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Resumen

En la presente investigacion se evaluo el poder biorremediador del hongo Trichoderma
sp y la bacteria Pseudomonas fluorescens en un suelo contaminado por hidrocarburos,
con el objetivo de disminuir los TPH (hidrocarburos totales policiclicos) en el suelo.
Este proyecto se efectud en dos fases: la fase de campo consistié en el muestreo de
suelo y la fase de laboratorio consistié en la instalacion del ensayo con un sistema
DBCA de 4 tratamientos, (TO: Suelo testigo, T1: Suelo + Trichoderma sp, T2: Suelo
+ Pseudomonas fluorescens y T3: Suelo con Trichoderma sp + Pseudomonas
fluorescens) y 4 repeticiones con condiciones ambientales controladas como: pH,
temperatura, conductividad eléctrica y humedad; se realizaron los andlisis fisico
quimicos y TPH al inicio y al final del ensayo durante 3 meses.

El suelo al inicio del ensayo presentdé macro y micro elementos indispensables para
que los microrganismos puedan degradar los hidrocarburos. La contaminacion con
TPH inicial en el suelo fue 42070.3 mg/kg, al final del ensayo los tratamientos T1, T2
y T3 obtuvieron una remediacion eficaz, situandose dentro de los limites permisibles
del RAHOE (reglamento ambiental de actividades hidrocarburiferas); se demostré que
los tratamiento funcionan de forma independiente y en consorcio, siendo el T3
(consorcio) el cual degradé mas cantidad de hidrocarburo llegando a 379.2 mg/kg,
debido a que ambos microrganismos gozan de los mecanismos necesarios para
degradar las moléculas de hidrocarburos, demostrandose que la biorremediacion es

una proceso ecologico y efectivo para la degradacion de hidrocarburos.

Palabras Clave: microorganismos, hidrocarburo, biorremediacion, metabolismo.



Abstract
The aim of this research was evaluate the power of bioremediation of the fungus
Trichoderma sp and the bacteria Pseudomonas fluorescens in a sample of soil
contaminated by hydrocarbons, in order to reduce the TPH (total polycyclic
hydrocarbons) in soil. This project was completed in two phases: the field work
consisted of soil sampling and the laboratory work consisted of installation of an assay
with a DBCA system with 4 treatments (TO: control soil, T1: Soil + Trichoderma sp,
T2: Soil + Pseudomonas fluorescens and T3 : Soil with Pseudomonas fluorescens +
Trichoderma sp ) and 4 repetitions with controlled environmental conditions such as
pH, temperature, electrical conductivity and moisture; the physico-chemical and TPH

analyzes was performed at beginning and end of the assay for 3 months.

The soil at beginning of the assay had macro and micro elements which are essential
for microorganisms to degrade hydrocarbons. The initial TPH contamination in soil
was 42070.3 mg / kg, and at the end of the assay the T1, T2 and T3 obtained an
effective remediation, settling down within the permissible limits of RAOHE
(environmental regulations hydrocarbon activities); demonstrating that all treatments
work independently and in a consortium. The T3 (consortium) was the treatment that
degraded more amount of hydrocarbons with a value of 379.2 mg / kg, the reason was
because both microorganisms had the necessary mechanisms to degrade the
hydrocarbon molecules, showing that bioremediation is an ecological and effective

process for the degradation of hydrocarbons.

Keywords: microorganisms, hydrocarbon, bioremediation, metabolism.



Introduccion
Desde que se descubrieron los hidrocarburos, su uso en las industrias ha provocado
impactos ambientales severos, los cuales han venido presentandose de manera muy
frecuente en varias partes del mundo, asociandose con la produccion de residuos,
generacion de sustancias nocivas y otras operaciones, ocasionando desequilibrios en
el ecosistema que impactan de manera perjudicial el entorno ecoldgico; la
contaminacion producida por TPH (Hidrocarburos Totales Policiclicos) depende de la
mezcla de hidrocarburos que se encuentra en el petréleo, ademéas de factores
ambientales de la zona en la cual existe la contaminacion (Agency for toxic substances
and disease registry, 1999). Desde una perspectiva edafologica, un suelo contaminado
es aquel que muestra particularidades alteradas anteriormente por sustancias cuya
mano del hombre ha intervenido (Real decreto 9, 2005). Debido a que los
hidrocarburos poseen propiedades fisicas y quimicas dafiinas, provocan cambios en
las condiciones del suelo, causando la mortalidad de la microbiota autdctona del suelo,
cambiando totalmente su comportamiento y su estructura (Martinez & Lopez, 2001)

(Buendia , 2012) (Bravo, 2007).

Muchas tecnologias o tratamientos fisico-quimicos que se utilizan para solucionar el
problema de la contaminacion de suelos por petréleo son muy condicionadas y han
demostrado ser demasiado costosas y parcialmente efectivas, perjudicando aun mas,
ya que arrojan vestigios de sustancias xenobiéticas nocivas alterando su composicion,
convirtiéndolo en un suelo cansando y su remediacion tome varios afos en recuperar

su vitalidad (Volke, 2002, pag. 25).

Existen alternativas bioldgicas que han demostrado tener el potencial remediador apto
para tratar estos problemas medio ambientales, pero al tratarse de una tecnologia con

una eficiencia incierta, no es utilizada con mucha confianza por algunos factores como:



economia variada, lenta difusién, y en ocasiones no es empleada debido a que
empresas e instituciones intermediarias que por motivos politicos o ambientales

recurren a tecnologias fisico-quimicas (Acufia , Aguilera, & Aguayo, 2003).

Las moléculas que conforman el petréleo son altamente complejas, por lo cual se
pretende atenuar este problema mediante la aplicacion de la biorremediacion; los
microorganismos (hongos, bacterias) tienen la habilidad de interactuar tanto fisica
como quimicamente con compuestos artificiales y naturales llevando a un cambio
estructural o la degradacion completa de la molécula contaminada (Semple, Rcid, &

Fermor, 2001, pégs. 270-271).

Es una técnica limpia, no muy costosa, accesible y en algunas ocasiones no requiere
de sustancias adicionales, por su composicién, las moléculas de los hidrocarburos
resultan ser una excelente fuente de carbono y energia, lo que posibilita el desarrollo
de los microorganismos al metabolizar estos compuestos toxicos (Abad, 2008, pags.
7-9). La biodegradabilidad de los hidrocarburos es un proceso complejo, con periodos
de tiempo prolongados y con dependencia de varios factores, pero como resultado final
se tiene un producto descontaminado y sin vestigios de otras sustancias afiadidas

(quimicos) (Abad, 2008, pags. 7-9).

Pseudomonas sp, es un bacilo gram negativo aerdbico, se lo puede encontrar en
ecosistemas terrestres y acuaticos, posee la capacidad de alimentarse con sustratos de
origen organico y en algunos casos con compuestos muy toxicos a demas es uno de
los pocos organismos capaces de degradar compuestos como alcanos de cadena
ramificada con la produccion de biosurfactantes (Ron & Rosenberg, 2002, pags. 249-
251). Esta bacteria utiliza la ruta aerébica como la mas comun, la cual consiste en la
oxidacion del anillo bencénico por parte de dioxigenasas con el objetivo de formar

dihidrodioles que se dehidrogenaran para formar dihidroxilados, los cuales pueden ser
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metabolizados via catecoles que después de pasar por un metalismo previo se
convertiran en CO2y agua (Llado, 2012, pag. 34) (Maposita, Calle, Fiallos, & Burgos,

2014, pags. 2-3) (Argumendo, Alarcon, Ferrera, & Pefia, 2009, pags. 258-264).

Trichoderma sp, es un hongo filamentoso que habita en ecosistemas terrestres y
acuaticos, tienen la habilidad de adaptarse y colonizar de manera eficaz y oportuna
distintos ambientes gracias a su alta capacidad reproductiva, tomando en cuenta que
pueden tolerar diferentes factores climaticos; su destreza para desarrollarse es alta
debido a que no requieren de altos indices de nutrimentos, son considerados
oportunistas; estudios anteriores reportaron la capacidad que poseen para degradar
hidrocarburos para tener como resultado una destoxificacién significativa (Castro &
Rivillas, 2012, pags. 7-14) (Argumendo, Alarcdn, Ferrera, & Pefia, 2009, pags. 258-

264).

Como se menciona en el Plan Nacional del Buen Vivir “El derecho a vivir en un
ambiente sano y libre de contaminacion, tiene como prioridades la conservacién vy el
uso de sus recursos naturales, la insercion de tecnologias ambientalmente limpias,
prevencion, control y la mitigacion de la contaminacion” (Ministerio del Interior,

2013, pag. 322).

El proyecto tiene como objetivo general evaluar la eficacia de Trichoderma sp y
Pseudomonas sp para biorremediacion de suelos contaminados por hidrocarburos. Los
objetivos especificos son: analizar parametros fisico-quimicos del suelo en estudio al
inicio y al final de la investigacion, evaluar mediante los andlisis respectivos la
cantidad de TPH en el suelo y determinar cuél de los tratamientos es el mejor para la

biorremediacion de hidrocarburos.



Se plantea dos hipétesis, la nula (Ho) que indica que la aplicacion de Trichoderma sp
y Pseudomonas sp no favorecera a la degradacion de hidrocarburos presentes en el
suelo, y la hipétesis alternativa (Ha) expone que la aplicacion de Trichoderma sp y

Pseudomonas sp favorecera a la degradacion de hidrocarburos presentes en el suelo.

El ensayo se desarrollé en dos fases: la fase de campo consistié en la toma de muestras
de suelo provenientes de Puembo; la fase de laboratorio se realiz6 en 3 laboratorios;
(1) laboratorios de Ciencias de la Vida de la Universidad Politécnica Salesiana (UPS)
en donde se aisl6 e identifico Trichoderma sp y Pseudomonas fluorescens, ademas se
establecid el ensayo de biorremediacion, el cual consistié en un disefio experimental
DBCA ( disefio de bloques completos al azar) constituido por 4 tratamientos; TO
(suelo testigo), T1 ('suelo + Trichoderma sp), T2 (' suelo + Pseudomonas fluorescens)
y T3 ( suelo + Pseudomonas fluorescens + Trichoderma sp) con 4 repeticiones
respectivamente; (2) en los laboratorios de Agua y Suelos de la UPS sede Cayambe en
donde se realizaron los andlisis fisico-quimicos de cada uno de los tratamientos y
finalmente en los laboratorios del Centro de soluciones analiticas integrales

CENTROCESAL (3) en donde se efectuaron los andlisis de TPH de los tratamientos.

Durante el ensayo se midieron variables como; temperatura, pH, conductividad
eléctrica y humedad, las cuales se utilizaron para un analisis de varianza (ANOVA) y

Tukey al 5% mediante el programa “stadisctick;

Para los andlisis fisico-quimicos y TPH se utilizaron los resultados realizados al inicio

y al final del ensayo.



Capitulo 1

Marco conceptual

1.1. Petroleo

Es una sustancia natural no renovable, que se desarrolla por la degradacion anaerobica
de componentes organicos por extensos periodos de tiempo y ciertas condiciones
ambientales; esta formada por una mezcla de hidrocarburos arométicos, parafinicos y
naftalénicos, entre otros elementos no hidrocarbonados que se encuentran en minimas

cantidades (Gavilanez, 2013, pag. 7).

La composicion aproximada del crudo es: Carbono: 84-87 %, Hidrégeno: 11-14 %,
Oxigeno: 0-1 %, Nitrogeno: 0-3 % Azufre: 0.2-5 % y otros elementos en menor
cantidad, esta proporcion varia segun su origen y el yacimiento de cual fueron

extraidos (Gary & Handwerk, 1980, pags. 19-23) (Gavilanez, 2013, pag. 8).

1.1.1. Clasificacion del petréleo.
El petréleo se clasifica de acuerdo a: su naturaleza quimica, su densidad grados API
(American Petroleum Institute) y su contenido de azufre (Kraus, 2012) (Instituto
Ecuatoriano de Normalizacion, NTE INEN 2 341:2003, 2003) (Instituto Ecuatoriano

de Normalizaciéon, NTE INEN 2 319:2001, 2001).

1.1.2. Impactos en el suelo por el petroleo.
La adicion de petréleo al suelo provoca que la cantidad de carbono se acreciente,
provocando que las relaciones C/N y C/P aumente de manera descomunal (Pardo,
Perdomo, & Benavides, 2004), “debido a la elevada salinidad que presenta el petrdleo,
provoca altas gradientes pudiendo llegar a ocasionar la destruccion de la estructura
terciaria de las proteinas, desnaturalizar enzimas y deshidratar células” (Benavides

Lopez de Mesa, y otros, 2006, pag. 83). En cuanto al potencial de hidrogeno (pH)



disminuye por consecuencias del acaparamiento del carbono organico y la formacion
de &cidos organicos; aumento de Mn y Fe intercambiable (Castro G. , 2009, pags. 12-

13) (Bravo, 2007, pag. 4).

1.2.  Hidrocarburos

Es un compuesto organicos constituido por C e H, puede presentarse en forma gaseosa,
liquida o sélida; los alcanos son la fuente mas importante del petroleo, estas moléculas
pueden poseer reactividades quimicas como téxicos o explosivos (Gomez, y otros,
2000, pag. 2) (Autino, Romanelli, & Ruiz, 2013). Se clasifica dependiendo el tipo de
enlace que presenta la molécula de carbono en la estructura de los hidrocarburos

(Tulas, Libro VI, anexo 2, 2012).

Clasificacion de los hidrocarburos

CH 3CH 5 etano
lineales CH 3CH ,CH 3 propano
CH 3CH »CH 5CH 3 butano

Alcanos CH 3CHCH 4 2-metilpropano
]

ramificados CH 3
CH 3<I:HCH Z(J:HCH 3 2.4-dim etilpentano
CH; CHg

Hidrocarburos
saturados

HIDROCARBUROS s s . s
ALIFATICOS Cicloalcanos Q ciclopentano; Q ciclohexano

H,C=CH , eteno

Alquenos: >:< [ H;C=CH ,CH 3 propeno

Hidrocarburos
insaturados

Alquinos: = [ H—C=CCH 5 propino

CH 5

HIDROCARBUROS
AROMATICOS

bencenco tolueno nafialeno

Figura 1. Clasificacion quimica de los hidrocarburos

Nota: Tomado de (Somos Quimicos, 2009).




1.2.1. Hidrocarburos totales policiclicos (TPH).
“El termino TPH se usa para describir a un grupo extenso de varios cientos de
sustancias quimicas derivadas originalmente del petréleo crudo, se define como la
cantidad medible de hidrocarburos a base de petréleo” (Agency for toxic substances

and disease registry, 1999, pag. 1).

Las sustancias que contienen TPH envuelven varios tipos de mezclas, formados por
hidrocarburos alifaticos (cadena de carbono lineal) y compuestos aromaticos (anillo

de carbono) (Agency for toxic substances and disease registry, 1999, pags. 1-2).

Para el célculo de TPH se recurre a métodos analiticos (espectroscopia IR,

gravimétrico, cromatografia de gases) (Servicios Analiticos Generales S.A.C., 2016).

Tabla 1. Criterios de remediacion o restauracion de suelos.

Unidades
Hidrocarburo | (Concentrac USO DEL SUELO
10N en Peso
Seco)
Residenc | Comerc | Industr
Agricola ial ial ial
Hidrocarburos Arométicos Monociclicos

Benceno mg/kg 0.05 0.5 5 5
Etilbenceno mg/kg 0.1 1.2 20 20
Estireno mg/kg 0.1 5 50 50
Tolueno mg/kg 0.1 0.8 0.8 0.8
Xileno mg/kg 0.1 1 17 20

Compuestos Fendlicos mg/kg - - - -
Clorofenoles (cada uno) mg/kg 0.05 0.5 5 5
Fenoles (total) mg/kg 3.8 3.8 3.8 3.8
I-!IQrocarbl_ers , mg/kg - <2 <5 <1

aromaticos policiclicos

Benzo(a)antraceno mg/kg 0.1 1 1 1
Benzo(a)pirenos mg/kg 0.1 0.7 0.7 0.7
Naftaleno mg/kg 0.1 0.6 22 22
Pirenos mg/kg 0.1 10 10 10

Nota: Tomado de (Tulas, Libro VI, anexo 2, 2012, pags. 364-366).



1.3.  Suelo

“Medios porosos formado en la superficie terrestre mediante el proceso de
meteorizacion por largos periodos, aportados por los fendmenos bioldgicos,
geologicos e hidroldgicos” (Tulas, Libro VI, anexo 2, 2012, pag. 349).

Constituido por minerales, materia organica, microorganismos, vegetales, animales,
aire y agua, sirve como soporte de vida en la cual pueden interactuar materias
orgénicas e inorganicas, flora, fauna y multitud de microorganismos, posee
propiedades fisicas y quimicas que proporcionan informacion y caracteristicas

adecuadas del suelo en cada region especifica (FAO, 2013) (Cando, 2011, pags. 7-8).

1.4.  Biorremediacién

La técnica de biorremediacion radica en el uso de microorganismos (autdctonos o
exdgenos) como bacterias, hongos, plantas, algas entre otros, con potenciales
metabolicos capaces de desintoxicar o neutralizar ciertos materiales toxicos de un
ambiente, transformandolos en sustancias menos toxicas, capaces de eliminarlas por
métodos mas factibles, es una técnica que aumenta los niveles aerdbicos de la
degradacion, el cual es un proceso natural del suelo (Benavides Lopez de Mesa, y
otros, 2006, pag. 84) (Llado, 2012, pag. 35) (Gavilanez, 2013, pag. 14). El resultado
final del proceso de biodegradacion se puede presentar de 3 formas: (a) un cambio
simple en la molécula madre, pero sin alterar su estructura principal, (b) la molécula
se descompone en distintas moléculas, pero al unir todas sus partes, tiene como
resultado la molecular original, (c) la descomposicion total de las moléculas organicas
originales dando como resultado formas minerales (Willey, Sherwood, & Woolverton,

2009, pag. 1075).



Tabla 2. Tipos de biorremediacion.

TIPO

DEFINICION

Fitorremediacion

Utiliza plantas para remover, absorber y tolerar altas tasas de

materiales toxicos para descontaminar y limpiar ambientes.

Micorremediacién

Emplea hongos capaces de degradar sustancias toxicas, estos

organismos pueden ser autoctonos o exdgenos del lugar.

Ficorremediacion

Remocidén de contaminantes mediante el uso de algas.

Degradacion

Enzimatica

Usa enzimas producidas por ciertos organismos

anticipadamente, para la degradacion de sustancias nocivas.

Nota: Adaptado de (ArgenBio , 2007) (Morales, 2014) por S. Mufioz, 2016.

Tabla 3. Requerimientos para la biorremediacion.

Fuente de alimento o carbono, aceptores y donadores de electrones,

(72)
g ¢
é & | nutrientes (N, P, S, Mg, K, Ca, Mn, Zn, Cu, Zn), elementos traza.
= §
S 8
g =
@
Examinacion del tipo y nimero de colonias existentes en el lugar, aptos

S 2 para biorremediacion, condiciones geoldgicas y geoquimicas, presencia
s 8
£ & | de otro elemento contaminante al que se quiere remediar, la cantidad
.E S)

= - . -
= & suficiente de oxigeno, compuestos utilizados como aceptores de
(5]
04

electrones (biorremediacion anaerobia) entre otros.

e Humedad necesaria y dentro de los parametros adecuados para el

[<B]
§ g crecimiento y desarrollo de los microorganismos, pH adecuado,
= <)
O 3 - - -

| temperatura, propiedades del suelo, tipo de hidrocarburo

x

Nota: Adaptado de (Buendia , 2012, pags. 15-18) (Nustez, 2012, pag. 23) por S. Mufioz, 2016.




1.4.1. Biorremediacion de petrdleo en el suelo.
La biorremediacién de suelos contaminados por petroleo utiliza dos métodos
alternativos: métodos aerobios 0 anaerobios, pero la mayoria ocurre por degradacion
aerdbicas, pero no todos los hidrocarburos se someten al proceso de degradacion de la
misma manera, debido a que los hidrocarburos no contienen moléculas iguales
(Castillo Rodriguez, y otros, 2005, pag. 426), pero estos procesos necesitan de varios
requerimientos (Ver tabla 3), para cada caso de biorremediacion se necesita algunas

estrategias las cuales se dividen en in situ y ex situ (Ver tabla 4).

Tabla 4. Estrategias de biorremediacion.

In situ
Es una técnica que se la realiza en el lugar de la contaminacion, radica en la
utilizacion de microorganismos propios de la zona o externos a ella, la finalidad de
esta técnica es la de potenciar la degradacion natural de la region mediante la adicién

de nutrimentos y oxigeno.

Es la adicion de Oz al suelo con el objetivo de estimular a los
microorganismos para ayudar al proceso natural de remediacion, es una

técnica factible y de bajo costo.

