 79).

2.1.7 Microorganismos empleados para biorremediacion

Organismos tales como bacterias, levaduras y hongos producen metabolitos sobre sustratos
hidrofébicos, lo que los hace aptos para el crecimiento celular (Santos, 2020, p. 17), de todos los
organismos metabolizadores de hidrocarburos varia mucho: 6,2% para hongos terrestres, 0,13%
para bacterias del suelo y 0,003% para bacterias marinas (Arboleda y Bravo, 2008, pp. 33-34). Varias
bacterias y hongos en el suelo utilizan hidrocarburos de petréleo como fuente de carbono en

condiciones aerébicas o0 anaerdbicas, lo que provoca la descomposicion (Rios, 2012, pp.15-16).
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2.1.7.1 Bacterias degradadoras de hidrocarburos

Estos son organismos que se presentan en abundancia y diversidad, algunos de ellos son
simbiontes de plantas, o parasitos intracelulares de otros organismos, o pueden formar consorcios
con otros organismos; por su naturaleza representan una amplia variedad de factores biol6gicos,

ecoldgicos y funcionales, son los mas destructivos de los organismos del suelo (Mufioz, 2016, p.16).

El género Pseudomona spp.

Pseudomona spp, son bacterias bacilos Gram negativos, que integran a la subclase gamma de las
Proteobacterias (Lépez et al., 2006, p.87), ademas, son aerobios fuertes, oxidasa-positivos, y tienen
cierta libertad de adaptacion, lo que les permite adaptarse al medio en el que se encuentran,
utilizando para su alimentacion sustancias tan diversas como el carbono o el nitrogeno, ademas

de un elevado trabajo de disolver fosfatos (Arango, 2019, p.28).

Este tipo utiliza una variedad de ingredientes, tanto raros como inusuales, y puede vivir en
diferentes condiciones ambientales, ademas, es muy oblicuo y tiene la capacidad de lidiar con
compuestos téxicos como los hidrocarburos alifaticos y aromaticos (Ludefia, 2020, pp.34-35).
Pseudomonas de biorremediacion en su posicion y comportamiento: P. aeruginosa, P. putida, P.
fluorescens, entre otros principales actores de la biorremediacion, son efectivos hasta en un 98%

para remover hidrocarburos debido a la diferencia de metabolismo y resistencia a dosis altas
(Fiestas y Vasquez, 2020, p.7).

La ruta que realiza el género Pseudomona spp. para la degradacién de n-alcanos e hidroxilacion,
son catalizados por el mismo grupo de enzimas, en las bacterias las enzimas participantes son
monooxigenasas, alcohol deshidrogenasa y aldehido deshidrogenas, como se muestra en la figura

2-1 (Pozo, 2018, p.75).
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e Pseudomona fluorescens

Pseudomona fluorescens es un tipo de bacteria, Gram-negativa, tipo bacilo, ubicua e incapaz de
formar esporas, de aproximadamente 0.5-1.0 um de ancho x 1.5-5 um largo, porque tiene muchos
flagelos polares, el metabolismo de ellos es muy fuerte y se alimentan de los productos quimicos
derivados del petroleo, producen granulos de polihidroxialcanoato que sirven como almacén de
materiales celulares, y una de las caracteristicas de esta especie es la produccién de compuestos

fluorescentes, de ahi su nombre (Alvarez et al, 2020: p.2).

La bacteria Pseudomona fluorescens utiliza el proceso aerébico como el mas comun, este consiste
en la oxidacion del anillo de benceno por la dioxigenasa para formar dihidrodioles, que luego
pueden ser metabolizados via catecoles y se oxidan a dihidroxilados, para después se convertirse

en CO2 y agua (Mufioz, 2016, pp. 2-3).

2.2 Legislacién Ambiental

La investigacion toma como antecedentes al Acuerdo Ministerial 097-A, anexo 2, libro VI del
texto unificado de legislacion secundaria del ministerio del ambiente; criterios de remediacion de

suelo como normativa ambiental vigente:
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2.2.1 Acuerdo Ministerial 097-A

EL LIBRO VI ANEXO 2 (2015)

Contempla los requisitos de normas de aplicacion, perspectivas de calidad del suelo y criterios de
remediacion. Los responsables de la contaminacion al suelo producidos por: derramamientos,
fugas, acopio, etc. Tendré que proceder a la recuperacion del sitio afectado, analizando los efectos
y criterios de remediacion de suelos contaminados, que dispone en la norma, ademas de un

seguimiento de acciones de remediacion hasta lograr los valores establecidos (MAE, 2015, p.32).

En cuanto a los criterios de calidad de suelo y perspectivas de remediacion se dispone de acuerdo
al manejo del suelo (comercial, residencial, agricola, e industrial), que comprende un prop6sito
de evaluar los niveles maximos de contaminantes de los diferentes tipos de suelo en proceso de

restauracion (MAE, 2015, p.33).

Tabla 2-2:Criterios de remediacion (valores maximos permisibles)

Valores maximos permisibles para suelos

Uso del suelo
Parametro Unidades Residencial Comercial Industrial Agricola
Conductividad us/mm 200 400 400 200
PH 6a8 6a8 6a8 6a8
TPH mg/kg 230 620 620 150

Fuente: Hernandez, 2013
Elaborado por: lza L.y Vera G., 2023
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CAPITULO Il

3 MARCO METODOLOGICO
El presente Trabajo de Integracion Curricular se desarroll6 en dos fases: campo y laboratorio, la

fase de campo para las muestras de suelo y la fase de laboratorio para los anélisis fisico-quimicos
y microbiolégicos, los cuales se llevaron a cabo en el Laboratorio Ambiental LABSU, ubicado

en la provincia de Orellana “El Coca”, ciudad Francisco de Orellana, Parroquia Puerto Francisco
de Orellana.

