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1.

INTRODUCCION

La explotacion petrolera es una de las actividades que méas contaminacion
causa en el ambiente, principalmente dentro de las comunidades y en las areas de
influencia de operacion, sea sectorial, nacional e internacional, en sus distintas
fases de exploracion: transporte, refinamiento y comercializacion. Los derrames
de petrdleo crudo en el suelo originan el desequilibrio en la biodiversidad y en el

medio natural en general (Almeida, 2006).

En el Ecuador, desde 1990 la compafiia Petroecuador ha aumentado sus
operaciones en la region Amazoénica. Ha llevado a una gran acumulacion de
contaminacion en el ambiente. En el periodo entre 1995 y 2011, Petroecuador
reconocid la existencia de 1983 derrames de petrdleo en la region Amazonica, lo
que corresponde a un derrame cada tres dias mediante los 16 afios de explotacion
petrolera. En estos derrames la petrolera estatal vertié al ambiente 129656 barriles

de petroleo crudo (wwwe.juiciocrudo.com/articulo/2014).

Se han investigado distintas técnicas bioldgicas con el prop6sito de buscar
alternativas de descontaminacién en areas impregnadas por petréleo crudo sea en
el suelo y el agua. La biorremediacién es un método de descontaminacién en el
gue se usa una serie de reacciones bioquimicas por grupos definidos de
microorganismos, que son inoculados en areas contaminadas para biotransformar
la estructura de los hidrocarburos en componentes menos toxicos (Benavides et
al., 2006).

Este proceso de biorremediacion se fundamenta en la utilizacién de
microorganismos para remover el petréleo crudo existente en el suelo. Constituye
uno de los principales tratamientos para que los contaminantes hidrocarbonados
puedan ser degradados del ambiente de una manera segura. Este proceso incluye
la utilizacion de microorganismos seleccionados de areas impregnados de
hidrocarburos. Los géneros mas usados son: Pseudonimas, Achromobacter,

Arthrobacter, Brevibacterium, Corynebacterium, Micrococos, Nocardia, Bacillus,



Vibrio, Acinetobacter, Flavobacterium, Rhodotorula y Sporobolomice (Johsen et
al. 2002).

La presente investigacion quiere dar seguimiento a estudios previos
realizados por el Dr.C. Maddela Naja Raju, Ph.D., ex-Prometeo de la Universidad
Estatal ~ Amazoénica (UEA). El realizO un estudio relacionado con la
biorremediacion ex situ con suelo contaminado por hidrocarburo de forma
artificial, en la primera etapa permitio desarrollar dos tesis de pregrado con
estudios in vitro aislando hongos (Geomyces pannorum y Geomyces sp.) y
bacterias (Bacillus thuringiensis y Bacillus cereus) de suelos contaminados con
hidrocarburos (Montero, 2013; Valle, 2013).

La presente investigacion consistio en determinar la biodegradacion de
hidrocarburos totales de petroleo (HTP) en el campo en condiciones ambientales,
con microorganismos previamente aislados en laboratorio y microorganismos
nativos de la amazonia, y la contaminacion de las muestras de suelo se realiz6 de

forma artificial con petréleo de forma manual.



Objetivos

1.1 Objetivo general
Determinar la capacidad biorremediadora de cepas tipos y cepas nativas de

microorganismos de la Amazonia, en condiciones artificiales.

1.2 Objetivos especificos

OEL.- Evaluar el efecto de los nutrientes (N, P, K, compost y aserrin) en la
biodegradacion de las muestras de suelo contaminado por petrdleo, por parte de
los microorganismos seleccionados.

OE2.- Comparar la capacidad biodegradadora de cepas bacterianas y hongos
previamente aislados e identificados molecularmente.

OE3.- Evaluar la capacidad de biodegradar petréleo por parte de los

microorganismos nativos presentes en las muestras de suelo.

1.3 Hipdtesis general

Mediante los métodos de bioestimulacion y bioaumentacién microbiana es posible

biodegradar hidrocarburos de suelos Amazénicos en condiciones artificiales.



2. REVISION DE LITERATURA

El ser humano a partir de la revolucion industrial ha actuado pensando que
los recursos naturales fueran usables para su total beneficio, sin precautelar el
posible dafio que sus acciones iban a poder ocasionar al ambiente. La exploracion
de petroleo y su uso como fuente de energia principal mejoré las condiciones de
vida, pero al mismo tiempo contamind los suelos, el agua y el aire. En vista de la
acelerada extraccion de hidrocarburos que ocurrié a mediados de siglo XX,
empez6 por primera vez la preocupacion de limpiar los sitios contaminados
mediante la utilizacion de microorganismos con la técnica de labranza. Eso dio
inicio a la “biorremediacion” es decir a aquellos procesos que mediante el uso de
microorganismos, hongos, plantas o derivados permiten que ambientes
contaminados regresen a su estado natural o sin embargo en condiciones de menor

contaminacion (Zobell, 1946).

En el siglo XXI empezd el verdadero reto de buscar alternativas de
biorremediacion, desarrollando las técnicas de bioaumentacion, bioestimulacion y
biodisponibilidad de microorganismos degradantes de Hidrocarburos Totales de
Petroleo (TPH), con el propdsito de no causar mayor dafio al ambiente donde se
encontraban recursos naturales estratégicos como el suelo, el agua y el aire vivos
(Torres et al. 2009).

Las técnicas utilizadas para remediar suelos contaminados con
hidrocarburos suelen dividirse entre fisico-quimicas, térmicas y bioldgicas. La
biorremediacion microbiana es parte de estas Ultimas. Esa consiste en
descontaminar suelos impregnados de petroleo mediante el uso de diversos
microorganismos con capacidad metabdlica de utilizar hidrocarburos como Unica
fuente de carbono y de energia. Se conocen diferentes técnicas de
descontaminacién como la atenuacién natural, la bioaumentacion y la
bioventilacion. Diversas investigaciones se han ejecutado en diferentes lugares,
tanto in situ como ex situ, con el proposito de biorremediar suelos contaminados,

de forma amigable con la naturaleza. Estudios previos realizados por Muskus



Morales (2013), en suelos contaminados de forma artificial con diesel, despueés de
4 meses mostraron que la bioventilacion (estimulacion del crecimiento de
microorganismo aerobios autéctonos mediante insuflacion de aire) fue la técnica
que dio el mejor resultado, alcanzando la remocién de hidrocarburos en un 97%.
Asi mismo la combinacion de bioventilacion y bioaumentacion (enriquecimiento
del suelo con microorganismos) mostré alto porcentaje de degradacion (75%);
mientras solo la técnica de la bioaumentacion degradd los hidrocarburos por un
48%.

Otras investigaciones mostraron que la adiccion de nutrientes,
especialmente organicos, facilita la biorremediacion por parte de los
microorganismos autoctonos presentes en el suelo contaminado. La velocidad de
degradacion de hidrocarburos de larga cadena aumenta al adicionar compuestos
organicos como compost 0 biosélidos. Aunque los fertilizantes sintéticos tengan
también una accién positiva sobre la biodegradacién, se ha registrado que los de

origen organica tienen mayor efecto (Alvaro et al., 2014).

La bioaumentacién (microbiana y flngica) es también una técnica
ampliamente utilizada para la biorremediacion de suelos contaminados con
hidrocarburos. Investigaciones realizadas por Pernia et al. (2012) indicaron que
los hongos con mayor capacidad biodegradadora fueron aquellos aislados de
suelos impactados con crudo y asfalto natural y, por lo contrario, la diversidad
menor se registrd en hongos aislados de suelos con gasolina y diesel. Los géneros
encontrados con mayor frecuencia fueron Penicillium (18%), Aspergillus (17%) y

Fusarium (6%).

Nuevos estudios realizados por Tirado Torres et al, (2015) demuestran
que la combinacién de diferentes consorcios de microorganismos aumenta la
velocidad de degradacién de hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAPS),
siendo estas las fracciones mas peligrosas para los seres vivos. En estas
investigaciones se reconocieron cinco consorcios microbianos diferentes; los

ensayos in vitro dieron a conocer que los tratamientos con consorcio bacteriano



establecieron mayor a 80% de biorremediacion en suelos contaminados con

petroleo.