Bioaireacién

Es una técnica que consiste en estimular al suelo con la afiadidura de ciertos
factores como: nutrientes, oxigeno molecular, niveles de humedad, aceptores

de electrones, que permiten la estimulacion de los microrganismos para que

Bioestimulacion

contribuyan al proceso de degradacion natural.

Es la adicion de cultivos microbianos vivos especificos previamente
obtenidos con caracteristicas biorremediadoras relacionadas al sitio

contaminado para acelerar el proceso de remediacion en un corto tiempo.

Bioaumentacién
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Ex situ
Si el tratamiento es efectuado fuera de la zona se lo conoce como ex situ, son técnicas
que se utilizan para tratar lugares contaminados los cuales no se pueden biorremediar

mediante técnicas in situ.

Es un proceso bioldgico controlado confinado, se trata de la oxidacién
bioldgica de una mezcla de ingredientes como: materia organica, estiércol y

suelo, gracias a la ayuda de microorganismos degradadores cuya funcién es

Compostaje

mejorar la estructura del suelo y dar los nutrientes necesarios.

Es un deposito en el cual suceden una serie de reacciones bioldgicas por la
accion de microorganismos 0 enzimas; es una técnica que utiliza la
descomposicion bioldgica para producir el crecimiento de microorganismos

especificos para reducir los contaminantes que se encuentran en el sitio

Biorreactores

contaminado.

Nota: Adaptado de (Cando, 2011, pags. 64-69) (Nustez, 2012, pags. 20-22) (Espinoza, 2009, pags. 38-
48) (Meneses, 2014, pag. 2) (Vega, 2011, pag. 20) (Gavilanez, 2013, pag. 14) (Rivera, 2011, pags. 35-
36) (Alegria, 2013) (Agudelo, 2010, pag. 61) por S. Mufioz, 2016.

1.4.2. Microrganismos para biorremediacion de petroleo en suelos.

Segun Norris, et al (1993) la biorremediacién de hidrocarburos se puede expresar:

Hidrocarburo + aceptor de electrones + microorganismos + nutriente -

Diodxido de carbono + agua + microorganismos + residuos de productos.

Férmula 1. Proceso de biorremediacion

El suelo es el habitat 6ptimo de varios microorganismos se definen por presentarse en
magnanimas cantidades y variedades, se caracterizan por poseer un potencial de

biorremediacion efectivo para solucionar problemas de contaminacion en suelos;
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bacterias y hongos ejercen una funcion de gran importancia en el proceso de

biorremediacion (Lladd, 2012, pags. 34-35) (Cando, 2011, pégs. 6-7).

1.4.2.1. Hongos con potencial biorremediador.
Son organismos descomponedores primarios, poseen la cualidad de crear enzimas con
habilidades especiales para la descomposicién y mineralizacion de compuestos
altamente complejos, ademas son capaces de liberar exoenzimas hidroliticas
encargadas de la digestion de sustratos externos (Willey, Sherwood, & Woolverton,
2009, pag. 632), degradan materia organica del ambiente para convertirlos en
compuestos menos complejos o moléculas inorgénicas, para asi utilizarlos en fuentes
de energia para su metabolismo; son organismos capaces de llevar ciertos materiales
hasta CO> y agua, son organismos capaces de penetrar en suelos contaminados gracias
a sus hifas que les ayudan a infiltrarse en lugares contaminados (Déley, 2010, pags.

19-20) (Yafiez & Wong, 2013, pag. 13).

Tabla 5. Géneros de hongos utilizados para la biorremediacion de suelos

Allescheria Debaromyces Mucor Rhodotorula Trichoderma
Aspergillus Fusarium Oidiodendrum | Saccharomyces | Trichosporon
Candida Gonytrichum Phacelomyces | Saccharomycopisis
Cephalosporium Hansenula Phialophora Scopulariopsis
Cladosporium | Helmintrosporium|  Penicillium Sporobolomyces
Cunninghamella Mucor Rhodosporidium Torulopsis

Nota: Tomado de (Aycachi, 2008, pag. 16).

1.421.1. Trichoderma sp.
Trichoderma sp pertenece al reino Fungi, division Eumycota, sub division

Deuteromycotina, clase Hyphomycetes, orden Hyphales (Moniliales), familia
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Moniliaceae, género Trichoderma (Argumendo, Alarcon, Ferrera, & Pefia, 2009,
pdg. 257), es un hongo filamentoso aerobio facultativo, se caracteriza por poseer
conidioforos erectos o arrastrados muy ramificados de forma conica, en los extremos
del conididforo presenta terminaciones hialinas, posee esporas lisas con un solo nucleo
ovoides, producen clamidiosporas globosas ubicadas en las terminaciones finales de
las hifas (Barnett, 1967, pags. 52-53); son organismos oportunistas, utilizan la materia
organica para su crecimiento, gozan de una facultad de esporulacion lo que le permite
reproducirse de manera rapida, esto es favorable debido que les permite colonizar y
adaptarse a diferentes tipos de ambientes; la temperatura para su crecimiento oscila
entre 15 y 30 ° C siendo su 6ptima 25 © C; con respecto a su humedad varia de 20 % a
80 % para su crecimiento, y su pH fluctian 5.5-7.5 siendo el mejor 6.6 (Castro &

Rivillas, 2012, pags. 5-6).

Poseen 3 tipos de mecanismos de accion: micoparasitismo, en donde tiene un efecto
antagonico sobre un hongo fitopatdgeno, degradandolo completamente, antibiosis: es
la produccion de metabolitos secundarios toxicos los cuales tiene un efecto adverso
frente a otros microrganismos, finalmente la competencia: que consiste en la disputa
por los nutrientes para su crecimiento (Infante, Martinez, Gonzélez , & Reyes, 2009,
pags. 14-19) (Castro & Rivillas, 2012, pags. 6-9). Son hongos que pueden encontrarse
formando consorcios 0 como paréasitos de otros organismos (Osorio, 2010, pag. 36)
(Argumendo, Alarcon, Ferrera, & Pefia, 2009, pag. 258) (Castro & Rivillas, 2012,
pags. 5-7). Su metabolismo consiste en dos rutas metabdlicas: (a) funcion anabolica
con el proposito de sintetizar constituyentes estructurales, la ruta tiene como proposito
la propagacion y desarrollo celular, compuesto por rutas metabolicas bioquimicas,

incluyendo la elaboracion de metabolitos primarios, formados en la fase exponencial,
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todo esto enfocado a la adquisicion de energia, reproduccion celular y su viabilidad

(Wessner, Dupont, & Charles, 2013).

Tipos de respiracion que utiliza Trichoderma

Respiracidn asrobia Respiracion anaerobia
Glicolisis Glicolisis
# ciclo TCaA +cicle TCA
GLUGOSA ——— & 6&0g GLUGOSA —————— & 6&0g
HAD HAD
\\ 1 \\"A
MADH 5 DHz
ATPasa sis ne ATPasa SISTEMA DE
ATPt—PMF ———— HEPOI AT Py PMF
mnscr:::!m:s DE ELECTRONES
e i 2o

Figura 2. Respiracion aerobica (izq) y respiracion anaerobica (der) rutas que utiliza Trichoderma

Tomado de (Quistian , 2014).

El género Trichoderma utiliza la via glucolitica para la metabolizacion de los hidratos
de carbono y asi conseguir la energia necesaria para realizar los procesos metabolicos;
el primer paso del metabolismo de la glucosa es su transporte al interior de la célula;
este transporte en Trichoderma estd mediada por sensores y por un sistema de
transporte activo; una vez que la glucosa esté en el interior de la célula, esta debe de
ser fosforilada por hexoquinasas o glucoquinasas (Gupta, y otros, 2014, pag. 368) y
(b) funcidn catabdlica para extraer energia de los nutrientes, la ruta esta asociada a la
creacion de metabolitos secundarios forjados en las rutas bioquimicas heterogéneas
(derivados de metabolismo primario) como por ejemplo: (a) productos derivados de
glucosa como es la formacién de antibioticos, (b) productos relacionados con los
nucleodsidos, que mediante la via de la pentosa fosfato forma ribosa para sintetizar
nucleosidos, (c) productos derivados de la via shikimato-corismato formando el &cido

shikimico, (d) via del policétido (e) formacidn de terpenos y esteroides y (f) productos
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procedentes de aminoacidos (Wessner, Dupont, & Charles, 2013) (Gamazo, Sanchez,

& Camacho, 2013).

“La produccion de metabolitos secundarios varia segin el compuesto especifico, la
cepa de Trichoderma, la presencia de otros microbios, y el equilibrio entre las tasas de
biosintesis y de biotransformacion elicitadas” entre los metabolitos secundarios se
encuentran: dermadin, harzianolide, harzianopyridone, alamethicins acid koningic

entre otros (Gupta, y otros, 2014, pags. 369-370).

Via glucolitica utilizada por el género Trichoderma

D - glucosa

H
¥ ADP
D - giucosa-6-PO,

D - fructosa-6-PQy

ADP

D - fructosa-1,6-di PO,

]
1
Dihidroxiacetona- PO, =~ D- gIicerair:lerhl:l-:o-:i-POd

7.3 drfoslogl:cerato
ADP

2 ATF

3- Iosloghcelﬂlo

2-tosf Iu:eralo

etanol lactato: og
fosfoenoiplruvato
ADF‘
-2 ATP
acetaldehido prruvam

Figura 3.Via glucolitica para la metabolizacion de los hidratos de carbono utilizada por Trichoderma

Tomado de (Wessner, Dupont, & Charles, 2013)

Los hidrocarburos son compuestos altamente complejos, la estructura del hidrocarburo
y la temperatura a la que son expuestos influencia en el proceso de degradacion, ciertos
estudios demostraron que varios generos de Trichoderma (T. koningii y Trichoderma
sp) utilizados para biorremediacion especialmente de moléculas de hidrocarburos
saturados y aromaticos presentes en ciertos aceites y combustibles tuvieron una

biorremediacion eficaz, donde se los evalud al exponer a compuestos hidrocarburos
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saturados (hexadecano) y aromaticos (tolueno, fenol, naftaleno entre otros
(Argumendo, Alarcon, Ferrera, & Pefia, 2009, pags. 259-262). Algunos hongos son
capaces de degradar ciertos compuestos del crudo, pero con la ayuda de ciertas
enzimas que facilitan el proceso como son, citocromo intracelular P450 y los
extracelulares lignina peroxidasa, manganeso peroxidasa y lacasa, compuestos
necesarios para la biodegradacién de HAPs, los hongos son capaces de mineralizar

HAPs de mas de 4 anillos aromaticos (Lladd, 2012, pégs. 34-35).

1.4.2.2. Bacterias con potencial biorremediador.
Son microorganismos que se encuentran en gran cantidad y de diferentes variedades,
algunas son simbiontes de plantas, o0 como parasitos intracelulares de otros organismos
0 pueden formar consorcios con otros microorganismos; por sus caracteristicas
presenta diversas variaciones en sus propiedades anatomicas, ecologicas y
funcionales, son los principales descomponedores de materia organica en el suelo

(Torres & Zuluaga, 2009, pags. 42-43) (Meneses, 2014, pag. 34).

Bacterias como Bacillus subtilis o Pseudomonas entre otras tienen la habilidad de
formar sus propios surfactantes que son compuestos quimicos anfipaticos capaces de
aminorar la tensién superficial de algunas sustancias, para su uso dependen de varios
factores como; fisiologia de las bacterias, composicion de la molécula de petroleo y el
entorno ambiental en que se encuentra el contaminante; los biosurfactantes, que son
los surfactantes sintetizados por las propias bacterias, tienen la funcion de mejorar la
biodisponibilidad de ciertas sustancias hidréfobas, ya que estas sustancias no se
encuentran disponibles para asimilarlo debido a que poseen una baja solubilidad
acuosa o estan adheridos fuertemente al suelo y no son aptos para que las bacterias
puedan usarlo para su desarrollo, el biosurfactante ayuda a mejorar la

biodisponibilidad de dos maneras: una con el aumento de rapidez en la que pueden
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diluirse algunas particulas de hidrocarburo mediante su separacion por las micelas y
la otra por la influencia de la dilucion que puede causar el surfactante en contacto con
la superficie del compuesto; es por estas razones que ciertos microorganismos poseen
y recurren a esta propiedad, de este modo ayuda a aumentar la biodisponibilidad del
sustrato a utilizar, por lo que beneficia a la biorremediacion, debido a que mientras un
contaminante se encuentra mas biodisponible, mas alto es el crecimiento de los
microorganismos y por lo tanto més altas son las probabilidades de biorremediacion

(Riojas, Torres, Mondaca, Balderas, & Gortares, 2010, pags. 124-128).

Tabla 6. Géneros de bacterias utilizadas para la biorremediacién de suelos

Achrornobacter Acinetobacter Actinomyces
Alcaligenes Arthrobacter Bacillus
Beneckea Brevebacterium Coryneformes
Erwinia Flavobacterium Klebsiella
Lactobacillus Leumthrix Moraxella
Nocardia Peptococcus Pseudomonas
Sarcina Spherotilus Spirillum
Streptomyces Vibrio Xanthomyces

Nota: Tomado de (Aycachi, 2008, pags. 15-16).

1.42.2.1. Pseudomonas sp.
Es una bacteria perteneciente al reino Bacteria, filo proteobacteria, clase
Gammaproteobacteria, orden pseudomonadales, familia Pseudomonadaceae, género
Pseudomonas, contienen bacilos rectos o curvados, esporulados, mesoéfilos y con
flagelacién polar, con medidas de: 0.5 a 1 um x 1.5 a 5 um; generalmente tienen un

metabolismo a base de oxigeno (aerobias), pero en ocasiones utilizan el nitrato como
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aceptor final en la respiracion anaerobia; las Pseudomonas pertenecen al grupo de los
que realizan el ciclo de los &cidos tricarboxilicos con la facultad de que pueden llegar
a oxidar sustratos hasta obtener como resultado CO2 (Willey, Sherwood, &
Woolverton, 2009, pag. 556). Las bacterias necesitan de algunos requerimientos
indispensables como: requerimientos nutricionales: H>O, N2, S, P, K, Mg, fuente de
carbono, dadores y receptores de H», elementos traza u oligoelementos y elementos
esenciales para el crecimiento (vitaminas, aminoécidos, bases nitrogenadas entre
otros); requerimientos del medio: pH, temperatura, presion osmoética (Varela, 2011,

pags. 1-2).

En las bacterias se hallan 3 vias para la degradacién de los hidratos de carbono: la via
glucolitica o de Embden Meyerhof Parnas, la via de pentosa fosfato, la via de Entner-
Doudoroff, pero para la degradacion de la glucosa la Pseudomonas utilizan la via de
Entner-Doudoroff como acontece por las vias de las pentosas, donde se forma 1

molécula de ATP, por cada molécula de glucosa degradada (Varela, 2011, pags. 1-2).
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Reacciones de las vias de Embden Meyerhof Parnas y Entner-Doudoroff

Glucose

[;C\ ADP i
Glucose 6-phosphate Reacciones de

NADP* :
& la Via de Etner-
> NADPH + H* d £
6-phosphogluconate Doudoro

S 1,0
2-keto-3-deoxy-6-phosphogluconate (KDPG)

Pyruvate Glyceraldehyde 3-9"1039'}3!0

L= NA 3
I;C\; NADH + H* | Reaccionesde
KADP lavia de

=~ G Embden-
8 »Meyerhof

Pyruvate o

Figura 4.Vias de Embden Meyerhof Parnas y Entner-Doudoroff para la degradacién de hidratos de

carbono.

Tomado de (SlidePlayer, 2015).

Ruta glucolitica de pentosas fosfato

Fase
oxidativa
11 1
Glucosa &-fosfato
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Figura 5.Via glucolitica para la degradacion de hidratos de carbono

Tomado de (Vasquez, 2012).
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Son bacterias con la capacidad de fabricar biosurfactantes los cuales intervienen en el
proceso de extraccion de aceites y derivados, facilitan el ingreso de los hidrocarburos
por pared celular, ademas envuelve plasmidos catabolicos con genes, que codifican
para enzimas involucradas en la degradacion de componentes toxicos, también poseen
operones, transposones y plasmidos que facilitan el traspaso de genes lo que posibilita
que se puedan adaptar facilmente a ambiente contaminados (Gomez, y otros, 2008,
pag. 78). Estos microorganismos despliegan actividades de peroxidasas y oxigenasas,
desde el punto de vista biotecnolégico son organismos capacitados para utilizar ciertos
compuestos altamente téxicos como sustrato para poder desarrollarse, los cuales
incluye: compuestos aromaticos, derivados halogenados y otros compuestos organicos
recalcitrantes, algunos procedentes del petr6leo; existen varias especies de
Pseudomonas que intervienen en el ciclo del carbono en la naturaleza, lo que los hacen
organismos versatiles para la degradacion de compuestos de alto y bajo peso
molecular, en el caso del petr6leo; contienen en su membrana citoplasmatica ciertas
enzimas degradadoras de hidrocarburo (Benavides L6pez de Mesa, y otros, 2006, pags.
86,87) (Bustamante, Suarez, Murillo, & Zuluaga José, 2014, pag. 1) (Garcia &
Guerrero, 2004, pags. 27-31). Se ha encontrado el potencial biodegradador de ciertas
especies de Pseudomonas, la cual tiene la habilidad de degradar compuestos
procedentes del petréleo, como son n-alcanos, naftalenos y tolueno, cada una con la
ayuda de un plasmido especifico como: OCT, NAH y TOL (Castillo Rodriguez, y

otros, 2005, pags. 428-429).
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Degradacion aerobia de un alcano por Pseudomonas

c? ez c? cH
C 3

H> Ho> H»
n-octano

NADH + O,
NAD™* + H,O

CH,L,OH

n-octanol
NADH
i NAD™*
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NADH
NAD™*
Acido n-octanoico

CoA ATP
AMP + PPi

COS-CoA

CHO

COOH

n-octanoil-CoA
l p-oxidaciéon

4 Acetil-CoA

Figura 6. Esquema de la ruta de degradacién aerébica del n-octano

Tomado de (Castillo, et al, 2005, pag. 427).

Consorcios microbianos
Un consorcio microbiano es una asociacion natural de dos o mas
poblaciones microbianas, de diferentes especies, que actuan
conjuntamente como una comunidad en un sistema complejo, donde
todos se benefician de las actividades de los demés. La asociacion
refleja estilos de vida sinérgicos o sintroficos en el que el crecimiento
y el flujo ciclico de nutrientes se conduce mas efectiva y eficientemente

gue en poblaciones individuales (Montoya & Ochoa, 2010, pag. 60).

En el caso de suelos contaminados, las comunidades microbianas capaces de

sobrevivir a estas condiciones son, asociaciones aptas, capaces de tolerar niveles de

toxicidad y ademas de todo esto, ser capaces de beneficiarse de los contaminantes para
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poder utilizarlos como fuente de energia para poder crecer y desarrollarse; en suelos
contaminados, las cepas que mayores posibilidades tienen de sobrevivir son aquellas
que son capaces de soportar los altos niveles de toxicidad y al mismo tiempo apto para
utilizar esta sustancia para su crecimiento (Meneses, 2014, pags. 35-36).

1.6. Fundamentacion Legal

Para el proyecto se utilizd la reglamentacion por parte del RAHOE (reglamento
ambiental de actividades hidrocarburiferas) y el TULAS (texto unificado de

legislacion ambiental secundaria), libro VI del Anexo 2:

Segun el (RAHOE) (2010):

CAPITULO XII: LIMITES PERMISIBLES

Art. 86.- Parametros.- Los sujetos de control y sus operadoras y afines
en la ejecucion de sus operaciones, para descargas liquidas, emisiones
a la atmosfera y disposicion de los desechos sélidos en el ambiente,
cumplirén con los limites permisibles que constan en los Anexos No. 1,
2 y 3 de este Reglamento, los cuales constituyen el programa minimo
para el monitoreo ambiental interno y se reportaran a la Subsecretaria
de Proteccion Ambiental conforme la periodicidad establecida en el

articulo 12 de este Reglamento.

Los limites permisibles a aplicarse en un proyecto determinado
dependen del uso posterior a darse al suelo remediado, el cual constara
en el respectivo Programa o Proyecto de Remediacion aprobado por la
Subsecretaria de Proteccion Ambiental. De presentar los suelos
naturales (no contaminados) del area concentraciones superiores a los

limites establecidos, se pueden incrementar los valores del respectivo
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parametro hasta este nivel, siempre que se haya comprobado este
fenomeno estadisticamente a través de un monitoreo de suelos no

perturbados ni influenciados en la misma area.

Tabla 7. Limites permisibles para la identificacion y remediacion de suelos
contaminados en todas las fases de la industria hidrocarburifera, incluidas las

estaciones de servicio.