3.1 Fase de campo

3.1.1 Muestreo de suelo para los analisis fisico-quimicos

La metodologia empleada para el muestreo fue la técnica de tresbolillo, que a continuacion se

describe:
Ubicacion del muestreo de suelo

Ubicacion: Orellana “El Coca”

Provincia: Francisco de Orellana

Temperatura: 20 °C — 34 °C

Mapa de ubicacién del Laboratorio Ambiental Labsu
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lHustracion 3-1: Ubicacidon de desarrollo del Trabajo de Integracion Curricular

Elaborado por: lIza L.y Vera G., 2023
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Materiales:

e Pala

e Rastrillo

e Botas de caucho
e Funda grande

e Tarrinas plasticas
e Guantes

e Carretilla

Equipos:

¢ Balanza digital Acculab-V1200

Procedimiento de muestreo de suelo para los analisis fisico-quimicos:

En el sitio designado se identifico un total de 5 puntos de muestreo que se tomaron de la parte
externa del LABSU, para lo cual se utiliz6 la técnica tresbolillo realizando un hueco de 15cm
largo x 15cm ancho x 25cm de profundidad y recolectando 12kg de suelo, posteriormente se
realizd la homogenizacion del suelo luego se transport6 a un area de almacenamiento de muestra

designada por la gerente del Laboratorio Ambiental LABSU para el respectivo tratamiento.

3.2 Fase de Laboratorio

Los anélisis fisicos quimicos se realizaron en el laboratorio LABSU, donde para realizar estos
parametros toman como referencia el manual "STANDARD METHODS FOR THE
EXAMINATION OF WATER AND WASTEWATER ".

Tabla 3-1:Métodos de referencia para la caracterizacién del suelo

Parametros Técnica Meétodo de ensayo Procedimiento
de LABSU
EPA Método 9045 D
pH (Potencial Electrometria PEE-LABSU-12
Hidrogeno) Standard Methods 4500-H*
B
Method 9050A EPA
CE (Conductividad Electrometria PEE-LABSU-13
eléctrica) Standard Methods 2510 B
TPH (Hidrocarburos | Espectrofotometria ASTM D3976-92 2001
Totales de Petréleo) de infrarrojos PEE-LABSU-04
EPA418.1, 1978
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Standard Methods 9216A
Recuento de Direct Total Microbial
Pseudomona microorganismos Count
fluorescens PEE-LABSU-82
EPA-600/8 Microbiological
methods for monitoring the
environment

Elaborado por: Iza L.y Vera G., 2023

3.2.1 Determinacion de parametros fisico-quimico del suelo en ausencia de hidrocarburos
a) pH del suelo

La metodologia empleada para determinar el pH fue tomada del procedimiento PEE-LABSU-12,

la cual se describe a continuacion:

Materiales:

e Vasos de pléstico de 30z
e Embudos de filtracion simple
o Papel filtro cuantitativo

e Varilla de vidrio

Equipos:

e pH-Meter A Apera pH280

e Balanza analitica Acculab V-1200

Reactivos:

e Soluciones buffer de pH 4,01 /7,00 / 10,00

e Material de referencia cert8ificado de pH 4,00/ 7,00 / 10,00
e Aguadestilada

e Aguagrado HPLC

Procedimiento para determinar el pH del suelo:

Se procede a pesar 20g de suelo en un vaso de plastico de 30z y se afiadié 40mL de agua destilada,

luego se agita la suspension utilizando una varilla de vidrio, hasta homogenizar completamente,
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después dejar en reposo la suspension por una hora para filtrar la muestra. Finalmente sumergir
el electrodo en la fase acuosa, remover suavemente para proporcionar homogeneidad y esperar

unos minutos hasta que la lectura se estabilice (Rice et al., 2012: pp. 2-56)

b) Conductividad Eléctrica (CE) del suelo

La técnica o metodologia empleada para la determinacion de la CE fue tomada del procedimiento

PEE-LABSU-13, la cual se describe a continuacion:

Materiales:

e Vasos de pléastico de 70z

e Embudos de filtracion simple
o Papel filtro cuantitativo

e Varillade vidrio

e Agitador magnético

Equipos:

e Conductimetro HACH Ec71

e Balanza analitica Acculab V-1200

Reactivos:

e Estandar de calibracién (147 uS/cm) (1413 pS/cm) (12,88 mS/cm)
e Estandar de verificacion (147 uS/cm) (1413 uS/cm) (12,88 mS/cm)
e Agua destilada

e Aguagrado HPLC

Procedimiento para determinar la CE del suelo:

Se procedi6 a pesar 20g de suelo en un vaso de plastico de 70z y se afiadié 60mL de agua destilada,
luego se agita la suspensién utilizando una varilla de vidrio, hasta homogenizar completamente,
se deja en reposo la suspensién por una hora para filtrar la muestra. Finalmente se sumerge la
sonda en la muestra y se coloca el agitador magnético de manera que se agite el medio, esperar

unos minutos hasta que la lectura se estabilice (Rice et al., 2012, pp: 2-56)
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c) TPH del suelo

La metodologia empleada para la realizacion de TPH fue tomada del procedimiento PEE-
LABSU-04, la cual se describe a continuacion:

