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Resumen

En el presente estudio se evalud el efecto del nitrogeno (N2) como bioestimulante de un proceso
de biorremediacion a nivel de laboratorio. Para el efecto se prepard microcosmos de suelo
contaminado con bunker proveniente de la Central Termoeléctrica “El Descanso”. Para la
valoracion se consider6 las siguientes variables: capacidad de campo, pH, temperatura y relacion
C/N; se evaluaron 6 tratamientos durante un periodo de 90 dias, atenuacién natural (T1),
bioestimulacion con materia organica vegetal (T2), materia orgénica vegetal y bioestimulacion con
urea relacion C/N de 60:1 (T3), materia organica vegetal y bioestimulacion con urea relacion C/N
de 100:10 (T4), bioestimulacion con urea relacion C/N de 60:1 (T5) y bioestimulacion con urea
relacion C/N de 100:10 (T6).

De acuerdo a los resultados el mayor porcentaje de degradacion de HAPs con un 99,27% se dio
con el T6 demostrando que la bioestimulacion con urea beneficia el proceso de degradacion de
hidrocarburos aromaticos.

Luego del proceso se valor6 la toxicidad del suelo a través de bioensayos con semillas, para el
caso con Lactuca sativa; los bioensayos se sometieron a un tiempo de exposicion de 120 horas.
Los resultados del protocolo evidencian que en todos los tratamientos no se presentd inhibicion en
la germinacién de las semillas ni afectacion en el desarrollo del hipocétilo, sin embargo, los

tratamientos T3 y T4 evidenciaron inhibicion en el desarrollo de la radicula.

Palabras claves: Biorremediacion, Hidrocarburos aromaticos policiclicos, Nitrégeno,

Bioestimulacion, Bioensayo.



Abstract
In the present study, the effect of nitrogen (N2) as a biostimulant in a laboratory bioremediation
process was evaluated. For this purpose, microcosm of soil contaminated with bunker from the “El
Descanso” Thermoelectric Power Plant was prepared. For the assessment, the following variables
were considered: field capacity, pH, temperature and C/N ratio; 6 treatments were evaluated during
a period of 90 days, natural attenuation (T1), biostimulation with plant organic matter (T2), plant
organic matter and biostimulation with urea C / N ratio of 60: 1 (T3), plant organic matter and
biostimulation with urea C / N ratio of 100: 10 (T4), biostimulation with urea C / N ratio of 60: 1

(T5) and biostimulation with urea C / N ratio of 100: 10 (T6).

According to the results, the highest percentage of degradation of PAHs with 99.27% occurred
with T6, showing that biostimulation with urea benefits the degradation process of aromatic

hydrocarbons.

After the process, the toxicity of the soil was evaluated through bioassays with seeds, for the case
with Lactuca sativa; the bioassays were subjected to an exposure time of 120 hours. The results of
the protocol show that in all the treatments there was no inhibition in the germination of the seeds
or affectation in the development of the hypocotyl, however, the treatments T3 and T4 showed

inhibition in the development of the radicle.

Keywords: Bioremediation, Polycyclic aromatic hydrocarbons, Nitrogen, Biostimulation,

Bioassay.
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CAPITULO 1.-
1.1 Introduccion

La industria petrolera a nivel global se considera un componente significativo en la economia,
sin embargo, el petroleo al ser una mezcla compleja de varios elementos principalmente
hidrocarburos que conforman el 75% de su composicion (Li et al., 2018; Varjani & Upasani, 2017),
y un recurso natural no renovable provoca impactos en el ambiente y en la sociedad. En el Ecuador
la explotacion de petroleo tiene una extensa historia de conflictos sociales y ambientales debido a
la inevitable liberacion de sustancias peligrosas en los procesos de extraccion, refinacion y
transporte de petrdleo (Arellano, Tansey, Balzter, & Boyd, 2015; Correa, De Souza, & De Oliveira,
2019).

Por este motivo, la contaminacion por hidrocarburos se ha convertido en un problema de gran
preocupacion a nivel mundial (Anejionu, Ahiarammunnah, & Nri-ezedi, 2015; Varjani & Upasani,
2019); los hidrocarburos producen alteraciones en la estructura del suelo como la retencion de
agua en la capa superficial (hidrofobicidad), agotamiento de la vida silvestre y especies acuaticas
(Anejionu, Ahiarammunnah, & Nri-ezedi, 2015; Ortinez, Lema, & Gavilan, 2003 ).

Para el tratamiento de suelos contaminados con hidrocarburos se han desarrollado diversas
técnicas de remediacion, entre las cuales esta la biorremediacion (Bento, Camargo, Okeke, &
Frabkenberger, 2005; Infante et al., 2010; Quintella, Mata, & Lima, 2019). Esta tecnologia se ha
venido desarrollando a lo largo de los afios, por ser un método de bajo costo, sencillo y
ambientalmente amigable con el entorno en comparacion con los demas métodos fisicoquimicos
(Pino, Carvajal, Gallo, & Pefiuela, 2012).

En este sentido, la bioestimulacion es una de las estrategias de biorremediacion utilizada en la

remediacion de sitios contaminados con hidrocarburos, estimulando a los microorganismos



presentes en un ambiente natural a través del suministro de nutrientes que mejoran el proceso de
mineralizacion del contaminante (Garcia, Roldan, & Garzon, 2011).

En el presente estudio, buscamos analizar la influencia del nitrégeno en la biorremediacion de
Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos (HAPs) en microcosmos de suelo a nivel de laboratorio,
optimizando el proceso a través del control de condiciones ambientales y una relacion C/N optima.

1.2 Justificacion

Al ser nuestro pais productor de petréleo (Buendia, 2012; Cando, 2011), es preciso prestar
atencion a los impactos ambientales que genera la contaminacioén por Hidrocarburos Aromaticos
Policiclicos (HAPs). La contaminacion por hidrocarburos produce alteraciones en la capacidad
natural para conservar una extensa variedad de organismos, reduce la fertilidad, limita las
actividades productivas y genera efectos nocivos potenciales en los ecosistemas y en la salud

humana (Buendia, 2012; Jiménez, Medina, & Gracida, 2010).

Para depurar matrices con hidrocarburos se utilizan diferentes tecnologias, estas se basan en
métodos fisicos, quimicos y biologicos. Es asi, que se consideré como método bioldgico a la
bioestimulacion, técnica que se basa en mantener y estimular la carga micrébica nativa para

acelerar el proceso de mineralizacion de los compuestos organicos.

Debido a la elevada concentracion de carbono en el bunker se produce un desbalance en la
relacion carbono nitrogeno y como consecuencia la inhibicion del crecimiento de ciertos
microorganismos (Infante et al., 2010; Vallejo, Sandoval, Garagoa, & Bastos, 2016). De ahi, la
importancia de mantener una adecuada relacion C/N para que los microorganismos sean capaces
de tolerar cierto tipo de hidrocarburos y puedan utilizar el carbono para su desarrollo (Wu, Wu,

Zhang, & Ye, 2019).



En el presente estudio se utilizo nitrogeno (N2) como recurso para incrementar el metabolismo
microbiano indispensable para la produccién de aminodcidos, proteinas y acidos nucleicos
fundamentales para mantener una marcada actividad metabodlica (Acuiia, Pucci, & Pucci, 2008;

Dias et al., 2012; Wu et al., 2019).

1.3 Objetivos

1.3.1 Objetivo General

Analizar el efecto de la concentracion de nitrogeno en un proceso de biorremediacion de

hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAPs) a nivel de microcosmos de suelo.

1.3.2 Objetivos Especificos
e Disefiar y preparar microcosmos de suelo contaminado con el corte de petroleo conocido
como “bunker oil”.
e Valorar el proceso de biorremediacion de los HAPs en funcion del tiempo de tratamiento
mediante analisis de suelo en los microcosmos.
e Evaluar la toxicidad del suelo a través de ensayos con semillas de lechuga (Lactuca sativa)

luego del proceso de biorremediacion.

1.4  Marco Tedrico
141 Petrdleo

La palabra petréleo proviene de dos voces latinas petra (roca) y 6leum (aceite), es decir, aceite
de roca (Walters, 2017). Se conoce al petréleo como una mezcla natural de compuestos
hidrocarburiferos liquidos, sélidos y gaseosos que son producidos en depositos de rocas
sedimentarias y estdn formados por pequefas cantidades de nitrégeno, oxigeno, azufre, y

cantidades minimas de constituyentes metalicos (Speight & Shafik, 2018). La composicion del



petroleo viene influenciada por: el tipo de organismos que aportaron con materia organica, el lugar

de acumulacion y la exposicion térmica (Walters, 2017).

1.4.2 Composicion del petroleo

El petroleo, es una mezcla de una gran variedad de sustancias orgénicas, principalmente de
hidrocarburos, compuestos que estdn formados esencialmente por carbono (80-87%) e hidrogeno
(10-15%) siendo los elementos més abundantes, de igual forma existe la presencia de oxigeno (0-
5%), azufre (0-10%) y nitrogeno (0-1%) en menores cantidades (Agraz, 2015). Los hidrocarburos
de petroleo se clasifican en cuatro fracciones simples: saturados, aromaticos, resina y asfaltenos

(Li et al., 2018; Varjani & Upasani, 2017).

e Fraccion de saturados: Corresponde a la suma de los hidrocarburos parafinicos (formados
por cadenas abiertas de hidrocarburos) y cicloparafinicos (formados por cadenas cerradas
de hidrocarburos).

e Fraccion de aromdticos: Estd formada por compuestos que poseen uno o mas anillos
bencénicos en su estructura.

e Fraccion de resinas: son compuestos solidos amorfos disueltos que contienen nitrogeno,
azufre y oxigeno.

e Fraccion de asfaltenos: Son moléculas polares coloidales de gran tamafio, siendo mas

resistentes a la biodegradacion (Ponce, 2014).

De manera general, los hidrocarburos de petroleo poseen una fraccion degradable entre el 70 y
97%, que comprende a los hidrocarburos saturados y aromaticos, y el resto lo constituye los

asfaltenos y las resinas siendo en su mayoria inertes (Prince, Varadara, Fiocco, & Lessard, 1999).



