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Resumen
La presente investigacion se enfoca en la evaluacién de la eficiencia de Pseudomonas koreensis
para la biorremediacion de suelos contaminados con diésel, un hidrocarburo que representa un
desafio ambiental significativo. La investigacion se justifica por la creciente preocupacion sobre
la contaminacion del suelo causada por actividades humanas, como la extraccion y transporte de
hidrocarburos, que han llevado a una degradacion considerable de los ecosistemas a nivel nacional
e internacional. A través de una metodologia que incluye el aislamiento microbiologico de
Pseudomonas koreensis, recolectada de la rizosfera de suelo de paramo andino del Parque Nacional
Cajas, la identificacion mediante la técnica de espectrometria de masas (MALDI-TOF), y la
evaluacion de su eficiencia en suelo contaminado con diesel, determinado a partir de un analisis

de laboratorio de Hidrocarburos Totales de Petroleo (TPH).

Los resultados obtenidos muestran la existencia de la cepa bacteriana en paramo andino
ecuatoriano. El ensayo in situ determino que, el tratamiento con la especie Pseudomonas koreensis
tuvo una eficiencia de 52,856 % en relacion al testigo, brindando resultados prometedores para
futuros procesos de biorremediacion a gran escala de suelo contaminado con hidrocarburos. En
cambio, se obtuvo que no existié una disminucion evidente en el tratamiento con Pseudomonas

koreensis para descomponer plomo del suelo.

Palabras Clave: Biorremediacion, Pseudomona koreensis, Hidrocarburos totales de petroleo,

Espectrometria de masas.
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Abstract
The present research focuses on the evaluation of the efficiency of Pseudomonas koreensis for the
bioremediation of soils contaminated with diesel, a hydrocarbon that represents a significant
environmental challenge. The research is justified by the growing concern about soil contamination
caused by human activities, such as the extraction and transport of hydrocarbons, which have led
to considerable degradation of ecosystems at national and international levels. Through a
methodology that includes the microbiological isolation of Pseudomonas koreensis, collected from
the rhizosphere of the Andean moorland soil of the Cajas National Park, the identification by mass
spectrometry technique (MALDI-TOF), and the evaluation of its efficiency in soil contaminated

with diesel, determined from a laboratory analysis of Total Petroleum Hydrocarbons (TPH).

The results obtained show the existence of the bacterial strain in the Ecuadorian Andean moorland.
The in situ test determined that the treatment with the species Pseudomonas koreensis had an
efficiency of 52.856% in relation to the control, providing promising results for future large-scale
bioremediation processes of soil contaminated with hydrocarbons. In contrast, it was found that
there was no evident decrease in the treatment with Pseudomonas koreensis in decomposing lead

from the soil.

Keywords: Bioremediation, Pseudomona koreensis, Total petroleum hydrocarbons, Mass

spectrometry
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Introduccion

Dado que la contaminacion del suelo por hidrocarburos es principalmente el resultado
de las acciones humanas, como la extraccion, transporte, refinacion y almacenamiento del
petréleo y sus productos derivados, es una preocupacion ambiental importante. Sin embargo,
es importante tener en cuenta que la extraccion de petrdleo es uno de los sistemas de
produccion mas importantes y la principal fuente de ingresos de la economia (Zamora et al.,

2012).

La contaminacion producida por TPH (Hidrocarburos Totales Policiclicos) y HAPs
(Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos), debido a que son compuestos organicos formados
principalmente por &tomos de carbono e hidrogeno, al derramarse o filtrarse en el suelo,
alteran su composicién y afectan su estructura y biodiversidad, todos estos procesos estan
relacionados a los problemas globales como la reduccion de la capa de ozono, perdida de la
biodiversidad, aumento excesivo de la contaminacidn atmosférica, desertizacion, que en
conjunto aumentan el efecto invernadero e inducen al aceleramiento del cambio climético

global (Amaringo et al., 2019).

La comprension de las tecnologias emergentes ha hecho que sea esencial desarrollar e
implementar nuevas estrategias de remediacion sostenibles. Como resultado, la
biorremediacion utiliza la biodegradacion realizada por microorganismos para depurar

contaminantes (Hernandez, 2016).

La biorremediacion es un método que utiliza microorganismos, ya sean nativos o
introducidos, como bacterias, hongos, plantas y algas, con habilidades metabdlicas para

desintoxicar o neutralizar materiales toxicos en un entorno. Estos organismos transforman las
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sustancias peligrosas en sustancias menos peligrosas, lo que facilita su eliminacion mediante

métodos mas faciles (Hernandez, 2016).

La investigacion se centra en la importancia de la biorremediacion como un enfoque
sostenible para eliminar contaminantes de suelos afectados por hidrocarburos, particularmente
diésel, mediante el empleo de Pseudomonas koreensis, una especie bacteriana. Las
implicaciones ambientales y de salud de las emisiones de diésel en el suelo son significativas,
ya que tienen un impacto en la calidad del suelo, la biodiversidad y el equilibrio ecolégico. El
problema en Ecuador se debe principalmente a la explotacion petrolera y minera, asi como a
la inadecuacion de los residuos industriales, lo que ha provocado una importante

contaminacion en muchas zonas (Pérez, 2018).

El planteamiento del problema se centra en la evaluacion de la capacidad de
Pseudomonas koreensis para degradar los compuestos presentes en el diésel, sin controlar las
condiciones ambientales. Se han realizado estudios previos sobre biorremediacion, pero aun
no hay datos precisos sobre la capacidad de esta bacteria para probar su eficiencia 'y
adaptabilidad a suelos contaminados. La identificacion y aislamiento de la especie bacteriana
en suelos de paramo andino en el Parque Nacional Cajas y su evaluacion como potencial

biorremediador son parte del disefio experimental utilizado en la investigacion.

El trabajo de investigacion se divide en varios capitulos, presentando en el primero el
problema de investigacion y justificando la importancia y relevancia del estudio, junto con los
objetivos que se deben alcanzar. EI marco tedrico es el foco del segundo capitulo, que
proporciona el contexto cientifico y los antecedentes relevantes. EI Capitulo 111 describe el
disefio metodoldgico, que abarca la poblacion de estudio, los métodos de muestreo y el

analisis microbioldgico. El Capitulo 1V describe los hallazgos y evalla la efectividad de

2
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Pseudomonas koreensis en la biorremediacion de suelos contaminados. El quinto capitulo
concluye presentando las conclusiones y sugerencias, que tienen como objetivo mejorar y

perfeccionar las técnicas de biorremediacion mediante la utilizacion de cepas bacterianas.
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CAPITULO I: El Problema de la Investigacion

1.1 Planteamiento del problema

La contaminacion de suelos por hidrocarburos, en particular el diésel, representa un
desafio ambiental de gran relevancia, siendo este un problema ambiental significativo que

afecta la calidad del suelo, la biodiversidad y el equilibrio ecolégico (Acufia et al., 2004).

La presencia de hidrocarburos en el suelo tiene un impacto en la calidad del mismo,
alterando sus propiedades tanto fisicas como quimicas, lo que puede resultar en una
disminucion de su fertilidad. Ademas, los hidrocarburos son compuestos organicos que
pueden persistir en el medio ambiente, causando dafios en la flora y fauna. Los contaminantes
pueden afectar la estructura del suelo, reduciendo su capacidad para retener agua y nutrientes

esenciales, lo que a su vez perjudica el crecimiento de vegetacion (Cavazos et al., 2014).

La contaminacion por diésel también tiene efectos en la biodiversidad causando
consecuencias graves en los organismos del suelo, por ejemplo, lombrices, microorganismos,
etc., provocando la alteracion de su habitat, lo que puede llevar a la disminucion de su
biodiversidad. La contaminacién por hidrocarburos puede tener un impacto negativo en la
salud de los ecosistemas en su conjunto, los ecosistemas contaminados pueden volverse
menos resilientes ante cambios ambientales, como sequias o inundaciones, y pueden
experimentar una disminucién en su capacidad para proporcionar servicios ecosistémicos,

como la purificacién del agua y la regulacién del clima (Romaniuk et al., 2017).

La explotacion petrolera y minera en Ecuador, ademas del mal manejo de desechos
industriales, ha dejado un legado de contaminacion en diversas regiones, especialmente en la
Amazonia, donde incluso la explotacion petrolera es una de las principales causas de

4
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deforestacion en dicho lugar, debido a que en 37 afios, desde 1985 hasta 2022, se perdieron
1.4 millones de hectareas de bosque (Cordona, 2018). Desde el inicio de la actividad petrolera
y minera, se han reportado derrames de crudo que han afectado gravemente el medio
ambiente incluyendo la contaminacién de suelos y fuentes de agua. Se estima que mas de
650,000 barriles de petréleo han sido derramados, lo que ha llevado a la degradacion de

ecosistemas, habitats y a la contaminacion de suelos agricolas (Vizuete et al., 2020).

Ecuador es el cuarto productor de hidrocarburos en América Latina y ha enfrentado
graves problemas de contaminacion e inclusive debido a la expansién de la poblacién y al
crecimiento industrial estas se han intensificado, por lo que la falta de biorremediacion
adecuada ha llevado a la acumulacién de lodos contaminados con hidrocarburos y metales

pesados, afectando gravemente la salud de las comunidades cercanas.

Algunas estadisticas alarmantes mencionan que la explotacion petrolera en la Amazonia
ecuatoriana es responsable de la deforestacion de 2 millones de hectareas (Vizuete et al.,
2020), ademas que desde 1967 hasta 2022 se han registrado un total de 4,604 fuentes de
contaminacion relacionadas con el sector hidrocarburos en el pais (Nufiez et al., 2023). Si
bien se han remediado 2,839 de estas fuentes, todavia queda un 38% pendiente de remediar.
Esto significa que casi 1,800 fuentes de contaminacion aun no han sido limpiadas, lo cual

representa un riesgo ambiental significativo (Sierra, 2023).

1.2 Delimitacion del problema
La contaminacidn del suelo con hidrocarburos es un problema importante, debido a los

numerosos impactos adversos en el medio ambiente y la salud humana.

Para la presente investigacion, se limitara al diésel como contaminante, excluyendo otros
hidrocarburos o contaminantes quimicos. Esto permitira un enfoque mas claro en la capacidad

5
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de Pseudomonas koreensis para degradar especificamente este tipo de compuesto ya que el
diésel es un hidrocarburo complejo que contiene principalmente cadenas de carbono que

varian entre 12 y 24 atomos de carbono (Ramirez et al., 2012).

También esta compuesto por hidrocarburos alifaticos lineales o ramificados, que son
descompuestos por los microorganismos facilmente. Igualmente, hidrocarburos aromaticos
los cuales son mas resistentes a la biodegradacidn, pero también pueden ser descompuestos
por ciertas cepas bacterianas. Finalmente, la presencia de biodiesel que contiene ésteres de
acidos grasos, que facilitan la biodegradacion de los hidrocarburos al aumentar la
disponibilidad de nutrientes y actuar como un surfactante mejorando la solubilidad de los

hidrocarburos en el medio (Ramirez et al., 2012).

1.3 Formulacion del problema

A pesar de los avances en el estudio de la biorremediacion, aun se carece de informacion
suficiente sobre la eficiencia de Pseudomonas korensis en la degradacion de contaminantes
especificos como el diésel en suelos contaminados. La falta de datos sobre su capacidad de
adaptacion, mecanismos de degradacion y efectividad en diferentes condiciones ambientales

limita su aplicacion practica en proyectos de remediacion.

1.4 Preguntas de investigacion
¢Cual es la capacidad de Pseudomonas koreensis para degradar compuestos presentes en el

diésel sin controlar condiciones?

¢Qué factores ambientales influyen en la eficiencia de Pseudomonas korensis para la

biorremediacion de suelos contaminados con diésel?

¢Como se compara la eficiencia a de Pseudomonas korensis con otras cepas bacterianas

conocidas en la degradacion de diésel?
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15 Objetivos

15.1 Objetivo general

Evaluar la eficiencia de la especie Pseudomonas koreensis para la biorremediacion de

suelos contaminados con diésel, proveniente de paramo andino del Parque Nacional Cajas.
15.2 Objetivos especificos

1. Aislar e identificar mediante la técnica de espectrometria de masas (MALDI-TOF) la

especie Pseudomonas koreensis, proveniente de paramo andino del Parque Nacional Cajas.

2. Probar la eficiencia in situ de la especie Pseudomonas koreensis como potencial

biorremediadora de suelos contaminados por diésel.

1.6 Hipotesis
La aplicacion de Pseudomonas koreensis favorecera la biorremediacion de suelos

contaminados con hidrocarburos derivados del petroleo, especificamente diesel.

1.7 Justificacion
La biorremediacion, que utiliza microorganismos para degradar contaminantes, se

presenta como una solucion sostenible y efectiva para mitigar estos efectos.