Materiales:

e Celdas de cuarzo con tapa TFE

e Embudos simples

e Pipetas volumétricas de 0,5/1/2/5/10mL
e Tubos de ensayos tapa rosca

e Pinzas de crisol y de tubos

e Espétula de acero inoxidable

o Papel filtro

e Aluminio

Equipos:

e Espectrofotometro IR Spectrum Two PerkinElmer
e Estufa Secador Eijkelkamp BE20
e Ultrasonido BRANSON 5210

e Balanza analitica Sartorius

Reactivos:

e Solvente: Polimero extractante Horiba S-316
e Agua libre de compuestos organicos: Filtrar agua destilada a través de 10g de carbdn activo
e Sulfato de sodio anhidro desecado

e Silice gel 60-200 mesh: Grado 950 o equivalente, secado 110°C por 24 horas

Procedimiento para determinacion de TPH del suelo:

Para medir la concentracion de TPH en el suelo primero se pesé un gramo de muestra en un tubo
de ensayo, luego se afiadié aproximadamente 0,509 de sulfato de sodio anhidro y 0,3g silice gel,
se agreg6 10mL del polimero extractante Horiba y se agité hasta que se forme una suspension

homogénea y se llevo al ultrasonido por 15 minutos. Después se procedié a filtrar la capa del
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solvente a través de un embudo con papel filtro, por altimo, se recogi6 el extracto en un balén
aforado de 10mL y entonces el extracto esta listo para ser medido en el equipo. Los resultados de
TPH se reporta en base seca, para lo cual se peso 5g aproximadamente de muestra dentro de un
envase de aluminio previamente tarada y se colocd en la estufa a 105°C por 24 horas, se dejé
enfriar en el desecador antes de pesarla, después se procedi6 a pesar el residuo seco contenido en

el envase de aluminio y finalmente se registrd la diferencia de pesos (Rice et al., 2012: pp. 4-94).

3.2.2 Esterilizacién del suelo

La metodologia empleada para la esterilizacion del suelo fue por calor seco por el método de aire

caliente, que se describe a continuacién:

Materiales:

e Bandejas metélicas

Equipos:

e Estufa memmert

Procedimiento para la esterilizacidon del suelo:

Se procedid a colocar 1kg de suelo por cada bandeja de metal a 170°C durante 2 horas, esto se

realiz6 con los 12kg de suelo, luego se esperd que el suelo se enfrie.

3.2.3 Contaminacion del suelo con hidrocarburos

La metodologia que se utiliz6 fue la contaminacion puntual que se describe a continuacion.

Materiales:

e Probeta 100ml
e Vaso precipitado
e Crudoa?27 API

Procedimiento para la contaminacion del suelo con hidrocarburo:
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Se contamind los 12kg de suelo estéril a una concentracion de 40000 ppm de la siguiente manera:
agregamos 480mL de hidrocarburo de 27 grados API con la probeta de 100mL, luego se
homogenizé el suelo y se estabilizd en el transcurso de 15 dias y durante este tiempo se realizd

mediciones de TPH cada 5 dias para saber cuanto se volatilizé el crudo.

3.2.4 Determinacion de los parametros fisico-quimico del suelo contaminado con
hidrocarburos

Se realiz6 el analisis de los parametros fisicos-quimicos como son pH, conductividad eléctrica y

los TPH, para lo cual se utiliz6 la metodologia anteriormente descrita en el punto 2.5.2.1.

3.2.5 Aplicacion de la técnica de Landfarming utilizando Pseudomona fluorescens para
degradar TPH

a) Disefio experimental

Se utiliz6 un disefio factorial de dos factores, con medidas repetidas en un factor.
El factor tratamiento es la concentracidn de la bacteria Pseudomona fluorescens y tiene 4 niveles

que son:

TO: Testigo (sin Pseudomona fluorescens)
T1: Pseudomona fluorescens (concentracion 1x10 )
T2: Pseudomona fluorescens (concentracion 1x10 2)

T3: Pseudomona fluorescens (concentracion 1x10 %)

El factor con medidas repetidas es el tiempo y tiene cuatro niveles que son:

Tiempo 1: 15 dias
Tiempo 2: 30 dias
Tiempo 3: 45 dias
Tiempo 4: 60 dias

Cada tratamiento se asigné de manera aleatoria a tres unidades experimentales. Las variables de

respuesta fueron: pH, conductividad y concentracion de TPH. La disposicién del disefio factorial

es el siguiente:
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Tabla 3-2: Disposicion del disefio factorial

Tratamiento Tiempo
15 dias 30 dias 45 dias 60 dias
R1 R1 R1 R1
TO R2 R2 R2 R2
R3 R3 R3 R3
R1 R1 R1 R1
T1 R2 R2 R2 R2
R3 R3 R3 R3
R1 R1 R1 R1
T2 R2 R2 R2 R2
R3 R3 R3 R3
R1 R1 R1 R1
T3 R2 R2 R2 R2
R3 R3 R3 R3

Elaborado por: lza L.y Vera G., 2023

b) Activacion de la bacteria Pseudomona fluorescens

La cepa que se utilizd para esta investigacion fue la Pseudomona fluorescens ATCC 13525 de la
distribuidora MEDIBAC que es una empresa dedicada a la comercializacion de insumos para

laboratorio ubicada en Quito.

