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RESUMEN

Esta investigacion fue direccionada al analisis de microorganismos presentes en los suelos
gue han sufrido derrames petroleros cerca de las inmediaciones de las estaciones de
produccion de Petroecuador Ep, ubicado en la parroquia de Dayuma, provincia de Orellana
en el campo petrolero Auca con el objetivo de evaluar la capacidad de remediacion del suelo
de dichos organismos unicelulares los cuales han sido expuestos a hidrocarburos por los
accidentes operativos de la zona; el fin de este estudio fue verificar la presencia y rendimiento
de la microbiota resistente la carburo fijAndose en su desempefio de remediacién con
estimulos de atenuacién natural como son; de métodos redox y adicidon de glucosa para
comparar la potencialidad de los microorganismos en su remocién de contaminante en el
suelo. Se llevé a cabo técnicas de aislamiento de microorganismos cultivables mediante el
uso de medios de cultivo especificos después de realizar diluciones seriadas hasta 10°.
Posteriormente, se clasificaron los grupos microbianos asociados a través de diferentes
métodos como los morfoldgicos, tincibn de Gram y pruebas bioquimicas, el propoésito fue
identificar el género bacteriano de los microorganismos. Ademas, se implementd un disefio
de bloques al azar (DBA) con tres tratamientos TO (Suelo + Hidrocarburo + agua), T1 (Suelo
+ hidrocarburo + agua + aireacién) y T2 (suelo + hidrocarburo + agua + melaza). En el andlisis
estadistico de los resultados se empleé un ANOVA con una prueba Tukey al 5%. Obteniendo
como resultados la presencia de bacterias pertenecientes a la familia Enterobacteriaceae,
siendo el género predominante Serratia Sp con un porcentaje del 39%. Otros géneros
identificados incluyeron Shigella Sp con un 17%, Hafnia Sp con un 11%, Yersina Sp con un
11% Enterocolitica Sp con un 6%, Citrobacter Sp, Freundi Sp con un 6%, Proteus Sp con un
6%, Klebsiella Sp con un 6% y Enterobacter Sp con un 6%. Por ultimo, se observé que dos
de los tres tratamientos aplicados lograron degradar los hidrocarburos presentes en el suelo
contaminado, siendo el tratamiento T3 el mas efectivo con una tasa de degradacion del 7484
mg/kg de los hidrocarburos totales (TPHs). Concluyendo que, si existen microgramos
capaces de resistir los efectos de los hidrocarburos presentes en el suelo de la parroquia de
Dayuma, ademas muestran que son capaces de degradar un 77% en suelos contaminados
por hidrocarburos.

Palabras claves: diluciones, medios de cultivo, colonias bacterianas, TPHs, metabolismo.
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ABSTRACT

This research was directed to the microorganisms analysis present in the soils, what have
suffered oil spills near the production stations vicinity from Petroecuador Ep, located in the
Dayuma parish, Orellana province in the Auca oil field with the aim by assessing the soils
remediation capacity of said unicellular organisms, which have been exposed to
hydrocarbons, due to operational accidents in the area; the purpose this study was to verify
the carbide resistant microbiota presence and performance, looking at its remediation
performance with natural attenuation stimuli, such as; redox methods and glucosa addition to
compare the microorganisms potential their contaminants removal in the soil. It was carried
out cultivable microorganisms isolation techniques, through specific culture media use after
making serial dilutions up 10~>. Subsequently, they were classified the associated microbial
groups, through different methods, such as morphological, Gram staining and biochemical
tests, the purpose was to identify the microorganisms bacterial genus. Further, it was
implemented a randomized block design (DBA) with three treatments TO (Soil + Hydrocarbon
+ water), T1 (Soil + hydrocarbon + water + aeration) and T2 (soil + hydrocarbon + water +
molasses). In the results statistical analysis, it was used an ANOVA with a 5% Tukey test.
Getting as results, the bacteria presence belonging to the Enterobacteriaceae family, by being
the predominant genus Serratia Sp with a 39% percentage. Other identified genera included
Shigella Sp at 17%, Hafnia Sp at 11%, Yersina Sp at 11%, Enterocolitica Sp at 6%, Citrobacter
Sp Freundi Sp at 6%, Proteus Sp at 6%, Klebsiella Sp with 6% and Enterobacter Sp with 6%.
Finally, it was observed, which applied two from three treatments achieved to degrade the
hydrocarbons present in the contaminated soil, with the T3 treatment being the most effective
with a total hydrocarbons (TPHs) 7484 mg/kg degradation rate. Concluding that, if there are
micrograms capable by resisting the hydrocarbons effects present in the soil from Dayuma
parish, they also are capable by degrading 77% in soils contaminated by hydrocarbons.

Keywords: dilutions, culture media, bacterial colonies, TPHs, metabolism.
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2 JUSTIFICACION DEL PROYECTO

La presente investigacion se centra en atender de manera urgente el grave problema
de la contaminacién del suelo en la Amazonia ecuatoriana, causada por la presencia de
hidrocarburos. A pesar de ser una region de gran relevancia tanto en términos ecol6gicos
como culturales, la actividad petrolera y otras acciones humanas han llevado a una alarmante
acumulacion de contaminantes. Para enfrentar esta situacion, se propone la utilizaciéon de
microorganismos en la biorremediaciébn como una opcién altamente viable y respetuosa con
el entorno, con el objetivo de restaurar la salud del suelo y preservar la singularidad del

ecosistema amazonico.

Este estudio no solo se adhiere a un enfoque tedrico, sino que implica la creacién de
métodos especificos de biorremediacién adaptados a las particulares condiciones de la
Amazonia ecuatoriana. En este contexto, se busca identificar y aprovechar microorganismos
nativos capaces de descomponer eficientemente los hidrocarburos presentes en el suelo
contaminado. A través de este proceso, se persigue no solo remediar la contaminacion, sino
también generar conocimiento cientifico sobre los complejos procesos de biorremediacion y

la interaccién entre microorganismos y contaminantes.

El impacto de este trabajo va mas alld de la investigacion, ya que contribuye
significativamente a la conservacion del medio ambiente y la rica biodiversidad de la
Amazonia. Las comunidades locales, cuyo sustento depende directamente de la salud del
suelo y los recursos naturales, se verian beneficiadas al contar con un enfoque integral para
restaurar sus entornos esenciales. De igual manera, las autoridades gubernamentales y las
organizaciones ambientales encuentran en este estudio un recurso valioso para abordar la
contaminacién y promover practicas sostenibles que contribuyan a un futuro mejor para la

region.

Las industrias y empresas involucradas en la explotacion de recursos naturales
también pueden obtener ventajas considerables de este estudio al encontrar soluciones
efectivas para reducir y mitigar los impactos ambientales derivados de sus actividades. En
Gltima instancia, la mejora tangible en la calidad del suelo en la Amazonia tiene un efecto
directo y positivo en la salud y equilibrio de diversos ecosistemas, asi como en la preservacion

de la biodiversidad Unica de la region.

La reduccién visible de la contaminacion y la subsiguiente restauracion de areas
degradadas se traducen en una disminucion de posibles dafios ambientales futuros,
proporcionando una salvaguardia esencial para la sostenibilidad a largo plazo de la

Amazonia. Al rehabilitar zonas previamente contaminadas, se allana el camino para su



recuperacion y un uso continuo de manera sostenible, asegurando que las generaciones

venideras puedan disfrutar de entornos restaurados y protegidos.

Este enfoque de biorremediacion no solo beneficia al entorno, sino que también tiene
un impacto directo en la salud humana y el bienestar, al reducir los riesgos asociados con la
exposicion a hidrocarburos en el suelo. En ultima instancia, esta investigacion supera las
fronteras de la Amazonia ecuatoriana al establecer un modelo innovador y sostenible para
abordar la contaminacion del suelo en regiones similares en todo el mundo, ofreciendo
soluciones practicas y concretas para uno de los desafios mas apremiantes en la gestion

ambiental contemporanea.
3 BENEFICIARIOS DEL PROYECTO DE INVESTIGACION

Se detalla en la Tabla 1 los beneficiarios directos e indirectos, los cuales van a estar

posiblemente involucrados con los beneficios de los resultados de la investigacion.

Tabla 1

Beneficiarios del Proyecto

BENEFICIARIOS DIRETOS BENEFICIARIOS INDIRECTOS

. i Estudiantes de la Carrera de Ingenieria
Poblacion del Cantdn Orellana

Ambiental
Hombres: 34.272 Hombres: 201
Mujeres: 38.523 Mujeres: 321
Total: 72.795 Total: 522

Nota: En esta tabla se muestran los beneficiarios del proyecto

Elaborado por: Los autores, 2023.



4 PROBLEMA DE INVESTIGACION

La contaminacion del suelo con hidrocarburos plantea problemas ambientales
significativos debido a la exhaustiva actividad de exploracion y produccién petrolera en el
territorio (Sanchez Sanchez, 2020). Los incidentes de derrames, fugas y liberaciones
accidentales de hidrocarburos pueden acarrear consecuencias adversas a largo plazo tanto

para el medio ambiente como para la salud humana (Cardenas Rodriguez, 2021).

La presencia de hidrocarburos en el suelo ocasiona su degradacion, dado que estos
compuestos exhiben toxicidad y persistencia en el medio ambiente. Por ejemplo, los
incidentes de derrames de petrdleo liberan sustancias como benceno, tolueno y xileno, los
cuales son reconocidos como carcindgenos y compuestos organicos volatiles que
contribuyen a la formacién de smog (Chavez Atalaya, Aguilar Garcia, Coloma Vasquez, Jara
Zelaya, & Montoya Flores, 2021). Ademas, los hidrocarburos pueden infiltrarse en los
acuiferos subterraneos, provocando la contaminacién de los recursos hidricos subyacentes y

afectando la disponibilidad de agua potable (Vilchez Marin, 2019).

En Ecuador, alrededor del 22% de la Amazonia se ha visto afectada por dafios
ambientales relacionados con el petréleo. Pulido & Arguello (2015) sefialan que Chevron
Texaco, una reconocida multinacional, fue la responsable de la mayor parte de estos dafios
en la regiébn amazonica, donde operé desde 1964 hasta 1992, provocando severos impactos

ambientales.

La exposicion cronica a los hidrocarburos en el suelo puede afectar la diversidad
bioldgica, ya que estos compuestos inhiben el crecimiento de plantas y microorganismos del
suelo esenciales para el funcionamiento de los ecosistemas. Asimismo, los hidrocarburos
pueden acumularse en la cadena alimentaria, afectando negativamente a los organismos

acudticos y terrestres que dependen de ella (Almazan Castafieda, 2023).

Catagiia (2016), menciona que durante la existencia del anterior consorcio Cepe-
Texaco, se construyeron aproximadamente 549 piscinas, de las cuales 225 se incluyeron en
el Plan de Accion de Restauracion Ambiental. Sin embargo, solo se han restaurado 158 de
estas piscinas. Por lo tanto, esta empresa multinacional es responsable de causar graves
dafios al medio ambiente, especialmente al sueloy agua en las regiones de Orellana y

Sucumbios.

Segun Rodriguez (2018) Actualmente se han desarrollado varios métodos de
biorremediacion para restaurar la calidad de los suelos afectados por la contaminacion por
hidrocarburos. Antes de proceder conlos procesos de tratamiento bioldgico, es
necesario seleccionar la técnica adecuada, en funcién del tipo de contaminante presente

y de las propiedades fisicas y quimicas del suelo.



En estudios piloto y de laboratorio, se ha demostrado que las bacterias nativas son
altamente efectivas en la eliminacion de hidrocarburos de petréleo. Ademas, se ha observado
que las tasas de remocion pueden oscilar entre el 66% y el 93% (Martinez Prado, Pérez
Lopez, Pinto Espinoza, Gurrola Nevérez, & Osorio Rodriguez, 2011).

5 OBJETIVOS
5.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar la capacidad de remediacién del suelo que ha sido tratado previamente por
contaminacion con hidrocarburos, mediante la aplicacién de tratamientos fisicos y

microbiol6gicos para determinar su efectividad.

52  OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Cuantificar, aislar y caracterizar microorganismos nativos del suelo contaminado con
hidrocarburos procedentes de la parroquia Dayuma, provincia de Orellana.

e Realizar una crioconservacion mediante congelamiento de las cepas recuperadas a
partir del suelo contaminado con hidrocarburos, con el fin de conservarlas a largo
plazo y permitir su utilizacion en estudios futuros para determinar su capacidad
degradadora de hidrocarburos.

e Determinar el efecto de remocion de hidrocarburos para remediacion en los suelos

contaminados.

6 ACTIVIDADES Y SISTEMA DE TAREAS EN RELACION A LOS OBJETIVOS
PLANTEADOS
En la tabla 3 se detallan las actividades y resultados esperados de acuerdo a los objetivos

planteados.

Tabla 2
Matriz de actividades por objetivos
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Objetivos

Actividad

Metodologia

Resultados

OEL1l. Cuantificar, aislar
y caracterizar
microorganismos nativos
del suelo contaminado
con hidrocarburos
procedentes de la
provincia de Orellana,

parroquia Dayuma.

Recoleccién de tierra
Diluciones seriadas
Cuantificacion
Caracterizacion
macroscoépica
Aislamiento
Caracterizacion
microscopica
Determinacién bioquimica

de las bacterias.

Método
sistematico
Técnica de
diluciones
seriadas
Método de
cuantificacion de
microorganismos
Célculo de UFC
Revision
bibliogréfica
Revision
bibliografica

Tincién de Gram

Bacterias nativas
aisladas de la
muestra
contaminada con

hidrocarburos.

e Baterias
bioquimicas
OEZ2. Realizar una
crioconservacion
mediante congelamiento
de las cepas
recuperadas a partir del Preparacion los tubos de e Selecciony

suelo contaminado con
hidrocarburos, con el fin
de conservarlas a largo
plazo y permitir su
utilizacién en estudios
futuros para determinar
su capacidad
degradadora de

hidrocarburos.

crioconservaciéon con
glicerol y el medio BHI.
Inoculacién de bacterias
Almacenamiento de los

tubos preparados.

preparacion del
material
Siembra
Congelacion y

registro.

