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Resumen

La contaminacion de suelo por hidrocarburos es una problematica, que poco se ha
visto, sin embargo ya se tiene precedente de este problema y algunas soluciones
que aun se siguen estudiando, como por ejemplo la biorremediacién y la técnica de
bioventeo, por tal motivo la siguiente investigacion esta basada en ese tipo de
antecedentes teniendo como objetivo la comparacion de microrganismos eficientes
en la degradacion de hidrocarburos, arrojando porcentajes de remocion de hasta el
53% ademéas de utilizar semillas de rabanito(Raphanus sativus) como muestra de
fertilidad del suelo contaminado. Los microorganismos utilizados fueron
Pseudomonas putida y Penicillium Sp. (Penicillium chrysogenum), el experimento
se desarrollé en 4 tratamientos (muestra control, Pseudomonas putida, Penicillium
Sp, y consorcio microbiano) y cada uno tuvo 3 repeticiones, el tiempo aproximado
fue de 3 meses desde la fase de muestreo hasta la fase de invernadero. Se
analizaron paradmetros como pH, conductividad eléctrica, humedad y el parametro
relevante TPH’s el cual me dio resultados representativos en mg de TPHs/kg de
suelo seco y de este mismo procedimiento se saca el porcentaje de remocion.

Palabras Clave: Biorremediacion, microrganismos eficientes, Pseudomonas

putida, Penicillium Sp, Penicillium Chrysogenum Y TPH’s.
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Abstract

The contamination of soil by hydrocarbons is a problem, that little has been seen,
however there is already a presedente of this problem and some solutions that are
still being studied, such as bioremediation and bioventing technique, for this reason
the following The research is based on this type of background, with the objective
of comparing efficient microorganisms in the degradation of hydrocarbons, yielding
removal percentages of up to 53%, in addition to using seeds of radish (Raphanus
sativus) as a sample of soll fertility.

The microorganisms used were Pseudomonas putida and Penicillium sp.
(Penicillium Chrysogenum), the experiment was developed in 4 treatments (control
sample, Pseudomonas putida, Penicillium sp, and microbial consortium) and each
had 3 replications, the approximate time was 3 months from the sampling phase to
the greenhouse phase. Parameters such as pH, electrical conductivity, humidity and
the relevant parameter TPH's were analyzed, which gave me representative results
in mg of TPH's / kg of dry soil and from this same procedure the percentage of

removal is obtained.

Keywords: Bioremediation, efficient microorganisms, Pseudomonas putida,

Penicillium sp, Penicillium Chrysogenum and TPH's
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l. INTRODUCCION

La contaminacion de suelos por hidrocarburos es una problematica en la cual
muy poco se trabaja y se habla, aun habiendo diferentes técnicas de remocion, por

ejemplo, la Biorremediacion,

Este tipo de contaminacion se da por diferentes factores, tales como accidentes en
el transporte de los cilindros que contiene este insumo, fugas en las tuberias por
donde circula diferentes tipos de hidrocarburos, y sobre todo el derrame de
petrdleo, efectos que tienen como consecuencia los dafios a ecosistemas
acuaticos, terrestres y muchas veces aéreos, si bien es cierto esta problemética no
se ve mucho en la costa, pero si observamos nuestro alrededor esta idea no es la
adecuada, por ejemplo el olor que se genera cuando hay la combustion del
petréleo, el derrame de petréleo en el trasvase en los grifos informales, en los

talleres se aprecia el aceite quemado cuando se renueva el insumo, etc.

La investigacién que se presenta no solo se trata de mostrar algun tipo de técnica
para remediar esta problematica, sino de dar a conocer el manejo de los
microrganismos en este caso la Pseudomona putida y Penicilium sp. Asi se
muestra que el problema de contaminacion por petrdleo se puede controlar y hacer
de un suelo dafiado o infértil a causa de este tipo de contaminacion, a uno util para
cultivos de tallo alto o un posible suelo que sirva para sembrar flores o plantas

ornamentales.

