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RESUMEN

Para abordar la contaminacion del suelo por hidrocarburos, se han utilizado tratamientos térmicos,
fisicoquimicos y biologicos, en estos procesos puede existir el desprendimiento de sustancias
dafinas que alteran su composicion, haciendo que la remediacion tarde varios afios. Afectando la
salud del suelo, por lo tanto, el objetivo de la presente investigacion fue biorremediar suelos
contaminados con hidrocarburos totales de petroleo usando bacterias nativas del género
Pseudomonas spp. para el cumplimiento de los limites permisible establecidos en la normativa
vigente. La metodologia implementada tuvo un enfoque cualitativo y cuantitativo, se utilizé un
disefio experimental completamente al azar (DCA), ya que se manipularon las variables y se
desarroll6 en un periodo de 45 dias; la biorremediacion se llevd 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 concentracion bacteriana, los tratamientos (B) y
(C) con una concentracion de bacterias del género Pseudomonas, para la obtencién de
informacién se realizaron pruebas, técnicas y analisis. Pruebas morfol6gica, bioquimica y
molecular, la técnica escala McFarland de 0.5 y andlisis de pardmetros fisicoquimicos y
microbioldgicos. Logrando identificar la presencia de las especies de Pseudomonas fluorescens
y aeruginosa, incrementando su densidad: tratamiento (A) 1,82E+7, tratamiento (B) 5,53E+10y
tratamiento (C) 9.37E+11 y finalmente los tratamientos (B) y (C) cumplieron los limites
permisibles para uso comercial e industrial. Por lo cual se concluy6 que la prueba molecular
ofreci6 un resultado preciso en la identificacion de las especies, ademas, las bacterias aisladas
demostraron la capacidad de adaptacidn, evidenciadas a través de 3 fases: adaptacion, crecimiento
exponencial y estacionaria, en este estudio la especie P. aeruginosa (94,4 por ciento) demostrd
una mayor eficiencia en el porcentaje de remocion de TPHs en relacién con la P. fluorescens

(89,6 por ciento).

Palabras clave: < PSEUDOMONAS >, < PRUEBAS >, < BIOAUMENTACION >, <
DENSIDAD BACTERIANA >, < HIDROCARBUROS >, <SUELO >, < LIMITES
PERMISIBLES>.
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0604686709
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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>.

Translated by:

Lcda. Nancy de las Mercedes Barreno Silva. Mgs
DOCENTE ESPOCH SEDE-ORELLANA
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INTRODUCCION

El aprovechamiento y explotacion de los recursos naturales es un tema clave en el desarrollo
humano. Participando en ello, el sector petrolero como principal representante en el progreso
econdmico de varios paises desde finales del siglo XIX hasta la actualidad. (Alfaro y Denyer, 2021,
pégs.88-89) El petroleo es usado como materia prima energética, por ello tanto su precio y demanda
ha ido en aumento, tal es asi que para el afio 2020 el costo del barril oscilaba entre 39 a 42 ddlares,
mientras que para el afio 2022 su precio aument6 a 94 y 99 dolares por barril. (Banco Mundial, 2023,
pag. 1) Las reservas mundiales de este recurso se encuentran principalmente en tres regiones el
Medio Oriente, el Mar Caspio y América Latinay el Caribe. (Fajardo, 2020, pdg. 1059) América Latina
alberga el 21.17% de las reservas mundiales, disponiendo de 331 260 millones de barriles de

petroleo. (Organizacion de Paises Exportadores de Petréleo, 2023, pag. 2)

En Ecuador la extraccion de crudo representa un ingreso econémico importante, produciendo 175
55 millones de barriles de petrdleo en 2022, de los cuales, a 116 66 millones de barriles, se
exportaron por un valor de USD 10 013,12 millones de délares. (Banco Central del Ecuador, 2023, pags.
5-15) El pais cuenta con mas de 9 000 pozos perforados, ubicados en su gran mayoria en la Region
Amazonica en las provincias de Sucumbios, Orellana, Napo, Pastaza y Morona Santiago (Delgado
y Narvéez, 2020, pag. 7) en las que se desarrollan actividades de explotacién, refinacion,
comercializacion, distribucion, transporte y almacenaje de crudo. (Rodriguez et al., 2022, pag. 179)
paralelamente el desarrollo de estas actividades ha ocasionado 630 derrames a nivel nacional entre
los afios de 2020 y 2022, de los cuales empresas del estado son responsables del 97% de estos

derrames. (Ruiz, 2022, pag. 2)

Orellana y Sucumbios son las provincias en las que se han instalado la mayoria de las industrias
nacionales e internacionales, (Licta, 2020, pags. 1-6) lo que ha provocado que el entorno se vuelva
mas fragil ocasionando impactos ambientales, sociales y econémicos. (Pulido et al., 2022, pag. 6) En
este sentido la contaminacion por hidrocarburos totales de petréleo (TPHSs) en el suelo afecta la
flora, fauna incluyendo los microorganismos nativos, (Cavazos et al., 2014, pag. 540) ocasionando la
infertilidad y esta su vez disminuye la produccidn de cultivos dado que los hidrocarburos inhiben
produccion de la fotosintesis ocasionando la muerte de la planta; del mismo modo los animales
enferman o mueren debido a los desechos toxicos que genera la interaccion del suelo y el petréleo.
(Gonzélez et al., 2021, pag. 9; Arellano et al., 2015, pag. 226) Asi también perjudica la forma de vida de las
poblaciones, ya que estos compuestos al ser toxicos para los seres vivos (mutagénicos y

carcinogeénicos) para el afio 2 019 habia causado 2 000 muertes por cancer (Cavazos et al., 2014, pags.
540-541; Gonzalez et al., 2021, pag. 10)



A fin de remediar la contaminacion del suelo se han implementado tecnologias o tratamientos
térmicos, fisicoquimicos y biolégicos. Térmicos como la incineracion y la desorcién térmica, su
coste alcanza los 1 957 $/ m® con una efectividad del 99,99% en condiciones 6ptimas de
operacion. Fisico-quimicos como la extraccion con solventes, barreras verticales, electro
remocion, procesos de oxidacion avanzada, etc. Costando 720 $/ m2con efectividad del 95% o
superior dependiendo la técnica aplicada y operacion Optima (Hurtado, 2010, pags. 14-32; Said, 2018,
pags. 46-62), la desventaja de estos procesos es el desprendimiento de sustancias dafiinas que alteran
su composicion, haciendo que la remediacion tarde varios afios. (Mufioz, 2016, pag. 1) Por Gltimo,
los tratamientos biol6gicos o biorremediacion en el cual se usan organismos vivos como la
fitorremediacion, biofiltracion, biopilas, bioestimulacion y bioaumentacion con una efectividad

del 97% y con costos de 163 $/m? (Suarez, 2013, pags. 4-13; Fundacion Chile, 2015, pags. 54-101).

De acuerdo a Licta la bioaumentacion es una técnica que se usa con frecuencia para el tratamiento
de suelos contaminados con TPHs (Licta, 2020, pag. 3), su eficiencia alcanza el 61% - 98% de
remocién dependiendo de las condiciones fisicoquimicas del suelo, el tiempo de biorremediacion
y la seleccidn de microorganismos idoneos para desarrollarse en el medio contaminado (Ortiz et al.,
2005, p4g. 57; Pino et al., 2012, p4g. 103), las bacterias mas utilizadas para este fin son: Pseudomonas
aeruginosa, Serratia rubidae, Bacillus sp, Micrococcus sp, Brevibacterium sp, Spirillum sp,
Xanthomonas, Alcaligenes etc (Maposita et al., 2010, pags. 8-9), dado su capacidad metabdlica,
logrando metabolizar y mineralizar el contaminante a CO;Yy H,O asi estos compuesto puedan

ser incorporados al medio ambiente facilmente (Gomez et al., 2008, pag. 78).

Para la eleccidon adecuada de este tipo de microorganismos es mediante pruebas sucesivas de
crecimiento poblacional, en cultivos ricos en petroleo, (Rivera et al., 2002, pags. 423-424) 0 a su vez el
aislamiento de bacterias degradadoras de petr6leos nativas del suelo contaminado que
posteriormente se las utiliza para biorremediarlo, de esta manera se evallGa la adaptacion,
tolerancia y supervivencia de las bacterias a elevadas concentraciones de esta sustancia (Pérez et
al., 2008, pag. 45), ya que al utilizar microorganismos externos pueden presentar problemas de

adaptacion minimizando el éxito del tratamiento (Rodriguez et al., 2017, pégs. 35-40).



CAPITULO |

1. PROBLEMA DE INVESTIGACION

1.1  Planteamiento del problema

El suelo es crucial para la produccion de alimentos y otras actividades humanas, pero se ve
amenazado por los derrames de petréleo causados por la industria hidrocarburifera. En Ecuador
durante el periodo comprendido entre 2020 y 2022 se registraron aproximadamente 630 derrames
de petréleo, el Ministerio de Ambiente, Agua y Transicion Ecolégica (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, pag. 35)

El derrame de petr6leo genera efectos negativos para varios subsistemas, incluyendo arboles,
fauna asociada y microorganismos, tanto aerobios como anaerobios (Olguin et al., 2007, pag. 139).
Ademas, influye en la salud humana causando intoxicaciones, enfermedades como el cancer e
incluso lamentables pérdidas humanas. Los recursos naturales como el suelo evidencian cambios
significativos en su composicion y estructura debido a la presencia de hidrocarburos, al ser de

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

La alteracion de las condiciones fisicoquimicas del suelo, como el pH, conductividad eléctrica y
humedad, son indispensables para el desarrollo 6ptimo de plantas y microorganismos debido a
gue el pH influye en el aumento de los elementos fitotoxicos y la actividad microbiana, asi como
en la solubilidad de los nutrientes (potasio, magnesio, fésforo, calcio), es decir, en la forma en
que las plantas pueden utilizarlos (Vazquez, 2017, pag. 156; Bienes y Marques., 2017, pag. 4). La
conductividad eléctrica depende de la concentracion de sales influyendo en el crecimiento de
plantas y microbiota (Vega, 2021, pag. 17). Ademas, 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 bioquimicas necesarias para

Su supervivencia (Caicedo et al., 2021, pags. 1-8).

La ausencia de microorganismos en el suelo puede resultar perjudicial, dado que estos son
responsables de la transformacién de compuestos organicos e inorganicos, liberando nutrientes
que las plantas necesitan paran su alimentacion. Estas transformaciones también cumplen un
papel vital en la filtracion, degradacion y eliminacion de contaminantes presentes en el agua y

suelo (ONU, 2020, pags. 2-4). Con el fin de abordar la contaminacion del suelo por hidrocarburos, se



han utilizado tratamientos fisicoquimicos durante afios. Sin embargo, estos tratamientos han
demostrado ser parcialmente efectivos, ya que liberan sustancias quimicas dafiinas que alteran su

estado y prolongan el tiempo necesario para su recuperacion (Mufioz, 2016, pag. 1).