Cada fraccion, posee compuestos con sus propias caracteristicas de solubilidad, volatilidad y
toxicidad; cabe sefialar que la clasificacion de los hidrocarburos puede darse de acuerdo a su

biodegradabilidad (Braibant, 2004).
1.4.3 Derivados de petroleo

Los derivados del petrdleo potenciales son los combustibles los cuales estan compuestos por
cientos de hidrocarburos no polares que se diferencian segin su masa molecular y su estructura

quimica (Groysman, 2014).
Algunos derivados de petréleo mas representativos son:
e La Gasolina

Mezcla compleja de varios compuestos organicos de diversas estructuras, propiedades y pesos
moleculares, el rango de numeros de carbonos varia de 4 a 12, el nlimero de carbono més frecuente
es el 8 (Yu et al,, 2019). La gasolina estd compuesta por parafinas (30%), aromaticos (35%),

olefinas (18-25%) y naftenos (5%) (Groysman, 2014).
e Gas Licuado de petréleo (GLP)

Es obtenido en la etapa de extraccion de petrdleo y gas natural, este derivado es una mezcla de
propano siendo un hidrocarburo saturado, butano es un gas altamente inflamable y otras sustancias
en pequefias cantidades. E1 GLP en su forma gaseosa es mas pesado que el aire y en su forma
liquida mas liviano que el agua, este producto no es toxico para la salud humana (Synak, Culik,

Rievaj, & Gana, 2019).

e Diésel



Es una mezcla compleja de hidrocarburos con un indice de carbono que varia entre 8 a 26
atomos. Sus componentes principales son los alcanos, tanto de cadena lineal como ramificados y
aromaticos (Adam & Duncan, 2000). Ademas, estd conformado por parafinas y cicloparafinas

(Fauzul, Budi, & Slistiyaning, 2019).

e Queroseno

La palabra queroseno deriva del término griego “keros” que significa cera. Este derivado es
una mezcla liquida de sustancias quimicas generadas en el proceso de destilacion del petroleo
crudo (Maheshwari & Gulati, 2018). Su composicién quimica depende del origen, generalmente
consta de decenas de hidrocarburos diferentes, donde cada molécula contiene de 9 a 16 atomos de
carbono. El queroseno est4d conformado por parafinas (45%), naftenos (35%) y aromaticos (20%),

también puede contener olefinas, sustancias quimicas que contienen azufre y oxigeno (Groysman,

2014).

e Nafta

Es considerada como la fraccion destilada mas ligera y volatil de los hidrocarburos liquidos
contenidos en el petrdleo crudo. Este producto estd compuesto por parafinas (65-85%), naftenos

(30%) y aromaticos (5%) (Groysman, 2014).

e Bunker o Fuel ail

Se conoce como bunker a diversos productos de petroleo liquido que se incineran en una caldera
u horno para producir calor o son usados en un motor para producir energia eléctrica (Lee, Kim,
& Kim, 2011). Se produce a partir de la destilacion de petroleo luego de la eliminacion de
productos como queroseno, diésel y nafta (Alizadeh & Nomikos, 2009). Contiene largas cadenas

de hidrocarburos principalmente alcanos, cicloalcanos y aromaticos (Groysman, 2014).



El bunker se clasifica en 6 clases ordenadas del 1 al 6 de acuerdo a su punto de ebullicion,
composicion y propodsito; el punto de ebullicion y la longitud del enlace de carbono del

combustible se incrementa en funcion del nimero de grado (Lee et al., 2011).

El fuel oil es poco soluble en agua por ello puede movilizarse por separado durante el flujo de
agua por medio de la matriz del suelo o llegar a disolverse parcialmente en el agua subterranea.
Ademas, presenta una elevada toxicidad amenazando el suelo, el agua subterranea y a los seres

humanos (Miles, Maji, Sudicky, Teutsch, & Peter, 2008).

1.4.4 Hidrocarburos aromaticos policiclicos

Son compuestos organicos que estan constituidos por anillos de benceno fundido conformados
por carbono e hidrogeno formando ciclos aromdticos con 2 o mas anillos condensados (Nzila,
2018). La velocidad de degradacion y clasificacion de los HAPs, viene dada por el nimero de
anillos aromaticos de benceno, donde los HAPs de bajo peso molecular (LMW) estan
representados por dos o tres anillos de benceno, y los HAPs de alto peso molecular (HMW) estan
conformados por més de tres anillos de benceno, los tltimos presentan una baja biodisponibilidad

y son menos susceptibles a la degradacion microbiana (Sakshi, Singh, & Haritash, 2019).

El comportamiento ambiental de los HAPs viene determinado por su peso molecular, su
configuracion estructural y el nimero de anillos; los HAPs de bajo peso molecular son mas
facilmente degradables debido a su naturaleza semivolatil y mayor solubilidad, por su parte los
HAPs de alto peso molecular presentan una baja biodisponibilidad y son menos susceptibles a la

degradacion microbiana (Izquierdo, 2013).



Los HAPs cuentan con propiedades toxicas, en su mayoria son persistentes en el ambiente,
debido a su estabilidad estructural, hidrofobicidad y baja solubilidad en agua (Torri, Cabrera, &

Alberti, 2018).

La Unién Internacional de Quimica Pura y Aplicada (IUPAC), reconoce la existencia de mas
de 100 HAPs debido a la fusion de un nimero variable de anillos y las diferentes ubicaciones en
las que sus anillos pueden unirse (Seminoti, Menezes, Antoniolli, & De Oliveira, 2007), sin
embargo, la Agencia de Proteccion Ambiental de los Estados Unidos (EPA) reconoce dieciséis
HAPs basicos en la lista de contaminantes prioritarios, debido a su alta estabilidad, extensa
distribucion en el ambiente y a sus propiedades teratogénicas, mutagénicas y carcinogénicas

(Qianjun Liu et al., 2019; Varjani & Upasani, 2017) (Tabla 1).

Tabla 1. Nombre y estructura de los HAPs segiin la US-EPA.
Nombre comun Peso NUmero de Estructura molecular
molecular anillos

Naftaleno 128 2 @@
Acenalftileno 152 3 &

Acenafteno 154 3

Fluoreno 166 3

Fenantreno 178 3 ‘
Antraceno 178 3 @j




Fluoranteno 202 4

Pireno 202 4
Benzo(a)antraceno 228 4
Criseno 228 4
Benzo(k)fluoranteno 5 5
Benzo(b)fluoranteno 252 5
Benzo(a)pireno 252 5
Indeno(1,2,3- 276 6
cd)pireno

Dibenzo(a,h)antraceno 278 6
Benzo(g,h,1)perileno 276 6

Fuente: (Kastner, 2008; Seminoti et al., 2007)



1.4.4.1 Formacion de los HAPs

Los HAPs son compuestos que se generan por pirdlisis o combustion incompleta de biomasa y
combustibles fosiles, a una temperatura elevada la pir6lisis de compuestos organicos genera
fragmentos de moléculas y radicales que se mezclan para dar origen a los HAPs, esto puede ocurrir

de forma natural o antrépica (H. Chen et al., 2019).

Las fuentes naturales para la generacion de HAPs son los incendios forestales y pastizales,
yacimientos de petrdleo o erupciones volcanicas. Sin embargo, las fuentes antropicas son las que
mas contribuyen a su formacion, como la quema de combustibles fosiles con fines energéticos, en
el tratamiento de la madera con creosota, mediante el uso de lubricantes, en el refinamiento de

petréleo y actividades de transporte (Petruzzelli, Pedron, Rosellini, Grifoni, & Barbafieri, 2016).

1.4.4.2 El riesgo de los HAPs en el medio ambiente
Segun la Agencia de Proteccion Ambiental de los Estados Unidos (USEPA) los HAPs son un
grupo de hidrocarburos contaminantes de control prioritario, ya que son cancerigenos,

teratogénicos, y por su capacidad de bioacumularse (Meng et al., 2019).

Los HAPs pueden llegar a dispersarse en el aire, suelo y agua, siendo la fuente principal de
HAPs en el aire la combustion incompleta de biomasa, combustibles fosiles y el trafico vehicular.
La fuente de contaminacion del suelo méas comun es la deposicion atmosférica, en donde se espera
que gran parte de los HAPs derivados de la combustion se alojen en la capa superior del suelo (Yu
et al., 2013), la contaminacion del agua con HAPs se produce por descargas de combustibles y
derrames de petrdleo (Meng et al., 2019). Siendo la contaminacion del suelo la que genera mayor

afectacion al ser humano en comparacion con la contaminacion del aire y agua (Yu et al., 2013).



Por todo lo mencionado, la contaminacién por hidrocarburos se ha convertido en una de las
preocupaciones mundiales mas graves debido al efecto toxico que genera problemas a los

microorganismos y todas las formas vida, incluido a los seres humanos (Varjani & Upasani, 2017).

1.45 ¢Qué es el suelo?
Segin el TULSMA (2014) lo define como un medio poroso formado en la superficie terrestre
a través de procesos de meteorizacion por largos periodos, se vinculan fenomenos biologicos,

hidrolégicos y geoldgicos.

Este recurso natural es parte esencial de los ecosistemas terrestres (Milena & Correa, 2009),
cumple funciones ambientales importantes como sustento de alimento para plantas, fuente de
nutrientes, deposito de la biodiversidad floral y faunistica, almacenamiento de materia organica
proveniente de restos animales y vegetales, la purificacion de los suministros de agua y medio

protector del ambiente (Wilson, 2019).

1.4.5.1 Formacion del suelo
Se detallan a continuacion los principales factores:

e Material Parental. Es el estado inicial del suelo, este factor brindan las principales
materias primas para la formacion del suelo y provee un entorno nutricional bésico para el
desarrollo de la comunidad microbiana (Osman, 2013). Algunas propiedades del perfil del
suelo como el horizonte de diagndstico genético, la configuracion textural y estructural, el
pH, la mineralogia, el color y la micromorfologia también son proporcionadas por el
material parental (Yassoglou, Tsadilas, & Kosmas, 2017) .

e EIl clima. Interviene directamente en el suelo por medio de la precipitacion y la

temperatura, ademas es un factor determinante para la vegetacion; el clima es también un



agente primordial en la alteracion quimica del suelo y de la desintegracion mecanica de
diversos sustratos (O’Sullivan, Mcconnell, Scanlon, Walsh, & Creamer, 2018).

e Topografia. Es un factor que interviene en la distribucion del suelo y sus propiedades,
controla el flujo de agua y el transporte de materiales, ademas cambia el clima local, la
composicion de la vegetacion y otras condiciones (X. Li, Chang, Liu, Zheng, & Wang,
2017).

e Carga microbica. Cumplen un papel importante en la formacion del suelo, pues
incorporan y transforman materia organica y mineral, translocan iones, particulas y
compuestos, protegen al suelo y eliminan sustancias durante la formacion del suelo
(Osman, 2013).

e Edad del suelo. Desempefia un papel importante en la formacion y desarrollo del suelo.
La condicién del suelo esta reflejada por el tiempo en el que los factores formadores han
ejercido su influencia, como cualquier cuerpo historico el suelo posee una edad: edad
absoluta corresponde al lapso de tiempo desde su formacion inicial hasta el presente, y la
edad relativa la cual indica la tasa de cambio de las fases del proceso y desarrollo de la
formacion del suelo (Matchavariani, 2019).

1.4.6 Contaminacién del suelo por hidrocarburos

Proceso de degradacion debido a la presencia de sustancias perjudiciales que genera afecciones
a la salud humana, animal y vegetal (FAO, 2018). Como contaminantes principales del suelo se
puede mencionar a los hidrocarburos aromaticos policiclicos; el petrdleo y sus derivados,

pesticidas, metales pesados y clorofenoles (Chen et al., 2015).



La contaminacion del suelo por HAPs es un grave problema ambiental a nivel mundial, se
genera por la progresiva demanda de combustibles fosiles, derivados del petroleo y por la rapida

industrializacion (Patowary, Patowary, & Devi, 2016).

1.4.7 Método bioldgico de remediacion de suelos

1.4.7.1 Biorremediacion ambiental
Se define a la Biorremediacion como un conjunto de técnicas que permite remediar matrices
contaminadas, empleando la capacidad natural de los microorganismos, hongos, plantas o enzimas

para degradar, eliminar y transformar los contaminantes presentes en el ambiente (Adetutu et al.,

2012).