54 muestras de
bacterias
aisladas
enviadas a

crioconservacion.




OE3. Determinar el
efecto de remocion de
hidrocarburos en los

suelos contaminados.

Preparacion de muestras

de suelo utilizando

contenedores de plastico.

Desarrollo del
experimento mediante la
contaminacion del suelo

con hidrocarburos.

Disefio de
bloques al azar.
Metodologia
establecida por
Pérez, 2018.

Diagnéstico de la
capacidad
degradadora de

hidrocarburos.

o Evaluacion de la e Andlisis TPH
capacidad degradadora

de las bacterias.

Nota: Esta tabla proporciona una descripcién detallada de las actividades y los resultados
esperados con respecto a los objetivos establecidos.

Elaborado por: Los autores, 2023.

7 FUNDAMENTACION CIENTIFICO TECNICA
7.1  Antecedentes investigativos

Cuando se llevan a cabo perforaciones, extracciones y la comercializacion de
petréleo, se generan una serie de residuos que han sido descargados en el terreno a lo largo
de décadas debido a una deficiente gestion y falta de conciencia medioambiental (Amador
Cervantes, 2021). Como consecuencia, la contaminacién del suelo por hidrocarburos puede
tener graves consecuencias en el medio ambiente y la salud humana. Es importante tomar
medidas para evitar la contaminacion y, en caso de que ocurra, remediar la situacion de
manera adecuada para minimizar los impactos negativos en el medio ambiente y la salud de
las personas (Cruz Perez, Cruz Mendez, & Cruz Mendez, 2020). En Ecuador, la
biorremediacién es una técnica utilizada para la descontaminacion de suelos y cuerpos de
agua afectados por la actividad petrolera y otros contaminantes. La técnica ha sido empleada
en diversas regiones del pais donde se han registrado impactos ambientales negativos, ya
gue, esta técnica es utilizada para reducir los niveles de metales pesados y otros

contaminantes en el suelo y el agua (Nifio Zarate, 2023).

La biorremediacion puede ser una alternativa mas econOmica y sostenible a los
métodos de limpieza tradicionales, como la excavacion y el transporte de contaminantes a un
vertedero (Berrios Moron, 2022). Segun Santos (2016), el objetivo de la biorremediacién en
suelos contaminados con hidrocarburos es "utilizar microorganismos para degradar los

compuestos organicos presentes en el suelo y reducir la concentracién de contaminantes”




Para que la biorremediacion se utilice como método alternativo de tratamiento de
suelos, se deben considerar los siguientes criterios: a) los organismos deben tener la
actividad metabdlica necesaria para descomponer los contaminantes a una tasa aceptable
para cumplir con las pautas. b) Las condiciones deben ser favorables para la actividad
microbiana y el proceso debe ser mas econdémico o, en el peor de los casos, no mas costoso

gue otras tecnologias de eliminacion de la contaminacion (Garcia, 2021).

Segun Gonzalez (2020), la contaminacién de suelos con hidrocarburos es un
problema ambiental significativo debido a que los hidrocarburos son sustancias quimicas
téxicas y persistentes que pueden permanecer en el suelo durante afios y dafar el
ecosistema. Los hidrocarburos pueden matar la vida microbiana en el suelo, que es
importante para la fertilidad del suelo y la eliminacion de contaminantes. También pueden ser
absorbidos por las plantas y animales que viven en el suelo, lo que puede provocar efectos
adversos en la salud humana y la cadena alimentaria. Ademas, los hidrocarburos pueden
contaminar las fuentes de agua subterranea, que a su vez pueden afectar la calidad del agua
potable (Ritore, 2021). Por lo tanto, es importante tomar medidas para prevenir y remediar la
contaminacién del suelo con hidrocarburos, incluyendo la aplicacion de técnicas de

biorremediacion y otros métodos de limpieza efectivos.

Es cierto, las tecnologias de remediacién pueden clasificarse de diferentes maneras,
dependiendo de los criterios utilizados para su categorizacion (Ito Chalco, 2022). Algunas

formas comunes de clasificar las tecnologias de remediacion son las siguientes:

. Segun el tipo de contaminante: En este caso, las tecnologias se clasifican
segun el tipo de contaminante que se quiere eliminar, por ejemplo, hidrocarburos, metales
pesados, contaminantes organicos persistentes, entre otros.

° Segun el enfoque de la técnica: En este caso, las tecnologias se clasifican
segun el enfoque principal de la técnica, por ejemplo, fisicas, quimicas o biolégicas.

. Segun el proceso de remediacion: En este caso, las tecnologias se clasifican
segun el proceso principal de remediacion, por ejemplo, extraccion, adsorcion, oxidacion,
biorremediacién, entre otros.

. Segun la escala de implementacion: En este caso, las tecnologias se
clasifican segun la escala de implementacién, que puede variar desde un sitio especifico
hasta una escala regional o nacional.

. Segun la complejidad y costo: En este caso, las tecnologias se clasifican
segun su complejidad técnica y su costo de implementacion, desde tecnologias simples y

economicas hasta tecnologias complejas y costosas.



La biorremediacion con microorganismos nativos del suelo se puede aplicar a una
variedad de contaminantes del suelo, incluyendo hidrocarburos, plaguicidas, metales
pesados, entre otros (Novoa Garcia, Microorganismos como herramienta para minimizar el
impacto ambiental por derrame de hidrocarburos. [Tesis de Pregrado, Universidad de
Ciencias Aplicadas y Ambientales], 2022). Esta técnica puede ser mas efectiva en suelos
contaminados de manera nat ural, ya que los microorganismos hativos pueden estar

mas adaptados a la contaminacidn especifica presente en el suelo (Sierra Gbmez, 2021).

7.2 Suelo

El suelo es una capa superficial de la Tierra que provee soporte fisico y nutrientes
para el crecimiento de las plantas. Esta compuesto por una mezcla de minerales, materia
organica, agua, aire y organismos vivos (Almazéan Castafieda, 2023). El suelo se forma a
través de un proceso de meteorizacion y descomposicion de las rocas madre, influenciado

por factores climaticos, geoldgicos y bioldgicos.

7.3 Suelo contaminado con hidrocarburos

El suelo contaminado con hidrocarburos se refiere a la presencia no deseada y en
concentraciones significativas de compuestos organicos de hidrogeno y carbono
(hidrocarburos) en el suelo, generalmente como resultado de actividades humanas, como
derrames de petréleo, fugas de combustibles o desechos industriales (Argandofia Diaz &
Siguenza Carlos, 2020). Estos hidrocarburos pueden ser en forma de petréleo crudo,

gasolina, diesel u otros productos derivados del petréleo.

La contaminacion del suelo con hidrocarburos puede tener efectos negativos en el
medio ambiente y la salud humana. Los hidrocarburos son sustancias quimicas que pueden
ser toxicas para los organismos vivos, alterar las propiedades fisicas y quimicas del suelo, y
afectar la calidad del agua subterrdneay la biodiversidad (Lopez Dinorin, 2020). La presencia
de hidrocarburos en el suelo puede alterar la estructura del suelo, reduciendo su capacidad
para retener agua y nutrientes, lo que afecta negativamente el crecimiento de las plantas.
Ademas, los hidrocarburos pueden migrar a través del suelo y alcanzar las capas freaticas,
contaminando asi las fuentes de agua subterranea utilizadas para el consumo humano y

agricola (Gonzélez, 2020).
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7.4 Generalidades del petréleo
7.4.1 Origeny formacién del petréleo

El origen del petrdleo se encuentra en la descomposicion de materia organica, la cual
es generada por microorganismos. Este proceso es impulsado principalmente por el
aumento de las temperaturas y el enterramiento de materia organica durante millones de

afios (Sencia Chogquenaira, 2020).
7.4.2 Petrbleo crudo

De acuerdo con Serrano (2020), el petrdleo es una sustancia liquida de alta
viscosidad, caracterizada por su variabilidad cromatica que puede presentarse en tonalidades
gue abarcan desde el verde hasta el negro, pasando por el amarillo y el marrén. Esta
sustancia se compone de manera compleja de hidrocarburos, los cuales son compuestos
guimicos formados por atomos de carbono e hidrégeno en diversas proporciones (Acevedo
Rojas, 2023).

7.4.3 Composicion del petréleo

El petréleo crudo se compone principalmente de carbono e hidrégeno, contiene varias
impurezas diferentes como azufre, nitrégeno, oxigeno, asfaltenos, metales (como Ni, V, Fe,
Cu, Mg, Cay Na) y sales (Velasco Cruz, 2019). Es importante destacar que la concentracion
de estas impurezas no depende de si el petréleo es ligero o pesado, sino que varia

independientemente del lugar de donde se extrae (Torres Mateu, 2023).

Tabla 3
Intervalo de composicién del petrdleo crudo a nivel mundial
Composicién Intervalo de concentracion, % peso

Carbon 83.0-87.0
Hidrégeno 10.0-14.0
Nitrogeno 0.1-2.0
Oxigeno 0.05-1.5
Azufre 0.04-6.0
Metales (Ni + V) <1000 ppm
Asfaltenos 0.1-12
Residuo de carbon 0.2-10

Fuente: (Marroquin Sanchez, 2007)

7.4.4 Impactos ambientales del petrdleo

Segun Mayorga (2017), menciona que la descarga de hidrocarburos en el entorno

circundante ya sea intencional, accidental o debido a practicas laborales inadecuadas,
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constituye un derrame de petréleo. Estos derrames son una de las principales fuentes de
contaminacién humana, pudiendo propagarse rapidamente dependiendo de la naturaleza de
los hidrocarburos y las condiciones climaticas y topograficas de la zona (Villanueva Vergara,
2020).

Los efectos resultantes de un derrame pueden ser duraderos, poniendo en riesgo
tanto la vida humana como la de especies dentro de su area de influencia, y causando dafios

a largo plazo al ecosistema (Antunez Sanchez & Bruzén Viltres, 2012).

Los derrames de petr6leo pueden tener un impacto severo en el funcionamiento
normal del entorno, poniendo en peligro las zonas de vida, como habitats, areas protegidas y
ecosistemas delicados, asi como las especies autoctonas o endémicas que tienen

importancia ecolégica, econémica y cultural para el pais (Prado Loza, 2021).
7.4.5 Impactos en el suelo causado por el petréleo

La contaminacién del suelo causada por el petréleo tiene efectos devastadores en el
entorno natural. Cuando se produce un derrame de petréleo, ya sea en tierra o en cuerpos
de agua cercanos, el petréleo crudo y sus productos derivados pueden infiltrarse en el suelo
y afectar gravemente su composicion y capacidad para sustentar la vida vegetal y animal
(Oquendo Contreras & Arcila Arcila, 2022).

El petréleo crudo es una mezcla compleja de hidrocarburos que contiene compuestos
toxicos, como los hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP) y los compuestos volatiles
organicos (VOC) (Pinzén Rodriguez, 2022). Estos productos quimicos son altamente
contaminantes y persistentes en el suelo, lo que significa que pueden permanecer durante

mucho tiempo después del derrame inicial.

Cuando el petréleo contamina el suelo, interfiere con los procesos biolégicos y
guimicos que son esenciales para la salud y fertilidad del suelo. El petréleo cubre los poros y
espacios entre las particulas del suelo, impidiendo el intercambio de gases y la circulaciéon de
agua (Lopez Dinorin, 2020). Esto puede provocar la asfixia de microorganismos beneficiosos,
como bacterias y hongos, que desempefian un papel crucial en la descomposicion de la

materia organicay la disponibilidad de nutrientes para las plantas (Mejia Guerra, 2022).
7.5 Hidrocarburos totales de petrdleo (TPH)

Los compuestos conocidos como TPH, abreviatura de Hidrocarburos Totales de
Petroleo, son una combinacion de productos quimicos compuestos principalmente de
hidrégeno y carbono. Como expresa (Tamba Pineda, 2023), los TPH se dividen en grupos de

hidrocarburos de petréleo seguin su comportamiento en el suelo o agua, denominados como
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fracciones de hidrocarburos de petrdleo. Cada fraccion se compone de diversos productos

guimicos individuales.
7.5.1 Efectos ambientales causados por los TPHs

Cuando los TPHs son liberados al medio ambiente, ya sea a través de derrames de
petréleo, fugas en tanques de almacenamiento u otras actividades humanas, pueden tener
efectos ambientales significativos (Villa Morales, 2019). Estos compuestos son persistentes
y pueden contaminar el suelo, el agua y el aire. En el suelo pueden afectar la estructura y la
funcidn del ecosistema, inhibiendo la actividad de microorganismos beneficiosos y reduciendo
la fertilidad del suelo (Urefio Garcia, 2023). En los cuerpos de agua pueden causar dafos a
los organismos acudaticos, alterando los ciclos biogeoquimicos y afectando la calidad del
agua. En el aire pueden contribuir a la contaminacién atmosférica y la formacién de smog
(Gutiérrez Garcia, 2022). Ademas, algunos TPHs son tdxicos y carcinogénicos, lo que
representa un riesgo para la salud humana y la vida silvestre. Por lo tanto, es esencial
implementar medidas de prevencion, control y remediacion para reducir la liberacién de TPHs

y mitigar sus impactos en el medio ambiente (Villa Morales, 2019).
7.5.1.1 Efecto sobre el suelo

Cuando ocurren derrames de petroleo u otros productos derivados de hidrocarburos,
se produce una contaminacion del suelo que puede afectar gravemente la vida vegetal y
animal. Los hidrocarburos pueden alterar las propiedades fisicas y quimicas del suelo, como
su estructura, textura y capacidad de retencion de agua (Sossa Lopez, 2019). Esto puede
dificultar el crecimiento de las plantas y la supervivencia de los organismos del suelo.
Ademas, los hidrocarburos pueden ser toxicos para muchas formas de vida, afectando la
biodiversidad y los ecosistemas. También pueden contaminar las fuentes de agua
subterranea, lo que tiene un impacto negativo en la calidad del agua y la salud humana

(Portilla Farfan, Leon Avecillas, & Ulloa Bermeo, 2022).
7.6 Biorremediacion de suelos

Segun Pérez (2018) la biorremediacion es una estrategia que emplea
microorganismos nativos o introducidos, como plantas, hongos, algas y bacterias de pequefio
tamafo, para limpiar entornos especificos que contienen materiales peligrosos. Estos
organismos tienen habilidades metabdlicas que les permiten neutralizar sustancias toxicas
presentes en el entorno contaminado, convirtiéndolas en formas menos perjudiciales y
elimindndolas de manera mas efectiva (Ibafiez Espin, 2022). Esta técnica promueve las
condiciones aerdbicas necesarias para la biorremediacion, un proceso natural que ocurre de

forma inherente en el suelo.
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7.6.1 Tipos de Biorremediacion

e Ficorremediacion: Se basa en el uso de algas para eliminar contaminantes.
Las algas tienen la capacidad de absorber y acumular sustancias toxicas, ayudando a
limpiar el ambiente contaminado.