El método usado es la biorremediacidon con la técnica de bioventeo, esta técnica

permite tener un suelo expuesto al ambiente y hacer pruebas de germinacion.

El tiempo aproximado que toma hacer esta investigacion fue de 3 meses,
obteniendo en el camino resultados previos antes de culminar el estudio por
completo, de esta manera la metodologia adoptada fue rindiendo sus primeros
indicios de factibilidad de resultados



El objetivo general de esta investigacion fue la de comparar la eficiencia de
Pseudomona Putida Y Penicillium Sp en el proceso de biorremediacion de suelos
afectados por hidrocarburos. Los objetivos especificos fueron: Identificar cepas de
Pseudomona Putida y Penicillium Sp para la aplicacion el proceso de
biorremediacion de suelos afectados por hidrocarburos. Monitorear a través de
parametros fisicoquimicos el proceso de biorremediacion de suelos afectados por
hidrocarburos y determinar la eficiencia de la Pseudomona Putida y Penicillium Sp
en el proceso de biorremediacion de suelos afectados por hidrocarburos. La
hipotesis planteada fue: La Pseudomona Putida biorremediar el suelo contaminado

con hidrocarburos.



. MARCO TEORICO

La contaminacion de un suelo por hidrocarburo, ya sea petréleo crudo o
procesado, cuando se genera de forma accidental o por falta de seguridad en su
manipulacion, tiene como consecuencia los diferentes problemas de fertilidad.

En el distrito de Reque se encuentra ubicado el grifo llamado “El chofer” ubicado en
el sector Diego Ferre y Villa el Sol, el distrito en mencion no es ajeno a este tipo de
contaminacion debido a que este valle pasa por la carretera panamericana norte,
el transporte pesado (camiones de carga) son aspectos que impactaran al suelo
agricola, su uso es en establecimientos que expenden diferentes tipos de
hidrocarburos, ya antes mencionados; como sabemos el petréleo es un
hidrocarburo muy denso que al derramarse detiene el paso de la luz, obteniendo
un suelo degradado, alterando a la vez los nutrientes naturales que este posee,

haciéndolo inutilizables durante arios.

Las bacterias y los hongos son un tipo de medidas que se usan para la
biorremediacion, pero también se han empleado otros microorganismos tales como
algas, cianobacterias entre otros, debido a que algunas especies degradan el

compuesto toxico.

Esto se lograra a través de la técnica de biorremediacion con Pseudomona Putida
y Penicillium Sp. De esta manera se logrard obtener datos significativos para que
el suelo sea util y fértil para ser usado ya sea de forma agricola, u ornamental, etc.

PARDO et al. Colombia (2004) Manifiesta que la “contaminacién de ecosistemas
terrestres” se da principalmente por accidentes como derrames basicamente el
petréleo. También indica que hay diferentes métodos o tratamientos para hacer de
un suelo contaminado uno fértil, la técnica usada es la biolobranza (landfarming) en

el cual adicionan nutrientes organicos.

En la siguiente investigacion se evalta dicha técnica (in vitro) se uso un disefio
experimental en el cual se dividieron en repeticiones experimentaciones las cuales
fueron 6 unidades de investigacion en las cuales se uso petrdleo crudo como fuente

de energia, las unidades de experimentacion se trataron con un “fertilizante



inorganico (triple 15)” y las otros fueron un usadas como control la técnica
(biolabranza) se hallo analizando pH, humedad (%) y temperatura, se adiciono
conteos como lo de microrganismo que son heterotrofos totales y (NMP) “numero
mas probable de microorganismos” que degradan petréleo, metabolicen nutrientes
y por ultimo se determind los hidrocarburos totales, el periodo de experimentacion

duro 4 meses.

Se lograron porcentajes donde la remocion fue alta de (Hidrocarburos totales de
petrdleo) en la prueba de TPH’s, obtuvo un 91%, el cual llego a alcanzar una
concentracion final de 2028 ppm en relacion al TPH, el cual fue comparado con el
control bidtico aqui se encontraron porcentajes de remocién de aproximadamente
65% y una concentracion finales de 8049 ppm en la prueba de TPH’s; como
consecuencia se logré dar a conocer que mientras se sumen mas nutrientes, estos
optimizaran el proceso por el cual se degrade el petréleo u otros tipos de

hidrocarburos en la tierra.