La degradacién de contaminantes puede mejorarse a través de los siguientes enfoques: a)
bioatenuacion, b) bioestimulacioén y c) bioaumentacion (Redfern, Gardner, Hodzic, Lee, et al.,
2019). El acondicionamiento del suelo mediante la optimizacién de pH del suelo, la aireacion,
disponibilidad de agua y la accesibilidad del aceptador de electrones y contaminantes promueve

la biodegradacion de los contaminantes presentes en el suelo (Qingmei Liu et al., 2018).

Este tipo de tecnologia posee ciertas ventajas como la viabilidad, rentabilidad y el potencial
para remediar el medio sin afectar el ambiente llegando a tener una mayor aceptacion estética y
publica, ademds, es un proceso donde los contaminantes son destruidos completamente o
reducidos por los microorganismos (Almustapha et al., 2009; Redfern, Gardner, Hodzic,
Ferguson, et al., 2019; Varjani & Upasani, 2017); sin embargo, se presentan algunas limitaciones
que incluyen las condiciones ambientales, la disponibilidad de aceptores de electrones apropiados,
naturaleza de los contaminantes, crecimiento microbiano y metabolismo de los microorganismos

(Ramadan, Sari, Rosmalina, & Effendi, 2018).



1.4.7.2 Factores que influyen en la biorremediacion de suelos contaminados con
hidrocarburos
La degradacion de hidrocarburos esté influenciada por las condiciones ambientales, los cambios

bruscos de temperatura, el bajo nivel nutricional y los bajos contenidos de humedad.

1.4.7.2.1 Temperatura

Cuando la temperatura es alta se incrementa la solubilidad de los contaminantes hidr6fobos y
se disminuye su viscosidad, por el contrario ocurre a temperaturas bajas ya que se produce un
aumento de la viscosidad del contaminante, se reduce la volatilizacién de los alcanos toxicos de
cadena corta y se disminuye su solubilidad en el agua retrasando el proceso de degradacion del

contaminante (Aislabie, Saul, & Foght, 2006).

Del mismo modo, la temperatura interviene en las actividades microbianas ya que se
incrementan a medida que este factor alcanza su nivel 6ptimo, y disminuye bruscamente con el
aumento excesivo de la temperatura; a temperaturas minimas las tasas metabolicas tienden a cero.
El rango optimo de temperatura en donde la actividad metabolica alcanza su nivel maximo varia
de acuerdo al tipo de microorganismos presentes en el medio contaminado (Naseri, Barabadi, &

Barabady, 2014).

1.4.7.2.2 Humedad

Es un factor que influye en: la disponibilidad de oxigeno en el suelo, en el nivel de toxicidad
del contaminante, la distribucion de especies, crecimiento y movimiento de los microorganismos
(Naseri et al., 2014; Decesaro et al., 2017); su contenido optimo varia entre 50 y 80% (Chaudhary

& Kim, 2019).



1.4.7.2.3 Poblacion microbiana

La presencia de xenobioticos y el tiempo de permanencia en el suelo generan reduccion de la
biomasa microbiana debido a la toxicidad producida por hidrocarburos de alto peso molecular,
todo lo contrario ocurre cuando existe bajas concentraciones de hidrocarburos (Sakshi et al., 2019);
las concentraciones extremadamente bajas inhiben el crecimiento microbiano debido a la baja

concentracion de carbono (Varjani & Upasani, 2017).

1.4.7.2.4 Disponibilidad de nutrientes

Los nutrientes influyen directamente en las actividades de los microorganismos, los principales
nutrientes necesarios para el crecimiento microbiano son carbono, nitrogeno y fésforo (Chaudhary
& Kim, 2019). El aporte adecuado de nutrientes, favorece la actividad metabdlica incrementando

la tasa de biodegradacion del contaminante (Couto et al., 2014).

En areas contaminadas con petroleo, los niveles de carbono son elevados por la degradacion de
moléculas de hidrocarburos, mientras que el nitrégeno y el fosforo llegan a agotarse rapidamente

(Sihag, Pathak, & Jarol, 2014).

1.4.7.2.5 pH del suelo

Un cambio brusco de pH en el suelo disminuye la biodegradacion de los contaminantes debido
a la alteracion de las funciones celulares de los microorganismos (Naseri et al., 2014). La alteracion
del pH del suelo se da por la generacion de algunos é4cidos organicos en el proceso de
biorremediacion y los efectos de algunos nutrientes afiadidos, afectando la biodisponibilidad del
contaminante, la transferencia de masa y la tasa de metabolismo microbiano alterando
significativamente la eficiencia del proceso de biorremediacion (Mohan, Kisa, Ohkuma, Kanaly,

& Shimizu, 2006).



Mantener un nivel 6ptimo de pH y controlar la acidez del suelo es primordial para lograr una
adecuada biodegradacion; conviene sefalar que el pH optimo para el desarrollo de los

microorganismos varia entre 6.5 y 7.5 (Anjum, Rahman, Masood, & Malik, 2012).

1.4.7.2.6 Disponibilidad de oxigeno en el suelo

La disponibilidad de oxigeno favorece la oxidacion microbiana de gran parte de hidrocarburos
presentes en el suelo (Speight & El-Gendy, 2018); el oxigeno en el medio puede generar
condiciones ideales donde los contaminantes se transforman en compuestos menos peligrosos para

los posibles receptores, mejorando el eficacia del proceso degradativo (Juwarkar & Singh, 2010).

1.4.8 Técnicas de biorremediacion

Se utilizan para controlar y mitigar ambientes contaminados con hidrocarburos, metales
pesados, compuestos organicos, agroquimicos, etc. Se aprovechan los microorganismos y
organismos vivos para reducir, eliminar, acumular y transformar los contaminantes presentes en

el suelo en productos menos toxicos (Tabak, Lens, van Hullebusch, & Dejonghe, 2005).

Las estrategias de biorremediacion se dividen en dos categorias dependiendo del sitio de
aplicacion: biorremediacion in-situ y biorremediacion ex-situ, en la Figura 1 se resumen las

estrategias de biorremediacion mas empleadas (Chaudhary & Kim, 2019).



- Biorremediacion Ex-sifu | | Biorremediacion In-situ

Figura 1. Estrategias de biorremediacion in situ y ex situ
Fuente: Los Autores

1.4.8.1 Biorremediacion ex-situ

Consiste en excavar y transportar el suelo contaminado a un lugar seguro para un tratamiento
eficiente, la seleccion de una tecnologia de biorremediacion ex-situ se la realiza tomando en cuenta
la ubicacion geografica del area contaminada, la peligrosidad y la naturaleza del contaminante

(Chaudhary & Kim, 2019).

Esta técnica presenta varias ventajas, ya que no requiere de una evaluacion inicial del lugar
contaminado antes de realizar la remediacion, se puede gestionar adecuadamente el entorno en el
que se llevara a cabo el tratamiento de remediacion y es utilizada en el tratamiento de grandes
cantidades de contaminantes (Azubuike, Chikere, & Okpokwasili, 2016). Sin embargo, presenta
algunas desventajas, pues genera riesgo de una posible dispersion de la contaminacion en el
transcurso de la excavacion y el transporte, y produce un costo adicional (Kuppusamy, Palanisami,

Megharaj, Venkateswarlu, & Naidu, 2016; Tomei & Daugulis, 2014).



En definitiva, se emplea la biorremediacion ex-situ cuando se requiere un alto grado de
tratamiento, si el area contaminada es de facil acceso para la excavacion y si la concentracion del

contaminante se encuentra en la capa superficial del suelo (Tomei & Daugulis, 2014).

1.4.8.1.1 Estrategias de biorremediacion ex-situ

e Biopilas

Es una técnica que consiste en el apilamiento del suelo contaminado excavado en un lugar
equipado para el control de la aireacidén, temperatura, humedad y la adicion de nutrientes
incrementando la actividad microbiana ( Azubuike et al., 2016; Chaudhary & Kim, 2019; Ward &
Singh, 2004). Su utilizacion puede reducir la volatizacion de contaminantes con bajo peso
molecular (Azubuike et al., 2016), gracias a la flexibilidad que posee esta tecnologia se puede
reducir el tiempo de remediacion, debido a que se puede incorporar en el disefio de la biopila un
sistema de calentamiento y con ello incrementar las actividades microbianas, la disponibilidad de

contaminantes y el incremento de la tasa de biodegradacion (Aislabie et al., 2006).

e Biorreactores

Son recipientes que estan disefiados para transformar materias primas en productos a través de
reacciones biologicas controladas (Chaudhary & Kim, 2019), esta tecnologia utiliza bacterias
naturales y cepas inoculadas que son capaces de metabolizar los contaminantes presentes en fases
solidas y liquidas en presencia de condiciones ambientales propicias (Mohan et al., 2006). Se basa
en la mezcla de agua con suelo contaminado extraido hasta formar una suspension la cual es
colocada en un reactor (Azubuike et al., 2016), dentro de los parametros que pueden ser
controlados en el biorreactor esta la temperatura, pH, agitacion, velocidad de aireacion, nutrientes,
in6culos bacterianos y sustrato, su control puede llegar a reducir eficazmente el tiempo de

biorremediacion (Azubuike et al., 2016; Tomei & Daugulis, 2014).



e Compostaje

Se trata de una mezcla de suelo contaminado con sustancias orgéanicas como el estiércol y lodos
residuales que posteriormente se colocan en pilas o hileras para compostar (Chaudhary & Kim,
2019), en este proceso intervienen microorganismos mesofilicos y termofilicos que degradan los

contaminantes organicos a elevadas temperaturas (Sakshi et al., 2019).

e Landfarming

Consiste en la excavacion del suelo contaminado y la extension sobre lechos poco profundos,
donde peridodicamente el suelo se voltea para conseguir condiciones Optimas de aireacion para la
degradacion de los contaminantes (Sakshi et al., 2019); los contaminantes se degradan,
transforman y se inmovilizan por medio de reacciones bioticas y abitticas. Landfarming puede ser
empleada para tratar volumenes grandes de suelo contaminado generando un impacto ambiental

minimo (Maila & Cloete, 2005).

1.4.8.2 Biorremediacion in-situ

Se trata el suelo contaminado en el sitio sin la necesidad de realizar ninguna excavacion, ni
transporte (Chaudhary & Kim, 2019). La eficiencia del proceso puede verse afectada por la falta
de aireacion, nutrientes y la tolerancia de los microorganismos para degradar los xenobidticos

(Camenzuli & Freidman, 2015).

