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RESUMEN 

 

 

Para abordar la contaminación del suelo por hidrocarburos, se han utilizado tratamientos térmicos, 

fisicoquímicos y biológicos, en estos procesos puede existir el desprendimiento de sustancias 

dañinas que alteran su composición, haciendo que la remediación tarde varios años. Afectando la 

salud del suelo, por lo tanto, el objetivo de la presente investigación fue biorremediar suelos 

contaminados con hidrocarburos totales de petróleo usando bacterias nativas del género 

Pseudomonas spp. para el cumplimiento de los límites permisible establecidos en la normativa 

vigente. La metodología implementada tuvo un enfoque cualitativo y cuantitativo, se utilizó un 

diseño experimental completamente al azar (DCA), ya que se manipularon las variables y se 

desarrolló en un periodo de 45 días; la biorremediación se llevó a cabo en 300 Kg de suelo 

proveniente de los desechos del Laboratorio AQLAB, distribuidos en 3 tratamientos cada uno con 

3 réplicas, el tratamiento (A) sin aplicarle una concentración bacteriana, los tratamientos (B) y 

(C) con una concentración de bacterias del género Pseudomonas, para la obtención de 

información se realizaron pruebas, técnicas y análisis. Pruebas morfológica, bioquímica y 

molecular, la técnica escala McFarland de 0.5 y análisis de parámetros fisicoquímicos y 

microbiológicos. Logrando identificar la presencia de las especies de Pseudomonas fluorescens 

y aeruginosa, incrementando su densidad: tratamiento (A) 1,82E+7, tratamiento (B) 5,53E+10 y 

tratamiento (C) 9.37E+11 y finalmente los tratamientos (B) y (C) cumplieron los límites 

permisibles para uso comercial e industrial. Por lo cual se concluyó que la prueba molecular 

ofreció un resultado preciso en la identificación de las especies, además, las bacterias aisladas 

demostraron la capacidad de adaptación, evidenciadas a través de 3 fases: adaptación, crecimiento 

exponencial y estacionaria, en este estudio la especie P. aeruginosa (94,4 por ciento) demostró 

una mayor eficiencia en el porcentaje de remoción de TPHs en relación con la P. fluorescens 

(89,6 por ciento). 

 

Palabras clave: < PSEUDOMONAS >, < PRUEBAS >, < BIOAUMENTACIÓN >, < 

DENSIDAD BACTERIANA >, < HIDROCARBUROS >, <SUELO >, < LÍMITES 

PERMISIBLES>. 

 

 

 

 

Ing. Cristian Sebastian Tenelanda S.                                                0959-DBRA-UPT-2024 
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ABSTRACT 

 

 

To address soil contamination by hydrocarbons, thermal, physicochemical and biological 

treatments have been used, in these processes exist the harmful substances release alter its 

composition, making remediation take several years. Therefore, research objective was to 

bioremediate contaminated soils with total petroleum hydrocarbons using native bacteria of genus 

Pseudomonas spp. to comply with permissible limits established in the current regulations. The 

methodology implemented had a qualitative and quantitative approach, a completely randomized 

experimental design (CRD) was used, since variables were manipulated and developed over a 

period 45 days; The bioremediation was carried out 300 kg of soil from AQLAB Laboratory 

waste, distributed in three treatments each with 3 replicates, treatment (A) without applying a 

bacterial concentration, treatments (B) and (C) a bacteria concentration of Pseudomonas genus, 

tests, techniques and analysis were carried out to obtain information. Morphological, biochemical 

and molecular tests McFarland scale technique 0.5 and a physicochemical and microbiological 

parameters analysis. The Pseudomonas fluorescens presence and aeruginosa species was 

identified, increasing their density: treatment (A) 1.82E+7, treatment (B) 5.53E+10 treatment (B) 

5.53E+10. and treatment (C) 9.37E+11 and finally treatments (B) and (C) found permissible limits 

for commercial and industrial use. Therefore, it was concluded the molecular test offered an 

accurate result in species identification. In addition, isolated bacteria demonstrated the adaption 

capacity, evidenced through 3 phases: adaptation, exponential and stationary growth, this study 

the species P. aeruginosa (94.4 percent) showed a higher efficiency in removal percentage TPHs 

in relation to P. fluorescens (89.6 percent). 

 

Key words: < PSEUDOMONAS >, < TESTS >, < BIOAUGMENTATION >, < BACTERIAL 

DENSITY >, < HYDROCARBONS >, <SOIL >, <PERMISSIBLE LIMITS>. 
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INTRODUCCIÓN 

 

El aprovechamiento y explotación de los recursos naturales es un tema clave en el desarrollo 

humano. Participando en ello, el sector petrolero como principal representante en el progreso 

económico de varios países desde finales del siglo XIX hasta la actualidad. (Alfaro y Denyer, 2021, 

págs.88-89) El petróleo es usado como materia prima energética, por ello tanto su precio y demanda 

ha ido en aumento, tal es así que para el año 2020 el costo del barril oscilaba entre 39 a 42 dólares, 

mientras que para el año 2022 su precio aumentó a 94 y 99 dólares por barril. (Banco Mundial, 2023, 

pág. 1) Las reservas mundiales de este recurso se encuentran principalmente en tres regiones el 

Medio Oriente, el Mar Caspio y América Latina y el Caribe. (Fajardo, 2020, pág. 1059) América Latina 

alberga el 21.17% de las reservas mundiales, disponiendo de 331 260 millones de barriles de 

petróleo. (Organización de Países Exportadores de Petróleo, 2023, pág. 2) 

 

En Ecuador la extracción de crudo representa un ingreso económico importante, produciendo 175 

55 millones de barriles de petróleo en 2022, de los cuales, a 116 66 millones de barriles, se 

exportaron por un valor de USD 10 013,12 millones de dólares. (Banco Central del Ecuador, 2023, págs. 

5-15) El país cuenta con más de 9 000 pozos perforados, ubicados en su gran mayoría en la Región 

Amazónica en las provincias de Sucumbíos, Orellana, Napo, Pastaza y Morona Santiago (Delgado 

y Narváez, 2020, pág. 7) en las que se desarrollan actividades de explotación, refinación, 

comercialización, distribución, transporte y almacenaje de crudo. (Rodríguez et al., 2022, pág. 179) 

paralelamente el desarrollo de estas actividades ha ocasionado 630 derrames a nivel nacional entre 

los años de 2020 y 2022, de los cuales empresas del estado son responsables del 97% de estos 

derrames. (Ruiz, 2022, pág. 2) 

 

Orellana y Sucumbíos son las provincias en las que se han instalado la mayoría de las industrias 

nacionales e internacionales, (Licta, 2020, págs. 1-6) lo que ha provocado que el entorno se vuelva 

más frágil ocasionando impactos ambientales, sociales y económicos. (Pulido et al., 2022, pág. 6) En 

este sentido la contaminación por hidrocarburos totales de petróleo (TPHs) en el suelo afecta la 

flora, fauna incluyendo los microorganismos nativos, (Cavazos et al., 2014, pág. 540) ocasionando la 

infertilidad y esta su vez  disminuye la producción de cultivos dado que los hidrocarburos inhiben 

producción de la fotosíntesis ocasionando la muerte de la planta; del mismo modo los animales 

enferman o mueren  debido a los desechos tóxicos que genera la interacción del suelo y el petróleo. 

(González et al., 2021, pág. 9; Arellano et al., 2015, pág. 226) Así también perjudica la forma de vida de las 

poblaciones, ya que estos compuestos al ser tóxicos para los seres vivos (mutagénicos y 

carcinogénicos) para el año 2 019 había causado 2 000 muertes por cáncer (Cavazos et al., 2014, págs. 

540-541; González et al., 2021, pág. 10) 
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A fin de remediar la contaminación del suelo se han implementado tecnologías o tratamientos 

térmicos, fisicoquímicos y biológicos. Térmicos como la incineración y la desorción térmica, su 

coste alcanza los 1 957 $/ m3 con una efectividad del 99,99% en condiciones óptimas de 

operación. Físico-químicos como la extracción con solventes, barreras verticales, electro 

remoción, procesos de oxidación avanzada, etc. Costando 720 $/ m3 con efectividad del 95% o 

superior dependiendo la técnica aplicada y operación óptima (Hurtado, 2010, págs. 14-32; Said, 2018, 

págs. 46-62), la desventaja de estos procesos es el desprendimiento de sustancias dañinas que alteran 

su composición, haciendo que la remediación tarde varios años. (Muñoz, 2016, pág. 1) Por último, 

los tratamientos biológicos o biorremediación en el cual se usan organismos vivos como la 

fitorremediación, biofiltración, biopilas, bioestimulación y bioaumentación con una efectividad 

del 97% y con costos de 163 $/m3 (Suarez, 2013, págs. 4-13; Fundación Chile, 2015, págs. 54-101).  

 

De acuerdo a Licta la bioaumentación es una técnica que se usa con frecuencia para el tratamiento 

de suelos contaminados con TPHs (Licta, 2020, pág. 3), su eficiencia alcanza el 61% - 98%  de 

remoción dependiendo de las condiciones fisicoquímicas del suelo, el tiempo de biorremediación 

y la selección de microorganismos idóneos para desarrollarse en el medio contaminado (Ortiz et al., 

2005, pág. 57; Pino et al., 2012, pág. 103), las bacterias más utilizadas para  este fin son: Pseudomonas 

aeruginosa, Serratia rubidae, Bacillus sp, Micrococcus sp, Brevibacterium sp, Spirillum sp, 

Xanthomonas, Alcaligenes etc (Maposita et al., 2010, págs. 8-9), dado su capacidad metabólica,  

logrando metabolizar y  mineralizar  el  contaminante  a  CO2 y H2O así estos compuesto puedan 

ser incorporados al medio ambiente fácilmente (Gómez et al., 2008, pág. 78). 

 

Para la elección adecuada de este tipo de microorganismos es mediante pruebas sucesivas de 

crecimiento poblacional, en cultivos ricos en petróleo, (Rivera et al., 2002, págs. 423-424) o a su vez el 

aislamiento de bacterias degradadoras de petróleos nativas del suelo contaminado que 

posteriormente se las utiliza para biorremediarlo, de esta manera se evalúa la adaptación, 

tolerancia y supervivencia de las bacterias a elevadas concentraciones de esta sustancia (Pérez et 

al., 2008, pág. 45), ya que al utilizar microorganismos externos pueden presentar problemas de 

adaptación minimizando el éxito del tratamiento (Rodríguez et al., 2017, págs. 35-40). 
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CAPÍTULO I 

 

1. PROBLEMA DE INVESTIGACIÓN 

 

1.1 Planteamiento del problema 

 

El suelo es crucial para la producción de alimentos y otras actividades humanas, pero se ve 

amenazado por los derrames de petróleo causados por la industria hidrocarburífera. En Ecuador 

durante el período comprendido entre 2020 y 2022 se registraron aproximadamente 630 derrames 

de petróleo, el Ministerio de Ambiente, Agua y Transición Ecológica (MAATE) menciona que 

ocurren 22,5 derrames al mes y 5,6 semanales entre ellos 125 son derrames de nivel 3 que 

constituyen a emergencias ambientales. (Ruiz, 2022, pág. 35) 

 

El derrame de petróleo genera efectos negativos para varios subsistemas, incluyendo árboles, 

fauna asociada y microorganismos, tanto aerobios como anaerobios (Olguín et al., 2007, pág. 139).  

Además, influye en la salud humana causando intoxicaciones, enfermedades como el cáncer e 

incluso lamentables pérdidas humanas. Los recursos naturales como el suelo evidencian cambios 

significativos en su composición y estructura debido a la presencia de hidrocarburos, al ser de 

naturaleza altamente tóxica y no degradable (Goya, 2020, pág. 80; Cavazos et al., 2014, pág. 546). 

 

La alteración de las condiciones fisicoquímicas del suelo, como el pH, conductividad eléctrica y 

humedad, son indispensables para el desarrollo óptimo de plantas y microorganismos debido a 

que el pH influye en el aumento de los elementos fitotóxicos y la actividad microbiana, así como 

en la solubilidad de los nutrientes (potasio, magnesio, fósforo, calcio), es decir, en la forma en 

que las plantas pueden utilizarlos (Vázquez, 2017, pág. 156; Bienes y Marques., 2017, pág. 4). La 

conductividad eléctrica depende de la concentración de sales influyendo en el crecimiento de 

plantas y microbiota (Vega, 2021, pág. 17). Además, la baja humedad puede afectar el desarrollo de 

los microorganismos o incluso llevarlos a la muerte, por ejemplo, el protoplasto de las bacterias 

necesita grandes cantidades de agua para llevar a cabo las reacciones bioquímicas necesarias para 

su supervivencia (Caicedo et al., 2021, págs. 1-8). 

 

La ausencia de microorganismos en el suelo puede resultar perjudicial, dado que estos son 

responsables de la transformación de compuestos orgánicos e inorgánicos, liberando nutrientes 

que las plantas necesitan paran su alimentación. Estas transformaciones también cumplen un 

papel vital en la filtración, degradación y eliminación de contaminantes presentes en el agua y 

suelo (ONU, 2020, págs. 2-4). Con el fin de abordar la contaminación del suelo por hidrocarburos, se 
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han utilizado tratamientos fisicoquímicos durante años. Sin embargo, estos tratamientos han 

demostrado ser parcialmente efectivos, ya que liberan sustancias químicas dañinas que alteran su 

estado y prolongan el tiempo necesario para su recuperación (Muñoz, 2016, pág. 1). 

 

Para analizar los contaminantes del suelo existen laboratorios ambientales como AQLAB 

(Laboratorios de Análisis y Evaluación Ambiental), donde se receptan muestras que tienen su 

origen en distintos contextos. Algunas de las cuales provienen de las industrias hidrocarburíficas, 

siendo resultado de perforaciones o de derrames (Cavazos et al., 2014, pág. 546). También se reciben 

muestras de instituciones educativas, donde se manipulan sustancias peligrosas como TPHs con 

fines educativos. Al realizan estos análisis se generan desechos, en muchos casos considerados 

peligrosos para la salud y el entorno. Aunque la cantidad de desechos producidos suele ser 

relativamente pequeña, no se debe subestimar la importancia del problema (Gadea y Guardino, 2023, 

pág. 1). 