Pardmetro | Expresado | Unidad Uso Uso Ecosistemas
en Agricola | Industrial sensibles

Hidrocarburos | TPH mg/kg <2500 <4000 <1000
totales
HAP C mg/kg <2 <5 <1
Cadmio Cd mg/kg <2 <10 <1
Niquel Ni mg/kg <50 <100 <40
Plomo Pb mg/kg <100 <500 <80

Nota: 1) Expresado en base de sustancia seca (gravimétrico; 105°C, 24 horas). 2) Valores limites
permisibles enfocados en la proteccion de suelos y cultivos. 3) Valores limites permisibles para sitios
de uso industrial (construcciones, etc.). 4) Valores limites permisibles para la proteccidn de ecosistemas
sensibles tales como Patrimonio Nacional de &reas naturales y otros identificados en el correspondiente
Estudio Ambiental. Fuente: (Ministerio de Hidrocarburos, 2010). Tomado de (Tulas, Libro VI, anexo
2,2012)

Tratamientos Bioldgicos:

Literal 4.1.3.7 Independiente del tratamiento que el regulado adopte,
los suelos contaminados deberan alcanzar los niveles de concentracion
establecidos en los criterios de remediacion de suelos establecidos
(tabla 2) en la presente Norma. Los valores seran aplicados de acuerdo

al uso de suelo donde se sitla el area contaminada.
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4.2.2 Criterios de Remediacion o Restauracién del Suelo.

Los criterios de Remediacion o Restauracion se establecen de acuerdo
al uso que del suelo (agricola, comercial, residencial e industrial), y son
presentados en la Tabla 3. Tienen el proposito de establecer los niveles
maximos de concentracion de contaminantes de un suelo en proceso de

remediacion o restauracion.
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Capitulo 2

Metodologia

2.1. Fase de campo

En la fase de campo se tomd las muestras de suelo.

2.1.1. Georreferenciacion del sitio de muestreo.
En el sitio designado se identificaron un total de 12 puntos de muestreo de suelos
tomados en la parroquia de Puembo, ubicada al nororiente de la ciudad de Quito,

provincia de Pichincha.

Tabla 8. Coordenadas del sitio de investigacion y sus condiciones climaticas.

Longitud -0.199207
Latitud -78.369792
Altitud 2450 m.s.n.m

Temperatura 10-25°C

Humedad 88 %

Velocidad del viento 4 m/h

Nota: Tomado del programa Latitude & Longitude, 2013

2.1.2. Muestreo de suelos.
Se realiz6 dos muestreos: Un muestreo para analisis fisico-quimico tomando muestras
de suelo en Puembo y analizadas en el laboratorio de agua y suelos de Cayambe. El
otro muestreo para andlisis microbioldgico en muestras de suelo de Puembo y

analizadas en los laboratorios de Ciencias de la Vida.
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2.1.2.1. Muestreo de suelos para anlisis fisico-quimico.
Se utiliz6 la técnica tresbolillo en los 12 puntos de muestreo, realizando huecos de 25
cm largo x 25 cm ancho x 35 cm de profundidad, posteriormente se tomaron 12
submuestras de suelo de 1 kg cada una; obteniendo 12 submuestras, fueron mezcladas
para obtener una sola muestra de 1 kg, se guardé en una funda hermética, finalmente
se transport6 en un cooler al laboratorio de agua y suelos de la Universidad Politécnica

Salesiana en Cayambe.

2.1.2.2. Muestreo de suelos para andlisis microbioldgico.
De los 12 puntos de muestreo anteriores se tomaron mediante jeringuillas estériles
60 g de suelo, con el propdsito de no alterar la carga microbiana autéctona del suelo,
las jeringuillas fueron guardadas en fundas herméticas etiquetando cada muestra, se
colocaron en un cooler y se transport6 al laboratorio de Ciencias de la Vida UPS sede

Quito.

2.1.3. Obtencion de petréleo.

El petréleo se obtuvo de la refineria de Esmeraldas, con un volumen de 3.5 L.

2.2. Fase de laboratorio.

Los analisis microbiolégicos se realizaron es los laboratorios de Ciencia de la Vida.

2.2.1. Diluciones.
En el laboratorio se mezclaron todas las muestras (jeringuillas) llegando a un total de
720 g, luego se colocaron 10 g de la muestra en un frasco boeco, que contenia 90 mL
de agua destilada estéril, esta mezcla fue homogenizada durante 2 minutos para
obtener la solucion madre, con la ayuda de una micropipeta se tomo 1 mL de la
solucion madre y fue transferida a un tubo de ensayo que contiene 9 mL de agua

destilada agitando en un vortex para obtener la dilucion 10, de ésta dilucion se tomo
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1 mL y se transfirié a un tubo que contiene 9 mL de agua destilada estéril para obtener
la dilucion 1072, estos pasos fueron repetidos hasta obtener la dilucion (107°) (Huerta,

2009).

2.2.2. Medios de cultivo utilizados
Se utilizaron 4 tipos de agar: PDA (Potato Agar Dextrosa) y SDA (Sabouraud Dextrose
Agar) que son medios especificos para hongos; mientras que TSA (Trypticase Soy
Agar) y Cetrymida Agar para bacterias. Se prepararon en funcién de las etiquetas de

la casa productora Difco.

2.2.3. Analisis Microbioldgico de microorganismos.
Se efectud la siembra de microorganismos por el método de superficie en caja Petri y

el aislamiento de microorganismos.

2.2.3.1. Siembra de superficie en caja Petri.
Se tomaron 100 pL de cada una de las diluciones y se dispenso en las cajas Petri en
los medios de cultivo seleccionados, con la ayuda de un asa Drigalski fue esparcido
sobre la superficie del medio de cultivo, posteriormente para bacterias se incubo en
cajas con medio TSA a 37 °C por 72 h, mientras que para hongos en cajas con medio

PDA 'y SDA a 25 °C por 5 dias.

2.2.3.2. Aislamiento de microorganismos
Una vez observado el crecimiento de los microrganismos en las cajas Petri se procedio
aislarlos, para hongos se tomo una porcién de cada hongo y se sembro en medio PDA
y SDA, mientras que para la bacteria se tomo una colonia y se sembré en medio TSA
hasta su purificacion. Este procedimiento fue realizado 2 veces por semana durante 1

mes.
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2.2.3.3. Aislamiento e identificacion de Pseudomonas
El aislamiento y la identificacion de Pseudomonas durante el tiempo del ensayo
contempla la selecciébn y resiembra de bacterias, caracterizacion macro y
microscopica, identificacion con pruebas bioquimicas Microgen, conteo de colonias y

conservacion de Pseudomonas.

2.2.3.3.1. Seleccidn y resiembra de bacterias.
Una vez purificadas las bacterias en medio TSA, se escogieron las colonias que
presentaron caracteristicas similares a Pseudomonas (tamafio, color, mucosidad,
forma de colonias, tipo de bordes), mediante un asa microbioldgica se resembré cada
colonia en medio Cetrymida, especifico para Pseudomonas, este procedimiento fue

realizado por 4 semanas.

2.2.3.3.2. Caracterizacion macroscopica
A partir de 10 cajas con medio Cetrymida se tomo una colonia'y mediante el estéreo
microscopico Yy lente 2 X se observé las caracteristicas macroscépicas de las colonias

como: tamafio, color, aspecto, tipos de borde, superficie.

2.2.3.3.3. Caracterizacién microscopica
Se efectud tincion gram a partir de las cajas seleccionadas de la siguiente manera: se
tomo una colonia y se realizé un frotis en un portaobjetos, este frotis fue fijado en un
mechero y cubierto con cristal violeta por un minuto, se paso 3 veces la placa por la
Ilama hasta evaporarlo y fue lavado con agua destilada, se ejecutd el mismo proceso
para alcohol-acetona, por ultimo fue cubierto por safranina por 10 segundos, se pasé
veces por el mechero y se lavo con agua destilada, al final se dejo secar por unos 5
minutos y se observd al microscopio con lente de 100 X el tipo de bacteria por
coloracion (gram positiva o negativa), tamafio, color, forma, sistema flagelar

(Santambrosio, Ortega, & Garibaldi, 2009).
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2.2.3.3.4. ldentificacion con pruebas bioquimicas
Se utiliz6 un kit Microgen=;™ GnA+B-ID System, a partir de un cultivo de 24 h se
procedio a preparar una dilucion 10 en 5 mL de suero fisioldgico estéril, mediante
una micropipeta fue transferido 100 uL de la suspension a cada pocillo de las tiras
reactivas GN A'Y GN B, incubando a 37 °C durante 24 h 'y 48 h. Se procedio a leer 24
h después de la incubacién de cada pocillo registrando los cambios de color como
detalla el manual de uso, verificando asi la lectura positiva o negativa, se volvio
incubar las pruebas a 37 °C durante otras 24 h, transcurridas el tiempo de 48 h de
incubacién fueron afadidos los reactivos correspondientes en los pocillos de la
segunda tira reactiva, se afiadio en el pocillo 19 reactivo de kovacs, en el pocillo 20
una gota de nitrato A y una gota de nitrato B, se realizd la lectura después de 60 seg,
en el pocillo 23 se colocd una gota de reactivo VPI seguido de una gota de reactivo

VPII, leyéndose la prueba después de 15 min.

Se dio la lectura final al transcurrir 48 h de incubacidn, registrando los resultados en
el formulario de informes adjunto en el Kit, se procedié a calcular la codificacion octal

y se interpreto utilizando el software MID (Microgen bioproducts, 2007).

2.2.3.3.5. Conteo de colonias
A partir de un tubo falcén con crecimiento bacteriano de 24 h en medio TSB (solucién
madre) se realizaron diluciones desde 10! hasta 103 se tomaron 100 pL de cada
dilucién y se dispensaron en cajas con medio TSA (2 cajas por dilucién) y con un asa
Drigalski se esparci6 sobre la superficie del medio de cultivo. Tanto las cajas como las
diluciones se incubaron a 37 °C. Transcurridas 24 h se efectu6 el conteo de colonias

que crecieron en el medio TSA. Este proceso se desempefio por 3 dias consecutivos.
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El conteo de colonias se procedié multiplicando el nimero de colonias encontradas en
la caja Petri por el factor de dilucion, este procedimiento se realizé para reportar el

namero de colonias por dilucion.

2.2.3.3.6. Conservacion de Pseudomonas
Se tomo con el asa microbiologica varias colonias de una caja Petri y se dispersaron
en el medio que contiene el tubo de CRYOBANK, se agitd por 3 minutos con el
objetivo que la bacteria se adhieran a las perlas, finalmente se removio el medio de

cultivo del tubo con una micropipeta estéril y se congel6 a una temperatura de -80 °C.

2.2.3.4. Inoculacion de Pseudomonas sp en suelo con petroleo.
La inoculacion de Pseudomonas durante el tiempo del ensayo contempla los siguientes
pasos como: preparacion del cultivo bacteriano y de la solucidén, medicion de la
concentracion por espectroscopia UV-VISIBLE y la aplicacion del inoculo a los

tratamientos que se describen a continuacion.

2.2.3.4.1. Preparacion del cultivo bacteriano
Se tomo varias veces las colonias de Pseudomonas sembradas en cajas Petri, con la
ayuda de un asa microbioldgica fueron colocadas en 6 tubos plasticos con 50 mL de

medio TSB y se incubaron por 24 h a una temperatura de 35 °C.

2.2.3.4.2. Preparacion de la solucion.
Después de las 24 h se procedi6 a centrifugar los 6 tubos falcon durante 15 minutos a
3500 rpm, se descartd el medio TSB quedando solo el pellet bacteriano en el fondo de
los tubos, cada tubo falcon fue suspendido con 45 mL de agua peptonada, a
continuacion se colocé en un vortex para homogenizar el pellet y finalmente se coloco

en un frasco boeco de 1000 mL estéril aforandolo a 800 mL con agua peptonada.
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2.2.3.4.3. Medicion de la concentracion por espectrofotometria
UV-VISIBLE.
Con la solucidn preparada anteriormente se procedié a medir la concentracién en un
espectrofotometro UV visible previamente calibrado, se selecciond la longitud de onda
de 655 nm (nandmetros) mediante la solucién blanco (agua de peptona) colocada
previamente en una celda de plastico, se situ6 en el porta celdas dentro del
espectrofotometro con el objetivo de ubicar el contador en O para iniciar la medicion,
se removio el “blanco” del porta celdas y se coloco una celda nueva con 1 mL de la
solucién preparada de Pseudomonas realizando la medicion, hasta alcanzar una

absorbancia de 0.200 + 0.010, para lograr una concentracion de 108 UFC/mL .

2.2.3.4.4. Aplicacion del inéculo de Pseudomonas
Se aplicd 100 mL de solucion de Pseudomonas mediante un aspersor a cada una de las
cajas con los tratamientos correspondientes, la aplicacion se realizd 1 vez por semana

por 3 meses a excepcion de las cajas testigo.

2.2.3.5. Aislamiento e identificacion de Trichoderma.
El aislamiento y la identificacién de Trichoderma conlleva los siguientes pasos:

caracterizacion macro y microscopica, identificacion y conservacion.

2.2.3.5.1. Caracterizacion macroscopica
A partir de las cajas con hongos purificadas anteriormente, se escogieron las que
presentaron mejor crecimiento, coloracion verde por el haz y amarillo en el envés,

forma de crecimiento de los halos.
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2.2.3.5.2. Caracterizacion microscépica e identificacion de
Trichoderma.
Por la técnica de scotch, se dispuso en un portaobjetos una gota de azul de lactofenol
y mediante un fragmento de cinta scotch se coloco sobre el cultivo del hongo, se ubico
la cinta en el portaobjetos y se observé en el microscopio con lentes 4 X, 10 X y 40 X,
mediante la guia de H. Barnett, cddigo 46 perteneciente a Trichoderma, se procedio a
comparar las estrucutras vistas en el microscopio con las del autor las cuales cita
“Conididéforos hialinos, en posicion vertical, muy ramificado en racimos, no
verticiladas; fialides individuales o en grupos; conidias hialinas ovoides ” (pags. 52-

53).

2.2.3.5.3. Cinética de crecimiento.
Con un calibrador se midié por el reverso de la caja Petri el crecimiento del hongo
expresado en mm registrando cada 24 horas durante 4 dias, con estos datos se realiz6

una curva de crecimiento.

2.2.3.5.4. Conservacion de Trichoderma.
Mediante un asa microbiologica se tomd una porcién del hongo Trichoderma de una
caja Petri y se introdujo en un tubo de CRYOBANK, se agit6 con el objetivo que el
hongo se adhiera a las perlas, finalmente se removio el medio de cultivo del tubo con

una micropipeta estéril y se congelo a una temperatura de -80 °C.

2.2.3.6. Inoculacion de Trichoderma sp en suelo con petroleo.
La inoculacion conlleva los siguientes pasos: preparacion de la solucion, conteo de

esporas, inoculacion y aplicacion de la solucion de Trichoderma.
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2.2.3.6.1. Preparacion de la solucion.
Se prepard una solucion de 792 mL de suero fisioldgico afiadiendo 8 mL de tween 80
al 1 % completando el volumen de 800 mL, se tomd el contenido del hongo de una
caja Petri mediante un asa microbioldgica y se colocé dentro de la solucion, se agit6

por 5 minutos hasta que la solucién este homogénea.

2.2.3.6.2. Conteo de esporas.
Se coloc6 un cubreobjetos sobre la cAmara de Neubauer, mediante una micropipeta
fue extraido 10 pL de la solucién colocada entre el borde del cubreobjetos y la cdmara
de Neubauer, con el objetivo de que el liquido penetre por capilaridad entre la camara
y el cubreobjetos. Se coloco la cdmara de Neubauer en la bandeja del microscopio y
se enfocd el microscopio hasta que pueden verse nitidas las células mirando por el
binocular, se enfocd con un lente de 10 X para ubicar el campo central de 1 mm?; este
cuadro central se encuentra subdividido en 25 cuadrados cada uno de estos con un area
de 0.4 mm?, se enfocd con el lente de 40 X, fueron contados los cuadrados de los
extremos y el cuadrado central, cinco en total, anotando la cantidad de células
(Bastidas, 2015) Finalmente se determinaron el nimero de esporas por mL hasta
alcanzar una concentracion de 10° se determind mediante el uso de la siguiente

formula:

Esporas O
- # de Esporas contadas X 25000 X factor de diluciéon

Formula 2. Conteo de esporas por mL

Tomado de (Hidalgo & Osorio, 2013).
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2.2.3.6.3. Inoculacion y aplicacién del inoculo de Trichoderma en

suelo con petrdleo.
Se aplicaron 100 mL de la solucion de Trichoderma mediante un aspersor a cada caja
con los tratamientos correspondientes mezclandolas hasta homogenizar el suelo, este

proceso se realizd 1 vez por semana por 3 meses a excepcion de las cajas testigo.

2.2.3.7. Inoculacion y aplicacion del consorcio microbiano.
De las soluciones de Trichoderma y Pseudomonas se extrajo 100 mL respectivamente
combindndolos en un aspersor, aplicando a los tratamientos correspondientes y
mezclando hasta obtener un suelo homogenizado, este procedimiento se realiz6 1 vez

por semana durante 3 meses a excepcion de las cajas testigo.

2.2.3.8. Aplicacion de agua al suelo testigo.
Mediante un aspersor se colocé 100 mL de agua destilada en las cajas con suelo testigo
y se mezclo hasta la homogenizacion total del suelo, este procedimiento fue realizado

1 vez por semana durante 3 meses.

2.2.4. Montaje del ensayo.
Para el montaje del ensayo se siguio los siguientes pasos: preparacion de las cajas de
ensayo, preparacion del suelo, adicion de petrdleo a las cajas de ensayos, tratamientos

del ensayo y disposicion de los tratamientos del ensayo.

2.2.4.1. Preparacion de las cajas de ensayo.
Se utilizo y cubrio con plastico negro 16 cajas de cartdn con dimensiones 28.5 cm de

ancho x 10 cm de largo y 22 cm de profundidad etiquetandolas respectivamente.

2.2.4.2. Preparacion del suelo.
El suelo fue tamizado con los tamices: 31, 10, 14, 18, 20, 16, 25 micrometros. Se pesé

y coloco 2.5 kilos en cada caja.
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2.2.4.3. Adicion de petroleo las cajas de ensayos.
Con una probeta se tom6 110 mL de petréleo y con otra probeta se tom6 300 mL de
agua destilada, ambas probetas fueron vertidas al suelo de todos los tratamientos y se

mezcld por 1 minuto hasta su homogenizacion.

2.2.4.4. Tratamientos del ensayo.

Tabla 9. Tratamientos del ensayo.

TRATAMIENTO DESCRIPCION DOSIS
TO Suelo + hidrocarburo 2.5 kg +110 mL
Tl Suelo + hidrocarburo + 2.5 kg +110 mL+100 mL

Trichoderma

T2 Suelo + hidrocarburo + 2.5 kg+110 mL+100 mL
Pseudomonas

T3 Suelo+ hidrocarburo 2.5 kg+110 mL+100
+Trichoderma mL+100 mL
+Pseudomonas

Nota: Elaborado por S. Mufioz 2016.

2.2.4.5. Disposicidn de los tratamientos del ensayo.
Se dispuso las 16 cajas en un DBCA (diserio de bloques completos al azar) con cuatro
repeticiones que tuvieron condiciones ambientales homogéneas, adicionalmente se

afiadio luz artificial proveniente de focos fluorescentes con temperatura 20 °C.
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Disposicion de tratamientos

Repeticion 1 Repeticion 3 Repeticion 2 Repeticion 4
£ A T1 T2 T1 T3
S|

TO

£ 4 T1 TO TO

S |v
4 T3 T3 T2 T2

g

S |v
T2 TO T3 T1

Figura 7. Disefio experimental DBCA de las 16 cajas de los tratamientos

Elaborado: S. Mufioz, 2016.

2.2.5. Analisis fisico-quimicos.
Se efectuaron en los laboratorios de suelos y agua de la Universidad Politécnica
Salesiana sede Cayambe, fueron realizados analisis al inicio y al final del ensayo. Los
parametros fisicos quimicos analizados fueron: materia organica, P, K, Ca, Mg
asimilable, Fe, Mn, Cu, Zn, Sodio intercambiable, B y S extractable, pH,
conductividad eléctrica, textura y clase textural, basados en procedimientos

estandarizados internacionales (Ver anexo 1).
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Tabla 10. Pardmetros analizados y su metodologia.

Parametro Método de Valoracion Unidades de Medicion
Materia Orgénica Walkley Back %
Fosforo Olsen Modificado ppm
Asimilable
Potasio Olsen Modificado- Fotometria de meq/100 g
Asimilable flama
Calcio Asimilable | Olsen Modificado -Fotometria de meq/100 g

absorcién atdmica

Magnesio Olsen Modificado-Fotometria de meq/100 g
Asimilable absorcion atomica
Fe, Mn, Cu, Zn | Olsen Modificado -Fotometria de mg/L

absorcién atdmica

Sodio Acetato de amonio-Fotometria de meq/100 g
intercambiable absorcion atdmica
Boro extractable Curcumina en acido acético mg/L

glacial- Fotocolorimetria

Azufre Turbidimétrico -Fotocolorimetria ppm

Nota: Elaborado por S. Mufioz 2016.