La metodologia empleada para la activacion de la bacteria Pseudomona fluorescens fue por el

método Strain P-17, Spirillum Strain NOX Method, que se describe a continuacion:

Materiales:

e Buffer fosfato

e Vaso estéril

Equipos:

e Estufa Rebelk RI50
e Cémara de flujo laminar Biobase BBS-V680

Procedimiento para la activacion de la bacteria Pseudomona fluorescens:

Considerando las recomendaciones del certificado de la cepa de referencia para la activacion de
la bacteria, primero se coloc6 dentro de la camara de flujo laminar el fluido hidratante (buffer

fosfato) y el vial de pellets que se encontraban en refrigeracion, luego se colocé en el mesén para
22



transferir 100mL de buffer fosfato a un frasco estéril, después se dejé reposar por una hora a
temperatura ambiente hasta que se estabilice la solucién. Transcurrido el tiempo se colocd el
buffer fosfato en la estufa de 34 a 38 °C por 30 minutos, seguidamente se saco el buffer fosfato
de la incubadora y se colocé en el mesdn de la cdmara de flujo laminar, posteriormente con una
pinza estéril se tomé un pellet de la cepa de referencia (Pseudomona fluorescens ATCC 13525)
y se coloco en los 100mL de buffer fosfato del paso anterior, de inmediato se cerro el frasco estéril
para colocarlo en refrigeracion, después se coloco el frasco estéril que contiene los 100mL de
buffer fosfato mas el pellet de 34 a 38 °C en incubacién por 15 minutos para asegurar la
hidratacion completa, concluido el tiempo se sacé el frasco estéril de la incubadoray se agité la

mezcla para obtener una suspension de Pseudomona fluorescens (Keith, 1996, pp.9-62).

c) Preparacion de la Pseudomona fluorescens en diluciones seriadas

La metodologia empleada para las diluciones seriadas de la bacteria Pseudomona fluorescens fue

el método Strain P-17, Spirillum Strain NOX Method, que se describe a continuacion:

Materiales:

e Tubos de ensayo
o Buffer fosfato

e Pipetas

e Gradilla

Equipos:

e Camara de flujo laminar Biobase BBS-V680

Procedimiento para las diluciones seriadas de Pseudomona fluorescens:

Previo a realizar las diluciones seriadas, se esterilizo todos los materiales a utilizar en la cabina
de flujo laminar (pipeta, tubos de ensayo con buffer fosfato, puntas de pipeta), luego se prepard
diluciones sucesivas con la ayuda de una micropipeta se tomé 1ml de suspensién de Pseudomona
fluorescens y se transfiri6 a un tubo de ensayo que contiene 9mL de buffer fosfato y se agit6 para
obtener la dilucion 1x107?, de esta dilucion se tomé 1mL y se transfirié a un tubo que contiene
9mL de buffer fosfato para obtener la dilucién 1x102, para finalizar se transfirié6 1mL a un tubo

que contiene 9mL de buffer fosfato para obtener la dilucién 1x10-3(Keith, 1996, pp.9-62).
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d) Preparacion de los tratamientos

Distribucion de las cajas

Se adquiri6 12 cajas plasticas de 21cm de largo por 11,5 de ancho y 8,5 de profundidad.

Materiales:

e Envase estéril

e (Guantes

Equipos:

e Balanza Acculab-VV1200

Procedimiento para la distribucidn de los tratamientos:

Se pesd un kilogramo para cada una de las cajas en total para el tratamiento se utilizd 12 cajas

tres por cada dilucion de Pseudomona fluorescens.

e) Inoculacion de Pseudomona fluorescens en el suelo contaminado con hidrocarburo
Materiales:

e Atomizador

e Cajas pléasticas con los suelos contaminados

Procedimiento para la aplicacion de la bacteria Pseudomona fluorescens en el suelo

contaminado con hidrocarburo:

En un atomizador se afiadié 10mL de cada una de las diluciones y se rocié en el suelo contaminado

con hidrocarburos segun el disefio experimental.

f) Oxigenacion del suelo

Se procedi6 a realizar la aireacion del suelo todos los dias a cada una de las muestras, con la
finalidad de ayudar a la bacteria Pseudomona fluorescens a estimular la circulacidn de soluciones

a través del suelo contaminado.
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g) Cuantificacién de Pseudomona fluorescens al inicio y al final del tratamiento

Para la cuantificacién de la Pseudomona fluorescens se utiliz6 los métodos Standard Methods
9216A Direct Total Microbial Count y EPA-600/8 Microbiological methods for monitoring the

environment que se describe a continuacion:

Materiales:

e Agua destilada

e Pipetas

e Espatula

e Suelo contaminado
e Dispersor

e Cajas Petri

e Guantes

e Mascarillas

e Cofia

e Bata

e Zapatones

Equipos:

e Rota vapor Buchi

e Autoclave mrc

e Balanza OHAUS

e Cémara de flujo laminar Biobase BBS-V680
e Estufa Rebelk

Reactivos:

e Agar Cetrimida

Procedimiento para la cuantificacion de Pseudomona fluorescens:

25



Se preparé el medio de cultivo Agar cetrimida (AQLAB) en funcién de las etiquetas de la casa

productora Difco.

Se pes6 20g de agar cetrimida y se agreg6 0,44L de agua destilada y se colocé en el rota vapor
por 10 minutos hasta que el agar se disuelva totalmente en el agua destilada, luego se llevé la
disolucion a la autoclave por 20 minutos. Una vez transcurrido ese tiempo se sacé la disolucion y

se dejé que baje la temperatura.

Para la cuantificacion de Pseudomona fluorescens en los 12 tratamientos se procedio a pesar 10g
de suelo de cada caja plastica y se colocd en diferentes envases estériles, luego se agregé 90mL

de buffer fosfato en cada envase estéril.