 

 

1.2 Objetivos 

 

1.2.1 Objetivo General 

Biorremediar suelos contaminados con hidrocarburos totales de petróleo usando bacterias nativas 

del género Pseudomonas spp. para el cumplimiento de los límites permisible establecidos en la 

normativa vigente. 

 

1.2.2 Objetivos Específicos 

 

− Aislar las bacterias Pseudomonas spp. del suelo contaminado con hidrocarburos 

utilizando el método de agotamiento por estrías para la identificación de las especies. 

− Incrementar la población de Pseudomonas spp. mediante una concentración de escala 

McFarland 0.5, determinando el comportamiento de la densidad bacteriana en el proceso 

de biorremediación. 

− Evaluar la eficiencia de las Pseudomonas spp. determinando el porcentaje de remoción 

de TPHs, comparándolos con los límites establecidos en la normativa. 
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1.3 Justificación 

 

El MAATE es el organismo encargado de asegurar la calidad, conservación, restauración y 

sostenibilidad de los recursos naturales (Ministerio de Ambiente, Agua y Transición Ecológica, 2023, pág. 1). 

A través de algunas normativas ambientales vigentes como es el caso del Acuerdo Ministerial 

097-A, Anexos de Normativa, Reforma Libro VI del Texto Unificado de Legislación Secundaria 

del Ministerio del Ambiente. En el Anexo 2: Norma de Calidad Ambiental del Recurso Suelo y 

Criterios de Remediación para Suelos Contaminados, específicamente en la Tabla 2 Criterios de 

Remediación  (Ministerio de Ambiente, Agua y Transición Ecológica, 2015, págs. 35-36), se establecen los 

valores máximos permitidos para suelo de uso agrícola, industrial, comercial y residencial. El 

parámetro de TPH debe ser menor a 150 mg/kg para uso agrícola, para residencial es de 230 

mg/kg y para los otros usos es de 620 mg/kg. Estos límites son importantes para garantizar la 

calidad del suelo y la protección del medio ambiente (Ministerio de Ambiente, Agua y Transición 

Ecológica, 2015, págs. 35-36). 

 

En ese sentido, el laboratorio AQLAB tiene la responsabilidad integral de gestionar sus desechos 

desde su generación hasta su disposición final, conforme al primer principio ambiental del Código 

Orgánico del Ambiente (COA, 2020, págs. 13-24 ). Además, el Servicio de Acreditación Ecuatoriana 

(SAE) solicita la adecuada gestión de los desechos generados, esto puede llevarse a cabo a través 

de gestores ambientales o como en este estudio por medio de Trabajos de Integración Curricular. 

Es por esto que en los últimos años nace la necesidad de buscar soluciones a la problemática, al 

utilizar microorganismos nativos degradadores adaptados a las condiciones ambientales a fin de 

remediar la contaminación del suelo con hidrocarburos totales de petróleo. (Schroeder et al., 1999, 

pág. 162).   

 

1.4 Pregunta 

 

¿Las bacterias aisladas e identificadas son capaces de biorremediar el suelo contaminado con 

hidrocarburos totales de petróleo? 
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CAPÍTULO II 

 

2. MARCO TEÓRICO 

 

2.1 Referencias teóricas 

 

2.1.1 Suelo 

 

Se denomina suelo al recurso natural presente de forma constante desde el comienzo de los 

tiempos en el desarrollo del planeta y generación de la vida (Chitiva, 2021, pág. 7), compuesto a partir 

de una mezcla de materia orgánica, minerales y nutrientes apto para sostener el crecimiento de 

los organismos, formando un sistema estructurado, heterogéneo y fundamental e irremplazable 

(Torres, 2019, pág. 19) que comprende desde la parte superficial de la corteza terrestre hasta diferentes 

niveles de profundidad (Pari y Yacolca, 2019, pág. 12). 

 

2.1.1.1 Importancia del suelo 

 

Su importancia radica en que es este el hábitat de los seres humanos, animales y plantas, razón 

por la cual es unos de los ecosistemas más complejos y biodiversos de la tierra (Obispo y Ramos, 

2019, pág. 28). De acuerdo con el Programa de las Naciones Unidas para el Medio Ambiente el 

suelo es fundamental en el sistema alimentario, pues de él proviene el 95% de los alimentos. Al 

estar saludable produce alimentos sanos que nutren a las personas y animales (ONU Programa para 

el Medio Ambiente, 2018). Sin embargo, al ser un recurso no renovable, susceptible y de difícil 

restauración es indispensable en el desarrollo de ciclos biogeoquímicos, que permiten la 

realización de las funciones para la naturaleza, sociedad y economía (Ruiz, 2019, pág. 5). 

 

2.1.1.2 Tipo de suelo 

 

Un dato importante que se necesita considerar es el tipo de suelo, en particular su textura, pues 

esta determina sus características físicas (Acuña et al., 2009, pág. 73). Esta propiedad define los 

porcentajes de material mineral: arena, limo y arcilla que conforman el suelo (Vera, 2016, pág. 7), 

teniendo la arena partículas más gruesas (2 - 0.05 mm), seguido del limo (0.05 – 0.002mm) y 

finalmente la arcilla (menores a 0.002mm) (Gómez, 2012, págs. 28-29). Moldeando su porosidad y la 

solubilidad de las sustancias al movilizarse por el suelo, lo que influye en las condiciones de 

interacción con agentes externos (Niño, 2023, pág. 31). En la Tabla 2-1 se muestra la clasificación de 

los suelos de acuerdo con la relación arena-limo-arcilla. 
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Tabla 2-1: Clasificación de la textura del suelo 

Tipos de suelo Textura Relación arena-limo-arcilla % 

 

 

Livianos 

Arenoso 90-5-5 

Arenoso franco  80-15-5 

Franco arenoso 65-25-10 

Franco  40-40-20 

 

Medios 

Franco limoso  20-65-15 

Franco arcilloso arenoso 35-35-30 

 

 

 

Pesados 

Franco arcilloso 35-30-35 

Franco arcillo limoso 10-35-55 

Limoso  10-85-5 

Arcillo arenoso 55-5-40 

Arcillo limoso  5-50-45 

Arcilloso 10-20-60 

Fuente: (Mendoza y Pazo, 2021, págs. 11-12) 

Realizado por: Mala C. y Quingatuña L., 2024 

 

2.1.2 Contaminación del suelo 

 

La contaminación del suelo se produce, por ejemplo, cuando sustancias tóxicas ingresan al medio 

ambiente en concentraciones que superan su capacidad natural de purificarse a sí mismo, lo que 

altera sus condiciones físicas, químicas y biológicas (FAO, 2021, págs. 3-5). Existen dos categorías 

principales de acciones de contaminación del suelo: naturales y causadas por actividades 

humanas. 

 

 Las actividades humanas, como la deposición de residuos y los vertidos o derrames industriales, 

pueden tener un impacto negativo en la calidad del suelo (Fernández, 2009, pág. 54). La presencia de 

contaminantes como el petróleo en el suelo puede ser un riesgo para la salud humana y el 

ecosistema. En algunos casos, la contaminación no solo provoca problemas de toxicidad, sino que 

también puede ocasionar grandes riesgos de explosiones e incendios (Ñustez, 2012, pág. 10). 

 

2.1.2.1 Los contaminantes 

 

Se consideran contaminantes todo tipo de sustancia o energía que afecta un sistema como parte 

de su propio funcionamiento o introducido en él, que tienen efectos parcial o total. Este concepto 

es aplicable incluso a la utilidad de los recursos como el medio ambiente en general. Los 
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compuestos contaminantes se liberan al suelo, agua y aire de dos formas: La contaminación 

puntual causada por diversos sucesos o por un evento concreto dentro de un lugar específico, 

donde se pueden identificar fácilmente su origen y similitud (Salas, 2023, págs. 18-19) y la 

contaminación difusa, que no tiene una única fuente identificable, sino que puede provenir de 

múltiples fuentes de contaminación (Bienes y Marques, 2017, págs. 1-4). 

 

Los contaminantes están presentes en concentraciones mayores a las habituales en los recursos 

naturales, además tienen origen geológicos y antropogénicos. Los de tipo geológicos proceden de 

la roca madre en la que se forma el suelo como actividades volcánicas, mientras que los 

antropogénicos provienen de las actividades humanas los mismos que produce desechos 

peligrosos (Galán y Romero, 2008, págs. 48-60).  

 

− Tipos de contaminantes 

 

Desde la perspectiva del estado de agregación de la sustancia, los contaminantes pueden ser 

gaseosos, líquidos o sólidos. Sus fuentes principales son la acumulación de basura residual de la 

industria y el sector residencial, los desechos de la construcción y la minería, el derrame de 

hidrocarburos, la agricultura y la ganadería (Hernández, et al., 2006, págs. 463-469), así como la 

actividad militar. Los contaminantes gaseosos del suelo se deben mayormente a procesos 

químicos y biológicos relacionados con la degradación de los residuos antes descritos (CEPLAN 

2023, págs. 24-27).  

 

Los contaminantes líquidos provienen directamente del vertimiento de sustancias como los 

derivados del petróleo (gasolina, diésel, aceites). Estos, junto con otros tipos de residuos mineros, 

industriales y de la construcción y de herbicidas, fungicidas y abonos químicos, se disuelven 

parcialmente en agua.  Las inundaciones y la infiltración son agentes que propagan la 

contaminación al manto freático y grandes extensiones de terrenos aguas abajo (Martínez  y López, 

2001, pág. 4).  

 

En particular el vertimiento accidental o intencionado de petróleo crudo y sus derivados son 

contaminantes líquidos con una alta incidencia en la calidad del suelo. Al recombinarse con las 

sustancias inherentes al suelo provocan alteraciones, incluso permanentes o de muy larga 

duración, en la calidad del suelo (Morales et al., 2019, pág. 2) (González et al., 2021, págs. 1-9) y mediante 

los escurrimientos y la infiltración, contaminan grandes extensiones aguas abajo y el manto 

freático.   
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Muchas de las fuentes antes descritas, al recombinarse químicamente con otras sustancias 

presentes en los contaminantes, o en el suelo, generan desechos sólidos. En particular los 

hidrocarburos tienen un alto impacto en la calidad del suelo, al alterar directamente sus 

propiedades fundamentales: textura, pH, conductividad térmica, humectación (Mejía, 2010, pág. 25).  

 

Otro criterio de clasificación los contaminantes es su naturaleza, desde esta perspectiva se ordenan 

de acuerdo con su origen inorgánico, orgánico y biológico como se observa en la Tabla 2-2 

(Hernández, 1999, págs. 1-6). 

 

Tabla 2-2: Tipos de contaminantes 

Tipos de contaminantes 

 

 

Compuestos inorgánicos 

 

 

Metales (plomo), y minerales no metálicos. 

 

Contaminantes biológicos 

 

Microorganismos (contaminación con huevos 

de geohelmintiasis). 

 

    Compuestos orgánicos 

 

 

Volátiles y persistentes (Hidrocarburos 

Totales de Petróleo) 

Fuente: (Fernández, 2009, pág. 54) 

Realizado por: Mala C. y Quingatuña L., 2024 

 

- Compuestos inorgánicos 

 

En general se consideran sustancias inorgánicas a aquellas que en su composición química no 

figura el carbono. Ellos se presentan como minerales, óxidos, sales, ácidos, entre otros. En la 

industria química se utilizan como materias primas y la fabricación de otras. Son ampliamente 

utilizados en la industria electrónica, en la elaboración de baterías recargables, en la medicina y 

la farmacia, entre las más recurrentes (Carey y Giuliano, 2014, págs. 80-90). Fundamentalmente en 

forma de nitratos, sulfatos y carbonatos disueltos en el agua, son sustancias contaminantes del 

suelo, que afectan sus propiedades. 

 

Otro contaminante de gran impacto ambiental son los metales pesados, presentes en desechos 

industriales y de la construcción, con si incidencia en la flora y los animales por ingesta de follaje 
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o aguas contaminadas (Bienes y Marques, 2017, págs. 1-4). Las plantas y microorganismos rizosféricos 

tienen la capacidad de absorber, al nutrirse, también esas sustancias nocivas, incorporándolas a 

sus organismos, incluyendo sus frutos y otras partes comerciables. Esto ocurre tanto para 

contaminantes orgánicos e inorgánicos. 

 

- Contaminantes biológicos 

 

Dentro de este concepto se incluyen los virus, hongos, bacterias, parásitos, ácaros, todo tipo de 

insectos trasmisores de enfermedades, el polen, entre otros. En general se deben a descomposición 

de elementos debido a la actividad de los organismos, afectando a los seres vivos, a los que incluso 

puede provocar la muerte (Hernández, 1999, págs. 1-6).  

 

El suelo es un medio favorable para la proliferación de contaminantes biológicos. Según 

Hernández Calleja, Ana. (1999) supervivencia, reproducción y dispersión de estos contaminantes 

depende de factores tales como la temperatura, la humedad y las fuentes de alimento entre otras. 

En particular las altas temperaturas, favorecen su proliferación, aunque los mohos y levaduras se 

procrean bien en lugares a bajas temperaturas.  Por su parte hongos, bacterias y ácaros del polvo 

doméstico se desarrollan mejor en ambientes húmedos  (Hernández, 1999, págs. 1-6).  

 

- Compuestos orgánicos 

 

Los contaminantes orgánicos poseen la particularidad de que en su composición contienen 

carbono formando diferentes tipos o cadenas de enlace con otros átomos de carbono o con átomos 

de hidrógeno. En esos compuestos entran frecuentemente en su composición otras sustancias. 