1.4.8.2.1 Estrategias de biorremediacion in-situ

e Atenuacién natural

Generalmente es un proceso de ‘“desprendimiento” que permite a los microorganismo

enddgenos tratar los contaminantes sin ninguna adicién de nutrientes o microorganismos



(Shahsavari, Schwarz, Aburto-medina, & Ball, 2019). Los contaminantes son eliminados a través
de la degradacion de microorganismos autdctonos, la transformacion quimica, la volatilizacion, la
dispersion, estabilizacion de los contaminantes y la eliminacion del contaminante del suelo

(Chaudhary & Kim, 2019).

e Bioventing

Se fundamenta en el suministro de oxigeno a la zona no saturada del suelo por medio de un
flujo de aire controlado con el proposito de incrementar la actividad microbiana (Chaudhary &
Kim, 2019); se emplea la adicion de nutrientes y un control de la humedad para mejorar el proceso,
de esta forma se logra transformar los contaminantes a un estado menos toxico (Azubuike et al.,
2016).

e Biosparging

Consiste en el suministro de aire a la zona saturada del suelo generando un movimiento
ascendente de los compuestos orgéanicos voldtiles a la zona no saturada, favoreciendo el proceso
de biorremediacion (Azubuike et al., 2016). Los factores que influyen en la efectividad de esta
técnica son la permeabilidad del suelo y la biodegradabilidad de los contaminantes, se utiliza para

tratar sitios contaminados con diésel y queroseno (Philp & Atlas, 2016).

e Fitorremediacién

Este método aprovecha la capacidad que tienen ciertas plantas para absorber ciertos
contaminantes a través de las raices. A través de las plantas se extrae, acumula, degrada, filtra,
estabiliza y volatiliza los contaminantes presentes en el suelo y el agua (Camenzuli & Freidman,
2015; Chaudhary & Kim, 2019). La efectividad de esta tecnologia depende de: la concentracion

de hidrocarburos de petroleo, la profundidad a la que se encuentra la contaminacion, las



condiciones ambientales, las caracteristicas del suelo y la capacidad de tolerancia de las plantas

(Camenzuli & Freidman, 2015; Odoh, Zabbey, Sam, & Eze, 2019).

Entre sus ventajas se destaca que requiere bajos costos de instalacion y mantenimiento, es
amigable con el medio ambiente, se puede realizar a gran escala, permite conservar la estructura
del suelo, previene la erosion y lixiviacion de metales, ademas puede mejorar la fertilidad del suelo

debido al aporte de materia organica (Azubuike et al., 2016).

e Bioaumentacion

Se fundamenta en la adicion de microorganismos degradantes de contaminantes, incluyendo a
cepas bacterianas inoculadas o bacterias genéticamente modificadas, que ayudan a acelerar el
proceso de degradacion y biodisponibilidad del contaminante (Camenzuli & Freidman, 2015;
Mohan et al., 2006). La seleccion de los microorganismos se la realiza de acuerdo a su capacidad

metabolica para degradar los contaminantes (Sakshi et al., 2019).

Los principales problemas que se producen en una matriz dindmica y compleja como el suelo
son: la competencia con los microorganismos autdctonos ya sea por sustratos o nutrientes, la
depredacion por protozoos y bacteridfagos, y la presencia de raices que generan compuestos

organicos que afecta el ambiente de crecimiento (Tomei & Daugulis, 2014).

e Bioestimulacion

Recurso que se basa en suministrar nutrientes en el suelo y optimizar las condiciones abioticas
como humedad, aireacion, adicidén de agentes estructurantes, y pH, favoreciendo el desarrollo de
microorganismos autdctonos o nativos presentes en el area y evitando la incorporacién de
microrganismos exédgenos al medio (Infante et al., 2010). Es una tecnologia muy sencilla y
econdémica, que promueve el crecimiento microbiano e incrementa la biodisponibilidad de los

contaminantes a través del uso de surfactantes naturales o sintéticos (Chaudhary & Kim, 2019).



La bioestimulacion con nitrégeno estimula el crecimiento celular y mantiene la actividad
metabolica de los microorganismos indigenas, elevando la tasa de degradacion (Suja et al., 2014).
No obstante, si las concentraciones de nitrogeno son altos se puede producir una inhibicion de la
actividad celular. Es por eso, que el nitrogeno y otros nutrientes deben ser agregados considerando
las concentraciones disponibles para evitar que la velocidad de degradacion de los

microorganismos se limite (Espinosa, 2009).

1.4.9 Evaluacion de toxicidad del suelo
1.4.9.1 Bioensayo con semillas

Un bioensayo puede ser definido como una prueba que permite evaluar la toxicidad del suelo
remediado, la evaluacion se realiza de acuerdo a respuestas letales, toxicidad aguda y toxicidad
cronica (Brown & Bolivar, 2017; Maestroni et al., 2018). Los bioensayos, son utilizados para
detectar la presencia de agentes toxicos y también para medir riesgos ambientales potenciales, son
pruebas confiables, rentables, rapidas y simples. Algunas de las ventajas que ofrece el uso de
bioensayos con plantas sobre otros organismos es que pueden ser mas sensibles al estrés ambiental,
son faciles de manipular, almacenar y presentan un bajo costo en comparacion con otros

bioensayos (Valerio, Garcia, & Peinado, 2007).

A través de los bioensayos, se determina la inhibicion de la germinacion de la semilla y la
elongacion del hipocétilo y de la raiz de la plantula, los dos tltimos son indicadores representativos
de la capacidad de establecimiento y desarrollo de la planta permitiendo analizar el efecto toxico
de las sustancias presentes en el suelo que pueden retardar o inhibir el crecimiento de la radicula
o el hipocdtilo (Khan, Biswas, Smith, Naidu, & Megharaj, 2018). Es asi, que la evaluacion del

efecto en el desarrollo del hipocétilo y de la radicula de las plantulas permite determinar el efecto



toxico de los hidrocarburos presentes en niveles de concentracion tan bajos que no son suficientes

para inhibir la germinacion de la semillas (Infante & Morales, 2012; Sobrero & Ronco, 2004).

La especie mayormente utilizada en bioensayos es Lactuca sativa (Lechuga) debido a que es
una planta de rapido crecimiento, de facil manipulacion, tamafio pequeio y de bajo costo; el
empleo de esta especie permite monitorear suelos contaminados con crudos debido a la gran

sensibilidad que esta planta presenta (Pernia et al., 2018).

1.4.9 Legislacion Ecuatoriana y limites permisibles

Los Hidrocarburos Aromaéticos Policiclicos (HAPs), son regulados por entidades tanto
nacionales como internacionales considerando el riesgo que representa para la salud humana y el
ambiente (Gavillanes, 2013). En Ecuador existen tres principales normas que regulan la presencia
de HAPs en el ambiente como: la Norma Ecuatoriana INEN 1108 para requisitos del agua potable,
el Acuerdo Ministerial 28 que sustituyd al TULSMA que regula varios tipos de aguas y suelos, y
el Reglamento Ambiental de Actividades Hidrocarburiferas (RAOHE) que regula las operaciones

relacionadas con hidrocarburos (Acosta, 2016).

En el reglamento sustitutivo del RAOHE, se presentan los limites permisibles en base al uso

posterior del suelo.

Tabla 2. Limites permisibles para la identificacion y remediacion de suelos contaminados en toda la fase de la
industria hidrocarburifera, incluidas las estaciones de servicio.

Parametro de control Unidad Uso Uso Ecosistemas
b agricola industrial e )
2) 3) sensibles
Hidrocarburos Totales <2500 <4000 <1000
Hidrocarburos aromaéticos policiclicos <2 <5 <1

(HAPs)
Cadmio mg/kg <2 <10 <1



Niquel <50 <100 <40
Plomo <10 <500 <80

1) Expresado en base de sustancia seca

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 proteccion de ecosistemas sensibles.

Nota: El RAOHE reconoce seis HAPs: Fluoranteno, Benzo[b]fluoranteno, Benzo[k]Fluoranteno, Benzo[a]pireno,
Indeno[1,2,3-c,d ]pireno, Benzo[g,h,i]Perileno.

Fuente: (RAOHE, 2010)

De acuerdo al Libro VI Anexo 2 del TULSMA respecto a la Norma de Calidad Ambiental del
Recurso Suelo y Criterios de Remediacion para Suelos Contaminados, establece 0.1 mg/kg como
valor criterio para medir la calidad de suelos contaminados con HAPs. Asi mismo, proporciona
los criterios de remediacion para suelos tomando en cuenta el uso posterior que se va a dar al suelo,
los mismos que son presentados en la Tabla 3; los criterios también tiene la finalidad de establecer

los valores maximos de concentracion de contaminantes en un suelo que se encuentra en proceso

de remediacion (TULSMA, 2014).

Tabla 3. Criterios de remediacion o restauracion (Valores maximos de concentracion de contaminantes de un
suelo).

Sustancia Unidades Uso del suelo
(concentracion

en peso seco) Agricola Residencial Comercial  Industrial
HAPs <2 - <5 <1
Benzo[a]Antraceno mg/kg 0,1 1 1 1
Benzo[a]pirenos 0,1 0,7 0,7 0,7
Naftaleno 0,1 0,6 22 22
Pirenos 0,1 10 10 10

Fuente: (TULSMA, 2014)



CAPITULO 2.-

MATERIALES Y METODOS

En el presente estudio se aplicaron diferentes estrategias de bioestimulacion con nitrogeno
(urea) en microcosmos de suelo contaminado con bunker y que en cuya caracterizacion se
determiné la presencia de HAPs, la cuantificacion se hizo mediante un cromatografo de gases
acoplado a un espectrometro de masas M¢étodo 8100. La valoracion del suelo sujeto a
biorremediacion (toxicidad) se hizo mediante bioensayos con semillas de Lactuca sativa (lechuga).
La experimentacion se realizd en los Laboratorios de Ciencias de la Vida de la Universidad

Politécnica Salesiana, Sede Cuenca.

El bunker que se utiliz6 en el estudio fue suministrado por la Central Termoeléctrica “El

Descanso”, empresa Electro Generadora del Austro ELECAUSTRO S.A. (Figura 2).

Figura 2. Toma de muestras de bunker
Fuente: Los Autores

2.1 Analisis fisicoquimico del suelo

En base a la siguiente metodologia se realiz6 el anélisis fisicoquimico (Ver tabla 4).



Tabla 4. Metodologias para el analisis fisicoquimico.

Parametro Método Referencias
pH M¢étodo potencidometro Bates, (1983)
Conductividad eléctrica  Andlisis realizado a través del Fernandez et al., (2006)
conductimetro
Capacidad de Campo Método gravimétrico Shukla et al., (2014)
Carbono organico Método de Walkley-Black Seidlaboratory (Anexo 1)
Nitrogeno total Método interno Seidlaboratory (Anexo 1)

Fuente: Los Autores

2.2 Disefio experimental

El estudio se fundamento en la relacion carbono nitrogeno, bajo los siguientes pardmetros C/N
de 60:1 y C/N de 100:10 de acuerdo a la revision del estado del arte (Infante et al., 2010; Leys,
Bastiaens, & Verstraete, 2005; Martines, Lo Balbo, Mac Cormack, & Ruberto, 2015; Martinez,

Pérez, Pinto, Gurrola, & Osorio, 2011; Wu, Wu, Zhang, & Ye, 2019).

2.2.1 Preparacion de los microcosmos

Los microcosmos se formaron bajo los siguientes criterios (Ver figura 3).

Acondicionamienta del suelo

« BEliminar los materiales contenidos en
suelo.

Adicién de MLO
* 3% en peso de MO

Adicion de binker
* 8% en peso de  binker ¥
homogenizacion durante 30 minutos

Figura 3. Esquema de la preparacion de microcosmos
Fuente: Los Autores



Morales, Ehrmann, & Pernia, (2014) mencionan que la concentracion del contaminante para
biorremediar matrices contaminadas debe estar entre 5-10%, por tal motivo la concentracion de

bunker en el estudio fue del 8%. La preparacion de los microcosmos se muestra en la Figura 4.