La evaluacion de la eficiencia del género Pseudomonas para la biorremediacién es un
estudio que aborda un problema ambiental critico y que tiene el potencial de contribuir
significativamente a la restauracion ecolégica y a la sostenibilidad de los recursos naturales.
Este enfoque no solo apoya la ciencia ambiental, sino que también ofrece soluciones practicas
para la gestion de suelos contaminados, beneficiando a las comunidades locales y al medio

ambiente en general.
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Por lo tanto, la investigacion se enfocara exclusivamente en la biorremediacion con
bacterias, especialmente del género Pseudomonas, debido a que pueden descomponer una
amplia variedad de compuestos organicos, incluidos los hidrocarburos y pesticidas; Inclusive,
por su versatilidad metabdlica, que les permite utilizar estos contaminantes como fuente de
carbono y energia. Ademas, Pseudomonas puede adaptarse a diferentes condiciones
ambientales, lo que les permite prosperar en suelos y aguas contaminadas. Esta adaptabilidad
es crucial para la biorremediacion ya que los ambientes contaminados pueden variar

considerablemente en pH, temperatura y contenido de nutrientes (Antona, 2015) .

Pseudomonas koreensis, conocida por su capacidad para degradar diversos
compuestos organicos, incluidos los hidrocarburos, es un foco importante de este estudio. La
evaluacion de su eficiencia en la biorremediacidn implica analizar su capacidad para reducir
la concentracion de diésel en el suelo, asi como su adaptabilidad a diferentes condiciones
ambientales y su interaccion con otros microorganismos presentes en el ecosistema. Al
comprender mejor estas caracteristicas, se pueden desarrollar estrategias mas efectivas para
utilizar Pseudomona koreensis en proyectos de biorremediacion, contribuyendo asi a la
restauracion de suelos contaminados de manera sostenible y respetuosa con el medio

ambiente (Mayz & Manzi, 2017).

Ademas, la eleccidn de Pseudomonas koreensis, también se basa en su capacidad
demostrada para producir biosurfactantes, que son compuestos que aumentan la solubilidad y
biodisponibilidad de los hidrocarburos en el medio ambiente, facilitando su degradacién por
parte de los microorganismos (Antona, 2015) . Estudios previos han indicado que especies del

género Pseudomonas son altamente eficaces en la degradacion de hidrocarburos, lo que
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sugiere gque dicha especie bacteriana podria ser una opciéon viable para la biorremediacion de

suelos contaminados con diésel (Conde et al., 2021).

Por consiguiente, esta investigacion puede contribuir a la mejora de las técnicas de
remediacion bioldgica. Abordar estos problemas permitira no solo entender mejor el potencial
de esta bacteria, sino también optimizar su uso en estrategias de biorremediacién mas amplias

y efectivas.

Asimismo, la investigacion no solo tiene implicaciones cientificas, sino también
sociales y econdémicas. La biorremediacion representa una alternativa ecoldgica y sostenible
frente a métodos mas invasivos y costosos. Al restaurar la calidad del suelo, se protege la
flora y fauna, se favorece el equilibrio del ecosistema y se promueve el uso sostenible de los
recursos naturales, lo que es crucial para las comunidades que dependen de estos ecosistemas

para su subsistencia.

1.8 Declaracién de las variables (Operacionalizacidn)

Variable Dependiente:

Potencial Hidrogeno (pH)
Hidrocarburos totales de petréleo (TPH)
Metales pesados

Variable Independiente:
Pseudomonas Koreensis

Factores Climaticos
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CAPITULO II: Marco Teérico Referencial

2.1. Antecedentes Referenciales

La investigacion realizada por Huayasco (2020), demostro que la inoculacion con
bacterias del género Pseudomonas spp. aisladas del mismo suelo contaminado mejoraron
significativamente la biorremediacion de los hidrocarburos, mostrando un vinculo directo

entre la presencia de estas bacterias y la degradacion de los contaminantes en el suelo.

La investigacion sobre la “Caracterizacion microbioldgica de suelos contaminados por
hidrocarburos en el sector del Rio Bonanza en la provincia de Pastaza, Ecuador”, realizada
por Maposita et al., (2011) aislaron bacterias con capacidad para biodegradar fracciones de
petr6leo como Pseudomonas aeruginosa, Serratia rubidae, Bacillus sp., Micrococcus sp.,

Brevibacterium sp., Spirillium sp., Xanthomonas, Alcaligenes sp.

El proposito de la investigacion era caracterizar, aislar e identificar bacterias capaces de
crecer sobre hidrocarburos; estas bacterias podrian ser reintroducidas en areas contaminadas
con el fin de neutralizar sustancias toxicas y convertirlas en compuestos menos perjudiciales
para el medio ambiente. Ademas, tuvo implicaciones sociales y ambientales ya que los
resultados de este estudio podrian sustentar el desarrollo y cumplimiento de leyes ambientales
mas estrictas para regular las operaciones petroleras en la Amazonia y esta investigacion
buscaba mitigar los dafios causados por la explotacion petrolera en el aire, recursos hidricos,

flora y fauna de la region amazénica.

El estudio realizado por Bracho y Soto (2004), denominado “Biodegradacion de
hidrocarburos aromaticos policiclicos y heterociclicos por Pseudomonas spp”. El estudio se
llevo a cabo en el Laboratorio de Microbiologia Acuética de la Universidad del Zulia,

Venezuela, y examind la habilidad de 14 cepas de Pseudomonas para eliminar hidrocarburos
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policiclicos y heterociclicos, en particular dibenzotiofeno, antraceno, fenantreno y naftaleno,

que forman parte de la fraccion aromatica del petroleo.

En esta investigacion se descubrié que el antraceno y el naftaleno podian ser degradados
por el 100% de las cepas. El degrado del fenantreno es del 78.57%, mientras que el
dibenzotiofeno es del 71.42%. EI 50% de las cepas pudieron degradar los cuatro

hidrocarburos analizados.

De la Cruz (2022), realiz6 una investigacion sistematica sobre la eficiencia del grupo
bacteriano Pseudomonas en la biorremediacion de suelos, en la cual utilizo bases de datos
como Web of Science y Scopus para analizar 485 estudios publicados entre 2018 y 2022. El
proposito principal fue descubrir como estas bacterias pueden contribuir a disminuir la
contaminacion del suelo, un problema importante debido a la toxicidad y la degradacion

dificil de los hidrocarburos.

Los resultados obtenidos con un periodo de incubacién de 2 a 30 dias y una aplicabilidad
en el suelo de hasta 90 dias, las especies de Pseudomonas examinadas demostraron capacidad
de crecimiento en un rango de pH neutro y temperaturas entre 10°C y 37.5°C. En algunos
casos, el porcentaje de eliminacion de hidrocarburos llegé al 92.40%, lo cual demuestra que

estas bacterias son muy efectivas en la eliminacién de contaminantes.

2.2. Contenido tedrico que fundamenta la investigacion

211 Hidrocarburos

Los hidrocarburos son compuestos organicos inicamente compuestos de &tomos de
hidrégeno y carbono. Debido a que muchos otros compuestos complejos se derivan de ellos,

se consideran los compuestos mas simples y fundamentales en la quimica organica. En la
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naturaleza, los hidrocarburos existen en una variedad de formas: gases (como el gas natural),

liquidos (como el petrdleo) y solidos (como los hidratos de metano) (Acufia et al., 2004).
2.2.1.2 Hidrocarburos Totales Policiclicos (TPHSs)

La estructura quimica de los TPHs se compone de dos 0 mas anillos de benceno
fusionados. Los TPHSs tienen una alta estabilidad quimica y una baja solubilidad en agua
debido a esta estructura, lo que contribuye a su persistencia en el medio ambiente. En el
petroleo crudo o refinado no es factible medir cada uno de estos componentes de manera
independiente; por lo tanto, se calcula la cantidad total de hidrocarburos policiclicos en un

lugar especifico (Moreira, 2023).

Las condiciones ambientales particulares de un ambiente contaminado pueden afectar la
descomposicion de los hidrocarburos aromaticos policiclicos (TPH). Para garantizar la
eficacia de la actividad de los microorganismos responsables de la degradacion, es
fundamental monitorear estas condiciones (Vallejo et al., 2005). Los siguientes son algunos
de los principales factores que afectan la biodegradacion de TPH: La temperatura ideal para
la actividad microbiana que descompone TPH es de entre 20 y 30 grados centigrados. El
crecimiento y la actividad de estos microorganismos pueden verse obstaculizados por

temperaturas extremas, ya sean muy altas o muy bajas (Romaniuk et al., 2017) .

Para que la mayoria de las bacterias y hongos degradantes biodegraden el TPH, el pH del
suelo o del agua contaminado debe estar entre ligeramente acido y neutro (pH 6-8). Para
mantener la actividad microbiana y facilitar el transporte de oxigeno y nutrientes, es
necesario un nivel adecuado de humedad, que suele estar entre el 50-80% de la capacidad de

campo. La falta de nitrégeno (N) y fésforo (P) para el metabolismo microbiano puede resultar
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de la alta concentracion de carbono de los TPH después de un derrame de petroleo (Vallejo

et al., 2005).

Para que los microorganismos puedan degradar los TPH de manera efectiva, es necesario
que existan aceptores de electrones, como el oxigeno en condiciones aerobias u otros
compuestos oxidados, como los nitratos, los sulfatos o el hierro en condiciones anaerobias

(Vallejo et al., 2005).
2213 Hidrocarburos Policiclicos Aromaticos (HAPs)

Los hidrocarburos policiclicos aromaticos (HAP) son estructuras complejas que se
componen de varios anillos bencénicos fusionados. La disposicion de sus anillos en
configuraciones agrupadas o angulares los distingue como componentes importantes del
petréleo. La resonancia de los electrones en sus anillos aromaticos bencénicos le da una gran
resistencia a la oxidacion, tanto quimica como bioldgica, lo que explica su estabilidad
quimica. Su alta toxicidad y su persistencia en el medio ambiente se deben a esta estabilidad

(Scott et al., 2012).

Los HAP provienen de una variedad de fuentes, tanto naturales como antropogénicas. La
quema de combustibles fosiles, como carbon, petréleo y gas natural, es una de las principales
fuentes de emision. Incineracion de desechos, como la quema de basura y otros materiales
organicos. actividades industriales como procesos como la fabricacion de aluminio y coque.
La emision de HAP se ve significativamente aumentada por incendios forestales como la

combustion de biomasa (Zhang et al., 2023).

Entender su comportamiento en el medio ambiente y su impacto en la salud humana

depende de las caracteristicas fisico-quimicas de los hidrocarburos aromaticos policiclicos.
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La hidrofobicidad y la recalcitrancia son caracteristicas que se ven afectadas por la cantidad

de anillos bencénicos presentes en su estructura (Ortiz et al., 2012).

La capacidad de un compuesto para resistir la degradacion bioldgica, quimica y fisica que
puede experimentar en el medio ambiente se conoce como recalcitrante. Esta propiedad se
explica por su estructura aromatica. Los HAP con multiples anillos bencénicos tienen una
estructura mas estable y son menos susceptibles a la degradacion natural. Cada anillo
adicional en la estructura aumenta la estabilidad del compuesto y lo hace mas resistente a la
oxidacion y los microorganismos que lo descomponen. Esta resistencia prolonga la vida Gtil
de los HAP en el medio ambiente y ayuda en su persistencia y acumulacion (Ortiz et al.,

2012).

Una caracteristica esencial que afecta como acttian los hidrocarburos aromaticos
policiclicos en el medio ambiente es la hidrofobicidad, que es la resistencia al agua. Los
HAPs son insolubles en agua debido a su estructura quimica que contiene anillos bencénicos
altamente no polares. En vez de disolverse en el agua, tienden a adherirse a superficies
solidas, como sedimentos y particulas de suelo, debido a esta caracteristica. Esta adsorcién
fomenta la acumulacion de los HAPs en el ambiente, a pesar de que puede limitar su

movilidad (Ortiz et al., 2012).

El metabolito de Pseudomonas es capaz de convertir los hidrocarburos aromaticos
policiclicos en compuestos liposolubles. Esto facilita su rapida propagacion en los tejidos
celulares bacterianos y su absorcion. Debido a su capacidad para unirse al ADN después de
su activacion biologica, los HAP como el benzofluoranteno, el benzopireno, el
benzoantraceno y el dibenzoantraceno tienen el potencial de ser mutagéenicos y

carcinogénicos (Alvarez et al., 2015).
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2.2.2 Origen de las fuentes de contaminacion del suelo por hidrocarburos

Se conocen como fuentes de contaminacion las entidades, procedimientos o actividades
que causan la degradacion del medio ambiente. La contaminacion del suelo por hidrocarburos
puede manifestarse de manera puntual, caracterizada por emisiones concentradas en una
region determinada, o de forma difusa, caracterizada por la dispersion de los contaminantes

por un extenso rango geografico.
e Fuentes Puntuales

Las fuentes de contaminacion puntuales son aquellas que tienen una fuente especifica y
facilmente identificable. Estas fuentes suelen ser actividades o instalaciones que emiten
contaminantes en un lugar especifico, lo que facilita su control y monitoreo. Estos son
ejemplos: Fabricas y plantas industriales, son lugares donde se generan los residuos
contaminantes. Las estaciones de tratamiento de aguas residuales, estas instalaciones tienen el
potencial de liberar contaminantes en cuerpos de agua. Los derrames de petréleo, ocurren en
un lugar especifico, como en el transporte de hidrocarburos o en un puerto (Abellan et al.,

2002).
e Fuentes Difusas

Sin embargo, las fuentes difusas tienen contaminantes que se extienden por un area mas
amplia y no tienen un punto de origen claro. Esto dificulta la identificacion y el control de la
contaminacion. Estos son algunos ejemplos: Escorrentia agricola, es cuando los fertilizantes y
pesticidas se filtran en el agua y el suelo. La contaminacién atmosférica es causada por una
variedad de fuentes, incluidos vehiculos, actividades industriales dispersas. La contaminacion
urbana es el resultado de diversas actividades que ocurren en las ciudades, como el uso de

productos quimicos en el hogar (Hurtado, 2020).
6
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2.2.3 Origen del diésel en el suelo

Un hidrocarburo liquido que se produce principalmente por destilacion del petroleo es
el diésel. Su estructura quimica con formulas que oscilan entre C1oH22 y CisHs2 , siendo la
media aproximada C12Ha3, se basa en una combinacion de hidrocarburos, principalmente
parafinas. La densidad de esta mezcla es superior a 850 kg/m? (0.85 g/cm®a 15 °C), y
contiene aproximadamente tres cuartas partes de hidrocarburos aromaticos y tres cuartas

partes de hidrocarburos saturados (Castillo et al., 2012).
2.2.3.1  Fuentes de Contaminacion por Diésel en el Suelo

Se pueden distinguir dos grupos principales de fuentes para introducir el diésel en el

suelo: las fuentes naturales y las antropogénicas.
e Fuentes Antropogénicas

Los derrames de diésel en maquinaria, transporte y almacenamiento son las causas mas
comunes de contaminacion; Estos pueden ser el resultado de accidentes de transito, errores en
la manipulacién del combustible o fallas en los tanques de almacenamiento (Cavazos et al.,

2014).