Pueden ser de origen natural o sintetizados en la industria (Carey y Giuliano, 2014, págs. 80-90). Entre 

los contaminantes orgánicos de mayor impacto en la actualidad están los hidrocarburos. 

 

Como señala Johana Velásquez (2017) los hidrocarburos son una de las principales fuentes de 

contaminación del suelo, no precisamente por la liberación de gases contaminantes durante su 

combustión, sino por derramamientos casuales o intencionados, sin embargo, al estar formados 

solo por átomos de carbono e hidrógeno son proclives a la biodegradación, particularmente en los 

suelos, lo que facilita la implementación de acciones para su descontaminación  por derrames de 

hidrocarburos (Velásquez, 2017, pág. 156). 

 

Específicamente los hidrocarburos de petróleo, al ser derramados en el suelo tienen efectos 

negativos en el crecimiento de las plantas, pues generan sustancias tóxicas que son absorbidas por 

estas en su proceso de alimentación y fotosíntesis (Cavazos et al., 2014, págs. 539-550.). Estudios como 
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los de Martínez, Víctor & López, Felipe (2001) muestran que la contaminación por hidrocarburos 

tiene efectos nocivos en los tres tipos de suelos debido a las variaciones que producen en sus 

propiedades fundamentales.  

 

En ese estudio se constataron variaciones significativas en las partículas del suelo (arena, limo y 

arcilla) cuando la concentración de contaminantes como gasolina y diésel son altos, provocando 

una disminución en el contenido arcilloso y elevando el arenoso ( Martínez & López, 2001, págs. 9-12). 

Se ha podido determinar el impacto negativo de los hidrocarburos del petróleo en el contenido de 

materia orgánica del suelo, la incidencia fluctuante en la conductividad eléctrica del suelo y una 

leve influencia en su pH ( Martínez y López, 2001, págs. 9-12). 

 

 

• Hidrocarburos totales de petróleo 

Se emplea la expresión TPHs para referirse a una combinación compleja de hidrocarburos que se 

derivan principalmente del petróleo. Estos compuestos son considerados como contaminantes 

orgánicos persistentes cuando se encuentran en el entorno terrestre (Alava y Rugel, 2021, pág. 20). En 

la Tierra, el conglomerado más complicado de sustancias orgánicas es el petróleo crudo, en el que 

se han identificado más de 17 000 compuestos diferentes, aunque preponderan los hidrocarburos, 

oscilando entre un 50 y un 98 % de esa mezcla (Cavazos et al., 2014, págs. 539-550.), por esa razón 

varían en peso molecular desde el gas metano hasta los altos pesos moleculares de alquitranes y 

bitúmenes. Estas sustancias están compuestas principalmente por compuestos con diferentes 

niveles de solubilidad y volatilidad debido a que están formadas únicamente por átomos de 

carbono e hidrógeno, son compuestos orgánicos susceptibles a la biodegradación (Velásquez, 2017, 

pág. 156). 

 

• Tipos de hidrocarburos  

Aunque cada una de estas sustancias tienen su propia estructura específica, que condiciona la 

existencia de un gran abanico de formas y estructuras moleculares, ellas pueden congregarse en 

tres grupos: Alcanos, los naftenos y aromáticos.   

 

Los alcanos se caracterizan por un alto grado de saturación y están compuestos solo de carbono e 

hidrógeno, entre ellos están el metano, el heptano, el hexano y el butano. Los naftenos, también 

llamados cicloparafinos, son sustancia que los átomos de carbono forman estructuras cíclicas en 

forma de anillos (Carey y Giuliano, 2014, págs. 80-90). Ellos están presentes en la gasolina 

proporcionando la posibilidad de usarlos a bajas temperaturas y confieren buenas características 

de viscosidad para la elaboración de lubricantes (Cruz y Licango, 2021, págs. 1-6).  
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Los hidrocarburos aromáticos se producen no solo durante la combustión incompleta del carbón, 

pues también se generan al quemar basura, el tabaco y preparar carnes a la parrilla, no obstante, 

sus fuentes de mayor importancia son el alquitrán proveniente de la hulla y el petróleo. Los dos 

grupos principales de hidrocarburos aromáticos son los monocíclicos, que incluyen el benceno, 

tolueno y xileno (BTEX), y los hidrocarburos policíclicos (HAPs), como el naftaleno, antraceno 

y fenantreno (Pizarro, 2021, pág. 16). 

 

Como es sabido, los hidrocarburos han tenido y tienen un papel esencial en el desarrollo humano, 

no obstantes, tanto el petróleo crudo como sus derivados: combustibles, parafinas, aceites, entre 

otros, afectan de modo drástico la superficie del suelo, proceso en el que se corre el riesgo de que 

sean movilizados hacia capas más profundas llegando hasta el agua subterránea. Una vez en esta, 

debido a la escorrentía dichos contaminantes pueden afectar grandes zonas con una lata afectación 

al medio ambiente (Velásquez, 2017, pág. 156). 

 

2.1.3 Técnicas de tratamientos del suelo 

 

Un proceso tecnológico de tratamiento se refiere a cualquier acción individual o secuencia de 

acciones que modifica la composición de una sustancia dañina o contaminante mediante procesos 

químicos, físicos o biológicos, con el objetivo de disminuir la toxicidad, movilidad o volumen del 

material contaminado (Volke y Velasco, 2002, págs. 27-51). Como se muestra en la Tabla 2-3, existen 

diversos métodos como los fisicoquímicos que se utilizan para recuperar suelos afectados por 

contaminantes como son la extracción con vapor, lavado de suelos, solidificación y estabilización, 

desorción térmica, separación electrocinética, incineración, neutralización, extracción con 

solventes, oxido reducción y deshalogenación química. Aunque estos métodos son eficaces para 

eliminar los contaminantes del suelo, en su mayoría son soluciones temporales o trasladan la 

problemática a otros medios (Kopytko et al., 2009, págs. 35-46). La biorremediación se perfila como el 

único tratamiento de recuperación de suelos, ya que transforma a los contaminantes en sustancias 

inoculas para el ambiente, también es eficiente y económica (Morales et al. 2019. pág. 2). 
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Tabla 2-3: Clasificación de los tratamientos de remediación 

 

Clasificación de los tratamientos de remediación 

 

 

 

 

 

 

Tratamientos biológicos 

(biorremediación) 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tratamientos in situ     

     

o Bioventeo 

o Bioestimulación 

o Bioaumentación 

o Biolabranza 

o Fitorremediación 

 

Tratamientos ex situ 

 

o Biorremediación en fase sólida (composteo) 

o Biorremediación en fase de lodos 

(biorreactores) 

 

 

 

 

Tratamientos de remediación 

fisicoquímicos 

 

 

 

o Remediación electrocinética 

o Lavado de suelos 

o Extracción por solvente 

o Inundación de suelos 

o Extracción de vapores 

o Solidificación 

o Estabilización 

 

 

 

Tratamientos de remediación 

térmicas 

 

 

 

o Desorción térmica 

o Incineración 

o Vitrificación 

o Pirólisis 

Fuente: (Volke y Velasco, 2002, págs. 27-51) 

Realizado por: Mala C. y Quingatuña L., 2024 
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2.1.3.1 Tratamientos biológicos (biorremediación)  

 

Los contaminantes llamados no degradables en realidad son compuestos que se descomponen de 

modo muy lento, por lo que se requiere para su desaparición del medio ambiente largos tiempos. 

La biorremediación es un catalizador de ese proceso que consiste en el empleo de seres vivos para 

reducir o transformar contaminantes que normalmente serían perjudiciales para un sistema (López, 

2019, pág. 1).  

 

La eliminación de sustancias tóxicas, como los hidrocarburos de petróleo en el suelo, se basa en 

la habilidad de degradación del petróleo por parte de los microorganismos presentes, como 

bacterias, plantas, hongos y protistas (Hung et al., 2008, págs. 1-3). Se puede potenciar la 

biorremediación utilizando productos comerciales, así como nutrientes o nitrógeno para ayudar 

en este tratamiento (Naeth et al., 2024, pág. 337). La biorremediación de suelos se puede dividir en dos 

estrategias: in situ y ex situ. La biorremediación in situ se refiere al tratamiento biológico de 

suelos contaminados sin excavar antes del tratamiento. Por otro lado, la biorremediación ex situ 

se refiere a tratar el suelo contaminado en un lugar dispuesto para esto. Las estrategias in situ 

presentan mayores ventajas sobre las ex situ (Ñustez, 2012, pág. 10). Entre los tipos de 

biorremediación encontramos la fitorremediación, la bioaumentación, bioestimulación, 

bioaireación, biolabranza, compostaje, biorreactores, entre otros. 

 

− Bioaumentación 

 

Es una técnica de biorremediación el cual se basa en la adición controlada de microorganismos 

degradadores autóctonos o ajenos al sitio contaminado, para degradar los compuestos o 

transformarlos a otros menos tóxicos, de esta manera acelerar el tiempo de degradación (Pino et al., 

2012, págs. 101-108). Esta técnica se ha utilizado con buenos resultados para la recuperación del 

suelo, no obstante, el referido proceso depende de parámetros específicos del tipo de suelo tales 

como pH, granulación, disponibilidad de nutrientes y tipos de contaminantes (Pino et al., 2012, págs. 

101-108). 

 

En ese sentido, existen diferentes técnicas de recuento para determinar el número de organismos, 

incluyendo los métodos directos como la determinación del peso seco y la determinación de 

nitrógeno total, también métodos indirectos como métodos ópticos de turbidimetría y escala 

McFarland (Rojas, 2011, págs. 42-43). 
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Los estándares McFarland se utiliza para conocer el número aproximado de bacterias en 

suspensiones líquidas o en medios de cultivos y sirve para comparar la turbidez de las 

suspensiones con el estándar establecido, existen diferentes concentraciones en soluciones (Vega, 

2021, pág.17), como se observa en la Tabla 2-4. 

 

Tabla 2-4: Concentraciones aproximada de bacterias en suspensión 

Estándar 

McFarland 

 

1% BaCl2 (en ml) 

 

1% H2SO4 (en ml) 

Densidad de células 

por ml aproximada 

(UFC)/U 

0.5 0,05 9.95 1.5x108 

1.0 0.1 9.9 3.0x108 

2.0 0.2 9.8 6.0x108 

3.0 0.3 9.7 9.0x108 

4.0 0.4 9.6 1.2x108 

5.0 0.5 9.5 1.5x108 

6.0 0.6 9.4 1.8x108 

7.0 0.7 9.3 2.1x108 

8.0 0.8 9.2 2.4x108 

9.0 0.9 9.1 2.7x108 

10 10 9.0 3.0x108 

  Fuente: (Vega et al., 2022, pág. 79) 

  Realizado por: Mala C. y Quingatuña L., 2024 

 

2.1.3.2 Tratamientos de remediación fisicoquímicos 

 

La remediación fisicoquímica, como su nombre lo indica es una maniobra que se utiliza para 

enfrentar la contaminación de suelos que, al igual que la Bioaumentación, requiere de la 

evaluación de diferentes métodos disponibles, en dependencia de las cualidades de la zona a 

aplicar y el tipo de contaminante  (Morales et al., 2019, pág. 2). En ese sentido las técnicas basadas en 

métodos físicos y químicos pueden facilitar la reducción del contenido de hidrocarburos en el 

suelo. En este tipo de tratamiento de remediación se usa las propiedades físicas y las químicas de 

los contaminantes, o hasta del medio contaminado para eliminar, contener y separa la 

contaminación. Además, es costoso (Volke y Velasco, 2002, págs. 27-51). 
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En este tipo de tratamiento se basa en las propiedades físicas y las químicas de los contaminantes 

y requiere además de la delimitación de las características del medio contaminado para eliminar, 

contener y separa la contaminación, no obstante, es un procedimiento costoso (Volke y Velasco, 2002, 

págs. 27-51). Por ejemplo, la utilización de oxidantes fuertes en suelos contaminados es una 

alternativa que ha mostrado ser efectiva. 

 

2.1.3.3 Tratamientos de remediación térmicas  

 

Este tipo de tratamientos de remediación, se usa calor para aumentar la volatilización que viene 

siendo la separación, quemar, descomponer y fundir los contaminantes presentes en el suelo. 

Además, comparados con los otros dos tipos de tratamiento este es el más costoso (Volke y Velasco, 

2002, págs. 27-51). Se basa en la evaporación física del contaminante mediante su calentamiento 

hasta el punto de ebullición. 

 

El tratamiento térmico a temperaturas relativamente bajas (250-650 °C) es una técnica 

fundamental para, de modo parcial o total, eliminar los hidrocarburos, los cuales reciben 

tratamiento posterior. El suelo recalentado se enfría para su eliminación o reutilización en otro 

lugar (Mata, 2010, págs. 8-10). Tiene como desventaja el costo elevado de la captura y tratamiento de 

los vapores emitidos.  

 

2.1.4 Microorganismos degradadores 

 

Microorganismos que a través de su capacidad metabólica contribuyen a la oxidación, 

degradación, transformación y completa mineralización de estos los contaminantes 

hidrocarburíferos (Vera, 2016, pág. 9). Los microorganismos con mayor capacidad degradadora de 

hidrocarburos son las levaduras, hongos y bacterias, como se observa en la Tabla 2-5 (Cando, 2011, 

pág. 87). 

 

Tabla 2-5: Levaduras, hongos y bacterias degradadoras de TPHs. 

Levaduras  Hongos Bacterias 

Candid Aspergillus   Acinetobacter 

Cryp-tococcus Candida Arthobacter 

Yarrowiabv 
Corollospora Aeromonas 

Dendryphiella Alcaligenes 

Fusarium Agrobacterium 
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Fuente: (Cando, 2011, pág. 87; Ramón, 2019, págs. 8-9) 

Realizado por: Mala C. y Quingatuña L.,2024 

 

 

2.1.4.1 Levaduras 

 

Son microorganismos eucariotas unicelulares, distribuidos ampliamente en la naturaleza, Pese a 

ello han sido poco estudiadas en el ámbito de la microrremediación. Su principal fuente de 

carbono y energía proviene de los azúcares, en condiciones anaeróbicas adquieren energía por 

medio de la fermentación, al estar en presencia de oxígeno utilizan la respiración aerobia como 

balance energético (Delgado, 2020, pág. 6; Padilla et al., 2021, pág. 178). Algunas levaduras pertenecientes 

al filo Ascomycota y Basidiomycota han sido aisladas de lugares contaminados con 

hidrocarburos, proponiéndose la especie Candida tropicalis para la remediación de suelos con 

petróleo (Chaires et al., 2018, pág. 41; Padilla et al., 2021, pág. 178). 