Para analizar los contaminantes del suelo existen laboratorios ambientales como AQLAB
(Laboratorios de Analisis y Evaluacion Ambiental), donde se receptan muestras que tienen su
origen en distintos contextos. Algunas de las cuales provienen de las industrias hidrocarburificas,
siendo resultado de perforaciones o de derrames (Cavazos et al., 2014, pag. 546). También se reciben
muestras de instituciones educativas, donde se manipulan sustancias peligrosas como TPHs con
fines educativos. Al realizan estos analisis se generan desechos, en muchos casos considerados
peligrosos para la salud y el entorno. Aunque la cantidad de desechos producidos suele ser
relativamente pequefia, no se debe subestimar la importancia del problema (Gadea y Guardino, 2023,
pag. 1).

1.2 Objetivos

1.2.1 Objetivo General
Biorremediar suelos contaminados con hidrocarburos totales de petréleo usando bacterias nativas
del género Pseudomonas spp. para el cumplimiento de los limites permisible establecidos en la

normativa vigente.

1.2.2 Obijetivos Especificos

— Aislar las bacterias Pseudomonas spp. del suelo contaminado con hidrocarburos
utilizando el método de agotamiento por estrias para la identificacion de las especies.

— Incrementar la poblacion de Pseudomonas spp. mediante una concentracion de escala
McFarland 0.5, determinando el comportamiento de la densidad bacteriana en el proceso
de biorremediacion.

— Evaluar la eficiencia de las Pseudomonas spp. determinando el porcentaje de remocion

de TPHs, comparandolos con los limites establecidos en la normativa.



1.3 Justificacion

El MAATE es el organismo encargado de asegurar la calidad, conservacion, restauracion y
sostenibilidad de los recursos naturales (Ministerio de Ambiente, Agua y Transicién Ecolégica, 2023, pag. 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 Legislacion Secundaria
del Ministerio del Ambiente. En el Anexo 2: Norma de Calidad Ambiental del Recurso Suelo y
Criterios de Remediacion para Suelos Contaminados, especificamente en la Tabla 2 Criterios de
Remediacion (Ministerio de Ambiente, Agua y Transicion Ecoldgica, 2015, pags. 35-36), se establecen los
valores maximos permitidos para suelo de uso agricola, industrial, comercial y residencial. El
pardmetro de TPH debe ser menor a 150 mg/kg para uso agricola, para residencial es de 230
mg/kg y para los otros usos es de 620 mg/kg. Estos limites son importantes para garantizar la

calidad del suelo y la proteccion del medio ambiente (Ministerio de Ambiente, Agua y Transicion
Ecoldgica, 2015, péags. 35-36).

En ese sentido, el laboratorio AQLAB tiene la responsabilidad integral de gestionar sus desechos
desde su generacion hasta su disposicion final, conforme al primer principio ambiental del C6digo
Organico del Ambiente (COA, 2020, pags. 13-24 ). Ademas, el Servicio de Acreditacion Ecuatoriana
(SAE) solicita la adecuada gestion de los desechos generados, esto puede llevarse a cabo a través
de gestores ambientales o como en este estudio por medio de Trabajos de Integracién Curricular.
Es por esto que en los ultimos afios nace la necesidad de buscar soluciones a la problematica, al
utilizar microorganismos nativos degradadores adaptados a las condiciones ambientales a fin de

remediar la contaminacion del suelo con hidrocarburos totales de petr6leo. (Schroeder et al., 1999,
pag. 162).

1.4 Pregunta

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

hidrocarburos totales de petrdleo?



CAPITULO II

2. MARCO TEORICO

2.1 Referencias teoricas

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 generacidn de la vida (Chitiva, 2021, pag. 7), cOmpuesto a partir
de una mezcla de materia organica, minerales y nutrientes apto para sostener el crecimiento de
los organismos, formando un sistema estructurado, heterogéneo y fundamental e irremplazable
(Torres, 2019, pag. 19) que comprende desde la parte superficial de la corteza terrestre hasta diferentes
niveles de profundidad (Pari y Yacolca, 2019, pag. 12).

2.1.1.1 Importancia del suelo

Su importancia radica en que es este el habitat de los seres humanos, animales y plantas, razén
por la cual es unos de los ecosistemas mas complejos y biodiversos de la tierra (Obispo y Ramos,
2019, pag. 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 dificil
restauracién es indispensable en el desarrollo de ciclos biogeoquimicos, que permiten la

realizacion de las funciones para la naturaleza, sociedad y economia (Ruiz, 2019, pag. 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 caracteristicas fisicas (Acufia et al., 2009, pag. 73). Esta propiedad define los
porcentajes de material mineral: arena, limo y arcilla que conforman el suelo (Vera, 2016, pag. 7),
teniendo la arena particulas méas gruesas (2 - 0.05 mm), seguido del limo (0.05 — 0.002mm) y
finalmente la arcilla (menores a 0.002mm) (Gémez, 2012, pags. 28-29). Moldeando su porosidad y la
solubilidad de las sustancias al movilizarse por el suelo, lo que influye en las condiciones de
interaccion con agentes externos (Nifio, 2023, pag. 31). En la Tabla 2-1 se muestra la clasificacion de

los suelos de acuerdo con la relacion arena-limo-arcilla.



Tabla 2-1: Clasificacion de la textura del suelo

Arenoso 90-5-5
Arenoso franco 80-15-5
Livianos Franco arenoso 65-25-10
Franco 40-40-20
Franco limoso 20-65-15
Medios Franco arcilloso arenoso 35-35-30
Franco arcilloso 35-30-35
Franco arcillo limoso 10-35-55
Limoso 10-85-5
Pesados Arcillo arenoso 55-5-40
Arcillo limoso 5-50-45
Arcilloso 10-20-60

Fuente: (Mendoza y Pazo, 2021, pags. 11-12)
Realizado por: Mala C. y Quingatufia L., 2024

2.1.2 Contaminacion del suelo

La contaminacion del suelo se produce, por ejemplo, cuando sustancias toxicas ingresan al medio
ambiente en concentraciones que superan su capacidad natural de purificarse a si mismo, lo que
altera sus condiciones fisicas, quimicas y bioldgicas (FAO, 2021, pags. 3-5). Existen dos categorias
principales de acciones de contaminacion del suelo: naturales y causadas por actividades

humanas.

Las actividades humanas, como la deposicion de residuos y los vertidos o derrames industriales,
pueden tener un impacto negativo en la calidad del suelo (Fernandez, 2009, pag. 54). La presencia de
contaminantes como el petréleo en el suelo puede ser un riesgo para la salud humana y el
ecosistema. En algunos casos, la contaminacién no solo provoca problemas de toxicidad, sino que

también puede ocasionar grandes riesgos de explosiones e incendios (Nustez, 2012, pag. 10).

2.1.2.1 Los contaminantes

Se consideran contaminantes todo tipo de sustancia o energia 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 contaminacion
puntual causada por diversos sucesos 0 por un evento concreto dentro de un lugar especifico,
donde se pueden identificar facilmente su origen y similitud (Salas, 2023, pags. 18-19) Yy la
contaminacion difusa, que no tiene una Unica fuente identificable, sino que puede provenir de

multiples fuentes de contaminacion (Bienes y Marques, 2017, pags. 1-4).

Los contaminantes estan presentes en concentraciones mayores a las habituales en los recursos
naturales, ademas tienen origen geoldgicos y antropogénicos. Los de tipo geoldgicos proceden de
la roca madre en la que se forma el suelo como actividades volcénicas, mientras que los
antropogénicos provienen de las actividades humanas los mismos que produce desechos
peligrosos (Galan y Romero, 2008, pags. 48-60).

— Tipos de contaminantes

Desde la perspectiva del estado de agregacion de la sustancia, los contaminantes pueden ser
gaseosos, liquidos o solidos. Sus fuentes principales son la acumulacion de basura residual de la
industria y el sector residencial, los desechos de la construccion y la mineria, el derrame de
hidrocarburos, la agricultura y la ganaderia (Herandez, et al., 2006, pags. 463-469), asi como la
actividad militar. Los contaminantes gaseosos del suelo se deben mayormente a procesos

quimicos y bioldgicos relacionados con la degradacion de los residuos antes descritos (CEPLAN
2023, pags. 24-27).

Los contaminantes liquidos provienen directamente del vertimiento de sustancias como los
derivados del petréleo (gasolina, diésel, aceites). Estos, junto con otros tipos de residuos mineros,
industriales y de la construccion y de herbicidas, fungicidas y abonos quimicos, se disuelven
parcialmente en agua. Las inundaciones y la infiltracion son agentes que propagan la

contaminacion al manto freatico y grandes extensiones de terrenos aguas abajo (Martinez y Lépez,
2001, pag. 4).

En particular el vertimiento accidental o intencionado de petréleo crudo y sus derivados son
contaminantes liquidos 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
duracion, en la calidad del suelo (Morales et al., 2019, pag. 2) (Gonzélez et al., 2021, pags. 1-9) Y mediante
los escurrimientos y la infiltracion, contaminan grandes extensiones aguas abajo y el manto

fredtico.



Muchas de las fuentes antes descritas, al recombinarse quimicamente con otras sustancias
presentes en los contaminantes, o en el suelo, generan desechos sélidos. En particular los
hidrocarburos tienen un alto impacto en la calidad del suelo, al alterar directamente sus

propiedades fundamentales: textura, pH, conductividad térmica, humectacion (Mejia, 2010, pag. 25).

Otro criterio de clasificacion los contaminantes es su haturaleza, desde esta perspectiva se ordenan
de acuerdo con su origen inorgénico, organico y biolégico como se observa en la Tabla 2-2
(Hernandez, 1999, pags. 1-6).

Tabla 2-2: Tipos de contaminantes

Compuestos inorganicos Metales (plomo), y minerales no metalicos.

Microorganismos (contaminacién con huevos

Contaminantes bioldgicos de geohelmintiasis).

Volatiles y persistentes (Hidrocarburos
Compuestos organicos Totales de Petréleo)

Fuente: (Fernandez, 2009, pag. 54)
Realizado por: Mala C. y Quingatufia L., 2024

- Compuestos inorganicos

En general se consideran sustancias inorganicas a aquellas que en su composicién quimica no
figura el carbono. Ellos se presentan como minerales, 6xidos, sales, &cidos, entre otros. En la
industria quimica se utilizan como materias primas y la fabricacion de otras. Son ampliamente
utilizados en la industria electrénica, en la elaboracion de baterias recargables, en la medicina 'y
la farmacia, entre las mas recurrentes (Carey y Giuliano, 2014, pags. 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 construccion, con si incidencia en la flora y los animales por ingesta de follaje
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0 aguas contaminadas (Bienes y Marques, 2017, pags. 1-4). Las plantas y microorganismos rizosféricos
tienen la capacidad de absorber, al nutrirse, también esas sustancias nocivas, incorporandolas a
sus organismos, incluyendo sus frutos y otras partes comerciables. Esto ocurre tanto para

contaminantes organicos e inorganicos.

- Contaminantes biol6gicos

Dentro de este concepto se incluyen los virus, hongos, bacterias, parasitos, acaros, todo tipo de
insectos trasmisores de enfermedades, el polen, entre otros. En general se deben a descomposicion
de elementos debido a la actividad de los organismos, afectando a los seres vivos, a los que incluso

puede provocar la muerte (Hernandez, 1999, pags. 1-6).