¢ Micorremediacion: Esta técnica emplea hongos que poseen la capacidad de
degradar sustancias toxicas. Estos hongos liberan enzimas que descomponen los
contaminantes, permitiendo su eliminacion o transformacion en compuestos menos
dafiinos.

¢ Fitorremediacion: Consiste en utilizar plantas para absorber y remover
materiales téxicos presentes en suelos o aguas contaminadas. Las plantas actian como
filtros naturales, capturando los contaminantes y reduciendo asi la contaminacion del
entorno

e Degradacion enzimatica: Esta técnica se basa en el uso de enzimas
producidas por organismos especificos para degradar sustancias contaminantes. Estas
enzimas aceleran la descomposicion de los contaminantes en compuestos mas simples

y menos perjudiciales (Guerra Yepes, 2019).

7.6.2 Ventajas y desventajas de la biorremediaciéon

Tabla 3

Ventajas y desventajas de la biorremediacion

Ventajas

Desventajas

Utiliza microorganismos naturales para
degradar los contaminantes, lo que la
convierte en una opcién respetuosa con

el medio ambiente.

Puede ser un proceso lento y requerir un

tiempo prolongado para completarse.

Puede ser efectiva para tratar una
amplia variedad de contaminantes,
incluyendo hidrocarburos, compuestos
organicos persistentes y metales

pesados.

Algunos contaminantes pueden ser mas
dificiles de degradar mediante

biorremediacion.

En comparacion con otras tecnologias
de remediacion, la biorremediacion

puede ser mas econémica.

Requiere una supervision y monitoreo
continuos para asegurar que los
microorganismos estén funcionando
correctamente y que los niveles de
contaminantes se reduzcan de manera

adecuada.
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Puede llevarse a cabo directamente en

el lugar contaminado (in situ).

Elaborado por: Los autores, 2023.

7.7 Complejo bacteriano

Un complejo bacteriano es una comunidad diversa de bacterias que viven juntas,
interactian y comparten funciones en un ambiente especifico, como el suelo, el agua o el
tracto gastrointestinal. Estas interacciones pueden incluir competencia, cooperacion y
simbiosis, y estas comunidades tienen un impacto crucial en la salud y el funcionamiento de
los sistemas bioldgicos, como en la digestion y proteccidn contra enfermedades en el intestino

humano.
7.7.1 Bacterias presentes en el suelo:

° Serratia: La Serratia es un género de bacterias conocido por su capacidad
para degradar compuestos de petrdleo y otros hidrocarburos. Estas bacterias son
consideradas microorganismos degradadores de petroleo debido a su habilidad para
descomponer y metabolizar diferentes componentes del petréleo, como los hidrocarburos
aromaticos y alifaticos.

. Hafnia: Es un género de bacterias que ha demostrado tener la capacidad de
degradar hidrocarburos, incluido el petréleo. Estas bacterias pueden descomponer los
compuestos del petréleo en componentes mas simples a través de procesos metabdlicos, lo
gue ayuda en la eliminacion y descomposicion de la contaminacién por petréleo en el medio
ambiente.

. Yersenia: Tienen la capacidad de descomponer o degradar compuestos
derivados del petréleo, como los hidrocarburos. Estas bacterias son conocidas por su
capacidad para utilizar el petréleo como fuente de carbono y energia, lo que les permite
sobrevivir y crecer en ambientes contaminados con petréleo crudo o productos derivados del
petroleo.

. Citrobacter: Es un género de bacterias que incluye diversas especies capaces
de degradar compuestos del petrOleo. Estas bacterias tienen la capacidad de utilizar
hidrocarburos como fuente de carbono y energia, lo que significa que pueden descomponer
y metabolizar componentes del petréleo crudo.

. Proteus: Estas bacterias desempefian un papel importante en la
biodegradacién de hidrocarburos presentes en derrames de petroleo o en entornos
contaminados por productos petroleros. Utilizan enzimas y procesos metabdlicos
especializados para descomponer los componentes del petréleo en sustancias mas simples

y menos dafiinas para el medio ambiente.
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. Klebsiella: Estas bacterias son conocidas por su capacidad para utilizar los
componentes del petréleo como fuente de energia y nutrientes a través de procesos de
degradacion biologica.

. Enterobacter: Estas bacterias poseen enzimas y vias metabodlicas que les
permiten descomponer los compuestos del petréleo en componentes mas simples, lo que
ayuda a reducir la contaminacion ambiental causada por derrames de petréleo y vertidos

(Sierra Gémez, 2021).
7.8 Baterias bioquimicas

La identificacién bioquimica de bacterias implica el uso de una variedad de pruebas
para evaluar las caracteristicas metabdlicas y bioguimicas de las bacterias (Mendoza
Lombana, 2022). En la identificacién bioquimica de bacterias, se utilizan pruebas que abarcan
la fermentacién de distintos carbohidratos, la sintesis de enzimas como la catalasa y la
ureasa, la habilidad de producir indol, el aprovechamiento de citrato como fuente de carbono,
asi como pruebas especificas como la coagulasa para diferenciar especies particulares (Ripe
Jaime, 2019). Ademas, las pruebas de sensibilidad a los antibiéticos también son importantes
para determinar la respuesta de las bacterias a los tratamientos farmacolégicos. La
combinacién de estas pruebas proporciona informacion clave para la identificacion precisa de

las bacterias y su clasificacion taxonémica, como se muestra en la tabla 5.

Tabla4
Identificacion bioquimica de Enterobacterias

Identificacion bioquimica de Enterobacterias

2 5 S
= S 0 o
3 © 9 <,
=t X ) b 6
S D & = o) © © ®© 8 o
o © o Q (&) — = o = o c
5 = S © © n © £ @ S ©
2 0 e 9 2 T @ D S o
S o E o o = o 3 Q o O
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Indol + -+ - - + + - + B
Citrato de Simmons - - + + + - + + +
H>S(TSI) - - + + - +H- - - -
Ureasa - - - -/+ A +/- +- -
Movilidad +- - + + + + - - +
Lisina + - + - - + +/- + +
Glucosa + + + + + + + + +

Gas de glucosa + - + -+ o+ +- o+ + +
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Lactosa +- - ; -+ - + + n

Sacarosa - - - +/- +- -+ + +

Fuente: Koneman, 2006

8 Marco legal

8.1 Constitucién

Este proyecto de investigacion se sostiene bajo a la Constitucion de la republica del
Ecuador, la Ley de gestion y uso del suelo y el Acuerdo Ministerial 097 A el cual propone:

“...Que, el numeral 27 del articulo 66 de la Constitucién de la Republica del Ecuador,
determina el derecho a vivir en un ambiente sano, ecolégicamente equilibrado, libre de
contaminacion y en armonia con la naturaleza...”
Es crucial asegurar la preservacion de la naturaleza y la proteccién de sus derechos, tal como

se expone en este articulo.

“...Que, el articulo 276, nimero 4, de la Constituciéon de la Republica del Ecuador,
establece que uno de los objetivos del régimen de desarrollo ser& recuperar y conservar la
naturaleza y mantener un ambiente sano y sustentable que garantice a las personas y
colectividades el acceso equitativo, permanente y de calidad al agua, aire y suelo, y a los

beneficios de los recursos del subsuelo y del patrimonio natural...”

Este enfoque busca garantizar a las personas y comunidades un acceso equitativo y

de alta calidad a los recursos esenciales, como el agua, el aire, el suelo.
Segln el (Ministerial, A. 097, 2015)
Criterios de calidad del suelo. -

Literal 4.4.2 “...Los criterios de calidad del suelo son valores de fondo aproximados o
limites analiticos de deteccidén para un contaminante presente en el suelo. Los valores de
fondo se refieren a los niveles ambientales representativos para un contaminante en el suelo.
Estos valores pueden ser el resultado de la evolucién natural del area, a partir de sus
caracteristicas geologicas, sin influencia de actividades antropogénicas. Los criterios de

calidad del suelo constan en la Tabla...”

Criterios de remediacion del suelo

Literal 4.4.4. “...Los criterios de remediacion se establecen de acuerdo al uso del suelo,
tienen el propdsito de establecer los niveles maximos de concentracién de contaminantes

en un suelo luego de un proceso de remediacion, y son presentados en la Tabla 2...”
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Tabla5b

Criterios de calidad del suelo

Parametro Unidades * Valor

Parametros Generales

Conductividad
200
pH
y . uS/cm 6a8
Relaciéon de adsorcion de 4+

Sodio (indice SAR)

Fuente: Acuerdo ministerial 097A, 2015
Tabla 6

Criterios de remediacion (valores maximos permisibles)

) Expresado _ Uso Uso Ecosistemas

Parametro Unidad ] _ _ _
en agricola industrial sensibles

Hidrocarburos totales TPH mg/kg <2500 <4000 <1000
Hidrocarburos aromaticos

o mg/kg <2 <5 <1
policiclicos (HAPS)
Cadmio Cd mg/kg <2 <10 <1
Niquel Ni mg/kg <50 <100 <40
Plomo Pb mg/kg <100 <500 <80

Fuente: Acuerdo ministerial 097A, 2015

9 HIPOTESIS INVESTIGATIVA

En base a los antecedentes y los problemas que se quiere resolver se ha planteado

dos hipétesis:

HA: ¢Existen microorganismos capaces de resistir los efectos de los hidrocarburos
presentes en los suelos de la Amazonia ecuatoriana que muestren un mayor potencial para

degradar TPHs en suelos contaminados con hidrocarburos?

HO: ¢ No existen microorganismos capaces de resistir los efectos de los hidrocarburos
presentes en los suelos de la Amazonia ecuatoriana que muestren un mayor potencial para

degradar TPHs en suelos contaminados con hidrocarburos?
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10 METODOLOGIAS Y DISENO EXPERIMENTAL
10.1 Tipo deinvestigacion

En esta investigacion se adopta un estudio experimental que combina un enfoque

mixto, utilizando observacion directa y analisis de fuentes bibliograficas.

10.2 Métodos
10.2.1 Revisidn bibliografica

Se utilizé principalmente el enfoque de revisibn de fuentes bibliograficas en esta
investigacion, ya que en el contexto de Ecuador hay una carencia de investigaciones
relaciones a la biorremediacién de suelos contaminados con hidrocarburos. Por lo tanto, la

revision bibliografica cobra relevancia al permitirnos recopilar informacién valiosa y pertinente.
10.2.2 Método cualitativo

Se optdé por emplear un enfoque metodoldgico cualitativo. Esto implica que se
investigaran y analizaran las bacterias desde una perspectiva cualitativa, centrandose en las

caracteristicas.
10.2.3 Método cuantitativo

Se aplicé un enfoque de metodologia cuantitativa. Esta aproximacion involucra el uso
de herramientas numéricas y estadisticas para evaluar y comprender las concentraciones de

TPH presentes en las muestras de suelo.

10.2.4 Instrumentos de investigacion
¢ Fichas de investigacion

e Ficha de laboratorio

10.2.5 Materiales y equipos
e Asas calibradas
e Tubos de solucion salina
¢ Medios de cultivo (tioglicolato, agar macconkey, agar nutritivo, caldo BHI, Agar Urea,
Agar MIO, Agar TSI, Agar LIA y Agar citrato.)
o Cajas petri
e Agua peptonada
e Agua destilada
e Pipeta de vidrio
e Puntas micropipeta (100 pL y 1000 pL)
e Gradilla

e Aceite de inversion
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o Cristal violeta

e Lugol

e Alcohol cetona

e Safranina

¢ Porta objetos

e Cubre objetos

o Vortex

e Incubadora

e Autoclave

e Cabina de flujo laminar
e Microscopio éptico
e Nevera

e Congelador

e Balanza

10.3 Objetivo 1: Cuantificar, aislar y caracterizar microorganismos nativos del suelo
contaminado con hidrocarburos procedentes de la parroquia Dayuma, provincia de
Orellana.

10.3.1 Actividad 1: Recoleccion de tierra

10.3.1.1 Georreferenciacion del sitio de muestreo

Ubicacién: Dayuma
Provincia: Orellana
Temperatura: 27° - 35° C.
Precipitacion: 3300mm
Coordenadas:

X:290607. 41 m

Y:9928104.02 m
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Figura 1
Georreferenciacion del lugar de muestreo

77°12'0 76°48'0 76°24'0 76°0'0

MAPA DE DAYUMA

0°24'S
0°24'S

LEYENDA

Dayuma

0°48'S
Lo
0°48'S

1°12'S

77°12'0 76°48'0O 76°24'0 76°0°
Elaborado por: Los autores, 2023.

10.3.1.2 Muestreo del suelo

En base a lo establecido en la Tabla 7, se determiné el nimero minimo de puntos de
muestreo para cada area de potencial interés dentro del predio de estudio (Ministerio del
Ambiente, 2014). Dicha tabla abarcé tanto los puntos de muestreo superficiales (area de toma
de muestras compuestas) como los de profundidad, conformando el nimero total de puntos

de muestreo necesarios.

Tabla7
Numero minimo de puntos de muestreo para el Muestreo de Identificacion.
Area de potencial Puntos de
interés (Ha) muestreo en tota
0,1 4
0,5 6
1 9
2 15
3 19
4 21
5 23
10 30
15 33
20 36
25 38
30 40

40 42
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50 44
100 50
Fuente: Ministerio del Ambiente (2014)

Para recolectar muestras representativas de suelo contaminado, se empleé el método
aleatorio sistematico, que asegura una seleccion imparcial y uniforme de los puntos de
muestreo. Se establecié una parcela de 10 m? y se distribuyeron puntos de muestreo de
forma aleatoria dentro de esta area. Luego, se llevé a cabo una excavacién de 30 cm de

profundidad en cada punto seleccionado.