 

2.1.4.2 Hongos 

 

Son microorganismos eucariontes con paredes celulares rígidas, su proliferación se da por medio 

esporas a modo de reproducción, dichas esporas resisten el calor, la congelación y a algunas 

reacciones químicas, por lo que su presencia en el ambiente es amplia (Ishanoglu, 2010, págs. 2-3). La 

aplicación de hongos en la biorremediación representa una ventaja por su rápida adaptación a 

ambientes contaminados metabolizando metales pesado e hidrocarburos (Gómez et al., 2017, pág. 54; 

Trujillo et al., 2015, pág. 1). 

 

2.1.4.3 Bacterias 

 

Las bacterias tienen una capacidad metabólica excepcional y pueden descomponer casi cualquier 

sustancia orgánica. Su actividad puede ocurrir en presencia de oxígeno, lo que se conoce como 

Meyerozyma 
Hansenula Bacillus 

Rhodotorula Lulworthia Cicrobacter 

Mortierella Enterobacter 

Wickerhamia 
Phialophora Erwinia 

Penicillium Flavobacterium 

Rho-dosporidium Rhodotorula Listonella 

Sporobolomyces   Pseudomonas 

Pichia 
Trichoderma Rhodococcus 

Variscosporina Vibrio 
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metabolismo aeróbico, o en ausencia total de oxígeno, lo que se conoce como metabolismo 

anaeróbico (Fabelo, 2017, pág. 55). Aquellas que crecen en presencia de hidrocarburos elaboran 

sustancias llamadas biosurfactantes que solubilizan compuestos no polares, como los contenidos 

en el petróleo (García et al., 2019, pág. 188).  

 

2.1.5 Métodos para la identificación de bacterias 

 

La taxonomía bacteriana busca establecer sistemas que faciliten la clasificación de las bacterias. 

Dentro de la clasificación taxonómica, se emplean categorías y definiciones clave, siendo las más 

comunes: familia (conjunto de géneros relacionados), género (grupo de especies relacionadas), 

especie (conjunto de cepas relacionadas), tipo (conjuntos de cepas interrelacionadas dentro de las 

especies, como biotipos o serotipos) y cepa (aislamiento específico de una especie) (López et al., 

2015, págs. 28-34). 

Las especies bacterianas se componen de grupos de cepas, también conocidos como clones, que 

comparten numerosas características comunes y presentan notables diferencias respecto a otras 

especies, las taxoespecies exhiben una marcada similitud fenotípica, mientras que las especies 

genómicas comparten un alto porcentaje en las bases de su ADN, además estas especies 

genotípicas muestran una gran homología en las secuencias de sus genes (Gobernado y López, 2003, 

págs. 56-59). 

Para la identificación de bacterias existen métodos convencionales que se centran en sus 

características fenotípicas debido a que su ejecución y costo los hacen más accesibles, este tipo 

de pruebas se basan en las observables características de las bacterias, como su morfología, 

comportamiento en medios de cultivos, propiedades bioquímicas, fisiológicas, nutricionales y 

molecular. Es importante destacar que estos métodos pueden llevar a una identificación no 

precisa, ya que no todas las cepas de una misma especie presentan una característica específica. 

Por esta razón, se utilizan métodos genotípicos (pruebas moleculares) basadas en la secuencia del 

ARN ribosómico (ARNr) para lograr una identificación precisa de la especie bacteriana  (Bou et 

al., 2011, págs. 601-608). 

 

• Morfología  

Los caracteres fenotípicos se obtienen a partir de la observación de la morfología bacteriana 

(tamaño, apariencia, esporas, flagelos, tipo de tinción) y del aspecto en los medios de cultivo 

(morfología, márgenes, elevación, textura, opacidad, pigmentación) (Gobernado y López, 2003, págs. 

56-59). Las tinciones microbiológicas permiten la observación de microorganismos según su 

capacidad para retener o no colorantes, la tinción de Gram posibilita diferencias taxonómicas al 

separar dos grupos de bacterias: las gram positivas, que presentan una coloración violeta-azulada 
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y las gram negativas, que muestran un color granate o rojo rosado, según su respuesta a esta 

tinción. Además, permite diferenciar su morfología y forma de agruparse (López et al., 2015, págs. 28-

34; Gobernado y López, 2003, págs. 56-59). 

• Bioquímicas  

 

Las pruebas bioquímicas pueden clasificarse en rápidas y sencillas, así como lentas y complejas. 

Entre las rápidas y sencillas incluyen la detección de producción de catalasa mediante peróxido 

de hidrogeno (H2O2), solubilidad en bilis (desoxicolato de sodio), plasmocoagulasa en porta, 

actividad de citocromo oxidasa, entre otras (Gobernado y López, 2003, págs. 56-59). 

 

Las pruebas de catalasa y oxidasa son ampliamente utilizadas para la identificación bacteriana 

debido a su rápida interpretación (Bou et al., 2011, págs. 601-608). La prueba de catalasa detecta la 

presencia de la enzima catalasa y está presente en microorganismos aeróbicos y anaeróbicos 

facultativos. Su función es descomponer H2O2, un subproducto de la oxidación de azúcares, ya 

que su acumulación puede resultar tóxica para las células (Ramirez et al., 2018, pág. 67). Por otro lado, 

la prueba de oxidasa identifica microorganismos con citocromooxidasa en su cadena respiratoria, 

clasificándolos como oxidasa positivos, estos pueden ser aerobios o anaerobios facultativos, para 

esta prueba se utilizan colorantes reactivos, como el clorhidrato de p-fenilendiamina, que actúan 

como aceptores de electrones en lugar de oxígeno este es inicialmente incoloro, se oxida en 

presencia de citocromooxidasa y oxígeno atmosférico, generando un compuesto azul de 

indofenol, esta prueba es especialmente útil para diferenciar las Pseudomonas y Neisserias 

(positivas para oxidasa) de las Enterobacterias (negativas para oxidasa) (Ramirez et al., 2018, pág. 67). 

 

• Molecular 

 

La secuencia del gen 16S rRNA se utiliza para la identificación molecular de bacterias a nivel de 

género, permitiendo también clasificar cepas a nivel de especie y subespecie, las longitudes de 

estas secuencias varían entre 500 y 1 550 pares de bases (pb), lo que posibilita su utilización para 

secuenciación y comparación en bases de datos. Sin embargo, es importante destacar que 

ocasionalmente puede haber excepciones en la utilidad de la secuenciación del gen ARNr 16S, 

especialmente cuando se trata de especies conocidas que tienen las mismas secuencias o muy 

similares (Clarridge, 2004. págs. 5-8). 

 

− Medios de cultivos para aislar e identificar bacterias 

 

Existen diferentes medios de cultivos para el aislamiento de bacterias, incluyendo medios no 

selectivos y selectivos; los medios no selectivos permiten el crecimiento de muchas especies 
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bacterianas diferentes, sin aislar una especie en particular, como el agar sangre, mientras los 

medios selectivos inhiben el crecimiento de otras especies para favorecer el crecimiento de una 

en particular, como el agar selectivo cetrimida (López et al., 2015, págs. 28-34). 

2.1.6 Pseudomonas 

Las Pseudomonas son bacterias aeróbicas, gram negativas, perteneciente a la subclase 

Proteobacterias gamma, cuya motilidad se da por flagelos polares (Paz et al., 2019, pág. 180). Este 

género se caracteriza por su gran versatilidad metabólica, además de su buena adaptabilidad a 

distintos medios, como suelo, agua y alimento (García et al., 2021, pág. 10). Las Pseudomonas 

producen biosurfactantes involucrados en procesos de remoción de aceites y productos similares, 

estos a su vez ayudan a la generación de enzimas degradadoras de hidrocarburos (Benavides et al., 

2006, pág. 87). En la Tabla 2-6 se puede visualizar la clasificación de la familia Pseudomonadacae. 

 

Tabla 2-6: Clasificación de la familia Pseudomonadacae 

Clasificación de la familia Pseudomonadacae 

Grupo I de rRNA Grupo III de rRNA 

Grupo flurescente 

Pseudomonas aeruginosa  

Pseudomonas fluorscens 

Pseudomonas putida 

Grupo Stutzeri 

Pseudomonas stutzeri 

Pseudomonas mendocina 

Grupo Alcaligenes 

Pseudomonas alcaligenes 

Pseudomonas pseudoalcaligenes  

Grupo Acidovorans 

Comamonans acidovorans 

Comamonans terrigena 

Comamonans testosterona 

Grupo Facilis-delafieldii 

Acidovorax delafieldii 

Acidovorax facilis 

Acidovorax temperans 

Grupo IV de rRNA 

Grupo Diminuta 

Brevundimonas diminuta 

Brevundimonas vesicularis 

Grupo II de rRNA 

Grupo Pseudomallei 

Burkholderia mallei 

Burkholderia pseudomallei 

Burkholderia cepacia 

Burkholderia gradioli 

Burkholderia pickettii 

Grupo V de rRNa 

Stenotrophomonas maltophilia 

Homología de ácido nucleicos desconocidas 

Chryseomonas luteola 

Flavomonas orizyhabitans 

Sphingomonas paucimobilis 

Shewanella putrefaciens 

Fuente: (Guzmán Pérez, 2017, pág. 11) 

Realizado por: Mala C. y Quingatuña L.,2024 
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2.1.6.1 Pseudomona aeruginosa 

Es un bacilo gram negativo aerobio, de fácil adaptación a distintos ambientes, tolera condiciones 

bajas de oxígeno, sobrevive con bajos niveles de nutrientes y crece en de temperaturas que van 

desde 4 hasta 42°C, a su vez producen biosurfactantes removiendo derivados de petróleo (Cevallos 

y García, 2018, pág. 14; Ochoa et al., 2013, pág. 138). 

 

2.1.6.2 Pseudomona fluorescens 

Pertenece al reino Bacteria, familia Pseudomonadaceae, género Pseudomonas. Es un bacilo 

aerobio Gram negativo, sus bacilos pueden ser curvos o rectos con flagelación polar; Su 

metabolismo es versátil acondicionándose en agua y suelo, crecen en un rango de temperatura de 

5 °C hasta los 42°C, y en condiciones de pH neutro (Pérez, 2018, pág. 18). 

 

2.1.7 Análisis físicos-químicos del suelo 

 

La introducción intencionada o fortuita de hidrocarburos en el suelo provoca procesos físicos, 

químicos y biológicos que generalmente impactan de modo negativo en la calidad del suelo y 

consecuentemente de las aguas subterráneas, entre esos procesos destacan la disolución, la 

evaporación provocadas principalmente por las precipitaciones o el calentamiento diurno y la 

biodegradación biológica. Estos procesos conducen a una redistribución de los contaminantes con 

ponderación de la degradación microbiana catalizada por bacterias, algas, hongos y levaduras, el 

proceso de más importante que interviene en la eliminación total o parcial de los contaminantes 

(Pizarro, 2021, pág. 16; Alava y Rugel, 2021, pág. 20). 

 

En ese sentido es fundamental la elección de métodos apropiados, que dependen de las funciones, 

propiedades o características principales a ser evaluadas (Pino et al., 2012, págs. 101-108). Las 

propiedades del suelo como el pH, conductividad eléctrica, temperatura y humedad son elementos 

fundamentales para supervisar el desarrollo bacteriano como la calidad del suelo. 

 

La conductividad eléctrica es una de las cualidades esenciales del suelo a la hora de delimitar los 

métodos de biorremediación a utilizar ya que influyen en la biodegradación de compuestos. Su 

influencia está relacionada con la cantidad de sales presentes en el suelo, las que son 

indispensables en la nutrición de las plantas, no obstante, un exceso de ellas inhibe ese proceso. 

De ahí que los suelos contaminados con hidrocarburos afecten de modo importante la calidad del 

suelo, el procedimiento principal para su medición es la determinación de la cantidad de cationes 

o aniones disueltos en el suelo (Caicedo et al., 2021, págs. 1-8). 
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La temperatura y la humedad del suelo son factores importantes en la productividad del suelo, la 

medición de la temperatura suele realizarse de modo directo mediante un termómetro, que es 

óptima en el rango 18-25 0 C a su vez es un factor importante en los procesos de bioremediación, 

mientras la humedad es la cantidad de agua contenida en suelo, la que depende de su estructura y 

composición (Caicedo et al., 2021, págs. 1-8). 

 

Los TPHs resultan perjudiciales para el suelo, es fuente de alimentos para las bacterias. Estas se 

encuentran regidas por límites permisibles, los cuales están establecidos en el Anexo 2 del 

Acuerdo Ministerial 097 A, los valores correspondientes se detallan en la Tabla 2-7.  

 

Tabla 2-7: Valores máximos permisibles de TPHs en suelo según sus usos  

 

Parámetro 

 

Unidades 

 

Uso de suelo 

 

Residencial Comercial Industrial  Agrícola  

 

TPHs 

 

 

mg/kg 

 

230 

 

620 

 

620 

 

150 

Fuente:( Ministerio de Ambiente, Agua y Transición Ecológica, 2015, págs. 35-36 ) 

Realizado por: Mala C. y Quingatuña L., 2024 
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CAPÍTULO III 

 

3. MARCO METODOLÓGICO 

 

3.1 Localización del estudio 

 

La biorremediación del suelo contaminado con TPHs se llevó a cabo en la Provincia de Orellana 

en la cuidad del Coca en el Laboratorio AQLAB ubicado en las siguientes coordenadas 

0.465615ºS 76.983408ºW a una elevación de 258 metros. 