Después se vertio aproximadamente 30mL de medio de cultivo cetrimida en las 12 cajas Petri y
se deja reposar 20 minutos hasta que se gelifique, luego se tom6 100uL de la solucién buffer
fosfato con suelo y esparcimos con el dispersor y se dejé reposar 2 dias a una temperatura de
30 °C. Transcurrido los 2 dias se procede a observar el crecimiento de los microorganismos en

las cajas Petri y se realiz0 la cuantificacién del crecimiento de la bacteria Pseudomona fluorescens
(Keith, 1996, pp.9-62).

Determinacion de la cantidad de microorganismos por mililitro de la muestra, mediante el uso de

la siguiente formula:

Promedio de colonias contadas x Reciproco de la dilucién

= UF L
Volumen incluido en caja UFC/m

Fuente: Ramirez, 2015
Elaborado por: Iza L.y Vera G., 2023

3.2.6  Monitoreo de los tratamientos

a) Anadlisis de parametros fisico-quimicos

Cada 15 dias en el transcurso de dos meses se realizo los analisis de los pardmetros fisicos como
son: pH, conductividad eléctrica y los quimicos como son los TPH, para lo cual se utiliz6 la
metodologia anteriormente descrita en el punto 3.2.1.

3.2.7 Analisis de varianza ANOVA de dos factores
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En esta investigacion se evalud el efecto de la concentracion de la bacteria Pseudomona
fluorescens y del tiempo sobre la concentracidon de TPH, para lo cual se utiliz6 un disefio factorial
de dos factores, con medidas repetidas en un factor ya que se realizaron varias mediciones sobre

las mismas unidades experimentales en distintos periodos de tiempo.

El factor tratamiento o concentracion de Pseudomonas tiene cuatro niveles: TO (Testigo), T1
(1x10%), T2 (1x10-?) y T3 (1x10%). El factor con medidas repetidas es el tiempo y tiene cuatro
niveles: 15, 30, 45y 60 dias.

Cada concentracion de Pseudomona fluorescens se asignd aleatoriamente a tres unidades
experimentales (bandejas con suelos contaminado con hidrocarburos), y en cada unidad
experimental se midi6 la concentracion de TPH a los 15, 30, 45 y 60 dias. El analisis de varianza
se realiz6 con el programa estadistico IBM SPSS (Statistics) version 26 a un nivel de confianza
del 95% (nivel de significancia de 0,05). Las hipdtesis del analisis de varianza para cada factor y

la interaccion son:

HO: Todas las medias de los niveles del factor tratamiento son iguales.

H1: Al menos alguna media de un nivel del factor tratamiento es diferente de las demas.

HO: Todas las medias de los niveles del factor tiempo son iguales.

H1: Al menos alguna media de un nivel del factor tiempo es diferente de las demas.

HO: No existe interaccion entre los factores tratamiento y tiempo.

H1: Existe interaccidn entre los factores tratamiento y tiempo.
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CAPITULO IV

4  ANALISIS E INTERPRETACION DE RESULTADOS

4.1 Determinacion de los parametros fisico — quimicos del suelo en ausencia y presencia
de hidrocarburos totales de petroéleo.

Tabla 4-1: Comparacién de los resultados del suelo en ausencia de hidrocarburos con el
Acuerdo Ministerial 097-A.

Parametros Unidades Uso de suelo Suelo en ausencia de
Industrial hidrocarburos
Conductividad ds/mm 200 12,45
PH 6a8 7,76
TPH mg/kg 620 <0,50

Elaborado por: lza L.y Vera G., 2023

Los resultados del suelo en ausencia de hidrocarburos para conductividad, pH y TPH fueron:
12,45 ds/mm, 7,76 y <0,50 respectivamente, estos tres valores obtenidos se encuentran dentro del
rango de valores maximos permisibles segun el Acuerdo Ministerial 097-A, Criterios de
remediacion (tabla 2-3).

Tabla 4-2: Comparacidon de los resultados del suelo en presencia de hidrocarburos con el
Acuerdo Ministerial 097-A.

Parametros Unidades Uso de suelo Suelo en presencia de
Industrial hidrocarburos
Conductividad ds/mm 200 67,0
PH 6a8 5,65
TPH mg/kg 620 34792,82

Elaborado por: lza L.y Vera G., 2023

Una vez contaminado el suelo con hidrocarburos en el laboratorio LABSU se procedié a medir
los parametros fisico-quimicos obteniéndose los siguientes resultados: conductividad 67,0
ds/mm, este valor de conductividad se encuentra dentro del rango de valores maximos permisibles
segun el Acuerdo Ministerial 097-A, Criterios de remediacion (tabla 2-3). Sin embargo, los
valores de TPH 34792,82 mg/kg y pH 5,65; se encuentra fuera del rango del valor méximo

permisible que es 620 mg/kg, como se observa en la tabla 4-2.

28



4.2

Conductividad

Tabla 4-3: Andlisis de la conductividad eléctrica

Resultado de los parametros fisicoquimicos medidos en los diferentes tratamientos
en intervalos de 15, 30, 45 y 60 dias.