Otras investigaciones, realizadas en las provincias ecuatorianas de
Sucumbios y Orellana, permitieron aislar 166 cepas de bacterias y 22 especies de
hongos, de suelos que estuvieron contaminados con petréleo durante 40 afios. 64
cepas de bacterias demostraron mayor capacidad de degradacion de
hidrocarburos, entre estas los géneros mas presentes fueron Bacillus,
Pseudomonas, Vibrio, Chromobacterium, Aeromona, Burkholderia, Brevibacillus
y Stenotrophomonas.

Estos estudios previos de consorcios de bacterias y hongos se realizaron
con el propdsito de investigar la biodisponibilidad de microorganismos para la
aplicacion del tratamiento de bioaumentacion en suelos contaminados con
petréleo (Hidalgo et al., 2008).

Otro estudio de biorremediacion se realiz6 a escala de laboratorio
utilizando dos tipos de suelo, uno arenoso y el otro franco arcilloso arenoso,
recolectados a 20 cm de profundidad. Dichos suelos se contaminaron
artificialmente con crudo mediano. El disefio del experimento se establecio
mediante cuatro tratamientos, que tomaban en cuenta la textura del suelo como
factor de estudio; de hecho se consideraron dos tratamientos con agente
estructurante (adicion de hojarasca) y dos sin agente estructurante. Se utilizaron
varias especies de vegetales secos con diferentes contenidos de carbono y
nitrégeno como suplemento de agente estructurante. El periodo del experimento
fue de 90 dias. Los suelos franco arcilloso arenosos fueron los que dieron mejores
resultados en cuanto a la mayor remocion de hidrocarburos (Garcia et al, 2012).

Pino Rodriguez et al. (2012) realizaron experimentos en suelos
contaminados con diesel, en Antioquia (Colombia), comparando bioestimulacion,
bioaumentacion y atenuacion natural, mediante 5 tipos de tratamientos diferentes:

a) suelo esterilizado + hidrocarburo, b) suelo + hidrocarburo, c¢) inoculo de



microorganismos + adiccion de hidrocarburo, d) suelo con hidrocarburo + N-P-K
y €) suelo mas hidrocarburo, N-P-K vy restos orgéanicos. El periodo de
investigacion fue de 30 dias. El tratamiento que mejor resultado dio fue él de
adicion de nutrientes N-P-K y restos de vegetales, alcanzando el 93% de

degradacion de HTP.

3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Localizacién y duracion del experimento

El trabajo de tesis se realizd en el Centro de Investigacion, Posgrado y
Conservacion Amazonica (CIPCA), km. 33 via Puyo —Tena y en los laboratorios
de biologia y suelo de la Universidad Estatal Amazonica en el Puyo. El

experimento tuvo una duracion aproximada de 8 meses.
3.2 Condiciones meteoroldgicas

El Canton Santa Clara tiene una altitud de 600 m.s.n.m. con extension de 310
km?. Se encuentra situado en la provincia de Pastaza, regién central amazdnica
ecuatoriana, ubicacion geogréfica: Latitud 1° 20’ 42°’ (S), Longitud 77° 47’ 47"’
W. Las caracteristicas climaticas principales son las siguientes: temperatura
promedio entre 18 y 24°C (uniforme a lo largo de todo el afio), precipitacion
promedio anual que supera los 3.000 mm, humedad relativa que oscila entre el 80
y el 90%.

3.3 Materiales y equipos

La investigacion se realiz6 evaluando la capacidad biodegradadora de
microorganismos nativos y microorganismos aislados en laboratorio, cuales los
hongos Geomyces pannorum y Geomyces sp. Y las bacterias Bacillus thuringiensis

y Bacillus cereus, que conservaron a -86 C en el ultra congelador. su capacidad de



biodegradacion fue comprobada in vitro en estudios previos (Maddela et al.,
2016).
A continuacion se describen los materiales, equipos y métodos utilizados

para alcanzar cada objetivo:

MATERIALES: Matraz (500 ml), vaso de precipitacion (250 ml), tubos de
ensayo, agitador magnético, mechero de alcohol, espatula, aza de metal, aza de
vidrio, bureta (50 ml), placas porta objeto, cajas Petri, termometro, marcador,

cajas de madera.

REACTIVOS: Medio agar nutriente (500 g), medio agar patata dextrosa (500 g),
caldo de sales minimos (500 g), glicerol (100 g), acido clorhidrico (100 MI),
hidréxido de sodio (100 g), diesel (1 L), Tween-80 (500 ml), alcohol (1 galén),
petréleo (5 galones), aserrin (10 kg), compost (5 kg), arena (5 kg) y algodén.

EQUIPOS: Autoclave, camara de Neubauer, estufa, microscopio, camara
fotografica, balanza portatil, balanza analitica, pH metro, espectrofotometro, GPS,
ultra congelador (—86°C), cromatdgrafo de gases, incubadora y computadora.

3.4 Disefio experimental

La investigacion se realiz6 en el campo, en nueve cajones de madera; ocho
cajones se utilizaron para los tratamientos y un cajon para testigo. Este
experimento se realizd para determinar la capacidad biodegradadora de
microorganismos previamente aislados en laboratorio y microorganismos nativos.
Se aplicé comparacion aritmética en los tratamientos y el testigo, a continuacién

se describe los métodos:

-TESTIGO

Evaporacion (Ev): Se investiga la variacion del contenido de HTP en un suelo

previamente esterilizado y por ende libre de microorganismos;



- TRATAMIENTOS NATURALES:

A) Atenuacién natural (An): Se investiga la capacidad de los microorganismos

B)

nativos del suelo de biodegradar petroleo sin intervencidn antropica;

Estimulacion natural (En): Se investiga la capacidad de los microorganismos

nativos del suelo de biodegradar petroleo afiadido de forma artificial, mediante la

adiccion de nutrientes organicos e inorganicos a la muestra de suelo.

-TRATAMIENTOS DE BIOAUMENTACION Y BIOESTIMULACION:

A) Degradacién bacteria y fungica mediante bioaumentacion y bioestimulacion (Ba-

Be-BH): Se investiga la capacidad degradadora de hidrocarburos de un consorcio
de microorganismos formado por hongos y bacterias aislados en laboratorio,
después de haber agregado petroleo de forma artificial a la muestra de suelo y

nutrientes organicos e inorganicos;

B) Degradacion bacteriana mediante bioaumentacion y bioestimulacion

C)

A)

(Ba-Be-B): Se investiga la capacidad degradadora de hidrocarburos de dos cepas
de bacterias aisladas en laboratorio, después de haber agregado petréleo de forma

artificial a la muestra de suelo y nutrientes organicos e inorganicos;

Degradacion fungica mediante bioaumentacion y bioestimulacion
(Ba-Be-H): Se investiga la capacidad degradadora de hidrocarburos de dos

especies de hongos aislado en laboratorio, después de haber agregado petréleo de

forma artificial a la muestra de suelo y nutrientes organicos e inorganicos.
- TRATAMIENTOS DE BIOAUMENTACION:

Degradacién bacteriana y fungica mediante bioaumentacion (Ba-BH): Se

investiga la capacidad degradadora de hidrocarburos por parte de un consorcio de
hongos y bacterias aislados en laboratorio por su capacidad biodegradadora, en

una muestra de suelo contaminado por petrdleo de forma artificial,



B) Degradacion bacteriana mediante bioaumentacion (Ba-B): Se investiga la

C)

capacidad degradadora de hidrocarburos por parte de dos cepas de bacterias
aisladas en laboratorio por su capacidad biodegradadora, en una muestra de suelo

contaminado por petrdleo de forma artificial;

Degradacion fangica mediante bioaumentacion (Ba-H): Se investiga la capacidad

degradadora de hidrocarburos por parte de dos especies de hongos aislados en
laboratorio por su capacidad biodegradadora, en una muestra de suelo

contaminado por petrdleo de forma artificial.