2.2.6. Analisis de hidrocarburo (TPH).
Se realizaron analisis al inicio, a la mitad y al final del ensayo en el Centro de

Soluciones Analiticas Integrales CENTROCESAL.
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Tabla 11. Parametros de TPH analizados y su metodologia.

DESCRIPCION PROCEDIMIENTO | UNIDADES DE MEDICION

TPH Method EPA 8015 mg/kg

Nota: Elaborado por S. Mufioz 2016.
2.2.7. Disefio Experimental.

Tabla 12. Caracteristicas del disefio experimental.

Datos Detalle
Disefio Experimental DBCA
Unidades experimentales 16 (cajas)
Tratamientos 4
Repeticiones 4

Nota: Elaborado por S. Mufioz 2016.

2.2.7.1. Analisis estadistico.
Para los analisis fisicos quimicos de los suelos se trabajé con los resultados obtenidos
al inicio y al final del ensayo.
Para los TPH se ocupd los resultados de los analisis realizados al inicio y al final del
ensayo.
Para variables como: temperatura, pH, conductividad eléctrica y humedad, se realizé
un analisis de varianza (ANOVA) y la prueba de significancia de Tukey al 5%,

mediante el programa estadistico "stadisctick".

2.2.7.2. Manejo de las variables del ensayo

Las variables evaluadas fueron temperatura, pH, conductividad eléctrica y humedad.
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2.2.7.2.1. Temperatura
Mediante un termémetro de mercurio se midio la temperatura en °C en 3 puntos

diferentes de cada caja durante 3 meses.

2.2.7.2.2. Humedad
De cada tratamiento se escogio 2 g de suelo y se las colocé en crisoles previamente
tarados, se pesaron el crisol + suelo (PN+C), unas vez pesados se las puso en una
estufa a 105°C por 3 horas, pasadas las 3 horas se las ubicé en un desecador por 30
minutos, después de 30 minutos se volvio a pesar (PS+C), una vez realizada esto se

aplicé la siguiente formula:

(PN+C)—(PS+0)
% humedad = CEED X 100

Formula 3. Calculo del porcentaje de humedad mediante crisoles

Tomado de (Rodriguez & Rodriguez, 2011, pags. 105-106)

2.2.7.2.3. pHy conductividad eléctrica
Se utiliz6 una relacion 1:2, 5 g de suelo en 10 mL de agua destilada, se agit6 y dejo
reposar por 5 minutos, después de este tiempo se volvid agitar y mediante el
potenciémetro calibrado se midi6 el pH y la conductividad eléctrica introduciendo el
electrodo correspondiente en la solucidn, se esperd 10 segundos y se registré los

valores de pH y conductividad eléctrica en dS/m durante tres meses.
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Capitulo 3:

Resultados y discusion

3.1.  Anadlisis fisico quimico.

Se analizaron los macro elementos del suelo de los ensayos.

3.1.1. Macro elementos.

Tabla 13. Resultados de los macro elementos de los analisis fisico — quimicos

Valores
Segln K Mg Ca
INIAP N % P (ppm) (meqg/100g) | (meqg/100g) | (meqg/100g)
Alto >0.40 >60.0 >2 >4.0 >15.0
Medio | 0.30-0.40 20.0-60.0 0.2-2 2.0-4.0 8.0-15.0
Bajo <0.30 <20.0 <0.2 <2.0 <8.0
In |Fn In |Fn In |Fn In |Fn In |Fn
T0 058 | 051 | 0.1 | 450 | 895 | 155 | 4.68 | 3.32 | 9.49 | 16.27
Tl 058 | 053 | 0.1 [47.68| 895 | 1.71 | 468 | 3.71 | 9.49 |16.41
T2 058 | 045 | 0.1 |[56.21| 895 | 1.64 | 468 | 3.45 | 9.49 | 15.8
T3 058 | 048 | 0.1 |43.82| 895 | 1.58 | 468 | 3.51 | 9.49 | 15.9

Nota: In: inicio del ensayo, Fn: final del ensayo; TO: Suelo testigo; T1: Suelo+Trichoderma sp; T2:
Suelo+Pseudomonas fluorescens; T3: Suelo+Trichoderma sp+ Pseudomonas fluorescens. Valores de
referencia de suelos adaptados por Estacion Experimental Tropical “Pichilingue”. INIAP. 2002. por

S. Muiioz, 2016.

Como se observa en la tabla 13 todos los tratamientos inician con cantidades de N con
0.58 %, P con 0.1 %, K con 8.95 meq/100g, Mg con 4.68 meg/100g y Ca con 9.49

meq/100g.

Los valores al final del ensayo muestran que N disminuyo en todos los tratamientos,

asi T1 con 0.53 %, seguido de TO con 0.51 %, T3 con 0.48 % y T2 con 0.45 %.

La disminucion de este elemento se debe a que el nitrégeno del suelo se pudo
volatilizar, ademas que los microorganismos necesitan N para formar otros

compuestos como proteinas, enzimas entre otros, los cuales son vitales para su
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desarrollo. Posiblemente la disminucion de nitrégeno en los tratamientos se deba a los
procesos relacionados a la actividad microbiana, ya que durante el proceso de
degradacion se libera calor por el metabolismo de los microorganismos, formando una
temperatura la cual influye para que el nitrégeno se libere a la atmosfera en forma de

amoniaco.

Segln (Castillo Rodriguez, y otros, 2005, péags. 173-183) la volatilizacion del
amoniaco (NHs) es un proceso que ocurre por mineralizacion de nitrégeno organico,
desprendiéndose del suelo en forma de gas a la atmosfera a temperaturas en un rango
de 13-30 °C. Ademas (Cholango, 2009) indica que estos elementos son importantes
para el desarrollo y la propagacion de Trichoderma, puesto que la relacion carbono-
nitrégeno es esencial para la formacion de propagulos de Trichoderma, en
comparacion con Pseudomonas que se caracteriza por emplear nitratos para utilizarlos
en su proceso metabolico de respiracién microbiana como citan (Gémez, y otros, 2008,

pags. 77-80).

Para el contenido de fosforo los valores al final del ensayo muestran que todos los
tratamientos aumentaron. Asi T2 con 56.21 ppm, T1 con 47.68 ppm, T3 con 43.82

ppm y TO con 4.50 ppm.

Este aumento de P posiblemente se deba a que al ser un elemento inmovil y no estar
en formas asimilables, no es absorbido o utilizado por los microrganismos autoctonos

como los inoculados para realizar sus actividades de desarrollo y metabolismo.

Se puede observar que las cantidades de fosforo aprovechable no estan disponibles
para los microrganismos, posiblemente debido a la escasez de bacterias y hongos

especificos para la degradacion de fésforo, el fosforo no disponible es transformado a
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fosfatos los cuales son asimilados y aprovechados por Trichoderma y Pseudomonas

para su metabolismo.

En el suelo existen ciertas bacterias y hongos especificos capaces de llevar a cabo el
proceso de solubilizacién del fosforo, las bacterias estan entre el 1-50 % y los hongos
entre el 0.1-0.5 % de las poblaciones microbianas del suelo, entre los principales
microrganismos que participan en la produccion de fosforo asimilable se encuentran
bacterias de los géneros como Bacillus, Rhizobium y Enterobacter y hongos como

Aspergillus y Penicillium (Vargas, 2012, pag. 57).

(Andrade , 2012, pags. 52-53) Y (Arévalo, 2014, pag. 12) indican que Trichoderma
posee diferentes mecanismos que permiten al fésforo pasar a formas mas disponibles,
como es la capacidad para liberar acidos organicos, la produccion fisiologica de
protones y la excrecidn de fosfatasas acidas permitiendo la solubilizacion de fosforo
con el uso de ciertas enzimas como hexoquinasas o glucoquinasas transformando a

formas mas asimilables y disponibles.

(Lépez & Quintero, 2006) y (Ferndndez, Zalba, Sagardoy, & Gomez, 2005)
mencionan que las Pseudomonas son bacterias con la facultad de producir sustancias
biosurfactantes compuestos que se encargan de solubilizar y facilitan la penetracion
de los hidrocarburos por la pared celular hidrofilica, ademas de que poseen enzimas
que degradan hidrocarburos en la membrana citoplasmatica, produce cierto acidos

organicos implicados en la solubilizacion del fosfato (Beltran, 2014, pag. 106).

Los valores al final del ensayo muestran que K y Mg disminuyeron en todos los
tratamientos, para potasio: T1 con 1.71 meq/100g, seguido de T2 con 1.64 meq/100g,

T3 con 1.58 meqg/100g y TO con 1.55 meqg/100g. Para magnesio: T1 con 3.71
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meq/100g, seguido de T3 con 3.51 meqg/100g, T2 con 3.45 meq/100g y TO con 3.32

meq/100g.

Estos elementos se encuentran formando parte de ciertos minerales organicos no
asimilables para los microorganismos pero al sufrir transformaciones se separan de
diversas formas, pero su forma mas asimilable son como iones, posiblemente la
reduccion se debe a que Ky Mg** intervienen como cofactores para poder metabolizar

y transformar otros elementos inorganicos (N, P) a sus formas disponibles.

El potasio inorganico se encuentra en los suelos conformando varios minerales entre
estos silicatos o ldminas de arcillas, una vez que el potasio se desprende por reacciones
enzimaticas, se convierte en asimilable para los microrganismos, su absorcion es
rapida en forma K*, intercede como activador enzimatico para conseguir que ciertas
sustancias inorganicas puedan ser aprovechables por los microorganismos, interviene
en aproximadamente cincuenta sistemas enzimaticos como: el metabolismo oxidativo
sintesis de proteinas, equilibrio osmotico entre otras funciones, por lo que se requiere
en una concentracién elevada en el medio (Oliveira, Afif, & Mayor, 2006, pags. 43-
46). Como mencionan (Infante, Morales , & Ehrmann, 2010) Y (Dibble & Bartha,
1979) “en suelos que exista una contaminacion producida por petréleo, la existencia o
la adicion de potasio puede mejorar la tasa de biodegradacion.”

(Castillo Rodriguez, y otros, 2005, pags. 210-220) Mencionan que el ion Mg*™
interviene como un importante catién celular, cofactor inorganico en muchas
reacciones enzimaticas, incluyendo aquellas que requieren ATP; funciona uniendo las
enzimas a los substratos se encarga de la estabilizar ribosomas, membranas y acidos

nucleicos como cofactor de diversas reacciones.
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Los valores al final del ensayo muestran que Ca aumento en todos los tratamientos TO
con 16.47 meqg/100g, seguido de T1 con 16.21 meq/100g, T3 con 15.8 meq/100g y

T2 con 15.8 meqg/100g.

El incremento de calcio en el suelo de los tratamientos posiblemente se debe a la
adicion de petréleo al suelo o a las reacciones bioldgicas realizadas por los
microorganismos como fijacion de nitrogeno o transformacion de fdésforo no

asimilable a disponible, liberando particulas de calcio al medio.

(Castillo Rodriguez, y otros, 2005, pag. 215) Indican que en suelos donde se encuentre
en gran cantidad el ion Ca*, el diéxido de carbono derivada de oxidaciones
microbianas tiene como resultado la precipitacion de este compuesto en forma de
CaCOs3, ademas cita que “procesos como la amonificacion o las reducciones de nitrato
a sulfato favorecen a la precipitacion de CaCOs al suelo”. El ion Ca*™ es un cofactor

de enzimas que interviene en la formacidn de otras moléculas como proteinasas.

(Bravo, 2007, pags. 7-8) indica que para realizar algunos de los procesos de extraccion
de crudo como es la perforacién se utilizan lodos de perforacion, los cuales contienen
como uno de sus componentes principales el carbonato de calcio y el cloruro de calcio
como emulsificante para incrementar la viscosidad de los lodos y lignosulfato de calcio

en el proceso de cementacion.
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3.1.2. Medicion de variables.

3.1.2.1.

Potencial de hidrogeno (pH)

Tabla 14. Anélisis de varianza para pH, Tukey al 5%

Anélisis de Varianza (ANOVA)

CV=3.6% Tukey (5 %)
p_
Datos SC | GL |[CM]| F Tratamientos | Media | Rango
valor
Error 57 | 233 [0.06 T0 7.0 A
Repeticiones [35.07| 3 |0.02(0.36(0.7799 Tl 7.0 A
Tratamientos | 0.1 3 10.03/0.53|0.6641 T2 6.9 A
Total 40.15| 239 T3 7.0 A

Nota: GL: grados de libertad; SC: suma de cuadrados; CM: Media de cuadrados; F: estadistico; P-valor:
probabilidad; CV: coeficiente de variacion; TO: Suelo testigo; T1: Suelo+Trichoderma; T2:

Suelo+Pseudomonas fluorescens; T3: Suelo+Trichoderma+ Pseudomonas fluorescens. Elaborado por

S. Muioz 2016.

Como se muestra en la tabla 14, para la variable pH los tratamientos mostraron valores

similares . Asi TO, TLy T3 con 7.0 y T2 con 6.9. Los tratamientos se encuentran en el

rango de significancia A, es decir que estadisticamente son iguales. EI CV es 3.6 %,

indica que se encuentra dentro de los rangos permitidos para este tipo de ensayos y

corrobora que los datos obtenidos durante la investigacion son confiables.

Al comparar el suelo del ensayo sin hidrocarburos obtuvo un pH de 7.8 con el suelo

de los tratamientos se pudo observar que el pH disminuyo, posiblemente debido a la

adicion del hidrocarburo en el suelo, alterando la composicion del medio y haciendo

que disminuya el pH de los tratamientos del ensayo que fluctuaron entre 6.9 y 7.0.
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La reduccion del pH en los tratamientos también pudo darse por la liberacion de
compuestos del hidrocarburo (alcanos de cadena larga y &cidos grasos) mediante la
degradabilidad del hidrocarburo por parte de los microorganismos del suelo utilizados
en el ensayo y la posible carga microbiana propia tanto del hidrocarburo como del

suelo en estudio.

Los pH a los cuales trabajan los dos microrganismos se encuentran dentro de los pH
requeridos para su metabolismo. Trichoderma sp se desarrolla en un rango de 5-7 y
Pseudomonas fluorescens a un rango de 7-8, demostrando que el pH de los
tratamientos del ensayo se encuentra dentro de los rangos y contribuyé a la

degradacion de los hidrocarburos.

Como cita (Britton, 1984, pags. 89-129) la acidificacion del pH en los suelos
contaminados con hidrocarburos fue causado por el proceso de degradacion, debido a
la emancipacidon de &cidos grasos y compuestos de cadena larga durante el proceso de
biodegradacion.

(Martinez & Gaju, 2005, pag. 82) y (Pardo, Perdomo, & Benavides , 2004, pag. 42)
mencionan que los pH optimos para la degradacion de hidrocarburos se encuentra en
rangos de 7.0 a 8.0. El pH del ensayo se encuentra dentro de los rangos que menciona
la literatura, lo que corrobora los datos del ensayo.

Como indican (Castro & Rivillas, 2012, pag. 6) Trichoderma se desarrolla en un rango
de pH de 5.5-7.5 y para Pseudomonas fluorescens tienen un rango de pH de 6-8 segun

(Gomez, y otros, 2008, pag. 40).
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3.1.2.2. Conductividad eléctrica (C.E).

Tabla 15. Andlisis de varianza para C.E, Tukey al 5%.

Analisis de Varianza (ANOVA)
CVv=20% Tukey (5 %)
p- Media

Datos SC GL |CM| F Tratamientos Rango

valor (dS/m)

Error 45.01| 233 |0.53 TO 19 |A
Repeticiones | 0.01 3 0.51(1.22|0.3572 T1 1.8 |A
Tratamientos | 32.02 3 0.54 4.02|0.0453 T2 19 |A

Total 77.04| 239 T3 1.8 |A

Nota: GL: grados de libertad; SC: suma de cuadrados; CM: Media de cuadrados; F: estadistico; P-valor:
probabilidad; CV: coeficiente de variacién; TO: Suelo testigo; T1: Suelo+Trichoderma; T2:
Suelo+Pseudomonas fluorescens; T3: Suelo+Trichoderma+ Pseudomonas fluorescens. Elaborado por

S. Mufoz 2016.

Como se muestra en la tabla 15, para la variable C.E, todos los tratamientos mostraron
valores similares que oscilaron entre 1.8 y 1.9 dS/m. Asi TOy T2 con 1.9 dS/m, T1y
T3 con 1.8 dS/m. Los tratamientos se hallan en el rango de significancia A, es decir
que estadisticamente son iguales. EI CV es 2.0 %, indica que se encuentra dentro de
los rangos permitidos para este tipo de ensayos y corrobora que los datos obtenidos

durante la investigacion son confiables.

Al comparar la C.E de un suelo sin hidrocarburo con valor de 3.84 dS/m con el suelo
con el hidrocarburo se observo que aumento a 6.35 dS/m fuera de los rangos
establecidos por la literatura, pero transcurrido el ensayo de biorremediacion se
observo que los valores de los tratamientos del ensayo fluctuaron entre 1.8-1.9 dS/m,
posiblemente el hidrocarburo contenia compuestos salinos empleados en los procesos

de obtencion y purificacion del hidrocarburo, provocando que la conductividad
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aumente, sin embargo después del ensayo de biorremediacion se evidencio que la C.E
disminuyo, atribuyendo a que los microrganismos transformaron las sales para luego
utilizarlas para su metabolismo, ademas de la formacion de ciertas moléculas y

sustancias organicas.

Segun (Garza, Ortiz, Macias, & Coll, 2008, pags. 48-49) y (Martinez & L6pez, 2001,
pég. 14), mencionan que la presencia de hidrocarburos en el suelo aumentaron la C.E
y al mismo tiempo estimularon el metabolismo de las poblaciones microbianas,
provocando que los hidrocarburos no imposibiliten la solubilizacion de las sales y
iones existentes en el suelo. Asi mismo (Osuji & Opiah, 2007) indican que la C.E
disminuye debido a un acrecimiento en la actividad microbioldgica, ademés del uso
de aceptores de electrones (azufre o nitrato) los cuales son indispensables para el
metabolismo de los microorganismo. Segun el (Tulas, Libro VI, anexo 2, 2012, pégs.
363-364) los criterios de restauracion de suelos contaminados abarcan una
conductividad eléctrica valores no mayores a 4 dS/m, por lo cual el ensayo se

encuentra dentro de los parametros del ensayo.

3.1.2.3. Temperatura.

Tabla 16. Analisis de varianza para temperatura, Tukey al 5%.

Andlisis de Varianza (ANOVA)
CV=4.0% Tukey (5%)
Datos SC GL |[CM | F |p-valor|Tratamientos Mfg'a Rango
Error 643.39| 1097 | 0.59 T0 188 |A
Repeticiones | 71.21 3 23.74|40.47|<0.0001 T1 18.7 |A
Tratamientos| 0.58 3 0.19 | 0.33 | 0.8026 T2 186 |A
Total 715.18| 1103 T3 18.7 |A

Nota: GL: grados de libertad; SC: suma de cuadrados; CM: Media de cuadrados; F: estadistico; P-valor:
probabilidad; CV: coeficiente de variaciéon; TO: Suelo testigo; T1: Suelo+Trichoderma; T2:
Suelo+Pseudomonas fluorescens; T3: Suelo+Trichoderma+ Pseudomonas fluorescens. Elaborado por

S. Mufoz 2016.
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La tabla 16 indica que para la variable temperatura, los tratamientos mostraron valores
similares que oscilan entre 18.6 y 18.8 °C. Asi T1 con 18.7 °C, T2 con 18.6 °C, T3 con
18.7°C y TO con 18.8 °C. Los tratamientos se encuentran en el rango de significancia
A, es decir que estadisticamente son iguales. EI CV es 4.0 %, indica que se encuentra
dentro de los rangos permitidos para este tipo de ensayos y corrobora que los datos

obtenidos durante la investigacién son confiables.

Las temperaturas expuestas en los tratamientos indican estar cercanas a los rangos de
temperatura mesofila (20-45 °C) en las cuales Trichoderma sp y Pseudomonas
fluorescens se desarrollan adecuadamente. La temperatura promedio del ensayo esta
en 18.7 °C indicando que a pesar de no estar dentro del rango de temperatura mesofila,
la degradacion del hidrocarburo se realiz6 de manera més lenta, ademas la carga

microbiana adicionada favorecié a preservar la temperaturas en los tratamientos.