Se recolectaron cuatro muestras de suelo, cada una con un peso de 5 kg, las cuales
fueron colocadas en saquillos de polietileno con un didmetro de poro de 0,8 um para evitar la
contaminacion cruzada. Posteriormente, se mezclaron de manera homogénea para obtener
cuatro submuestras de 1 kg cada una. Estas submuestras se depositaron en fundas ziploc
debidamente etiquetadas con informacion detallada, como el lugar de recoleccién, la fecha,

el tipo de muestra, el responsable y el nimero de muestra correspondiente.

Las muestras de suelo fueron transportadas al laboratorio de Microbiologia y
Bacteriologia de la Universidad Central del Ecuador (ver anexo 1). En este laboratorio, se
llevd a cabo el proceso de aislamiento de los microorganismos nativos presentes en el suelo

contaminado con hidrocarburos provenientes de la Amazonia ecuatoriana.

Utilizando las muestras de suelo restantes, se llevé a cabo un proceso de remediacion

mediante la implementacion de diversos procedimientos de tratamiento.

10.3.2 Actividad 2. Diluciones seriadas
10.3.2.1 Preparacion de medios de cultivo empleados

Se utilizo caldo de cultivo (Tioglicolato) (BMI Laboratorios) y agar (agar agar) para
bacterias. El agar y el caldo de cultivo fueron preparados teniendo en cuenta las etiguetas
proporcionadas por la casa productora de cada medio utilizado en el laboratorio (ver anexo
2,3,4,5).

10.3.2.2 Control de medios de cultivo

Con la finalidad de evaluar el correcto funcionamiento de los medios de cultivo
utilizados, se llevé a cabo un control de medios de cultivo. Para esto se utiliz6 el medio
tioglicolato, que es un agar enriquecido que facilita el desarrollo de diversos microorganismos
(Rodriguez Pulido, 2022). Asimismo, se utilizé el agar Mac Conkey, un medio selectivo
diferencial que impide el crecimiento de bacterias Gram positivas y permite distinguir las Gram
negativas. En ambos medios de cultivo se inoculé una cepa de Enterococcus para obtener

un control de calidad positivo y evaluar su crecimiento apropiado.
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De la misma forma, para establecer un control negativo, se utilizaron los mismos
medios de cultivo en los cuales no se inoculo ningiin microorganismo; esto se lo realizo con
el objetivo de asegurar que los medios de cultivo no estén contaminados al momento de

realizar la siembra (ver anexo 6,7,8).
10.3.2.3 Diluciones Seriadas

Para el aislamiento de los microorganismos nativos, se empled la técnica de dilucién
seriada misma que se utilizé para cuantificar los microorganismos en una placa de cultivo. La
muestra de suelo se diluyo 1 en 10. Es decir, 25g de suelo en 125 ml de agua peptonada
(1071), 1g de la disolucién anterior en 9 mL de agua peptonada (10~2), asi se diluyo hasta
107> (ver anexo 9,10,11,12,13).

Se sembraron las diluciones 1072, 1073, 10™* por duplicado, con una micropipeta se
tomo 0,1 mL (100 uL) de cada dilucién y se sembr6 en cajas Petri con medio Agar tioglicolato
por extension en placa o placa extendida (ver anexo 13). Por ultimo, se llevé a una incubacion

a 37 +2 °C durante 48 horas en condiciones éptimas para el crecimiento bacteriano.
10.3.3 Actividad 3. Cuantificacion

Para determinar el nimero de UFC/g en cada una de las muestras, se contaron el
numero de colonias presentes en la dilucién contable (10-3) (ver anexo 14). Se consideré que
una colonia era equivalente a una UFC/g. Este valor representaba la cantidad de UFC/g en
el volumen de la gota que fue depositada por el replicador. Una vez determinado el N° de
colonias en 1 ml (100 pL), el resultado se multiplico por el factor de dilucién utilizado y se
dividié por el volumen en ml de la muestra sembrada. De esta manera, se logré calcular la

concentracion de UFC en 1 ml (100 ulL) de la muestra.

N° de% x FACTOR DE DILUCION

UFC =

mL de la muestra sembrada

Donde:

UFC: Unidad formadora de colonias.

N° de UFC/mIl: nimero de colonias.

Factor de dilucién: nimero de veces (concentracion final).

mL de la muestra sembrada: Cantidad de dilucion sembrada (en la placa).
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10.3.4 Actividad 4. Caracterizacién macroscopica

En el estudio de la caracterizacion macroscépica, se emple6 el método propuesto por
MacFaddin en 2006. Durante esta etapa, se examinaron las colonias que se formaron en la
superficie del medio de cultivo, analizando tanto la parte superior como la inferior de la placa
de Petri (ver anexo 15). El objetivo fue identificar las caracteristicas macroscopicas de las
colonias y distinguir aquellas que son comunes y especificas para cada grupo bacteriano.
Mediante este enfoque, se logro identificar y clasificar los diferentes morfotipos en funcién de

sus caracteristicas macroscopicas. En consecuencia, se consideraron los siguientes criterios:

Figura 2

Aspectos mas comunes de la diversidad colonias microbianas aisladas

Forma Borde Elevacion Superficie

" Puntifarme . Entero

Flana Lisa o rugosa

Elevada Mateo

brillante

Circular COndulado

l ' Convexa
Secao
* Rizoide .

cremaosa

Crateriforme

Lobulado Invasivao

Irregular superficial

Acuminada

Elaborado por: Los autores, 2023.

10.3.5 Actividad 5. Aislamiento axénico bacteriano.

Después de obtener un resultado de recuento de las colonias presentes en los medios
de cultivo, se procedi6 a la siembra en un nuevo medio de cultivo, para la obtencién de cultivos
axénicos o puros de las colonias morfoldgicamente diferentes encontradas. El aislamiento se
llevé a cabo en medio tioglicolato y se utilizé un asa bacterioldgica esterilizada para obtener
una muestra de las colonias y sembrarla mediante el método de agotamiento (ver anexo 16).
Las cajas con crecimiento puro se colocaron en la incubadora a una temperatura constante
de 37 £2 °C durante un periodo de 24 a 48 horas. Una vez transcurrido el tiempo requerido,

las placas se emplearon para la caracterizacion, identificacion y crioconservacion.
10.3.6 Actividad 6. Caracterizacion microscépica (Tincion de Gram)

La tincion de Gram es una técnica eficaz y rapida que nos brindé la capacidad de
distinguir entre dos categorias de bacterias: las bacterias Gram positivas y las bacterias Gram

negativas (Rodriguez & Arenas Roberto, 2018).
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La técnica de tincibn Gram se fundamenta en las diferencias estructurales de las
bacterias, de tal manera que las bacterias Gram positivas adquieren un color morado en la
tincion de Gram debido a que el colorante se retiene en la capa densa de peptidoglucano que
rodea a la célula, mientras que en las bacterias Gram negativas no retienen el cristal violeta
durante la tincion de Gram por su capa de peptidoglucano mas delgada y por ende toma el

color del colorante final de contraste safranina y se observan con un color rojo o rosado.

Se aplicé la técnica de tincion de Gram sobre frotis de la bacteria de interés. En este
proceso, se agregé una pequefia gota de solucion salina sobre una lamina de portaobjetos y
se procedio a diluir la colonia microbiana de interés, se fijé calentandola, el frotis fijado se tifid
con Cristal Violeta durante un minuto, se enjuagé con agua destilada y se cubrié con Lugol
durante otro minuto, se volvié a enjuagar con agua destilada y se procedi6é a decolorar con
alcohol-acetona, después de escurrir el exceso de liquido, se cubrié con safranina durante un
minuto, finalmente se realizé un ultimo lavado con agua destilada y se dejé secar cerca del
mechero (ver anexo 17). Las placas portaobjetos se observaron en un microscopio optico
utilizando aceite de inmersion, con un aumento de 100X, para visualizar la forma de las

bacterias y detectar la presencia 0 ausencia de esporas.
10.3.6.1 Tincion Gram

Para la caracterizacién microscopica se tuvo en cuenta los siguientes criterios la cual

esta constituida por Forma, Agrupacion y Tincion de Gram.

Figura 3
Morfologia microscopica de las bacterias
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Elaborado por: Los autores, basado en: Rodriguez 2018


https://animalesbiologia.com/author/nidia
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10.3.7 Actividad 7. Determinacién bioquimica de las bacterias.

En las pruebas bioquimicas, se emplearon diversos medios de cultivo especificos para
evaluar distintos aspectos metabdlicos de microorganismos. Estos medios incluyeron el Agar
MacConkey para la deteccion de bacterias gramnegativas que fermentan lactosa, el Agar
Lisina y Hierro para investigar la capacidad de algunas bacterias para desdoblar la lisina y
producir reacciones de sulfuro, el Agar TSI (triple azlcar hierro) para analizar la fermentacién
de azucares y la produccion de sulfuro de hidrégeno, el Agar SIM para evaluar la produccién
de sulfuro, indol y motilidad bacteriana, el Agar Citrato para determinar la capacidad de las
bacterias para utilizar el citrato como Unica fuente de carbono, y el Agar Urea para verificar la
actividad de la enzima ureasa. Estos medios de cultivo proporcionaron informacion valiosa
sobre las caracteristicas metabdlicas y bioquimicas de los microorganismos estudiados,

contribuyendo asi al entendimiento de su comportamiento y funciones.

10.4 Objetivo 2: Realizar una crioconservacion mediante congelamiento de las cepas
recuperadas a partir del suelo contaminado con hidrocarburos, con el fin de
conservarlas alargo plazo y permitir su utilizacién en estudios futuros para determinar
su capacidad degradadora de hidrocarburos.

10.4.1 Actividad 1. Preparacion los tubos de crioconservacion con glicerol y el medio
BHI.

Se desarrollé una solucibn acuosa con preservante glicerol, para conservar las
bacterias en fase de crecimiento logaritmico (24 horas de incubacién) a partir del medio

axeénico. Los componentes empleados se encuentran descritos en la tabla 10.
10.4.2 Actividad 2. Inoculacion de bacterias

Se identificé la colonia especifica y se transfirio a tubos de Eppendorf mediante el uso
de un asa metalica previamente esterilizada. Los tubos fueron sometidos a una agitacion
vigorosa de 15 segundos en el vortex para garantizar una distribucion homogénea de las

bacterias en el medio.
10.4.3 Actividad 3. Almacenamiento de los tubos preparados

Finalmente, los tubos Eppendor fueron llevados a un congelador con una temperatura

de -20°C, lo cual garantiza investigaciones futuras. (ver anexo 24).
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Tabla 8
Solucién para la conservacion de las bacterias aisladas
Medio liquido (Tioglicolato) 5mL
Agua destilada 200 mL
Glicerina 2 gotas de la pipeta de pasteur

Elaborado por: Los autores, 2023.

11 Disefio experimental

Se llevo a cabo un disefio experimental para evaluar el efecto del hidrocarburo en el

suelo, el cual nos ayudar a conocer que tratamiento es mas efectivo.

11.1 Objetivo 3: Determinar el efecto de remocion de hidrocarburos en los suelos
contaminados.
11.1.1 Actividad 1. Preparacion de muestras de suelo utilizando contenedores de

plastico.

En este proyecto de investigacion se evalud la capacidad de remediacion de los
microorganismos que se encuentran en suelos que han sido previamente tratados, como se

describe a continuacion:

Tabla9

Tratamientos aplicados en la unidad de experimentacion durante la investigacion.

N° Tratamiento Tipo de tratamiento
Suelo (10 Ib) + Hidrocarburo (250 mL) + Agua

Ty
(500 mL).
L, Suelo (10 Ib) + Hidrocarburo (250 mL) + Agua
(500 mL) + aireacién (movimiento de tierra)
I, Suelo (10 Ib) + Hidrocarburo (250 mL) +Agua

(500 mL) + Melaza (500 mL)

Elaborado por: Los autores, 2023.

Se llevaron a cabo tres tratamientos. El tratamiento 1 se consider6 como el grupo de
control, en el cual se prepar6 una muestra de suelo que contenia agua e hidrocarburos (ver

anexo 25).

En el tratamiento 2 se aplicé el oxidacion-reduccion (redox), el cual se considera una
técnica de volatilizacion pasiva para contaminantes volatiles. Segun Manrique & Guisella
(2021), este método consiste en promover la volatilizacién mediante la remocion periddica del
suelo. En este caso, se realizd la remocion del suelo cada 2 dias durante un mes, con el

objetivo de promover la liberacion de hidrocarburos presentes en forma volatil (ver anexo
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26). Posteriormente, se llevé a cabo una prueba de TPHs para evaluar los niveles de

contaminacion en el suelo tratado.

En el tratamiento 3 se aplico la adicion de melaza, la cual se basa en impulsar el
crecimiento de microorganismos con la habilidad de descomponer sustancias contaminantes
(proceso de biorremediacion), se puede considerar la optimizacién de las condiciones del
suelo para fomentar la eficacia de los microorganismos existentes o la introduccién de nuevas
especies. Para promover las acciones biéticas, se pueden mejorar condiciones especificas
del suelo, como afadir nutrientes, agua, oxigeno y ajustar el pH (Vergaray Ruiz, 2022). En
este tratamiento, se introdujo agua con melaza para proporcionar nutrientes adicionales a los
microorganismos presentes en el suelo contaminado con hidrocarburos (ver anexo 27).
Posteriormente, se realizaron pruebas de TPHs para evaluar el grado de contaminacién en
el suelo tratado. Finalmente, se llevé a cabo una comparacion con los resultados obtenidos
en los tratamientos anteriores para determinar la eficacia de la metodologia microbiolégica

en la remediacion del suelo contaminado.