Después de 90 dias de inoculacion, se tomaron 3 sub muestras de suelo por cada
tratamiento y el testigo, se realizaron los anlisis fisico-quimicos, TPH residual y
microbioldgicos correspondientes. En la Tabla 1 se resumen las caracteristicas del

testigo y los tratamientos objeto de estudio.
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Tabla 1 .Caracteristicas y siglas del testigo y los tratamientos investigados.

Tratamientos

Siglas

Caracteristicas

-Test.Evapoaracion

1-Atenuacion natural

2-Estimulacion natural

3-Bioaumentacion con
bacterias y hongos +
Bioestimulacion
4-Bioaumentacion con
bacterias +
Bioestimulacion

5-Bioaumentacion con

hongos + Bioestimulacion

6-Bioaumentacién con

bacterias y hongos

7-Bioaumentacién con
bacterias
8-Bioaumentacion con

hongos

Ev
An

En

Ba-Be-BH

Ba-Be-B

Ba-Be-H

Ba-BH

Ba-B

Ba-H

Muestra de suelo esterilizado vy
evaporacion de HTP

Degradacion de HTP por
microorganismos  nativos,  sin

intervencion antrépica

Adicion de nutrientes al suelo para
estimular la degradacion de HTP
por parte de los microorganismos
nativos

Adicion  de

seleccionados degradadores de HTP

microorganismos

(bacterias y hongos) y nutrientes
Adicion de bacterias seleccionados
degradadores de HTP y nutrientes

Adicion de hongos seleccionados
degradadores de HTP y nutrientes

Adicion  de
degradadores de HTP (bacterias y

microorganismaos

hongos)

Adicion de bacterias seleccionados
degradadores HTP.

Adicion de hongos seleccionados
degradadores HTP.

* Las muestras de suelo de todos los tratamientos y el testigo han sido adicionadas de petroleo

Leyenda: HTP=Hidrocarburos Totales de Petrdleo, Ba=Bioaumentacion, Be=Bioestimulacidn,

B=Bacterias, H=Hongos
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3.5 Variables a evaluar

- pH: Se midio6 el pH final del experimento mediante un pH metro, por cada
tratamiento;

-Crecimiento de los microorganismos: Se realizd el andlisis microbiologico de los
tratamientos correspondientes, llegando a determinar la concentracion final de
microorganismos degradadores de HTP expresada en UFC g suelo™.
-Concentracion de HTP: Se realiz6 el analisis quimico mediante cromatografia de
gases, de los tratamientos correspondientes, llegando a determinar la

concentracion inicial y final de hidrocarburos totales.

3.6 Manejo del experimento

3.6.1 Preparacion de los cajones

Se prepararon 9 cajones de madera de 30 cm de largo, 30 cm de ancho y 15
cm de alto, de las cuales los ocho cajones corresponden a tratamientos y un cajon
corresponde al testigo. Los cajones fueron lavados con agua estéril tres veces y
puestos sobre la superficie del suelo a temperatura ambiente y a condiciones
climaticas del lugar. Los ocho cajones se rellenaron con 20 Ibs de suelo natural y
el suelo para el cajon del testigo fue esterilizado en autoclave a 121 °C por 15
minutos. Todos los tratamientos y el testigo fueron adicionados de petrdleo, en
una cantidad del 5% (correspondiente a 500 ml). Los nutrientes organicos e
inorgénicos y agentes de volumen fueron adicionados solo en los tratamientos de
bioestimulacion con 337 g de compost, 930 g de aserrin, 37,2 g NPK y 200 g

arena.
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3.6.2 Elaboracién del inoculo microbiano

Los microorganismos fueron previamente aislados de suelos amazonicos del
Ecuador (Sucumbios), contaminados con petréleo y su capacidad degradadora fue
comprobada in vitro. Las bacterias utilizadas fueron Bacillus thuringiensis y
Bacillus cereus (Figura 1), mientras los hongos fueron Geomyces pannorum y
Geomyces sp. (Figura 2) (Maddela et al., 2016)

Figura 1.Iméagenes al microscopio de las bacterias (a) Bacillus cereus, (b) Bacillus
thuringiensis y de los hongos (c) Geomyces pannorum y (d) Geomyces sp.
(Maddela et al., 2016)
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Geomyces pannorum Geomyces sp.

Figura 2.Hongos Geomyces pannorum y Geomyces sp. en cajas Petri con medio
de cultivo PDA (Maddela et al., 2016)

La elaboracién del indculo se realizé a partir de las cepas conservadas en
ultra-congelador a -86°C. Las bacterias fueron descongeladas y cultivadas in vitro
en agar nutritivo, a pH 7,4 e incubadas a 37°C por un tiempo de 72 horas. Los
hongos fueron cultivados in vitro en agar patata dextrosa, a pH 5,5, a 25°C, por un

tiempo de 5 dias.

3.6.3 Elaboracion del portador granulado de maiz

Para inocular los microorganismos en campo se prepar6 un portador.

La elaboracién del portador granulado se realizd, a partir de mazorca de
maiz en buen estado, se seco en la estufa a 70 °C por 24 horas, se trituré en el
molino hasta convertir en granulado, luego se esterilizo el granulado en autoclave
a 121 °C por 15 minutos y se conservo en una funda hermética en refrigeracion.
Para el célculo de % de humedad del granulado de maiz se realizé el siguiente

procedimiento:
Se pesd 1 g de granulado de maiz y a la par se prepard una probeta con 10

ml de agua destilada. EI gramo del granulado se coloc6 en un tubo de ensayo.
Luego se agregd el agua destilada de la probeta al tubo de ensayo que contenia el
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granulado hasta cubrir de la parte superior de 3,24 ml de agua destilada

consumida y se analizé mediante regla de tres:

100%
70%

3,24 ml agua consumida
X=70X3,24/100=2,26 ml de agua/l g de granulado

Calculo del 70 % de humedad para 100 g de granulado de maiz
1g de granulado de maiz ———— 2,26 ml de agua destilada

100 g de granulado de maiz X=227 ml de agua destilada

Calculo para Tween 80
Iml ———> 1000 pl
0,2ml —> X= 100 p

Se pes6 100 g de granulado mazorca de maiz en cada funda hermética, 4
fundas, cada una con 100 g de granulado, a la par cuarto matraces de 500 ml, en
cada matraz se pusieron 227 ml de agua destilada, dos matraces ( que van a
contener hongos) se puso Tween 80 (100 pl). Luego se esteriliz en autoclave a
121 °C por 15 minutos.

Las bacterias previamente cultivadas en cajas Petri, se pasaron a un medio
liquido de 227 ml de agua estéril, mediante una asa estéril. Se calcul6 la
concentracion bacteriana, mediante un espectrofotometro con la lectura (1 OD
soomn), Siendo la concentracién final de bacterias de 102 UFCmI™. Luego se agrego
la solucién bacteriana a la funda que contenia los 100 g de granulado de mazorca

de maiz.

Los hongos cultivados en cajas Petri, se pasaron a un medio liquido de
227 ml de agua esteril mediante un sacabocado esteril. Se calculo la concentracién
fangica, mediante un espectrofotometro con lectura (1 OD goomn) Siendo la
concentracion final de 10* UPCmI™.
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Los indculos fueron preparados de la siguiente manera:

-100 g de granulado mazorca de maiz + 227 ml de agua estéril + 10° UFCmI™ de
B. thuringiensis

-100 g de granulado mazorca de maiz + 227 ml de agua estéril +10° UFCmI™ de
B. cereus

-100 g de granulado mazorca de maiz + 227 ml de agua estéril + 10° UPC ml™ G.
pannorum

-100 g de granulado mazorca de maiz + 227 ml de agua estéril +10* UPC ml™

Geomyces sp.

Finalmente, se transportarén los indculos del laboratorio al campo, para
luego ser agregados a las muestras de suelo contaminado de forma artificial con

petroleo en sus respectivos tratamientos (Maddela et al., 2016).