Las fugas en los sistemas de tuberias, los tanques subterraneos y otras infraestructuras de
almacenamiento también pueden provocar la filtracion de diésel en el suelo. Si no se
controlan a tiempo, estas filtraciones pueden causar una contaminacion significativa y son
frecuentemente dificiles de detectar. Entre otras practicas inadecuadas de disposicion de
desechos, el vertido ilegal de productos derivados y de petréleo contribuye a la

contaminacion del suelo por diésel (Cavazos et al., 2014).

e Fuentes Naturales
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Como resultado de la migracién del petroleo desde depoésitos subterraneos, algunas
formas de hidrocarburos, incluyendo componentes similares al diésel, pueden estar presentes
naturalmente en el suelo. No obstante, estas fuentes naturales son menos comunes que las

fuentes antropogénicas (Cavazos et al., 2014).
2.2.3.2  Comportamiento del Diésel en el Suelo

La composicion quimica del combustible, las caracteristicas del suelo y las condiciones

ambientales son factores que afectan el comportamiento del diésel en el suelo.
e Composicion Quimica

La mezcla compleja de hidrocarburos aromaticos y alifaticos constituye el diésel.
Mientras que los componentes mas pesados, como los compuestos aromaticos policiclicos,
pueden permanecer en el suelo durante largos periodos de tiempo, los més ligeros tienden a
volatilizarse rapidamente. Debido a su toxicidad y capacidad para bioacumularse, son

particularmente preocupantes estos compuestos méas pesados (Carvajal et al., 2017).
e Propiedades del Suelo

El pH del suelo, la porosidad, la textura y el contenido de materia organica son factores
importantes que afectan la movilidad y la retencion del diésel. Por ejemplo, los suelos con
una gran cantidad de materia organica tienen la capacidad de adsorber mas hidrocarburos, lo
que disminuye su movilidad, pero dificulta su remediacion. Por otro lado, los suelos arenosos

facilitan la percolacion y dispersion de los contaminantes (Carvajal et al., 2017).
e Factores Ambientales

La degradacion del diesel en el suelo esta influenciada por la humedad, la temperatura y

la presencia de microorganismos. Los hidrocarburos se descomponen en compuestos menos
8
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toxicos por medio de microorganismos como bacterias y hongos; este proceso es fundamental
para la remediacion natural. La falta de oxigeno, o condiciones anaerébicas, pueden retrasar

este proceso y aumentar la persistencia del contaminante (Carvajal et al., 2017).
2.2.4 Impactos Ambientales y en la Salud

Los efectos negativos de la contaminacion del suelo por diésel pueden ser maltiples.
Afectando la biodiversidad del suelo, los hidrocarburos del diésel pueden ser perjudiciales
para la flora y la fauna. La exposicion a suelos contaminados, ya sea por medio del contacto
directo o del consumo de agua y alimentos contaminados, puede provocar efectos

perjudiciales en la salud, como el cancer y los trastornos respiratorios (Zamora et al., 2012).
2.2.4.1 Efectos de los hidrocarburos en el suelo

Los contaminantes que provienen de los hidrocarburos se esparcen gradualmente por el
suelo, tanto en las capas superficiales como en las subsuperficiales. Los factores que afectan
este proceso incluyen la exposicion de los hidrocarburos a las fases sélida, gaseosa y acuosa
del suelo, lo que provoca una separacion natural de sus distintas partes. Debido a su menor
movilidad en el suelo, los compuestos de alto peso molecular suelen permanecer cerca de la
fuente de contaminacién (Zamora et al., 2012). En cambio, las sustancias mas ligeras y
solubles en agua migran hacia capas mas profundas del perfil del suelo. Por su interaccién
con las distintas fases del suelo (sélida, gaseosa y acuosa), los contaminantes se dispersan a
lo largo del perfil del suelo, tanto en la superficie como en las capas subsuperficiales

(Martinez et al., 2011).

La proporcién del espacio poroso que ocupan estos compuestos disminuye cuando la
cantidad de hidrocarburos disminuye, ya sea por medio de la disolucidn u otros métodos de

eliminacion. Esto limita la capacidad de movimiento de la fase organica, ya que los pasajes
9
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entre los poros se vuelven mas estrechos y complejos. La saturacion residual es la fase no
acuosa del suelo que ocurre cuando el volumen del suelo ya no es suficiente para permitir la

migracion (Martinez et al., 2011).

El tipo y el volumen de hidrocarburo, asi como las caracteristicas fisicas, quimicas y
microbiologicas del suelo, determinan los efectos mas significativos que los hidrocarburos
tienen en el suelo. También son importantes los elementos climaticos como la temperatura, la
humedad y otros factores ambientales. La propagacion y la extensién de la contaminacion en
un area determinada por todas estas variables en conjunto. Los efectos mas perjudiciales que

el suelo puede sufrir incluyen (Benavides et al., 2006):

e Pérdida de calidad de los productos obtenidos y disminucion del rendimiento de los

cultivos.
e Retarda o impide el desarrollo de la vegetacion en las zonas contaminadas.
e Cambios en la poblacion de microbios del suelo.
e Laescorrentia causa la contaminacion de aguas superficiales.
e Los lixiviados contaminan las aguas subterraneas.
e Envenenamiento que se propaga a través de la cadena alimentaria.

e Una disminucion o anulacion de su poder autodepurante ocurre cuando la

concentracion de los contaminantes supera la capacidad de aceptacion del suelo.
e Elimpacto en el paisaje de la zona donde se encuentra la matriz contaminada.

e Se inician una serie de procesos fisicos - quimicos en simultdneo para evitar el

intercambio gaseoso con la atmosfera.

e Enzimas desnaturalizadas, células deshidratadas y la estructura terciaria de las

proteinas pueden ser destruidas por los altos desniveles de salinidad.

10

UNIVERSIDAD ESTATAL DE MILAGRO




Los hidrocarburos ligeros afectan mas a la microflora del suelo al penetrar en las capas
freaticas; por otro lado, los hidrocarburos mas pesados son menos dafiinos a corto plazo, pero
permanecen en el ambiente durante mucho més tiempo. Los sélidos, permanecen en la
superficie o son transportados a tierras méas bajas, mientras que los compuestos solventes se

filtran (Zamora et al., 2012).

2242 Efectos de los hidrocarburos en la salud

Los efectos de los hidrocarburos en los seres vivos son muy variados y dependen de
varios factores, como el tipo de compuesto quimico, la cantidad vertida y el tiempo de
exposicion. Debido a que contiene un bajo contenido de compuestos polares y una gran
cantidad de hidrocarburos saturados, los combustibles ligeros como la gasolina y el
gueroseno son mas toxicos que los combustibles medianos y pesados, como el diésel; su
mayor volatilidad incrementa el contacto fisico entre el contaminante y las células

microbianas (Mastandrea et al., 2005).

Cuando se inhalan y se consumen con los alimentos, el agua y el contacto directo
pueden ser los medios por los cuales los hidrocarburos ingresan al cuerpo de las personas.
Los contaminantes son absorbidos méas rapidamente que cuando son inhalados o ingeridos

cuando ingresan por via dérmica (Mastandrea et al., 2005).

Después de ingresar, se esparcen ampliamente por la sangre y se transforman
rapidamente en compuestos quimicos. El tipo, la composicion y la cantidad expuesta de
hidrocarburos determinan si son mas o menos dafiinos. La mayoria de los hidrocarburos salen

del cuerpo a través de la orina o el aire exhalado (Sola et al., 2018).

11
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Los componentes de hidrocarburos de bajo peso molecular tienen un impacto en el
sistema nervioso central y pueden causar irritacion de la piel, dolores de cabeza, nduseas,
hormigueos en manos y pies. La exposicion excesiva a estos componentes puede causar la

muerte (Sola et al., 2018).

Los hidrocarburos policiclicos aromaticos, principalmente debido a sus efectos
cancerigenos, son los principales riesgos asociados con las altas concentraciones de
hidrocarburos. El benceno es responsable de causar cancer (leucemia) en humanos, asi como

la gasolina y los benzopirenos se consideran cancerigenos (Sola et al., 2018).

Los metales pesados como el cadmio, cromo, plomo, magnesio, cobalto y cobre
pueden causar diversas enfermedades, acumularse y causar irritacion de la piel, problemas
reproductivos y cancer. Es esencial considerar los procesos de intemperizacion porque
cambian la composicion de los productos y pueden afectar los resultados, la capacidad de
biorremediacion y la toxicidad del producto que se libera al medio ambiente (Sola et al.,

2018).
2.2.5 Impacto Ambiental de los Metales

Desde la exploracion y fabricacion hasta la industrializacion, el almacenamiento, el
transporte y la comercializacion, los metales se encuentran en diferentes fases de la industria
petrolera. Los ripios y lixiviados producidos por los aditivos del lodo durante la fase de
perforacion son los principales factores que contribuyen a la contaminacion por metales.

(RAHOE, 2001) indica que estos residuos contienen una variedad de metales.

El niquel, un metal dorado y brillante, representa el 0,008% de la corteza terrestre. A

temperatura ambiente, es magnético; tiene una resistencia aceptable a la fusion en caliente y

12

UNIVERSIDAD ESTATAL DE MILAGRO




alcanza su punto de fusion a 1455°C. Ademas, el organismo humano contiene pequefias

cantidades de niquel (Quintero et al., 2012).

El niquel es liberado al aire por los incineradores de desechos y las centrales
eléctricas; la lluvia lo lleva al suelo. Antes de que se eliming, el niquel puede permanecer en
el aire durante un largo periodo. Puede alcanzar las superficies acuaticas cuando se combina
con las aguas residuales. Los sedimentos o particulas del suelo absorben e inmovilizan la
mayor parte de los compuestos de niquel que ingresan al medio ambiente. No obstante, el
niquel puede alcanzar las aguas subterraneas y se vuelve mas mavil en suelos acidos

(Quintero et al., 2012).

El cadmio se absorbe principalmente por medio de los alimentos. En las personas que
fuman, la exposicion al cadmio aumenta considerablemente. La descomposicion de las rocas
libera aproximadamente la mitad del cadmio en los rios, mientras que una parte se libera al
aire por los incendios forestales y las erupciones volcanicas. Ademas, los derrames y/o
descargas, asi como la produccion de materias primas y la industria petrolera, contribuyen a

la liberacion de cadmio (Garcia & Cruz, 2012).

La corteza terrestre contiene naturalmente plomo, un metal con un punto de fusién
bajo. No obstante, es dificil encontrarlo en su forma completa de metal. Se presenta con
frecuencia en conjunto con otros componentes para crear compuestos de plomo. Sin embargo,
la mayor parte de los niveles elevados de plomo en el ambiente son el resultado de las

acciones humanas (OPS & OMS, 2020).

Las minas y fabricas de plomo, asi como otros metales que producen o utilizan plomo,
aleaciones de plomo o compuestos de plomo, pueden permitir que el plomo ingrese al medio
ambiente. Al quemar carbén, petréleo o basura, el plomo se libera al aire. El plomo se adhiere
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firmemente a las particulas del suelo cuando cae al suelo y se mantiene en la capa superior

del suelo (Jaramillo et al., 2018).

Esta es la razon por la que el uso anterior de plomo, como en la gasolina, la pintura y
los pesticidas con plomo, ha tenido un impacto tan significativo en los niveles de plomo en el
suelo. Cuando el agua de lluvia mueve las particulas del suelo, pequefias cantidades de plomo

ingresan a los rios, lagos y arroyos (Jaramillo et al., 2018).
2.2.6 Normativasy Regulaciones en el Ecuador

En el afio 2001, se emitid el Reglamento Sustitutivo del Reglamento Ambiental para
las Operaciones Hidrocarburiferas en el Ecuador (RAOHE), con el fin de establecer
regulaciones claras en cuanto a la situacion social y ambiental para todas las etapas de

operacion de la industria petrolera (RAOHE, 2001).

El RAOHE trabaja directamente con la industria petrolera para adoptar normas
constitucionales y legales y modelos ambientales reconocidos a nivel nacional e internacional

(RAOHE, 2001).