Figura 4. Preparacion de microcosmos
Fuente: Los Autores

Los microcosmos se prepararon en bandejas de 33.8 x 25.2 x 13.8 ¢cm, con 2 kg de suelo.

Figura 5. Microcosmos de suelo contaminado con bunker
Fuente: Los Autores



Las concentraciones de urea como fuente de nitrogeno (Khayati & Barati, 2017), y su
incorporacion en los microcosmos se llevd a cabo a través de la metodologia aplicada por

Martinez, Ruberto, Lo Balboa, & Mac Cormackwp, (2017).

2.2.2 Unidades experimentales

Se evaluaron 6 tratamientos experimentales como se muestra en la Figura 6.

Tratamiento 1
Control Suelo *| Binker

Tratamiento 2 _'| I | +| Bianker |+[ Materia vegetal ]

Tratamiento 3 J_.[ uelo ]+[ Bianker ] +[ Materia vegetal ]+

Tratamiento 4 m +[ Biaker ] +[ Materia vegetal ] +[ CN 100:10 ]
[ Tratamiento 5 —-[M +| Banker | + | C:N&0:1 |

Tratamiento 6 —>[ Snelo ]+ Banker | +

El tratamiento 1 se conformd con suelo contaminado sin adiciéon de enmiendas, en el tratamiento 2 se aplicd
materia organica vegetal, en los tratamientos 3 y 5 se utiliz6 la misma relacion C/N, con la diferencia que
en el T3 se le agregd materia organica vegetal, de igual forma en los tratamientos 4 y 6 se emple6 la misma
relacion C/N, con adicion de materia organica vegetal en el T4.

Figura 6. Tratamientos aplicados

Fuente: Los Autores

2.2.3 Condiciones del ensayo

La conformacion y diseno de los tratamientos aplicados se presentan en la Tabla 5.

Tabla 5. Condiciones de los microcosmos de suelo para la biorremediacion.
Tratamientos Suelo (kg) Materia organica Bunker (ml) Urea (g)

vegetal (kg)

Tratamiento 1 1,84 -- 160 --
(control)

Tratamiento 2 1,78 0,06 160 --
Tratamiento 3 1,78 0,06 160 3,60
Tratamiento 4 1,78 0,06 160 23,43

Tratamiento 5 1,84 -- 160 3,60



Tratamiento 6 1,84 -- 160 23,43

Para la conformacion de los tratamientos T2, T3 y T4 se tomo en cuenta el peso de la materia organica vegetal
afiadida en aquellos tratamientos, obteniendo una variacion en el peso del suelo empleado. La variacion en la
cantidad de urea, se deben a las respectivas relaciones de C/N utilizadas.

Fuente: Los Autores

El estudio se llevo acabo en un periodo de 90 dias, se controlo la capacidad de campo al 50%
en peso con adicion periddica de agua sin cloro y la aireacion mediante el volteo de los
microcosmos tres veces por semana para mantener niveles optimos de oxigeno; la temperatura

promedio fue de 18°C.

Al inicio de la experimentacion se establecio la concentracion inicial de HAPs en el suelo para
poder cuantificar el porcentaje de degradacion de HAPs al final del experimento. La concentracion
de HAPs se valoro a los 15, 30, 60 y 90 dias (Barrios, Robayo, Prieto, & Cardona, 2017; Bento et
al., 2005; Izquierdo, 2013).

2.3 Método de extraccion y purificacion de las muestras de suelo

Las muestras de suelo de cada microcosmo se tomaron empleando el método de cuarteo, cada
muestra fue depositada en fundas ziploc herméticas y etiquetadas. Para identificar y cuantificar los
HAPs presentes en el suelo, se utiliz6 QUEChERS (Método dispersivo AOAC 2007.01).

Para la extraccion de la muestra, se coloco 5g de suelo en un tubo falcon de 50 ml y se anadid
10 ml de acetonitrilo (CH3CN) se agité por 1 minuto, luego se afiadié un sobre de Agilent Bond
Elut QUEChERS sal AOAC, se agit6 por 1 minuto, y luego se centrifugd a 4000 rpm por 5 minutos

(Gavillanes, 2013).

De la solucidon se tomd 5 ml del sobrenadante, se transfirio a un tubo falcon conico de 15 ml
que contiene un sobre de SampliQ QUEChERS AOAC, se agit6 por 1 minuto y centrifugd a 4000
rpm durante 5 minutos. Con una jeringa se tomo 3 ml del extracto y se filtro por un filtro perinola,

finalmente 1 ml de extracto fue colocado en un vial para su posterior analisis en el cromatdgrafo



de gases (Downes, 2013). El procedimiento de la extraccion y purificacion de la muestra de suelo

se indica en la Figura 7.

| ADAC 1007.01 QuECKERS |
[ Pesar 5z de suelo homozensizado en un tobo de ) o abd. w—
centrifiiea de 50 nal L2 @
i
|' Asragar 10ml. ds acstonimily CHICH | » ||
| J |
v
=] ¥ -_—
g | Aritar vizorosaments par lmin | ‘ I::
E —_—
H
i)
¥ -
Adicionar 1 paguete de szl Agilent 1 by
EBand Elout (uECKEFRS A0AC ‘ 2
w
—1 e
| Agitar vigorosamente por lmin y | ‘ ] éf.:.'ﬁ
L cantrifuzar & 4000 rpm por Smin. ; . m
R J
~— | Fecoger 5ml. del sobrenadante v transferirlo 2 tn ‘
tuho de 15 ml de SampliQ) QUECKERS ADAC
—
r J f
Apgitar por lmin. y centrifozar 3 40000 rpm —1 ;
_;; | durants Smin | » B é"ﬁgﬁ
i | =
Filirar unz alicuotz de 4ml. 2 traves de I
filtro perinola de BVDE de 0,45 pmy ‘ H
transferir 1ml. del extracto & wm vial.
| Muestras listas pars el anilisis con el CG-MS | i '

Figura 7. Diagrama del proceso de extraccion y depuracion del suelo
Fuente: Loa Autores

2.4 Método analitico para determinar la concentracion de HAPs
M¢étodo 8100 (EPA, 1986) a través de un cromatografo de gases marca Thermo Trace CG
Ultra, acoplado a un espectrometro de masas MS ISQ 7000 Single Quadrupole Mass Spectrometer

y el uso de un patrén de referencia (PAH-mix9, Dr-Ehrenstorfer, Alemania) en acetonitrilo.



El sistema CG-MS ISQ 7000 se equip6 con una columna no polar TG-SQC (15m x 0,25mm de
diametro x 0,25um de espesor de pelicula), se inyectd un volumen de 1 pL tanto de patrones como
de extractos de las muestras. Los rangos de temperatura en el horno fueron: temperatura inicial
80°C durante 1 minuto, rampas de 40°C por minuto hasta alcanzar los 20°C y 5°C por minuto

hasta los 325°C, el tiempo total de corrida fue de 35,95 minutos.

El limite de deteccion del equipo fue de 0.0005-0.005 mg/kg (Balsamo, Riccardino, &

Cojocariu, 2019); la cuantificacion se hizo por duplicado.

2.5 Evaluacion de la toxicidad del suelo luego del proceso de biorremediacion

Se utilizaron semillas de lechuga (Lactuca sativa), para evaluar los efectos fitotoxicos de los
compuestos residuales presentes en el suelo sujeto a biorremediacion, a través del porcentaje de
germinacion de las semillas y la elongacion del hipocoétilo y radicula de las plantulas, como

indicadores de la calidad del suelo (Moscoso, 2014; Pernia et al., 2018).

Para la medicion de la radicula e hipocétilo de la plantula se tomd como referencia la Figura 8.

cotiledones

/

radicula

hipocdtilo

oo

o -

Figura 8. Morfologia de una plantula de Lactuca sativa (lechuga) germinada
Fuente: (Sobrero & Ronco, 2004)

El ensayo de toxicidad se hizo en cajas Petri de 90 mm, con papel filtro en la base, se realizo6 3
repeticiones por tratamiento (Bagur-Gonzalez, Estepa-Molina, Martin-Peinado, & Morales-

Ruano, 2010); para el control se utilizd 4 ml de agua destilada.



Se colocaron 20 semillas utilizando una pinza y se distribuyeron aleatoriamente dejando un

espacio entre semilla para permitir la elongacion de las radiculas (Figura 19).

Figura 9. Distribucion de las semillas de Lactuca sativa en las cajas Petri
Fuente: Los Autores

Cajas Petri de 9 cm se utilizaron como unidades experimentales para evaluar la toxicidad del
suelo, las cajas se rotularon y se conservaron en una camara de germinacion a una temperatura de
22°C por un periodo de tiempo de 120 horas equivalentes a (5 dias) (Aparicio et al., 2019).

Para el calculo del indice de germinacion (IG%), el porcentaje de germinacion relativa de
semillas (GRS%) y el crecimiento relativo de la radicula (CRR%) se utiliz6 las siguientes
expresiones (Atiku, Abdulsalam, & Muhammad, 2018; Hockstra et al., 2002; Rodriguez et al.,

2014; Walker et al., 2006)

IG (%) =GRS x CRR
— 100

Numero de semillas germinadas con

GRS la muestra de agua problema 100
- *
(o)  Niumero de semillas germinadas

en agua dura (testigo)




Longitud promedio de la radicula con
CRR la muestra de agua problema 100
(%)  Longitud promedio de la radicula %

en agua dura (testigo)

2.6 Analisis estadistico
Los grupos de datos se analizaron mediante un ANOVA y posteriormente pruebas de Tukey al

95%. El procesamiento de datos se hizo con el paquete estadistico Minitab® 2018.



CAPITULO 3.-

RESULTADOS

3.1 Andlisis fisicoquimico del suelo

Los resultados se muestran en la Tabla 6.

Tabla 6. Propiedades fisicoquimicas del suelo.
Analisis fisicoquimico del suelo

Parametros Resultados
pH 6,69
Conductividad eléctrica (uS) 240
Humedad (%) 37,6
Carbono organico (%) 1,28
Nitrogeno total (%) 0,23

De acuerdo a los resultados, el pH es ligeramente 4cido y posee contenidos moderados de carbono organico y
nitréogeno.
Fuente: Los Autores

3.2 Concentracion de HAPs
En la Tabla 7 se muestran los periodos de muestreo para la valoracion del proceso de

biorremediacion de HAPs.

Tabla 7. Periodos de muestreo para la valoracion de biodegradacion de HAPs.

Muestreos Dias Fechas Total
Punto 1 15 12-09-2019
Punto 2 30 26-09-2019
dias
Punto 3 60 28-10-2019
Punto 4 90 28-11-2019

La cuantificacion inicial se hizo luego de 15 dias de iniciado el proceso, el segundo analisis a los 30 dias, y luego a
los 60 y 90 dias.
Fuente: Los Autores

Los puntos de muestreo se refieren a los periodos de tiempo en el que se hicieron los analisis

con el objetivo de monitorear el proceso de degradacion de HAPs.



3.3 Analisis estadistico
El analisis de varianza ANOVA se hizo para establecer la diferencia entre grupos de datos, la
prueba de TUKEY al 95% con un nivel de significancia del 0.05 nos sirvié para determinar el

mejor tratamiento del grupo de datos.

HIPOTESIS:

H1= Existe diferencia en la concentracion de HAPs en los microcosmos de suelo con respecto

al testigo referencial luego de 90 dias.