Segun (Wick, Haus, Sukkariyah, Haering, & Daniels, 2011, pag. 24) mencionan que a
temperaturas inferiores a las 6ptimas, la degradacién se ve perjudicada, disminuyendo
la velocidad de reaccién, modificando su solubilidad y reduciendo la volatilizacion de
partes toxicas que alterarian la actividad microbiana. Como citan (Castillo Rodriguez,

y otros, 2005) una temperatura mesoéfila Optima se encuentra en un rango de 20-45 °C.
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3.1.2.4. Humedad.

Tabla 17. Andlisis de varianza para humedad, Tukey al 5%.

Analisis de Varianza (ANOVA)
CV=8.8% Tukey (5%)

Datos SC GL |CM| F P~ | Tratamientos Media Rango

valor %

Error 4242 101 |4.71 TO 23.5 A
Repeticiones | 17.22 3 5.74|1.22|0.3583 T1 24.0 A
Tratamientos | 18.1 3 6.03|1.28 | 0.339 T2 25.6 A

Total 77.75| 107 T3 26.0 A

Nota: GL: grados de libertad; SC: suma de cuadrados; CM: Media de cuadrados; F: estadistico; P-valor:
probabilidad; CV: coeficiente de variacién; TO: Suelo testigo; T1: Suelo+Trichoderma; T2:
Suelo+Pseudomonas fluorescens; T3: Suelo+Trichoderma+ Pseudomonas fluorescens. Elaborado por

S. Mufoz 2016.

Como se observa en la tabla 17, para la variable humedad, los tratamientos mostraron
valores similares que oscilan entre 23.5 y 26% de humedad. Asi T1 con 24.0 %, T2
con 25.6 %, T3 con 26.0 % , TO con 23.5 %. Los tratamientos se encuentran en el
rango de significancia A, es decir que estadisticamente son iguales. EI CV fue de 8.8
% mostrando que se encuentra dentro de los rangos permitidos para este tipo de
ensayos y muestra confiabilidad de los datos obtenidos. Los porcentajes presentados
de humedad corresponden a la formula de determinacion de humedad en el

laboratorio.

Los valores de humedad obtenidos en el ensayo (23.5-26 %), corresponden a calculos
de humedad por el método a la estufa y no estan dentro de los rangos de humedad para

el proceso de biorremediacion.

Las cajas del ensayo sin someter las muestras a la estufa se encontraron en un rango

de humedad que fluctuaron entre 55-80 % a capacidad de campo, demostrando estar
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en rangos favorables para la biorremediacion del hidrocarburo que es entre 30-90 %

de humedad.

(Pardo, Perdomo, & Benavides , 2004, pag. 42) Mencionan que un factor limitante
para el proceso de biorremediacion en suelos es la humedad siendo los limites éptimos
de 30-90 %, sin embargo indica que este proceso se vuelve lento en humedades

inferiores a este rango.

La textura del suelo original (franco arenoso) ayudo a la degradacion del hidrocarburo
por parte de los microorganismos ya que la mayoria de suelos donde data la
contaminacion son suelos de textura arcillosa la cual dificulta la degradacion del

hidrocarburo.

(Carrasco & Ortiz, 1994) Mencionan que los suelos arenosos se caracterizan por
poseer una buena porosidad y drenaje, saturandose con poca agua, haciendo que la

evaporacion sea mas rapida y no posea una buena capacidad de retencion de humedad.
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3.1.3. Caracterizacién macro y microscopica de Trichoderma.

3.1.3.1.

Caracterizacion macroscopica

Tabla 18. Caracterizacion macroscopica de Trichoderma

Caracterizacion macroscopica del

laboratorio

Figura 8. Fotografias macroscépicas del hongo

en medio PDA a 25 °C.

Nota: Elaborado por S. Mufioz, 2016.

Caracterizacion por fuentes

bibliograficas

(Crous, Verkley, Groenewald, &

Samson, 2009)

(Guidon, y otros, 2010)

Figura 9. Fotografias macroscopicas de

Trichoderma por fuentes bibliogréficas

Nota: Tomado de (Crous, Verkley, Groenewald,

& Samson, 2009) (Guidon, y otros, 2010).

Nota: Elaborado por S. Mufioz 2016.
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Como se observa en la tabla 18 las figuras de la columna de la izquierda obtenidas en
el laboratorio, muestran que los primeros dias de crecimiento la coloracion del hongo
fue blanca tornadndose de color verde a partir del 4 dia, alcanzando el limite de la caja
Petri con un diametro de 8.5 cm, mientras que a los 7-8 dias la coloracién del hongo
fue totalmente verde, crecimiento de halos concéntricos en formas de anillos con alta
esporulacion y presencia de abundantes pustulas de color verde o blanco en el centro
de la placa, que comparados con las figuras de la columna de la derecha sus
caracteristicas morfoldgicas son similares, como menciona (Claro, 2006, pag. 10)
“Micelio blanco a ligeramente gris, conidiacion que cubre toda la superficie de la
placa, produccién de plstulas concéntricas polvorientas o granulares y de varios tonos

verdes, con frecuencia rodeado por micelio blanco estéril”.

(Crous, Verkley, Groenewald, & Samson, 2009) mencionan caracteristicas como:
rapido crecimiento de las colonias, llegando al limite de la caja Petri a los 5-6 dias con
una temperatura de (20-28 °C), esporulacion abundante de pustulas de color verde
oscuro; comprobando que las imagenes macroscépicas tomadas en el laboratorio

coinciden con las caracteristicas de Trichoderma citadas por dichos autores.
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3.1.3.2.  Caracterizacion microscopica

Tabla 19. Caracterizacion microscopica de Trichoderma.

Identificacion por la técnica de Identificacion por bibliografia

Scotch ( laboratorio)

5
AeS Nt .
.

Trichoderma

Fialides con produccién de conidios

Fialides con produccién de conidios
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Conidios

Figura 10. Fotografias tomadas en el laboratorio
Figura 11. Iméagenes microscopicas de
con lente 40 X
Trichoderma obtenidas de llustrated geran of

Elaborado: S. Mufioz, 2016. imperfect fungi

Nota: Tomado de (Barnett, 1967)

Nota: Elaborado por S. Mufioz 2016.

Como se observa en la tabla 19, las figuras de la columna de la izquierda obtenidas en
el laboratorio con lente de 40 X presentan caracteristicas como: hifas delgadas
septadas, fialides largas con la produccion de conidios en forma ovoide en los
segmentos terminales de color verde, estas estructuras comparadas con la columna de
la derecha correspondientes a la guia de (Barnett, 1967) que menciona “Trichoderma
sp presenta hifas septadas, conidioforos hialinos, muy ramificado en racimos, no
verticiladas; fidlides individuales o en grupos; conidias ovoides de color verde palido
” (pégs. 52-53), se puede corroborar que las iméagenes mencionadas por el autor
coinciden con las fotografias tomadas en el laboratorio comprobando que dichas

estructuras pertenecen al género Trichoderma.

3.1.4. ldentificacion de Pseudomonas por prueba Microgen::
Como se muestra en la tabla 20 la prueba Microgen::™ dio positivo para: Oxidasa,
motilidad, glucosa, indol, citrato, inositol; y reveld negativo para nitrato, lisina,
ornitina, H2S, manitol, xilosa, ONPG, ureasa, V.P, TDA, gelatina, malonato, sorbitol,
ramnosa, sucrosa, lactosa, arabinosa, adonitol, rafinosa, salicilico y arginina. Asi el

cddigo octal reflejo 604221000 correspondiente a la bacteria Pseudomonas
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fluorescens con una probabilidad del 89% y se encuentra dentro de los dentro de los
rangos de aceptacion que van de 85 a 100% segun la prueba de Microgen::,

ratificandose la identificacion de Pseudomonas fluorescens.
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Tabla 20. Identificacion de Pseudomonas fluorescens mediante Microgen::™

GN A wells GN B wells

Well

number 1(2|3/4|5|6|7|8|9|10/11|12|13|14|15|16(17|18|19(20|21|22 |23 |24
>, o e o Bl =| =| B 31 =19 w
212 g2 Sl 82822 8 algl<s|E 2828 8 ¢2l2 8 g <
2Bl E|2 2| T|S|s|=Z2|8le|>el2lE L8 eleEls|cla|lSlElF B
S| E| =|~=| 5 S| g| X|O|=| 3 © %E.ESE;:‘%E%%EU’E

Reaction

Result |+ |+ | - |- | -|-|+]|-|-]|-|+|-|-|+|-|-|-|+//-1-1-/\-1-1-1-1-1-

Reaction

index |4 |21 |4 (2|14 |2 |1 |4 |2|1|4|2|1|4|2|1|4|2|1|4|2|1|4|2]1

Sum of

positive

reactions 6 0 4 2 2 1 0 0 0

Nota: Elaborado por S. Mufioz 2016.
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3.1.5. Medicion de Hidrocarburos totales policiclicos (TPH).

Tabla 21. Andlisis de TPH de los tratamientos.

Inicio Final Porcentaje de Valores de
Tratamientos| 1dia 90 dias degradacion referencia Suelos de
mg/kg mg/kg % uso industrial
5 T
42070.3 ' '
T2 396.1 99.0 <4000
T3 379.2 99.1

Nota: Nota: TO: Suelo testigo; T1: Suelo+Trichoderma sp; T2: Suelo+Pseudomonas fluorescens; T3:
Suelo+Trichoderma sp+ Pseudomonas fluorescens. Elaborado por S. Mufioz, 2016.

Como se observa en la tabla 17, los tratamientos iniciaron con 42070.3 mg/kg de TPH.
Al final del ensayo T3 alcanzo el valor mas alto de degradacion de TPH con 379.2
mg/kg, seqguido de T2 con 396.1 mg/kg y por Gltimo el T1 con 714.1 mg/kg en

comparacion con el TO que obtuvo 24152.4 mg/kg.

Se observa que T2 y T3 presentan valores similares con 99 % y 99.1%
respectivamente, posiblemente se deba a que Pseudomonas tiene un mayor poder de
reproduccion y su cinética contribuye a que se reproduzcan en menor tiempo y que
las esporas sean viables en comparacion con Trichoderma que necesita mas tiempo
para su reproduccion. Ademas Trichoderma sp y Pseudomonas fluorescens se
desarrollan independientemente, su metabolismo, mecanismos de accion, tasas de
reproduccion y adaptabilidad son distintos. EI TO también degradé en menor
porcentaje el hidrocarburo con 42.6%, lo que demuestra que la carga microbiana
propia del suelo (bacterias, hongos, levaduras) contribuyo a la degradacion del
hidrocarburo y que la adicion de microorganismos como los utilizados en el ensayo
aceleran la degradacion. Las condiciones, de pH, temperatura, CE y humedad

manejadas en el laboratorio contribuyeron para que el proceso sea estable
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Trichoderma es un hongo aerobico con la habilidad de adaptarse y colonizar de manera
eficaz distintos ambientes, debido a su elevada capacidad de reproduccion, utiliza
compuestos organicos incluidos el petroleo por su alto contenido de carbono para su
crecimiento, gozan de una alta capacidad de esporulacion lo que le permite
reproducirse de manera rapida en suelos contaminados por compuestos derivados del
petroleo (Castro & Rivillas, 2012, pags. 5-6). Algunos estudios demostraron que varios
géneros de Trichoderma tienen la habilidad de degradar compuestos como
hidrocarburos saturados (dodecano, hexadecano) y aromaticos (&cido benzoico,
tolueno, bifenilo, fenol, naftaleno entre otras moléculas), demostrando ser eficaces
para biorremediacion. Existe una degradacion notable de hidrocarburos capaces de
mineralizar hidrocarburos de mas de 4 anillos (Argumendo, Alarcon, Ferrera, & Pefia,

2009, pags. 259-264) (Lladd, 2012, pags. 34-35).

El género Pseudomonas posee actividades de peroxidasas y oxigenasas, capaces de
ocupar compuestos muy toxicos como compuestos aromaticos, derivados halogenados
y otros compuestos organicos recalcitrantes, algunos procedentes del petréleo,
interceden en el ciclo del C en la naturaleza, lo que los convierten en organismos
competentes para la degradacién de compuestos de alto y bajo peso molecular, en el
caso del petréleo, estas bacterias son fabricantes de biosurfactantes extracelulares
como rhamnolipidos, putisolvin y viscosin, compuestos de alto peso molecular
constituidos por polimeros de lipidos, que solubilizan y proporcionan la penetracion
de los hidrocarburos a través de la pared celular y en su membrana citoplasmatica
contiene ciertas enzimas degradadoras de hidrocarburo (Benavides Lopez de Mesa, y
otros, 2006, pags. 86,87) (Bustamante, Suarez, Murillo, & Zuluaga Jose, 2014, pag. 1)
(Garcia & Guerrero, 2004, pags. 27-31) (Di Martino, 2015, pags. 39-40). Segun

(Raiger & Lopez, 2009, pags. 155-158) se ha encontrado el potencial biodegradador
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de ciertas especies de Pseudomonas, la cual tiene la capacidad de degradar compuestos

derivados del petr6leo, como son n-alcanos, naftalenos y tolueno.

Segun el RAHOE (2010) sefala que los limites permisibles para sitios de uso industrial
“donde la actividad principal abarca la elaboracion, transformacién o construccion de
productos varios” (Tulas, Libro VI, anexo 2, 2012, pag. 349) son < 4000 mg/kg de
TPH; los resultados obtenidos por T1, T2 y T3 al final del ensayo mostraron que el
proceso de biorremediacion se encuentran dentro de los limites establecidos, excepto
el TO que esta sobre el limite permisible, sefialando que la biorremediacién es una

técnica que contribuye a la degradacién de los hidrocarburos.
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Conclusiones
En el ensayo se aceptd la hipotesis alternativa (Ha) que expone que la aplicacion
de Trichoderma sp y Pseudomonas sp favorece la degradacion de hidrocarburos
presentes en el suelo, asi al adicionar estos microrganismos al suelo disminuyo
la cantidad de TPH, demostrando su capacidad de biorremediacion siendo una
herramienta amigable con el ambiente y de tecnologia méas limpia debido a los
mecanismos de accidn que generan cada uno de estos.
Los anlisis fisicos quimicos mostraron que los microrganismos tomaron los
elementos del suelo para realizar sus funciones metabdlicas, ademas hicieron
que varios elementos pasen a sus formas asimilables para ser absorbidas por las
plantas cuando el suelo contaminado se encuentre recuperado.
La cantidad de TPH inicial en todos los tratamientos fue de 42070.3 mg/kg v al
final del ensayo el T1 presento 714.1 mg/kg, el T2 con 396.1 mg/kg, el T3 con
379.2 mg/kg y el TO con 24152.4 mg/kg, la degradacion de los tratamientos T1,
T2y T3 fue del 91 %, estos valores se encuentran dentro de los parametros para
suelos de uso industrial, cumpliendo los limites permisibles segin el RAHOE <
4000 mg/kg, demostrando la eficiencia de la tecnologia de bioaumentacion
durante el ensayo de biorremediacion.
El T3 (Trichoderma sp + Pseudomonas fluorescens) presenté al final 379.2
mg/kg de TPH determinandose que fue el més efectivo en el ensayo, debido a
que ambos poseen los mecanismos necesarios para degradar las moléculas de
hidrocarburos como enzimas, metabolitos, acidos organicos entre otros, ademas
de presentar condiciones ambientales que favorecieron al proceso de
degradacion; demostrando que los consorcios microbianos son efectivos cuando

existe una compatibilidad entre microrganismos para degradar el hidrocarburo.
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Recomendaciones

Probar diferentes dosis de hidrocarburos y concentraciones de inoculos de
microorganismos a partir de la dosis del ensayo (110 mL de hidrocarburo +
100mL de agua destilada + 100 mL de indculo de microorganismos + 2.5 Kg de
suelo) para verificar cual es la dosis méas efectiva para biorremediacion de
hidrocarburos.

Realizar un analisis microbioldgico del suelo para conocer los diferentes
microorganismos autoctonos que intervienen y ayudan a la degradacion de los

hidrocarburos.
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Anexo 1. Resultados de los analisis fisico quimicos y TPH

1A. Resultados de analisis fisico quimico

N =
' _ o
UNIVERSIDAD POLITECNICA LY XJ
ABORATORIO DE SUELOS Y AGUA SALESIANOS
DON BOSCO
Cliente: MUNOZ CUAICAL STALIN MUNOZ

Direccion:  Carcelén - Quito Telf/Cel: 099-897-471 1
Contacto: Ing. Agr. Huachi Laura 1-mail: smunoze(@est. ups.edu,_eg

Cantidad de muestras: | ‘Tipo de Cultivo: Niguno
Fecha de Ingreso: 03/09/2015 Fecha Emision: - 09/09/2015
Totai de pag. 1

N° de Informe: 15-345
‘ PUEMBO-01 I Codigo de I.nl)ornlorin:l SA-15-645 §

Identificacién de Usuario:

INFORME DE RESULTADOS

pH CL. | MO. | N-Total| P K Ca Mg Na S ;
uds ds/em % % mg/L meq/100g meq/100g meq/100g meq/100g mg/L.

653 OK| 432 A 16 aloss ajoor B 805 A 949 ok| 468 A 050 ok| 827 B

B Fe Mn Cu Zn RELACIONES CICE
e ibesiad e TR
mg/L mg/L mg/L mg/l. m/l Fe/Mn Cw/Mg Mp/K CatMg/K | meq/i00g
054 B| 3025 OK 11,1 ok| 1,83 oK 000 B8] 433 B 203 OK os2 B| 49 1B 2363 OK
§

gr S

TEXTURA (%)
ARENA | LIMO | ARCILLA

82 1L} o

ARENA FRANCA

e, Mn, Cu, Zn - Asin ilables: Olsen Modificado. Ca, Mg, K, Na - Intercambiables: Acctato de Amonio; pll 1:1,25 1120; Pasta Saturada: Conductividad

Método Anilisis: P, K, Ca, Mg. Na,
K2Cr2076 8 N, Tevwn Hidrometro Bouyouses

Cléctrica, $, B, Mat.Organica 0108

Interpretacién
A: alto; B: bajo; OK: adecuado
usd: unidades; mg/L: miligramos por litro

Nota Aclaratoria: Los resuliad ponden uni te alas (ras entregadas por ¢l cliente.

T'écnico de Suelcs y Agua

" LABORATORIO DE SUELOSY AGUA

‘Cayambe.Av. Ni{talia Jarrin N395 y 9 de Octubre. Teléfonos: (593).«-? 39 :
‘Correo electrdnico: ogualavisi@ups.edu.ec / bioagrolab@ups.edu.e: .
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Cliente:

Direccidn:
Contacto:
Cantidad de muestras: |

12/02/2016
16133

Fecha de Ingreso:
N°de Informe:

Hdentificacién de Usuario | ~ MUESTRA INICIAL 70 |

UNIVERSIDAD POLITECNICA

Carcelén - Quito

SALESIANA

MUNOZ CUAICAL STALIN DAVID

Ing. Agr. Laura Huachi

LABORATORIO DE SUELOS Y AGUA

FCUADOR

SALESIANOS

DON BOSCO

Telf./Cel: 099-897-4711
smunozc(@est.ups.ec
Sin Cultivo
04/03/2016

Cddigo de Laboratorio LSA16-91

INFORME DE RESULTADOS
7H | CE. N-Total| P Na s
uds mS/em % ppm meq/100g ppm
717 A| 032 B|1066 A| 053 A| 000 B 0,27 ok| 820 B
B Fe Cu Zn CICE
mg/L mg/L mg/L mg/L Ca+Mg/K | meg/100g
042 B| 9744 oK 13,22 A| 1294 A 42,15 A | 19,60 Ok

Origen del criterio de valoracion:

Estacion Experimental Pichilingue-INIAP, 2012

Meétodo de andlisis:

P, K, Ca, Mg, Na, Fe, Mn, Cu, Zn - Asimilables: Olsen Modificado;

Ca, Mg, K, Na - Intercambiables: Acetato de Amonio;
Conductividad Eléctrica- pH 1:1,25 H20;
Pasta Saturada: Conductividad Eléctrica, S, B;
Materia Orgdnica:0.1-0.5 K2Cr207 0.8 N

Simbologia
A: alto; B: bajo; OK: adecuado
mg/L: miligramos por litro; meq/100g: miliequivalentes por cien gramos

usd: unidades; %: porcentaje

Nota Acl

LABORATORIO DE SUELOSY AGUA

TEXTURA (%)

ARENA LIMO |ARCILLA} -~

76 20 4

FRANCO ARENOSO

a las muestras entregadas por el cliente.