Las regulaciones de gestion ambiental del pais son bastante nuevas desde el primer
acuerdo llamado "Acuerdo de Caballeros" en 1990. En 1992 se acordd otro acuerdo y en
1995 se emitidé un Decreto Ejecutivo antes de que se emitiera el reglamento. En Ecuador, las
operaciones petroliferas comenzaron en 1911 en la Peninsula de Santa Elena. Por lo tanto, se
necesitaron casi 80 afos para tener una regulacion clara sobre la gestion ambiental en las

actividades hidrocarburiferas (RAOHE, 2001).

En el articulo 86 del RAOHE de 2001 se establecen los limites permitidos para las

descargas liquidas, emisiones a la atmosfera y disposicion de desechos solidos en el
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ambiente. Estos limites se establecen en los Anexos No. 1, 2 y 3 del Reglamento, que
conforman el programa minimo para el monitoreo ambiental interno y se informaran a la

Subsecretaria de Proteccion Ambiental (RAHOE, 2001).

Si se supera el limite permitido en los anexos, se debe notificar de inmediato a la

Subsecretaria de Proteccion Ambiental y justificar las medidas correctivas tomadas.

b.4) Tabla No. 6: Limites permitidos para la identificacion y remediacion de suelos
contaminados en todas las etapas de la industria hidrocarburifera, incluidas las estaciones de

servicio (RAOHE, 2001).

El articulo 59 sobre monitoreo ambiental interno y el articulo 62 sobre condiciones de
monitoreo ambiental en la seccion "Mecanismos de control y seguimiento ambiental” del
nuevo Reglamento (RAOH) establecen que "debe ser menor al limite maximo permisible
establecido en las normas técnicas", pero las normas técnicas para la identificacion y
remediacion de suelos contaminados que se encuentran en las fases de la industria no estan

anexadas (RAOH, 2020)

El RAOH establece limites para la remediacién del suelo que incluyen un seguimiento
del suelo in situ y la recoleccion de muestras a intervalos regulares. Las técnicas empleadas
para evaluar cada parametro se muestran en la Tabla 1 las cuales se ajustan a las normas del

INEN.
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Tabla1l

Parametros y métodos aceptados para suelos contaminados con hidrocarburos

Parametro Unidad Uso Uso Ecosistemas Método

agricola Industrial  Sensibles

Hidrocarburos mg/kg <2500 <4000 <1000 Extraccion con cloruro de
totales (TPH) metileno, cromatografia de

gases y determinacién FID

(GC/FID).
Hidrocarburos Extraccion; determinacién
aromaticos mokkg <2 <5 <1 por cromatografia de gases
policiclicos (HAPs) (GC) o HPLC.
Cadmio (Cd) mg/kg <2 <10 <1 Digestion &cida de la
Niquel (Ni) makkg <50 <100 <10 muestra y determinacién
directa por espectroscopia
Plomo (Pb) mg/kg <100 <500 <80 de absorcién atémica.

En cuanto a los suelos contaminados por hidrocarburos, se aplican las siguientes

normas, las cuales se encargan de caracterizar y calcular sus pardmetros (INEN, 2023):

e NTE INEN-ISO 14154; revision mas reciente 2014; titulo: “Calidad del suelo.
Determinacion de algunos clorofenoles seleccionados. Método de cromatografia de

gases con detector de captura electronica (ISO 14154:2005, IDT)”

e NTE INEN-I1SO 10381-7; revision mas reciente de 2014: “Calidad del suelo.
Muestreo. Parte 7: lineas directrices para el muestreo del gas del suelo (ISO 10381-

7:2005, IDT)”
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e "Productos de petréleo. Informe de NTE INEN 2146 de 2013 sobre la determinacion
del tipo de hidrocarburos utilizando un indicador de adsorcidon fluorescente (FIA) a

altas temperaturas.

e “Codigo de précticas para reducir la contaminacion por hidrocarburos aromaticos
policiclicos (HAP) en los alimentos producidos por procedimientos de ahumado y

secado directo” del afio 2013, con el nombre de CPE INEN-CPDEX CAC/RCP 68.

e “Compuestos liquidos de petréleo”. Determinacion del contenido de compuestos
oxigenados de la gasolina y de los grupos de hidrocarburos. Método de cromatografia
multidimensional en fase gaseosa (ISO 22854:2008, IDT) NTE INEN-1SO 22854, en

vigor desde el afio 2014.

e Lacalidad del suelo. La norma NTE INEN-ISO 14507, que se aplica desde 2014,
establece un protocolo para el tratamiento de muestras para detectar contaminantes

organicos.

Los criterios de calidad y remediacion para suelos contaminados establecidos en el
marco del Acuerdo Ministerial No. 097-A, que forma parte del Texto Unificado de
Legislacion Secundaria del Ministerio del Ambiente de Ecuador, se describen en la Tabla
AM 097, Tabla 2. Esta tabla es indispensable para la gestion ambiental, ya que establece los
limites permisibles para una variedad de contaminantes en el suelo para proteger la salud

publica y el medio ambiente (MAATE, 2018).

Los niveles aceptables de varios contaminantes en el suelo dependen de los criterios

establecidos en esta tabla. Estos son algunos de los parametros incluidos (MAATE, 2018):
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Tabla 2

Limites permisibles para diversos contaminantes en suelos

Parametro Unidad Concentracion maxima
Hidrocarburos totales (TPH) mg/L 20
Organoclorados mg/L 0.05
Organofosforados mg/L 0.01
Cadmio (Cd) mg/L 0.05
Niquel (Ni) mg/L 2
Plomo (Pb) mg/L 0.2
Arsénico (As) mg/L 0.1
Mercurio (Hg) mg/L 0.005

Para evaluar la movilidad y el potencial riesgo ambiental de los contaminantes
presentes en el suelo, se realizan ensayos de lixiviacion utilizando el método EPA 1311,

conocido como TCLP (Toxicity Characteristic Leaching Procedure) (MAATE, 2018).

2.2.7 Biorremediacion

La biorremediacion es una técnica ambiental que se basa en microorganismos,
incluyendo bacterias que metabolizan contaminantes, hongos que descomponen materia
organica en general y absorben metales pesados, algas que absorben nutrientes y metales y

plantas que algunas de sus especies pueden acumular y eliminar ciertos contaminantes
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(Benavides et al., 2006). Todos ellos, ya sean microorganismos nativos o introducidos,
poseen habilidades metabdlicas especiales que les permiten descomponer y neutralizar
sustancias toxicas en su entorno. Asi, las sustancias peligrosas se descomponen y transforman
en otras menos dafiinas lo que facilita su eliminacion (Rodriguez, 2003a). La biorremediacion
permite eliminar los contaminantes de manera eficiente y sostenible en comparacion con
otros métodos fisicos o quimicos. Por lo general, es menos costoso que los métodos

tradicionales ya que ayuda a restaurar el equilibrio de formas naturales (Garzon et al., 2017).

La biorremediacion empieza cuando una enzima llamada dioxigenasa adiciona dos
atomos de oxigeno al anillo aromatico, constituyendo un cisdihidrodiol. Este proceso reduce
la aromaticidad del anillo. Luego, una enzima deshidrogenasa dependiente de NAD+
reconstruye el anillo aromatico, creando un catecol, que es un compuesto con dos grupos
hidroxilo. Finalmente, enzimas dioxigenasas estéreo selectivas rompen el anillo aromatico del

catecol (Alvarez, 2015).

Es posible clasificar los resultados finales del proceso de biorremediacion en tres
categorias distintas: (a) Aunque la molécula contaminante se descompone en diferentes
moléculas, la molécula original se produce si se unen todas las moléculas. (b)
Descomposicion de moléculas organicas originales en formas minerales, (c) Cambio simple
de una molécula en un contaminante cambiando su estructura principal (A. Rodriguez et al.,

2022).

2.2.7.1 Restauracion biologica del suelo contaminado con petroleo

La degradacion de compuestos de carbono e hidrogeno, también conocidos como
hidrocarburos, por parte de los microorganismos es crucial desde el punto de vista tanto

econdémico como ambiental, debido a que los hidrocarburos pueden causar dafios
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significativos a la salud humana y al medio ambiente cuando se liberan de manera

descontrolada (A. Rodriguez et al., 2022).

La capacidad que tienen los microorganismos para descomponer y eliminar dichos
compuestos, es uno de los principales mecanismos por el cual se remueve el petroleoy otros
hidrocarburos contaminantes de los ecosistemas. Por lo que, este proceso natural de
biorremediacion juega un papel clave en la descontaminacion y restauracion de ambientes

contaminados por derrames o fugas de hidrocarburos (Rodriguez et al., 2022).

La biodegradacién ocurre naturalmente porque los microorganismos transforman y
metabolizan aerébicamente los hidrocarburos y otros compuestos organicos hasta, dioxido de
carbono, agua y fuentes de alimento para sustentar su crecimiento y reproduccién (Rodriguez

et al., 2022).

Las caracteristicas estructurales de cada grupo de hidrocarburos determinan la
velocidad y la viabilidad de la degradacion del petroleo; la fraccion liviana se degrada mas
rapidamente que la fraccion pesada. Por lo general, se mineraliza completamente en carbono
y agua. La falta de solubilizacion del compuesto y su lenta liberacidn desde los poros del
suelo suelen ser los obstaculos para que esto ocurra con las fracciones mas pesadas

(Rodriguez, 2003b).

En 1992, Yong y Col. descubrieron como se degradan los hidrocarburos del petréleo
en diferentes érdenes. Los hidrocarburos alifaticos de cadena lineal se degradan primero,
seguidos por los alifaticos de cadena ramificada, luego los compuestos monoaromaticos
(como xileno, etilbenceno, benceno y tolueno), luego los compuestos con dos 0 mas anillos y

finalmente los compuestos poliaromaticos.
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La biorremediacion de suelos contaminados con petréleo puede lograrse mediante dos
métodos diferentes: anaerobio o aerobio. Sin embargo, la mayoria de los procesos de
remediacion se llevan a cabo mediante degradacion aerobia. Es importante destacar que no
todos los hidrocarburos se degradan de la misma manera debido a la diferencia de moléculas
de los hidrocarburos. Por lo tanto, cada proceso de biorremediacion requiere varios

procedimientos (Benavides et al., 2006).

2.2.8 Géneros bacterianos utilizados en la biorremediacion de hidrocarburos

La presencia de petroleo y otros derivados en el suelo, favorece a ciertas comunidades
microbianas que pueden adaptarse y utilizar este nuevo sustrato, creando una situacion
selectiva. Las bacterias que tienen la capacidad fisioldgica y metabolica de degradar el
petréleo se conocen como hidrocarburoclasticos. Los microorganismos que degradan
hidrocarburos representan menos del 0.1% de la comunidad microbiana en ecosistemas no
contaminados, pero su proporcion puede ser mucho mayor en ecosistemas contaminados con
hidrocarburos. Las caracteristicas nutricionales asociadas con el contaminante y a la
resistencia a diversos tipos de estrés ambiental son caracteristicas predominantes en estas

comunidades (Alvarez, 2015).

Los microorganismos que comunmente se hallan en el suelo son las arqueas
metandgenas e hipertermofilas son un grupo de microorganismos procariotas que, aunque se
parecen a las bacterias en tamafio y forma, difieren significativamente en términos
bioquimicos y genéticos. Dos grupos principales se encuentran en este dominio: las
Euryarchaeota, que presentan metandgenos, termoacidofilos e hiperhalofilos, y las
Crenarchaeota, que presentan hipertermofilos, acidofilos, reductores y/u oxidantes del azufre
y quimiolitoheterotrofos (Vizuete et al., 2020).
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Las arqueas metanogenas se utilizan en el tratamiento de aguas residuales para
producir biogas mediante la digestion anaerobica. Ademas, se cree que las condiciones
termorreductoras de las fuentes hidrotermales hicieron que los primeros organismosen la

tierra fueran hipertermofilos (Vizuete et al., 2020).

Las bacterias gram positivas como Arthrobacter, Nocardia (Nocardioformes) y
Streptomyces (Actinomicetos), son una parte importante de la comunidad microbiana del
suelo. Estas bacterias descomponen hidrocarburos, materiales vegetales viejos y humus

(Vizuete et al., 2020).

Por otro lado, Pseudomonas y otras bacterias gram negativas prosperan en presencia
de nutrientes abundantes. Por lo tanto, el género Pseudomonas tienen la habilidad de producir
surfactantes, compuestos quimicos anfipaticos que pueden reducir la tensién superficial de
una sustancia. Para que las bacterias tengan este potencial de biorremediacion, es necesario
conocer factores como la fisiologia de las bacterias, el entorno ambiental que contiene el

contaminante y la composicion de las moléculas de petroleo (Mayz & Manzi, 2017).

Los biosurfactantes, producidos por las propias bacterias durante los procesos de
biorremediacion, ayudan a mejorar la biodisponibilidad de sustancias hidr6fobas de dos
maneras. Aumentando la rapidez con la que algunas moléculas de hidrocarburo pueden
diluirse mediante su separacién por micelas, e influyendo en la disolucién, que puede causar

el surfactante al entrar en contacto con la superficie del compuesto (Mayz & Manzi, 2017).