BRACHO et al. Venezuela (2004), Hace referencia que los hidrocarburos
aromaticos son mas complejos de remover del suelo, algunos de los mas
estudiados son el naftaleno, tolueno, antraceno, fenantreno, etc. Este tipo de
hidrocarburos son liberados al ambiente debido a los diferentes procesos, tales
como la quema de combustibles fésiles y sobre todo por el derrame accidental de
petréleo contaminando fuentes de agua y suelo, ocasionando de manera

significativa las contaminaciones el ecosistema.

En la siguiente investigacion de determino de forma cualitativa el potencial de
biodegradacion que presentan algunas bacterias que fueron aisladas de suelos
contaminados con petroleo. Esto ademés con la finalidad de obtener gran variedad
de cepas bacterianas que tengan la capacidad degradadora de hidrocarburos

presentes de suelos.

En el siguiente experimento se trabajo con 14 cepas de Pseudomonas sp. En total,
las cuales fueron aisladas de muestras de suelo cuyo contaminante era el petréleo.
Estas muestras fueron obtenidas de la localidad de “La Concepcion”. Las cepas se
cultivaron en un medio selectivo a fin de bioaumentar las cepas capaces de

degradar los compuestos de interés. Estas se incubaron en fiolas de 125 mL



conteniendo 50 mL de medio minimo mineral (MMM), y como fuente de carbono se
emplearon los hidrocarburos aromaticos ya antes mencionados (naftaleno,
antraceno, fenantreno y DBT al 0,05% p/v.) Se empleé la técnica de Kiyohara y
Nagao con algunas modificaciones.

Las placas se incubaron después de la inoculacion, este proceso duro toda la noche
con la finalidad de eliminar el solvente por el proceso de evaporacion. En el in6culo
se utilizo el cultivo de cada cepa aislada las cuales obtenian una densidad 6Optica a
la del tubo N° 2 del nefelometro de Mc Farland, fueron observadas periédicamente
durante 15 dias a través de un transiluminador UVYPRO CHROMATO-VUE modelo
TM-36, para de esta manera determinar que la fluorescencia propia del
hidrocarburo desaparezca, evidenciando zonas claras alrededor de las colonias,
indicando asi la capacidad que posee la bacteria en degradar hidrocarburos

El resultado de las cepas sobre los hidrocarburos se observa que las cepas
estudiadas el porcentaje de degradacion de hidrocarburos fue del 100% aromaticos
policiclicos naftaleno y antraceno, mientras que el 78,57% degradé el fenantreno.
En relacion a la fraccién de heterociclicos azufrados estudiada representada por el

DBT, este fue degradado solo por el 71,42% de las cepas aisladas.

MARTINEZ et al, México. (2011), Utilizo como método de biorremediacion en fase
aerobia lodos residuales (biosélidos) que provenian de una planta de tratamiento
de aguas residuales PTAR) de origen doméstico, el suelo fue contaminado
accidentalmente por derrames de diésel, aceites y grasas, esta problemética tenia
como ubicacion la Minera San Antonio que pertenecia al grupo Goldcorp México,

del Municipio de San Dimas, en la ciudad de Durango.

Los experimentos se realizaron en laboratorio y se utiliz6 ademas como piloto, los
analisis fueron ajustados teniendo al carbono y nitrogeno (C: N) = 10:1, en estos
pardmetros se evalud la adicion de nutrientes, el material a remediar y su efecto, el
tamafio de particula y si influencia en la degradacion. De esta manera se mostré
que los charcos residuales son aptos para la estimulacion de microrganismos
originarios de los suelos, estos ademas se encargaron de remover hidrocarburos,

el cual fue empleado como fuente de carbono



De tal forma la muestra de suelo en experimentacion alcanzo una remediacion
aerobica el cual se encontraba dentro del “limite maximo permisible (LMP)
establecido en la normatividad mexicana vigente (NOM-138—-SEMARNAT/SS—-
2003)”

BENAVIDES et al, Colombia. (2006), El transporte de crudo y sus derivados son
efectos que en Colombia se viene dando, el cual afecta de manera significativa
durante los ultimos 18 afios, esto debido a la mala disposicion de oleoductos y de
las instalaciones petroleras. De tal afecto el derrame que se propicio tiene efectos

negativos de caracter econémico social.