3.6.4 Preparacion de los tratamientos y el testigo en el campo

Despues de establecer los cajones en el campo, se procedio a preparar el
contenido de insumos y materiales, para cada tratamiento y el testigo. Luego se
continu6 mezclando manualmente 2 veces a la semana durante los 90 dias, los
siete tratamientos y el testigo, excepto el tratamiento de atenuacién natural. A
continuacion se describen el procedimiento de aplicacion de insumos y materiales

en cada tratamiento y el testigo:

Testigo:
Evaporacion de HTP: previamente se esterilizaron 20 Ibs desuelo en autoclave a

121 ° Cdurante 15 minutos, luego se agregaron 500 ml de petroleo.
Tratamiento Atenuacidn natural (An):

Previamente se colocaron 20 Ibs de suelo natural, luego se agregé 500 ml de
petroleo y no hubo intervencion amtropica.

Tratamiento Estimulacion natural (En):
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Previamente se colocaron 20 Ibs de suelo natural, luego se agregaron nutrientes
orgénicos e inorgénicos y agentes de volumen (337 g de compost, 930 g de

aserrin, 37,2.9g NPK y 200 g arena) finalmente se agregaron 500 ml de petroleo.

Tratamiento bioaumentacion vy bioestimulacion bacterias y hongos (Ba-Be-BH):

Previamente se colocaron 20 Ibs de suelo, luego se adiciono nutrientes organicos e
inorganicos y agentes de volumen (337 g de compost, 930 g de aserrin, 37,2 g
NPK, 200 g arena), 500 ml de petroleo y finalmente se agreg6 la solucién solida
de hongos y bacterias:

-25 g de granulado mazorca de maiz con bacteria Bacillus thuringiensis

-25 g de granulado mazorca de maiz con bacteria Bacillus cereus

-25 g de granulado mazorca de maiz con hongo Geomyces pannorum

-25 g de granulado mazorca de maiz con hongo Geomyces sp

Tratamiento bioaumentacion y bioestimulacion bacterias (Ba-Be-B):

Previamente se colocaron 20 Ibs de suelo, luego se adicionaron nutrientes
organicos e inorganicos y agentes de volumen (337 g de compost, 930 g de
aserrin, 37,2 g NPK y 200 g arena), 500 ml de petroleo y finalmente se agrego la
solucidn solido bacteriana:

-25 g de granulado mazorca de maiz con bacteria Bacillus thuringiensis

-25 g de granulado mazorca de maiz con bacteria Bacillus cereus

Tratamiento; bioaumentacion vy bioestimulacion hongos (Ba-Be-H):

Previamente se colocaron 20 Ibs de suelo, luego se adicionaron nutrientes
organicos e inorganicos y agentes de volumen (337 g de compost, 930 g de
aserrin, 37,2 g NPK y 200 g arena), 500 ml de petroleo y finalmente se agregé la
solucion solida de hongos:

-25 g de granulado mazorca de maiz con hongo Geomyces pannorum

-25 g de granulado mazorca de maiz con hongo Geomyces sp

17



Tratamiento bioaumentacion bacterias y hongos (Ba-BH):

Previamente se colocaron 20 Ibs de suelo, luego se agregaron 500 ml de petroleo
y finalmente se adiciond la solucidon solida de hongos y bacterias:

-25 g de granulado mazorca de maiz con bacteria Bacillus thuringiensis

-25 g de granulado mazorca de maiz con bacteria Bacillus cereus

-25 g de granulado mazorca de maiz con hongo Geomyces pannorum

-25 g de granulado mazorca de maiz con hongo Geomyces sp

Tratamiento bioaumentacién bacterias (Ba-B):

Previamente se colocaron 20 Ibs de suelo, luego se agregaron 500 ml de petroleo
y finalmente se adiciono la solucién sélida de hongos y bacterias:
-25 g de granulado mazorca de maiz con bacteria Bacillus thuringiensis

-25 g de granulado mazorca de maiz con bacteria Bacillus cereus

Tratamiento bioaumentaciéon hongos (Ba-H):

Previamente se colocaron 20 Ibs de suelo, luego se agregaron 500 ml de petroleo
y finalmente se adiciono la solucién sélida de hongos:
-25 g de granulado mazorca de maiz con hongo Geomyces pannorum

-25 g de granulado mazorca de maiz con hongo Geomyces sp

3.6.5 Extraccidn y analisis de Hidrocarburos Totales de Petréleo (HTP) por

cromatografia de gas

La determinacion de HTP en las muestras de suelo de los tratamientos fue
realizada en el laboratorio CESTTA de la Escuela Superior Politecnica de
Chimborazo (ESPOCH), en Riobamba, por gascromatografia (GC). El analisis de
HTP se realizé al inicio de la investigacion y después de 3 meses. A tal fin, por
cada tratamiento, se tomo una muestra de suelo equivalente a 10 g de peso seco y

se mezclo con sulfato de sodio anhidro (5 g) en un frasco Enrlenmeyer.
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Posteriormente se agregaron 100 ml de hexano y se agitar con ultrasonido. Una
cantidad de extracto se iniectd en el GC/FID con una columna HP-5. La
temperatura del horno fue programada de 40 a 280 °C, con una variacion e 12
°C/min, mantenida por 20 minutos, y luego mantenida por 8 min a 280 °C. El
carrier y los gases fueron nitrégeno y helio respectivamente y la ratio fue de 1:10.
La cantidad de HTP fue determinada comparando los picos de las areas de los
cromatogramas con estandares de compuestos de alcanos (C1o-Cyo) Y expresada en
términos de proporcion de degradacion (Maddela et al., 2016). La formula

utilizada para obtener los valores de TPH fue la siguiente:

DEGRADACION (%) = [(valor inicial-valor final)/valor inicial] x 100

3.6.6 Analisis fisico-quimico del suelo

Para realizar los andlisis fisico-quimicos de los suelos de los tratamientos,
se procedid a tomar 3 submuestras de suelo de aproximadamente 50 g cada una.

Se realizaron los siguientes ensayos:

pH

Para determinar el pH se pesaron 10 g de muestra de suelo, por cada
tratamiento, en un vaso de precipitacion de 100 ml, luego se agregaron 25 ml de
agua destilada y se agit6 a 400 rpm durante 5 minutos; posteriormente se dejo en
reposo durante 30 minutos y se procedié a tomar la lectura mediante el pH-metro.

Cada medicidn se realiz6 por triplicado (Thomas, 1996).
Contenido en nitrégeno (N)

Para la determinacion del contenido en nitrégeno se pesaron 0,2 g de muestra
de suelo, 1,1 g de catalizador de nitrégeno y se puso en un baldn; posteriormente

se agregaron 3 ml de &cido sulfurico en la cabina de extraccion de gases, luego se

digesto mediante Kjeldahl (Figura 5) durante 60 minutos y se dejé enfriar por 15
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minutos. A continuacion se agregaron 100 ml de agua destilada. Para la
destilacion, se agregaron en el balon ya digestado 10 ml de hidréxido de sodio y a
la par se prepararon, en un matraz de 250 ml, 10 ml de acido bérico adicionado de
5 gotas de indicador tashiro. Posteriormente se colocaron en el digestor Kjeldahl,
el baldén y el matraz durante 15 a 20 minutos hasta que cambid el color del
contenido, de morado a verde. Sucesivamente se titul6 con acido sulfurico
(H2S0O,). Cada tratamiento se realizo por duplicado (El-Attar & Jackson, 1973).