El suelo es un medio favorable para la proliferacion de contaminantes biolégicos. Segln
Hernandez Calleja, Ana. (1999) supervivencia, reproduccion y dispersion 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 proliferacién, aunque los mohos y levaduras se
procrean bien en lugares a bajas temperaturas. Por su parte hongos, bacterias y acaros del polvo

doméstico se desarrollan mejor en ambientes himedos (Hernandez, 1999, pégs. 1-6).

- Compuestos organicos

Los contaminantes organicos poseen la particularidad de que en su composicion contienen
carbono formando diferentes tipos o cadenas de enlace con otros &tomos de carbono o con atomos
de hidrégeno. En esos compuestos entran frecuentemente en su composicion otras sustancias.
Pueden ser de origen natural o sintetizados en la industria (Carey y Giuliano, 2014, pags. 80-90). Entre

los contaminantes organicos de mayor impacto en la actualidad estan los hidrocarburos.

Como sefiala Johana Velasquez (2017) los hidrocarburos son una de las principales fuentes de
contaminacion del suelo, no precisamente por la liberacion de gases contaminantes durante su
combustion, sino por derramamientos casuales o intencionados, sin embargo, al estar formados
solo por atomos de carbono e hidrégeno son proclives a la biodegradacion, particularmente en los
suelos, lo que facilita la implementacién de acciones para su descontaminacion por derrames de

hidrocarburos (Velasquez, 2017, pag. 156).

Especificamente los hidrocarburos de petréleo, al ser derramados en el suelo tienen efectos
negativos en el crecimiento de las plantas, pues generan sustancias toxicas que son absorbidas por

estas en su proceso de alimentacion y fotosintesis (Cavazos et al., 2014, pags. 539-550.). Estudios como
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los de Martinez, Victor & Lopez, Felipe (2001) muestran que la contaminacién 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 particulas del suelo (arena, limo y
arcilla) cuando la concentracion de contaminantes como gasolina y diésel son altos, provocando
una disminucion en el contenido arcilloso y elevando el arenoso ( Martinez & Lépez, 2001, pags. 9-12).
Se ha podido determinar el impacto negativo de los hidrocarburos del petréleo en el contenido de
materia organica del suelo, la incidencia fluctuante en la conductividad eléctrica del suelo y una

leve influencia en su pH ( Martinez y Lépez, 2001, pags. 9-12).

e Hidrocarburos totales de petréleo

Se emplea la expresién TPHs para referirse a una combinacion compleja de hidrocarburos que se
derivan principalmente del petréleo. Estos compuestos son considerados como contaminantes
organicos persistentes cuando se encuentran en el entorno terrestre (Alava y Rugel, 2021, pag. 20). En
la Tierra, el conglomerado mas complicado de sustancias organicas es el petréleo crudo, en el que
se han identificado méas de 17 000 compuestos diferentes, aunque preponderan los hidrocarburos,
oscilando entre un 50 y un 98 % de esa mezcla (Cavazos et al., 2014, pags. 539-550.), por esa razon
varian en peso molecular desde el gas metano hasta los altos pesos moleculares de alquitranes y
bitimenes. Estas sustancias estdn compuestas principalmente por compuestos con diferentes
niveles de solubilidad y volatilidad debido a que estan formadas Unicamente por atomos de

carbono e hidrégeno, son compuestos organicos susceptibles a la biodegradacion (velasquez, 2017,
pag. 156).

e Tipos de hidrocarburos

Aunque cada una de estas sustancias tienen su propia estructura especifica, que condiciona la
existencia de un gran abanico de formas y estructuras moleculares, ellas pueden congregarse en

tres grupos: Alcanos, los naftenos y aromaéticos.

Los alcanos se caracterizan por un alto grado de saturacién y estan compuestos solo de carbono e
hidrogeno, entre ellos estan el metano, el heptano, el hexano y el butano. Los naftenos, también
Ilamados cicloparafinos, son sustancia que los &tomos de carbono forman estructuras ciclicas en
forma de anillos (Carey y Giuliano, 2014, pags. 80-90). Ellos estan presentes en la gasolina
proporcionando la posibilidad de usarlos a bajas temperaturas y confieren buenas caracteristicas

de viscosidad para la elaboracién de lubricantes (Cruz y Licango, 2021, pags. 1-6).
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Los hidrocarburos aromaticos se producen no solo durante la combustion incompleta del carbén,
pues también se generan al quemar basura, el tabaco y preparar carnes a la parrilla, no obstante,
sus fuentes de mayor importancia son el alquitran proveniente de la hulla y el petréleo. Los dos
grupos principales de hidrocarburos aromaéticos son los monociclicos, que incluyen el benceno,
tolueno y xileno (BTEX), y los hidrocarburos policiclicos (HAPs), como el naftaleno, antraceno

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

Como es sabido, los hidrocarburos han tenido y tienen un papel esencial en el desarrollo humano,
no obstantes, tanto el petroleo crudo como sus derivados: combustibles, parafinas, aceites, entre
otros, afectan de modo dréstico la superficie del suelo, proceso en el que se corre el riesgo de que
sean movilizados hacia capas mas profundas Ilegando hasta el agua subterranea. Una vez en esta,
debido a la escorrentia dichos contaminantes pueden afectar grandes zonas con una lata afectacion

al medio ambiente (Velasquez, 2017, pag. 156).

2.1.3 Técnicas de tratamientos del suelo

Un proceso tecnol6gico de tratamiento se refiere a cualquier accion individual o secuencia de
acciones que modifica la composicién de una sustancia dafiina o contaminante mediante procesos
quimicos, fisicos o bioldgicos, con el objetivo de disminuir la toxicidad, movilidad o volumen del
material contaminado (Volke y Velasco, 2002, pags. 27-51). Como se muestra en la Tabla 2-3, existen
diversos métodos como los fisicoquimicos que se utilizan para recuperar suelos afectados por
contaminantes como son la extraccién con vapor, lavado de suelos, solidificacion y estabilizacion,
desorcion térmica, separacion electrocinética, incineracién, neutralizacion, extraccién con
solventes, oxido reduccion y deshalogenacion quimica. Aunque estos métodos son eficaces para
eliminar los contaminantes del suelo, en su mayoria son soluciones temporales o trasladan la
problematica a otros medios (Kopytko et al., 2009, pags. 35-46). La biorremediacion se perfila como el
Unico tratamiento de recuperacion de suelos, ya que transforma a los contaminantes en sustancias

inoculas para el ambiente, también es eficiente y econdémica (Morales et al. 2019. pag. 2).
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Tabla 2-3: Clasificacion de los tratamientos de remediacion

Tratamientos in situ

o Bioventeo
o Bioestimulacién
o Bioaumentacion
Tratamientos biol6gicos o Biolabranza
(biorremediacién) o Fitorremediacion

Tratamientos ex situ

o Biorremediacion en fase sdlida (composteo)
o Biorremediacion en fase de lodos

(biorreactores)

o Remediacion electrocinética
o Lavado de suelos
Tratamientos de remediacion o Extraccion por solvente
fisicoquimicos o Inundacion de suelos
o Extraccion de vapores
o Solidificacion

o Estabilizacion

o Desorcion térmica

Tratamientos de remediacion o Incineracion
térmicas o Vitrificacion
o Pirolisis

Fuente: (Volke y Velasco, 2002, pags. 27-51)
Realizado por: Mala C. y Quingatufia L., 2024
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2.1.3.1 Tratamientos bioldgicos (biorremediacion)

Los contaminantes llamados no degradables en realidad son compuestos que se descomponen de
modo muy lento, por lo que se requiere para su desaparicion del medio ambiente largos tiempos.
La biorremediacion es un catalizador de ese proceso que consiste en el empleo de seres vivos para
reducir o transformar contaminantes que normalmente serian perjudiciales para un sistema (Lépez,

2019, pag. 1).

La eliminacién de sustancias toxicas, como los hidrocarburos de petrdleo en el suelo, se basa en
la habilidad de degradacién del petréleo por parte de los microorganismos presentes, como
bacterias, plantas, hongos y protistas (Hung et al., 2008, pags. 1-3). Se puede potenciar la
biorremediacién utilizando productos comerciales, asi como nutrientes o nitrogeno para ayudar
en este tratamiento (Naeth et al., 2024, pag. 337). La biorremediacion de suelos se puede dividir en dos
estrategias: in situ y ex situ. La biorremediacion in situ se refiere al tratamiento bioldgico de
suelos contaminados sin excavar antes del tratamiento. Por otro lado, la biorremediacién 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 (Nustez, 2012, pag. 10). Entre los tipos de
biorremediacién encontramos la fitorremediacién, la bioaumentacion, bioestimulacion,

bioaireacion, biolabranza, compostaje, biorreactores, entre otros.

— Bioaumentacion

Es una técnica de biorremediacion el cual se basa en la adicion controlada de microorganismos
degradadores autdctonos o ajenos al sitio contaminado, para degradar los compuestos o
transformarlos a otros menos tdxicos, de esta manera acelerar el tiempo de degradacion (Pino et al.,
2012, pags. 101-108). Esta técnica se ha utilizado con buenos resultados para la recuperacion del
suelo, no obstante, el referido proceso depende de parametros especificos del tipo de suelo tales

como pH, granulacién, disponibilidad de nutrientes y tipos de contaminantes (Pino et al., 2012, pags.
101-108).

En ese sentido, existen diferentes técnicas de recuento para determinar el nimero de organismos,
incluyendo los métodos directos como la determinacion del peso seco y la determinacién de
nitrégeno total, también métodos indirectos como métodos Opticos de turbidimetria y escala

McFarland (Rojas, 2011, pags. 42-43).

14



Los estandares McFarland se utiliza para conocer el nimero aproximado de bacterias en
suspensiones liquidas o en medios de cultivos y sirve para comparar la turbidez de las
suspensiones con el estandar establecido, existen diferentes concentraciones en soluciones (Vega,

2021, p4g.17), COMO se observa en la Tabla 2-4.

Tabla 2-4: Concentraciones aproximada de bacterias en suspension

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, pag. 79)
Realizado por: Mala C. y Quingatufia L., 2024

2.1.3.2 Tratamientos de remediacion fisicoquimicos

La remediacion fisicoquimica, como su nombre lo indica es una maniobra que se utiliza para
enfrentar la contaminacion de suelos que, al igual que la Bioaumentacion, requiere de la
evaluacion de diferentes métodos disponibles, en dependencia de las cualidades de la zona a
aplicar y el tipo de contaminante (Morales et al., 2019, pag. 2). En ese sentido las técnicas basadas en
métodos fisicos y quimicos pueden facilitar la reduccion del contenido de hidrocarburos en el
suelo. En este tipo de tratamiento de remediacion se usa las propiedades fisicas y las quimicas de
los contaminantes, o hasta del medio contaminado para eliminar, contener y separa la

contaminacion. Ademas, es costoso (Volke y Velasco, 2002, pags. 27-51).
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En este tipo de tratamiento se basa en las propiedades fisicas y las quimicas de los contaminantes
y requiere ademas de la delimitacion de las caracteristicas del medio contaminado para eliminar,
contener y separa la contaminacidn, no obstante, es un procedimiento costoso (Volke y Velasco, 2002,
pags. 27-51). Por ejemplo, la utilizacion de oxidantes fuertes en suelos contaminados es una

alternativa que ha mostrado ser efectiva.