Como resultado, ciertos microorganismos poseen y recurren a esta propiedad porque
mejora la biodisponibilidad del sustrato a utilizar, lo que beneficia el proceso de
biorremediacion. El crecimiento de microorganismos aumenta con la biodisponibilidad de un

contaminante, lo que aumenta la probabilidad de biorremediacion (Mayz & Manzi, 2017).
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Se descubrio en un estudio con Pseudomonas que consumia primero los alcanos entre
C5y C16. Ademas, se ha descubierto que, con mas carbonos en una cadena lineal, el
compuesto se vuelve més hidrofébico, lo que hace que los alcanos de cadenas largas (>C40)
se degraden mas rapidamente, tal y como se observé. En estudios realizados en humedales
del Golfo de México que fueron afectados por un derrame, se descubrié que los
contaminantes monoaromaticos se degradan por varias vias metabdlicas diferentes,

dependiendo de la estructura molecular de la sustancia (Das & Chandran, 2011).

El tolueno es el hidrocarburo més consumido en condiciones aerobias, entre el
benceno, el tolueno y los xilenos. Sin embargo, segun las bacterias presentes en las areas
contaminadas, estas moléculas pueden seguir diferentes rutas metabdlicas. Se han observado
degradaciones de xilenos en presencia de Pseudomonas sp. También se observa que, durante
la degradacion de los HAPs, la tasa de consumo disminuye a medida que aumentan los
anillos policiclicos aromaticos y la hidrofobicidad aumenta y los microorganismos no pueden
acceder a ellos. El proceso comienza con la oxidacion de la molécula hidrocarburifera para
formar di hidrodioles, que luego sirven como intermediarios di hidroxilados orto o meta para
formar catecol, que luego entra en el ciclo de los &cidos tricarboxilicos (McGenity et al.,

2012).

2.2.8.1 Pseudomonas koreensis

Pseudomonas koreensis es una bacteria gram negativa, aerobia perteneciente al
género Pseudomonas sp. Es un bacilo recto o ligeramente curvado y su movilidad proviene
de sus flagelos polares. Tiene la capacidad de colonizar una amplia variedad de areas
ecologicas y se puede aislar e identificar en diferentes lugares. Su nombre proviene debido a
que fue identificada por primera vez en 2003 a partir de muestras de suelos agricolas en
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Corea del Sur. Debido a sus caracteristicas distintivas y a su potencial para
aplicaciones biotecnologicas y agricolas, ha sido objeto de interes cientifico desde entonces

(Kwon et al., 2003).
Caracteristicas morfologicas

Es una bacteria gram negativa que no forma esporas y tiene células en forma de
baston de 1-2 um. Varios flagelos polares la hacen movil. En el agar Luria-Bertani (LB),
forma colonias circulares de color blanco-amarillo y se vuelven mucoides después de dos
dias en el agar de soya tripticaseina (TSA). Producen un pigmento fluorescente en medios

King B y PAF (Kwon et al., 2003).
Propiedades bioquimicas y fisiologicas

Tanto la catalasa como la oxidasa son positivas. Aunque hidroliza arginina 'y Tween
80, la mayoria de las cepas no hidrolizan almidén ni muestran acidificacion de glucosa. Tiene
una reaccion de lecitinasa mayormente positiva y no reduce los nitratos a nitritos. Crece a
temperatura de 4 °C, pero no a 37 °C, y puede tolerar concentraciones de cloruro de sodio del
5%, pero no més del 7%. La produccién de indol del triptéfano es negativa (Babu et al.,

2015).
Genética y Relaciones filogenéticas

La cepa Ps 9-14T corresponde a Pseudomonas koreensis. El contenido de G+C
(guanina + citosina) del ADN es de 60,7 mol%. Una alta similitud (99,5%) con Pseudomonas
pavonaceae y Pseudomonas jessenii se muestra a través de analisis de secuencias de 16S

rDNA (Babu et al., 2015).

Utilizacion de sustratos

24

UNIVERSIDAD ESTATAL DE MILAGRO




Usa acidos organicos como el acido citrico y el acido malico, asi como azucares como

la D-glucosa y la D-fructosa (Kwon et al., 2003).
Capacidad Metabdlica

El género Pseudomonas es conocido por su versatilidad metabdlica, lo que le permite
explotar una variedad de nutrientes y adaptarse a una amplia gama de condiciones
ambientales. P. koreensis también puede degradar compuestos organicos resistentes (Kwon

et al., 2003).

Se destaca por su capacidad para degradar una amplia gama de compuestos organicos
complejos. utilizando una variedad de hidrocarburos alifaticos y aromaticos para producir

carbono y energia (Kwon et al., 2003).

La capacidad para producir enzimas oxidativas como oxidasas y peroxidasas es una
caracteristica que facilita la degradacion de hidrocarburos. Estas enzimas son esenciales para
romper los enlaces quimicos de las estructuras de los hidrocarburos, lo que permite su
transformacion en productos menos toxicos y méas facilmente asimilables por la bacteria

(Kwon et al., 2003).
Produccion de Biosurfactantes

P. koreensis puede producir biosurfactantes, que pueden aumentar la
biodisponibilidad de los contaminantes hidrofébicos y hacer que la bacteria los pueda acceder
y destruir. Se ha observado que la cria de P. koreensis en sustratos baratos como el glicerol

produce estos biosurfactantes (Kwon et al., 2003).

Adaptabilidad Ambiental
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Esta especie es ideal para la biorremediacion en areas altamente contaminadas porque
puede sobrevivir en suelos con alta concentracion de contaminantes y baja disponibilidad de

nutrientes (Kwon et al., 2003).

2.2.8.2 Mecanismos de Accion de Pseudomonas koreensis en la Biorremediacion

Varios mecanismos clave determinan la capacidad de Pseudomonas koreensis para

degradar hidrocarburos en suelos contaminados:

Degradacion Enzimatica: P. koreensis produce varias enzimas que ayudan a
descomponer los hidrocarburos en compuestos menos complejos y menos dafinos. Las
oxigenasas y deshidrogenasas son enzimas que rompen los enlaces carbono-hidrégeno y

agregan oxigeno a la molécula de hidrocarburo, lo que inicia la degradacién (Antona, 2015).

Tolerancia a metales pesados: la presencia de metales pesados en muchos lugares
contaminados puede inhibir la actividad microbiana. Pseudomonas koreensis es resistente a
estos metales, lo que le permite realizar biorremediacion en condiciones donde otras bacterias

podrian no sobrevivir (Mayz & Manzi, 2017).

Emulsificacion y Movilizacion: P. koreensis produce biosurfactantes que mejoran la
biodisponibilidad de los hidrocarburos y facilitan su movilizacion en el suelo, lo que permite

a la bacteria acceder mas facilmente a los contaminantes (Mayz & Manzi, 2017).

26

UNIVERSIDAD ESTATAL DE MILAGRO




CAPITULO I1I: Disefio Metodoldgico
3.1 Tipoy disefio de investigacion
El presente trabajo de investigacion es un estudio experimental con un disefio
completamente al azar, el cual determinara la eficiencia en la biorremediacién de suelos

contaminados con diésel.

3.2 Lapoblacion y la muestra

3.3.1 Poblacion

Estuvo constituida por la poblacion microbiana de paramo andino, obtenida a partir de las

muestras tomadas en los diferentes pisos altitudinales del Parque Nacional Cajas.

3.2.2 Muestra
Conformada por la especie bacteriana Pseudomonas koreensis.

3.3 Los métodosy las técnicas

3.3.1 Identificacion microbiana de la rizosfera de pAramo andino para la obtencién de

la especie Pseudomona koreensis

3.3.1.1 Obtencién de muestras

Se llevo a cabo un muestreo aleatorio utilizando una distribucion de gradiente
sistematica, para asegurar una seleccion imparcial y uniforme. EI muestreo se estratificé por
piso altitudinal, recolectandose 5 muestras en cada uno, las muestras fueron tomadas en el
parque Nacional Cajas, en la provincia de Azuay. Los puntos de recoleccidon de muestras se
establecieron a traves de tres gradientes de altitud del paramo andino (4 000, 3 750, 3 500 m

s.n.m). Estos puntos fueron referenciados geograficamente utilizando las coordenadas
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obtenidas a través del Sistema de Posicionamiento Global (Tabla 2). Dicha metodologia se

fundamenta en los hallazgos de un estudio previo llevado a cabo por Idrobo (2024).

Las muestras se recolectaron a 10 cm de profundidad, se almacenaron en bolsas de

plastico y se transportaron al laboratorio CITLAB al area de microbiologia, dentro de las 24

horas para su analisis microbioldgico.

Tabla 3

Ubicacion geografica de los sitios de muestreo

Punto

P1
P2
P3
P4
P5
P6
P7
P8
P9
P10
P11
P12
P13

P14
P15

WGS 84 zona 17S Altitud

X % ms.n.m
695938,20 9693169,84 4071
695850,08 9692912,20 4080
696216,79 9692659,52 4079
696780,12 9692500,36 4 000
696913,56 9692487,64 3 965
700054,60 9691783,36 3749
699967,11 9691823,37 3750
699808,10 9691992,49 3738
699711,29 9691818,20 3781
699986,09 9691742,18 3768
702582,54 9692613,82 3531
703451,14 9692480,37 3 465
702817,97 9692643,10 3515
702673,59 9692620,55 3526
702714,41 9692737,01 3510
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3.3.2 Caracterizacién de los microorganismos del suelo rizosférico

3.1.2.1 Acondicionamiento preliminar

El procesamiento de las muestras consto de la eliminacion de las impurezas, procediendo a
realizar la suspension de las muestras de suelo rizosférico, pesando 1 g de cada muestra y

diluyéndola en 9 ml de agua destilada.

Las muestras se homogeneizaron mediante agitacion en un Vortex durante 1 minutoa 1

500 rpm. Este proceso se llevo a cabo para las 5 muestras de cada piso altitudinal.

3.3.2.2 Técnicas de aislamiento y purificacion
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Para el aislamiento de la microbiota de la rizosfera, implico realizar diluciones
seriadas hasta 10, de las cuales se escogi0 la dilucion cuarta y quinta, para proceder al

sembrado de 100 pul en placas de agar nutriente, incubadas a 28 °C durante 48 horas.

Para purificar las cepas, se realizaron resiembras repetidas en medios de cultivo
especificos, como agar nutriente para bacterias y agar papa dextrosa para hongos, hasta

obtener cultivos puros de cada microorganismo.

3.3.2.3 Identificacion y caracterizacion de la microbiota de la rizosfera con el objetivo de

aislar la especie Pseudomona koreensis

Con base en las caracteristicas fenotipicas, la identificacion se realiz6 mediante los

siguientes procedimientos de laboratorio.

Caracterizacion macroscépica: En este estudio se utilizo el método de identificacion
segun (Jawetz et al., 2011), el cual se realiz6 tomando en cuenta la elevacion, color, formay

textura de las colonias, formadas en la superficie del medio de cultivo.

Caracterizacion microscopica: Un método til y rapido para diferenciar entre dos
tipos de bacterias (bacterias Gram positivas y Gram negativas) es la tincion de Gram (Jawetz
et al., 2011). Primeramente, para trabajar en un ambiente estéril, se procedié a limpiar con
alcohol al 70% y se esterilizo los instrumentos a utilizar. Se procedi6 a realizar el frotis
bacteriano, diluyendo la colonia con solucidn salina, para posteriormente calentarla para
fijarla al portaobjetos, luego se procedio a tefiir con Cristal Violeta durante un minuto, se
enjuago y se colocd Lugol durante un minuto, se vuelve a enjuagar y se procede a decolorar

con Alcohol cetona, eliminando el exceso para colocar Safranina durante un minuto y lavar.
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Seguidamente se observo en un microscopio optico con aumento de 100x, observando su

estructura, agrupacion y color.

3.3.2.4 Identificacion preliminar de Pseudomonas

Una vez realizada la tincidn, se procedi6 a observar las caracteristicas morfologicas
representativas de la especie Pseudomona koreensis, incluyendo su forma, color y tamafio.
Adicionalmente, se llevaron a cabo las siguientes pruebas bioguimicas como son la catalasa y

la oxidasa.

Tras un analisis inicial, se observo que las caracteristicas observadas corresponden a
la especie Pseudomonas. Con el objetivo de obtener aislamiento de cepas puras, sin
contaminacion de otras especies bacterianas, se realizaron nuevas siembras en medios de
cultivo agar nutriente, agar sangre y agar MacConkey. Este proceso permitio aislar cepas
individuales de Pseudomonas, libres de cualquier contaminante, para su posterior

caracterizacion y estudio.

3.3.2.5 Identificacion fenotipica automatica basada en el analisis del perfil de proteinas
ribosomales utilizando la técnica de Espectrometria de Masas por lonizacion con

Laser Asistida por Matriz y Tiempo de Vuelo (MALDI-TOF)

Para el proceso de Identificacién con MALDI-TOF primero se procedio a la
preparacion de las muestras, en la cual se tomo una pequefia cantidad de una colonia
bacteriana pura aislada del medio de cultivo, para depositarla en el pocillo de la placa del
espectrometro de masas, sequidamente para la ionizacion y vaporizacion, se afiadio una
solucion matriz sobre la muestra en el pocillo y se introduce la placa en el espectrémetro,

dando lugar a que las proteinas de la muestra, principalmente proteinas ribosomales, son

31

UNIVERSIDAD ESTATAL DE MILAGRO




ionizadas mediante un pulso de laser, generando iones los cuales son acelerados en un campo
eléctrico y viajan a través de un tubo de vuelo al detector y son separados en funcion de su
relacion masa/carga (m/z). Finalmente, El espectrometro de masas registra la abundancia
relativa de los diferentes iones presentes en la muestra, generando un espectro de masas
caracteristico, el cual se compara automaticamente con una extensa base de datos de

espectros de referencia de microorganismos.