Relponsable de Laboratorio

Laboratoris de suclos y de agua

Pdgina I, copia 1

Cayambe, Av. Natalia Jarrfn N395 y 9 de Octubre. Teléfonos: (593) 2 3962 946/ 3962 800 ext 2504
Correo electrdnico: ogualavisi@ups.edu.ec / bioagrolab@ups.edu. ec/ ; :




UNIVERSIDAD POLITECNICA

SALESIANA wewos

DON BOSCO

LABORATORIO DE SUELOS Y AGUA |

Cliente:  MUNOZ CUAICAL STALIN DAVID

Direccidn:  Carcelén - Quito Telf./Cel: 099-897-4711

Contacto: E-mail:  smunozc@est.ups.ec |
Cantidad de muestras: | Tipo de Cultivo:  Sin Cultivo
Fecha de Ingreso:  04/03/2016 Fecha Emisién: ~ 10/03/2016

N°de Informe: 16141 Total de pag. 1

Hdentificacion de Usuario I TI MED. (Trichoderma) J Cddigo de Laboratorio LSA16-185

INFORME DE RESULTADOS

pH | CE | MO. |N-Total| P K Ca Mg Na S

uds dS’em % % ppm meg/100g | meq/100g | meq/100g | meg/l 00g ppm
720 Al 216 a| 100 A| 050 A|1100 B| 143 OK 1512 a| 372 ok| 058 ok| 800 B

B Fe Mn Cu Zn RELACIONES CICE !
mg'L mg/L mg/L mg/L mg/L Fe/Mn Ca/Mg Mg/K Ca+Mg/K | meq/100g
001 Bl 8793 ok| 201 B|23,10 A| 1437 A| 4375 A 406 ok| 2,60 ok| 3929 A 20,86 OK|

=
TEXTURA (%) ¢
ARENA DO | ARCILLA 3
2 24 4 e ELLADOR
abora i flo Sus oy
ARENA FRANCA Laberatsris de suzlos y de agua

/

Método Andlisis: P. K. Ca, My, Na. Fe. Mn, Cu, Zn - Asimilables: Olsen Madificado; Ca, Mg. K. Na - Intercambiables: Acetato de Amonio; PH 1:1,25 H20; Pasta Saturada; C ‘onductividad

Electrica, S, B: Mat.Organica:0.1-0.5 K2Cr207 0.8 N: Textura: Hidrdmetro Bouyoucus . y e

/

Interpretacion
A: alto; B: bajo; OK: adecuado
usd: unidades; mg/L=ppm: miligramos por litro 6 partes por millén y é b

Nota Acl ia: Los ltados corresponden tinicamente a las muestras entregadas por el cliente.

Ing. Agr. Qylando Gaglavisi
Pdgina I; copial .

RATORIO DE SUELOS Y AGUA \ B
Av. Natalia Jarrin N395 y 9 de Octubre. Teléfonos: (593)%? 39 2946/ 396, 2504

: ogualavisi@ups.edu.ec / bioagrolab@ups.edu.ec
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UNIVERSIDAD POLITECNICA

SALESIANA SuEANGS

ECUADOR

TLUADOR

LABORATORIO DE SUELOS Y AGUA

Cliente: MUNOZ CUAICAL STALIN DAVID

Direccidn:  Carcelén - Quito Telf./Cel: 099-897-4711
Contacto: Ing. Laura Huachi E-mail:  smunozc@est.ups.ec
Cantidad de muestras: | Tipo de Cultivo:  Sin Cultivo
Fecha de Ingreso:  04/03/2016 Fecha Emisién:  10/04/2015
N°de Informe: 16142 Total de pag. 1
Hdentificacién de Usuario I T2 MED.(Pseudomona) I Céddigo de Laboratorio LSAI6-186
INFORME DE RESULTADOS
pH C.E. M.O. |N-Total P K Ca Mg Na S
uds mS/cm % % ppm meq/100g | meq/100g | meq/100g | meq/100g ppm
687 okl 1,49 ok| 9,14 A| 046 A| 246 B 1,13 ok[ 14,60 oK| 350 ok|[ 0,55 ok| 14,80 ox
B Fe Mn Cu Zn RELACIONES CICE
mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L Fe/Mn Ca/Mg Mg/K Ca+Mg/K | meq/100g
001 B| 7573 ok| 18,00 ok|24,50 Al 0904 B 421 418 OK| 3,11 ok| 4539 A 1978 ok
Origen del criterio de valoracion: TEXTURA (%)
Estacion Experimental Pichilingue-INIAP, 2012 ARENA | ‘LiMO" | ARCIELA
Método de andlisis: ” 26 2
P, K, Ca, Mg, Na, Fe, Mn, Cu, Zn - Asimilables: Olsen Modificado; ARENA FRANCA

Ca, Mg, K, Na - Intercambiables: Acetato de Amonio;
Conductividad Eléctrica- pH 1:1,25 H20;

Pasta Saturada: Conductividad Eléctrica, S, B;
Materia Orgdnica:0.1-0.5 K2Cr207 0.8 N

Simbologia
A: alto; B: bajo; OK: adecuado

aboratorio de suslos y deagua.
mg/L: miligramos por litro; meq/100g: miliequivalentes por cien gramos Ld.’ = ustoyy 3

usd: unidades; %: porcentaje

dcl . i
Nota Ac : Los ltados correspond a las muestras entregadas por el cliente.

QUI'{%EMMM

Responsable de Laboratorio

Pdgina I; copia |

LABORATORIO DE SUELOSY AGUA

Cayambe, Av. Natalia Jarrin N395 y 9 de Octubre. Teléfonos: (593) 2 3962 946/ 3962 800 ext. 2504
Correo electrénlco ogua\awsw@ups edu.ec / bioagrolab@ups.edu. ec\ =
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A
UNIVERSIDAD POLITECNIC TeUsDOR

SALESIANA SAES

LABORATORIO DE SUELOS Y AGUA

Cliente: MUNOZ CUAICAL STALIN DAVID

Direccidn:  Carcelén - Quito Telf./Cel: 099-897-4711
Contacto: Ing. Agr. Laura Huachi E-mail: smunozc@est.ups.ec
Cantidad de muestras: | Tipo de Cultivo: ~ Sin Cultivo
Fecha de Ingreso:  04/03/2016 Fecha Emision:  10/04/2015
N°de Informe: 16143 Total de pag. 1
Identificacién de Usuario T3 MED.(Trichoderma + Cddigo de Laboratorio
Pseudomona)
INFORME DE RESULTADOS
PH C.E M.O. |N-Total| P K Ca Mg Na s
uds mS/cm % % ppm meq/100g | meq/100g | meq/I 00g | meg/100g ppm

663 OK[ 334 Al 924 4 046 A 132 B[ 1,8 oK 1506 A 369 ok 063 ok 14,60 ok

B Fe Mn Cu Zn RELACIONES CICE
mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L Fe/Mn Ca/Mg Mg/K Ca+Mg/K | meg/1 00g
004 B 14681 ok| 1180 A 2421 A| 1284 A 124 408 OK| 3,14 OK| 4728 A 20,56 0K

Origen del criterio de valoracion: . TEXTURA (%)
Estacion Experimental Pichilingue-INIAP, 2012 CARENA | LIMO | ARCILLA
Meétodo de andlisis: 68 28 4
P. K. Ca, Mg, Na, Fe, Mn, Cu, Zn - Asimilables: Olsen Modificado; * FRANCO ARENOSO

Ca, Mg, K, Na - Intercambiables: Acetato de Amonio;
Conductividad Eléctrica- pH 1:1,25 H20:

Pasta Saturada: Conductividad Eléctrica, S, B;
Materia Orgdnica:0.1-0.5 K2Cr207 0.8 N

Simbologia
A: alto; B: bajo; OK: adecuado
mg/L: miligramos por litro; meq/100g: miliequivalentes por cien gramos

usd: unidades; %: porcentaje

Nota Aclaratoria: Los resultad, corresponden tini a las muestras entregadas por el cliente,

Ing. Agr. Orlando\Gualavisi

Técnico gua

LABORATORIO DE SUELOSY AGUA
- Cayambe, Av. Natalia Jarrin N395 y 9 de Octubre. Teléfonos: (593) 2 3962 946 13962 800 ext.

Carren alartrinira: amialauiei@yine adii as { kinamealab@ine adi At
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NIVERSIDAD POLITECNICA m
1CuADCH SALINANDS

LABORATORIO DE SUELOS Y AGUA

Cliente: MUNOZ CUAICAL STALIN DAVID

Direccidn:  Carcelén - Quito Telf/Cel: 099-8397-4711

Contacto:  Ing. Agr. Lawra Huach: E-mail:  smunozci@est.ups.ec

Cantidad de muestras; | Tipo de Cultivo;

Fecha de Ingreso: (030572016 Fecha Emisidn: 13052006

Nede Informe: 16228 Total de pag. 1

Identificacidn de Usarlo i o Cédigo de Laborutorio | 15416257 ]

INFORME DE RESULTADOS
pH CE, M.O. |N-Total| P K Ca Mg Na §
el ms/om % * e meg t00y | g 00 | wepitig | megri00z e
225 Al o nl102s alost al as0 s| 130 ok] 1627 A 332 ox| 027 k| 600 B
B Fe Mn Cu Zn RELACIONES CICE

gl wgl wyl mp/l mg'l Fa'An Ca'Myg My Cat MpK | mwg'liNg

043 B 807 ox| S o] 6% A B33 ok| 1777 Al 490 ok| 281 Ok| AL36 A} 21,16 OK

Ovigen del eriterio de valoracidn TEXTURA (%)
Fasacidn Experimental Piciilingue-INIAP, 2002 axexa | evo | e
Wérods de anitisis: " b ] 2

£ A, Ca, Mg, Na, Fe. Mn, Cu, Zm - Asimiluties: EVsen Modificado; FRANCOD ARENGSG

Ca, Mg K, Na « Intercambiahles: Acetato de Amowla;
Conductivided Eléciriva- pif 111,25 120,

Pasta Satwrada: Conduetividad Elécirica, S 8,
Materio Ovpinica()1-0.3 K2Ce207 08N

P T T e
Simbologia I ™ & ‘ i%
A: alto; B: bajo: OK. adecuado ” SNt o el 4 A

g/l miligeawas pov fitro; meg/ 1 00g. milieguivalenies pov cien gramos

Lebcratorio gy seulos y de 2oua
usd: unicdanles; ¥ povcentoje N ye

Noto Ack i Loy ladas correspanden dnioanesie @ bes wivesiay animegadar pov o cliente

< J - ;" }

— !Q': ""'-’*{.‘.‘_‘.\\%)
I, Apr| Orfanda i _u]»’ M‘Zk,mﬂ.l':oyﬁm
Téemiro de Swefas y Agwr Rexpommbly de Laborsterie

Pigma 1 aypwa §

[ABORATCRIO DE SUELOSY AGUA

Cayambe, Av. Natalia Jarrin N3%5 y 9 de Octubre. Teléfonos: (593) 2 3962 946/ 3962 800 ext. 2504
Correo electrdnico: ogualavisifups.eduec / broagrolab@ups.eduec
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AT it

SALESIANGS
0N et
LABORATORIO DE SUELOS ¥ AGUA
Cliente:  MUROZ CUAICAL STALIN DAVID
Direccidn: — Carcelén - Quito Teif/Cel: 0993974711
Contacto:  Ing Agr. Lawra Huachi E-mail:  smmozoi@est.ups.ec
Cantidad de muestras: | Tipo de Caltive:
Fecha de Ingreso: 03052016 Fecha Emistdn: 137052016
Nede Informe: 16229 Total de pag. 1
; :
Identificacidn de Uswario T1 (Swelo’ Trich o) Cadigo de Laboratorio L5A16-258
INFORME DE RESULTADOS
pH CE. | MO. |N-Total| P K Ca Mg Na S
wds mSem * % Ao meg iy | megliNip | wegl00g | meglivy A

672 okl 780 Al1066 Al 0ss A|l 28 ox| 171 x| 1641 A AT ox| 052 ok| 320 n

B Fe Mn Cu in RELACTONES CICF
'l mg'l mp'l mp'l myl FeMu Ca'My Mp® CasMgk | wagling
032 8| 9897 o] 375 A| 862 Al 982 o&| 244 B| 442 ox| 206 OK| 3550 A 235 o

Origen del criterio de valoraciin: TEXTURA %)
Estactdn Experimental Pichilingwe-INIAP, 2002 ariva | o Lancnsd
Mérode de andliizls n b :

P, K. Ca Mg No, Fe, Mn. Cu. Zn - Avimiiables: Ofsen Modificodo, FRANCO ARENOSO

Ca, Mg, K. Na - intercambiabler: Acetalo de Amanio
Comdwetividad Edéerrica-pH 11,23 H20,

Pasta Satwrada: Conductividad Elécteica, S, B:
Meveria Ovgdnica tt (0.3 K2Cr 207 08 N

e A ?ﬁ.'\"; Ty
4: aito; B: hajo; OK: adecnidn '-',f;, s & SRR N R

variom

aap L miligrames por lvo: meg’ I (N milkequivalentes par clen grawos ~
o amidades; % parcentaje Labievatoiin de sogles yde ajua

Nota Actarsboria; Lor revalindor corrvapanden dmcanente 0 Las muesas entregadas por of oltense

- -\ "‘l(:__ \). o M
g Qfm niu!mqn' / Qi mﬁf‘a Siwdaie
Tidenico de Sueios y Agwe Respeowsable de Laborasorio
Pagina J; copla |

LABORATORIO DE SUELOSY AGUA

Cayambe, Av. Natalia Jarrin N395 y 9 de Octubre. Teléfonos: (593) 2 3962 946 / 3962 800 ext. 2504

Correa electronica: osualavsfuns edu.ec / binaerolah@unsedu.ec
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SALESIANA i

NS
LABORATORIO DE SUELOS Y AGUA

Cliente:  MUNOZ CUAICAL STALIN DAVID

Direccidn:  Carcelén - Quito Telf/Cel: 099-897-4711
Contacto:  Ing Agr. Lawra Huachi E-mail:  smunozc@est.ups.ec
Cantidad de muestras: | Tipa de Cultivo:
Fecha de Ingreso; 03052016 Fecha Emision: 13052016
Nede Informe: 16230 Todal de pag. |
Identificaciin de Usuario T2 (Swelo+ Psendomona) Cadigo de Laboratario
INFORME DE RESULTADOS
pH C.E M.O. |N-Total| P K Ca Mg Na s
wids mSiem % % ey meqttty | gt | megiong | megiitig e
62 okl 469 Al 904 Al 04s a6 ox| et o] 1575 A | 345 x| 049 ox]| 2320 oK

B Fe Mn Cu Zn RELACIONES CICE
s mpl mpl o'l mpl FerMe CwiMy Mgk Cat Mk | wegitog
041 B8] 938 ok]| 653 A 807 Al 615 ok] 137 m| 4% Ok| 211 oK| 333 Al 23

Origen def criterio de valoracidn: TEXTURA (%)
Estacian Experimental Pichilingue-INIAP, 2012 ARENA | L | ARCHIA
Metodo de anilizis, n b 4

P, K, Ca. Mg, No, Fe, Mn. Cu. 2n - Asimilables: Ol Modiflcod; FRANCO ARENCSO

Ca. Mg, K. Na - Intercambiaties: Avetalo de Amanio;
Conductividad Elécirico- pH 11,23 H20;

Paste Sarwrada: Conductividad Eléctrica. S, 8.
Materia Ovgdnica 0 1-0.5 K2Cr207 0.8 N

PO Tl FLICA
A alro; 8: hajo; OK: adecado Do “haseceils’ die "
mgeL: miligramos por o, weq! (g willequivalentes por cion gramoy Lot aees reAng Y dewgis

wacd, wnidades: % porcentale

Neva Acharatorir: Los renvitodos correspomsdin iaacawente o (as suestas esvegatas por el clanky,

] s J - 77 ”‘\
L N ) (7 fersd
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Técwico dv Sielin y Agua Responssdle deLubsvarorio
Pdpina 1; copia )
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UNIVERSIDAD POLITECNICA

SALESIANA

LABORATORIO DE SUELOS Y AGUA

Cliente: MUNOZ CUAICAL STALIN DAVID

¢

SALESIANDS

Direccldn:  Carcelén - Quito Telf./Cel: (199-597-4711
Contacto: Ing. Agr. Laura Huachi E-mail:  smunozc@esLups.ec
Cantidad de muesiras: | Tipo de Cultivo:
Fecha de Ingreso: 037052016 Fecha Emisidn: 13052016
Node Informe: 16231 Total de pag. |
Identificaciin de Usuario | T3 (Suelo* Trichoderma+ | Cédigo de Laboratorio
Psewdomona)
INFORME DE RESULTADOS
pH C.E, M.O. |N-Towl| P K Ca Mg Na §
wls ms/om % » o meg IOy | mepiony | wegdiNy | meatfoly o
691 o] 775 A 938 a| 048 a| 4382 ok} 153 Ok[ 1390 A} 351 Ok 055 ok| 23,60 o

B Fe Mn Cu Zn RELACIONES

CICE

mpl gl mpl oyl wg'l Fe'Mn Caidle MgX Catbfe® | megd00g
040 n]| sss0 ox| %66 Al 931 Al 811 ok} L4 8| 45 K| 22 OK 3637 Al 20,50 oK

Origgen defl eritevio de valoracidn,

TEXTURA %)

Lstacidn Experimental Pichitingwe-INGAP, 2002 ARENA | Lo Lamca

Mérodo de amdlivis

&6 25 b

P K. Ca M No. Fe, Mn Cu Zn - Animiladles: Olsen Modificodo,

FRANCO ARENOSD

Ca, Mg, K. Na - Insercambiables: Acetato de Amonio;
Cowductividad Eléctrica- pH 11,235 H20;

Pasta Satwesida, Condwettwead Eléciricn, S 8,
Materia Orgdmica: (). 1-0.5 K2Cr207 0.8 N

Simbologia 73
A: alto: B: dajo; OK, wdecuado e
mw/l, wiligramas por lirro: meg/NIg: muliequivalentes par cien grawas Lesvra

usd: wnidodes; %5 porcemafe

Nota Aclarssevia: Lox remirodos correspomden G nie o fas muestras eteepndas por ef cliente

B el
o z‘:m\ww ()awn.ﬂv fham. Pt

knkukmy4m Respansolle 02:0“10

LABORATORIO DE SUELOSY AGUA

MY TPy O _,ir

NEA
VAR q
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ealos y e 2gud

Cayambe, Av. Natalia Jarrin N395 y 9 de Octubre. Teléfonos: (593) 2 3962 946 / 3962 800 ext. 2504

Correo electrdnico: ogualavsi@ups.edu.ec / bicagrolab@ups.edu.ec
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1B. Resultados de anélisis de TPH

[P

CNR A Ca

CENTRO DE SOLUCIONES ANALITICAS INTEGRALES

CENTROCESAL Cia. Ltda,

AREA QUIMICA

INFORME DE ENSAYO No.:

17530-01.22.036-Q

Empowea MUNDOZ CUAICAL STALIN DAVID
Nombre de representante: Stalin Munoz
Direcaidn Carcelén
Tewfona 0 98BRTATYY FAX:
Ideraficacian de la muesyia SUELD
Descripcidn de In mumsdn Solhco de color cald oscuro.
Comando dackarana 500 g
No. de Lote o cdciQo. ND
Facha do elatornsdn ND Fecha ce caducdad. ND
Mussywu Por #f cliunte Focha da borma de muesya ND
Mechs de recepcdn. 22-mar-2018
Fecha de ansaye. 24.mar 3 0T abr-2018
Fecha g2 reporte 0B-abe46
Resultados analiticos! Pag.: 1 e 8
Cagmio (Cd) EPA TO e «0.01
luquﬂm A TS mp'kg 2.8
iﬁnmo PO e T mg'kg 10
lT_PH EPA 808 mgng 20703

WO N evdaie
NAC Mo il

Q.F Andraa CumbglA,

lmmwmammn-hwmmmm
mmmmu«myw-wmmu“—

Mucaines reirtaias e ol Laborwione, CENTROCESAL Ca Lide 30 repoessbiya wricermnts de ioe ardbas
L Goctaraciin motte W NoOUImSe Sn medhodn, M PUSTD SobCt! ¥ Latoreona
.mmmwdmm»m.omm.umcn«“mm

o AOC A D ) P 30 Avwes Y
o o o In autort del La o

B A NN L2 ¢ Ae Marvens de Jeves
Tomn 1950 20 1208343 33338
Fox Ewn 183 Cobdaw. BWbIM7
. rad RLIEH TR IT

AL Y TR CTe
GUITO . FDIMDCH
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GENTRO DE SOLUCIONES ANALITICAS INTEGRALES