11.1.2 Actividad 2. Desarrollo del experimento mediante la contaminacién del suelo
con hidrocarburos.

Tomando en cuenta las 3 muestras de suelo contaminado con hidrocarburo, se
organizo en 9 unidades experimentales con tres repeticiones. Se tomo en cuenta que en cada
tratamiento los bloques tuvieran las mismas condiciones con respecto a cantidad de agua,
petréleo, suelo y oxidacion-reduccion (redox) o adiccién de melaza para los tratamientos 1y
2, esto ayudar a las bacterias a acelerar su metabolizacion.

Elaborado por: Los autores, 2023.
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11.1.3 Actividad 3. Evaluacion de la capacidad degradadora de las bacterias.
11.1.3.1 Anélisis ANOVA y TUKEY

Se llevé a cabo un andlisis de varianza (ANOVA) con el propdsito de discernir
diferencias significativas entre las medias de los tratamientos. Tras confirmar esta disparidad
significativa, se aplico el método de comparaciones multiples de Tukey para identificar de
manera precisa los pares de grupos cuyas medias presentan diferencias notables. Este
enfoque exhaustivo no solo permite una evaluacion profunda de las disparidades entre los
grupos, sino que también proporciona una comprension minuciosa de las relaciones
comparativas entre las medias, fortaleciendo asi la interpretacion sélida y confiable de los

resultados obtenidos.

12 ANALISIS Y DISCUSION DE LOS RESULTADOS.

12.1 Diluciones seriadas

En el proceso de diluciones, se realizaron varias combinaciones de dilucién, desde
10~ hasta 107>, con el proposito de mejorar la precision de los resultados. Se efectuaron
duplicados de las diluciones para obtener datos méas confiables, como se muestra en la tabla
14. El objetivo principal era obtener colonias bacterianas individuales dentro de un rango de
30 a 300 unidades formadoras de colonias (UFC) (Tipantufia Chiluisa, 2020). Para lograr esto,
se tomd en cuenta la dilucién de 103, ya que proporciona el rango deseado de UFC. Esta
dilucién especifica fue seleccionada con el fin de permitir un conteo preciso de las colonias

en las etapas posteriores del proceso.

Tabla 10

Conteo de las UFC de cada dilucion (1072,107%,1073).
Dilucién 10° M1 M2 M3 M4
Primero 0 0 0 0
Duplicado
Dilucién 10* M1 M2 M3 M4
Primero 2 1 3 4
Duplicado 5 6 8 15
Dilucién 10° M1 M2 M3 M4
Primero 36 38 35 36
Duplicado 35 35 37 37

Elaborado por: Los autores, 2023.
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Tabla 11
Célculo de la dilucién 1073
N° de o
Muestra ] Procedimiento
colonias
UFC 35ufcx10*
M1 (1073) 35 = f =3.5x 10° ufc/g
g 0.1g
UFC 35ufcx10*
M2 (1073) 35 = f = 3.5x 10%ufc/g
g 0.1g
UFC 37 ufcx10*
M3 (1073) 37 = f = 3.7 x 10%ufc/g
g 0.1g
UFC 37 ufcx10*
M4 (1073) 37 = f = 3.7 x 10%ufc/g
g 0.1g

Elaborado por: Los autores, 2023.

En la tabla (15), se presenta el célculo de la dilucién 1073, y se muestra el valor
obtenido a través del conteo de colonias individuales. Los resultados de la muestra 1y 2

fueron de 3.5 x 10° UFC/,  mientras que los de la muestra 3y 4 fueron de 3.7 x 105 UFC/ .

Estos valores indican la cantidad de células de un organismo presente en el suelo.

A partir de los organismos obtenidos, se procedié a aislar UFC de diferente morfologia
(morfotipos), para obtener cultivos puros o axénicos, permitiendo la caracterizacién de los

mismos.

12.2 Caracterizacién macroscopica

Las colonias bacterianas presentan caracteristicas distintivas en cuanto a su tamafio,
forma, textura y, en ocasiones, color, lo que facilita la diferenciacion de bacterias en cultivos
(Tamayo Rivera, 2021). Sin embargo, estas caracteristicas macroscopicas no son suficientes
para lograr una identificacion completa de las bacterias. Es necesario complementar el
estudio mediante la microscopia y el andlisis de sus caracteristicas bioquimicas. Mediante la
combinacion de la observacién macroscoépica, la microscopia y el analisis bioquimico, es

posible lograr una identificacion mas precisa de las bacterias presentes en un cultivo.



30

Tabla 12

Caracterizacién macroscopica del suelo (M, 1073 y M,1073)

Caracterizacion macroscopica (M4 103)

N° Forma Color Borde Elevacion Superficie
Circular Beige Entero Convexa Lisa
2 Irregular Gris Ondulado Plana Rugosa
Rizoide _
3 Gris Ondulado Plana Rugosa seca
(Estrella)
4 Irregular Gris Ondulado Plana Rugosa seca
5 Irregular Beige Ondulado Plana Seca rugosa
Amarillo )
6 Irregular . Ondulado Elevada Lisa
(palido)
Amarillo )
7 Circular . Ondulado Elevada Lisa
(palido)
Circular Blanco Entero Plana Seca
Circular Blanco Entero Elevada Lisa
10 Circular Blanco Entero Elevada Lisa

Caracterizacién macroscopica (M2 1073)

11 Circular Amarillo Entero Convexa Lisa

12 Circular Blanca Entero Convexa Lisa

13 Circular Naranja Entero Elevada Seca

14 Circular Naranja Entero Elevada Seca

15 Circular Beige Entero Elevada Lisa

16 Irregular Blanco Ondulado Plana Seca y rugosa
17 Irregular Beige Ondulado Elevada Seca

18 Irregular Beige Ondulado Elevada Lisa

Elaborado por: Los autores, 2023.

La Tabla 12 presenta las caracteristicas macroscoépicas de la disolucion (M4 1073) y
(M2 1073) obtenidas en el laboratorio, donde se aislaron 18 morfotipos diferentes a partir del
medio agar tioglicolato, y se llevaron a cabo descripciones macroscoépicas y microscopicas
de cada uno de ellos, tal como se muestra en las figuras (4,5,6,7,8). Estas caracteristicas

macroscopicas incluyen su forma, color, borde, elevacion y superficie.
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Figura 4
Porcentaje de la forma que presentaron las colonias aisladas

Forma de los aislados

Ecircular ®lIrregular ®rizoide

Elaborado por: Los autores, 2023.

En la Figura 4, se puede observar que el 50% de los 18 morfotipos aislados se
caracterizan por tener colonias circulares, lo que implica que su apariencia macroscopica es
redonda y con bordes bien definidos (Noriega Luna, 2022). Ademas, el 45% de los morfotipos
aislados se describen como colonias irregulares, lo que significa que no tienen una forma
definida y presentan un contorno poco claro. Por ultimo, el 5% de los morfotipos aislados
corresponden a colonias rizoides, las cuales muestran un patron de crecimiento filamentoso

similar a raices o raicillas (NUfiez & Dos Santos, 2020).

Figura 5

Porcentaje del borde que presentaron las colonias aisladas

Borde de los asilados

mentero ®mondulado

Elaborado por: Los autores, 2023.

La Figura 5, muestra que el 55% de los 18 morfotipos aislados se caracterizan por
tener colonias con bordes enteros, lo que significa que presentan un contorno liso y continuo,

sin interrupciones ni irregularidades. Estas colonias tienen un margen uniforme y bien
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definido, sin proyecciones ni identificaciones en su perimetro (Noriega Luna, 2022). Por otro
lado, el 45% de los morfotipos aislados exhiben colonias con bordes ondulados, lo que implica
gue tienen un contorno con curvas suaves y regulares en lugar de ser recto o liso. Estas
colonias muestran una serie de ondulaciones o sinuosidades a lo largo de su perimetro
(Romero, Cobo, Pérez, & Polo, 2020).

Figura 6

Porcentaje de la superficie que presentaron las colonias aisladas

Superficie de los aislados

Hlisa rugosa ®rugosaseca invasiva seca

Elaborado por: Los autores, 2023.

Segun la Figura 6, se puede observar que de los 18 morfotipos aislados, el 45% se
caracteriza por tener colonias con superficie lisa, lo que implica una apariencia suave y
uniforme en su estructura externa (Sanchez Riofrio, 2022). Por otro lado, el 20% de los
morfotipos exhiben colonias con superficies rugosas y secas, lo que significa que la apariencia
externa de estas colonias presenta una textura irregular y seca, sin presencia de humedad.
Ademas, un 20% de los morfotipos se caracteriza por tener una superficie seca, lo que indica
gue la capa externa de estos organismos 0 estructuras no muestra signos visibles de
humedad o liquido. El 10% de los morfotipos presenta una superficie invasiva, mientras que
el 5% muestra una superficie rugosa, con protuberancias, arrugas o texturas asperas visibles

a simple vista.
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Figura 7

Porcentaje de la elevacion de las cepas bacterianas aisladas

Elevacion de los aislados

mConvexa ®mElavada ®Plana

Elaborado por: Los autores, 2023.

La Figura 7 indica que hay una diversidad en las caracteristicas de elevacion de las
colonias de los morfotipos aislados. La mitad de ellos tienen elevaciones, el 35% presenta
elevaciones planas y el 15% exhibe elevaciones convexas. Estas caracteristicas distintivas
en la superficie de las colonias son utilizadas para describir y clasificar los diferentes
morfotipos identificados.

Figura 8

Porcentaje de la pigmentacion de las cepas bacterianas aisladas

Pigmentacion de los aislados

EGris ®Amarillo ®=Beige ©Blanco ®Naranja

Elaborado por: Los autores, 2023.

La informacién proporcionada en la Figura 8 muestra la pigmentacion de los 18
morfotipos aislados de la siguiente manera: un 35% de los morfotipos presentan un color

beige, un 15% muestran un color amarillo, otro 15% exhiben un color naranja, un 10% tienen
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un color gris y finalmente un 25% muestran una pigmentacion blanca. Estos datos se utilizan

para describir y clasificar los diferentes morfotipos aislados segun su apariencia de color.
12.3 Tincién Gram (microscoépica)

Las colonias bacterianas exhiben rasgos distintivos en términos de su tamafio, forma,
textura e incluso color, lo cual simplifica la distincién de bacterias en cultivos mezclados. Sin
embargo, estas caracteristicas no son suficientes para lograr una identificacion completa, ya
gue se requiere llevar a cabo un examen microscopico y analizar sus propiedades
bioguimicas para obtener una identificacién precisa (Zimmermann, 2022). Por esta razén, en
el caso especifico de la tabla (13), se utilizé el método de tincién de Gram para caracterizar
las bacterias, permitiendo observar su morfologia microscépica y distinguir entre tinciones

Gram positivas y Gram negativas.

Tabla 13
Caracterizacion microscépica de la M4 (1073) y M2 1073,
Namero Muestra Tinc.ic.')n de Gram. N?mbre Anexos
Positivo Negativo microscopico
1 M4 (1073) 1 0 1 Bacilos Ver anexo 28
2 M4 (1073) 2 0 1 Bacilos Ver anexo 29
3 M4 (1073) 3 0 1 Bacilos Ver anexo 30
4 M4 (1073) 4 0 1 Bacilos Ver anexo 31
5 M4 (1073) 5 0 1 Bacilos Ver anexo 32
6 M4 (1073) 6 0 1 Bacilos Ver anexo 33
7 M4 (1073) 7 0 1 Bacilos Ver anexo 34
(esporulados)

8 M4 (1073) 8 0 1 Estreptobacilos Ver anexo 35
9 M4 (1073) 9 0 1 Bacilos Ver anexo 36
10 M4 (1073) 10 0 1 Bacilos Ver anexo 37
11 M2 (1073) 1 0 1 Bacilos Ver anexo 38
12 M2 (1073) 2 0 1 Bacilos Ver anexo 39
13 M2 (1073) 3 0 1 Bacilos Ver anexo 40
14 M2 (1073) 4 0 1 Bacilos Ver anexo 41
15 M2 (1073) 5 0 1 Bacilos Ver anexo 42
16 M2 (1073) 6 0 1 Bacilos Ver anexo 43
17 M2 (1073) 7 0 1 Bacilos Ver anexo 44
18 M2 (1073) 8 0 1 Bacilos Ver anexo 45

Elaborado por: Los autores, 2023.
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Caracteristicas microscopicas de los Bacilos Gram negativos por el método de Tincién de Gram

Identificacion por Tincion de Gram

=
Elaborado por: Los autores, 2023.

Identificacion por bibliografia

Fuente ( (Science Photo Library, 2013)

Elaborado por: Los autores, 2023.

La tabla 14, presenta las caracteristicas relevantes mediante el método de Tincion de

Gram, donde laimagen en la parte izquierda ilustra los resultados experimentales, exhibiendo

la aparicion de bacilos de tonalidad rosada con rasgos cortos, aglomerados de forma aislada

y en grupos, y ausencia de estructuras de esporulacion. Por su parte, la figura en el extremo

derecho representa las atribuciones distintivas de las bacterias Gram negativas relacionadas

con (Science Photo Library, 2013).

Figura 9

Porcentaje de las caracteristicas microscépicas de las colonias aisladas.

Caracteristicas

microscopicas

Bacilos gram
negativos

Elaborado por: Los autores, 2023.

La forma de las bacterias bajo el microscopio esta determinada por la rigidez de su

pared celular. Se clasifican en diferentes formas, como cocos (esféricas u ovaladas), bacilos

(cilindricas o en forma de bastones, ya sean rectos o curvos) y espirilos (en forma de espiral)

(Plaza Avellan & Intriago Quintana, 2020). De las 18 bacterias seleccionadas, se observo que
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la forma més predominante fue la de bacilos, con un 100% de presencia. Al aplicar una tincion
diferencial, como la tincién de Gram, se pudo determinar que la mayoria de estos bacilos eran

Gram negativos, representando un 100%.
12.4 Crioconservacion de las bacterias aisladas

Se realizo una crioconservacion de 18 cepas bacterianas aisladas (ver anexo 46), las
cuales fueron guardadas en un congelador a -20°C. lo cual ayuda a frenar su actividad
metabodlica y mantener su viabilidad, esto permitira que las cepas mantengan sus

caracteristicas biolégicas y genéticas intactas, lo que resulta crucial para futuras

investigaciones.