HO= No existe diferencia en la concentracion de HAPs en los microcosmos de suelo con

respecto al testigo referencial luego de 90 dias.

En la Tabla 8 se muestra los resultados de la concentracion inicial de HAPs, el Naftaleno,
Fenantreno y Criseno se encontré en mayor proporcion, igualmente se puede evidenciar que
algunos HAPs se hallaron por debajo del limite de deteccion del equipo.

En el equipo CG-MS, este valor se encuentra en el rango 0.05-0.005 mg/kg (Balsamo et al.,

2019).

Tabla 8. Resultados del analisis inicial de HAPs por CG-MS del testigo referencial.

Compuesto Concentracion
[mg/kg]
Naftaleno 6,576
Acenaftileno 1,291
Acenafteno 2,924
Fluoreno <0.005
Fenantreno 4,661
Antraceno <0.005
Fluoranteno 3,944

Pireno 2,928



Benz a antraceno <0.005

Criseno 4,560
Benzo b fluoranteno 1,721
Benzo k fluoranteno <0.005
Benzo a pireno <0.005

Indeno 1,2,3-c,d pireno 1,404
Dinbenz a,h antraceno <0.005

Benzo g,h,i perileno <0.005

El Fluoreno, Antraceno, Benz a antraceno, Benzo k fluoranteno, Benzo a pireno, Dibenzo a, h antraceno y Benzo g,
h, i perileno se encuentran por debajo del limite de deteccion del equipo.
Fuente: Los Autores

En el cromatograma del testigo referencial (Figura 10) muestra la presencia de 9 HAPs, los
hidrocarburos con mayor concentracion son: Naftaleno, Acenafteno, Fenantreno, Fluoranteno,
Pireno y Criseno. Para la cuantificacién de los compuestos se compard areas pico con estandares

sustitutos y el tiempo de retencion.
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Los circulos de color rojo indican los compuestos que se encuentran en mayor concentracion.

Figura 100. Cromatograma CG-MS de la muestra en el testigo referencial

Fuente: Los Autores

Punto 1

Concentracion de HAPs luego de 15 dias de iniciado el proceso (Ver tabla 9).

Tabla 9. Concentraciones de HAPs luego de 15 dias.

Compuesto

Concentracion [mg/kg]

TR

T1

T2

T3

T4

T5

T6

Naftaleno
Acenaftileno
Acenafteno
Fenantreno

Fluoranteno

6,576
1,291
2,924
4,661
3,944

<0.005
1,054
2,562
3,493
3,188

<0.005
0,956
2,598
2,902
2,523

1,986
0,744
1,971
2,822
1,632

2,107
0,950
2,353
2,975
1,339

2,053
0,810
2,028
2,806
1,167

1,587
0,622
1,759
2,843
0,951



Pireno 2,928 2491 2475 2,394 2,207 2,167 1,930

Criseno 4,560 2,867 2,776 2,256 2,114 2,231 1,904
Benzo b fluoranteno 1,721 1,015 0,645 0,603 0,971 0,890 0,964
Indeno 1,2,3-c,d pireno 1,404 1,034 0,774 0,881 0,708 0,808 0,701

Nota: TR= Testigo referencial; T1=Tratamiento 1 (Control); T2=Tratamiento 2; T3=Tratamiento 3;
T4=Tratamiento 4; T5=Tratamiento 5.

Se evidencia que el naftaleno es el primer hidrocarburo que alcanza una mayor reduccion en su concentracion, esto
puede deberse a su relativa volatil en el ambiente o a ser evaporado en el momento del analisis debido a que la
técnica de cromatografia emplea altas temperaturas. Los tratamientos tienen concentraciones diferentes de urea, el
T3 y T5 tienen 3.60 g, mientras que el T4 y T6 contienen 23,43 g.

Fuente: Los Autores

(Ver Anexo 2) cromatogramas de las concentraciones de HAPs a los 15 dias de

experimentacion.

ANOVA del testigo referencial y de los tratamientos (T1-T6) luego de 15 dias.

HIPOTESIS:

H1: Existe diferencia en la concentracion de HAPs en los microcosmos de suelo con respecto

al testigo referencial luego de 15 dias.

HO: No existe diferencia en la concentracion de HAPs en los microcosmos de suelo con

respecto al testigo referencial luego de 15 dias.

Tabla 10. Resultados del ANOVA a los 15 dias de experimentacion.
Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p

Factor 6 21,38 3,563 3,05 0,012
Error 56 65.45 1,169
Total 62 86,83

Se rechaza la hipdtesis nula (HO); el valor P es menor al valor de significancia 0.05, existe diferencia entre el grupo
de datos.
Fuente: Los Autores

Se realizo el andlisis de Tukey para determinar el mejor tratamiento (Tabla 11).

Tabla 11. Prueba de Tukey con un nivel de confianza de 95%.
Factor N Media Agrupacion




TR 9 3,334 A

T1 9 1,967 A B
T2 9 1,746 B
T3 9 1,742 B
T4 9 1,698 B
T5 9 1,662 B
T6 9 1,473 B

Las medias que no comparten una letra son significativamente

diferentes

El testigo referencial con respecto a T2, T3, T4, T5 y T6 son diferentes estadisticamente, debido a que no comparten
literales; sin embargo, T1 con respecto a TR estadisticamente no son diferentes.
Fuente: Los Autores

En la Figura 11 se muestra que los tratamientos T6, T3 y T5 presentaron respectivamente una

mayor reduccion en la concentracion de HAPs en comparacion con los demas tratamientos.
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Figura 111. Diagrama de cajas de la concentracion de HAPs a los 15 dias.
Fuente: Los Autores



Los resultados obtenidos indican que se aprueba la hipdtesis alternativa, debido a que existe

reduccion de la concentracion de HAPs en todos los tratamientos luego de un periodo de 15 dias.

Punto 2

Resultados de la concentracion de HAPs luego de 30 dias de iniciado el proceso (Tabla 12).

Tabla 12. Concentracion de HAPs a los 30 dias.

Compuestos Concentracion [mg/kg]

TR T1 T2 T3 T4 T5 T6
Naftaleno 6,576  <0.005 <0.005 <0.005 <0.005 0,234 <0.005
Acenaftileno 1,291 0475 0,229 0,050 0,086 0,585 0,199
Acenafteno 2,924 2219 2,074 2,276 2,038 2,220 1,905
Fenantreno 4,661 2,396 2,162 2,285 2427 2,130 1,485
Fluoranteno 3,944 2,128 1,560 1,369 1,163 1,109 0,874
Pireno 2,928 1,847 1,807 1,883 1,809 2,047 1,613
Criseno 4,560 1,505 2,029 1,806 1,491 1,518 1,232
Benzo b fluoranteno 1,721 0,503 0,506 <0.005 0,657 0,735 0,782
Indeno 1,2,3-c,d pireno 1,404 0,699 0,499 0,786  <0.005 0,255 0,691

El Naftaleno se encuentra por debajo del limite de deteccion del equipo, de igual manera sucede con el Benzo b
fluoranteno e Indeno 1,2,3-c,d en los tratamientos T3 y T4 respectivamente.

Fuente: Los Autores

(Ver Anexo 3) cromatogramas de HAPs a los 30 dias de experimentacion.

ANOVA del testigo referencial y los tratamientos (T1-T6) luego de 30 dias.

HIPOTESIS:

H1: Existe diferencia en la concentracion de HAPs en los microcosmos de suelo con respecto

al testigo referencial luego de 30 dias.

HO: No existe diferencia en la concentracion de HAPs en los microcosmos de suelo con

respecto al testigo referencial luego de 30 dias.



El ANOVA de los grupos de datos se muestra en la Tabla 13, donde se determiné la

significancia de cada uno de los tratamientos a los 30 dias de iniciado el proceso.

Tabla 13. Resultado ANOVA luego de los 30 dias de experimentacion.
Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p

Factor 6 37,19 6,198 5,69 0,000
Error 56 60,96 1,089
Total 62 98,15

Se rechaza la hipotesis nula (HO), el valor P es menor al valor de significancia del 0.05.
Fuente: Los Autores.

Se realizo el analisis de Tukey para determinar el mejor tratamiento (Tabla 14).

Tabla 14. Analisis de Tukey con un nivel de confianza del 95%.

Factor N Media Agrupacion

TR 9 3,334 A

Tl 9 1,330 B
T2 9 1,207 B
TS 9 1,204 B
T3 9 1,161 B
T4 9 1,074 B
T6 9 0,976 B

Las medias que no comparten una letra son significativamente

diferentes

El testigo referencial con respecto a T1, T2, T3, T4, TS, T6 son diferentes estadisticamente debido a que no
comparten literales. Sin embargo, todos los tratamientos poseen un rango de significacion similar por lo que no son
significativamente diferentes.

Fuente: Los Autores

La Figura 12 muestra que los tratamientos T6, T4 y T3 presentaron mayor reducciéon en la

concentracion de HAPs en comparacion con los demés tratamientos.
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Figura 122. Diagrama de caja de las concentraciones de HAPs a los 30 dias
Fuente: Los Autores

=

Los resultados obtenidos muestran que se aprueba la hipdtesis alternativa, debido a la reduccion

de la concentracion de HAPs en todos los tratamientos, luego de un periodo de 30 dias.

Punto 3

En la Tabla 15 se muestra las concentraciones de HAPs a los 60 dias.

Tabla 15. Concentracion de HAPs a los 60 dias.

Compuestos Concentracién [mg/kg]

TR T1 T2 T3 T4 T5 T6
Naftaleno 6,576 <0.005 <0.005 <0.005 <0.005 <0.005 <0.005
Acenaftileno 1,291 <0.005 <0.005 <0.005 <0.005 0,052 <0.005
Acenafteno 2,924 1,077 1,008 1,510 1,657 0,948 1,215
Fenantreno 24,661 0,742 0,321 1,308 1,595 1,255 0,827
Fluoranteno 3,944 0,573 0,717 0,904 0,988 0,645 0,653
Pireno 2,928 1,363 1,437 1,374 1,285 1,300 1,060
Criseno 4,560 0,477 0,943 0,666 0,515 <0.005 0,334

Benzo b fluoranteno 1,721 <0.005 <0.005 <0.005 0,333 <0.005 <0.005



Indeno 1,2,3-c,d pireno 1,404 0,247  <0.005 <0.005 <0.005 <0.005 <0.005

Naftaleno, Acenaftileno, Criseno, Benzo b fluoranteno e Indeno 1,2,3-c pireno se encuentran por debajo del limite
de deteccion del equipo.
Fuente: Los Autores

(Ver Anexo 4) cromatogramas a los 60 dias de experimentacion.

ANOVA del testigo referencial y los tratamientos (T1-T6) a los 60 dias.

HIPOTESIS:

H1: Existe diferencia en la concentracion de HAPs en los microcosmos de suelo con respecto

al testigo referencial luego de 60 dias.

HO: No existe diferencia en la concentracion de HAPs en los microcosmos de suelo con

respecto al testigo referencial luego de 60 dias.

El anéalisis ANOVA de los grupos de datos luego de 60 dias se muestra en la tabla 16.