 

Ilustración 3-1: Mapa de ubicación del estudio 

Realizado por: Mala C. y Quingatuña L., 2024 

 

3.2 Enfoque de la investigación 

 

El Trabajo de Integración Curricular tiene como finalidad biorremediar suelo contaminado con 

TPHs, para ello se realizó la bioaumentación de dos especies de bacterias Pseudomonas, y se 

determinó la eficiencia de degradación. Por lo tanto, el trabajo tiene dos enfoques: cualitativo y 

cuantitativo. Es cualitativo porque se identificó las especies de bacterias nativas capaces de 
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reducir estos compuestos, se realizó caracterización morfológica, bioquímica y molecular. Y el 

enforque cuantitativo es la determinación de densidad bacteriana y la concentración de parámetros 

fisicoquímicos durante el proceso de biorremediación que determinaron la reducción del 

hidrocarburo presente.  

 

3.3 Alcance de la investigación 

 

El alcance de esta investigación es evaluar la efectividad de la biorremediación con bacterias 

nativas, en 300 Kg de suelo contaminado. Para ello se identificaron las especies de bacterias 

presentes haciendo uso de pruebas morfológica (tinción de Gram), bioquímica (oxidasa y 

catalasa) y molecular (PCR). La bioaumentación, se aplicó en las especies identificadas P. 

aeruginosa y la P. fluorescens debido a sus capacidades biodegradadoras, mediante el estándar 

McFarland 0.5 aproximando una densidad bacteriana de 1X108 UFC/mL. El proceso de 

bioerremediación se llevó a cabo durante 45 días, en los que se analizaron periódicamente el 

crecimiento microbiano y los cambios en la concentración del contaminante y finalmente 

compararlos con los límites permisibles para uso de suelo con la normativa vigente. Los resultados 

proporcionaron información sobre la viabilidad y la eficacia de las bacterias usando esta técnica, 

se consideraron limitaciones como las condiciones ambientales y la disponibilidad de recursos 

para garantizar la validez de los hallazgos. 

 

3.4 Tipo de investigación  

 

Experimental: Se probó cuál de las bacterias aisladas del suelo contaminado es más eficiente 

removiendo TPHs. 

Cualitativa: Se identificó las especies de bacterias en el suelo contaminado, comparando las 

características morfológicas, bioquímicas y moleculares de las Pseudomonas spp. 

Cuantitativa: Se determinó la densidad bacteriana y los parámetros fisicoquímicos del suelo 

como la concentración de TPHs, temperatura, humedad, pH y conductividad eléctrica. 

 

3.5 Diseño de investigación  

 

La biorremediación se realizó en 300 Kg de suelo contaminado con TPHs, provenientes de los 

desechos del laboratorio AQLAB, para su monitoreo a lo largo del proceso se hicieron 

determinaciones fisicoquímicas y densidad bacteriana en periodos de 0, 15, 30 y 45 días. 
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3.5.1 Diseño experimental  

 

Se llevó a cabo un diseño completamente al azar (DCA) donde la variable independiente o factor 

es el tipo de bacteria. Este factor tiene tres niveles o tratamientos que son: Testigo A (sin 

masificación), Tratamiento 1 B (uso P. fluorescens) y Tratamiento 2 C (uso de P. aeruginosa). 

En cada tratamiento se realizaron 3 réplicas, por lo que en total se utilizaron 9 unidades 

experimentales. Los tratamientos se asignaron de manera aleatoria a las unidades experimentales 

(muestras de suelo). El esquema del diseño experimental se presenta en la Tabla 3-1.  

 

Tabla 3-1: Diseño completamente al azar 

Tratamientos 

Testigo (A) Tratamiento 1 (B) 

(1x108 UFC/mL) 

Tratamiento 2 (C) 

(1x108 UFC/mL) 

Repetición 1 (R1) Repetición 1 (T1R1) Repetición 1 (T2R1) 

Repetición 2 (R2) Repetición 2 (T1R2) Repetición 2 (T2R2) 

Repetición 3 (R3) Repetición 3 (T1R3) Repetición 3 (T2R3) 

Realizado por: Mala C. y Quingatuña L., 2024 

 

En cada unidad experimental se midieron las siguientes variables dependientes o variables de 

respuesta: TPHs y densidad bacteriana. El análisis estadístico se realizó a un nivel de confianza 

del 95 % (α =0,05) con el programa paquete estadístico para las ciencias sociales (SPSS). Se 

efectuó un Análisis de Varianza (ANOVA) de un factor en donde se probaron las hipótesis. 

 

H0: Todas las medias son iguales 

H1: Al menos una media es diferente de las de más 

 

Para decidir si se rechaza o no la hipótesis nula (H0) se siguió la regla del valor p.  

 

• Si valor p < nivel de significancia (α), se rechaza H0 

• Si valor p ≥ nivel de significancia (α), no se rechaza H0 
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3.6 Materiales, instrumentos, reactivos, insumos y preparación de medios de cultivos 

 

En la investigación se utilizó los siguientes materiales, instrumentos, reactivos en insumos de la 

Tabla 3-2. 

 

Tabla 3-2: Materiales, instrumentos, reactivos e insumos. 

Clasificación Lista 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Materiales e instrumentos  

 

• Pipeta automática de 10 mL 

• Pipeta automática de 1mL 

• Frascos autoclavable de 100 mL 

• Frascos autoclavable de 500 mL 

• Frascos estériles de 100 mL 

• Tubos de ensayo de 100 mL 

• Tubos de ensayo de 10 mL 

• Probeta de 100 mL 

• Balanza analítica 

• Desecador  

• Espátula  

• Tamiz de 10 mm 

• Mortero 

• Embudo 

• Membrana de filtración  

• Mechero bunsen 

• Mechero de alcohol 

• Asa de platino 

• Varilla de agitación  

• Cajas petri desechables estériles 

• Piza  

• Portaobjetos 

• Vaso de poliestireno 

• pH-metro 

• Termómetro digital de bolsillo  

• Conductímetro  

• Crisoles de porcelana 

• Papel de aluminio 

• Bandeja de poliestireno 

• Papel filtro  

• Branson ultrasonido  

• InfraCal TOG/TPH Analyzers 

• Agitador vortex  

• Puntas estériles de 1 mL 

• Puntas estériles de 10 mL 

 

 



27 

 

 

 

Equipos 

 

• Autoclave 

• Estufa  

• Incubadora  

• Refrigeradora  

• Sistema de filtración de membrana  

• Lámpara de UV 

• Cabina de flujo laminar  

• Microscopio óptico de campo claro 

• Espectrofotómetro ultra violeta 

visible EFQ/014 

 

 

 

 

 

 

Reactivos 

 

• Agar cetrimida 

• Alcohol cetona 

• Agua de peptona 

• Agua destilada 

• Medio de cultivo Infusión Cerebro 

Corazón (BHI) 

• Aceite de inmersión  

• Cristal violeta 

• Lugol al 1% de concentración 

• Safranina 

• Peróxido de hidrógeno (H2O2) al 

30% 

• Glicerol  

• Sulfato de sodio 

• Sílice gel 

• Hexano 

• Tiras reactivas de oxidasa 

• Estándar McFarland de 0.5 

 

 

Insumos 

 

• Leche descremada  

Realizado por: Mala C. y Quingatuña L., 2024 

 

3.6.1 Preparación de mezclas  

3.6.1.1 Agar selectivo cetrimida 

Se utiliza el agar selectivo cetrimida con la finalidad de inhibir el crecimiento de otros 

microrganismos, el mismo se preparó de acuerdo con el siguiente proceso: 

 

1. Se añade 23,35 g de agar en 500 mL de agua destilada en un frasco autoclavable de 500 

mL, se homogeniza durante 1 minuto. 

2. Se lo lleva al autoclave durante 15 minutos a una temperatura de 121 ºC. 
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3. Después de enfriarse ligeramente se procede a verter aproximadamente 10 mL de este 

agar en las cajas petri. 

4. Por último, se almacena las cajas en una cabina de flujo laminar para mantener un 

ambiente esterilizado. 

3.6.1.2 Conservación de cepas 

Los 2 aislados (apartado 3.7.1.2) pasan a ser conservados mediante el método por congelación, a 

continuación, se describe el procedimiento realizado de manera individual para cada aislado. 

 

1. A 5 tubos de ensayos de 10 mL, se añaden 3 mL de agua de peptona, 3 mL de leche 

descremada y 0,5 mL de glicerol. 

2. Se coloca en el autoclave durante 15 minutos a una temperatura de 121ºC. 

3. Utilizando el asa esterilizada se recoge (3 veces) la colonia y se transfiere a los tubos 

esterilizados que contenía la mezcla de agua, leche y glicerol.  

4. Se homogeniza, etiqueta y coloca en el refrigerador a una temperatura de -4ºC (Gutiérrez 

et al., 2015, págs. 95-101). 

 

3.7 Metodología para el proceso de biorremediación del suelo 

 

3.7.1 Aislamiento de las bacterianas Pseudomonas spp. del suelo contaminado con TPHs 

utilizando el método de agotamiento por estría para la identificación de las especies.  

 

Para la identificación de las bacterias Pseudomonas: Primero se realizó la homogenización del 

suelo, segundo se tomó una muestra compuesta utilizando el método sistemático de rejilla 

rectangular, tercero la muestra se usó para el aislamiento bacteriano aplicando la técnica de 

agotamiento por estrías, cuarto se determinó la presencia de bacterias del género Pseudomonas 

en la muestra realizando pruebas morfológica, bioquímica y una prueba molecular para identificar 

la especies de  Pseudomonas existentes.  

 

3.7.1.1 Siembra bacteriana 

En 90 mL de agua de peptona se colocó 10 g de la muestra de suelo, se homogenizó durante 1 

minuto, obteniendo así la solución madre dilución 1x10-1 UFC/mL (Nivel A). Luego se tomó 10 

mL de la solución madre y se añadieron a un frasco que contenía 90 mL de agua de peptona, 

agitándolo manualmente durante 1 minuto para obtener una dilución de 1x10-2 UFC/mL (Nivel 

B). De esta dilución se tomaron 10 mL y se transfirieron a un frasco con 90 mL de agua de 

peptona, repitiendo el proceso hasta obtener las diluciones de 1x10-5 UFC/mL (Nivel C, D y E) 

Ilustración 3-2 (Muñoz, 2016, págs. 26-27). Una vez realizadas las diluciones se filtran en membranas 
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de 0.45 um los niveles C y E, se siembran por duplicado en cajas petri con agar cetrimida (apartado 

3.6.1) finalmente se incubaron en una temperatura de 35ºC durante 48 horas. 

  

 

 

 

3.7.1.2 Técnica de aislamiento por agotamiento por estría 

 

Luego de 48 horas de incubación (apartado 3.7.1.1), se usó una lámpara de luz ultra violeta para 

observar las cepas, con el fin de seleccionar las 2 colonias más representativas para ser estriadas, 

dado que el género Pseudomonas tienden brillar bajo esta luz. Para las colonias elegidas se 

prepara 2 placas de agar cetrimida (apartado 3.6.1) y se procede a aislar las bacterias, utilizando 

la técnica de agotamiento por estrías en tres fases como se observa en la Ilustración 3- 3. 

Ilustración 3-2: Método para la siembra de bacterias 

Realizado por: Mala C. y Quingatuña L., 2024 
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       El procedimiento de la técnica de agotamiento de estría se describe a continuación: 

 

1. Se esterilizó el asa de transferencia en un mechero hasta que estuvo al rojo vivo. 

2. Después de dejarla enfriar, se tomó un inóculo de la muestra (apartado 3.7.1.1). 

3. El inóculo se transfirió a un área pequeña del agar cetrimida en la caja de petri, cerca del 

borde. 

4. Tras esterilizar nuevamente el asa y dejarla enfriar, se tomó el inóculo obtenido rozando 

el asa de siembra con las estrías sembradas la primera vez y se realizaron una segunda 

serie de estrías en una porción virgen de la caja que no tocara la primera serie. 

5. Se repite exactamente el proceso del punto 4. 

6. Para finalizar se colocaron en la incubadora a una temperatura de 35ºC durante 48 horas 

(Sanz, 2011, págs. 20-21). 

7. Luego de las 48 horas a las colonias aisladas se realizan las pruebas morfológicas, 

bioquímicas y moleculares (apartado 3.7.1.3). 

8. Una vez realizadas las pruebas respectivas se procede a conservar las cepas aisladas 

mediante el método por congelación (apartado 3.6.1.2). 

 

 

 

Ilustración 3-3: Técnica de agotamiento por 

estrías por fases 

Fuente: (Sanz, 2011, págs. 20-21) 

 

 

Continua  

 

 

En tres fases  
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3.7.1.3 Identificación de las bacterias del género Pseudomonas  

 

A las 2 placas aisladas (apartado 3.7.1.2.) se le realizaron pruebas: morfológica (tinción Gram), 

bioquímica (oxidasa y catalasa) y molecular (PCR), para la identificación de las bacterias del 

género de Pseudomonas. 

− Caracterización morfológica  

 

Se realizó la tinción de Gram, para determinar si la coloración de los aislados (entre 

rosado y rojizo) pertenecen a las bacterias Gram negativas. Además, se observó en 

un microscopio con un aumento de 100X.  su forma (bacilo) y agrupación (no tiende 

a agruparse) rasgos distintivos del género Pseudomonas.  (Reynoso a at., 2024, págs. 241-

242). A continuación, los pasos realizados para la tinción de Gram: 

 

1. Se inició colocando 0.05 mL de agua destilada en el portaobjetos. 

2. Con un asa estéril se tomó una muestra de las colonias incubadas durante 48 horas 

y se homogenizó la muestra con el agua destilada del portaobjetos.  

3. El portaobjetos se pasa 3 veces por el mechero fijando la muestra.  

4. Se aplicó 0.1 mL de cristal violeta dejando reposar durante 1 minuto, luego se 

enjuagó con agua destilada. 