12.5 Baterias bioquimicas

En el andlisis bioquimico se aplicé a las 18 cepas bacterianas Gram negativas
obtenidas de muestras de suelo contaminado con petrdleo en la provincia de Orellana
(Dayuma), se detectaron varias especies diferentes (ver figura 10). La especie mas
abundante fue Serratia Sp, lo que corresponde al 39% de las muestras. Ademas, se
identificaron Shigella Sp con un 17% de las muestras, mientras que Yersinia Sp y Hafnia Sp
se encontraron en el 11% cada una. Otras especies también estuvieron presentes, como
Enterobacter Sp, Citrobacter Sp, Proteus Sp y Klebsiella Sp, cada una de ellas detectada un
6%. Estos resultados destacan la gran diversidad de bacterias nativas que coexisten en el

suelo contaminado con petréleo en esta region.

Figura 10
Porcentaje de bacterias identificadas

Género Bacteriano

39%

17%

11% 11%

. 6% 6% 6% 6%
o o o o o o o o
%] ) [ %] ) %] ) %)
© © © © n © = =
3 L i 2 = [} [}
= o c £ 3 T 5 5
= je2 o © ° 2 s 3
(3] < () I = o o o
n 7 > a ° <) o
X [] =
= O

L

Elaborado por: Los autores, 2023.



12.6 Cantidad de Hidrocarburo presente el suelo (peso seco).

Tabla 15

TPHs iniciales y finales.
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Hidrocarburos Totales de

Porcentaje de

) TPHs TPHs  Parametros y Método
Petrdleo en peso seco _ o degradacion .
iniciales finales permisibles utilizado
(mg/kQg) de TPHs
Suelo
Suelo uso
uso _ M-GO-AM-62
) Industrial .
TPHs 33026 7484 Agricola 4000 77 % METODO
<
<2500 INFRARROJO
mg/kg
mg/kg

Elaborado por: Los autores, 2023.

La tabla 15, proporciona informacion detallada sobre los valores iniciales y finales de

los TPHs. En la fase inicial, los niveles de TPHSs se situaron en 33026 mg/kg, y al concluir el

experimento, el tratamiento 3 registré una notable reduccién, con una cantidad de 7484 mg/kg

de TPHs degradados. Esta disminucién representa una disminucién del 77 % en el contenido

total de TPHs. Este cambio se atribuye a la influencia positiva de los metabolitos bacterianos

y la adicion de nutrientes extra, como la melaza, los cuales desempefiaron un papel crucial

en el proceso de degradacion de los hidrocarburos. En este contexto, el consorcio bacteriano

Enterobacteriaceae, al multiplicarse con mayor rapidez, contribuyd significativamente a

acelerar la descomposicion de los TPHs.

12.7 Andlisis de Varianza (ANOVA)

Andlisis de Varianza (ANOVA

Tukey (5 %)

P-
F.V GL | SS CM F Tratamientos | Media
valor

5422632 | 1238

Tratamientos | 2 1.085e+09 <2e-16 | T1 33030
16 672

Error 6 2.627e+03 | 438 T2 27534

Total 8 1.09e+09 T3 7496

Elaborado por: Los autores, 2023.

Se observa que el valor p de la tabla ANOVA es <2e-16. Dado que es menor que 0.05,

se tiene evidencia estadistica para rechazar Ho, es decir, que existen diferencias en al menos

uno de los tratamientos. Por tanto, se realiza la prueba de TUKEY para determinar que

medias de grupos son diferentes.
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Figura 11
Analisis Tukey 5% de los tratamientos.
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Elaborado por: Los autores, 2023.

En la figura 11 se muestra que existe una diferencia estadistica significativa entre la
degradacion del suelo promedio de cada tratamiento al nivel de significancia al 0.05.
Concluyendo que el mejor tratamiento es el tratamiento 3, debido a que existe mayor
degradacioén de hidrocarburo en el suelo y la validez de la data.

12.8 Anélisis de las variables de la muestra
12.8.1 pH de la muestra contaminada con hidrocarburo

En siguiente tabla se describe el andlisis de pH de la muestra contaminada con hidrocarburo.

Tabla 16

Andlisis de ANOVA y Tukey al 5% del pH de la muestra.
Analisis de Varianza (ANOVA) Tukey (5 %)
F.V GL |[ss |cm F \F;Ior Tratamientos | Media
Tratamientos | 8 0.01 0.00080208 | 2.29 0.03 T1 8.16
Error 99 0.03 0.00035101 T2 8.18
Total 107 0.04 0.00038474 T3 8.18

Elaborado por: Los autores, 2023.

En la Tabla 16, se presenta la media de los valores de pH para cada tratamiento.
Destacan los resultados de T2y T3, los cuales registran el pH mas elevado en el proceso con
valores de 8.18, mientras que T1 tiene el pH més bajo con un valor de 8.16. Estas variaciones
en los valores de pH se atribuyen a la adicion de redox y melaza en estos tratamientos, o

gue ha contribuido a mantener un pH similar entre ellos.



12.8.2 Humedad de la muestra contaminada con hidrocarburo
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En la siguiente tabla se describe el andlisis de la humedad de la muestra contaminada

con hidrocarburo.

Tabla 17

Analisis de ANOVA y Tukey al 5% de la humedad de la muestra.
Andlisis de Varianza (ANOVA Tukey (5 %)
F.V GL SS CM F P-valor | Tratamientos | Media
Tratamientos 8 1440.74 | 180.09 | 16.85 ;53945 T1 52.22
Error 99 1058.33 | 10.69 T2 52.92
Total 107 2499.07 | 23.36 T3 60.14

Elaborado por: Los autores, 2023.

En la Tabla 17, se presenta un andlisis detallado de los promedios de humedad
registrados en los diferentes tratamientos. Los resultados muestran que el tratamiento T1
exhibe un promedio de humedad del 52.22%, seguido de cerca por el T2 con un valor

promedio de 52.92%, y finalmente el T3 con un promedio de 60.14%.

Es importante destacar que los niveles de humedad registrados se encuentran dentro
de los rangos 6ptimos para llevar a cabo procesos de biorremediacion. Teniendo en cuenta
gue las condiciones ideales para el desarrollo bacteriano en procesos de biorremediacion se
sitian generalmente entre el 30% y el 90% de humedad de campo. Este rango es crucial, ya
gue la humedad desempefia un papel fundamental en el metabolismo bacteriano y ejerce una

influencia significativa en el crecimiento y la actividad de los microorganismos.
12.8.3 Conductividad eléctrica de la muestra contaminada con hidrocarburo

En siguiente tabla se describe el analisis de la conductividad eléctrica de la muestra

contaminada con hidrocarburo.

Tabla 18

Andlisis de ANOVA y Tukey al 5% de la conductividad eléctrica de la muestra.

Andlisis de Varianza (ANOVA Tukey (5 %)

F.V GL SS CM F \F;Ior Tratamientos | Media
Tratamientos | 8 3.93 0.49 2.968 0.005 T1 6.75
Error 99 16.40 0.17 2.968 T2 6.37
Total 107 20.33 0.19 T3 6.37

Elaborado por: Los autores, 2023.
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En la tabla 18, se presenta un analisis de los tratamientos en relacion a la variable de
Conductividad Eléctrica (C.E.). La C.E. es una medida importante de la salinidad del suelo, y
su valor puede verse influenciado por diversos factores, incluyendo la presencia de

hidrocarburos en el suelo.

En este contexto, los resultados muestran que los tratamientos T1, T2 y T3 han sido
evaluados en funcion de su C.E. El tratamiento T1 exhibe la mayor C.E. con un valor de 6.75
dS/m, lo que sugiere una mayor concentracion de compuestos salinos en el suelo. Le siguen

los tratamientos T2 y T3, ambos con valores de 6.37 dS/m.

Estos valores de C.E. son indicativos de la influencia de los hidrocarburos en la
salinidad del suelo. Se sabe que los hidrocarburos pueden introducir una variedad de
compuestos salinos en el suelo, algunos de los cuales se disuelven en el agua presente,
mientras que otros pueden existir en forma de cristales muy finos. Estos compuestos salinos

alteran la composicién natural del suelo y contribuyen al aumento de la C.E.
12.8.4 Temperatura de la muestra contaminada con hidrocarburo

En siguiente tabla se describe el andlisis de la temperatura de la muestra contaminada
con hidrocarburo.

Tabla 19

Andlisis de ANOVA 'y Tukey al 5% de la temperatura de la muestra.
Andlisis de Varianza (ANOVA Tukey (5 %)
F.V GL SS CM F P-valor | Tratamientos | Media
Tratamientos | 8 791  [099 |[1263 i'23678E_ T1 19
Error 99 7.75 0.08 T2 19
Total 107 15.66 0.15 T3 19

Elaborado por: Los autores, 2023.

En la Tabla 19, se muestra la media de los valores de temperatura para los tres
tratamientos. En cada caso, se obtuvo un valor de 19°C, lo que sugiere que no existen
diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos. Esto puede atribuirse al
hecho de que todos los tratamientos fueron llevados a cabo bajo condiciones ambientales

idénticas durante la investigacion.
13 Discusion

Analizando estos resultados se ve que el género mas abundante fue Serratia Sp.,
presente con un 39% de las muestras. Serratia sp, es una bacteria Gram negativa, bacilo y

anaerobio facultativo que pertenece a la familia Enterobacteriaceae (Huicochea Montes,
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2021). Estas cepas bacterianas tienen la notable habilidad de prosperar en la presencia de
varios compuestos xenobioticos, incluyendo petréleo y metales pesados (Llanco Palomino &
Reategui Del Aguila, 2020).

Las cepas bacterianas que tienen la capacidad de metabolizar xenobioticos, como el
petréleo, también pueden desarrollar resistencia a uno o mas antibioticos (Lozano Mahecha
& Lépez Lopez, 2022), lo que las convierte en portadoras de genes de resistencia a
antibioticos (Alonso Marques, 2022). La literatura cientifica ha reportado correlaciones entre
la habilidad de cepas de Serratia sp, Citrobacter sp, Proteus y Klebsiella, siendo los
patdgenos oportunistas mas frecuentemente identificados; ademas, se caracterizan por
resistir la presencia de metales pesados, biocidas y por su capacidad de ser resistentes a

multiples antibiéticos al mismo tiempo (More Calero, 2019).

En el analisis de las muestras de suelo contaminado con petréleo, se detectd la
presencia de Shigella en el 17% de los casos. Es importante destacar que Shigella no es
conocida por ser una bacteria degradadora de petrleo (Puga Barajas, 2019). En lugar de
eso, Shigella es un género de bacterias Gram negativas pertenecientes a la familia
Enterobacteriaceae, y su principal caracteristica es su capacidad para causar enfermedades

gastrointestinales en humanos, como la shigelosis o disenteria bacilar (Ceron Lopez, 2023).

A pesar de no ser degradadora de petréleo, algunas cepas de Shigella han
demostrado una cierta tolerancia a hidrocarburos o sus derivados como parte de su
metabolismo (Castafieda Chavez, Lopez Sanchez, Reyes Velazquez, Lango Reynoso, &
Lizardi Jiménez, 2022). Sin embargo, es importante enfatizar que esta tolerancia a los
hidrocarburos no implica que Shigella participe activamente en la degradacion del petréleo,
ya que esta capacidad es mas caracteristica de bacterias especializadas en la degradacion

de hidrocarburos.

En el analisis de las muestras, se encontrd que tanto Yersinia sp, como Hafnia estaban
presentes en el 11% cada una. Hafnia, un género de bacterias Gram negativas de la familia
Enterobacteriaceae, es comunmente hallada en el medio ambiente, como en el suelo y el
agua, y también puede encontrarse en el tracto gastrointestinal de humanos y animales
(Gonzélez Romero, Cordovéz Martinez, & Cazares Silva, 2019). Sin embargo, Hafnia no es
ampliamente conocida por tener propiedades de degradacion de petréleo o hidrocarburos, lo
gue significa que no es una bacteria petrolifera especializada en la descomposicién de

componentes del petroleo crudo (Ramos Vivas, 2022).

Por otro lado, Yersinia sp, otro género de bacterias Gram negativas, es principalmente
reconocida como una bacteria patdégena que puede causar infecciones gastrointestinales en

humanos y algunos animales (Ortega Garcia , 2021). Aunque Yersinia sp es tolerante a los
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hidrocarburos, no tiene la capacidad de degradarlos, lo que la diferencia de las bacterias
petroliferas especializadas que si pueden utilizar los hidrocarburos como fuente de carbono
y energia (Bustamante Velarde, 2022).

Esto quiere decir que mientras Hafnia es una bacteria comun en el medio ambiente y
en el tracto gastrointestinal, no se conoce por degradar hidrocarburos. Yersinia sp, por otro

lado, puede tolerar hidrocarburos, pero no es una bacteria degradadora de estos.

Enterobacter, una bacteria Gram negativa perteneciente a la familia
Enterobacteriaceae, se encuentra frecuentemente en el medio ambiente, incluyendo el suelo,
el agua y el tracto gastrointestinal de humanos y animales (Gonzalez Romero, Cordovéz
Martinez, & Cazares Silva, 2019). Se ha reportado que E. aerogenes, una de las especies
representativas del género encontrado, tiene la capacidad de degradar el petréleo presente
en suelos contaminados en un porcentaje cercano al 86% en un lapso de 28 dias. Esto
significa que esta bacteria muestra una alta eficacia en la descomposicion de los compuestos
petroliferos en condiciones ambientales especificas (Argandofia Diaz & Siguenza Carlos,
2020).

Es importante destacar que la capacidad de degradar hidrocarburos puede variar
entre diferentes cepas y ambientes, y el proceso de biorremediacion mediante bacterias como
Enterobacter sp, es un area de investigacion importante para mitigar el impacto de la

contaminacioén por petréleo en el medio ambiente.