2.1.3.3 Tratamientos de remediacién térmicas

Este tipo de tratamientos de remediacion, se usa calor para aumentar la volatilizacién que viene
siendo la separacién, quemar, descomponer y fundir los contaminantes presentes en el suelo.
Ademas, comparados con los otros dos tipos de tratamiento este es el mas costoso (Volke y Velasco,
2002, pags. 27-51). Se basa en la evaporacion fisica del contaminante mediante su calentamiento

hasta el punto de ebullicién.

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 enfria para su eliminacién o reutilizacion en otro
lugar (Mata, 2010, pags. 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 metabdlica contribuyen a la oxidacion,
degradacion, transformacién y completa mineralizacion de estos los contaminantes
hidrocarburiferos (vera, 2016, pag. 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,
pag. 87).

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

Candid Aspergillus Acinetobacter
Cryp-tococcus Candida Arthobacter
Corollospora Aeromonas
Yarrowiabv - .
Dendryphiella Alcaligenes
Fusarium Agrobacterium
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Hansenula Bacillus
Meyerozyma
Rhodotorula Lulworthia Cicrobacter
Mortierella Enterobacter
_ _ Phialophora Erwinia
Wickerhamia Penicillium Flavobacterium
Rho-dosporidium Rhodotorula Listonella
Sporobolomyces Pseudomonas
o Trichoderma Rhodococcus
Pichia Variscosporina Vibrio

Fuente: (Cando, 2011, pag. 87; Ramon, 2019, pags. 8-9)
Realizado por: Mala C. y Quingatufia 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 &mbito de la microrremediacion. Su principal fuente de
carbono y energia proviene de los azucares, en condiciones anaerdbicas adquieren energia por
medio de la fermentacidn, al estar en presencia de oxigeno utilizan la respiracion aerobia como
balance energético (Delgado, 2020, pag. 6; Padilla et al., 2021, pag. 178). Algunas levaduras pertenecientes
al filo Ascomycota y Basidiomycota han sido aisladas de lugares contaminados con
hidrocarburos, proponiéndose la especie Candida tropicalis para la remediacion de suelos con

petréleo (Chaires et al., 2018, pag. 41; Padilla et al., 2021, pag. 178).

2.1.4.2 Hongos

Son microorganismos eucariontes con paredes celulares rigidas, su proliferacion se da por medio
esporas a modo de reproduccién, dichas esporas resisten el calor, la congelacién y a algunas
reacciones quimicas, por lo que su presencia en el ambiente es amplia (Ishanoglu, 2010, pags. 2-3). La
aplicacién de hongos en la biorremediacion representa una ventaja por su rapida adaptacion a

ambientes contaminados metabolizando metales pesado e hidrocarburos (Gémez et al., 2017, pag. 54;
Trujillo et al., 2015, pag. 1).

2.1.4.3 Bacterias

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

sustancia orgénica. Su actividad puede ocurrir en presencia de oxigeno, lo que se conoce como
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metabolismo aerdbico, 0 en ausencia total de oxigeno, lo que se conoce como metabolismo
anaerdbico (Fabelo, 2017, pag. 55). Aquellas que crecen en presencia de hidrocarburos elaboran
sustancias llamadas biosurfactantes que solubilizan compuestos no polares, como los contenidos

en el petréleo (Garcia et al., 2019, pag. 188).

2.1.5 Métodos para la identificacion de bacterias

La taxonomia bacteriana busca establecer sistemas que faciliten la clasificacion de las bacterias.
Dentro de la clasificacion taxondmica, se emplean categorias y definiciones clave, siendo las mas
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 especifico de una especie) (Lopez et al.,
2015, pags. 28-34).

Las especies bacterianas se componen de grupos de cepas, también conocidos como clones, que
comparten numerosas caracteristicas comunes y presentan notables diferencias respecto a otras
especies, las taxoespecies exhiben una marcada similitud fenotipica, mientras que las especies
genémicas comparten un alto porcentaje en las bases de su ADN, ademas estas especies
genotipicas muestran una gran homologia en las secuencias de sus genes (Gobernado y Lépez, 2003,
pags. 56-59).

Para la identificacion de bacterias existen métodos convencionales que se centran en sus
caracteristicas fenotipicas debido a que su ejecucion y costo los hacen méas accesibles, este tipo
de pruebas se basan en las observables caracteristicas de las bacterias, como su morfologia,
comportamiento en medios de cultivos, propiedades bioquimicas, fisioldgicas, nutricionales y
molecular. Es importante destacar que estos métodos pueden llevar a una identificacion no
precisa, ya que no todas las cepas de una misma especie presentan una caracteristica especifica.
Por esta razén, se utilizan métodos genotipicos (pruebas moleculares) basadas en la secuencia del

ARN ribosémico (ARNr) para lograr una identificacion precisa de la especie bacteriana (Bou et
al., 2011, pags. 601-608).

e Morfologia

Los caracteres fenotipicos se obtienen a partir de la observacion de la morfologia bacteriana
(tamafio, apariencia, esporas, flagelos, tipo de tincién) y del aspecto en los medios de cultivo
(morfologia, margenes, elevacion, textura, opacidad, pigmentacion) (Gobernado y Lépez, 2003, péags.
56-59). Las tinciones microbioldgicas permiten la observacion de microorganismos segin su
capacidad para retener o no colorantes, la tincion de Gram posibilita diferencias taxonémicas al

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

tincién. Ademas, permite diferenciar su morfologia y forma de agruparse (Lépez et al., 2015, pags. 28-
34; Gobernado y Lépez, 2003, pags. 56-59).
e Bioquimicas

Las pruebas bioquimicas pueden clasificarse en rapidas y sencillas, asi como lentas y complejas.
Entre las rapidas y sencillas incluyen la deteccion de produccion de catalasa mediante perdxido
de hidrogeno (H:0.), solubilidad en bilis (desoxicolato de sodio), plasmocoagulasa en porta,

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

Las pruebas de catalasa y oxidasa son ampliamente utilizadas para la identificacion bacteriana
debido a su rapida interpretacién (Bou et al., 2011, pags. 601-608). La prueba de catalasa detecta la
presencia de la enzima catalasa y estd presente en microorganismos aerobicos y anaerdébicos
facultativos. Su funcién es descomponer H,O,, un subproducto de la oxidacion de azUcares, ya
gue su acumulacion puede resultar téxica para las células (Ramirez et al., 2018, pag. 67). Por otro lado,
la prueba de oxidasa identifica microorganismos con citocromooxidasa en su cadena respiratoria,
clasificandolos como oxidasa positivos, estos pueden ser aerobios o anaerobios facultativos, para
esta prueba se utilizan colorantes reactivos, como el clorhidrato de p-fenilendiamina, que actGan
como aceptores de electrones en lugar de oxigeno este es inicialmente incoloro, se oxida en
presencia de citocromooxidasa y oxigeno atmosférico, generando un compuesto azul de
indofenol, esta prueba es especialmente Gtil para diferenciar las Pseudomonas y Neisserias

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

e Molecular

La secuencia del gen 16S rRNA se utiliza para la identificacién molecular de bacterias a nivel de
género, permitiendo también clasificar cepas a nivel de especie y subespecie, las longitudes de
estas secuencias varian entre 500 y 1 550 pares de bases (pb), lo que posibilita su utilizacién para
secuenciacion y comparacién en bases de datos. Sin embargo, es importante destacar que
ocasionalmente puede haber excepciones en la utilidad de la secuenciacion del gen ARNr 16S,
especialmente cuando se trata de especies conocidas que tienen las mismas secuencias 0 muy

similares (Clarridge, 2004. pags. 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 (Ldpez et al., 2015, pags. 28-34).

2.1.6 Pseudomonas

Las Pseudomonas son bacterias aerébicas, gram negativas, perteneciente a la subclase
Proteobacterias gamma, cuya motilidad se da por flagelos polares (Paz et al., 2019, pag. 180). Este
género se caracteriza por su gran versatilidad metabdlica, ademas de su buena adaptabilidad a
distintos medios, como suelo, agua y alimento (Garcia et al., 2021, p4g. 10). Las Pseudomonas
producen biosurfactantes involucrados en procesos de remocion de aceites y productos similares,
estos a su vez ayudan a la generacién de enzimas degradadoras de hidrocarburos (Benavides et al.,

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

Tabla 2-6: Clasificacion de la familia Pseudomonadacae

Grupo | de rRNA

Grupo flurescente

Grupo I11 de rRNA
Grupo Acidovorans
Pseudomonas aeruginosa Comamonans acidovorans
Pseudomonas fluorscens Comamonans terrigena

Pseudomonas putida Comamonans testosterona

Grupo Stutzeri
Pseudomonas stutzeri
Pseudomonas mendocina
Grupo Alcaligenes
Pseudomonas alcaligenes

Pseudomonas pseudoalcaligenes

Grupo Il de rRNA
Grupo Pseudomallei
Burkholderia mallei
Burkholderia pseudomallei
Burkholderia cepacia
Burkholderia gradioli

Burkholderia pickettii

Fuente: (Guzman Pérez, 2017, pag. 11)

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

Grupo Facilis-delafieldii
Acidovorax delafieldii
Acidovorax facilis
Acidovorax temperans
Grupo 1V de rRNA
Grupo Diminuta
Brevundimonas diminuta
Brevundimonas vesicularis
Grupo V de rRNa

Stenotrophomonas maltophilia

Homologia de &cido nucleicos desconocidas

Chryseomonas luteola
Flavomonas orizyhabitans
Sphingomonas paucimobilis
Shewanella putrefaciens

20



2.1.6.1 Pseudomona aeruginosa
Es un bacilo gram negativo aerobio, de facil adaptacion a distintos ambientes, tolera condiciones
bajas de oxigeno, 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 petréleo (Cevallos
y Garcia, 2018, pag. 14; Ochoa et al., 2013, pag. 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 flagelacion polar; Su
metabolismo es versatil acondicionandose 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, pég. 18).

2.1.7 Analisis fisicos-quimicos del suelo

La introduccion intencionada o fortuita de hidrocarburos en el suelo provoca procesos fisicos,
quimicos y biolégicos que generalmente impactan de modo negativo en la calidad del suelo y
consecuentemente de las aguas subterraneas, entre esos procesos destacan la disolucién, la
evaporacion provocadas principalmente por las precipitaciones o el calentamiento diurno y la
biodegradacion bioldgica. Estos procesos conducen a una redistribucién de los contaminantes con
ponderacidn de la degradacién microbiana catalizada por bacterias, algas, hongos y levaduras, el

proceso de mas importante que interviene en la eliminacion total o parcial de los contaminantes
(Pizarro, 2021, pag. 16; Alava y Rugel, 2021, pag. 20).