5. Se añadió 0.05 mL de Lugol, se esperó por 1 minuto y se enjuagó con agua 

destilada. 

6. Se añadió 0.1 mL de alcohol cetona esperando unos 30 segundos y se procedió a 

enjuagar. 

7. Se aplicó 0.1 mL de safranina, se esperó por 30 segundos, se enjuagó, finalmente 

se dejó secar cerca del mechero (Cevallos y García, 2018, pág. 27). 

 

− Pruebas bioquímicas 

 

Las pruebas bioquímicas como la oxidasa (coloración azul/púrpura) y catalasa (burbujeo) 

permitieron confirmar la presencia de bacterias del género Pseudomonas. A continuación, 

se detallan los procedimientos para su aplicación. 
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− Oxidasa 

 

1. Se colocó la tira reactiva en la caja petri. 

2. Se humedeció la tira con agua de peptona. 

3. Con un asa estéril se tomó una muestra del aislado y se colocó en la tira. 

4. El tiempo de respuesta será de 10 a 20 segundos, la presencia de un color azul 

oscuro nos indicará que la prueba resultó positiva y la ausencia de color un 

resultado negativo (Reynoso a at., 2024, pág. 751). 

 

− Catalasa 

 

1. Con la ayuda del asa esterilizada se recogió una colonia del aislado y se colocó 

sobre la caja petri. 

2. Se agregó una gota de peróxido de hidrogeno sobre la colonia recogida.  

3. Se observó la reacción durante 1 minuto aproximadamente, la formación de 

burbujas nos da un resultado positivo y por el contrario la ausencia un resultado 

negativo (Reynoso a at., 2024, pág. 751). 

 

− Prueba molecular 

 

Para la prueba molecular se enviaron los 2 aislados al laboratorio especializado 

(IDGEN). Se aplicó el método molecular Barcoding, con la finalidad de comprobar 

los hallazgos de las pruebas morfológicas y bioquímicas, para conocer las especies 

de las bacterias Pseudomonas (Anexo C). 

 

3.7.2 Incrementación de población de Pseudomonas spp. mediante una concentración de 

escala McFarland 0.5, determinando el comportamiento de la densidad bacteriana en 

el proceso de biorremediación. 

 

Una vez identificadas las especies de Pseudomonas fluorescens y aeruginosa (apartado 3.7.1.3)     

y conservadas las 2 cepas aisladas (apartado 3.7.1.2). Para llevar a cabo la bioaumentación se 

procede a activar las cepas conservadas, luego se realizó la escala McFarland 0.5 adquiriendo una 

densidad bacteriana de 1X 108 UFC/mL, además se construyó 9 cajoneras (unidades 

experimentales) en las que se dispuso 33.33 Kg de suelo y se dividió en 3 tratamientos con 3 

réplicas (Tabla 3-1). Finalmente se inoculó las bacterias en los tratamientos. Para controlar la 

densidad bacteriana se llevó a cabo el recuento de las colonias durante el proceso de 
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biorremediación a continuación se detallan los procedimientos implementados en la 

bioaumentación. 

 

3.7.2.1 Activación de las cepas 

A las 2 cepas conservadas previamente (apartado 3.6.1.2) se les activa de manera individual para 

realizar la bioaumentación, el procedimiento de activación se detalla a continuación. 

 

1. En un frasco autoclavable que contiene 1 000 mL de agua destilada, se agregó 37 g de 

medio de cultivo BHI. 

2. Se llevó al autoclave durante 15 minutos a una temperatura de 121ºC. 

3. Posteriormente se ubicó en la cámara de flujo laminar para mantenerlo en un ambiente 

esterilizado, hasta que esté completamente frío. 

4. Con el asa (esterilizada) se recolectó una colonia de las cepas conservadas (3.6.1.2), se 

colocó en el medio de cultivo. 

5.  Finalmente, se incubó durante 48 horas a una temperatura de 35ºC (Jiménez, 2018, pág. 29). 

 

3.7.2.2 Preparación del estándar McFarland 0.5 

Esta turbidez estándar de 0.5 se la preparó para compararla con la bioaumentación realizada de 

1X108 UFC/mL a continuación, se detalla su procedimiento. 

 

1. En un tubo de ensayo con capacidad de 10 mL, se añadió 0.5 mL de la solución de cloruro 

de bario di-hidratado más 9,5 mL de ácido sulfúrico. 

2. Para la comprobación de la exactitud de la densidad de la turbidez, se realizó mediante 

un espectrofotómetro con un paso de luz de 1cm; para este tipo de turbidez la absorbancia 

de la longitud de onda es de 625 nm debe ser de 0,08-01.  

3. Se selló el tubo con parafilm para evitar la evaporación. 

4. Se procedió a guardar en la oscuridad a una temperatura ambiente de 22 a 25 ºC.  

5. Antes de utilizar el tubo se debe agitar en el vórtex de manera que esté bien homogenizado 

(Barrera, 2017, pág. 27). 
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3.7.2.3 Preparación e inoculación de la suspensión bacteriana de 1x108 UFC/mL 

 

Se preparó dos suspensiones de bacterias para P. fluorescens y aeruginosa que se inocularon al 

suelo acorde a la Tabla 3-1. La preparación de la suspensión bacteriana se describe a continuación. 

 

1. Utilizando el asa esterilizada se obtuvo una muestra de cada cepa activada (3.7.2.1), esta 

se colocó en 2 frascos que contenían 500 mL del medio de cultivo BHI (Identificar el 

frasco con el nombre de cada bacteria). 

2. Se llevó a la incubadora durante 48 horas a una temperatura de 35ºC.  

3. Se comparó la turbidez de las suspensiones, con la turbidez del estándar McFarland de 

0.5. 

4. Dado que las suspensiones estaban muy concentradas se procedió a diluirlas colocando 

300 mL de agua de peptona en 6 atomizadores esterilizados (3 atomizadores para 

tratamiento 1 Pseudomona fluorescens y 3 para tratamiento 2 Pseudomona aeruginosa). 

A las que se les añadió 30 mL de las suspensiones iniciales. 

5.  Luego se colocó a las 6 suspensiones (diluidas) con el estándar frente a una luz contra 

un fondo blanco con rayas negras de contraste.  

6. Una vez obtenidas las 3 suspensiones de cada especie bacteriana, se realizó la inoculación 

en los 2 tratamientos y sus respectivas réplicas (Tabla 3-1). 

Nota: si la turbidez es muy alta se puede agregar agua de peptona y si la turbidez es muy baja 

se le puede colocar más bacterias a la suspensión, se debe ir homogenizando en el caso de 

añadir agua o bacterias antes de ser comparadas (Tankeshwa, 2016, págs. 3-4). 

 

Ilustración 3-4: Estándar McFarland de 0.5 

Fuente: (Tankeshwa, 2016, págs. 3-4) 
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3.7.2.4 Monitoreos de los parámetros fisicoquímicos 

Se implementó un invernadero para llevar a cabo el proceso de biorremediación, manteniendo 

bajo control los parámetros físicos del suelo como pH, temperatura, conductividad eléctrica y 

humedad, se aplicó riego de agua y oxigenación al suelo cada dos días, creando así un ambiente 

óptimo para la multiplicación bacteriana. 

 

• Potencial de hidrógeno (pH) 

 

Para los análisis de pH se realizó con el método EPA 9045D pH del suelo y desechos. A 

continuación, se puede observar el procedimiento del método aplicado: 

 

1. Mediante la balanza analítica se pesó en un vaso 20 g de suelo. 

2. Con una probeta se añadió al vaso 40 mL de agua destilada. 

3. Se homogéneo la solución con una varilla de agitación. 

4. La muestra se dejó reposar durante unos 30 minutos aproximadamente hasta que se 

precipitó el suelo. 

5. Finalmente, se midió en un pH-metro (EPA, 2004, págs. 1-5). 

• Temperatura 

 

No se utilizó un método específico para el control de la temperatura, sin embargo, a continuación, 

se describe el procedimiento empleado. 

 

1. Se insertó el termómetro en el suelo aproximadamente 10 cm de profundidad. 

2. Se aseguró de que estuviera nivelado y sin obstrucciones que pudieran afectar la lectura.  

3. Se esperó 2 minutos hasta que la lectura se estabilice. 

• Conductividad eléctrica  

 

Para los análisis de conductividad eléctrica se realizó con el método 9050A. A continuación, se 

puede observar el procedimiento del método aplicado: 

 

1. Mediante la balanza analítica se pesó en un vaso 20 g de suelo. 

2. Con una probeta se añadió al vaso 100 mL de agua destilada. 

3. Se homogéneo la solución con una varilla de agitación. 

4. La muestra se dejó reposar durante unos 30 minutos aproximadamente hasta que se 

precipitó el suelo. 

5. Finalmente, se midió en un conductímetro (EPA, 1996, págs. 1-5). 
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• Humedad  

 

Para determinar la humedad del suelo se utilizó el método gravimétrico, el mismo que se detalla 

a continuación: 

 

1. En la estufa se colocaron los crisoles durante 4 horas a una temperatura de 105 ºC con la 

finalidad de eliminar la humedad presente. 

2. Se dejaron reposar en el desecador durante media hora.  

3. Se pesó en la balanza analítica los crisoles vacíos y se agregaron aproximadamente 5 g 

de muestra de suelo.  

4. Para evitar la pérdida de humedad, los crisoles se cubrieron con papel aluminio y se 

realizaron pequeñas aberturas para permitir la evaporación.  

5. Los crisoles fueron llevados nuevamente a la estufa y se mantuvieron durante 24 horas a 

una temperatura de 105 ºC.  

6. Finalmente, se volvió a medir el peso de los crisoles y se aplicó la ecuación 2 para conocer 

el porcentaje de humedad (Licta, 2020, págs. 1-6). 

 

           Ecuación 2: Porcentaje de humedad  

 

%𝐻𝑢𝑚𝑒𝑑𝑎𝑑 =  
(𝑃𝑒𝑠𝑜 𝑑𝑒 𝑙𝑎 𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎 ℎú𝑚𝑒𝑑𝑎 − 𝑃𝑒𝑠𝑜 𝑑𝑒 𝑙𝑎 𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎 𝑠𝑒𝑐𝑎)

𝑃𝑒𝑠𝑜 𝑑𝑒 𝑙𝑎 𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎 ℎú𝑚𝑒𝑑𝑎
 

 

 

 

3.7.2.5 Siembra y recuento de las colonias 

El recuento de colonias se realizó antes de inocular las bacterias y durante el proceso de 

biorremediación. 

1. Para el recuento de las bacterias en el suelo se utilizó el procedimiento descrito en el 

apartado (3.7.1.1). 

2. Luego de las 48 horas se procedió contar el número de colonias presentes utilizando la 

Ecuación 1 y así determinar el número de bacterias en Unidades Formadoras de Colonias 

(UFC/mL) (Sanz, 2011, págs. 20-21). 

Nota: La dilución sembrada que se contabilizará será acorde al grado de contaminación del suelo 

que se va a utilizar, en este caso se contabilizó la dilución 3 y 5 siendo la 3 la que mejor conteo 

tuvo entre 25 y 300 colonias por caja petri. 
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Ecuación 1: Número de colonias 

 

𝑵º𝒃𝒂𝒄𝒕𝒆𝒓𝒊𝒂𝒔 = 𝑁º 𝑐𝑜𝑙𝑜𝑛𝑖𝑎𝑠 ∗ 𝑐𝑎𝑛𝑡𝑖𝑑𝑎𝑑 𝑑𝑒 𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎 (𝑣𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒𝑛) ∗ 𝑓𝑎𝑐𝑡𝑜𝑟 𝑑𝑒 𝑑𝑖𝑙𝑢𝑐𝑖ó𝑛     

 

3.7.3 Evaluación de la eficiencia de Pseudomonas spp. determinando el porcentaje de 

remoción de TPHs, comparando con los límites establecidos en la normativa. 

 

Se determinaron las concentraciones y el porcentaje de remoción de los TPHs, con la finalidad de 

compararlos con los estándares establecidos por la normativa ambiental vigente (Tabla 2-7). 

 

3.7.3.1 Hidrocarburos totales de petróleo (TPHs) 

 

Se utilizó el método estandarizado para asegurar la precisión y fiabilidad de los resultados 

obtenidos de TPHs: Método 1664 por extracción con hexano y espectrometría infrarrojo. A 

continuación, se detallada el procedimiento:  

 

1. Se colocó 0.5 Kg de suelo en una bandeja cubierta con papel aluminio y se dejó secar a 

temperatura ambiente. 

2. Una vez el suelo estuvo completamente seco se lo trituró con el mortero para después 

tamizarlo. 

3. Utilizando la balanza analítica en un tubo de ensayo de 100 mL se pesaron 2 g del suelo, 

adicionalmente se le añadieron 0.5 g de sulfato de sodio, 0.3 g de sílice gel y 10 mL de 

hexano. 

4. El tubo se llevó al ultrasonido durante 15 minutos para homogeneizarlo. 

5. Se filtró la muestra en otro tubo de ensayo de 10 mL utilizando un embudo y papel filtro. 

6. Con una jeringa 1 mL, se tomó 0.1 mL de muestra y se midió el nivel de concentración 

de TPHs en el InfraCal. 

7. Por último, se aplicó la ecuación del laboratorio obteniendo la concentración de TPHs y 

para el porcentaje de remoción la ecuación 3 (EPA, 2010, págs. 1-30; EPA, 2007, págs. 1-17). 

 

                                        Ecuación 3: Porcentaje de remoción de TPHs 

 

𝑅𝑒𝑚𝑜𝑐𝑖ó𝑛 % =
(𝑉𝑎𝑙𝑜𝑟 𝑖𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙 −  𝑉𝑎𝑙𝑜𝑟 𝑓𝑖𝑛𝑎𝑙)

𝑉𝑎𝑙𝑜𝑟 𝑓𝑖𝑛𝑎𝑙
∗ 100 
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CAPÍTULO IV 

 

4. MARCO DE ANÁLISIS E INTERPRETACIÓN DE RESULTADOS 

 

4.1 Resultados 

 

4.1.1 Resultados del aislamiento de las bacterias Pseudomonas spp del suelo contaminado 

con hidrocarburos utilizando el método de agotamiento por estrías para la 

identificación de las especies. 