Segun un estudio realizado por (Castafieda-Chavez, Lépez Séanchez, Reyes
Velazquez, Lango Reynoso, & Lizardi Jiménez, 2022), menciana que la familia
Enterobacteriaceae exhibe la capacidad de degradar y disminuir la presencia de
hidrocarburos. Estos miembros, pertenecientes al grupo de bacterias gramnegativas,
presentan aptitudes metabdlicas para descomponer compuestos hidrocarbonados, lo que
resulta en una disminucion de la cantidad de TPHs (Total de Hidrocarburos Petroliferos) en
entornos contaminados. Algunos géneros especificos dentro de la familia Enterobacteriaceae
podrian desempefiar un rol especialmente influyente en el proceso de degradacién de
hidrocarburos, lo que contribuye a acelerar el proceso de descomposicion y, en consecuencia,

a la disminucion de la concentracién de TPHSs.

Segun las directrices del Acuerdo Ministerial 097A (2015), los valores admisibles para
terrenos de uso industrial son menores a 4000 mg/kg de TPH y menores a 1,5 mg/kg de HAPs
(con una tolerancia cercana a cero o con perturbacion insignificante). Los resultados
alcanzados por los tratamientos T1, T2 y T3 al concluir el estudio confirman que el proceso
de biorremediacion de hidrocarburos no se ajusta a los limites establecidos por las

regulaciones. Sin embargo, es relevante destacar que el tratamiento T3 demostrd ser uno de
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los mas eficaces al degradar un 77 % de TPHSs, por ende, se sugiere prolongar el tiempo para
el desarrollo de las bacterias.

En estudios realizado por Novoa (2022), menciana que la familia Enterobacteriaceae
demuestra la capacidad de degradar y reducir los hidrocarburos. Sus miembros, que son
bacterias gramnegativas, exhiben habilidades metabdlicas para descomponer compuestos
hidrocarbonados, contribuyendo asi a la reduccién de la concentracién de TPHs (Total de
Hidrocarburos Petroliferos) en un entorno contaminado. Algunos géneros especificos dentro
de la familia Enterobacteriaceae pueden tener un papel mas destacado en la degradacion de
hidrocarburos, contribuyendo a la aceleracion del proceso de descomposicién y, por lo tanto,

a la reduccion de la concentracion de TPHSs.

14 IMPACTOS

14.1 Técnico:

La investigacion y el desarrollo de técnicas de biorremediacion de suelos
contaminados con hidrocarburos a nivel de laboratorio ayudan a comprender los mecanismos
de degradacion de los microorganismos nativos y a optimizar las condiciones para maximizar

la eficiencia de la biorremediacion.
14.2 Social:

La biorremediacién de suelos contaminados puede mejorar la calidad del suelo y
reducir la exposicion humana a sustancias toxicas presentes en los hidrocarburos. Esto puede
tener un impacto positivo en la salud de las personas que viven o trabajan cerca de las areas

contaminadas.
14.3 Ambiental:

La biorremediacion de suelos contaminados puede contribuir a la restauracion de los
ecosistemas afectados por la contaminacion por hidrocarburos. Al permitir la degradacién de
los contaminantes, se facilita la recuperacion de la biodiversidad, se previene que el suelo se

siga contaminado y llegar a fuentes hidricas.
14.4 Econémico:

La biorremediacion puede ser una opcidbn mas rentable en comparacion con otras
técnicas de remediacion de suelos contaminados, ya que implica menos costos de

infraestructura y uso de materiales.
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CONCLUSIONES

A partir de tres muestras con 2 duplicados cada una, se obtuvieron un total de 18
colonias bacterianas. Mediante la técnica de tincion Gram, estas colonias se
clasificaron en bacilos Gram negativos. Al identificar los bacilos Gram negativos como
parte de la familia de las enterobacterias, se procedié a realizar pruebas bioquimicas
para caracterizar cada especie identificada y determinar su género.

El proceso de crio preservacion de las bacterias se llevo a una temperatura de -20° C,
demostrado ser una técnica altamente eficaz para la preservacion a largo plazo de
cepas bacterianas, garantizando la viabilidad y la capacidad funcional de estas
bacterias, lo que es esencial para su uso en investigaciones futuras.

El tratamiento 3 logré una notable eficacia al degradar un 77% de la contaminacion
presente en el suelo. Estos hallazgos demuestran la viabilidad y el potencial de las
estrategias de remediaciébn empleadas para mitigar los efectos negativos de la
contaminacién por hidrocarburos en el suelo. Sin embargo, es importante destacar
qgue, aunque el tratamiento 3 mostro resultados prometedores, es esencial continuar
investigando y refinando las técnicas de remediacion para optimizar ain mas su
efectividad y considerar su implementacién a gran escala en escenarios similares de

contaminacién ambiental
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RECOMENDACIONES

Es importante mantener un registro detallado de las cepas crioconservadas,
incluyendo informacion como su origen, caracteristicas y condiciones de congelacion,
ademas, asegurarse de etiquetar correctamente los criotubos para facilitar la
identificacion y recuperacion de cepas especificas cuando sea necesario.

Se recomienda que en adelante se realicen estudios para determinar la especie de la
bacteria Enterobacter que se aislé con el fin de determinar si es Enterobacter
aerogenes y determinar su capacidad de degradacién de suelos contaminados con
hidrocarburos.

Establecer condiciones similares del sitio de muestreo en el laboratorio para una
biorremediacion mas efectiva lo cual ayudaria a potenciar el metabolismo de las

bacterias.
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18 ANEXOS

Muestra de suelo

Anexo 1

Muestra de suelo contaminado con hidrocarburos

Preparacién de medios de cultivo

Anexo 2 Anexo 3

Autoclave de los medios de cultivo a 121 °C
-

Preparacion del medio de cultivo tioglicolato
- P s | e

Anexo 4 Anexo 5

Medios Autoclavados Plaqueo de los medios preparados

5
3

Control de medios de cultivo
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Anexo 6 Anexo 7
Medios sin inocular (control negativo) Agar MKL con inoculacién de microrganismo
Streptococcus sp. (Control positivo)

Anexo 8
Agar MKL con inoculacién de microrganismo Streptococcus sp. (Control

Diluciones seriadas

Anexo 9 Anexo 10
Muestras de suelo contaminado con hidrocarburos, Homogenizacion de diluciones

disueltas en agua peptonada
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Anexo 11

Dilucion seriada de las muestras de suelo

contaminado con hidrocarburos

Anexo 12

Siembra por método de barrida

Anexo 13

Diluciones seriadas en caja petri

Cuantificacion

Anexo 14

Conteo de las bacterias de las muestras de suelo

contaminado con hidrocarburos
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Caracterizacion macroscopica

Anexo 15
Caracterizacion microscopica de las Muestras
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Aislamiento de bacterias

Anexo 16

Aislamiento de las bacterias mas

Tinciéon de Gram

Anexo 17
Tincién de Gram, técnica ampliamente utilizada en microbiologia para

diferenciar y clasificar bacterias en funcion de sus caracteristicas de

Pruebas bioquimicas




Anexo 18

MacConkey,medio de cultivo diferencial y selectivo para la familia de las

Enterobacteriaceae

Anexo 19
Agar LIA

Anexo 20
Agar TSI

Anexo 21
Agar MIO

Anexo 22
Agar CITRATO
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Anexo 23
Agar UREA

Conservacion de los aislados

Anexo 24
Conservacion de los aislados

. TR ' 0 D

Tratamientos

Anexo 25

Tratamiento de suelo 1
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Tratamiento 1

i L
(Tierra (10 L) + Agua (500 mL) + Hidrocarburo (250 m! )

Anexo 26

Tratamiento de suelo 2

Tratamiento 2

(Tierra (10 L) + Agua (500 mL) + Hidrocarburo (250 mL)
+ Aireacién (movimiento)

Anexo 27

Tratamiento de suelo 3

Tratamiento 3
(Tierra (10 L) + Agua (500 mL) + Melaza (500 mL) +
Hidrocarburo (250 mL)

Anexo 28 Anexo 29

Cuantificaciéon M4~2 Tincion 1 Cuantificaciéon M43 Tincion 2
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h

L

Anexo 30

Cuantificacién M43 Tincién 3

N

Anexo 31

Cuantificacién M43 Tincién 4

4

b

Anexo 32 Anexo 33

Cuantificacion M4 —3 Tincién 5

a

Cuantificacién M4~3 Tincion 6

|-

Anexo 34

CuantificacionM4~3 Tincién 7

Anexo 35

Cuantificacion M4~3 Tincion 8
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Anexo 36

Cuantificacion M4~3 Tincion 9

O

Anexo 37

Cuantificacién M4~3 Tincion 10

Anexo 38

Cuantificacién M2~3Tincion 1

P -

N >

Anexo 39

Cuantificacién M2~3 Tincion 2

. y

Anexo 40

Cuantificacién M2~2 Tincion 3

Anexo 41

Cuantificaciéon M2~3 Tincién 4
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- A

Anexo 42 Anexo 43

Cuantificacion M2~3 Tincion 5 Cuantificacién M2~3 Tincién 6
-

4

Anexo 44 Anexo 45

Cuantificacién M2~2 Tincion 7 Cuantificacién M2~3 Tincion 8

. m

- i .

~

Elaborado por: Los autores, 2023.
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Anexo 46
Tabla de crioconservacion
Posillo | Codigo Bacteria Genero

1 (M4 1073)1 Bacilos Gram negativos Enterobacter Sp
2 (M4 1073)1 Bacilos Gram negativos Enterobacter Sp
3 (M4 1073)1 Bacilos Gram negativos Enterobacter Sp
4 (M4 1073)2 Bacilos Gram negativos Serratia Sp
5 (M4 1073)2 Bacilos Gram negativos Serratia Sp
6 (M4 1073)2 Bacilos Gram negativos Serratia Sp
7 (M4 1073)3 Bacilos Gram negativos Yersinia Sp
8 (M4 1073)3 Bacilos Gram negativos Yersinia Sp
9 (M4 107%)3 Bacilos Gram negativos Yersinia Sp
10 (M4 1073)4 Bacilos Gram negativos Serratia Sp
11 (M4 1073)4 Bacilos Gram negativos Serratia Sp
12 (M4 1073)4 Bacilos Gram negativos Serratia Sp
13 (M4 1073)5 Bacilos Gram negativos Hafnia Sp
14 | (M41073)5 Bacilos Gram negativos Hafnia Sp
15 | (M41073)5 Bacilos Gram negativos Hafnia Sp
16 (M4 1073)6 Bacilos Gram negativos Serratia Sp
17 |(M41073)6 Bacilos Gram negativos Serratia Sp
18 | (M41073)6 Bacilos Gram negativos Serratia Sp
19 (M4 1073)7 Bacilos Gram negativos Serratia Sp
20 (M4 1073)7 Bacilos Gram negativos Serratia Sp
21 | (M41073)7 Bacilos Gram negativos Serratia Sp
22 (M4 1073)8 Bacilos Gram negativos Citrobacter Sp
23 (M4 1073)8 Bacilos Gram negativos Citrobacter Sp
24 (M4 1073)8 Bacilos Gram negativos Citrobacter Sp
25 (M4 1073)9 Bacilos Gram negativos Hafnia Sp
26 (M4 1073)9 Bacilos Gram negativos Hafnia Sp
27 (M4 1073)9 Bacilos Gram negativos Hafnia Sp
28 (M4 1073)10 Bacilos Gram negativos Serratia Sp
29 (M4 1073)10 Bacilos Gram negativos Serratia Sp
30 (M4 1073)10 Bacilos Gram negativos Serratia Sp
31 (M21073) 1 Bacilos Gram negativos Serratia Sp
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32 (M21073) 1 Bacilos Gram negativos Serratia Sp
33 (M21073) 1 Bacilos Gram negativos Serratia Sp
34 |[(M21073)2 Bacilos Gram negativos Shigella Sp
35 |(M21073)2 Bacilos Gram negativos Shigella Sp
36 (M21073) 2 Bacilos Gram negativos Shigella Sp
37 (M21073) 3 Bacilos Gram negativos Proteus Sp
38 (M21073) 3 Bacilos Gram negativos Proteus Sp
39 (M21073) 3 Bacilos Gram negativos Proteus Sp
40 (M2 1073) 4 Bacilos Gram negativos Klebsiella Sp
41 (M21073) 4 Bacilos Gram negativos Klebsiella Sp
42 (M21073) 4 Bacilos Gram negativos Klebsiella Sp
43 (M21073)5 Bacilos Gram negativos Shigella Sp
44 (M21073) 5 Bacilos Gram negativos Shigella Sp
45 (M21073) 5 Bacilos Gram negativos Shigella Sp
46 (M21073) 6 Bacilos Gram negativos Shigella Sp
47 (M21073) 6 Bacilos Gram negativos Shigella Sp
48 |[(M21073)6 Bacilos Gram negativos Shigella Sp
49 (M21073) 8 Bacilos Gram negativos Serratia Sp
50 (M21073) 8 Bacilos Gram negativos Serratia Sp
51 [(M21073)8 Bacilos Gram negativos Serratia Sp
52 |(M21073)9 Bacilos Gram negativos Yersinia Sp
53 (M21073) 9 Bacilos Gram negativos Yersinia Sp
54 |[(M21073)9 Bacilos Gram negativos Yersinia Sp

Elaborado por: Los autores, 2023.
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Tabla de de pruebas bioquimicas
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Mio Citrato TSI
0O - . .
o < Z 35 Superficie / Profundidad
Muestra o > 5 Q O