Los valores finales se obtuvieron utilizando la siguiente formula:

(V — B)xNx14
Px10

N% =

V = Volumen de &cido sulfurico para titulacion muestra
B = Volumen de &cido sulfurico para titulacion blanco
N = Normalidad &cido sulfurico (0,2)

14 = Peso equivalente del nitrogeno

P = Peso de la muestra en gramos

10 = Factor para convertir a porcentaje

Contenido en carbono organico (C)

Se pesaron 0,1 g de muestra de suelo, se trituraron y se tamisaron en un sedaso de
250 Um; posteriormente la muestra se colocd en un matraz de 500 ml. EI matraz
con el suelo se colocd en una hornila eléctrica dentro de la cabina de extraccion de
gases, se agregaron 10 ml de &cido sulfdrico y 5 ml de dicromato de potasio. Se
dejé durante 30 minutos en la hornilla, luego se dejé enfriar y se agregaron 100 ml
de agua destilacion; a continuacion se agregaron 5 ml de acido fosférico y se dejo
enfriar durante 30 minutos. La titulacion se realiz6 utilizando una probeta
graduada con sal de mol; a la muestra digestada se agregaron 5 gotas de
difenilamina en cada matraz. EI matraz con el contenido se coloco debajo de la
bureta para agregar sal de mol hasta convertir el color de morado a verde
esmeralda y se anot6 el consumo para luego calcular el porcentaje de C (Nelson &

Sommers, 1996). Los valores finales se obtuvieron utilizando la siguiente formula:
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(Vo — V)xNx0,39

C% =
% PM

Vo= Volumen de soluccion de sal de Morsh en la titulacion del blanco

V= Volumen de soluccion de sal de Morsh en la titulacion de la muestra

N= Normalidad de la soluccion de sal de Morsh (0,5)

0,39= constante (“3x1,3/100”, donde 3 es el peso equivalente del carbono y 1,3 es
el factor de compesacion por la combustion incompleta de la materia organica).

PM: Peso de la muetra

Contenido en fosforo (P)

Se pesaron 2,5 g de muestra de suelo en un vaso de precipitacion de 100 ml,
luego se agregaron 30 ml de agua destilada y se dejo reposar durante 6 minutos.
Posteriormente se filtr6 mediante papel filtro en un matraz de 250 ml. A la par se
prepararon 20 tubos de ensayo con 0,5 ml de muestra filtrada, 4 ml de agua
destilada y 0,5 ml de reactivo Bartha, en cada tubo. Cada ensayo se realizd por
duplicado (Lu, 1999). Los valores finales se obtuvieron utilizando la siguiente

formula:

_ Y +0,001
~ 00,0788

X= Concentracion de fosforo
Y= Lectura de absorbancia del espectrofotometro visible

0,001 y 0,0788= constantes de la ecuacion de curva
3.6.7 Anélisis microbioldgico del suelo

Muestras de ocho tratamientos y un testigo fueron analizadas
microbiologicamente para determinar los siguientes ensayos:

Bacterias degradadoras de HTP (diesel)
Hongos degradadores de HTP (diesel)
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Las bacterias y hongos degradantes fueron determinados mediante la tecnica de

numero méas probable en placa por diluciones sucesivas cuantitativas (Figura 3).

1m

2 i | | 9mlbroth
o © Soil sample in each tube

Dilutions 1:10 1:100 1:1000 1:10,000 1:100,000
A4 \ 4 &/ \_/ \_/

= e )

Al A ARR 0\ 0\

Plating | | :|

y \ / ._ "‘ \ “' “. J
Y & Usw ..U \_/
1:10 1:100 1:1000 1:10,000 1:100,000

\

C i of colonies on plate x reciprocal of dilution of sample = number of bacteria/m|
(For example, if 32 colonies are on a plate of '/10.000 dilution, then the count is 32 x 10,000 = 320,000/ml! in sample.)

Figura 3. Esquema de las diluciones cuantitativas para determinar la cantidad
(UFC g suelo™) de microorganismos degradantes de HTP en una muestra de suelo.

Para la determinacion de bacterias y hongos biodegradadores de petréleo
se utiliz. Sulfato de magnesio (Mg S04)=0,2 g I, Cloruro de calcio
(CaCl,)=0,02 gl™*, Fosfato mono potéasico (KH.PO,)=1,0 gI™, Fosfato di potésico
(K;HPO,)=1,0 gl*, Cloruro férrico (FeCl,)=0,05 gl* Nitrato de amonio

(NH;NOs3)=1,0 gI*}; calculando por regla de tres:

Ejemplo 1000 ml —— 0,2 Mg SO,
200 ml X —>
También se calcularon el agar granulado 20 gl™ por regla de tres:
1000 ml ——> 20 g agar granulado
200 ml S x=4 g de agar granulado, preparar para los dos
matraz.
Luego se ajusto el pH=7,4 para bacterias y pH=5,5 para hongos, todo esterilizd

en autoclave a 121°C por 15 minutos.
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Luego que esté solidificado el agar de sales minimos se agreg6 0,1 ml de
diesel en todas las cajas Petri, 0,1 ml de muestra de suelo de acuerdo al método de
diluciones sucesivas, tanto para las bacterias que para hongos. Se puso a incubar

las bacterias a 37 °C y los hongos a 25 °C .

La concentracién de microorganismos se determind mediante la técnica de
numero mas probable (NMP), luego se consideraron la Petri con 30 y 300
colonias.
=N %mo g suelo™ =NMP* dilucién
600* 1/10”° =600*10°=6.10" UFC g suelo™

3.6.8 Andlisis estadistico

Los datos obtenidos de los ensayos realizados de hidrocarburos totales de
petroleo (HTP), mediante cromatorgafia de gases, se demostraron mediante

aritmética.
4. RESULTADOS EXPERIMENTALES Y DISCUSION
4.1 Cromatografia de gases de los TPH del suelo

Los tratamientos que dieron los mejores resultados, en términos de
degradacion de hidrocarburos, f aquellos con bioaumentacion y bioestimulacion
de forma conjunta (Tabla 2). De hecho, el mejor, tratamiento en absoluto fue Ba-
Be-BH, es decir él de bioaumentacion en cultivo mixto (bacterias: B. thuringiensis
B. cereus; hongos: G. pannorum y Geomyces sp.) y bioestimulacién (nutrientes
organicos e inorganicos). Los tratamientos que siguen fueron Ba-Be-B
(bioaumentacion con bacterias B. thuringiensis, B. cereus + bioestimulacion) y

Ba-Be-H (bioaumentacion con hongos G. pannorum y Geomyces sp.

Los resultados obtenidos en cuanto a TPH residuales fueron de 322, 1925

y 1993 mg kg en el cultivo mixto, hongos Geomyces y bacterias Bacillus
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respectivamente. Dichos valores de TPH residuales permitieron calcular la tasa de
degradacion de hidrocarburos, la misma que fue de 97,42% para el cultivo mixto,
de 84,60% para los hongos Geomyces y de 84,06% para las bacterias Bacillus
(Tabla 3)

Tabla 2. — TPH residuales y porcentaje de degradacién de TPH después de 90

dias, en los diferentes tratamientos

Testigo y Caracteristicas TPH residual  Degradacion

Tratamiento tratamientos (mgkg™) (%)

Testigo. Ev Evaporacion 9995,74+39,10 20,00

An Microorganismos  11875,00+£0,00 5,00
nativos
Nutrientes +

En microorganismos  5050,91+27,75 59,59
nativos

Nutrientes +
B. thuringiensis
Ba-Be-BH B. cereus 322,66+20,57 97,42
G. pannorum
Geomyces sp.
Nutrientes +
Ba-Be-B B. thuringiensis B. 1993,04+45,83 84,06
cereus
Nutrientes +
Ba-Be-H G. pannorum 1925,14+14,06 84,60
Geomyces sp.
B. thuringiensis
Ba-BH B. cereus 6191,02¢1023 5047
G. pannorum
Geomyces sp.
B. thuringiensis B.
cereus
G. pannorum
Geomyces sp.
Leyenda: An=Atenuacién natural; Ev=Evaporacion natural; En=Bioestimulacién natural; Ba-Be-

Ba-B 6007,9+4,98 51,94

Ba-H 4672,37+39,24 62,62

BH=Bioaumentacién + Bioestimulacion bacterias y hongo; Ba-Be-B= Bioaumentacion +

Bioestimulacion bacterias; Ba-Be-H=Bioaumentacion + Bioestimulacidn hongo

Tabla 3. Estadistica aritmética
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SIGLAS DETALLE ARITMETICA
HTP residual
(mg kg™)
Ba-Be-BH  Bioaumentacion y 322,66
bioestimulacién
bacterias y hongos
Ba-Be-H Bioaumentacion y 1925,14
bioestimulacién
hongos
Ba-Be-B Bioaumentacion y 1993,04
bioestimulacion
bacterias
Ba-H Bioaumentacion 4672,37
hongos
En Estimulacion natural 5050,01
Ba-B Biouamentacion 6007,9
bacterias
Ba-BH Bioaumentacion 6191,02
bacterias y hongos
Ev Testigo, 9995,74
An Atenuacién natural 11875
Aritmética
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Figura 8 — TPH residuales (mg kg™) en suelo, después de 90 dias. Prueba mediante

aritmética
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4.2 Efecto de los nutrientes (bioestimulacién) en la biodegradacion de TPH,

microorganismos nativos.