Tabla 16. Resultado ANOVA luego de los 60 dias de experimentacion.
Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. ValorF  Valor p

Factor 6 60,60 10,1001 13,74 0,000
Error 56 41,15 0,7349
Total 62 101,75

El valor P es menor al valor de significancia 0.05, por lo que se rechaza la hipétesis nula (HO) y se acepta la HI.
Fuente: Los Autores

En la Tabla 17 se indica los resultados de la prueba de Tukey.

Tabla 17. Prueba de Tukey con un nivel de confianza del 95%.

Factor N Media Agrupacion
TR 9 3,334 A
T4 9 0,708 B
T3 9 0,640 B
Tl 9 0,498 B
T2 9 0,492 B



T5 9 0,467 B
T6 9 0,454 B
Las medias que no comparten una letra son significativamente

diferentes

Las concentraciones del testigo referencial con respecto a T1, T2, T3, T4, TS5, T6 son diferentes estadisticamente,
debido a que no comparten literales; sin embargo, todos los tratamientos tienen un comportamiento similar.
Fuente: Los Autores

En la Figura 13 se muestra que los tratamientos T6 y TS5 muestran mayor eficiencia en la

degradacion de las concentraciones de HAPs en comparacion con los demas tratamientos,
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Figura 133. Diagrama de cajas de las concentraciones de HAPs a los 60 dias
Fuente: Los Autores

Los resultados obtenidos indican que se aprueba la hipdtesis alternativa, existe una reduccion
de la concentracion de HAPs en todos los tratamientos, luego de un periodo de 60 dias.
Punto 4

La Tabla 18 muestra las concentraciones de HAPs al final del proceso, se observo que las

concentraciones de cada uno de los componentes mostraron una reduccion significativa, los



tratamientos TS y T6 presentaron mayor reduccion de la concentracion de HAPs, mientras que en

los tratamientos T2, T3 y T4 sucedio lo contrario.

Tabla 18. Concentracion de HAPs transcurrido los 90 dias de experimentacion.

Compuestos Concentracion [mg/kg]
TR T1 T2 T3 T4 T5 T6
Naftaleno 6,576 <0.005 <0.005 <0.005 <0.005 <0.005 <0.005
Acenaftileno 1,291 <0.005 <0.005 <0.005 <0.005 <0.005 <0.005
Acenafteno 2,924 0,583 0,453 0,717 0,654 0,110 0,113
Fenantreno 4,661 0,162 <0.005 1,034 0,762 <0.005 <0.005
Fluoranteno 3,944 <0.005. 0,571 0,720 <0.005 <0.005 0,104
Pireno 2,928 0,242 0,225 <0.005 <0.005 0,883 <0.005
Criseno 4,560 0,333  <0.005 <0.005 <0.005 <0.005 <0.005

Benzo b fluoranteno 1,721 <0.005 <0.005 <0.005 <0.005 <0.005 <0.005
Indeno 1,2,3-c,d pireno 1,404 <0.005 <0.005 <0.005 <0.005 <0.005 <0.005

La concentracion de la mayoria de los hidrocarburos se encuentra por debajo del limite de deteccion del equipo,
mientras que la concentracion del Acenafteno se encuentra fuera del limite en todos los tratamientos, probablemente
este compuesto fue fuertemente absorbido por los sedimentos de textura arcillosa.

Fuente: Los Autores

(Ver Anexo 5) cromatogramas luego de 90 dias de experimentacion.

ANOVA del testigo referencial y de los Tratamientos (T1-T6) luego de 90 dias.

HIPOTESIS:

H1: Existe diferencia en la concentracion de HAPs en los microcosmos de suelo con respecto

al testigo referencial luego de 90 dias.

HO: No existe diferencia en la concentraciéon de HAPs en los microcosmos de suelo con

respecto al testigo referencial luego de 90 dias.

Los resultados del analisis ANOVA se muestran en la Tabla 19.

Tabla 19. Resultado ANOVA de los 90 dias de experimentacion.



Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. ValorF  Valor p
Factor 6 78,91 13,1521 25,72 0,000
Error 56 28,64 0,5114
Total 62 107,55

Se rechaza la hipotesis nula (HO), el valor P es menor al valor de significancia 0.05 existe diferencia entre el grupo
de datos analizado.
Fuente: Los Autores

En la Tabla 20 se muestra los resultados de la prueba de Tukey.

Tabla 20. Prueba de Tukey con un nivel de confianza del 95%.

Factor N Media Agrupacion

TR 9 3,334 A

T3 9 0,274 B
T4 9 0,157 B
T1 9 0,1467 B
T2 9 0,1388 B
TS 9 0,1103 B
T6 9 0,0241 B

Las medias que no comparten una letra son significativamente

diferentes

El testigo referencial con respecto a T1, T2, T3, T4, TS, T6 es diferente estadisticamente, debido a que no comparten
literales.
Fuente: Los Autores

La Figura 14 indica que los tratamientos T6 y TS presentaron una mayor reduccion de las
concentraciones de HAPs en comparacion con los demas tratamientos y el testigo referencial; sin
embargo, todos los tratamientos mostraron rendimientos similares en la degradacion del

contaminante alcanzando una eliminacion mayor al 90%.



2,

Ep

E

& 34

< 24

=

=

LRt

=

S

SD I I I I E I I
‘E'é '@E = @Hﬁ > & 2

Figura 144. Diagrama de caja de las concentraciones de HAPs a los 90 dias
Fuente: Los Autores

De acuerdo a los resultados se acepta la hipotesis alternativa HI1, existe una reduccion
significativa de la concentracion de HAPs en todos los tratamientos luego de un periodo de 90
dias.

La Figura 15 muestra la variacion de la concentracion de HAPs de acuerdo al tiempo de

biorremediacion.
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Figura 155. Variacion de la concentracion de HAPs durante el proceso de biorremediacion
Fuente: Los Autores

3.4 Valoracion de la toxicidad del suelo
3.4.1 Bioensayo con semillas de Lechuga (Lactuca sativa)

La Figura 16 se muestra las semillas germinadas (16-a) y la medicion de hipocotilos y radiculas
de las plantulas (16-b). La evaluacion del desarrollo de la radicula y del hipocoétilo constituyen

indicadores representativos para determinar la capacidad de desarrollo de la planta.

El nimero de semillas germinadas en cada tratamiento fue entre 17-20 semillas
Figura 166. Plantulas de lechuga (a) Semillas de lechuga germinadas, (b)medicion de las plantulas
Fuente: Los Autores



La Tabla 21 muestra que todos los tratamientos tuvieron un porcentaje de germinacién mayor
al 95% evidenciando que el suelo no genera efectos toxicos en la germinacion de las semillas, los
resultados fueron comparados con los criterios de Poi De Neiff y Ramos quienes consideran un
suelo toxico cuando los porcentajes de germinacion se hallan entre 75 y 90% en comparacion con
el testigo referencial (Lallana, Elizalde, Lallana, & Billard, 2008). El célculo de los porcentajes de
germinacion permite probar si el suelo biorremediado altera los procesos de germinacion de las

semillas.

Tabla 21. Porcentaje de germinacion de las semillas de Lactuca sativa.

Tratamientos % de germinacion
C 100%
T1 95%
T2 95%
T3 93%
T4 96%
TS 93%
T6 98%

C= prueba realizada con agua destilada que permite evaluar el desarrollo de las plantulas en todos los tratamientos.
Fuente: Los Autores

3.4.2 Indice de germinacion de las semillas de lechuga (Lactuca sativa)

Los resultados de los indices de germinacion de cada tratamiento se muestran en la Tabla 22.

Tabla 22. indices de germinacion de cada tratamiento.

Tratamientos indice de germinacion
T1 62,89%
T2 53,97%
T3 40,59%
T4 47,30%
TS5 68,65%

T6 74,98%




El indice de germinacion se expresa mediante el porcentaje de semillas germinadas y el porcentaje de desarrollo que
alcanza la radicula durante el bioensayo; es decir, a mayor indice de germinacion menor es el efecto toxico que se
produce en la semilla.

Se observa que el menor indice de germinacidn se reporta en el tratamiento T3.

Fuente: Los Autores

Los resultados del analisis de los grupos de datos referentes al desarrollo de la longitud del
hipocétilo y la radicula, se hizo mediante un ANOVA vy una prueba de Tukey con un valor de

significancia del 0.05.

3.4.3 Desarrollo del hipocdtilo de las semillas de Lactuca sativa
Los resultados de las mediciones del hipocotilo en cada tratamiento se presentan en la Tabla

23; el bioensayo se realizd por triplicado para cada tratamiento.

Tabla 23. Longitud del hipocotilo de las semillas de Lactuca sativa.
Longitud del hipocotilo [cm]

Replicas C T1 T2 T3 T4 T5 T6
B1 349 298 3,01 2,76 3,50 3,36 3,19
B2 326 3,46 340 3,09 3,09 3,11 3,39
B3 3,20 3,28 3,20 1,89 291 329 330
Promedio 332 324 320 258 317 325 3,29

El hipocétilo es el espacio entre la radicula y la yema de la semilla

B1= Replica 1, B2= Replica 2, B3= Replica 3.

Los datos indican que el T6, T5 y T1 generan poco impacto en la elongacion del hipocétilo, mientras que el T3
produce mayor afectacion en el desarrollo del hipocétilo.

Fuente: Los Autores

El anélisis ANOVA, determin¢ la significancia de cada uno de los tratamientos en el desarrollo

del hipocotilo (Tabla 24).

Tabla 24. Resultados ANOVA de la longitud del hipocétilo.
Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valorp

Factor 6 1,185 0,19756 2,22 0,103
Error 14 1,245 0,08895
Total 20 2,431

El valor P es mayor al nivel de significancia del 0.05, es decir, las medias del Control y de los Tratamientos no son
estadisticamente diferentes.



Fuente: Los Autores

La Figura 17 muestra los resultados de la elongacion del hipocoétilo de Lactuca sativa en los

diferentes tratamientos, el tratamiento T3 generd mayor inhibicion en el crecimiento del

hipocatilo.
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La figura indica que el suelo del tratamiento T3 posiblemente se esta destoxificando.
Figura 177. Comparacion de elongacion de la longitud del hipocotilo de las semillas
Fuente: Los Autores

3.4.4 Desarrollo de la radicula de las semillas de Lactuca sativa
Los datos de la Tabla 25 muestran que los tratamientos T3 y T4 presentaron menor desarrollo

de la radicula.

Tabla 25. Longitud de la radicula de las semillas de lechuga.
Longitud de la radicula [cm]

Replicas C T T2 T3 T4 TS5 T6

Bl 427 3,04 245 1,87 2,59 3,42 3,47
B2 448 287 248 2,01 1,84 3,20 3,36
B3 428 271 247 1,78 1,95 296 3,10

Promedio 4,34 287 247 189 2,13 319 331

La radicula es la primera raiz rudimentaria en el embrion.




En los tratamientos T6 y TS se produce menor inhibicion en el desarrollo de la radicula, lo contrario ocurre en el
tratamiento T3.
Fuente: Los Autores

Los resultados del andlisis ANOVA se muestran en la Tabla 26.

Tabla 26. Resultados ANOVA sobre la longitud de la radicula de las semillas.
Fuente GL SCAjust. MC Ajust. ValorF Valorp

Factor 6 12,4479 2,07465 47,15 0,000
Error 14 0,6160 0,04400
Total 20 13,0639

El valor P es menor al valor de significancia del 0.05, existe diferencia entre el grupo de datos analizado.
Fuente: Los Autores

La prueba de Tukey de los grupos de datos se muestra en la Tabla 27.