3 = o a8 =

=] 8 o o Produccion

o ~ Lactosa Glucosa |Sacarosa

gas H2S

(M4 10-3)1 Satisfactorio - + A/A + + + - -
(M4 10-3)2 Satisfactorio - + K/K - + + - -
(M4 10-3)3 Satisfactorio - - K/K - + + - -
(M4 10-3)4 Satisfactorio - + K/K - + + + -
(M4 10-3)5 Satisfactorio - - A/K - + - - -
(M4 10-3)6 Satisfactorio - + K/K - + + - -
(M4 10-3)7 Satisfactorio - - K/K - + + - -
(M4 10-3)8 Satisfactorio - - A/A + + - - +
(M4 10-3)9 Satisfactorio - - A/A + + - - -
(M4 10-3)10 | Satisfactorio - - A/K - + + - -
(M2 10-3) 1 Satisfactorio - + A/K - + + - -
(M2 10-3) 2 Satisfactorio + - K/K - + - - -
(M2 10-3) 3 Satisfactorio - + K/K - + + - +
(M2 10-3) 4 Satisfactorio - + K/A + + - - -
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(M2 10-3) 5 Satisfactorio - - k/K - -
(M2 10-3) 6 Satisfactorio - - K/K - -
(M2 10-3) 7 Satisfactorio + + K/K + -
(M2 10-3) 8 Satisfactorio - - AIA + +
LIA Urea
Color pico | Color base | Ennegrecimiento Lisina Formacién Positivo/ Resultado
de flauta del tubo del medio (H2S) descarboxilasa de gas Negativo
Morado Amarillo - + - - Enterobacter Sp
Morado Amarillo - + - + Serratia Sp
Morado Morado - - - + Yersinia Sp
Morado Amarillo - + - - Serratia Sp
Morado Amarillo - + - - Hafnia Sp
Morado Amarillo - + - - Serratia Sp
Rojo Amarillo - + - - Serratia Sp
Rojo Amarillo - + - + Citrobacter Sp
Morado Morado - - - - Hafnia Sp
Morado Amarillo - + - + Serratia Sp
Morado Amarillo - + - + Serratia Sp
Morado Morado - - - - Shigella Sp




Morado Morado - - Proteus Sp
Morado Amarillo + - Klebsiella Sp
Morado Morado - - Shigella Sp
Morado Morado - - Shigella Sp
Morado Amarillo + - Serratia Sp
Morado Morado - - Yersinia Sp

Elaborado por: Los autores, 2023.
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Anexo 48

Datos de pH del suelo

Anexo 49

Fecha

T1

T2

T3

Rl [ R2

R3

R1

R2

R3

R1

R2 | R3

26/6/2023

8.19(8.19

8.18

8.21

8.2

8.19

8.19

8.18(8.19

28/6/2023

8.19(8.19

8.18

8.21

8.2

8.19

8.18

8.18(8.18

30/6/2023

8.18|8.17

8.17

8.2

8.19

8.18

8.18

8.1818.18

3/7/2023

8.18|8.17

8.17

8.2

8.19

8.18

8.18

8.1718.18

5/7/2023

8.17(8.16

8.17

8.2

8.19

8.18

8.17

8.17(8.17

71712023

8.17(8.16

8.15

8.19

8.18

8.17

8.17

8.17(8.17

10/7/2023

8.15|8.15

8.14

8.19

8.18

8.17

8.16

8.1718.17

12/7/2023

8.15|8.15

8.14

8.17

8.17

8.16

8.16

8.16|8.16

14/7/2023

8.15|8.14

8.14

8.17

8.16

8.16

8.15

8.16|8.15

17/7/2023

8.14(8.14

8.14

8.15

8.15

8.16

8.15

8.16 (8.15

19/7/2023

8.14(8.14

8.14

8.15

8.14

8.15

8.14

8.15(8.14

21/7/2023

8.1418.14

8.13

8.14

8.13

8.15

8.13

8.15|8.14

Promedio

8.16|8.16

8.15

8.18

8.17

8.17

8.16

8.17(8.17

Datos de humedad

Elaborado por: Los autores, 2023.

Fecha

T1 (%)

T2 (%)

T3 (%)

R1

R2

R3

R1

R2

R3

R1

R2

R3

26/6/2023

55

55

55

55

55

55

65

65

65

28/6/2023

55

55

55

55

55

55

65

65

65

30/6/2023

50

55

55

55

55

55

65

65

65

3/7/2023

50

55

55

55

55

55

65

65

65

5/7/2023

50

55

55

55

55

55

65

60

65

71712023

50

55

55

50

55

55

60

60

60

10/7/2023

50

50

55

50

55

55

60

60

60

12/7/2023

50

50

55

50

55

55

60

55

60

14/7/2023

50

50

50

50

50

50

55

55

55

17/7/2023

50

50

50

50

50

50

55

55

55

19/7/2023

50

50

50

50

50

50

55

55

55
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21/7/2023 | 50 50 50 50 50 50 55 55 55

Promedio [50.83|52.50(53.33|52.08|53.33(53.33|60.42|59.58 [ 60.42

Elaborado por: Los autores, 2023.

Anexo 50

Datos conductividad

T1 T2 T3
R1 | R2| R3| R1| R2| R3 | R1 | R2 | R3
28/7/2023 |6.75/ 68 | 6.8 | 68| 68| 6.8 | 68|68 6.8
30/7/2023 |6.75/ 6.8 | 6.8 |68 | 68| 68 | 6.8 | 6.8 | 6.8
3/8/2023 |6.75/ 6.8 | 6.8 |68 |68 | 6.7 | 68|68 | 6.7
26/7/2023 |6.75/ 68 | 6.8 | 68| 68| 6.8 | 68|68 | 6.8
5/8/2023 |6.74| 68 | 6.8 |6.7|6.8| 6.7 | 6.7 |68 |6.7
7/8/2023 |6.73/ 68 | 6.8 | 65| 6.7| 6.6 | 66| 6.7 | 6.6
10/8/2023 |6.73| 6.8 | 6.8 | 64| 65| 64 |64 |65 |64
12/8/2023 |6.73| 6.7 | 6.7 | 63|64 | 6.3 | 63|64 6.3
14/08/2023 |6.73| 6.7 | 6.7 | 6.3 | 6.3 | 58 |6.3|6.3|5.8
17/08/2023 |6.73| 6.7 | 6.7 | 6.3 | 55| 57 | 6.3 |55 | 5.7
19/08/2023 |6.73| 6.7 | 6.7 | 6.1 | 54| 55 | 6.1 |54 |55
21/08/2023 |6.73| 6.7 | 6.7 | 59|53 | 54 |59 53|54
Promedio |6.74|6.74|6.74|6.47 |6.34| 6.30 |6.49|6.35|6.30

Elaborado por: Los autores, 2023.

Fecha

Anexo 51

Datos de temperatura

cocha TO(°C) T1(°C) T2(°C)

R1 R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2 R3

28/7/2023 | 19 19 19 19 19 19 19 19 19

30/7/2023 | 19 19 19 19 19 19 19 18 19

3/8/2023 19 19 19 19 19 19 19 18 19

26/7/2023 | 19 19 19 19 18 19 19 19 19

05/8/2023 | 19 19 19 19 18 19 19 19 19

07/8/2023 | 19 18 19 19 18 19 19 19 19

10/8/2023 | 19 18 19 19 18 19 19 19 19

12/8/2023 | 19 18 19 19 18 19 19 19 19

14/08/2023| 19 18 19 19 18 19 19 19 19




17/08/2023| 19 18 19 19 18 19 19 19 19
19/08/2023| 19 18 19 19 18 19 19 19 19
21/08/2023| 19 18 19 19 18 19 19 19 18
Promedio [19.00|18.42|19.00|19.00|18.25|19.00|19.00|18.83|18.92

Elaborado por: Los autores, 2023.
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Anexo 52

Resultados de THPs en peso seco del suelo tratamiento 1.

UNIVERSIDAD CENTRAL DEL ECUADOR
FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS

OFERTA DE SERVICIOS Y PRODUCTOS
AREA AMBIENTAL
INFORME DE RESULTADOS

INF.N®: 2023-0365-1-2

SOLICITADO POR3: VALLADOLID MORENO WILBER BERNARDO
DIRECCION DEL CLIENTE?: PICHINCHA / QUITO/ LUCHA DE LOS POBRES
MUESTRA DE3: SUELO
DESCRIPCION?: MUESTRA SUELO 1
FECHA DE RECEPCION: 21/7/2023 |HORA DE RECEPCION: 15H38
FECHA DE ANALISIS: DEL 21/07/2023 AL 01/08/2023
FECHA DE EMISION DEL INFORME: |2/8/2023
CARACTERISTICAS DE LA MUESTRA
CARACTERISTICA: CAFE [ESTADO: | SOLIDO | CONTENIDO: | 100g
* Los resultados que constan en el presente informe se refieren a la muestra entregada por el cliente al OSP.
OBDERVACIONES:
INFORME
PARAMETROS UNIDADES | RESULTADOS METODOS INCERTIQUMBRE
TPH INFRAROJO mg/Kg 33026 M-GO-AM-62 METODO INFRARROJO -
3: DATOS PROPORCIONADOS POR EL CLIENTE Y DE SU RESPONSABILIDAD.
EALICIA BEATRIZ CEPA
C:LARA
B.F. ALICIA CEPA
RESPONSABLE DEL AREA DE AMBIENTAL
OSP
’ Direccion: Frandisco Viteris/ny Gilberto Gatto Sobral- Teléfonos: 2502-262 / 2502-456, ext. 15,18,21,31,33
2 1/1 Teléfono: 3216740 - E-mail: fog.osp@uce. edu.ec R-GO-01-17
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Anexo 53

Resultados de THPs en peso seco del suelo tratamiento 2.

UNIVERSIDAD CENTRAL DEL ECUADOR
FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS

OFERTA DE SERVICIOS Y PRODUCTOS
AREA AMBIENTAL
INFORME DE RESULTADOS

INF.N®: 2023-0365-1-3

SOLICITADO POR3: VALLADOLID MORENO WILBER BERNARDO
DIRECCION DEL CLIENTE?: PICHINCHA / QUITO/ LUCHA DE LOS POBRES
MUESTRA DE3: SUELO
DESCRIPCION?: MUESTRA SUELO 2
FECHA DE RECEPCION: 21/7/2023 |HORA DE RECEPCION: 15H38
FECHA DE ANALISIS: DEL 21/07/2023 AL 01/08/2023
FECHA DE EMISION DEL INFORME: |2/8/2023
CARACTERISTICAS DE LA MUESTRA
CARACTERISTICA: CAFE [ESTADO: | SOLIDO | CONTENIDO: | 100g
* Los resultados que constan en el presente informe se refieren a la muestra entregada por el cliente al OSP.
OBDERVACIONES:
INFORME
PARAMETROS UNIDADES | RESULTADOS METODOS INCERTIQUMBRE
TPH INFRAROJO mg/Kg 27500 M-GO-AM-62 METODO INFRARROJO -
3: DATOS PROPORCIONADOS POR EL CLIENTE Y DE SU RESPONSABILIDAD.
PEATICTA BEATRIZ CEPA
SLARA
i
B.F. ALICIA CEPA
RESPONSABLE DEL AREA DE AMBIENTAL
OSP
’ Direccion: Frandisco Viteris/ny Gilberto Gatto Sobral- Teléfonos: 2502-262 / 2502-456, ext. 15,18,21,31,33
3 1/1 Teléfono: 3216740 - E-mail: fog.osp@uce. edu.ec R-GO-01-17



Anexo 54
Resultados de THPs en peso seco del suelo tratamiento 3.

UNIVERSIDAD CENTRAL DEL ECUADOR
FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS

OFERTA DE SERVICIOS Y PRODUCTOS
AREA AMBIENTAL
INFORME DE RESULTADOS

INF.N®: 2023-0365-1-1

SOLICITADO POR?: VALLADOLID MORENO WILBER BERNARDO

DIRECCION DEL CLIENTE?: PICHINCHA / QUITO/ LUCHA DE LOS POBRES

MUESTRA DE3: SUELO

DESCRIPCION®: MUESTRA SUELO 3

FECHA DE RECEPCION: 21/7/2023 |HORA DE RECEPCION: 15H38
FECHA DE ANALISIS: DEL 21/07/2023 AL 01/08/2023

FECHA DE EMISION DEL INFORME: (2/8/2023

CARACTERISTICAS DE LA MUESTRA

CARACTERISTICA: CAFE___ |ESTADO: I SOLIDO [CONTENIDO: I 100g
* Los resultados que constan en el presente informe se refieren a la muestra entregada por el cliente al OSP.
OBDERVACIONES:
INFORME
INCERTIDUMBRE
PARAMETROS UNIDADES | RESULTADOS METODOS %
TPH INFRAROJO mg/Kg 7484 M-GO-AM-62 METODO INFRARROJO -
3: DATOS PROPORCIONADOS POR EL CLIENTE Y DE SU RESPONSABILIDAD.
SERVICIO .
DE ACREDITACION
ECUATORIANO
Acreditacién N° SAE LEN 04-002
LABORATORIO DE ENSAYOS
“Los ensayos marcados con ( *) NO estan incluidos en el alcance de la acreditacion del SAE”
$EALICIA BEATRIZ CEPA
[=LARA
B.F. ALICIA CEPA
RESPONSABLE DEL AREA DE AMBIENTAL
OSsP
’ Direccion: Frandisco Viteris/ny Gilberto Gatto Sobral- Teléfonos: 2502-262 / 2502-456, ext. 15,18,21,31,33
111 Teléfono: 3216740 - E-muail: fog.osp@uce. edu.ec R-GO-01-17
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Anexo 55. Aval de traduccion. 79

— - UNIVERSIDAD b CENTRO
v  TECNICA DE - DE IDIOMAS
¢~ COTOPAXI

AVAL DE TRADUCCION

En calidad de Docente del Idioma Inglés del Centro de Idiomas de la Universidad
Técnica de Cotopaxi; en forma legal CERTIFICO que:

La traduccion del resumen al idioma Inglés del proyecto de investigacion cuyo titulo
versa: “BIORREMEDIACION DE SUELOS CONTAMINADOS CON
HIDROCARBUROS A TRAVES DE MICROORGANISMOS NATIVOS A
NIVEL DE LABORATORIO, PERTODO 2023” presentado por: Donoso Ciceres
Dennis Steven y Valladolid Sanchez Jefferson Gabriel egresados de la Carrera de:
Ingenieria Ambiental, perteneciente a la Facultad de Ciencias Agropecuarias y
Recursos Naturales, lo realizaron bajo mi supervision y cumple con una correcta
estructura gramatical del Idioma.

Es todo cuanto puedo certificar en honor a la verdad y autorizo a los peticionarios hacer
uso del presente aval para los fines académicos legales.

Latacunga, Agosto del 2023.

) CENTRO
&, /7 DEIDIOMAS
Lppmages

Mg, Mdrco Pail Beltran Semblantes

DOCENTE CENTRO DE IDIOMAS-UTC

CC: 0502666514