Debido a este problema de derrame de petroleo crudo se analiz6 la biorremediacién
como un tipo de alternativa mas saludable, se aplico este método en in situ teniendo
como muestra suelos contaminados con este tipo de hidrocarburos (aceite, diésel)
y se realiz6 a través de nutrientes y la bioestimulacion de nutrientes, ademas de
una inoculacion de consorcio microbianos que previamente fueron extraidas del
mismo suelo (bioaumentacion), este proceso se maneja para encontrar cConsorcios
bacterianos capaces de degradar hidrocarburos; estos consorcios fueron
identificadas por secuenciacidn degenesl6S-RNA, identificando que existe la
presencia de Bacillus sphaericus, Bacillus pumilis, Bacillus cereus, Bacillus

fusiformis, Acinetobacter junii, y Pseudomonas sp.

Una de las bacterias que tiene una gran capacidad de metabolizar hidrocarburos,
dando lugar al desarrollo de crecimiento de la planta. La Pseudomona putida
degrada alcanos y se ha estudiado otros tipos de microrganismos como
Nocardiodes sp. y Acinetobacter que también metabolizan componentes de los
hidrocarburos.

TORRES y ZULUAGA, (2009), El petréleo es el producto que se obtiene a partir de
la degradacion de materia organica de forma anaerdbica, teniendo condiciones
tales como el tiempo la temperatura y la presién, convirtiéndolo en gas natural, el
llamado petrdleo crudo y los diferentes tipos del petrdleo. El petréleo en forma de
crudo posee una adicion muy compleja y diferentes de compuestos organicos,
existen dos grupos primordiales tales como los hidrocarburos aromaticos los cuales

hacen referencia a los monociclicos, el tolueno, el benceno y xileno (BTEX) ademas



de los hidrocarburos de tipo policiclicos (HAPS) tales como el fenantreno. antraceno

y naftaleno

Torres y Zuloaga manifiestan que para el proceso de biorremediacién una de las
principales causas que la constituyen es la degradacion microbiana. Una matriz de
contaminacion es el petréleo crudo debido a que contiene gran cantidad de
compuestos, por lo tanto, este producto es ideal para evaluar su potencial

catabdlico en consorcios microbianos o cepas que manifiesten interés en la técnica

de biorremediacién

La tecnologia de biorremediacion es utilizada microrganismos debido a su potencial
metabdlico, los hongos, asi como también las bacterias y levaduras son utilizados
para transformar, remover o minimizar contaminantes de origen organico y de
compuestos simples y es asi como se puede utilizar para descontaminar aguas y

terrenos contaminados.

Los hidrocarburos y otros compuestos son transformados y metabolizados
aerébicamente por microrganismos, asi el proceso de biorremediacién ocurre
naturalmente. Es rescatable que los microorganismos autoctonos aislados tienen
la capacidad de adherirse y adaptarse a la degradacion de cualquier tipo de
compuesto organico, pero para que este tipo de tecnologia suceda requiere de
condiciones ambientales como pH, temperatura ademas de las condiciones para
humedad y conductividad eléctrica. La mano del hombre se hace presente para
mejorar las condiciones para la bioaumentacién de microrganismos para degradar

algunos compuestos quimicos.

TRUJILLO Y RAMIREZ, (2012), Al proceso que utiliza microrganismos vivos se le
llama Biorremediacion, a esta técnica se aplica también hongos y plantas, para de
esta manera hacer que el ecosistema contaminado retome sus propiedades

naturales.