M“ CENTROCESAL Cin, Lida.
Sen e e )
AREA QUIMICA
NFORME DE ENSAYO No.: 1TH7001-20-03-16.0A
Supiemento al infonme de efmayo; 175TO-01-298016Q
Empreas MUNOZ CUAICAL STALIN DAVID
Nomrbre de representanie Sralin Muhox
Dhrwctsda Carcelén
Tolttora D EABITATIY FAX
Idemticacin ge Ia musers TO TESTIOO
Deacnpcion @e la meek B0li00 de color calé 0ssure.
Conteerio decir dio R0 g
N de Lote o chdgo ND
Facha de wiukod podn’ ND Fecha te caducdad ND
Mursteu Por of chome Fechi 0C 16y oo rrasstrn ND
Foctm de (e00pciin 28-mar - 2018
Focha @0 ermaye 28.mar 3l 07 abr-2016
Fecha de tepunie. B-Ale1Q
ResuMados amalticos Pag: 1 [ NI,
Cadmi |C2) A 21 R L] Q0
lltud INO A e g a7
{Plowa (M) P g0 Ay a7
T trAMIN makg 00473

W) N0 1 SRDGALNAY
QF Andrea Cambe A,

' "ﬂpm CENTROCESAL Cla. Lrits
th

M o Qeche
NA My aptas

mmmumumun-—-mumwn
a8 oSty ANLAVATEE 3¢ leTeeres re y Tarmedad 1o Ffupe on adls Jadias
Mamsind ecbices en o Lot s CENTROCEBAL Cip Lis - RITCTaetS (VARSI Se bz wibe e
ummm-m-xm-mm-w
N Wwdmmwuwmcmmumw
a0t POK S 10 B 08 Arw |
Cate inforine »ar o &in la auon el

B Bambein NIIXE ¢ Ax Marin de desis
Teibs. (W93 1 | £230003 / BINITRS
For fon IED Cotviae  COMRIM Y
. yoQuente rAin
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M“ CENTRO DE SOLUCIONES ANALITICAS INTEGRALES

CENTROCESAL Cia. Ltda.
CRNTOOCIIA. O Lise
AREA QUWMICA
INFORME DE ENSAYO No.: 17570-02-25-03.16.0
Empresa MUROZ CUMCAL STALIN DAVID
Nomitre S represamants: Stalin Mufoz
Oireccidn Carcetan
Telelono: 0 2957471 FAx
enifcacen de is muestra T1 TRICHODERMA
Qescrpcon de la musstna: Sdlide de colar caté osguro,
Contendo dedanda 500 g
No. de Lote 6 codgo ND
Fecha de elaboracion: ND Fecha de cadusdas ND
Musatrec Por wl clientn Fachm o tomx cle muesira ND
Fecha de recepckin 20.mar-2018
Fena cw emayc. 28-mar ol 07 abe-2016
Fecha de reporte: 0B-abir-16

Resultados analticos: Pag - L R 1

Cadmio (Ca) AT mghy Qo

Ngus! (N0 EPA 750 mgihg &8

Mama () LA 7420 mp'ig a9

TP £PA 2018 mgtg 187826

Lego, Diaz
Cla Lyda
dw Anabam

Nolas:
ND: Mo deches
NA: 83 apdoa

LO8 Meaalaod (ODONaios S0 VRGOS 5000 Ps Las Traes ke mratoaies de 22 roparke
Laa conchaones mrtsentslas de STRetatars v Famedad no erlipes an axis 0 ks
Mussa s recoaies s o Laboano, CENTROCESAL Tl LIge 40 rolponeaDALs (recaments de fos anias.
La declemacin sctre fs nowfiduriboe s meddoon s poecs acholer o InBorwionis
¥ Se0h OROTTRSn CLmEn o1 CRaeAs I8 e aais & Gua st afecie 4 les bevdes de ure sspocicacidn
e PO D03 1 Ry U A 1
Este indorme no sur cldo il o Laboratorio

Ao Badrna N31330 y Av Marmss o Jwas
T NI 3 ) TE004T 8 J3ANRT
Fan Gar YO Ceminr Swmmaarl
st rendiuare e oy
PN e
GUTO - BUUADCH
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CENTRO DE SOLUCIONES ANALITICAS INTEGRALES

mﬂm CENTROCESAL Cia. Ltda.
AUTHENLE. Can e
ARDA QUINSCA
INFORME D ENSAYD No.: 17670.03-26.03-18-Q
Ermgresa MUNOZ CUAICAL STALIN DAVID
Nomitew de reprassntame. Stalin Muhoz
Drecoon Carcekn
Tewfonn 0 998974741 FAX:
identificanion de la muesya. T2 PSEUDOMONA
Desorgcitn de @ muestra Sdlido dw color cate oscuro.
Contanwdo cecarmdo: 500 g
No. de Lote o codigo: ND
Feocha de elaboracion ND Fecha de caducdad: ND
Musstreca For el clionte Fecha o9 toma de muesra ND

Focha do recepaidn 294mar-20186
Fecha de ansaypa 29-mar al 07 abr-2016
Focha de reporte. 08-abe-16

Resultados analiticos: Pag : 1 de 1
Cadmeo (Co) EPA 70 kg <00
IM (N EPA TH2O ™o 79
IP.mm 1Pb) EIA TE20 mgivg 35
TPH EPs, €014 mgkg 154737

Nolse "ﬁm;_\c:.l, Cla. Lnke
ND: No tdecars
RA Mo aphca

Lus reaubindos reportnedos 000 wiedos 3000 are Ma Dt se arshsades So cole ceporte
Loy condbomnes ambaxviaws Su drperstios y umeriad na fuyen on sate anabes
Mussi=as rectedss an of Laberstona CENTROCESAL Cle Luis 56 ceaponsaddiag onvosrmernte 9o b ond b
Lo sockaipodn sobve b noothdurnine oo rmododn. »e gorde acicter 3l bboaiaso
¥ S nhanackin Guanea of CRerle 0 Meauets & ey a'oul 8 los i e Lna cepecheecidn
Dot AOC A 10 Prow 00 Avmes Y
Este informse no rd ser ucido parcial o win s tarno

A Aewtria A3V 302 g Ae Marsme 40 juvem
Tole M0 23002 V3023102
FaCa 100 Condur Comamr:
o MU MIYRCERE 00N

L e ]
D100 - 00 A
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CENTRO DE SOLUCIONES ANALITICAS INTEGRALES
CENTROCESAL Cia. Ltda,

AREA QuiMmicA
INFORME DE ENSAYO No.: 17570-04-25-03-16-0
Empross MUNOZ CUAICAL STALIN DAVID
Nombee ce represantante Stalin Munoz
Dxreccion Carcelon
Twalona 0 o5a9Tar1 FAX:
Igentfcacion de la muestra T3 CONSORCIO
Dearipodn de la muesing Solido de color café oscuro,
Contsniio deciamdo 500 g
No de Lote o codgo: ND
Fecha de slaborasdn ND Fechin de cacucdad: ND
Muostreo Par ol clionts Focha de toma de muesva ND
Facha de recnpoon 29-mar-2016
Focha do ensayo” 29-mar al 07 abr-2016
Fecha de repoie. 08-abw-16

Rosultados analitcos: Pag.: 1 du 1

Cadmia {Cd) TPATIN mg'kyg Q01

Nguel (NO EPA 152 mang 23

Plomo (PB) PN 70 mg'g ig

™u FPA 015 mg'kg 17858 5

Ledo. Dafiel Diaz
Cia Lida.
R aa Andlisis

ST
T s et
NA No aples

Lrs resm e don feporiinlos 500 whhhes 5RO Parn b o i arihg achie O ese eOonie

L condcionen srrbaatia i 00 Mefgor i ¥ Purtedsd 5o s Muyen on euls andias

Nuswyns recivatss s of Laborstoria, CENTHOCESAL Cla L. se sponaatdcs onicrrertis de 12s andhas

Lo dechvatndn sobee I ncartasmdme e madichie so posde sabonw N o

¥ e Nrmaotn caendo o e kb regers 0 tLando shects o ks b e Une S3PeciCIon

ot POES 0 Baw 08 e |
Esto Info D podc p parcial o totalments, sin I ; :

AV AR NIVIXE Y AN e O M
Table (950 7 ) MMM ' M
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* rut (ol i osalies
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CENTRO DE SOLUCIONES ANALITICAS INTEGRALES
"I dé h “ CENTROCESAL Cia. Ltda.

CINTROCEAA, G Linw.

AREA QUIMICA
INFORME DE ENSAYO No.: 17845-01-29-0416-Q
Empresa: MUNOZ CUAICAL STALIN DAVID
Nombre de representante: Stalin Mufoz
Direccion: Carcelén
Teléfono: 0 998974711 FAX:
dentficacion de la muastra: SUELO FINAL TO
Descripcidn de la muestra, Sélido de color caté oscuro.
Contenido declarado: 500 g
No. de Lote o cddigo: ND
Fecha de elaboracidn: ND Fecha de caducidad ND
Muestreo: Por el cliente Fecha de toma de muestra ND
Fecha de recepcion: 29-abr-2016
Fecha de ensayo. 03/10-may-2016
Facha de reporte: 10-may-16
Resultados analiticos: Pag.: 1 de 1

Cadmio (Cd) EPA 7130 ma'kg <0.01

[Niquel (NI EPA 7520 malkg 10.56
[Piomo (Pb) EPA 7420 ma'kg 321
TPH EPA 8015 mg/kg 241524

Q.F Andrea Cumba A,

m El CENTROCESAL (ia. Ltda,

Respbnsable de Supefvigion

CENTROCESAL Cia. Lida.
Notas:

ND: No declars

NA: No aplica

Los resulados reportadas son validos solo para las muestras anadzadas de este repocde
Las condiciones amixeniales de temperatura y humedad no influyen an este analiss
Muestros rechidas en el Laborstono, CENTROCESAL Cia Lida. se responsabiiza unicamente de los andlists
La declaracidn sobee la incertdumbre de mediciin, se puede sobctar al labaratonio
y serd informacion cuando el chente o requiers o cuanda afecte 8 los Imiles de una especificacon
frel POES10 | Rev 00 Anexo |
Este informe no ser o parcial o totalmente, sin la autorizacion escrita del Laboratorio

Ay Amarica NI1-232 y Av. Marians de Jesin
Tl (893 2) 2730042 / 2233792
Faw Ext 102 Colular 059640472
emalt infofientres esnl com
e conducesalcon
QUTO - ECUADOR
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CENTRO DE SOLUCIONES ANALITICAS INTEGRALES
m 4 E! “ CENTROCESAL Cia. Ltda.

CENTROCTSRAL Cla Lita

AREA QuimiCcA
INFORME DE ENSAYO No.: 17845-02-28-0416-0Q
Empresa MUNOZ CUAICAL STALIN DAVID
Nombee de representante: Stalin Muioz
Direccidn: Carcalén
Teléfono: 0 998974711 FAX
Identficacién de la muestra SUELO FINAL T1 TRICHODERMA
Descripoidn de la muestra: Solido de color café oscuro.
Contenido declarado: 5009
No. de Lote o codigo: ND
Fecha de elaboracédn: ND Fecha de caducidad: ND
Muestreo: Por el cliente Fecha de toma de muestra: ND
Fecha de recepcion. 29-abr-2016
Fecha de ensayo. 03/10-may-2016
Fecha de reporte. 10<may-16
Resultados analiticos: Pag.: 1 de 1

| Par metn
Cadmio (Cd)

EPA 7130 mg/kg <001

Niqued (Ni) EPA 7520 mg/kg 11.08

Pleme (Pb) EPA 7420 ma'kg 239

TPH EPA 8015 ma'kg 7141
Lcdo. Daniel Diaz

Q.F Andrea Cumba A.

CENTROCESAL Cf. Ltda, CENTROCESAL cifl. Lida.
: rchiee (ol ==
Res| le de Analisis ﬂ’ | Responsable de-Soperviién
Notas:
NOD: No declora “ENTR
NA: No oglca L Cla. Lace,

Lo resultados reportados son valdos soko poara las muestras analeadas de este reporte
Las condiciones ambientales de lemperalira y humedad no infiyen en esto anddsis
Muesiras recibidas en ef Laboratono, CENTROCESAL Cia. Lida. se responsabikza drcamente de los andsis,
La declaraciéon scbre la incertidumbre de medcién, se puede solcitar 3l lsboratano
y serd formacidn cuando el chente 1o requiera o cuando afecte 3 los imites de una sspecfcackn
Tt PO 590 | My, 08 Anaso |

Este informe no podré ser reproducido ial o totalmente, sin la autorizacion escrita del Laboratorio

Aw Amacica N3-232 y Av. Mariana de Jesus
Tolts: (89 2 ) 2230342 1 2235792
Faw Ent 107 Coddar S0WLRT2
omai: pfoficenirocesalcom
PN ASNITGS SRS G
CUITO - ECUADOR
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CRHTRGSCERAL Cin. Lids

CENTRO DE SOLUCIONES ANALITICAS INTEGRALES

CENTROCESAL Cia. Ltda.

AREA QUIMICA

INFORME DE ENSAYD No.:

Emprasaa;

Mombre de representants:
Direccidn:

Teléfono

Identificacdn de la mussira;
Descripan da la muestra:
Comtenido declarado:

Mo, de Late o ebdige:
Fecha de elaboracian:

Muestren Por al cliente

17845-03-29-0416-0

MUNOZ CUAICAL STALIN DAVID

Carcelén
0 998874711

FAX:

SUELD FINAL T2 + PSEUDOMONA
Solido de color caléd oscuro.

500 g
ND
ND

Fecha de caducidad: ND

Fecha de toma de muesira: HD

Fecha de recepeion; 29-abr-2016
Fecha de ensayo: 030-may-2016
Fecha de reporte: 10-may-16

Resultados analiticos:

E e
Cadmio (Cd)

EFA 7130

Fag.: _ 1 de 1

mgikg
Niguel (Ni} EPA 7520 mgikg 11.02
Plomea (Pb) EPA 7420 mgkg 3.81
TPH EPA BI1S mg'kg 386.1

Maolas:
NO: Mo declara
HA: Mo aplica

Q.F Andrea Cumba A.
CENTROCESAL Cial Ltda.
br-ahaa s
Resportsable de Supervididn -

Los resultados reporiados son vilidos solo para las muesiras analizadas de eshe repare
Las cendicionga ambiardalas de lemperalura y humadad na infiuyen an este andisis
Musabras recibidas an ol Laberatona, CENTRDCESAL Cla. Lida. 58 respansabilca Grcamants oo |05 anaksis.

La declaracitn sobne la meerliduimbne da medictn, 4o pisde solcilar al lborsiona
y serd informadién cuando & cliente lo requiera o cuando afecle a los limas da una aspacfcacin

Este informe no ser reproducido

Fred POES. 101 My 08 Arsawn 1

arcial o totalme sin la autorizacién escrita del Laboratorio

A fumivics N31-212 y fv. Barisna da Jesis
Tedls: (380 1 p IZI0B4T [ TIITT
Fam: Ext 101 Colwsar Sapars
wmal IEiCRNTOCHEH SOM

GUITO - ECUADOR
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CENTRO DE SOLUCIONES ANALITICAS INTEGRALES
m 4 FI “ CENTROCESAL Cia. Ltda,

CENTROCESAL Cia 113a

AREA QUIMICA
INFORME DE ENSAYO No.: 17845-04-20-0416-0
Empresa. MUNOZ CUAICAL STALIN DAVID
Nombre de representante: Stalin Mufoz
Direccidn: Carcelén
Teléfono: 0 998974711 FAX:
Identificacion de la muestra: SUELO FINAL T3 + CONSORCIO
Descripcion de la muestra; Sdlido de color café oscuro.
Contenido declarado! 500 g
No. de Lote o codigo: ND
Fecha de elaboracion ND Fecha de caducidad: ND
Muestreo; Por el cliente Fecha de toma de muestra: ND
Fecha de recepcion: 29-abr-2016
Fecha de ensayo: 03/10-may-2016
Fecha de reporte: 10-may-16
Resultados analiticos: Pag: 1 de 1

Cadmio (Cd) EPA 7130 mg/kg

Nigquel (Ni) EPA 7520 mgikg 10.51
Plomo (Pb) EPA 7420 mgxg 292
TPH EPA 8015 makg 3792

CENTROCESHLAia. Lida. Q.F Andrea Cumba A.
Res e de Analisis J_“ﬂﬂu

Notas: CENTRO

s CESAL Cla. Lida

NA: No aplca

Los resultados repontados son vakdos $0lo parg |as muestras snakzadas de este reporte
Las condiciines ambntales de temperatura y humedad no influyen en este anddsis
Muestras reciidas en el Laboratono, CENTROCESAL Cin. Lida, se responsabiiza unicamente de los andlisis
La dedaracian sobre la incentidumbre de macicitn, se puede solictar al laboratono
y serd informacién cuando el chente o requiera o cuande afecte @ 105 imites de una especificacion.
foel POES 10.1 Flov. 06 Avexs |
Esto informe no podra ser reproducido parcial o totalmente, sin la autorizacion escrita del Laboratorio

A, Arndrion K31 232y Av. Markine de Jeais
Talts: (693 2) 2230042 | 2233742
Fax Ext 102 Cofuler 0OIG498T)
emall: mvRcenreceraloam

QIATOD - ECUAROR
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Anexo 2. Procedimientos realizados para los anélisis fisicos quimicos, TPH y

preparacion de agares del ensayo.

2A. Procedimientos realizados para los analisis fisicos quimicos.

Analisis

Procedimientos

Determinacion
de  Nitrégeno
total por:
Técnica

Kjeldahl

Materiales y equipos: Balanza analitica, equipo Kjeldahl,
manto calefactor, potenciometro.

Reactivos: Acido sulfarico concentrado, K2SO4, CuSO4, NaOH
al 15 %, solucién de hidroxido de sodio al 30 %, solucion de
hidroxido de sodio 0.1 N, HzBOsal 3 %, indicador de Tashiro,
solucién de HCl al 0.1 N.

Procedimiento: Realizar un prueba ‘“blanco” mediante una
sustancia sin nitrogeno, pesar 0.1 mg junto a 1 g de muestra
nivelada en un matraz Kjeldahl, adicionar 3 esferas de vidrio, 10
g de K2SOg4, 0.5 g de CuSOsy 20 mL de H2SO4 concentrado,
enlazar el matraz a la trampa de absorcion de 250 mL de NaOH
al 15 %, calentar hasta que la solucidn se torne transparente, dejar
en ebullicion por 20 min, si la muestra presenta espuma adicionar
acido esteéarico y calentar, una vez enfriado adicionar 200 mL de
H-O destilada. Enlazar el matraz al sistema de destilacion,
adicionar 100 mL de NaOH al 30 %. Destilar 150 mL en un
matraz que contenga refrigerante, agregar: 50 mL de una
solucién de H2SO4 0.1 N, 5 gotas de rojo de metilo, 50 mL de

agua destilada, agregar H.SO4 para que se pueda realizar la retro
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titulacién. Proceder a titular la cantidad se sobra de acido con
NaOH 0.1 N hasta que muestre u color amarillento.

Calculos

14 xNxVox100
Mas x 1000

%N =

Vol: 50 mL H2S04 0.1 N
Maés: masa de la muestra (g)

(Rodriguez & Rodriguez, 2011, pags. 56-59)

Determinacion
de fosforo
asimilable por:
Técnica de
Olsen

modificado

Tamizar el suelo con un tamiz de 0.5 micrémetros.

Para la extraccion: Pesar 5 g de suelo en un erlenmeyer de 125
mL en la balanza analitica y etiquetar la muestra. Despues
agregar 70 mL de la solucion de bicarbonato de sodio por medio
de una probeta. Pasar sobre el agitador por 30 minutos. Durante
este tiempo, instalar los embudos sobre balones aforados de 100
mL. Filtrar la muestra, luego dejar escurrir y enjaguar |
erlenmeyer, haciendo que pase el resto de la muestra sobre el
filtro por medio de una piseta que contenga la solucion
extractora, manteniendo encima el filtro. Dejar escurrir
completamente por medio de la solucidn, lavar el filtro, dejando
escurrir bien. Realizar este procedimiento hasta obtener un
volumen a 100 mL. Sacar el balon y aforarlo con la solucién
extractora o agua destilada. Tapar el balén y homogenizar por

volteadas sucesivas.
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Para la dilucion: Diluir la solucion extraida al 1/100, se
recomienda estar en la primera mitad de la gama al momento de
la lectura, entre 0.1 y 0.6 ppm.