En ese sentido es fundamental la eleccion de métodos apropiados, que dependen de las funciones,
propiedades o caracteristicas principales a ser evaluadas (Pino et al., 2012, pags. 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 biorremediacion a utilizar ya que influyen en la biodegradacién de compuestos. Su
influencia estd relacionada con la cantidad de sales presentes en el suelo, las que son
indispensables en la nutricion de las plantas, no obstante, un exceso de ellas inhibe ese proceso.
De ahi que los suelos contaminados con hidrocarburos afecten de modo importante la calidad del
suelo, el procedimiento principal para su medicion es la determinacion de la cantidad de cationes

0 aniones disueltos en el suelo (Caicedo et al., 2021, pégs. 1-8).
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La temperatura y la humedad del suelo son factores importantes en la productividad del suelo, la
medicion de la temperatura suele realizarse de modo directo mediante un termémetro, que es
6ptima en el rango 18-25 °C a su vez es un factor importante en los procesos de bioremediacion,
mientras la humedad es la cantidad de agua contenida en suelo, la que depende de su estructura y

composicidn (Caicedo et al., 2021, pags. 1-8).

Los TPHs resultan perjudiciales para el suelo, es fuente de alimentos para las bacterias. Estas se
encuentran regidas por limites permisibles, los cuales estan establecidos en el Anexo 2 del
Acuerdo Ministerial 097 A, los valores correspondientes se detallan en la Tabla 2-7.

Tabla 2-7: Valores méximos permisibles de TPHs en suelo segln sus usos

Residencial Comercial Industrial ~ Agricola

TPHs mg/kg 230 620 620 150

Fuente:( Ministerio de Ambiente, Agua y Transicion Ecolégica, 2015, pags. 35-36 )
Realizado por: Mala C. y Quingatufia L., 2024
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CAPITULO Il

3. MARCO METODOLOGICO

3.1 Localizacion del estudio

La biorremediacion del suelo contaminado con TPHSs se llevé a cabo en la Provincia de Orellana

en la cuidad del Coca en el Laboratorio AQLAB ubicado en las siguientes coordenadas
0.465615°S 76.983408°W a una elevacion de 258 metros.
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llustracion 3-1: Mapa de ubicacion del estudio
Realizado por: Mala C. y Quingatufia L., 2024

3.2 Enfoque de la investigacion

El Trabajo de Integracion Curricular tiene como finalidad biorremediar suelo contaminado con
TPHs, para ello se realiz6 la bioaumentacion de dos especies de bacterias Pseudomonas, y se
determind la eficiencia de degradacion. Por lo tanto, el trabajo tiene dos enfoques: cualitativo y

cuantitativo. Es cualitativo porque se identifico las especies de bacterias nativas capaces de
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reducir estos compuestos, se realizd caracterizacion morfoldgica, bioquimica y molecular. Y el
enforque cuantitativo es la determinacion de densidad bacteriana y la concentracion de parametros
fisicogquimicos durante el proceso de biorremediacién que determinaron la reduccion del

hidrocarburo presente.

3.3 Alcance de la investigacién

El alcance de esta investigacion es evaluar la efectividad de la biorremediacion con bacterias
nativas, en 300 Kg de suelo contaminado. Para ello se identificaron las especies de bacterias
presentes haciendo uso de pruebas morfoldgica (tincion de Gram), bioquimica (oxidasa y
catalasa) y molecular (PCR). La bioaumentacion, se aplico en las especies identificadas P.
aeruginosa y la P. fluorescens debido a sus capacidades biodegradadoras, mediante el estandar
McFarland 0.5 aproximando una densidad bacteriana de 1X10® UFC/mL. El proceso de
bioerremediacion se llevo a cabo durante 45 dias, en los que se analizaron periédicamente el
crecimiento microbiano y los cambios en la concentracion del contaminante y finalmente
compararlos con los limites permisibles para uso de suelo con la normativa vigente. Los resultados
proporcionaron informacion 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 investigacion

Experimental: Se prob6 cudl de las bacterias aisladas del suelo contaminado es mas eficiente
removiendo TPHs.

Cualitativa: Se identificd las especies de bacterias en el suelo contaminado, comparando las
caracteristicas morfoldgicas, bioquimicas y moleculares de las Pseudomonas spp.

Cuantitativa: Se determind la densidad bacteriana y los parametros fisicoquimicos del suelo

como la concentracion de TPHSs, temperatura, humedad, pH y conductividad eléctrica.
3.5 Disefio de investigacion
La biorremediacion se realiz6 en 300 Kg de suelo contaminado con TPHSs, provenientes de los

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

determinaciones fisicoquimicas y densidad bacteriana en periodos de 0, 15, 30 y 45 dias.
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3.5.1 Disefio experimental

Se llevé a cabo un disefio 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
masificacion), 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 disefio experimental se presenta en la Tabla 3-1.

Tabla 3-1: Disefio completamente al azar

Testigo (A) Tratamiento 1 (B) Tratamiento 2 (C)
(1x108 UFC/mL) (1x108 UFC/mL)
Repeticién 1 (R1)  Repeticion 1 (T1R1) Repeticién 1 (T2R1)
Repeticiéon 2 (R2) Repeticion 2 (T1R2) Repeticién 2 (T2R2)
Repeticién 3 (R3) | Repeticion 3 (T1R3) Repeticién 3 (T2R3)

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

En cada unidad experimental se midieron las siguientes variables dependientes o variables de
respuesta: TPHs y densidad bacteriana. El analisis estadistico se realiz6 a un nivel de confianza
del 95 % (o =0,05) con el programa paquete estadistico para las ciencias sociales (SPSS). Se

efectud un Analisis de Varianza (ANOVA) de un factor en donde se probaron las hip6tesis.

HO: Todas las medias son iguales

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

Para decidir si se rechaza o no la hip6tesis nula (HO) se sigui6 la regla del valor p.

e Sivalor p <nivel de significancia (a), se rechaza HO

e Sivalor p > nivel de significancia (o), no se rechaza HO
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3.6  Materiales, instrumentos, reactivos, insumos y preparacion de medios de cultivos

En la investigacion se utilizé los siguientes materiales, instrumentos, reactivos en insumos de la

Tabla 3-2.

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

Materiales e instrumentos

Pipeta automética de 10 mL
Pipeta automaética 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 analitica

Desecador

Espatula

Tamiz de 10 mm

Mortero

Embudo

Membrana de filtracion
Mechero bunsen

Mechero de alcohol

Asa de platino

Varilla de agitacion

Cajas petri desechables estériles
Piza

Portaobjetos

Vaso de poliestireno
pH-metro

TermoOmetro digital de bolsillo
Conductimetro

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

26



e Autoclave

e Estufa
e Incubadora
Equipos e Refrigeradora

e Sistema de filtracion de membrana

e Léampara de UV

e Cabina de flujo laminar

e Microscopio dptico de campo claro

o Espectrofotometro ultra violeta
visible EFQ/014

e Agar cetrimida

e Alcohol cetona

e Agua de peptona

e Agua destilada

e Medio de cultivo Infusion Cerebro
Corazén (BHI)

e Aceite de inmersién

Reactivos o Cristal violeta
e Lugol al 1% de concentracion
e Safranina
e Peroxido de hidrégeno (H20;) al
30%
o Gilicerol
e Sulfato de sodio
e Silice gel
e Hexano

e Tiras reactivas de oxidasa
e Estandar McFarland de 0.5

INSUMOS e Leche descremada

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

3.6.1 Preparacion 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 prepar6 de acuerdo con el siguiente proceso:

1. Se afiade 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 °C.
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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 altimo, se almacena las cajas en una cabina de flujo laminar para mantener un

ambiente esterilizado.

3.6.1.2 Conservacion de cepas
Los 2 aislados (apartado 3.7.1.2) pasan a ser conservados mediante el método por congelacion, a

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

1. A5 tubos de ensayos de 10 mL, se afiaden 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 121°C.

3. Utilizando el asa esterilizada se recoge (3 veces) la colonia y se transfiere a los tubos
esterilizados que contenia la mezcla de agua, leche y glicerol.

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

et al., 2015, pags. 95-101).

3.7 Metodologia para el proceso de biorremediacion del suelo

3.7.1 Aislamiento de las bacterianas Pseudomonas spp. del suelo contaminado con TPHs
utilizando el método de agotamiento por estria para la identificacion de las especies.

Para la identificacion de las bacterias Pseudomonas: Primero se realiz6 la homogenizacion del
suelo, segundo se tomd una muestra compuesta utilizando el método sisteméatico de rejilla
rectangular, tercero la muestra se usé para el aislamiento bacteriano aplicando la técnica de
agotamiento por estrias, cuarto se determiné la presencia de bacterias del género Pseudomonas
en la muestra realizando pruebas morfolégica, bioquimica 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 colocd 10 g de la muestra de suelo, se homogenizé durante 1
minuto, obteniendo asi la solucién madre dilucién 1x10* UFC/mL (Nivel A). Luego se tomé 10
mL de la solucién madre y se afiadieron a un frasco que contenia 90 mL de agua de peptona,
agitandolo manualmente durante 1 minuto para obtener una dilucién de 1x102 UFC/mL (Nivel
B). De esta dilucidn se tomaron 10 mL vy se transfirieron a un frasco con 90 mL de agua de
peptona, repitiendo el proceso hasta obtener las diluciones de 1x10° UFC/mL (Nivel C, Dy E)

llustracién 3-2 (Mufioz, 2016, pags. 26-27). Una vez realizadas las diluciones se filtran en membranas
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de 0.45 um los niveles Cy E, se siembran por duplicado en cajas petri con agar cetrimida (apartado

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

e,
Dilucién Muestra madre
1x100 | 10g de suelo + 90 ml de agua de peptona

Ry

Dilucion
1x107

\_ﬁ_‘___._,,/'

\‘H“"‘x\

R1

1x107

—

Dilucion
1x104

_
Nivel E Rl
[Rge s /
Dilucion
105 | T~

b

llustracion 3-2: Método para la siembra de bacterias

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

3.7.1.2 Técnica de aislamiento por agotamiento por estria

Luego de 48 horas de incubacion (apartado 3.7.1.1), se usé una lampara de luz ultra violeta para
observar las cepas, con el fin de seleccionar las 2 colonias mas 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 estrias en tres fases como se observa en la llustracion 3- 3.
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Continua En dos fases

En tres fases En cuatro fases

llustracion 3-3: Técnica de agotamiento por

estrias por fases
Fuente: (Sanz, 2011, pags. 20-21)

El procedimiento de la técnica de agotamiento de estria se describe a continuacion:

Se esterilizo el asa de transferencia en un mechero hasta que estuvo al rojo vivo.
Después de dejarla enfriar, se tomé un indculo de la muestra (apartado 3.7.1.1).

El indculo se transfirid a un area pequefia del agar cetrimida en la caja de petri, cerca del
borde.

Tras esterilizar nuevamente el asa y dejarla enfriar, se tomé el in6culo obtenido rozando
el asa de siembra con las estrias sembradas la primera vez y se realizaron una segunda
serie de estrias en una porcion virgen de la caja que no tocara la primera serie.