Biorremediacion de suelo: Esta técnica es eficiente cuando se trata de limpiar
suelos contaminados, contrastando a alterativas que son mas costosas
econdmicamente y ademas que ambientalmente no estan muy bien dispuestas

como la incineraciébn. Los componentes para acelerar esta técnica de



biorremediacion pueden ser por la suma de nutrientes, la humedad ideal, el pH Yy la
inoculacion de microbiota. Con las variables anteriores la actividad microbiologica
presente, acelera procesos metabolicos y asi descontaminar el ecosistema en este

caso el suelo.
Métodos de biorremediacién en suelos

El método para que la biorremediacion se lleve a cabo depende del lugar de
experimentacion, por ejemplo; en escenarios In situ, se excava el terreno y se trata
en el mismo lugar, o bien en escenario Ex situ el cual consta de instalar fuera del
lugar de contaminacion, la técnica se valora atreves de distintas variables y

caracteristicas del contaminante que se va a tratar.
Biorremediacion in situ.

Normalmente el tratamiento In situ es una de las opciones para recuperar suelos,
debido a que no es necesario la excavacion y la preparacion de lugar contaminado,
sim embargo antes de dar como tratamiento oportuno se valora factores de impacto
ambiental en la zona, aparte de los costos, los accesos para proveer nutrientes y
oxigeno, el tiempo y el porcentaje de remediacién y por ultimo si el contaminante
pone en peligro mas extension de terreno, el bioventeo o bioaireacién son una de
la técnicas que se usa en este tratamiento, ademas de la inyectar aire a presion,
aqui también encontramos la bioaumentacion, bioestimulacion y la atenuacion

natural.
Biorremediacion ex situ

En este tipo de tratamiento el procedimiento se tiene la mayor disposicion sobre el

suelo, aqui se encuentra técnicas como bioceldas o biopilas y la fitorremediacion.
Fitorremediacion

Una de las técnicas de biorremediacion como la fitorremediacién constituye una
variacion de plantas o microorganismos que estén asociados a ellas, esta técnica
agrondmica esta dirigida a liberar retener y transformar compuestos que

contaminan al suelo, la fitorremediacion, gracias a investigaciones no solo trata



contaminantes inorganicos como los metales, haluros; si no, ademas de
contaminantes organicos, en las investigaciones algunas de las plantas usadas en
esta técnica que se han probado con éxito en la remocion de hidrocarburos
(petrdleo) son:” Panicum maximun Jacq., Paspalum virgatum L., Echinochloa

polystachya H.B.K., Zea mays L., Sorghum vulgare L., Phaseolus coccineus L.

Otros agentes biorremediadores Moench. Brachiaria brizantha (Hochst. ex A. Rich)
Stapf., Phaseolus vulgaris L., Chamaecrista nictitans (L.), Triticum aestivum L.,

Hordeum vulgare L.”, entre otras
Microorganismos en la biorremediacion

TORRES y ZULUAGA, Colombia (2009), Para que los microrganismos se
desarrollen deberian estar en un apropiado ambiente, es el suelo, aqui se
encuentra una variedad de organismos eucariotas como algas, hongos y protozoos,
asi también organismos procariotas (arqueas y bacterias), incluso se pueden
encontrar bacteriéfagos y hasta virus, todos estos organismos mencionados
desempefian funciones en relacién a procesos de formacion y al desarrollo de suelo

(edafogénesis), ademas de la degradacion de compuestos xenobioticos, etc.
Microorganismos concretos

Los microorganismos que son aislados en suelos poseen propiedades que permiten
que la oxidacion de petréleo se de en algunas fracciones. Aqui la fase de oxidacion
se ve alterada en algunos compuestos quimicos y sus propiedades, haciendo que

existan ataques secundarios y facilitando su conversion para disminuir su toxicidad.