Para la lectura: Verter 40 ml de la solucion diluida en un vaso
de pléstico de 50 mL, enjaguar bien y desechar. Después verter
de nuevo alrededor de 20 mL de la solucion de este vaso. Se tomd
10 mL de la solucién diluida por medio de la pipeta automatica
e introducir en un tubo de ensayo que llevaba la numeracion de
la muestra y la dilucion. Posteriormente adicionar 4 mL de 4cido
ascorbico de 1 % por medio de la pipeta automatica de 5 mL
arreglada a 4 mL y 2 mL de solucion sulfo molibdica con el
distribuidor automético. Agitar cada tubo alrededor de 5
segundos. Colocar en un bafio Maria 15 minutos a 70 °C a fin de
desarrollar la coloracién azul. La coloracion debe quedar estable
durante 2 o 3 horas. Encender el bafio Maria a una hora antes de
esta operacion, a fin de llegar a la temperatura deseada una vez
que las muestras estén listas para pasarlas. Dejar enfriar en un
bafio de agua fria por un tiempo de 5 minutos. Preparar de
manera idéntica a la gama patron. Operar la toma de los
diferentes volimenes. Pasar las muestras a los tubos de
colorimetria, verificando la perfecta limpieza de estos tubos.
Efectuar la lectura en un colorimetro a 660 nm de la siguiente
manera: El colorimetro debe de estar encendido una hora antes
de la lectura para que este bien caliente, encerar y pasar la

solucién “blanco”, ajustar el ciento por ciento de trasmision.
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Pasar los puntos de la gama, del mas bajo al mas alto, anotando
la lectura obtenida por cada punto. Una vez hecho esto volver a
pasar ahora las muestras y anotar las técnicas obtenidas. Una vez
ubicada al medio de la serie, pasar de nuevo el punto 0.8 ppm de
la gama a fin de verificar la buena calibracién del colorimetro.
Preparacion de la gama patron: Preparar una “solucion madre”
de 1000 ppm de P a partir del fosfato de potasio monobésico una
vez pasado por la estufa por 24 horas a 60 °C, luego meterlo en
un desecador.

Pesar 4.40 en la balanza analitica y pasarlo a un balén aforado de
1000 mL, disolver y aforar con agua destilada. Partiendo de esta
solucion madre alistar diluciones: 100 ppm, 10 ppm y 1 ppm.
Verter 10 mL de la soluciones madre en un bal6n aforado de 100
mL. Completar y aforar con agua destilada

Solucion a 100 ppm: vaciar 10 mL de la solucion de 100 ppm
en un baldn aforado de 100 mL y aforarlo con agua destilada
Solucion a 10 ppm: vaciar 10 mL de la solucion a 10 ppm en un
balén aforado de 100 mL y aforarlo con agua destilada

Solucion a 1 ppm con las soluciones a 10 y 1 ppm, preparar:

01]02[04]06/08[1][12]ppm

Utilizar una bureta para verter 10 mL

0.1 ppm, verter 10 mL de la solucion de 1 ppm
0.2 ppm, verter 10 mL de la solucion de 1 ppm
0.4 ppm, verter 4 mL de la solucién de 10 ppm

0.6 ppm, verter 6 mL de la solucion de 10 ppm
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0.8 ppm, verter 8 mL de la solucion de 10 ppm

1.0 ppm, verter 10 mL de la solucién de 10 ppm

1.2 ppm, verter 12 mL de la solucién de 10 ppm

Aforar completamente con agua destilada, agregar 1 mL de la
solucidn extractante, aforar a 100 mL y etiquetar cada balén con
la concentracion de P correspondiente

Controles: preparar una muestra blanco para cada serie llevando
todos los reactivos utilizados

Calculos: realizar una curva a partir de las lecturas obtenidas en
el colorimetro para cada punto

Dar lectura a los resultados obtenidos en ppm

ppm leidos x dilucion x 100

peso de la muestra = ppmde fosforo por 100 g de muestra

ppmpor 100 g

— o . . .
10000 % de fosforo asimilable de muestra seca al aire

Los resultados estan generalmente expresados en P2Os
asimilable, para obtener datos de fésforo asimilable multiplicar
2.29

(Rodriguez & Rodriguez, 2011, pags. 79-85)
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Determinacion
potasio
asimilable por:
Técnica de
Olsen
modificado-
fotometria  de

llama

Procedimiento: Pesar 10 g de suelo en un erlenmeyer de 250 mL
y afladir 100 mL de NH4OAc, luego dejar en reposo 24 horas. A
continuacion filtrar y tomar una alicuota de 10 mL. Dar lectura
en el fotometro de llama previamente calibrado en base de las
curvas patrones.

Calculos:

me
[ K encurvax 10 me

=K
g muestra (100 g

)

(Rodriguez & Rodriguez, 2011, pags. 79-85)
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Determinacion
de calcio y
magnesio
asimilable por:
Técnica de
Olsen
modificado-
fotometria  de
absorcion

atébmica

Perdidas de fuego.- Pesar 0.5 g de muestra en la balanza
analitica, dentro de un crisol de porcelana limpio, seco y tarado.
Colocar un nimero de la muestra sobre el crisol. Introducir
dentro de la mufla fria, y comenzar a subir gradualmente la
temperatura hasta 480 °C vy dejar por una hora. Apagar la mufla
y dejar enfriar hasta una temperatura de alrededor de 120 °C.
Luego pasar los crisoles que contienen las cenizas dentro de un
desecador, posteriormente dejar enfriar y pesar. Finalmente
conservar las cenizas para el calculo del valor de los elementos
minerales.

Extraccion.- Agregar dentro del crisol de porcelana que contiene
las cenizas, (una vez pesadas), en el orden siguiente; 2 mL de
agua destilada, 1 mL de &cido clorhidrico concentrado P.A. Se
desliz6 sobre la plancha de calentamiento y llevar a secar
lentamente. Una vez seca, enfriar y agregar de nuevo 2 mL de
acido clorhidrico. Preparar un embudo con su filtro sobre un
balén aforado de 100 mL, y anotar la numeracion del crisol.
Luego se paso el contenido del crisol sobre el filtro por medio de
un chorro de agua. Enjaguar el crisol por medio de agua destilada
a través de un chorro de agua, manteniéndole encima del filtro.
Frotar las paredes del crisol con la ayuda de un “policia” y
enjuagar con un chorro de piseta. Lavar bien el filtro con
pequefios chorros de piseta. Repetir la operacion cuatro o cinco

veces, dejando escurrir bien. Retirar el balon aforado debajo del
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embudo y aforarlo a 100 mL con agua destilada. Tapar y
homogenizar por volteadas sucesivas.

Dilucién y lectura.- Efectuar dos diluciones diferentes, la una a
len20ylaotraalen 100, afin de estar dentro de la escala de
lectura del espectrofotometro, ademés. Tomar 5 mL de la
solucién precedente, a traves de una pipeta de precision,
introducir el contenido en un bal6n aforado a 100 mL, contenido
5 mL de solucién de 6xido de lantano al 1 %. Aforar a 100 mL
con agua destilada, obteniendo asi la dilucién 1 en 20. Anotar en
el baldn el nimero de la muestra y la dilucion. Tomar 10 mL de
la solucion 1/20 con una pipeta de precision, luego introducir en
un bal6n aforado de 50 mL que contenga 2.5 mL de la solucion
de 6xido de lantano al 1%. Finalmente aforar a 50 mL con agua
destilada, obteniendo la dilucién a 1/100. Luego estas muestras
pasar al espectrofotdmetro.

Calibracién del espectrofotémetro.- Segun el manual de uso
Lectura.- Introducir el tubo de aspiracion dentro del balén que
contiene la muestra a dosificar, esperar la estabilizacion de la
lectura y anotar la lectura obtenida. El resultado leido situar
dentro de los dos primeros tercios de la curva de estandarizacion.
Preparacion de la gama patron: Utilizar las soluciones
estandares a 1000 ppm de Ca y Mg para espectrofotometria,
preparar soluciones a 500, 100, 10 y 1 ppm para cada elemento.

Vaciar 50 mL de la solucion estandar, por medio de una bureta
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de 50 mL, en un balon aforado de 100 mL y aforar con agua
destilada.
Solucion a 500 ppm: Verter 20 mL de la solucion a 500 ppm en
un bal6n aforado de 100 mL y aforar con agua destilada
Solucion a 100 ppm: Verter 10 mL de la solucion a 100 ppm en
un balén aforado de 100 mL y aforar con agua destilada.
Solucion a 10 ppm: Verter 10 mL de la solucion a 10 ppm en un
balén aforado de 100 mL y aforar con agua destilada.
Limites de lectura del espectrofotometro.
Ca: de 0.01 a5 ppm
Mg: de 0.003 a 1 ppm
Controles: preparar un testigo constituido por una muestra de
concentracion conocida.
Calculos: El porcentaje obtenido se expresa en base a materia
seca. Multiplicar los resultados obtenidos en la lectura (en ppm)
por los factores siguientes.
Para un peso de muestra de 0.5 g:

1) Dilucidn 1/20 por 0.4

2) Dilucion 1/100 por 2.0

(Rodriguez & Rodriguez, 2011, pags. 79-85).

Fuente: Adaptado de (Rodriguez & Rodriguez, 2011, pags. 56-127) por S. Mufioz (2016).
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2B. Procedimientos realizados para los andlisis de TPH.

Analisis

Procedimiento

Metodo EPA 8015D

TPH

Este método se realiza mediante un cromatografo. Pesar
10 g de muestra para el spike, blanco y para la muestra.
Para el blanco y el spike pesar 10 g de arena para cada
uno. La extraccion se efectud con acetona y hexano.
Mediante una micro jeringa se puso 200 pL de una
solucion de 100000 pton, para tener un resultado de 2000
ppm de diesel. Mediante un vortex agitar durante 15
minutos. Se situé 10 mL de acetona. Se ubico 10 mL de
hexano y se batié durante 20 minutos. Se centrifug6 a 140
rpm por 3 minutos, con esto se completd la fase de
extraccion. Se puso agua desionizada hasta llenar los
viales. Se dispuso en los viales del cromatdgrafo 2 mL. El
resultado se obtuvo alrededor de 45 minutos.
Posteriormente se realizé el porcentaje de recuperacion
del subrogado (analito). Los TPH se hallan junto con el

hexano.

Nota: Tomado de EPA. 2016.
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2C. Procedimientos para la preparacion de los agares especificos.

Tipo de Agar

Procedimiento

PDA
(Potato Agar

Dextrosa)

Disolver 19.5 g del polvo en 500 mL de agua destilada y
mezclar bien, mediante una plancha calentar el medio por 15
minutos con agitacion frecuente, autoclavar a 121 ° C durante

15 minutos.

TSA
(Trypticase Soy

Agar):

Disolver 20 g del polvo en 500mL de agua destilada y
mezclar bien, mediante una plancha calentar el medio por 15
minutos con agitacion frecuente, autoclavar a 121 ° C durante

15 minutos.

SDA
(Sabouraud

Dextrose Agar)

Disolver 32.5 g del polvo en 500 mL de agua destilada y
mezclar bien, mediante una plancha calentar el medio por 15
minutos con agitacion frecuente, autoclavar a 121 ° C durante

15 minutos.

Cetrymide Agar

Agregar 5 mL de Glicerina a 500 mL de agua destilada,
mezclar bien

Disolver 23 g del agar en los 500 mL de agua destilada con
glicerina, mezclar bien, mediante una plancha calentar el
medio por 15 minutos con agitacion frecuente, autoclavar a

121 ° C durante 15 minutos.

Nota: Fuente Difco. (2015).
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Anexo 3. Fotografias del proyecto

3A. Fase de campo

i | ] ¢ " k'ﬁ:"«,:\
Muestreo de suelos para recoleccion
muestras para analisis fisico quimico
Elaborado por S. Mufioz, 2016.
T, F R A s

¢ sl ) - et

Puntos de muestreo con sus respectivas

muestras etiquetadas
Elaborado por S. Muiioz, 2016.

Toma de muestras para el analisis
microbiologico
Elaborado por S. Mufioz, 2016.

Transporte de muestras mediante un
cooler para analisis microbioldgico
Elaborado por S. Mufioz, 2016.
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3B. Fase de Laboratorio.

Elaboracién de los medios de cutio -
Elaborado por S. Mufioz, 2016.

Caja con TSA con crecimientos de
microrganismos por dilucion
Elaborado por S. Mufioz, 2016.

Caja con PDA con crecimientos de
microrganismos por dilucién
Elaborado por S. Mufioz, 2016.

Conservacion del hongo y la bacteria
en Cryobank
Elaborado por S. Mufioz, 2016.
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Crecimiento de Trichoderma después de
72 h
Elaborado por S. Mufioz, 2016.
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Tincion gram de bacterias
Elaborado por S. Mufioz, 2016.
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Formulario de Informe Microgen
Elaborado por S. Muiioz, 2016.

Tira reactiva de Microgen para
Pseudomona fluorescens
Elaborado por S. Mufioz, 2016.
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tierra en las cajas

Elaborado por S. Mufioz, 2016.

Elaborado por S. Mufioz, 2016.

Adicién del inoculo a los tratamientos

Adicidn de petroleo a las cajas con
suelo

Elaborado por S. Muﬁoz, 2016.

Disposicidn de los tratamientos en
iguales condiciones ambientales
Elaborado por S. Mufioz, 2016.

Nota Elaborado por S. Mufioz. 2016.
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Anexo 4. Datos de variables

Anexo 4A. Datos de pH

R1 R2 R3 R4
7.8 7.8 7.8 7.8
7.34 7.29 7.19 7.22
7.341 7.021 7.136 7.327
7.22 7.18 7.2 7.1
7.23 7.332 7.581 7.459
7.15 1.2 7.1 7.08
7.17 7.17 7.17 7.17
TO 7.08 7.021 7.114 7.13
7.04 6.97 6.91 7.05
6.8 6.8 6.79 6.77
6.7 6.66 6.64 6.68
6.75 6.6 6.418 6.955
6.8 6.546 6.766 6.64
6.63 6.69 6.7 6.7
6.6 6.79 6.72 6.53
7.8 7.8 7.8 7.8
7.3 1.22 7.3 7.18
7.25 7.28 7.17 7.23
7.17 7.18 7.2 7.18
7.23 7.14 7.1 7.15
7.11 7.22 7.17 7.19
7.1 7.1 7.1 7.1
T1 7.043 7.04 7.16 7.03
6.98 6.88 6.91 6.92
6.9 6.89 7.01 7.05
7.053 7.017 7.04 7.013
6.96 6.941 6.752 7.143
6.78 6.75 6.66 6.68
6.58 6.61 6.49 6.48
6.42 6.38 6.28 6.24
7.8 7.8 7.8 7.8
7.33 7.38 7.41 7.41
7.29 7.33 7.31 7.35
7.2 7.25 7.25 7.22
7.18 7.1 7.18 7.11
7.223 7.025 7.276 7.13
T2 6.89 7.01 7.14 7.1
7.05 7.07 7.042 6.89
6.8 6.9 6.98 6.9
6.87 6.988 6.54 6.99
6.87 6.87 6.66 6.8
6.818 6.699 6.933 6.8
6.4 6.51 6.85 6.68
6.564 6.56 6.71 6.7
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6.35 6.42 6.33 6.45
7.8 7.8 7.8 7.8
7.45 7.39 7.48 7.42
7.38 7.33 7.32 7.32
7.25 1.22 7.28 1.22
7.14 7.25 7.16 7.18
7.05 7.14 7.08 7.04
7.01 7.15 7.15 7.01
T3 6.99 7.03 6.88 6.84
6.917 6.81 6.839 6.78
6.73 6.63 6.63 6.63
6.64 6.89 6.71 6.7
6.659 6.62 6.77 6.825
6.49 6.53 6.61 6.74
6.66 6.66 6.54 6.78
6.76 6.55 6.68 6.79
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Anexo 4B. Datos de conductividad eléctrica (dS/m)

R1(dS/m) | R2(dS/m) | R3(dS/m) | R4 (dS/m)
6.35 6.35 6.35 6.35
418 4.32 4.25 4.16
3.74 4.15 4.148 4.074
3.45 3.47 3.4 3.46
3.04 3.1 3.04 3.1
2.41 2.43 2.46 2.34
2.07 1.8 2.13 2.04

TO 1.84 1.26 1.56 1.56
1.04 1.05 1.01 1.16
0.58 0.826 0.564 0.506
0.352 0.222 0.276 0.303
0.074 0.045 0.0081 0.0046

0.0384 0.0282 0.0068 0.0241
0.024 0.0089 0.0034 0.002

0.0023 0.0046 0.0028 0.0021
6.35 6.35 6.35 6.35
4.26 4.36 4.86 4.36
416 4.08 3.84 4.08
3.68 3.64 3.46 3.64
3.05 2.84 2.7 2.84
251 2.26 2.1 2.26
2.16 2.08 2.11 2.08

T1 1.08 1.56 1.66 1.56
0.246 0.56 0.4 0.56
0.094 0.091 0.088 0.091
0.046 0.053 0.05 0.053
0.025 0.019 0.001 0.019

0.0046 0.0081 0.0077 0.0081

0.0038 0.0064 0.006 0.0064

0.0016 0.002 0.0012 0.002
6.35 6.35 6.35 6.35
4.35 4.88 42 4
3.87 3.97 3.84 3.78
3.15 3.25 3.55 3.49
2.86 2.44 2.68 3
2.16 18 2.42 2.16
2.2 1.68 2 1.7

T2 1.67 1.66 2.1 1.07
1.16 1.43 1.86 0.89
1.01 0.6 1.46 0.77

0.089 0.094 1.25 0.7
0.027 0.088 0.94 0.35
0.0082 0.05 0.089 0.3
0.0065 0.048 0.046 0.19
0.0014 0.0084 0.0044 0.009
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T3

6.35 6.35 6.35 6.35
4.58 4.16 4.8 4.1
3.54 3.56 4.25 4.14
3.04 3.6 3.74 3.54
2.16 2.46 3.1 3.26
2.08 1.56 2.3 2.5
2 1.08 14 2.43
1.35 0.56 1 1.85
1.01 0.7 0.8 0.76
1.1 0.084 0.09 0.081
0.74 0.049 0.045 0.033
0.22 0.019 0.018 0.019
0.048 0.0093 0.0084 0.007
0.0046 0.0076 0.0066 0.0071
0.0016 0.007 0.0041 0.0068
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Anexo 4C. Datos de humedad (%0)

R1 (%) R2 (%) R3 (%) R4 (%)
TO 25.75 26.7 25.78 24.1
24.81 25,84 25.12 24.18
22.38 24,92 24.33 22.28
20.89 25.15 24.15 22.07
20.18 24.41 22.08 21.39
20 23.15 24.05 20.15
T1 23.58 28.64 25.44 24.85
23.8 28.5 22 26.78
23 24.68 25.1 24.46
22.58 27.30 22.70 23.74
225 29.45 24.46 22.84
22.15 26.45 22 24.23
22.2 26.4 20.78 20.56
T2 29.56 29.48 25.1 25.6
24.55 251 27.1 24.88
20.15 22.9 22.34 23.5
28.29 24.42 24.42 27.20
27.33 23.25 26.56 28.08
28 20.47 24.15 26.35
28.44 24.88 21.2 28.41
T3 29.78 28.1 26.46 23.58
27.64 24.56 26.56 24.45
28.9 27.45 23.41 255
29.76 25.60 28.00 23.10
28.45 28.46 27.64 20.5
26.45 29.78 20.16 21.68
29.8 29 20 22.48
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Anexo 4D. Datos de temperatura ( °C)

T0 (°C)

T1(°C)

T2(°C)
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R2
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Anexo 4F. Datos del conteo de colonias de Pseudomonas

Repeticién 1 A Repeticion 2
NUmero de Numero de
colonias colonias
Tiempo (
Tiempo ( horas) Total horas) Total
24 | 48 | 72 | UFC/mL 24 | 48 | 72 | UFC/mL
Dilucis 10t | 36 85 | 226 2260 38 | 154 | - Incontable
n 102 | 20 65 | 123 12300 16 | 39 | 68 6800
108 | 12 14 | 17 17000 11 | 18 | 23 23000
B
Repeticion 1 Repeticion 2
NuUmero de Namero de
colonias colonias
Tiempo (
Tiempo ( horas) Total horas) Total
24 48 72 UFC/mL 24 | 48 | 72 UFC/mL
Dilucit 101 | 68 | 180 | - | Incontable 62 | 150 | 226 2260
N 102 | 35 68 | 130 13000 28 | 64 | 81 8100
10| 8 16 | 22 22000 13 | 19 | 22 22000
C
Repeticion 1 Repeticion 2
Numero de Namero de
colonias colonias
Tiempo (
Tiempo (horas) Total horas) Total
24 48 72 UFC/mL 24 | 48 | 72 UFC/mL
Dilucié 101 | 55 | 144 | - Incontable 41 | 101 | 170 1700
N 102 | 41 76 | 121 12100 28 | 67 | 83 8300
108 7 16 | 19 19000 11 | 15 | 19 19000
D
Repeticién 1 Repeticion 2
Numero de Namero de
colonias colonias
Tiempo (
Tiempo ( horas) Total horas) Total
24 | 48 | 72 | UFC/mL 24 | 48 | 72 | UFC/mL
Dilucié 101 | 56 | 102 | 176 1760 38 | 86 | 166 1660
n 102 | 35 66 | 87 8700 17 | 35 | 66 6600
108 | 15 28 | 36 36000 8 18 | 28 28000
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