 

Los resultados obtenidos de la tinción de Gram son positivos para bacterias Gram negativas, así 

mismo se evidencia la forma y tipo de agrupación de estas bacterias (Ilustraciones 4-1 y 4-2). 

Respecto a la prueba de oxidasa (Ilustraciones 4-3 y 4-4) y catalasa (Ilustraciones 4-5 y 4-6) como 

se observa en las Ilustraciones sus resultados fueron positivos reafirmando presencia del género 

Pseudomonas. 

En los cultivos bacterianos enviados al laboratorio IDGEN, se logró identificar dos especies del 

género Pseudomonas; Pseudomona fluorescens y Pseudomona aeruginosa. Los resultados 

obtenidos de las pruebas se evidencian en la Tabla 4-1. 

 

Tabla 4-1: Resultado de las pruebas para identificación de Pseudomonas nativas 

Morfológica Bioquímica Molecular 

 Aislado 

1 

Aislado 

2 

 Aislado 

1 

Aislado 

2 

 Aislado 

1 

Aislado 

2 

Color 

(Gram 

negativo) 

+ + Oxidasa + +  

 

PCR 

Fluores

cens 

100% 

Aerugi

nosa 

99.9% 

Forma 

(bacilo) 

+ + Catalasa + + 

 Realizado por: Mala C. y Quingatuña L., 2024 
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Ilustración 4-1: Caracterización microscópica de aislado 1 

Realizado por: Mala C. y Quingatuña L., 2024 

 

Ilustración 4-2: Caracterización microscópica aislado 2 

Realizado por: Mala C. y Quingatuña L., 2024 
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− Oxidasa 

 

 

 

 

 

 

− Catalasa 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ilustración 4-3: Prueba de oxidasa 

aislado 1 

Realizado por: Mala C. y Quingatuña L., 2024 

 

Ilustración 4-4: Prueba de oxidasa 

aislado 2 

Realizado por: Mala C. y Quingatuña L., 2024 

 

Ilustración 4-5: Prueba de catalasa 

aislado 1 

Realizado por: Mala C. y Quingatuña L., 2024 

Ilustración 4-6: Prueba de catalasa de la 

aislado 2  

Realizado por: Mala C. y Quingatuña L., 2024 
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− Prueba molecular  

Tabla 4-2: Resultado de la prueba molecular. 

Código 

IDgen 

Código 

original 

Longitud % de 

Calidad 

Organismo Fragmento % de 

identidad 

Nº Accesión 

 

B667c 

Muestra 1, 

Dilución S, 

Fco. de 

Orellana 

 

1390 

 

94,4 

Pseudomona 

aeruginosa 

 

16S 

 

99,9 

 

MT646431.1 

 

B667d 

Muestra 1, 

Dilución S, 

Fco. de 

Orellana 

 

1230 

 

93,9 

Pseudomona 

fluorescens 

 

16S 

 

100 

 

MG461471.1 

Realizado por: Mala C. y Quingatuña L., 2024 

 

 

4.1.2 Resultados de la incrementación de población de Pseudomonas spp. mediante una 

concentración de escala McFarland 0.5, determinando el comportamiento de la 

densidad bacteriana en el proceso de biorremediación. 

 

De las 6 suspensiones obtenidas con escala de turbidez de McFarland de 0,5 (apartado 3.7.2.3), 

se llevó un monitoreo periódico para conocer el crecimiento microbiano durante el proceso de 

biorremediación (Anexo D) los datos de los monitoreos se los promedió para realizar el respectivo 

análisis estadístico. 

 En la Tabla 4-3, se registran valores iniciales y finales de la densidad bacteriana en los 

tratamientos, por lo que se evidencia que a media que el tiempo transcurre la concentración de 

microrganismo va en aumento. Además, se puede observar una menor concentración de bacterias 

en el tratamiento A en comparación del conteo final al día 45 de los tratamientos B y C, esto se 

principalmente a que en estos tratamientos se dio la bioaumentación.  

 

Tabla 4-3: Densidad bacteriana de los Tratamientos  

Densidad bacteriana 

Tiempo 

(días) 

  

Tratamientos 

A 

UFC/mL 

B 

UFC/mL 

C 

UFC/mL 

0 5,60E+06 1,06E+08 1,06E+08 

15 6,78E+06 4,38E+08 4,23E+09 

30 1,57E+07 5,57E+10 9,00E+11 

45 1,82E+07 5,53E+10 9,37E+11 
Realizado por: Mala C. y Quingatuña L., 2024 
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Durante los primeros 15 días, se observó que las bacterias estaban en una fase de adaptación dado 

que no se evidencia un crecimiento considerable. Sin embargo, al rededor del día 30, se notó un 

aumento significativo en el crecimiento, lo que sugiere una fase de crecimiento exponencial. 

Finalmente, en el día 45 las bacterias alcanzaron una fase estacionaria, ya que no se observó un 

crecimiento significativo y no se registró una fase de muerte. El tratamiento C mostró la mayor 

densidad bacteriana, con un valor de 3,37X11UFC/mL como se muestra en la Ilustración 4-7. 

 

 

 

 

 

Se realizó un ANOVA de la densidad bacteriana con los datos a los 45 días a un nivel de confianza 

del 95 % (α = 0,05). En el ANOVA se observa que el p-valor es menor a 0,05, por lo que se 

rechaza la H0 de igualdad de medias y se concluye que la biaumentación influye en la densidad 

bacteriana de los tratamientos (Tabla 4-4). 

 

Tabla 4-4: ANOVA de la densidad bacteriana de los tratamientos 

Cuadro de Análisis de la Varianza (SC tipo III) 

F. V SC gl CM F p-valor 

Modelo 1,65590685899339E24 2 8,27953429496694E23 44,13 0,0003 

Tratamientos 1,65590685899339E24 2 8,27953429496694E23 44,13 0,0003 

Error 1,125693333345E23 6 1,876155555575E22 - - 

Total 1,76847619232789E24 8 - - - 

Realizado por: Mala C. y Quingatuña L., 2024 

 

2,60E+06

1,82E+07

1,27E+08

8,92E+08

6,24E+09

4,37E+10

3,06E+11

2,14E+12

0 15 30 45

U
FC

/m
L

Días

Densidad Bacteriana

Tratamientos

A

B

C

Ilustración 4-7: Densidad Bacteriana de los tratamientos 

Realizado por: Mala C. y Quingatuña L., 2024 

5,60E+6 

1,06E+8 

9,37E+11 

5,53E+10 

1,82E+7 
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Lo anterior se confirma con una prueba de Tukey en donde el A y el tratamiento B son 

estadísticamente iguales ya que tienen la misma letra. Estos tratamientos presentan los valores 

más bajos en la densidad bacteriana. Por otro lado, el tratamiento C es estadísticamente diferente 

del resto y presenta los valores más altos en la densidad bacteriana. Como se observa en la Tabla 

4-5. 

 

Tabla 4-5: Prueba de Tukey de la densidad bacteriana de los tratamientos 

Test: Tukey Alfa=0,05 DMS=343149201979,56653 

Error: 1,8761555555750022E0022 gl=6 

Tratamientos Medias  N E. E 

A 18166666,67 3 79081299002,46   A 

B 55333333333,33 3 79081299002,46   A 

C 936333333333,33 3 79081299002,46      B 

Medias con letra común no son significativamente diferentes (p>0,05) 

Realizado por: Mala C. y Quingatuña L., 2024 

 

 

4.1.3 Resultados de la evaluación de la eficiencia spp. determinando el porcentaje de 

remoción de TPHs, comparándolos con los límites establecidos en la normativa 

 

Se recopiló datos numéricos de los TPHs en los tratamientos (A, B y C), en el periodo de 0, 15, 

30 y 45 días que duró la biorremediación. 

 

4.1.3.1 Remoción de TPHs en los tratamientos 

 

Los tratamientos al inicio de la biorremediación presentaron el valor de 4404,3 mg/kg conforme 

avanzaba el tiempo la concentración de TPHs fue disminuyendo hasta llegar a 942,5 mg/kg en el 

tratamiento A, el tratamiento B fue de 456,7 mg/kg y el tratamiento C fue de 246,2 mg/kg, en la 

Tabla 4-6 se muestras los valores obtenidos por tratamientos a lo largo del proceso de 

biorremediación. 
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Tabla 4-6: Resultado de la remoción de TPHs en los tratamientos 

Hidrocarburos totales de petróleo (mg/Kg) 

Tiempo 

(días) 

Tratamientos 

A B C 

0 4404,3 4404,3 4404,3 

15 3085,8 2706,0 2474,9 

30 1617,8 1008,1 728,9 

45 942,5 456,7 246,2 
Realizado por: Mala C. y Quingatuña L., 2024 

 

Los 3 tratamiento fueron comparados con los valores máximos permisibles en suelo según sus 

usos establecidos en la normativa vigente (tabla 2-7), aquellos tratamientos donde se aplicó la 

bioaumentación lograron cumplir con los límites permisibles para uso comercial e industrial 

(Ilustración 4-8). 

 

 

  

 

 

Se realizó un ANOVA de TPHs con los datos a los 45 días a un nivel de confianza del 95 % (α = 

0,05). En el ANOVA se observa que el p-valor es menor a 0,05, por lo que se rechaza la H0 de 

igualdad de medias y se concluye que los tratamientos sí influyen en los valores de los TPHs 

(Tabla 4-7). 

 

 

 

 

Ilustración 4-8: Remoción de THP de los tratamientos 

Realizado por: Mala C. y Quingatuña L., 2024 
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Tabla 4-7: ANOVA de TPHs. 

Cuadro de Análisis de la Varianza (SC tipo III) 

F. V SC gl CM F p-valor 

Modelo 765303,20 2 382651,60 82,35 <0,0001 

Tratamiento 765303,20 2 382651,60 83,35 <0,0001 

Error 27880,26 6     4646,71 - - 

Total 793183,46 8 - - - 

Realizado por: Mala C. y Quingatuña L., 2024 

 

Lo anterior se confirma con una prueba de Tukey en donde el tratamiento A y los tratamientos B 

y C son estadísticamente diferentes ya que tienen diferentes letras (Tabla 4-8).  

 

Tabla 4-8: Prueba de Tukey de TPHs 

Test: Tukey Alfa=0,05 DMS=170,77384 

Error: 4646,7100 gl=6 

Tratamientos Medias n E. E 

A 942,53 3 39,36  A 

B 456,67 3 39,36         B 

C 246,17 3 39,36               C 

Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p>0,05) 

Realizado por: Mala C. y Quingatuña L., 2024 

 

El porcentaje de remoción de cada tratamiento durante el proceso de biorremediación se evidencia 

en la Tabla 4-9, presentando los siguientes resultados: el tratamiento del A 78,6%, el tratamiento 

B con 89,6% y el tratamiento C con 94,4%. 

 

Tabla 4-9: Porcentaje de remoción de TPH en los tratamientos 

Hidrocarburos totales de petróleo (mg/Kg) 

  

Tratamientos Concentración 

inicial  

Concentración 

final  

% de 

remoción  

A  4404,3 942,5 78,6 

B 

  

4404,3 456,7 89,6 

C 

  

4404,3 246,2 94,4 

Realizado por: Mala C. y Quingatuña L., 2024 
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4.2 Discusión 

 

Identificar Pseudomonas nativas, en las pruebas realizada a los aislados se obtuvo lo siguiente:  

prueba morfológica (tinción de Gram) una coloración rosada/roja y la forma de bacilo, en las 

pruebas bioquímicas (oxidasa) se evidenció una coloración azul, (catalasa) la presencia de 

burbujeo y en la prueba molecular los aislados presentaron el fragmento 16S evidenciando la 

presencia de Pseudomonas aeruginosa y fluorescens. De acuerdo a Gómez Ambar y Véliz Angie 

(2023) al exponer a la coloración de Gram y la prueba de oxidasa a 64 cepas con aparente 

identificación de Pseudomonas spp., luego de ser expuestas obtuvieron que el 73.4% (47/64) de 

los viales correspondían a Pseudomonas spp. (Gómez y Véliz, 2023, págs. 32-36). Así también Puma 

Erika y Palomino Kevin (2019) mencionan que la enzima de catalasa está presente en el género 

de Pseudomonas, por lo que al realizar la prueba de catalasa y esta desprenda burbujas indica que 

es positiva es por esto que al realizar la prueba de catalasa a 16 colonias de Pseudomonas sp. 13 

de ellas dieron positivo (Puma, y Palomino, 2019, págs. 18-20), En tanto el análisis molecular para 

diferenciar Pseudomonas usando el método de comparación secuencial del 16S rRNA que es 

tribuido a las P. aeruginosa, P. fluorescens y otras especies de este género (Ruiz, 2007, págs. 2-16). 

Estos resultados concuerdan con lo encontrado en esta investigación ya que de esta manera se 

corrobora la existencia de Pseudomonas nativas en el suelo sujeto de estudio. 

 

Al incrementar la población de Pseudomonas spp., en los tratamientos B y C haciendo uso de la 

escala McFarland de 0,5 con una concentración de (1.5 x 108UFC/mL), durante el proceso de 

biorremediación se evidencia un incremento mayor en la densidad bacteriana a los 45 días en los 

tratamientos inoculados (Tratamiento B=5,53E+10) y (Tratamiento C= 9,37E+11) en 

comparación con el tratamiento A que no fue inoculado (A=1,82E+07). De acuerdo a Fiestas 

Cecilia y Vásquez Walter 2020 utilizar la bioaumentación como proceso biorremediador se espera 

obtener resultados en un menor tiempo al incrementar la biomasa bacteriana, cultivando 

microrganismos nativos o exógenos degradadores en un laboratorio que serán inoculados para el 

proceso de biodegradación (Fiestas y Vásquez, 2020, pág. 10). De manera similar los datos obtenidos 

de Acosta, Toledo y otros (2021) al aplicar la escala McFarland en bacterias hidrocarburoclásticas 

luego de 21 días se mostró un incremento bacteriano de 106 a 108 UFC/mL (Acosta et al., 2021, pág. 