Limites maximos 15 dias 30 dias 45 dias 60 dias
permisibles
TO 58,77 59 58,3 56,4
T1 56,7 60,6 60,5 59,4
T2 200 ds/mm 64,8 70,6 66,8 65,3
T3 61,9 70 63,8 66,2
Elaborado por: Iza L.y Vera G., 2023
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lustracion 4-1: Conductividad medido en diferentes intervalos de tiempo.
Elaborado por: lza L.y Vera G., 2023

Los resultados de la conductividad eléctrica del suelo de los diferentes tratamientos T1, T2, T3y

TO estuvo en un rango entre 56,4 a 70,6 ds/mm. Estos valores nos indican que se encuentran

dentro el rango segln en la tabla 2-3 del Acuerdo Ministerial 097-A, su valor maximo permisible

es de 200ds/mm. En la ilustracion 4-1, podemos apreciar que el valor mas alto de conductividad
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eléctrica a los 60 dias fue del tratamiento T3 con 66,2 ds/mm y el valor mas bajo fue del T1 con

un valor de 59,4. Ante estos valores, (Mufioz, 2016, p.48) menciona que la presencia de hidrocarburos

en el suelo aumenta la C.E y al mismo tiempo estimula el metabolismo de las poblaciones

microbianas, provocando que los hidrocarburos no imposibiliten la solubilizacion de las sales e

iones existentes en el suelo, por eso sus valores varian cada cierto tiempo. Tal es el caso del

estudio experimental realizado por ( Puente, 2022, p.68 ) que también presentd la misma tendencia

respecto al incremento de los valores, debiéndose a que un crudo no refinado posee cierto nivel

sales y esto permite un ligero intercambio catiénico.

pH

Tabla 4-4: Andlisis del pH

Limites maximos

- 15 dias 30 dias 45 dias 60 dias
permisibles
TO 6,02 6,06 6,06 6,07
T1 6,08 6,19 6,32 6,25
6-8
T 6,08 6,36 6,54 6,27
T3 6,13 6,30 6,20 6,03

Elaborado por: lza L.y Vera G., 2023
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lHustracion 4-2: pH medido en diferentes intervalos de tiempo.
Elaborado por: lza L.y Vera G., 2023

En la tabla 2-3 del Acuerdo Ministerial 097-A, sefiala que los limites maximos permisibles para
el pH en suelo son de 6 a 8, segin (Mufioz, 2016, p. 46 ) el pH dptimo para la degradacién de
hidrocarburos con Pseudomonas fluorescens es de 6-8y los resultados obtenidos en las diferentes
concentraciones TO, T1, T2y T3 alos 15, 30, 45 y 60 dias se observo que el pH se mantiene entre
6,02y 6,54. Lapoca variacion de pH que ocurre en el transcurso de los 15,30,45 y 60 dias, ( Puente
& Campoverde, 2022, p.65) menciona que se debe a la liberacidn de los compuestos del hidrocarburo
en el suelo, cambiando sus propiedades permitiendo que la bacteria Pseudomona fluorescens
empiece a degradar. EI pH mas alto en estos dos meses fue el T2 con 6,27 y el valor més bajo fue

T3 con 6,03 como se muestra en la ilustracién 4-2.

En nuestra investigacién Pseudomona fluorescens degradé los hidrocarburos de manera rapida ya
gue su pH estaba dentro de las condiciones dptimas acelerando el proceso de biorremediacion,
concordando con lo que indica (Rodriguez et al.,2022: p. 196 ) que el proceso de biorremediacion debe
desarrollarse en un pH entre 6 - 8, si se pretende que se mantengan largos periodos de
biodegradacion el pH éptimo es de 7.4 - 7.8 este rango determina el grado de absorcion de iones
por las particulas del suelo, afectando su solubilidad, movilidad y disponibilidad, siendo estos
factores determinantes para el proceso de biorremediacion. Asi, frente a pH extremos (>8 0 <4),

la biodegradacion es muy lenta y los estudios muestran que los suelos contaminados por
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hidrocarburos son principalmente 4cidos, por cuanto se limita el crecimiento de ciertas bacterias

en ciertos rangos. Otro estudio realizado por (Arrieta, 2011, p.74), dice que la actividad bioldgica

del suelo puede ser afectada por el pH, debido a que el rango 6ptimo es de 6 a 8. Por lo tanto,

(Meneses, 2014, p.34 ) reporta que la biorremediacion con géneros de Pseudomona se ve favorecida

con valores de pH casi neutros ( 6-8) mejorando el proceso de biodegradacion en general.

PH

Tabla 4-5:Valores del anélisis de TPH

Limites maximos . . . .
permisibles 15 dias 30 dias 45 dias 60 dias
TO 31607 28430 26732 24534
T 19305 10482 3768 607
620 mg/kg
V) 20374 14606 5536 1029
T3 21715 15310 6576 5418
Elaborado por: Iza L.y Vera G., 2023
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lHustracion 4-3: TPH medido en diferentes intervalos de tiempo.
Elaborado por: Iza L.y Vera G., 2023
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Segun la ilustracion 4-3 se puede observar que la concentracion de TPH en el suelo disminuye en
los diferentes intervalos de tiempo (15, 30, 45 y 60 dias). La concentracion mas baja de TPH se
obtuvo con el T1 con un valor 607mg/kg y la concentracion mas alta fue con el T3 con un valor
de 5418 mg/kg a los 60 dias. Segln (Mufioz, 2016, p. 42 ) menciona que el género Pseudomona tiene
la capacidad de producir sustancias biosurfactantes: compuestos que se encargan de solubilizar y
facilitan la penetracion de los hidrocarburos por la pared celular hidrofilica. Ademas, poseen
enzimas que degradan hidrocarburos en la membrana citoplasmatica, produciendo ciertos acidos

organicos implicados en la solubilizacion del fosfato.