El sistema MALDI-TOF analizé la coincidencia entre los espectros de las muestras y
los espectros de referencia en la base de datos, por lo que obtuvo la especie de Pseudomonas

koreensis.

La metodologia descrita en el presente estudio fue desarrollada y aplicada en el

laboratorio de microbiologia aplicada MEDICULT (Anexo A).

3.3.2.6 Preservacion de la cepa

Para el método de conservacion de la cepa Psseudomonas koreensis se procedié a
utilizar crioperlas, las cuales son perlas de ceramica que se impregnan con la solucion celular

a congelar. La cuales estuvieron conservadas a -20 °C.

3.3.3 Evaluar el potencial de Pseudomonas koreensis como agente biorremediador en

suelos impactados por derrames de combustible diésel

3.3.3.1 Activacion y preparacién de la cepa

Para obtener una mayor poblacion de Pseudomonas koreensis y un bajo costo de
implementacion, se activo la cepa en base a la metodologia propuesta por (Lorofia et al.,
2019), para lo cual, se coloco en 1,5 litros de melaza, 1,5 litros de la cepa bacteriana'y 27

litros de agua. Seguidamente, la mezcla se la colocé en un contenedor hermético y se la dejo
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fermentar a temperatura ambiente, monitoreando diariamente el pH de la mezcla hasta que su

valor sea inferior a cuatro, determinando crecimiento bacteriano (Tecnologia EM™, 2019).

3.3.3.2 Montaje del ensayo

El montaje del ensayo se lo desarrollé en un predio privado, para lo cual se establecio
una parcela de 9 x 7,5 m, siguiendo un disefio experimental completamente aleatorio (DCA),
aplicando 2 tratamientos, el Testigo (T) y el tratamiento con Pseudomonas koreensis (Pk),
realizando 6 repeticiones para cada tratamiento. Se colocaron 12 unidades experimentales en
recipientes plasticos de 28.9 x 28.9 cm de diametro, por 13 cm de profundidad, perforados en
su base. Cada unidad experimental fue llenada con tierra sin cobertura vegetal y colocadas
con una separacién de 1 m de distancia entre si, y 2 m de distancia del margen de la parcela

para evitar efecto borde.

El volumen de vertido de contaminante en cada unidad experimental fue de 180 ml, el
cual con ayuda de una pala de mano se homogenizo y se dejo reposar 24 horas para asegurar
se impregne previo el analisis de TPH y metales pesados. Pasado este tiempo, a las unidades
experimentales con el tratamiento Pseudomonas koreensis, se les colocd 0.5 Ib de aserrin'y se
homogenizo6 con ayuda de una pala de mano (Bustamante & Silva, 2019). Seguidamente, se
adiciono 48 ml de solucion bacteriana y se repitio esta aplicacion cada tres dias durante un
lapso de 18 dias, utilizando la metodologia de aplicacion y aspersion de Lorofia et al., (2019),

realizando volteos cada tres dias para mejorar la aireacion del suelo a tratar.

3.3.3.4 Variables medidas
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Para medir la eficiencia de biorremediacion de la cepa de estudio, se la realizé en base
a los resultados de los analisis de hidrocarburos totales del petréleo (TPH), del metal pesado

Plomo (Pb), para lo cual se utilizara la formula propuesta por (Jimenez, 2020).

Concentracioninicial - Concentracion final

ici ia (%) = x100
Eficiencia (%) Concentracioén inicial

Para la medicion in situ se la realizo en base al potencial hidrogeno, medido
diariamente en cada unidad experimental. De igual manera, para el analisis de TPH se envio
una muestra compuesta de suelo para cada tratamiento (conformada de 100 gr por cada
unidad experimental) y se los envié a analizar al Centro de Soluciones Analiticas Integrales
CENTROCESAL CIA.LTDA através del POE 7.2.58 Método EPA 8015B, no halogenado

usando cromatografia de gases con deteccidn por ionizacion de llama (GC-FID) modificado.

Para el metal pesado se envid una muestra compuesta de cada tratamiento
(conformada de 100 gr por cada unidad experimental) y se la envié al Instituto Nacional de
Investigaciones Agropecuarias para su andlisis a traves del método de Espectrometro de

absorcion atomica acoplado a horno de grafito.

Se realizaron tres analisis para cada variable (TPH y metal pesado), una al iniciar la

investigacion y otra al finalizar la misma con el testigo.

2.3 Variables externas

Con ayuda de datos obtenidos de la estacion meteoroldgica de la Universidad Técnica

Particular de Loja, se realizaron mediciones diarias de los factores climaticos (temperatura,

34

UNIVERSIDAD ESTATAL DE MILAGRO




precipitacion y humedad), que permitan determinar las condiciones bajo las que fue sometida
la investigacion, debido a que en el montaje de nuestras unidades experimentales no se

controlaron ningun tipo de variables.

3.4 Procesamiento estadistico de la informacion

Con ayuda del Sistema de Analisis Estadistico SPSS, se realizd el modelo estadistico para
saber si la distribucidn de los datos es paramétrica o0 no paramétrica, se realizo la prueba de
normalidad de Shapiro-Wilk, en la cual se observo que los resultados no tienen una

distribucion normal, para lo cual se procedié a realizar la prueba de Mann-Whitney.
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CAPITULO IV: Anélisis e Interpretacion de Resultados

4.1.  Analisis e Interpretacion de Resultados

411 Resultado del aislamiento e identificacion de la bacteria Pseudomonas
koreensis, procedente de paramo andino del Parque Nacional Cajas
Mediante las muestras de la rizosfera del suelo procesadas, se identificé la presencia
de la bacteria Pseudomonas Koreensis, a través de caracterizacion fenotipica macroscopica y
microscépica, ademas de emplear técnicas avanzadas como la espectrometria de masas

MALDI-TOF. En la tabla 4 se detalla de mejor manera el procesamiento de resultados.
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Tabla4

Resultados del proceso de aislamiento e identificacion

Aislamiento Validacion de las Microorganismo
muestras Identificado
Obtencion Cultivo
Muestra Caracterizacion
Parque Caracterizacion fenotipica fenotipica automatica
Nacional
Cajas Identificacion Macroscopica ldentificacion Pruebas Espectrometria de
Microscopica Bioquimicas masas MALDI-TOF
(Anexo B)
Agar Morfologia Tincién de Género Especie
Gram e
g
@) 3
S
Agar Colonias  de Bacilo Gram + +§ Pseudomonas
MacConkey color  blanco negativo Koreensis
amarillento, (Anexo C)
brillantes,

borde continuo
uondulado con
centro opaco.
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4.1.2  Resultado del ensayo in situ que permite determinar la eficiencia de la especie

Pseudomonas koreensis en la biorremediacion de suelo contaminado con diésel

4.1.2.1 Medicion de pH insitu

En la figura 2, se detallan las mediciones del pH con su valor alcanzado, obteniendo
que todas las unidades experimentales del Testigo (T2) no variaron a lo largo del periodo de
estudio. Mientras tanto, el tratamiento con la bacteria Pseudomonas koreensis (T1), presentd
variaciones a lo largo de 18 dias del periodo de estudio, con resultados de pH que oscilan con

un minimo de 4,5 y un maximo de 7,1.

Figura 2

Mediciones de pH

9,00 9,00
8,00 8,00

L 7007 700 2

o 500 5,00
5,00 5,00
4,00 4,00
3,00 3,00

Testigo Pseudomona koreensis

Para saber si la distribucion de los datos es paramétrica o no parameétrica, se realizo la
prueba de normalidad de Shapiro-Wilk (Tabla 5), en donde su p-valor fue de 0,000, siendo
menor al grado de significancia (0,05), permitiendo determinar que no existe normalidad en

los datos, presentando una variacion en la normalidad de los resultados.
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Tablab

Prueba de normalidad

Shapiro-Wilk
al Sig.
Medicid H
edicion de pH con 29 00000

frecuencia cada 3 dias

Por su parte, el p-valor de la prueba de Mann-Whitney (Tabla 6), es menor al grado de
significancia (0,05), concluyendo que existe una diferencia estadisticamente significativa
entre el pH y tipo de tratamiento, deduciendo que el tratamiento empleado tiene un

considerable efecto sobre los resultados obtenidos.

Tabla 6

Prueba de Mann-Whitney

Prueba pH

U de Mann-Whitney 198,000

W de Wilcoxon 864,000
Z -5,830
Significancia ,000

4.1.3 Anélisis de hidrocarburos totales de petrdleo (TPH)
El andlisis de hidrocarburos totales de petréleo (TPH) (Anexo D), evidencio que el

tratamiento con la especie Pseudomonas koreensis, tuvo una eficiencia de 52,856 %, siendo
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un valor dptimo en comparacion al testigo, en donde su eficiencia fue de 34, 136 % en

relacion al suelo sin ningun tipo de tratamiento.

Tabla7

Resultados de eficiencia para cada uno de los tratamientos

Formula para determinar la eficiencia de los tratamientos

o Concentracioninicial — Concentracion final
Eficiencia (%) = — x100
Concentracioén inicial

1453 -685 1453 -957
EficienciaTl (%) = ———— icienci %)= ——————
ficiencia T1 (%) 1453 x100 Eficiencia T2 (%) 1453 x100
EficienciaT1 (%) = 52,856 Eficiencia T2 (%) = 34,136

Nota. Tratamiento con Pseudomonas korennsis (T1), Testigo (T2).

4.1.4 Anélisis de Plomo

A través del analisis de Plomo realizado para cada uno de los tratamientos mediante
espectrometro de absorcion atomica acoplado a horno de grafito en el Instituto de
investigaciones agropecuarias (INIAP)(Anexo E) , se obtuvieron resultados similares para
cada uno de los tratamientos, con minima diferencia en relacion al suelo contaminado previa
aplicacion de los tratamientos, denotando que no existio una disminucion evidente en el
tratamiento de Pseudomonas koreensis (T1) para descomponer plomo del suelo. Los
resultados reflejaron que el suelo contaminado con diésel y tratado con Pseudomonas

koreensis present6 un resultado de 24.4 mg kg, en relacion al resultado sin tratamiento (ST)
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de 28.9 mg kg2, y el testigo de 24.6 mg kg, obteniendo una eficiencia de 18.442% para (T1)

y de 17.479% para (T2).

Tabla 8

Andlisis de Plomo para los tratamientos efectuados

) Resultado de Plomo
Tratamiento

(Pb) mg kg™
ST 28.9
Tl 24.4
T2 24.6

Nota. Sin tratamiento (ST), Tratamiento con Pseudomonas koreensis (T1), Testigo (T2).

Tabla9

Resultados de eficiencia para cada uno de los tratamientos

Férmula para determinar la eficiencia de los tratamientos

o ] Concentracidéninicial - Concentracion final
Eficiencia (%) = ———— x100
Concentracién inicial

289-24.4 289-24.6
EficienciaTl (%) = ——— icienci %)= ————
f (%) 244 x100 Eficiencia T2 (%) 246 x100
EficienciaT1 (%) = 18.442 EficienciaT2 (%) = 17.479
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Nota. Tratamiento con Pseudomonas koreensis (T1), Testigo (T2).
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4.1.5 Resultados del promedio obtenido de las variables externas

En la tabla 10 se detalla el promedio obtenido de las variables externas durante el
tiempo del ensayo in situ, recalcando que en este estudio no se controlaron las variables
externas, obtenidas de la estacién cientifica de la Universidad Técnica Particular de Loja,

dandonos los siguientes resultados:

Tabla 10

Variables climéticas externas

Variable Valor promedio
Temperatura 22°C
Humedad 772 %
Precipitacion 41 mm
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CAPITULO V: Conclusiones, Discusion y Recomendaciones

5.1. Discusion

Las zonas montafiosas de los andes del Ecuador, son conocidos por su alto nivel de
biodiversidad y endemismo, donde el 86% de las especies de plantas son endémicas de estos
ecosistemas (Aguirre, 2017). No obstante, existe una carencia de investigaciones de la
riqueza de microorganismos rizosféricos de estos ecosistemas y su potencial biotecnolégico
Idrobo, (2024). Por su parte, Jimenez, (2020) y Vizuete et al., (2020) afirma que los
microorganismos nativos tienen la capacidad de adaptarse y remediar contaminantes en el
suelo, lo que permitid que esta investigacion se centre en probar la eficiencia de una bacteria

nativa aislada a partir de suelo rizosférico de paramo andino.

Lin etal. (2016) en el pais de China, aislo la cepa Pseudomonas koreensis de la
rizosfera de arroz, la cual es proveniente mismo de Asia Oriental. Sin embargo, en base a la
investigacion realizada por Idrobo, (2024) en Ecuador, registré el aislamiento y la
identificacion de la especie Pseudomonas Koreensis existente en estado natural de paramo
andino ecuatoriano, aislada de suelo rizosférico a diferentes pisos altitudinales del Parque
Nacional Cajas. Esta investigacion, se corrobora con nuestros resultados obtenidos, ya que
nos permitio aislar e identificar la especie P. Koreensis recolectada en el mismo rango

altitudinal.