82).  Lo que reafirma que al usar la escala McFarland la densidad bacteriana se mantiene por 

encima del tratamiento no inoculado durante el proceso de bioaumentación. 

 

Evaluar la eficiencia spp, en los TPHs se evidenció una mayor degradabilidad a medida que la 

densidad bacteriana incrementaba, por lo que al finalizar el tiempo de biodegradación los 

tratamientos presentaron un porcentaje de remoción de TPHs considerable (tratamiento  
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A=78,6%), (Tratamiento B= 89,6%) y (Tratamiento C= 94,4%) en el proceso de biorremediación. 

De acuerdo a Valenzuela, Galindo, Mantilla y otros (2021) La bioaumentación es una de las 

técnicas de biorremediación más empleadas en suelos contaminado con hidrocarburos ya que 34 

artículos científicos estudiados el porcentaje de aplicabilidad de la bioaumentación es del 44%, 

seguido de la bioestimulación con 26% (Valenzuela et al., 2021, pág. 111).  Paralelamente de 50 

estudios entre artículos y tesis analizados por Fiestas y Vásquez el 72% (36 documentos) 

emplearon Pseudomonas Aeuriginosa seguidamente de las Pseudomonas fluorescens con el 6% 

(3 documentos) al igual que la P. Putida con el 6% (3 documentos) (Fiestas y Vásquez, 2020, pág. 27). 

En el trabajo realizado por Ricse y Solis (2021) en 3 periodos de 10 días, demostró una eficiencia 

de remoción en el suelo contaminado con TPHs del 82.9% al utilizar P. fluorescens (Ricse y Solis, 

2021, pág. 106), lo que da validez a nuestro tratamiento 1 en el que se removió 89,6% de los TPHs 

en un periodo de 45 días reafirmando la capacidad de degradar hidrocarburos de esta especie.  

 

4.3 Comprobación de la pregunta 

 

Los resultados obtenidos indican de manera concluyente que dichas bacterias poseen la capacidad 

biodegradativa necesaria para descomponer y metabolizar los hidrocarburos presentes en el suelo 

afectado. La eficacia de la biorremediación se evidenció mediante la observación y cuantificación 

de la reducción de los niveles de TPHs en el suelo tratado. La identificación y caracterización 

previa de las cepas de Pseudomonas spp. permitió un abordaje específico y direccionado, 

maximizando la eficiencia del proceso de biorremediación. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



48 

 

CAPÍTULO V 

 

5. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES 

 

5.1 Conclusiones 

 

El método más efectivo para la identificación de bacterias pertenecientes al género Pseudomonas 

reside en la aplicación de pruebas moleculares, estas pruebas ofrecen un enfoque altamente 

específico que permite la diferenciación y clasificación precisa de las especies dentro del género. 

Estas pruebas brindan una resolución más precisa en comparación con las pruebas morfológicas 

y bioquímicas. 

 

Las bacterias aisladas del suelo contaminado demostraron una notable capacidad de adaptación 

al entorno. A lo largo del experimento, observamos tres fases distintas en su densidad bacteriana. 

En primer lugar, se produjo una fase de adaptación, durante la cual las bacterias se ajustaron a las 

condiciones del suelo. Luego, experimentaron un crecimiento exponencial, multiplicándose 

rápidamente. Finalmente, llegaron a una fase estacionaria, donde su densidad se estabilizó. 

 

Se observó una diferencia importante en la capacidad de remoción de TPHs entre los tratamientos 

B con 456,7mg/Kg (89,6%) y tratamiento C con 246,2mg/Kg (94,4%). Ambos tuvieron una 

reducción significativa en los niveles de TPHs en comparación con el tratamiento A que obtuvo 

el 942,5 mg/Kg (78,6%), donde la remoción de los hidrocarburos fue notablemente más lenta. 

Específicamente, se evidenció que tanto Pseudomonas fluorescens (tratamiento B) como 

Pseudomonas aeruginosa (tratamiento C) fueron eficaces en la disminución adecuada de los 

niveles de TPHs, además la comparación entre el porcentaje de remoción de TPHs entre las dos 

cepas indica que, aunque ambas son eficientes puede existir una variabilidad en su efectividad 

relativa. Los tratamientos B y C cumplieron con los limites permisibles para uso comercial e 

industrial que es de 620 mg/Kg, mientras que el tratamiento A no alcanzó con ningún estos 

límites. 
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5.2 Recomendaciones 

 

Se aconseja aislar los microorganismos en diferentes medios de agar para identificar otras 

especies nativas del suelo capaces de degradar los TPHs y fomentar la descontaminación del 

suelo. 

 

Se propone la utilización de diferentes escalas McFarland para establecer las concentraciones 

óptimas en las que las bacterias degradadoras logran maximizar su eficiencia en períodos de 

tiempo más reducidos. Además, se recomienda llevar a cabo controles más frecuentes y durante 

un tiempo prolongado para poder observar de manera integral el comportamiento de las bacterias. 

 

Se recomienda extender el tiempo de la biorremediación para asegurar que el porcentaje de TPHs 

en los tratamientos alcance todos los límites permisibles establecidos por la normativa ambiental. 

Esta extensión del tiempo permitirá que las bacterias degradadoras tengan suficiente oportunidad 

para actuar de manera efectiva, garantizando una remediación más completa y cumpliendo con 

los estándares ambientales requeridos para la calidad del suelo. 
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ANEXO A: REGISTRO FOTOGRÁFICO DE LA FASE DE LA ELABORACIÓN 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FOTOGRAFÍA 3: DIVISIÓN DEL 

ÁREA PARA LA TOMA DE MUESTRA 

INICIAL 

 

FOTOGRAFÍA 1: CONSTRUCCIÓN DE 

LA CAMA PARA LA 

HOMOGENEIZACIÓN DEL SUELO 

FOTOGRAFÍA 2: 

HOMOGENEIZACIÓN DEL SUELO 

 

FOTOGRAFÍA 4: MUESTRA DEL 

SUELO CONTAMINADO 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FOTOGRAFÍA 6: CONSTRUCCIÓN 

DEL INVERNADERO 

 

FOTOGRAFÍA 5: PESADO DEL 

SUELO 

 

FOTOGRAFÍA 7: DIVISIÓN DEL 

SUELO PARA CADA REPETICIÓN DE 

LOS TRATAMIENTOS 

 

FOTOGRAFÍA 8: TRATAMIENTOS 

CON SUS REPETICIONES 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FOTOGRAFÍA 10: MEZCLADO DEL 

SUELO CON AGUA DESTILADA PARA 

LOS ANÁLISIS DE pH Y 

CONDUCTIVIDAD ELÉCTRICA 

 

FOTOGRAFÍA 11: ANÁLISIS DE pH Y 

CONDUCTIVIDAD ELÉCTRICA 

 

FOTOGRAFÍA 9: PESADO DE LAS 

MUESTRAS PARA LOS ANÁLISIS 

 

FOTOGRAFÍA 12: TOMA DE 

TEMPERATURA DEL SUELO 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FOTOGRAFÍA 13: MUESTREO DEL 

SUELO 

 

FOTOGRAFÍA 14: SECADO AL 

AMBIENTE DE LAS MUESTRAS PARA 

LOS ANÁLISIS DE TPHs 

 

FOTOGRAFÍA 15: ANÁLISIS DE 

TPHs 

 

FOTOGRAFÍA 16: PREPARACIÓN 

DEL AGUA DE PEPTONA PARA LAS 

DILUCIONES 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FOTOGRAFÍA 17: PREPARACIÓN 

DEL AGAR SELECTIVO CETRIMIDA. 

 

FOTOGRAFÍA 18: PREPARACIÓN DE 

LAS DILUCIONES 

 

FOTOGRAFÍA 19: FILTRACIÓN 

MEDIANTE MEMBRANA DE LAS 

DILUCIONES 

 

FOTOGRAFÍA 20: INCUBACIÓN DE 

LOS CULTIVOS 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

FOTOGRAFÍA 23: PREPARACIÓN DE 

LAS CEPAS DE CONSERVACIÓN 

 

FOTOGRAFÍA 24:  

CATETERIZACIÓN MORFOLÓGICA  

FOROGRAFÍA 22: SIEMBRA DE LAS 

CEPAS BACTERIANAS 

 

FOTOGRAFÍA 21: CONTEO DE 

COLONIAS MEDIANTE LUZ UV 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

FOTOGRAFÍA 26: ESTERILIZACIÓN 

DEL ASA 

 

FOTOGRAFÍA 27: ACTIVACIÓN DE 

LAS CEPAS EN EL CALDO BHI 

 

FOTOGRAFÍA 28: ESTERILIZACIÓN 

DE LOS ATOMIZADORES 

 

 

FOTOGRAFÍA 25:  PRUEBAS 

BIOQUÍMICAS  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FOTOGRAFÍA 29: PREPARACION DE 

LA ESCALA MCFARLAND DE 0,5 

 

 

FOTOGRAFÍA 30: INYECCIÓN DE 

LOS TRATAMIENTOS 

 

 

FOTOGRAFÍA 31: PROCESO DE AIREACIÓN AL SUELO 

 

 



 

ANEXO B: CERTIFICADO DE AUTENTICIDAD DE LA PRUEBA DE OXIDASA 

 

 

 

 

 

 



 

ANEXO C: RESULTADOS DE LAS PRUEBAS MOLECULARES DE LOS AISLADOS 

BACTERIANOS 

 

 



 

 

 

 



 

 

 

 



 

 

 

 

 

 



 

ANEXO D: CONTROLES DE LOS PARÁMETROS FÍSICOS QUÍMICOS  Y 

MICROBIOLÓGICOS 

 

TABLA 1: Densidad bacteriana tratamiento A  

Tratamiento (A) 

Tiempo (días) 

densidad bacteriana (UFC/mL) 

r1 r2 r3 

0 5,60E+06 5,60E+06 5,60E+06 

15 7,10E+06 6,65E+06 6,60E+06 

30 1,80E+07 1,40E+07 1,50E+07 

45 1,90E+07 1,75E+07 1,80E+07 

Realizado por: Mala C. y Quingatuña L., 2024 

 

TABLA 2: Densidad bacteriana tratamiento B (Pseudomona fluorescens) 

Tratamiento B 

Tiempo (días) 
densidad bacteriana (UFC/mL) 

r1 r2 r3 

0 1,06E+08 1,06E+08 1,06E+08 

15 4,30E+08 4,05E+08 4,80E+08 

30 5,50E+10 6,20E+10 5,00E+10 

45 5,30E+10 6,10E+10 5,20E+10 

Realizado por: Mala C. y Quingatuña L., 2024 

 

TABLA 3: Densidad bacteriana tratamiento B (Pseudomona aeruginosa) 

Tratamiento C 

Tiempo (días) 
densidad bacteriana (UFC/mL) 

r1 r2 r3 

0 1,06E+08 1,06E+08 1,06E+08 

15 4,00E+09 3,70E+09 5,00E+09 

30 8,70E+11 8,30E+11 1,00E+12 

45 8,09E+11 7,90E+11 1,21E+12 

Realizado por: Mala C. y Quingatuña L., 2024 

 

 

 

 



 

 

TABLA 4: Controles de pH del suelo 

Potencial de Hidrógeno (pH) 

Tratamiento Repetición 
Caracterización 

inicial 
Control 1 Control 2 

Control 

3 

A 

1 

7,26 

7,49 7,75 7,46 

2 7,36 7,67 7,42 

3 7,40 7,55 7,67 

B 

1 7,50 7,70 7,46 

2 7,48 7,65 7,44 

3 7,52 7,66 7,32 

C 

1 7,46 7,70 7,34 

2 7,53 7,47 7,34 

3 7,63 7,67 7,40 
Realizado por: Mala C. y Quingatuña L., 2024 

 

 

TABLA 5: Controles de temperatura del suelo 

Temperatura (°C) 

Tratamiento Repetición 
Caracterización 

inicial 
Control 1  Control 2  Control 3 

A 

1 

28,05 

25,8 26,7 29,4 

2 26,0 27,2 29,6 

3 26,5 27,4 29,3 

B 

1 26,1 27,3 29,5 

2 26,2 27,6 29,6 

3 26,2 27,5 29,6 

C 

1 25,8 27,1 29,5 

2 26,00 27,4 29,6 

3 26,2 27,4 29,6 
Realizado por: Mala C. y Quingatuña L., 2024 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

TABLA 5: Controles de la humedad del suelo 

Conductividad Eléctrica (µS/cm) 

Tratamiento Repetición Caracterización 

inicial 
Control 1 Control 2 Control 3 

A 

1 

143,6 

120,1 97 96,6 

2 98,8 121 88,5 

3 100 124 105 

B 

1 123,5 114,1 108,3 

2 130,9 124,5 80,4 

3 125,1 127,8 107,3 

C 

1 98,4 123 114,1 

2 106,1 120,9 85,3 

3 112,3 125 88,2 
Realizado por: Mala C. y Quingatuña L., 2024 

 

 

TABLA 6: Controles de la humedad del suelo 

Humedad (%) 

Tratamiento Repetición 
Caracterización 

inicial 
Control 1 Control 2 Control 3 

A 

1 

2,63 

9,92 20,41 19,34 

2 16,95 21,97 18,23 

3 16,6 22,7 20,1 

B 

1 16,69 22,86 19,79 

2 17,16 20,12 19,44 

3 15,89 15,76 17,41 

C 

1 17,34 22,22 21,56 

2 19,78 24,28 18,93 

3 17,63 19,92 20,36 
Realizado por: Mala C. y Quingatuña L., 2024 
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