En otro estudio similar (Jimenez, 2020, p. 71 ) menciona que Pseudomona fluorescens tiene la
capacidad de degradar distintos compuestos de hidrocarburos presentes en el suelo por lo que,
puede ser utilizado en campos de investigacion experimental para la remediacién de suelos
contaminado con crudo. En un estudio experimental de (Riera, 2012, pp.70-71) indica que en los
suelos afectados por hidrocarburos predominan bacterias Gram negativas. Por lo tanto, las
bacterias Gram negativas demuestran ser predominantes en tolerar y degradar compuestos de

hidrocarburos.

Cuantificacion de la bacteria Pseudomona fluorescens Colocar antes de los TPH después de

pH y conductividad

Tabla 4-6:Cuantificacion de Pseudomona

Tiempo
Tratamiento Dia 1 (inicio) Dia 60 (final)
UFC UFC
TO 0 0
T1 (1x107Y) 4467 2300
T2 (1x10?) 2133 1033
T3 (1x10%) 133 0

Elaborado por: lza L.y Vera G., 2023
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lustracion 4-4: Cuantificacion al inicio y al final.
Elaborado por: lza L.y Vera G., 2023

Se realiz6 un conteo para tener un registro del aumento o disminucion de la poblacion de
Pseudomona fluorescens al inicio y al final del ensayo experimental. En nuestro estudio como se
muestra en la ilustracién 4-4 que, en todos los tratamientos, el comportamiento de Pseudomona
fluorescens se encontraba en su fase estacionaria y es aqui donde al disminuir los nutrientes
esenciales y por factores como la temperatura y la humedad, las bacterias dejaron de metabolizar

y por ende empezaron a disminuir.

4.3 Determinacion de la eficiencia de la bacteria Pseudomona fluorescens para
biodegradar los Hidrocarburos Totales de Petréleo (TPH).

Resultados estadisticos del ANOVA de dos factores con medidas repetidas en un factor

Los resultados del ANOVA del disefio se presentan a continuacion:

Tabla 4-7: ANOVA del factor tratamiento

Pruebas de efectos inter-sujetos

Medida: TPH
Variable transformada: Promedio
Origen Tipo Il de suma gl Media cuadratica F Valor p
de cuadrados
Interseccion 10445513846,2 1 10445513846,27 | 139807,46 ,000
Tratamiento 2817628419,39 3 939209473,13 12570,80 ,000
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Error 597708,53 8 74713,57
Elaborado por: lza L.y Vera G., 2023

En la tabla 4-7 se observa que para el factor tratamiento, el valor p < 0,05, por lo que se rechaza
la hip6tesis nula de igualdad de medias y se concluye que la concentracién de TPH no es la misma

para todas las concentraciones de la bacteria Pseudomona fluorescens.

Tabla 4-8:ANOVA del factor tiempo

Pruebas de efectos intra-sujetos

Medida: TPH
Tipo 11l de suma de
Origen cuadrados gl Media cuadratica F Valor p
Tiempo 1704440623,49 3 568146874,50| 7418,59 ,000
Tiempo * Tratamiento 211083420,44 9 23453713,38 306,25 ,000
Error (Tiempo) 1838022,12 24 76584,26

Elaborado por: Iza L.y Vera G., 2023

En la tabla 4-8 se observa que para el factor tiempo, el valor p < 0,05, por lo que se rechaza la
hip6tesis nula de igualdad de medias y se concluye que la concentracién de TPH no es la misma

para todos periodos de tiempo.

Para la interaccion tiempo-tratamiento, el valor p<0,05, por lo que se rechaza concluye que existe
interaccion entre ambos factores, por lo tanto, su interpretacion tiene prioridad sobre la
interpretacion de los efectos de los factores principales y la informacion relevante del disefio se

obtiene del grafico de interaccion.
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llustracion 4-5: Eficiencia de Pseudomona fluorescens en cuatro tiempos.
Elaborado por: lza L.y Vera G., 2023
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llustracion 4-6: Eficiencia de Pseudomona fluorescens en cuatro tiempos.
Elaborado por: lza L.y Vera G., 2023

En la ilustracion 4-6 se observa que, en todos los periodos de tiempo, la menor concentracion de
TPH se obtiene con el T1, sin embargo, a los 15 dias su intervalo de confianza se solapa con el
intervalo de confianza del T2, lo que indica que no son diferentes estadisticamente. EI
solapamiento de los intervalos no ocurre a los 30 y 45 dias, por lo que, en estos periodos de
tiempo, existe evidencia estadistica suficiente para concluir que la menor concentracion de TPH
se obtiene con el tratamiento T1. Finalmente, a los 60 dias también existe un solapamiento de los
intervalos de los T1y T2, por lo tanto, se concluye que la menor concentracion de TPH se obtiene
con los tratamientos T1y T2, pero el tratamiento T1 es el Unico que llega a encajar dentro de los
limites maximos permisible del uso de suelo industrial del Acuerdo Ministerial 097-A, de la tabla

de criterio de calidad del suelo.

Para validar los resultados del disefio se probaron los supuestos de normalidad y homogeneidad
de varianzas. La normalidad se probd con los residuos del modelo y la prueba de Shapiro Wilk
debido a que se disponen de 12 datos para cada periodo de tiempo. Finalmente, la homogeneidad

de varianzas se probdé con la prueba de Levene. En ambos casos, se cumplieron los supuestos.