Figura 4. Gas-cromatogramas de los TPH residuales en el suelo después de 90
dias, en los siguientes tratamientos: (a) Atenuacion natural; (b) Evaporacion; (c)
Estimulacion natural.

En la Figura 4 se reportan los cromatogramas de los tratamientos
Atenuacion natural (An), Evaporacion (Ev) y Estimulacion natural (En). En los
cromatogramas “b” y “c” se observa una disminucion de los picos que
corresponden a los hidrocarburos C18, C20 y C24, lo cual significa que los
microorganismos nativos fueron capaces de degradar dichos compuestos,
alcanzando obtener un 59,59% y un 20,03% de degradacion de TPH
respectivamente para el tratamiento En y Ev. Los valores de TPH residuales

registrados fueron respectivamente de 5050,91 y 9.995,74 mgkg™.
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En cambio en el tratamiento An no hubo ninguna degradacion de TPH, lo
cual sugiere que los microorganismos nativos del suelo no tuvieron capacidad
degradadora. Sin embargo se destaca que al agregar nutrientes, tanto organicos
como inorganicos, se crearon condiciones aptas para impulsar la degradacion de
TPH y eso fue demostrado por los resultados del tratamiento “En”, en el cual

como se dijo se adicionaron nutrientes.

Otras investigaciones mostraron que la adiccion de nutrientes,
especialmente organicos, facilita la biorremediacion por parte de los
microorganismos autdctonos presentes en el suelo contaminado. La velocidad de
degradacion de hidrocarburos de larga cadena aumenta al adicionar compuestos
organicos como compost o biosélidos. Aunque los fertilizantes sintéticos tengan
también una accion positiva sobre la biodegradacién, se ha registrado que los de
origen organica tienen mayor efecto (Alvaro et al., 2014).

i 1518,

Cy a | b

Figura 5.Gas-cromatogramas de los TPH residuales en el suelo después de 90
dias, en los tratamientos con Bioaumentacién y Bioestimulacion. (a) Atenuacion
natural; (b) Ba-Be-BH; (c) Ba-Be-B; (d) Ba-Be-H
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En el cromatograma “b” de la Figura 5, se observa una relevante
disminucion de los picos correspondientes a los hidrocarburos desde C;, hasta
Ca4, lo cual significa que las bacterias (B. thuringiensis y B. cereus) y los hongos
(G. pannorum y Geomyces sp.) que formaron el cultivo mixto, en presencia de
nutrientes organicos e inorgéanicos, fueron capaces de actuar de forma
complementaria y degradar hasta el 97,42% de TPH. En los cromatogramas “c” y
“d” se observa el comportamiento de las bacterias Bacillus spp. y los hongos
Geomyces spp. Los resultados demuestran que el tratamiento con cultivo mixto
fue él que degrad6 mejor los TPH, comparado con los otros dos tratamientos
donde actuaron de forma individual los hongos y las bacterias. Lo mismo se
observa en la degradacion de las fracciones de n-alcanos. La abundancia de C16
en los mencionados tratamientos fue de 6.140 (8 minutos) para el cultivo mixto,
33.173 (7.99 minutos) para los hongos y 3.159.122 (8.05 minutos) para las

bacterias.

La degradacion de los compuestos C16 en el cultivo mixto puede ser
explicada por la presencia de simbiosis mutualista entre hongos y bacterias frente
a un mismo tipo de contaminante. De hecho en otros estudios realizados sobre
diesel, se ha comprobado que la degradacion de compuestos alifaticos se realiza
de forma compartida entre diferentes comunidad microbianas, ya que algunas son
capaces de degradar algunos compuestos y otras se han especializado en la
degradacién de otro, actuando asi de forma sinérgica (Ciric, Philp, & Whiteley,
2010).

Considerando los resultados obtenidos, se pudo constatar que todos los
tratamientos de bioestimulacién, es decir de adicion de nutrientes, fueron los que
dieron mejores resultados en términos de degradacion de TPH, en este orden: Ba-
Be-BH > Ba-Be-H > Ba-Be-B > En. Este comportamiento ha sido confirmado
tambien en otros estudios, realizado en Colombia, sobre suelos contaminado de
forma artificial. Después de 30 dias del inoculo, el tratamiento de adicion de
nutrientes inorganicos N-P-K y restos de vegetales (bioestimulacién) fue el que
degradé por un 93% a los TPH (Pino Rodriguez et al., 2012).
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4.3 Capacidad biodegradadora de TPH de hongos Geomyces spp.y bacterias Basillus
spp.

Cis a t b

Figura 6. Gas-cromatogramas de los residuos de HTP en el suelo después de 90
dias, en los tratamientos con Bioaumentacion. (a) Atenuacion natural; (b) Ba-BH,;
(c) Ba-B; (d) Ba-H

En las Figuras 10 y 11 se reportan los cromatogramas referidos a los
tratamientos de bioestimulacion+bioaumentacion (Be-Ba) y bioaumentacion (Ba).
Observando los cromatogramas “b”, “c” y “d” y la correspondiente
caracterizacion quimica en el Anexo 1, se nota que los microorganismos
inoculados han tenido la capacidad de degradar los hidrocarburos registrando
valores de TPH residuales de 6.191,02, 6.007,90 y 4.672,37 mgkg™
correspondientes respectivamente al cultivo mixto (b), a las bacterias Bacilllus
spp. (¢) y a los hongos Geomyces spp. (d). Dichos valores de THP residuales
llegan a determinar una degradacion de 62,62% para hongos, 51,94% para
bacterias y 50,47% para el cultivo mixto. Dichos resultados son superiores a

aquellos obtenidos por Muskus Morales (2013), en estudios también realizados en
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suelos contaminados de forma artificial, donde los tratamientos de
bioaumentacion degredaron el 48% de TPH.

En los tratamientos de bioaumentacion de la presente investigacion los
hidrocarburos C16 fueron los mas abundantes lo cual significa que fueron los
menos degradados por parte de los microorganismos, como se refleja también en
los cromatogramas de la Figura 10. De estos resultados se observa que la
capacidad de degradar TPH es mucho mayor en los microorganismos por

separado que en forma de cultivo mixto (Figura 11, cromatograma b).

Los microorganismos conocidos Geomyces spp. y Bacillus spp., utilizados
en la bioaumentacion, han confirmado su capacidad de degradar hidrocarburos
también en este estudio experimental, aunque han mostrado una mayor eficiencia
degradadora cuando se le suministra nutrientes organicos e inorganicos, como

reflejado en los tratamientos de bioestimulacion.