Se repite exactamente el proceso del punto 4.

Para finalizar se colocaron en la incubadora a una temperatura de 35°C durante 48 horas
(Sanz, 2011, pags. 20-21).

Luego de las 48 horas a las colonias aisladas se realizan las pruebas morfoldgicas,
bioguimicas y moleculares (apartado 3.7.1.3).

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

mediante el método por congelacion (apartado 3.6.1.2).
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3.7.1.3 Identificacién de las bacterias del género Pseudomonas

A las 2 placas aisladas (apartado 3.7.1.2.) se le realizaron pruebas: morfoldgica (tincién Gram),
bioquimica (oxidasa y catalasa) y molecular (PCR), para la identificacion de las bacterias del
género de Pseudomonas.

— Caracterizacion morfolégica

Se realizo la tincion de Gram, para determinar si la coloracion de los aislados (entre
rosado y rojizo) pertenecen a las bacterias Gram negativas. Ademas, se observé en
un microscopio con un aumento de 100X. su forma (bacilo) y agrupacion (no tiende
a agruparse) rasgos distintivos del género Pseudomonas. (Reynoso a at., 2024, pags. 241-

242). A continuacién, los pasos realizados para la tincion de Gram:

1. Se inici6 colocando 0.05 mL de agua destilada en el portaobjetos.

2. Conun asa estéril se tom6 una muestra de las colonias incubadas durante 48 horas
y se homogeniz6 la muestra con el agua destilada del portaobjetos.

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

4. Se aplico 0.1 mL de cristal violeta dejando reposar durante 1 minuto, luego se
enjuagd con agua destilada.

5. Se afiadié 0.05 mL de Lugol, se esperd por 1 minuto y se enjuagd con agua
destilada.

6. Seafadi6 0.1 mL de alcohol cetona esperando unos 30 segundos y se procedi6 a
enjuagar.

7. Seaplicd 0.1 mL de safranina, se esper6 por 30 segundos, se enjuago, finalmente

se dejé secar cerca del mechero (Cevallos y Garcia, 2018, pag. 27).

— Pruebas bioguimicas
Las pruebas bioquimicas como la oxidasa (coloracién azul/purpura) y catalasa (burbujeo)

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

se detallan los procedimientos para su aplicacion.
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— Oxidasa

Se coloco la tira reactiva en la caja petri.
Se humedecio la tira con agua de peptona.

Con un asa estéril se tom6 una muestra del aislado y se colocd en la tira.

M 0w e

El tiempo de respuesta serd de 10 a 20 segundos, la presencia de un color azul
oscuro nos indicard que la prueba resulté positiva y la ausencia de color un

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

— Catalasa

1. Con la ayuda del asa esterilizada se recogi6 una colonia del aislado y se coloco
sobre la caja petri.

2. Se agreg6 una gota de peroxido de hidrogeno sobre la colonia recogida.

3. Se observé la reaccion durante 1 minuto aproximadamente, la formacién de
burbujas nos da un resultado positivo y por el contrario la ausencia un resultado

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

—  Prueba molecular

Para la prueba molecular se enviaron los 2 aislados al laboratorio especializado
(IDGEN). Se aplico el método molecular Barcoding, con la finalidad de comprobar
los hallazgos de las pruebas morfoldgicas y bioguimicas, para conocer las especies

de las bacterias Pseudomonas (Anexo C).

3.7.2 Incrementacion de poblaciéon de Pseudomonas spp. mediante una concentracion de
escala McFarland 0.5, determinando el comportamiento de la densidad bacteriana en

el proceso de biorremediacion.

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 bioaumentacion se
procede a activar las cepas conservadas, luego se realizé la escala McFarland 0.5 adquiriendo una
densidad bacteriana de 1X 10® UFC/mL, ademas se construyé 9 cajoneras (unidades
experimentales) en las que se dispuso 33.33 Kg de suelo y se dividié en 3 tratamientos con 3
réplicas (Tabla 3-1). Finalmente se inoculé las bacterias en los tratamientos. Para controlar la

densidad bacteriana se llevd a cabo el recuento de las colonias durante el proceso de
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biorremediacién a continuacion se detallan los procedimientos implementados en la

bioaumentacion.

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

realizar la bioaumentacion, el procedimiento de activacion se detalla a continuacion.

1. En un frasco autoclavable que contiene 1 000 mL de agua destilada, se agreg6 37 g de
medio de cultivo BHI.

2. Se llevo al autoclave durante 15 minutos a una temperatura de 121°C.

3. Posteriormente se ubico en la cdmara de flujo laminar para mantenerlo en un ambiente
esterilizado, hasta que esté completamente frio.

4. Con el asa (esterilizada) se recolect6 una colonia de las cepas conservadas (3.6.1.2), se
coloc6 en el medio de cultivo.

5. Finalmente, se incub6 durante 48 horas a una temperatura de 35°C (Jiménez, 2018, pag. 29).

3.7.2.2 Preparacion del estdndar McFarland 0.5
Esta turbidez estandar de 0.5 se la prepar6 para compararla con la bioaumentacion realizada de

1X10® UFC/mL a continuacion, se detalla su procedimiento.

1. Enun tubo de ensayo con capacidad de 10 mL, se afiadi6 0.5 mL de la solucion de cloruro
de bario di-hidratado més 9,5 mL de &cido sulfurico.

2. Para la comprobacion de la exactitud de la densidad de la turbidez, se realiz6 mediante
un espectrofotémetro 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. Sesell6 el tubo con parafilm para evitar la evaporacion.

4. Se procedid a guardar en la oscuridad a una temperatura ambiente de 22 a 25 °C.

5. Antes de utilizar el tubo se debe agitar en el virtex de manera que esté bien homogenizado
(Barrera, 2017, pag. 27).
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llustracién 3-4: Estandar McFarland de 0.5
Fuente: (Tankeshwa, 2016, pags. 3-4)

3.7.2.3 Preparacion e inoculacion de la suspension bacteriana de 1x10® UFC/mL

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

suelo acorde a la Tabla 3-1. La preparacion de la suspension bacteriana se describe a continuacion.

1. Utilizando el asa esterilizada se obtuvo una muestra de cada cepa activada (3.7.2.1), esta
se colocé en 2 frascos que contenian 500 mL del medio de cultivo BHI (Identificar el
frasco con el nombre de cada bacteria).

2. Se llevo a la incubadora durante 48 horas a una temperatura de 35°C.

3. Se compar6 la turbidez de las suspensiones, con la turbidez del estdndar McFarland de
0.5.

4. Dado que las suspensiones estaban muy concentradas se procedi6 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 afiadié 30 mL de las suspensiones iniciales.

5. Luego se colocé a las 6 suspensiones (diluidas) con el estandar 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 realizd la inoculacién

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 mas bacterias a la suspension, se debe ir homogenizando en el caso de

afiadir agua o bacterias antes de ser comparadas (Tankeshwa, 2016, pags. 3-4).
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3.7.2.4  Monitoreos de los parametros fisicoquimicos

Se implementd un invernadero para llevar a cabo el proceso de biorremediacion, manteniendo
bajo control los pardmetros fisicos del suelo como pH, temperatura, conductividad eléctrica y
humedad, se aplicé riego de agua y oxigenacion al suelo cada dos dias, creando asi un ambiente

Optimo para la multiplicacién bacteriana.

e Potencial de hidrégeno (pH)

Para los andlisis de pH se realiz6 con el método EPA 9045D pH del suelo y desechos. A

continuacion, se puede observar el procedimiento del método aplicado:

Mediante la balanza analitica se pes6 en un vaso 20 g de suelo.
Con una probeta se afiadié al vaso 40 mL de agua destilada.

Se homogéneo la solucién con una varilla de agitacién.

> w0 np e

La muestra se dejé reposar durante unos 30 minutos aproximadamente hasta que se
precipité el suelo.

5. Finalmente, se midi6 en un pH-metro (EPA, 2004, pégs. 1-5).
e Temperatura

No se utilizé un método especifico para el control de la temperatura, sin embargo, a continuacion,

se describe el procedimiento empleado.

1. Seinsertd el termometro en el suelo aproximadamente 10 cm de profundidad.
2. Se aseguro de que estuviera nivelado y sin obstrucciones que pudieran afectar la lectura.

3. Se esperd 2 minutos hasta que la lectura se estabilice.
e Conductividad eléctrica

Para los analisis de conductividad eléctrica se realizé con el método 9050A. A continuacion, se

puede observar el procedimiento del método aplicado:

Mediante la balanza analitica se peso en un vaso 20 g de suelo.
Con una probeta se afiadié al vaso 100 mL de agua destilada.

Se homogéneo la solucién con una varilla de agitacion.

> LD oE

La muestra se dejo reposar durante unos 30 minutos aproximadamente hasta que se
precipito el suelo.

5. Finalmente, se midi6 en un conductimetro (EPA, 1996, pags. 1-5).
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e Humedad

Para determinar la humedad del suelo se utiliz6 el método gravimétrico, el mismo que se detalla

a continuacion:

1. Enlaestufa se colocaron los crisoles durante 4 horas a una temperatura de 105 °C con la
finalidad de eliminar la humedad presente.

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

3. Se peso en la balanza analitica los crisoles vacios 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 pequefias aberturas para permitir la evaporacion.

5. Los crisoles fueron llevados nuevamente a la estufa y se mantuvieron durante 24 horas a
una temperatura de 105 °C.

6. Finalmente, se volvi6 a medir el peso de los crisoles y se aplico la ecuacion 2 para conocer

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

Ecuacién 2: Porcentaje de humedad

(Peso de la muestra himeda — Peso de la muestra seca)
%Humedad =

Peso de la muestra himeda

3.7.25 Siembray recuento de las colonias
El recuento de colonias se realizd antes de inocular las bacterias y durante el proceso de
biorremediacion.
1. Para el recuento de las bacterias en el suelo se utilizd el procedimiento descrito en el
apartado (3.7.1.1).
2. Luego de las 48 horas se procedid contar el nimero de colonias presentes utilizando la
Ecuacion 1y asi determinar el nimero de bacterias en Unidades Formadoras de Colonias
(UFC/mL) (Sanz, 2011, pags. 20-21).

Nota: La diluciéon sembrada que se contabilizara sera acorde al grado de contaminacion del suelo
que se va a utilizar, en este caso se contabilizé la dilucién 3 y 5 siendo la 3 la que mejor conteo

tuvo entre 25 y 300 colonias por caja petri.
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Ecuacion 1: Namero de colonias

N®bacterias = N2 colonias * cantidad de muestra (volumen) * factor de dilucién

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

remocién de TPHs, comparando con los limites establecidos en la normativa.

Se determinaron las concentraciones y el porcentaje de remocion de los TPHSs, con la finalidad de
compararlos con los estandares establecidos por la normativa ambiental vigente (Tabla 2-7).