36



Tabla 4-9:Porcentaje de la degradacion de la bacteria

Porcentaje de degradacién de la bacteria Pseudomona fluorescens

Tratamiento Tiempo
15 dias 30 dias 45 dias 60 dias
T3 37,58% 55,99% 23,08% 84,42%
T2 41,44% 58,02% 84,08% 97,04%
T1 44,51% 69,87% 89,17% 98,25%

Elaborado por: lza L.y Vera G., 2023

En la tabla 4-9 se observa como la bacteria Pseudomona fluorescens degrada de manera eficiente

los TPH. En el T1 se obtuvo una eficiencia de 98,25 % para lo cual se puede comprobar su

excelente eliminacion de hidrocarburos, ademas de este valor encontrarse dentro el valor maximo

permisible.
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CAPITLOV

5 CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
5.1 Conclusiones

Se determind los pardmetros fisico-quimicos del suelo en ausencia y presencia de hidrocarburos.
En presencia de hidrocarburos los valores obtenidos fueron pH=5,65, conductividad=67 ds/mm
y TPH=34792,82 mg/kg. El valor de la conductividad se encuentra dentro del limite maximo
permisible, mientras que los valores de pH y TPH, se encuentran fuera del rango del limite

méaximo permisible para uso industrial establecido en el Acuerdo Ministerial 097-A.

Se utilizé la técnica de Landfarming como método de biorremediacion de muestras de suelos
contaminados con hidrocarburos. La bacteria que se empleo fue Pseudomona fluorescens a
diferentes concentraciones, cada concentracion corresponde a un tratamiento diferente (T1= 1x10"
1 T2=1x10?, T3= 1x107?). Esta técnica de landfarming se optimiz6 aireando el suelo diariamente

con el fin de mejorar la degradacion de los hidrocarburos por parte de la bacteria.

Se determiné la eficiencia de la Pseudomona fluorescens para biodegradar los Hidrocarburos
Totales de Petroleo (TPH) mediante la medicion de la concentracion de TPH cada 15 dias durante
dos meses. En donde, el T1 con una concentracion bacteriana de 1x10* fue el mas eficiente a los
15, 30 y 45 dias. Sin embargo, a los 60 dias los tratamientos mas eficientes fueron el T1y T2
(1x102). Esto indica que la bacteria fue capaz de utilizar los hidrocarburos totales de petréleo
como fuente de carbono, ya que al inicio el suelo tenia una concentraciéon de TPH de 34792,82
mg/kg y a los 60 dias los valores fueron de 607 mg/kg para el tratamiento T1 y 1029mg/kg para

el T2, cuyos valores son iguales estadisticamente.

Se realizd una cuantificacion de la Pseudomona fluorescens al inicio y al final de los tratamientos,
siendo los valores directamente proporcionales a la concentracion de TPH. Es decir, que el mayor
numero de colonias se reportd al inicio del tratamiento y el menor nimero al final ya que al
disminuir los nutrientes esenciales y por factores como la temperatura y la humedad, las bacterias

dejaron de metabolizar y por ende empezaron a disminuir.
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5.2 Recomendaciones

Se recomienda que se usen otras técnicas de biorremediacion para suelos como biopilas y se
aplique Pseudomona fluorescens para acelerar la capacidad biodegradadora de los contaminantes

organicos.

Duplicar el tiempo de degradacion de los TPH de cada uno de los tratamientos para ver el

comportamiento estadistico de los datos.
Utilizar consorcios bacterianos en suelos con altos indice de contaminacion por derrame de crudo

y derivados, para mejorar la rapidez de la actividad degradativa por parte de los microorganismos

y reducir los TPH.
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ANEXQOS

ANEXO A: MUESTREO DE SUELO




ANEXO B: DETERMINACION DE PARAMETROS FiSICO-QUIMICO

e PHDEL SUELO







e CONDUCTIVIDAD ELECTRICA (CE) DEL SUELO







TPH DEL SUELO
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ANEXO C: ESTERILIZACION DEL SUELO




ANEXO D: CONTAMINACION DEL SUELO CON HIDROCARBUROS




ANEXO E: ESTABILIZACION DEL SUELO

Tabla 4-10: Estabilizacion del suelo en presencia de hidrocarburos

Estabilizacion del suelo
Dias Concentracion
0 dia 40000 ppm
5 dias 38355,42 ppm
10 dias 36547,34 ppm
15 dias 34792,82 ppm

Elaborado por: Iza L.y Vera G., 2023)

ANEXO F: ACTIVACION DE PSEUDOMONA FLUORESCENS










ANEXO G: DILUCIONES SERIADAS




ANEXO H: DISTRIBUCION DEL SUELO EN LAS CAJAS




ANEXO I: APLICACION DE LA BACTERIA PSEUDOMONA FLUORESCENS EN EL

SUELO CONTAMINADO CON TPH
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ANEXO J: INOCULACION Y CONTEO DE PSEUDOMONA FLUORESCENS



















Tabla 4-11: Cuantificacién al Inicio

Testigos

T€stioo N
?-; q-. — X
GemA

Tratamiento 1x10?
(R1=42, R2=48 , R3=44 Colonias)

Tratamiento 1x107
(R1=25, R2=18, R3=21 Colonias)




Tratamiento 1x10°
(R1=1, R2=2, R3=1 Colonias)

Elaborado por: lza L.y Vera G., 2023

Tabla 4-12: Cuantificacién al Final

Testigo

Tratamiento 1x10?
(R1=20, R2=24 , R3=25 Colonias)




Tratamiento 1x107?
(R1=13,R2=9, R3=9 Colonias)

Tratamiento 1x10°
(R1=1, R2=2, R3=1 Colonias)

Elaborado por: Iza L.y Vera G., 2023
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