De hecho el cultivo mixto con nutrientes registré una degradaciéon de
hidrocarburos de 97,42% mientras sin nutrientes de 50,47%, las bacterias Bacillus
spp. de 84,06% con nutrientes y 51,94% sin nutrientes, y los hongos Geomyces
spp. de 84,60% con nutrientes y 62,62% sin nutrientes. En la Tabla 5 se evidencia
la proporcion del incremento de degradacion de TPH al agregar nutrientes en el
suelo. En el cultivo mixto se registré un aumento del 51,80%, en el tratamiento
con los hongos Geomyces spp. del 26,00% Yy en el tratamiento con las bacterias
Bacillus spp. del 38,60%.
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Tabla 4. Comparacién de la degradacion de TPH entre los tratamientos con y sin

nutrientes, y proporcion de incremento de degradacion

Tratamiento Degradacion TPH  Degradacion TPH  Proporcion de

CON SIN incremento*
NUTRIENTES NUTRIENTES
(Be-Ba) (Ba)
Cultivo mixto 97,42% 50,47% 51,80%
Geomyces 84,60% 62,62% 26,00%
spp.
Bacillus spp. 84,06% 51,94% 38,60%

*Proporcion de incremento de degradacion de TPH con nutrientes:
Formula: 100-(sin nutrientes x100/con nutrientes)

4.3 Capacidad biodegradadora de TPH de microorganismos nativos

Para todos los tratamientos se hizo un analisis microbioldgico con el fin de
evaluar la presencia de microorganismos nativos capaces de utilizar TPH como
unica fuente de carbono, para lo cual se cultivaron in vitro en medio de cultivo
con diésel, como fuente exclusiva de carbono (ver “Materiales y Métodos”). En la
Figura 12 consta la concentracion inicial de bacterias y hongos nativos
degradantes de TPH en el suelo natural, al tiempo cero, es decir antes del
tratamiento. A estos valores se los ha considerado como patron. Como se puede
observar las concentraciones eran muy similares, especialmente de 3,10 x10°

UFCg™ para las bacterias y de 3,05 x10° UFCg™ para los hongos.
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Figura 7. Concentracion de bacterias y hongos nativos degradantes de TPH (x10°

UFCg™y UFC/g™) en el suelo natural, al tiempo cero (control).

Observando las Figuras 7, 8 y 9 se destaca que en todos los tratamientos

hubo presencia de microorganismos degradantes de TPH.

En el tratamiento “En” se registr6 un aumento del doble de los hongos en
los tres meses de estudio, lo cual nos sugiere que la adicion de nutrientes al suelo
puede haber sido el factor que favorecié su desarrollo; de hecho en los
tratamientos “An” y “Ev” no se observd un aumento de concentracion ni de

hongos ni de bacterias (Figura 13).
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4,00
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300 3,70
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Figura 8.Concentracion de bacterias degradantes TPH (x10°> UFCg™) y hongos
degradantes TPH (x10° UFCg-1), al tiempo O y después de 90 dias, en los
tratamientos: Atenuacion natural (An), Evaporacion (Ev), Estimulacion natural
(En).
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En los tratamientos de bioestimulacion y de bioaumentacion se ha
registrado una significativa disminucién de bacterias y hongos degradantes de
TPH, después de 90 dias (Figura 9). Este fenomeno pudo ser debido al hecho que
la bioaumentacion con Bacillus spp. y Geomyces spp. inhibié los

microorganismos nativos, siendo ellos mas eficientes en la degradacion.
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Figura 9.Concentracion de bacterias degradantes TPH (x10° UFCg-1) y hongos
degradantes TPH (x10°> UPC/g), al tiempo O y después de 90 dias, en los
tratamientos: biaumentacion y bioestimulacion bacterias y hongos (Ba-Be-BH),
biaumentacion y bioestimulacion bacterias (Ba-Be-B), biaumentacion 'y

bioestimulacion hongos (Ba-Be-H).

En la Figura 10 se observa como en los tratamientos de bioaumentacion
hubo un aumento general en la concentracion de bacterias y hongos degradantes
de TPH, después de 90 dias. En todos los tres tratamientos se registrd un
incremento especialmente en la concentracion de los hongos; de las 3,05x10°
UPC/g del tiempo “0” se paso6 a 4,75, 4,25 y 3,85x10° UPC/g respectivamente en
los tratamientos Ba-B, Ba-BH y Ba-H. En otros estudios se ha observado que los
hongos consuman mas rapidamente a los hidrocarburos que las bacterias, y por

ello su desarrollo fue mayor que las bacterias (Maddela et al., 2016).
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Figura 10. Concentracién de hongos degradantes TPH (x10° UFCg™) y bacterias
degradantes TPH (x10° UFCg™), al tiempo 0 y después de 90 dias, en los
tratamientos: bioaumentacion bacterias y hongos (Ba-BH), bioaumentacion

bacterias (Ba-B), bioaumentacién hongos (Ba-H).
4.4 Analisis fisico-quimico de suelos de los tratamientos

A continuacion se reportan los datos obtenidos en cuanto al analisis fisico-
quimico de los suelos de los diferentes tratamientos. En la Tabla 6 estan registrado
los datos de los tratamientos “An”, “Ev” y “En”. Se observé un pH de neutro a
béasico, un contenido en N muy alto, en C organico medio y en P bajo. En cuanto a
la textura todos los tratamientos fueron franco-arenosos. Comparado con los
valores del “Suelo natural”, considerado como patron, se ha observado una

uniformidad de parametros a excepcion del C organico.
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Tabla 5. Caracteristicas fisico-quimicas del suelo de los tratamientos “An”, “Ev” y
GGEn”

Parametros  Repeticiones Tratamientos
An Ev En Sn
Humedad % 10,20 5,60 41,00 45,50
R1 6,65 7,67 6,30 6,39
pH R2 6,28 7,90 6,27 6,31
R3 6,25 7,97 6,26 6,38
Promedio 6,39+0,22 7,85+0,1 6,28+0,02 6,36+0,0
6 4
R1 0,80 1,30 1,30 0,70
N% R2 1,00 1,10 1,40 0,80
Promedio 0,90+0,14 1,20+0,1 1,35+0,07 0,75%0,0
4 7
R1 6,60 8,20 6,00 2,70
R2 5,50 8,60 6,60 2,90
CO% R3 4,70 8,40 6,60 3,30
Promedio 5,60+0,95 8,40+0,2 6,40+0,35 2,97+0,3
0 1
R1 8,10 0,80 7,20 5,50
P (ppm) R2 8,00 0,60 7,00 5,00
Promedio 8,05+0,07 0,70+0,1 7,10+0,14 5,25+0,3
4 5
Arena 74 78,00 76 69,00
Textura Limo 20 14,00 16 18,00
% Arcilla 6 8,00 8 13,00
Franco Franco Franco Franco
Clase textural Arenoso arenoso arenoso arenoso

An=Atenuacion natural; Ev=Evaporacion; En=Estimulacion namtural; Sn=Suelo

natural

Los tratamientos de bioestimulacion y bioaumentacion con Bacillus spp. y
Geomyces spp. registraron valores de pH basicos, con valores comprendidos entre
8,05 y 8,28 (Tabla 7). Este aumento de pH probablemente fue debido al efecto
alcalinizante de los compuestos derivantes de la degradacion de los hidrocarburos
por parte de los microorganismos arriba mencionados. El contenido en N fue muy
alto, el contenido en C orgéanico medio, y el contenido en P bajo. Todos los suelos

de los tratamientos resultaron arenoso-franco.
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Tabla 6. Caracteristicas fisico-quimicas del suelo de los tratamientos de

bioaumentacion y bioestimulaciéon.