3.7.3.1 Hidrocarburos totales de petroleo (TPHSs)

Se utiliz6 el método estandarizado para asegurar la precision y fiabilidad de los resultados
obtenidos de TPHs: Método 1664 por extraccion con hexano y espectrometria infrarrojo. A

continuacion, se detallada el procedimiento:

1. Se colocd 0.5 Kg de suelo en una bandeja cubierta con papel aluminio y se dej6 secar a
temperatura ambiente.

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

3. Utilizando la balanza analitica en un tubo de ensayo de 100 mL se pesaron 2 g del suelo,
adicionalmente se le afiadieron 0.5 g de sulfato de sodio, 0.3 g de silice gel y 10 mL de
hexano.

4. Eltubo se llevé al ultrasonido durante 15 minutos para homogeneizarlo.

5. Se filtr6 la muestra en otro tubo de ensayo de 10 mL utilizando un embudo y papel filtro.

6. Con una jeringa 1 mL, se tom6 0.1 mL de muestra y se midi6 el nivel de concentracion
de TPHs en el InfraCal.

7. Por ultimo, se aplico la ecuacion del laboratorio obteniendo la concentracion de TPHs y

para el porcentaje de remocidn la ecuacion 3 (EPA, 2010, pags. 1-30; EPA, 2007, pags. 1-17).

Ecuacion 3: Porcentaje de remocién de TPHs

. (Valor inicial — Valor final)
Remocion % = - * 100
Valor final
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CAPITULO IV

4. MARCO DE ANALISIS E INTERPRETACION 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 estrias para la
identificacion de las especies.

Los resultados obtenidos de la tincion de Gram son positivos para bacterias Gram negativas, asi
mismo se evidencia la forma y tipo de agrupacion de estas bacterias (Ilustraciones 4-1y 4-2).
Respecto a la prueba de oxidasa (llustraciones 4-3y 4-4) y catalasa (llustraciones 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 logré 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 identificacion de Pseudomonas nativas

Aislado  Aislado Aislado  Aislado Aislado Aislado
1 2 1 2 1 2
Color + + Oxidasa + + Fluores = Aerugi
(Gram cens nosa
negativo) PCR 100% = 99.9%
Forma + + Catalasa + +

(bacilo)

Realizado por: Mala C. y Quingatufia L., 2024
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llustracion 4-1: Caracterizacion microscopica de aislado 1
Realizado por: Mala C. y Quingatufia L., 2024

llustracion 4-2: Caracterizacion microscopica aislado 2

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



— Oxidasa

llustracion 4-3: Prueba de oxidasa llustracion 4-4: Prueba de oxidasa
aislado 1 aislado 2
Realizado por: Mala C. y Quingatufia L., 2024 Realizado por: Mala C. y Quingatufia L., 2024
— Catalasa

llustracion 4-5: Prueba de catalasa llustracion 4-6: Prueba de catalasa de la
aislado 1 aislado 2
Realizado por: Mala C. y Quingatufia L., 2024 Realizado por: Mala C. y Quingatufia L., 2024

40



—  Prueba molecular

Tabla 4-2: Resultado de la prueba molecular.

Muestra 1, Pseudomona
B667c | Dilucion S, 1390 94,4 aeruginosa 16S 99,9 MT646431.1
Fco. de
Orellana
Muestra 1, Pseudomona
B667d | Dilucion S, 1230 93,9 fluorescens 16S 100 MG461471.1
Fco. de
Orellana

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

4.1.2 Resultados de la incrementacion de poblacién de Pseudomonas spp. mediante una
concentracion de escala McFarland 0.5, determinando el comportamiento de la

densidad bacteriana en el proceso de biorremediacion.

De las 6 suspensiones obtenidas con escala de turbidez de McFarland de 0,5 (apartado 3.7.2.3),
se llevé un monitoreo periodico para conocer el crecimiento microbiano durante el proceso de
biorremediacion (Anexo D) los datos de los monitoreos se los promedi6 para realizar el respectivo
andlisis estadistico.

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 concentracion de
microrganismo va en aumento. Ademas, se puede observar una menor concentracion de bacterias
en el tratamiento A en comparacion del conteo final al dia 45 de los tratamientos B y C, esto se

principalmente a que en estos tratamientos se dio la bioaumentacion.

Tabla 4-3: Densidad bacteriana de los Tratamientos

Tiempo Tratamientos
(dias) A B C
UFC/mL UFC/mL 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 5,563E+10 9,37E+11

Realizado por: Mala C. y Quingatufia L., 2024
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Durante los primeros 15 dias, se observo que las bacterias estaban en una fase de adaptacion dado
gue no se evidencia un crecimiento considerable. Sin embargo, al rededor del dia 30, se not6 un
aumento significativo en el crecimiento, lo que sugiere una fase de crecimiento exponencial.
Finalmente, en el dia 45 las bacterias alcanzaron una fase estacionaria, ya que no se observo un
crecimiento significativo y no se registré una fase de muerte. El tratamiento C mostr6 la mayor
densidad bacteriana, con un valor de 3,37X*UFC/mL como se muestra en la lustracion 4-7.

Densidad Bacteriana
Tratamientos
2,14E+12
9,37E+11

3,06E+11

4,37E+10 5,53E+10
)
g 6,24E+09 — A
S 8,92E+08 B

1,27e+08 1,06E+8 c

1,82E+07 5,60E+6 — 1,82E+7

2,60E+06

0 15 30 45
Dias

llustracién 4-7: Densidad Bacteriana de los tratamientos

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

Se realiz6 un ANOVA de la densidad bacteriana con los datos a los 45 dias a un nivel de confianza
del 95 % (a = 0,05). En el ANOVA se observa que el p-valor es menor a 0,05, por lo que se
rechaza la HO de igualdad de medias y se concluye que la biaumentacion influye en la densidad

bacteriana de los tratamientos (Tabla 4-4).

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

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 Quingatufia L., 2024
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Lo anterior se confirma con una prueba de Tukey en donde el A y el tratamiento B son
estadisticamente iguales ya que tienen la misma letra. Estos tratamientos presentan los valores
mas bajos en la densidad bacteriana. Por otro lado, el tratamiento C es estadisticamente diferente
del resto y presenta los valores mas 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

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 comdn no son significativamente diferentes (p>0,05)

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

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

remocion de TPHSs, comparandolos con los limites establecidos en la normativa

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

30 y 45 dias que durd la biorremediacion.

4.1.3.1 Remocion de TPHs en los tratamientos

Los tratamientos al inicio de la biorremediacion presentaron el valor de 4404,3 mg/kg conforme
avanzaba el tiempo la concentracion 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

biorremediacion.
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Tabla 4-6: Resultado de la remocion de TPHs en los tratamientos

Tiempo Tratamientos
(dias)
A B C
0 4404,3 4404,3 4404,3
15 3085,8 2706,0 24749
30 1617,8 1008,1 728,9
45 942,5 456,7 246,2

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

Los 3 tratamiento fueron comparados con los valores méximos permisibles en suelo segln sus
usos establecidos en la normativa vigente (tabla 2-7), aquellos tratamientos donde se aplicé la
bioaumentacion lograron cumplir con los limites permisibles para uso comercial e industrial
(llustracion 4-8).

Hidrocarburos Totales de Petroleo
Tratamientos
4500  4404.3(me/Ke) Tratamientos
[
4000 ——
3300 &
o 3000 Limites permisibles uso de suelo
%‘L 2500 Comercial’ Industrial
= Residencial
2000
—— Agricola
1500
i A 942 5(mg/Kg)
i_ B B 456.7(mgKe)
500
C 246 2(mgKg)
0
0 15 B 30 45
Dias

llustracién 4-8: Remocion de THP de los tratamientos
Realizado por: Mala C. y Quingatufia L., 2024

Se realizd6 un ANOVA de TPHs con los datos a los 45 dias a un nivel de confianza del 95 % (o=
0,05). En el ANOVA se observa que el p-valor es menor a 0,05, por lo que se rechaza la HO de
igualdad de medias y se concluye que los tratamientos si influyen en los valores de los TPHs
(Tabla 4-7).
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Tabla 4-7: ANOVA de TPHs.

F.V SC al 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 Quingatufia L., 2024

Lo anterior se confirma con una prueba de Tukey en donde el tratamiento A y los tratamientos B
y C son estadisticamente diferentes ya que tienen diferentes letras (Tabla 4-8).

Tabla 4-8: Prueba de Tukey de TPHs

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 comuan no son significativamente diferentes (p>0,05)

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

El porcentaje de remocién de cada tratamiento durante el proceso de biorremediacion 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 remocion de TPH en los tratamientos

[ denmmsepiersio

Tratamientos Concentracion Concentracion % de
inicial final remocion

A 4404,3 9425 78,6

B 4404,3 456,7 89,6

C 4404,3 246,2 94,4

Realizado por: Mala C. y Quingatufia L., 2024
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4.2 Discusion

Identificar Pseudomonas nativas, en las pruebas realizada a los aislados se obtuvo lo siguiente:
prueba morfoldgica (tincion de Gram) una coloracion rosada/roja y la forma de bacilo, en las
pruebas bioquimicas (oxidasa) se evidencié una coloracion 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 Gdmez Ambar y Véliz Angie
(2023) al exponer a la coloracion de Gram y la prueba de oxidasa a 64 cepas con aparente
identificacion de Pseudomonas spp., luego de ser expuestas obtuvieron que el 73.4% (47/64) de
los viales correspondian a Pseudomonas spp. (Gémez y Véliz, 2023, pags. 32-36). Asi también Puma
Erika y Palomino Kevin (2019) mencionan que la enzima de catalasa esté 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, pags. 18-20), En tanto el analisis molecular para
diferenciar Pseudomonas usando el método de comparacion secuencial del 16S rRNA que es
tribuido a las P. aeruginosa, P. fluorescens y otras especies de este género (Ruiz, 2007, pags. 2-16).
Estos resultados concuerdan con lo encontrado en esta investigacién ya que de esta manera se

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

Al incrementar la poblacién de Pseudomonas spp., en los tratamientos B y C haciendo uso de la
escala McFarland de 0,5 con una concentracion de (1.5 x 108UFC/mL), durante el proceso de
biorremediacion se evidencia un incremento mayor en la densidad bacteriana a los 45 dias en los
tratamientos inoculados (Tratamiento B=553E+10) y (Tratamiento C= 9,37E+11) en
comparacion con el tratamiento A que no fue inoculado (A=1,82E+07). De acuerdo a Fiestas
Ceciliay Vasquez Walter 2020 utilizar la bioaumentacion como proceso biorremediador se espera
obtener resultados en un menor tiempo al incrementar la biomasa bacteriana, cultivando
microrganismos nativos o exdgenos degradadores en un laboratorio que seran inoculados para el
proceso de biodegradacidn (Fiestas y Véasquez, 2020, pag. 10). De manera similar los datos obtenidos
de Acosta, Toledo y otros (2021) al aplicar la escala McFarland en bacterias hidrocarburoclasticas
luego de 21 dias se mostrd un incremento bacteriano de 106 a 108 UFC/mL (Acosta et al., 2021, pag.
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 bioaumentacion.