El género Pseudomonas es ampliamente utilizado en procesos de biorremediacion de
suelos contaminados con hidrocarburos Alvarez, (2015). Debido a su amplia diversidad
metabolica, Pseudomonas se utiliza en la biorremediacion de suelos contaminados con
hidrocarburos ya que utiliza una variedad de compuestos como fuentes de carbono y energia,

incluida la capacidad de degradar hidrocarburos aromaticos y alifaticos, convirtiéndolos en
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productos menos toxicos 0 mineralizandolos completamente a CO; y agua (Conde et al.,
2021). Por estas razones se decidio el aislamiento, caracterizacion y uso de dicha bacteria

para llevar a cabo la presente investigacion.

Inclusive, en el estudio realizado por Pérez (2018), dicha bacteria se adapta y
sobrevive a condiciones ambientales desafiantes, como las altas concentraciones de sal y a las
fluctuaciones en la temperatura y el pH. Lo que se destaca en esta investigacion ya que P.
Koreensis para su activacion y posterior uso se procedio a dejar fermentar a una temperatura
entre 19°C Y 25°C, y el monitoreo del pH hasta alcanzar un valor de seis. Del mismo modo,
Lorofia (2019) afirmo que en su investigacion para obtener una eficiencia de sus
microorganismos para la biorremediacidn opto por la activacion de los mismos hasta alcanzar

el pH optimo.

Al igual que otros hidrocarburos, el diésel tiene la capacidad de provocar alteraciones
en las caracteristicas fisicas y quimicas del suelo, incluyendo su pH, por esta razon se han
realizado investigaciones como la de Morales et al. (2019) en la cual revel6 que el pH del
suelo estudiado, no mostré cambio significativo con la presencia de diésel, manteniéndose
inalterable incluso tras un afio de un derrame de diésel, de igual manera la investigacion
realizada por Martinez (2001), demostré que el pH del terreno no mostré cambios notables al
ser contaminado con diésel. Dichas investigaciones concuerdan con nuestros resultados
obtenidos, ya que el pH del suelo no cambio significativamente tras la contaminacién con

diésel manteniéndose en un pH 7.0.

Segun las investigaciones realizadas la estabilidad del pH en suelos contaminados se
puede atribuir a varios factores relacionados con la quimica del suelo y las propiedades del

diésel, por ejemplo Petenello & Beltran (2014) menciona que debido a la composicion
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quimica del diésel, debido a que es una mezcla de hidrocarburos que en concentraciones
tipicas no tiene un efecto acido o basico significativo en el suelo. Esto significa que su

adicion no altera drasticamente el equilibrio de iones que determina el pH.

Ademas, los suelos tienen una capacidad natural para resistir cambios en el pH,
conocida como capacidad de amortiguamiento. Incluso, Martinez (2001) menciona que los
hidrocarburos pueden interactuar con la materia organica y los minerales del suelo,
estabilizando las propiedades quimicas sin afectar significativamente el pH. Por otra parte,
cabe recalcar que en nuestra investigacion la adicion de diésel fue en concentraciones bajas,
coincidiendo con Martinez (2001), Petenello (2014) y Morales (2019), los cuales en sus
estudios las concentraciones de diésel fueron relativamente bajas (por debajo de los limites
normativos), lo que probablemente limit6 su impacto en las propiedades quimicas del suelo,

incluido el pH.

Las investigaciones realizadas por Barrios et al., (2022) y Mayz & Manzi (2017),
demuestran que algunas cepas de Pseudomonas, logran tasas de remocion de hidrocarburos
de hasta un 98%, asi como la investigacion realizada por Wayens (2004) en la cual
Pseudomonas putida, demostrd variaciones significativas en su capacidad para degradar
hidrocarburos, dependiendo del tipo especifico de hidrocarburo y las condiciones

experimentales.

Por ejemplo, en un estudio se reportd que esta bacteria logré una degradacion del
100% de ciertos hidrocarburos aromaticos policiclicos como el naftaleno y el antraceno, y un
78.57% de degradacion del fenantreno (Samame, 2020), corcondando con nuestra
investigacion con respecto a que el género Pseudomonas se presenta como un potencial

significativo para la remediacion de suelos contaminados con hidrocarburos ya que se han
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obtenido resultados que muestran una eficiencia del 52.856% en la degradacion de diésel,

recalcando que no se controlaron las condiciones ambientales.

Por otro lado, se observo que Pseudomonas logré un 26% de remocién de
hidrocarburos en comparacién con un consorcio microbiano que alcanzo el 53% (Samame,
2020), estos resultados indican que la eficiencia de Pseudomonas puede ser alta en
condiciones especificas, pero también puede ser inferior en comparacion con otros
microorganismos en diferentes entornos. Tal como el estudio realizado por Zhou et al. (2022)
en el cual utilizo el género Sphingomonas spp. demostrando la degradacion de compuestos
complejos como los hidrocarburos y los contaminantes organicos, logrando degradar hasta un
95% condiciones especificas. Inclusive la investigacion “Mycobacterium species in the
biodegradation of polycyclic aromatic hydrocarbons” obtuvieron que cepas de
Mycobacterium mostraron una capacidad para degradar HAP de hasta un 95% (Deng et al.,

2023).

Se ha comprobado que el género Pseudomonas tiene la capacidad de descomponer
hidrocarburos, como el diésel, pero no exhibe la misma eficiencia en la descomposicion de
metales pesados como en este caso el plomo. Esta discrepancia puede ser justificada por
diversos factores bioldgicos y quimicos (Avalos & Padilla, 2015). Tal como la investigacion
realizada por Mayz y Manzi (2017), en la cual Pseudomonas aeruginosa demostré ser
altamente eficaz en la degradacién de hidrocarburos, pero no descompuso ni degrado metales
pesados. En corcondancia con nuestro estudio, ya que no existié una disminucion evidente, ni
significativa en el tratamiento con Pseudomonas koreensis para descomponer plomo del

suelo.
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Asimismo, la investigacion de Paredes et al. (2021), evidencio que, aunque
Pseudomonas aeruginosa puede tolerar el plomo, su capacidad para removerlo no es tan
eficiente como la que exhibe frente a los hidrocarburos. Debido a que, los mecanismos por
los cuales estas bacterias manejan la presencia de metales pesados incluyen
biotransformacion, precipitacion intracelular y union a estructuras celulares. Estos
mecanismos permiten que las bacterias sobrevivan en ambientes contaminados, aunque no
necesariamente transformen o eliminen los metales pesados de manera efectiva (Paredes

etal., 2021).

5.2  Conclusiones

La especie Pseudomona koreensis fue identificada a partir de muestras rizosfericas de
paramo andino del Parque Nacional Cajas. La técnica de espectrofotometria de masas
(MALDI-TOF) es una técnica que brindo resultados de manera precisa en cortos periodos de

analisis a un bajo costo de aplicacion.

Se encontrd una diferencia estadisticamente significativa en el pH y el tipo de
tratamiento, lo que indica que el tratamiento aplicado tiene un efecto considerable sobre los

resultados obtenidos

Los resultados obtenidos en la biorremediacion de suelo contaminado con diésel, con
un 52.586 % de eficiencia, demostro la eficiencia que esta cepa obtuvo en un corto periodo de
tiempo a un bajo costo de aplicacion, demostrando el potencial biotecnolédgico que presenta

para ser replicada en futuros procesos de biorremediacion.

A pesar de la aplicaron del tratamiento con Pseudomonas koreensis, no se observo una
disminucion significativa en la concentracion de plomo en el suelo contaminado de diésel,
con una eficiencia de 18.442%.
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53 Recomendaciones

e Se recomienda seguir realizando investigaciones sobre la capacidad de Pseudomonas
koreensis en diferentes condiciones ambientales y compararla con otras cepas
bacterianas conocidas por su eficiencia en biorremediacion. Asimismo, las
autoridades ambientales y las industrias deben considerar la implementacion de
técnicas de biorremediacién utilizando microorganismos como parte de sus estrategias
para gestionar los suelos contaminados. Por afiadidura, es fundamental promover
programas de educacion, concienciacién y sensibilizacion sobre los efectos de la
contaminacion por hidrocarburos y las soluciones sostenibles disponibles, incluyendo
el uso de la biorremediacién. De la misma forma, es importante fomentar
colaboraciones entre biotecndlogos, ingenieros ambientales y responsables politicos
para desarrollar politicas efectivas que integren la biorremediacion en las précticas de

gestién ambiental en Ecuador.

e Finalmente, se recomienda que, aunque Pseudomona koreensis muestra resultados
favorecedores para la biorremediacién de suelos contaminados con hidrocarburos, es
necesario continuar explorando su capacidad e eficiencia frente a otros contaminantes
y en diferentes contextos ambientales para validar su uso en programas de

biorremediacion a gran escala.
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AnNexos

Anexo A Certificado procesamiento de muestra

MEDICULT®

Cuenca, 22 de julio de 2024

A quien corresponda

Quien suscribe el presente certifica que las siguientes muestras fueron analizadas bajo
la técnica MALDI TOF (Espectrometria de Masas) avalada por la Organizaciéon Mundial
de la Salud como prueba Gold Standard para identificacion de cepas microbioldgicas.

ITEM Codigo MUESTRA 1D MICRORGANISMO NIVEL DE METODO | METODO DE
MEDICULT | ANALIZADA = ENCONTRADO INTERNO | REFERENCIA
CONFIANZA
. Cepa Pseudomona MEDI-MI-
1 00020724 | Cepa Aislada BaEtaRE Roreensis 99.9% 21 MALDI TOF

El analista se responsabiliza exclusivamente de los analisis realizados, el resultado es
valido solo para la muestra recibida por el laboratorio.

BQF. Paul Leén Cajamarca, MSc
Analista Técnico

(07) 4096158
099 868 1806 X
medicult.cuenca@gmail.com {324}

°
dq
)
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Anexo B Reporte de Analisis Microbiologico

MEDICULT

REPORTE DE ANALISIS MICROBIOLOGICO

MAC02072024-IR029
OTN: G1-020724

Cliente: Daniela Elizabeth Ruiz Ruiz
Atencion: -
Direccion: Loja
Teléfono: 0980548136

Identificaciéon de la muestra
Tipo de . Fecha de
Muestra: Cepas de Bacteria Recepcion: 2024-07-02

Poctlerto 2024-07-03

5 o Analisis:

Descripcion Cepa aislada recibida en :
condiciones de conservacion | LOTE: G1-02072024
Muestreado por: | Cliente
Condiciones de Eppendorf a temperatura de | Fecha de
recepcion: congelacion Siembra: 2024-07-03
Material de Plastico a congelacion en
Envase medio de transporte
CARACTERISTICAS ORGANOLEPTICAS
’ Colonias Colonias
Morfologia Olor Estado Declaradas Encontradas
Bactgrias cony Caracteristico | Vivo mm————— Variable
colonias definidas
RESULTADOS IDENTIFICACION MICROBIOLOGICA
ITEM Codigo MUESTRA D MICRORGANISMO NIVEL DE METODO | METODO DE
MEDICULT | ANALIZADA - ENCONTRADO INTERNO | REFERENCIA
CONFIANZA
4 Cepa Pseudomona MEDI-MI-
1 00020724 | Cepa Aislada Bacteria koreensis 99.9% 21 MALDI TOF

BQF. Paul Leén Cajamarca, MSc
Analista Técnico

itido, el valido solo para lamuestra recibida por el laboratorio. Prohibida
su reproduccién parcial o total por cualquier motivo sin permiso por escrito del laboratorio,

del Itade Itad

El analista se

(07) 4096158
099 868 1806

medicult.cuenca@gmail.com {?‘g}
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Anexo C Perfil espectro métrico de identificacion de Pseudomonas koreensis obtenido a traves
de espectrometria de masas por desorcion/ionizacion laser asistida por matriz (MALDI-TOF

)

BRUKER
5 x104 m/ S/ Q R Int ArTarget
& z N ua es en ea Position E11
& 150 it . s
2 y Laser
= F Laser beam attenuation  69.444
Laser repetition rate 60 Hz
ac Number of shots 240
125
Spectrometer
positive voltage polarity POS
PIE delay 130 ns
lon source voltage 1 20 kV
lon source voltage 2 17.95 kv
1.00 Lens voltage 6.6 kV
Linear detector voltage  2.811 kV
Deflection on
Deflection mass
SampleRate 2ns
075 Instrument
Instrument type microflex
Serial instrument number 269944.00487
Name of computer MBT-WIN10-LTSC
Operator ID or name mbtuser
050 flexControl version flexControl 3.4.207.20

Kdentificackin de Baclerias por MALDI TOF

GERMEN IDENTIFICADC

flexAnalysis version

PSEUDOMONAS koraensis

0.25
SCORE 222
MUESTRAS RECIBIDAS
(NO cbtenida en eI Laboretorio)
0.00
2000 4000 6000 8000 10000 12000 14000 16000 wie
Date of Acquisition 2024-07-03 7T12:17:58.153-05:00
Acquisition method  D:\Methods\flexControlMethods\MBT_FC.par
Processing method
File Name D:\Data\MaldiBiotyperReal TimeClassification\Obe427f4-d59a-484e-8247-03d58dfdb9a9\797f57fd-1787-46ca-a067-c4a250c01ee6\0_E11
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Anexo D Analisis de Hidrocarburos Totales de Petréleo