Pardmetros  Repeticiones Tratamientos
Ba-Be-BH Ba-Be-B Ba-Be-H Sn

Humedad % 36,90 60,10 48,10 45,50

R1 8,03 8,28 6,39 8,22

pH R2 8,04 8,30 6,31 8,27

R3 8,08 8,27 6,38 8,29
Promedio 8,05+0,03 8,28+0,02 6,36+0,04 8,26+0,04

R1 1,80 1,70 0,70 1,10

N% R2 2,00 1,80 0,80 1,30
Promedio 1,90+0,14 1,75+£0,07 0,75£0,07 1,20+0,14

R1 4,70 8,40 2,70 7,40

R2 8,40 6,60 2,90 6,80

CO% R3 5,50 7,60 3,30 7,40
Promedio 6,20+1,95 7,53+0,90 2,97+0,31 7,20%0,35

R1 0,80 0,70 5,50 0,70

P (ppm) R2 0,70 0,60 5,00 0,50
Promedio 0,75+0,07 0,65+0,07 5,25+0,35 0,60+0,14

Arena 82,00 81,00 69,00 81,00

Textura Limo 9,00 12,00 18,00 14,00

% Arcilla 9,00 7,00 13,00 5,00

Arenoso Arenoso Arenoso Franco
Clase textural franco franco franco arenoso

Ba-Be-BH=bioaumentacion + bioestimulacién en cultivo mixto; Ba-Be-B=
bioaumentacion + bioestimulacion con Bacillus spp.; Ba-Be-H=bioaumentacion +

bioestimulacion con Geomyces spp.; Sn=Suelo natural.
Los tratamientos de bioaumentacion con Bacillus spp. y Geomyces spp. Se

registraron valores de pH basicos, con valores comprendidos entre 6,77 y 7,70

(Tabla 8). El contenido en N fue alto, el contenido en C organico medio, y el
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contenido en P bajo. Todos los suelos de los tratamientos resultaron franco-
arenoso. No se registraron cambios importantes de las variables comparado con el

patrén “suelo natural”.

Tabla 7. Caracteristicas fisico-quimicas del suelo de los tratamientos de

bioaumentacion

Parametros Repeticiones Tratamientos
Ba-BH Ba-B Ba-H Sn
Humedad % 43,30 33,60 34,20 45,50
R1 7,68 7,00 6,81 6,39
pH R2 7,72 6,93 6,74 6,31
R3 7,70 6,97 6,77 6,38
Promedio 7,70£0,02  6,90+0,04 6,77+0,04 6,36+0,04
R1 1,00 0,70 1,00 0,70
N% R2 1,10 0,80 1,10 0,80
Promedio 1,05£0,07  0,75+0,07 1,05+0,07 0,75%0,07
R1 5,90 7,20 3,30 2,70
R2 6,60 7,60 3,90 2,90
CO% R3 5,70 7,80 6,60 3,30
Promedio 6,07£0,47  7,53+0,31 4,60+1,76 2,97+0,31
R1 0,70 0,60 0,60 5,50
P (ppm) R2 0,50 0,60 0,70 5,00
Promedio 0,60+0,14  0,60+0,00 0,65+0,07 5,25+0,35
Arena 73,00 67,00 67,00 69,00
Textura Limo 18,00 26,00 22,00 18,00
% Arcilla 9,00 7,00 11,00 13,00
Franco Franco Franco Franco
Clase textural arenoso arenoso arenoso arenoso

Ba-BH=bioaumentacion en cultivo mixto; Ba-B= hioaumentacién con Bacillus

spp.; BaH=bioaumentacién con Geomyces spp.; Sn=Suelo natural
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5. CONCLUSIONES

La investigacion realizada ha llevado a las siguientes conclusiones:

La adicion de nutrientes organicos (compost, aserrin) e inorganicos (N, P,
Ky arena) en las muestras de suelo, contaminado de forma artificial con petroleo,
ha determinado una mejora en la degradacion de TPH, tanto por parte de los
microorganismos nativos como por parte de los microorganismos conocidos

(Bacillus spp. y Geomyces spp.).

Los tratamientos que tuvieron mejores resultados en cuanto a la
degradacion de TPH fueron bioaumentacion y bioestimulacion con Bacillus
cereus y Bacillus thuringiensis y Geomyces pannorum, Geomyces sp. (Ba-Be-
BH), bioaumentacion y bioestimulacion Geomyces pannorum, Geomyces sp. (Ba-
Be-H) y bioaumentacion y bioestimulacion Bacillus cereus y Bacillus
thuringiensis (Ba-Be-B), que registraron valores residuales de TPH de 322, 1.925
y 1.993 mg kg™ respectivamente; los mismos que dieron un porcentaje de
degradacion de 97,42% (Ba-Be-BH), 84,60% (Ba-Be-H) y 84,06% (Ba-Be-B).

En todos los tratamientos hubo presencia de microorganismos nativos con
capacidad de degradar TPH. Especialmente se observd que los hongos consuman
mas rapidamente a los hidrocarburos que las bacterias, y por ello su desarrollo fue

mayor que las bacterias.
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6. RECOMENDACIONES

Realizar estudios en condiciones de laboratorio in situ para validar los resultados
obtenidos de los microorganismos seleccionados Geomyces pannorum, Geomyces

sp. y con las bacterias Bacillus cereus y Bacillus thuringiensis.

Identificar molecularmente los microorganismos nativos con capacidad

degradadora de TPH y efectuar experimentos previos en laboratorio.

Realizar la difusion de los resultados obtenidos al fin de informar a los actores
involucrados en la biorremediacion de suelos contaminados, sobre las
potencialidades de aplicacion de los microorganismos seleccionados (Geomyces

spp. y Bacillus spp.) asi como de los nativos.
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7. RESUMEN

En la presente investigacion se realizd un estudio sobre la biorremediacion
in vivo de muestras de suelo contaminado de forma artificial con petroleo, con la
finalidad de evaluar la capacidad degradadora de hidrocarburos totales (TPH) de
microorganismos nativos y seleccionados, asi como el efecto de nutrientes
orgénicos e inorgénicos sobre dicha capacidad. Se implementaron 9 tratamientos
de bioaumentacion (Ba), bioestimulacion (Be) y se incluyd uno de suelo natural
como patron; se adicion6 un 5% de petroleo a los tratamientos. El estudio duré 90
dias, después de los cuales se realizaron los analisis gas-cromatograficos para
determinar la eventual presencia de TPH residuales (mgkg™) y también se
realizaron los andlisis microbiol6gicos, en medio de sales minimos, para evaluar
la presencia de microorganismos nativos degradantes de TPH, mediante la adicion
de diésel como Unica fuente de carbono. El tratamiento que dio el mejor resultado
fue el Ba-Be-BH, es decir el cultivo mixto de hongos Geomyces pannorum,
Geomyces sp. y de bacterias Bacillus cereus y B. thuringiensis. Los TPH
residuales fueron de 322 mg/kg correspondiente a una degradacion de
hidrocarburos del 97,42%. En cuanto a los microorganismos degradantes de TPH
se observd que todos han tenido microorganismos capaces de degradar TPH,
aungue los que dieron el mejor resultados fueron los de bioaumentacion. Los
resultados obtenidos permiten afirmar que los microorganismos seleccionados (G.
pannorum, Geomyces sp., B. cereus y B. thuringiensis) son buenos candidatos
para la biorremediacion en campo, puesto que han obtenido buenos resultados
preliminares tanto in vitro como in vivo con muestras de suelo contaminadas de

forma artificial.
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8. ABSTRACT

In this research, studies on in vivo bioremediation on oil artificially
contaminated soil samples were performed, in order to assess the degradative
capacity of total hydrocarbons (TPH) of native and selected microorganisms; the
effect of organic and inorganic nutrients was also performed. Nine treatments on
bioaugmentation (Ba) and biostimulation (Be) were implemented, as well as the
natural soil treatment, considered as pattern; 5% oil was added to treatments. The
study lasted 90 days, after which the gas-chromatographic analyzes were
performed to determine the possible presence of TPH residual (mg/kg) and
microbiological analyzes were also performed, in minimal salts medium by
adding diesel as the sole carbon source, to assess the presence of natives
microorganisms degrading TPH. The treatment which gave the best result was Ba-
Be-BH, the mixed culture of fungi Geomyces pannorum, Geomyces sp. and
bacteria Bacillus cereus and B. thuringiensis. Residual TPHs were 322 mg/kg
corresponding to a degradation rate of 97.42%. Aditionally, TPH degrading
microorganisms were observed in all treatments, but those that gave the best
results were the bioaugmentation ones. The results confirm that the selected
microorganisms (G. pannorum, Geomyces sp., B. cereus and B. thuringiensis) are
good candidates for field bioremediation, since preliminary results have been

successful both in vitro and in vivo.
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