Evaluar la eficiencia spp, en los TPHs se evidencié una mayor degradabilidad a medida que la
densidad bacteriana incrementaba, por lo que al finalizar el tiempo de biodegradacién los

tratamientos presentaron un porcentaje de remocion de TPHs considerable (tratamiento
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A=78,6%), (Tratamiento B=89,6%) y (Tratamiento C= 94,4%) en el proceso de biorremediacion.
De acuerdo a Valenzuela, Galindo, Mantilla y otros (2021) La bioaumentacion es una de las
técnicas de biorremediacién mas empleadas en suelos contaminado con hidrocarburos ya que 34
articulos cientificos estudiados el porcentaje de aplicabilidad de la bioaumentacién es del 44%,
seguido de la bioestimulacién con 26% (Valenzuela et al., 2021, pag. 111). Paralelamente de 50
estudios entre articulos y tesis analizados por Fiestas y Vasquez 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 Vasquez, 2020, pag. 27).
En el trabajo realizado por Ricse y Solis (2021) en 3 periodos de 10 dias, demostro una eficiencia
de remocion en el suelo contaminado con TPHSs del 82.9% al utilizar P. fluorescens (Ricse y Solis,
2021, pag. 106), lo que da validez a nuestro tratamiento 1 en el que se removié 89,6% de los TPHs
en un periodo de 45 dias reafirmando la capacidad de degradar hidrocarburos de esta especie.

4.3 Comprobacion 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 biorremediacidn se evidencié mediante la observacion y cuantificacion
de la reduccion de los niveles de TPHs en el suelo tratado. La identificacion y caracterizacion
previa de las cepas de Pseudomonas spp. permitié un abordaje especifico y direccionado,

maximizando la eficiencia del proceso de biorremediacion.
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CAPITULO V

5. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1 Conclusiones

El método mas efectivo para la identificacion de bacterias pertenecientes al género Pseudomonas
reside en la aplicacion de pruebas moleculares, estas pruebas ofrecen un enfoque altamente
especifico que permite la diferenciacion y clasificacion precisa de las especies dentro del género.
Estas pruebas brindan una resolucion més precisa en comparacion con las pruebas morfologicas

y bioquimicas.

Las bacterias aisladas del suelo contaminado demostraron una notable capacidad de adaptacion
al entorno. A lo largo del experimento, observamos tres fases distintas en su densidad bacteriana.
En primer lugar, se produjo una fase de adaptacion, durante la cual las bacterias se ajustaron a las
condiciones del suelo. Luego, experimentaron un crecimiento exponencial, multiplicandose

rapidamente. Finalmente, llegaron a una fase estacionaria, donde su densidad se estabilizo.

Se observo una diferencia importante en la capacidad de remocidn de TPHSs entre los tratamientos
B con 456,7mg/Kg (89,6%) y tratamiento C con 246,2mg/Kg (94,4%). Ambos tuvieron una
reduccidn significativa en los niveles de TPHs en comparacion con el tratamiento A que obtuvo
el 942,5 mg/Kg (78,6%), donde la remocidn de los hidrocarburos fue notablemente mas lenta.
Especificamente, se evidencié que tanto Pseudomonas fluorescens (tratamiento B) como
Pseudomonas aeruginosa (tratamiento C) fueron eficaces en la disminucion adecuada de los
niveles de TPHSs, ademas la comparacidn entre el porcentaje de remocién de TPHSs 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 alcanz6 con ningln estos

limites.
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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 descontaminacién del

suelo.

Se propone la utilizacion de diferentes escalas McFarland para establecer las concentraciones
Optimas en las que las bacterias degradadoras logran maximizar su eficiencia en periodos de
tiempo maés reducidos. Ademas, se recomienda llevar a cabo controles més frecuentes y durante

un tiempo prolongado para poder observar de manera integral el comportamiento de las bacterias.

Se recomienda extender el tiempo de la biorremediacion para asegurar que el porcentaje de TPHs
en los tratamientos alcance todos los limites permisibles establecidos por la normativa ambiental.
Esta extension del tiempo permitira que las bacterias degradadoras tengan suficiente oportunidad
para actuar de manera efectiva, garantizando una remediacion mas completa y cumpliendo con

los estandares ambientales requeridos para la calidad del suelo.
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ANEXO C: RESULTADOS DE LAS PRUEBAS MOLECULARES DE LOS AISLADOS
BACTERIANOS

Av. De los Granados E14-285 y Eloy Alfaro
Teléfono: 0998982450
e-mail: idegen ecuador@gmail.com

Mmsifioin Musss A.U.C. 1713443479001

Informe de Resultados
Nombre del Proyecto: Aislamiento e |dentificacion molecular de microorganismos —
Cecilia Mala
Informe No.: A-468.2
Técnico Responsable: Sofia Garrido, Ing.
Fecha: 12/08/2023
Resultados

Codigo Cadigo % de % de
Longitud i Fragment NeAccesié
ibgen | original | """ | Catidaa Orgniong TAEMENtD | | dentidad o

BBE7C Muestra 1,
Dilucién 5,
Fco. de
Orellana
B667d Muesta 1,
Dilucién 5,
Fco. de
Orellana

1350 894.4 Pseudomonos oeruginosa 165 99.9 MTE4E431 1

1230 839 Pseudomonas fluorescens 165 100 MG4E1471.1

Frantiif:n Javier Flores Flor, PhD.
Propietario IDgen
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#v. De los Granados E14-285 y Eloy Alfaro
en Teléfono: 0998982450

e-mail: idgen.ecuador@gmail.com
Usafiooss Malods

Detalle de Resultados

Nombre del Proyecto: Aislamiento e Identificacion molecular de microorganismos —
Cecilia Mala

Informe No.: 4-468.2

Técnico Responsable: Sofia Garrido, Ing.

Fecha: 12/08/2023

Estudio: Identificacion molecular {extraccion de ADN, amplificacion de barcode, secuenclacién
estandar, ensamblaje de productos de PCR y bldsqueda en base de datos).

Detalles téenicos:

Muestras usadas: Alslados en caja petni
Método de determinacldn: Identificacion molecular por barcoding.
Procedimiento:

* Lla extraccién de ADN se realizé por métodos convencionales utilizando aproximadamente
100mg de pellet.

*  Se evalud laintegridad y calidad del ADN mediante espectrofotometria de microvolimenes y
visualizacidn en gel de agarosa.

= E| ADN obtenido se diluyd hasta una concentracién de aproximadamente 20ngf/ul para la
amplificacion mediante la Reaccidn en Cadena de la Polimerasa [PCR).

= Se utilizaron los primers especificos para el género Pseudomonas PseuFor/PseuRevt’ como
prueba preliminar y posteriormente los primers universales 2?F“1492R”’ para la secuenclacion.

* |os productos de PCR fueron purificados previo a la secuenciacidn por el método SANGER

= lassecuencias obtenidas fueron limpiadas y ensambladas usando programas bioinformaticos.

*  Sp compararon las secuencias ensambladas con la base de datos de nucledtidos de GenBank del
MBI

Resultados:

Se obtuvo ADN de alta calidad para el proceso de PCR convenclonal de las 19 muestras. Se ensambld
la reaccidon de PCR visualizandose fragmentos de aproximadamente 1200pb en las muestras
amplificadas.

e, Purohit, Hemant & Raje, D & Kapley, Atva. (2003]. identification of signature and primers specific t0 genus Preudomongs wsing
misrmatched patterm of 165 rDNA weguences. BMC bininfarmatics. 4. 1810 1186/1471-2105-4-19

B witsan, & ., Blitchingtan, . 8., & Greens, €. {1991). Amplification of Bactersal 165 Aibosarnal DNA with Palymerase Chain
Reaction. journal of Clinical Microbiclagy, 26{3), BEE.
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.

3 ¢
8667d Control +

Figura 1. Visualizacion en gel de agarosa 1% de fragmento, amplificado con los primers especificos
PseuFor/PseuRev.

Figura 2. Visualizacion en gel de agarosa 1% de fragmento de aproximadamente 1500pb, amplificado con
primers 27F/1492R para amplificar el gen del 165. M: Marcador de peso molecular Invitrogen Low Mass
Ladder.
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Conclusiones:

1. Seextrajo ADN de las tres muestras bacterianas, con calidad suficiente para la
amplificacién y secuenclacion.

2. En base a las secuencias obtenidas se muestran los resultados de |a identificacion
molecular en la tabla de resuitados.

/ Firma autorizada
Francisco Javier Flores Flor, PhD.

Propietario 1Dgen




ANEXO D: CONTROLES DE LOS PARAMETROS FISICOS QUIMICOS
MICROBIOLOGICOS

TABLA 1: Densidad bacteriana tratamiento A

Tratamiento (A)

Tiempo (dias)

densidad bacteriana (UFC/mL)

rl 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 Quingatufia L., 2024

TABLA 2: Densidad bacteriana tratamiento B (Pseudomona fluorescens)

Tratamiento B

Tiempo (dias)

densidad bacteriana (UFC/mL)

rl 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 Quingatufia L., 2024

TABLA 3: Densidad bacteriana tratamiento B (Pseudomona aeruginosa)

Tratamiento C

Tiempo (dias)

densidad bacteriana (UFC/mL)

rl 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 Quingatufia L., 2024




TABLA 4: Controles de pH del suelo

Potencial de Hidrégeno (pH)

Tratamiento Repeticion Caraﬁf?{;‘;ﬁ CloN 1 control 1 Control 2 Corétrol

1 7,49 7,75 7,46

A 2 7,36 7,67 7,42

3 7,40 7,55 7,67

1 7,50 7,70 7,46

B 2 7,26 7,48 7,65 7,44

3 7,52 7,66 7,32

1 7,46 7,70 7,34

C 2 7,53 7,47 7,34

3 7,63 7,67 7,40

Realizado por: Mala C. y Quingatufia L., 2024
TABLA 5: Controles de temperatura del suelo
Temperatura (°C)
Tratamiento | Repeticion Caraicrf;acrilglamon Control 1 Control 2 Control 3

1 25,8 26,7 29,4

A 2 26,0 27,2 29,6

3 26,5 27,4 29,3

1 26,1 27,3 29,5

B 2 28,05 26,2 27,6 29,6

3 26,2 27,5 29,6

1 25,8 27,1 29,5

C 2 26,00 27,4 29,6

3 26,2 27,4 29,6

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




TABLA 5: Controles de la humedad del suelo

Conductividad Eléctrica (uS/cm)

Tratamiento | Repeticion | Caracterizacion | Control 1 Control 2 Control 3
inicial

1 120,1 97 96,6

A 2 98,8 121 88,5
3 100 124 105
1 1235 1141 108,3

B 2 143,6 130,9 124,5 80,4
3 125,1 127,8 107,3
1 98,4 123 114,1

C 2 106,1 120,9 85,3
3 112,3 125 88,2

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

TABLA 6: Controles de la humedad del suelo

Humedad (%0)
Tratamiento | Repeticion Cara;:rffcrilgla clon Control 1 Control 2 Control 3

1 9,92 20,41 19,34

A 2 16,95 21,97 18,23
3 16,6 22,7 20,1
1 16,69 22,86 19,79

B 2 2,63 17,16 20,12 19,44
3 15,89 15,76 17,41
1 17,34 22,22 21,56

C 2 19,78 24,28 18,93
3 17,63 19,92 20,36

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