CENTROCESAL Cia Lida

CENTRO DE SOLUCIONES ANALITICAS INTEGRALES
CENTROCESAL Cia. Ltda.
AREA QUIMICA

INFORME DE ENSAYO No.: 58754-01-24-09-24-Q

Datos del Cliente

Cliente: RUIZ RUIZ DANIELA ELIZABETH
Representante: DANIELA RUIZ
DivecciGa: LOJA /LOJA / SAN SEBASTIAN / PEDRO VICENTA MALDONADO S/N Y
REINALDO ESPINOZA
Teléfono: 0980548136
Datos del item de Ensayo
Identificacion de la Muestra: MUESTRA ST
Descripcion de la Muestra: Sélido heterogéneo color café oscuro
Contenido declarado: 1Kg No. Lote o cédigo: ND
Conservacion de la Muestra: Ambiente Fecha de elaboracién: ND
Fecha de caducidad: ND
Datos de Muestreo, Recepcion y Analisis
Respc toma de a: Por el cliente Fecha toma de muestra: ND
Responsable muestreo: NA Fecha de recepcion: 2024-09-24
Referencia: ';::::nadf’s. se aplican ala muestra tal cual £oohas de ensayo: 2024-10-15
Parametros acreditados muestreo: NA Fecha de reporte: 2024-10-21
Informacion relevante proporcionada por el cliente
1. Informacién proporcionada por el cliente: NA
2. Reguisitos de reoegién que afectan al ensayo: NA
Resultados analiticos: Pag.: 1 de [
PARAMETRO METODO UNIDADES RESULTADO
POE 7.2.58
EPHA METHOD 80158,
TPH NONNHALOGENATED mg/kg 1453 + 189
USING
GC-FID MODIFICADO

Laboratorio de ensayo de acreditado por el SAE con acreditacion No. SAE LEN 12-001
Los resultados marcados con (*) NO estan incluidos en el alcance de acreditacién

Observaciones:

1. Resultado: Expresado como a) R; donde R corresponde al resultado 6 b) R +/- U; donde R corresponde al resultadoy U a la
incertidumbre con K=2, 95% de confianza

2. Métodos EPHA METHOD 80158, NONNHALOGENATED USING POE: Procedimiento Iintema

3. Resp de CT

Notas:

ND: No declara  NA: No aplica

NOTA 1 Los resultados reportados son validos solo para las muestras analizadas de este reporte.

NOTA 2: Los ensayos son realizados a temperatura ambiente excepto donde se especifique. Las condiciones ambientales de temperatura
y humedad no influyen en este analisis

NOTA 3 Muestras recibidas en el laboratorio e informacién de las mismas proporcionada por el cliente. CENTROCESAL Cia. Ltda, se
responsabiliza Gnicamente de los analisis

NOTA 4: La declaracion sobre la incertidumbre de medicion, se puede solicitar al laboratorio y sera informacién cuando el cliente lo
requiera o cuando afecte a los limites de una especificacion.

NOTA 5 El tiempo de permanencia de las muestras en el laboratorio corresponde a perecibles: 48 horas y no perecibles: 20 dias desde la
entrega del resultado

NOTA 6: Todas las actividades son r en las ir laci del laboratorio excepto donde se especifique

NOTA7: Toda informacion que sea proporcionada por el cliente y que afecta a la validez resultados, es exclusiva responsabilidad de

quienes las emiten y no representa responsabilidad para CENTROCESAL

g 3 D g
RESPONSABLE DE SU VIS

fref POE7.811 Rev.:07 Anexo 1

Este informe no podra ser reproducido parcial o totalmente, sin la autorizacién escrita del Laboratorio

Ignacio de Asin N52/208 y Gonzalo Valdivieso
Telfs: (+593) 02 5003838  Celular: 0999649872 - 0993417407
e-mail:_ vl
QUITO - ECUADOR
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CENTRO DE SOLUCIONES ANALITICAS INTEGRALES
CENTROCESAL Cia. Ltda.
AREA QUIMICA

INFORME DE ENSAYO No.: 58754-02-24-09-24-Q

Datos del Cliente

Cliente: RUIZ RUIZ DANIELA ELIZABETH
Representante: DANIELA RUIZ
LOJA / LOJA / SAN SEBASTIAN / PEDRO VICENTA MALDONADO S/N Y

Direceion: REINALDO ESPINOZA
Teléfono: 0980548136

Datos del item de Ensayo
Identificacion de la Muestra: MUESTRA T1
Descripcion de la Muestra: Sélido heterogéneo color café oscuro
Contenido declarado: 1Kg No. Lote o cédigo: ND
Conservacién de la Muestra: Ambiente Fecha de elaboracién: ND

Fecha de caducidad: ND
Datos de M treo, R pcidn y Analisi

Responsable toma de muestra: Por el cliente Fecha toma de muestra: ND
Resp bl eo: NA ) Fecha de recepcion: 2024-09-24
Referencia: z;':i'ﬁ:e aplican ala talcual gochas de yo: 2024-10-15
Parametros acreditados muestreo: NA Fecha de reporte: 2024-10-21

Informacion relevante proporcionada por el cliente

1. Informacién proporcionada por el cliente: NA

2. Requisitos de recepcion que afectan al ensayo: NA

Resultados analiticos: Pag.: . - de I
PARAMETRO METODO UNIDADES RESULTADO
POE 7.2.58
EPHA METHOD 8015B,
TPH NONNHALOGENATED mg/kg 685 + 89
USING
GC-FID MODIFICADO

Laboratorio de ensayo de acreditado por el SAE con acreditacion No. SAE LEN 12-001
Los resultados marcados con (*) NO estan incluidos en el alcance de acreditaciéon

(Observaciones:
T. Resultado. Expresado como a) R, donde R corresponde al resultado 6 b) R +/- U; donde R corresponde al resultado y U a la
incertidumbre con K=2, 5% de confianza

2. Métodos: EPHA METHOD 80158, NONNHALOGENATED USING POE: Procedimiento Intermo

3. Resp de analisis: CT

Notas:

ND: No declara NA: No aplica

NOTA 1 Los resultados reportados son validos solo para las muestras analizadas de este reporte.

NOTA 2: Los ensayos son realizados a temperatura ambiente excepto donde se especifique. Las condiciones ambientales de temperatura
y humedad no influyen en este andlisis

NOTA 3. Muestras recibidas en el laboratorio e informacién de las mismas proporcionada por el cliente. CENTROCESAL Cia. Ltda, se
responsabiliza Gnicamente de los andlisis

NOTA 4: La declaracién sobre la incertidumbre de medicion, se puede solicitar al laboratorio y sera informacién cuando el cliente lo
requiera o cuando afecte a los limites de una especificacion.

NOTA 5: El tiempo de permanencia de las muestras en el laboratorio corresponde a perecibles: 48 horas y no perecibles: 20 dias desde la
entrega del resultado.

NOTA &: Todas las i son en las i i del laboratorio excepto donde se especifique

NOTA 7: Toda informacién que sea proporcionada por el cliente y que afecta a la validez resultados, es exclusiva responsabilidad de

quienes las emiten y no representa responsabilidad para CENTROCESAL

ec o0
RESPONSABLE DE SUPERVISION

fref ‘POE'781 Rev B7Anex‘u.|
Este informe no podra ser reproducido _parcial o totaimente, sin la autorizacion escrita del Laboratorio

Ignacio de Asin N52/208 y Gonzalo Valdivieso
Telfs: (+593) 02 5003838  Celular: 0999649872 - 0993417407
e-mail:_ _— s
QUITO - ECUADOR
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CENTRO DE SOLUCIONES ANALITICAS INTEGRALES

CENTROCESAL Cia. Ltda.
AREA QUIMICA

INFORME DE ENSAYO No.: 58754-03-24-09-24-Q

Datos del Cliente

“Cliente: RUIZ RUIZ DANIELA ELIZABETH
Representante: DANIELA RUIZ
Hiccisa: LOJA / LOJA / SAN SEBASTIAN / PEDRO VICENTA MALDONADO S/IN'Y
REINALDO ESPINOZA
Teléfono: 0980548136
Datos del item de Ensayo
Identificacion de la Muestra: MUESTRA T2
Descripcion de la Muestra: Sélido heterogéneo color café oscuro
Contenido declarado: 1Kg No. Lote o cédigo: ND
Conservacion de la Muestra: Ambiente Fecha de elaboracion: ND
Fecha de caducidad: ND
Datos de Muestreo, Recepcion y Analisis
Responsable toma de muestra: Por el cliente Fecha toma de muestra: ND
Responsable muestreo: NA Fecha de recepcion: 2024-09-24
Referencia: tg;x;":‘;?:e aplican a la muestra tal cual oo ag de ensayo: 2024-10-15
Parametros acreditados muestreo: NA Fecha de reporte: 2024-10-21
Informacion relevante proporcionada por el cliente
1. Informacién proporcionada por el cliente: NA
2. Requisitos de recepcidn que afectan al ensayo: NA
Resultados analiticos: Pag. 1 de -
PARAMETRO METODO UNIDADES RESULTADO
POE 7.2.58
EPHA METHOD 8015B,
TPH NONNHALOGENATED mg/kg 957
USING
GC-FID MODIFICADO

Laboratorio de ensayo de acreditado por el SAE con acreditacion No. SAE LEN 12-001
Los resultados marcados con (*) NO estén incluidos en el alcance de acreditacién

Observaciones:

7. Resultado: Expresado como a) R, donde R corresponde al resultado 6 b) R +- U; donde R corresponde al resultadoy U a la
incertidumbre con K=2, 95% de confianza

2. Métodos EPHA METHOD 80158, NONNHALOGENATED USING POE: Procedimiento Intermno

3. Resp bles de CT

Notas:

ND: No declara  NA: No aplica

NOTA 1: Los resultados reportados son vélidos solo para las muestras analizadas de este reporte.

NOTA 2: Los ensayos son realizados a temperatura ambiente excepta donde se especifique. Las condiciones ambientales de temperatura
y humedad no influyen en este analisis

NOTA 3 Muestras recibidas en el laboratorio e informacion de las mismas proporcionada por el cliente. CENTROCESAL Cia. Ltda, se
responsabiliza inicamente de los analisis

NOTA 4. La declaracién sobre la incertidumbre de medicion, se puede solicitar al laboratorio y sera informacién cuando el cliente lo
requiera o cuando afecte a los limites de una especificacion.

NOTAS El tiempo de permanencia de las muestras en el laboratorio corresponde a perecibles: 48 horas y no perecibles: 20 dias desde la
entrega del resultado.

NOTA 6 Todas las actividades son realizadas en las ir del laboratorio pto donde se especifique

NOTA7 Toda informacién que sea proporcionada por el cliente y que afecta a la validez resultados, es exclusiva responsabilidad de

quienes las emiten y no representa responsabilidad para CENTROCESAL

“ v .'52(‘, Q;;,-(Y\&\ca
RESPONSABLE DE SUPERVISION

fref ‘POE7 81 Revi0T:AMeKSA

Este informe no podra ser reproducido_parcial o totalmente, sin la autorizacion escrita del Laboratorio

UNIVERSIDAD ESTATAL DE MILAGRO

Ignacio de Asin N52/208 y Gonzalo Valdivieso
Telfs: (+593) 02 5003838  Celular: 0999649872 - 0993417407
e-mail:_ t W CE
QUITO - ECUADOR



Anexo E Analisis de plomo en suelo contaminado con hidrocarburo

@‘np

ESTACION EXPERIMENTAL TROPICAL “PICHILINGUE”
LABORATORIO DE SUELOS, TEJIDOS VEGETALES Y AGUAS
Km 5 Carretera Quevedo — El Empalme; Apartado 24
Quevedo — Ecuador Teléfonos: 783044 783128 Ext. 201

| Nombre del Propietario: RUIZ RUIZ DANIELA ELIZABETH Teléf.: 0980548136 Reporte N°: 12388 |
| Nombre de Ia Propiedad: Cultivo: Suelos Fecha de mucstreo: 25092024 _|
| Localizacién: Loja Loja Fecha de ingreso: 14/102024_|

Parroquia Cantén Provincia Fecha salida d 21/102024_|

RESULTADO DE ANALISIS DE PLOMO SEMITOTAL EN SUELO

Niuamero de Identificacion Pb
Laboratorio de las Muestras mg kg!
1363 ST M. Contaminada con diésel inicial 289
1364 T1 Tratamiento de np{estra contaminada 24.4
con diésel
1365 T2 Testigo 24.6

Instrumento de analisis: EAA-HGA (Espectrometro de absorcion atomica acoplado a Horno de Grafito)
Método de extraccion en tejido: Agua regia (HNOs-HCI) relacién 3:1 |

Limite de deteccién (LD): 0.06 ug L' Pb

Limite de cuantificacion (LC): 0.12 ug L' Pb
Nivel critico en suelo agricola: (Pb) 35 mg kg ! (TULA, acuerdo Nro. 061, Afio Il- N.-316, mayo de 2015) |

g POr {r€s meses, 'Jrefr,;g Enelque s
£ [4/ =2 & = reclamos en los-resufts -e—tlo P
RESPON BI% DPTO. o e e y LABORKTO

Y TLJILOE

O
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Anexo F Registro Fotografico

Obtencién de muestras

Preparacion de medios de cultivo
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Caracterizacion de los microorganismos del suelo rizosférico
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Calibracion del pHmetro

Medicion del pH
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