Tabla 27.Prueba de Tukey con un nivel de confianza del 95%.

Factor N Media Agrupacion
Control 3 4,3433 A

T6 3 3,310 B

T5 3 3,193 B

T1 3 2,8733 B C

T2 3 2,46667 C D
T4 3 2,127 B D
T3 3 1,8867 B D

Las medias que no comparten una letra son significativamente

diferentes
El Control con respecto a T1, T2, T3, T4, TS y T6 es diferente estadisticamente, debido a que no comparten
literales; sin embargo, T1 y T2 al compartir un rango de significancia indica que su diferencia no es estadisticamente
significativa con el control y los demas tratamientos.
Fuente: Los Autores

La Figura 18, muestra que en los Tratamientos T6 y TS5 se generé un mejor desarrollo del

crecimiento de la radicula.
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Figura 188. Comparacion de elongacion de la longitud de la radicula de las semillas
Fuente: Los Autores

De acuerdo a los resultados obtenidos del analisis, se evidencié que existe inhibicion en el

desarrollo de la radicula en los tratamientos siendo mayor la inhibicion en el tratamiento 3.



DISCUSION

En base a los resultados, el tratamiento 6 con una relacion C/N de 100:10 presentd mayor
efectividad, disminuyéndose la concentracion inicial de HAPs de 30.010 mg/kg a 0.218 mg/kg en
un periodo de 90 dias, los resultados concuerdan con el estudio de Martines et al., (2015) quienes
con la misma relacion C/N obtuvieron una reduccion de 1042 mg/kg a 470 mg/kg. De igual
manera, el estudio de Otiniano, (2004), menciona que la degradacion de hidrocarburos en sistemas
terrestres y marinos se acelera por la adicion de nitrégeno y fosforo en forma de urea, fosfato y

sales de amonio.

En T2, T3 y T4 se pudo evidenciar una menor degradacion en la concentracion de HAPs,
posiblemente por una cantidad elevada de sales en el suelo aumentando su salinidad y por ende
reduciendo la degradacion de los contaminantes. Lo mencionado coincide con Otiniano, (2004)
quien reportd que la salinidad reduce significativamente la degradacion del contaminante. Asi
mismo, Haritash & Kaushik, (2009) mencionan que la comunidad microbiana muestra mayor
preferencia por las enmiendas de facil biodegradacion incluido los hidrocarburos de menor peso
molecular, coincidiendo con los resultados de la investigacion donde los tratamientos TS5 y T6

alcanzaron mayor degradacion Uinicamente con la adicion de urea.

En todos los tratamientos se alcanzaron tasas de degradacion mayores al 90% produciéndose
mayor degradacion en los primeros dias de experimentacion, resultados similares fueron
reportados por Chemlal et al., (2013), quienes evaluaron el proceso de biorremediacion para
restaurar un suelo contaminado con diesel mediante el uso de nutrientes, obtuviendo una tasa de
degradacion del 85% presentando de igual manera mayor la degradacion en los primeros dias. Este

comportamiento se debe a la intensa actividad bioldgica que se produce por una disponibilidad



mayor de carbono, nutrientes y energia que estimulan el crecimiento y respiracion de los

microorganismos (Sayara, Borras, Caminal, Sarra, & Sanchez, 2011).

El porcentaje de germinacion de las semillas de Lactuca sativa y el desarrollo de su hipocotilo
no se vieron afectados, debido a que no se apreci6 una afectacion superior al 50%, lo que concuerda
con Infante & Morales, (2012), quienes determinaron que no existe toxicidad cuando no se registra
una disminucion mayor al 50% del porcentaje de germinacion de las semillas y de la elongacion
del hipocotilo. Sin embargo, en los tratamientos T3 y T4 se presento afectacion en el desarrollo de
la radicula, esto posiblemente puede deberse a la presencia de mayor concentracion de HAPs en

el suelo segin lo manifestado por Pernia et al., (2018).



CONCLUSIONES

En la presente investigacion se evaluo la biorremediacion de un suelo contaminado con
HAPs, basandose en la bioestimulacion de microorganismos autéctonos, mediante la
adicion de urea en relaciones C/N de 100:10 y de 60:1 de acuerdo a la revision del estado
del arte; durante el estudio todos los tratamientos alcanzaron tasas de degradacion
mayores al 90%, donde el tratamiento 6 con un 99% mostro mayor efectividad en la
degradacion de HAPs, su relacion beneficia los procesos de crecimiento microbiano en
el suelo y contribuye a la rapida degradacion de hidrocarburos (Leys, Bastiaens, &
Verstraete, 2005; Martinez, Pérez, Pinto, Gurrola, & Osorio, 2011; Wu, Wu, Zhang, &
Ye, 2019), ademas demuestra que la bioestimulacion mediante la incorporacion de urea
como fuente de nitrégeno resulto ser un método eficaz para mejorar la biodegradacion
de HAPs.

Segtin el TULSMA y el RAOHE, el limite permisible para un posterior uso agricola del
suelo sujeto al proceso de biorremediacion es <2 mg/kg, es asi que en base a los
resultados del presente trabajo los tratamientos T1, T2, T4, T5 y T6 se encuentran dentro
del limite permisible, mientras que el tratamiento T3 sobrepasa este valor debido a que
la mayor actividad microbiana se enfoco en la degradacion de la materia organica
facilmente degradable en lugar de los HAPs y su suelo no puede ser utilizado para la
actividad agricola.

La germinacion de las semillas no se vio alterada por las disoluciones de los tratamientos
alcanzando un porcentaje de germinacion mayor al 95% indicando que el suelo sujeto a
biorremediacion no es toxico, de igual manera no se present6 inhibicién en el desarrollo

del hipocotilo; sin embargo, en la elongacion de la radicula de las plantulas se observo



un efecto desfavorable en los tratamientos T3 y T4, debido a la mayor concentracion de
HAPs presente en el suelo.

e Labioestimulacion con nitrogeno aumento la descomposicion de los hidrocarburos,
optimizando el proceso de biorremediacion de suelos contaminados con bunker,
evidenciado por una disminucion significativa de la concentracion de HAPs. Ademas,
ha demostrado ser una alternativa eficiente, de bajo costo y facil aplicacion para la

recuperacion de sitios contaminados con hidrocarburos.
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ANEXOS

ANEXO 1: Resultados del analisis de carbono y nitrogeno realizados por Seidlaboratory

SEIDLABORATORY CIA. LTDA.
——e——

SERYICIO INTEGRAL DE LABSRATORIC

W, Sﬂlﬂl_il haatary.com.ac

INFORME DE ENSAYO MR. 185413

INFORMACION PROPORCIONADA POR EL CLIENTE
CLIENTE: ROSALLA SARMIENTO SARMIENTO
NRECCION: CLIENCA
TR0 DE MUESTRA: SUELD - MUESTRA 2
7190 DE PRODUCTD: SUELD - MUESTRA 2
FECHA DF ELABORACKOWN: ND FECHA DF CADUCIDAD- ND
LOTE: ND CONTENIDO DECLARADO- 2447
MATERAL DF ENVASE: FUMDA ZIPLOC CERRADA FORMA OF CONSERVACKIN-  |AMBIENTE
INFORMACION DE LA MUESTRA
CONED LABORATORK: 1694135 -1 CONTENIDO ENCONTRADD: N3
FECHA RECEPCION: 15/06/08 FECHA INICID ENSAYO- 15/06/08
CONDCIONES AMBIENTALES DE WUESTRED. E5 responsatdinas gaf cienis ¥, s resulieos 3oican 813 muesis
LIERADA DE LA MUESTRA: TamperauR 21°C SrirEgeds por &f Gl i/ camp se recid
ENSAYOS FISICO GUIMICOS METODO UNIDAD RESULTADO
Real Decreto
110819
Walkley & Black
Carbong® [Volumedra) % 1,24
Nitragena M. INTERMNO % 0217




SEIDLABORATORY CIA. LTDA.
il———— |

SERYVICIO INTEGRAL DE LARDRATORIC

wwwiseldlaboratory.com e

INFORME DE ENSAYO NR. 183414

INFORMACION PROPORCIONADA POR EL CLIENTE

CLENTE: ROSALLA SARMIENTO SARMIENTO
DFRECCION: (CUENCA
TR0 DE MUESTRA: SUELD - MUESTRA 1
TR0 OF PRODUCTD: SUELD - MUESTRA 1
FECHA OF FLARORACON: WD FECHA BF CADUCIDAD: ND
LOTE: WD CONTEMDO DECT ARADO- ND
MATERIAL DE ENVASE: FUNDA APLOC CERRADA FORMA DE CONSERVACKIN:  |AMBIENTE
INFORMACION DE LA MUESTRA
COMNED LASORA TORKD: 169414 -1 CONTEMDO ENCOWTRADEG: 24559
FECHA RECEPCION: 100808 FECHA INRCID ENSA YD 19/0808
CONDVWCROMES AMBIENTALES DE WLUESTRED: £ responsabiivsg o/ clienis v, jos resulsons 3oican 843 muesig
LI FRADA DE L A MUESTRA: Temperau@ 21°C aEregada for &f ciiee 9/ como S8 reciid
ENSAYOS FISICO GUIMICOS METODO UNIDAD RESULTADO
Real Decreto
11081991
Walkley & Black
Carong® [wolumetria) % 132
hitrdgena M. INTERMOD % 0248




Anexo 2: Cromatogramas de todos los experimento transcurrido los 15 dias de

experimentacion
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Anexo 3: Cromatogramas de todos los experimento transcurrido los 30 dias de
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Anexo 4: Cromatogramas de todos los experimento transcurrido los 60 dias de experimentacion
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Anexo 5: Cromatogramas de todos los experimento transcurrido los 90 dias de experimentacion

2 e
2 e

2 Jeh

T1

3

——

o - fied feids

Flugrantono - Arga 3182050

-'-..r'u_"‘.

'
T 54

m.

e
¥ vl

- daea 190

oo

Ag 1




(%]

()

-15 4 Z

[

L A e T —— - —

gl DR - SUSHG R -

100

2 Jpan B HAPE-30- 10

a

T TkFd

GE00GC0 pear

=]

S

S

.h_”_“ 1..'_4 = OUAG LU0 .-._ _”ﬁ

- B

SOt

/
:

w.f.ﬂWI._.. .....:a..n.r.u_#_.u..._. ..__. ﬂ

A

% Frti b L

o

5

1
30 0

=]
=

S0




(=]

L=

o

=

T

&y

l

= =
b o
= =
= 8
L BOTLCE mauy - Duaulg - L' LY

_ AEOOAL Bk - BUNLES
Le : Lo

10025 Baky - DUIYELESY -

= lozezen

W

3 13
" ] L
n r - |
- & i | -
e e == LR R R L R =
@ = [} = . A o) o= = = = q & L1 g o B
: . L A i . X & X £ = } + ¥ v <
" e L. L] L] [ 'y o - i~ ¥y o - - w w0




(=1

TET

¥ s

SOCHLE Pouy - CUBURONY - O L LM

OO0 any - ouatanLy - 915 L

PELEAD D T YT

LU e e

(=1
4