Las bacterias de género Pseudomonas poseen la capacidad de asimilar substratos,
los cuales incluye a las sustancias del petroleo. Las bacterias como las
Pseudomonas son Gram negativas, este género pertenece a la subclase de las
Proteobacterias. Estas bacterias producen biosurfactantes. Y algunos de estos
microorganismos son productores de estos; ademas contienen sustancias
degradadoras de petréleo o de diferentes tipos de hidrocarburos. La Pseudomonas
aeruginosa, es una las subclases de micro fauna que mas se emplea debido a su

estudio en el proceso de biorremediacion.



Otros agentes biorremediadores

TRUJILLO Y RAMIREZ, (2012), Los animales también son agentes que acttan
como biorremediadores, debido a que tienen efectos descontaminantes, y algunos
poseen microorganismos que son capaces de retener metales pesados como por
ejemplo la lombriz de tierra (lumbricus terrestris) la cual absorbe contaminantes

acumulandolos en las vias digestivas y en los tejidos.
La Contaminacion con hidrocarburos

DIAS, (2011), El crecimiento de las ciudades y la gran industrializacion son efectos
gue causan una amenaza para el ambiente, lo cual muestra como resultado una
acumulacion de contaminantes quimicos, que se impregnan especialmente en el
suelo; como ejemplo, estados unidos tiene una produccién entre 5-20 millones de
toneladas métricas de propileno, etileno, benceno, etc. y alrededor de 1-5 millones

de toneladas de diferentes productos quimicos de origen organico.

Ademas, en todo el mundo aproximadamente se producen 140 millones de
toneladas de polimeros sintéticos. El 1 % del crudo que se produce mundialmente
y es ingresado al ambiente ya sea por derrames, eliminacién de residuos o

volatilizacion, esta contaminacion equivale anualmente a 266 millones de barriles.
Suelos contaminados con hidrocarburos

La extraccion, el procesamiento y el transporte de los hidrocarburos son procesos
en los cuales el suelo se encuentra continuamente expuesto a accidentes como los
derrames. Cuando este tipo de accidentes sucede el suelo tiende a cambiar tanto
guimica como bilégicamente su estructura. Por ejemplo, una de las principales
modificaciones es un incremento del contenido de carbono (C). Este carbono tiene
una relacion directa entre C: N: P.

Biolégicamente los hidrocarburos tienen la facultad de estresar al suelo
condicionando el desarrollo de consorcios microbianos, de tal forma que permite
gue las poblaciones crezcan obteniendo capacidades donde se metabolicen
adecuadamente y sean fuentes de energia, en este caso el hidrocarburo (petroleo)

haciéndolos mas resistentes a otros.
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Remediacion de suelos contaminados con hidrocarburos

El conjunto de operaciones que se realizan con el objetivo de disminuir, controlar y
hasta eliminar contaminantes presentes en la contaminacion de suelos, son

tratamientos y/o técnicas de recuperacion de estos.
Técnicas disponibles para eliminar hidrocarburos

Se le denomina técnica a la necesidad de reducir al minimo (eliminar) en este caso
al hidrocarburos que se convierte en contaminante debido a la mala manipulacion
humana, por tal motivo esto ha llevado a desarrollar estrategias, teniendo en cuenta
gue no solo existe un solo tipo de técnica si no que depende mucho del sistema
afectado (ecosistemas acuéaticos o terrestres), ademas de las caracteristicas fisicas
quimicas del tipo de contaminante, el tiempo y la parte econémica son factores que

también influyen en la eleccion de las técnicas de remediacion.

Cuando la fuente de contaminacién se da en el suelo y por derrame, es cuando se
plantean diferentes alternativas, tales como la atenuacion natural hasta la
aplicacion de tratamientos quimicos o fisicos. Este tipo de técnica (la atenuacién
natural) es llamada recuperacion intrinseca o pasiva; esta es utilizada como método
de recuperacién en ambientes como agua y suelos contaminados y esto por su
minimo bajo costo econdmico, sin embargo a pesar de ser usados en diferentes
lugares, es muy raro que se apligue en debido que su efecto de remocion es mas

lento.

“USEPA (1999)” manifiesta que, la técnica de atenuaciéon natural trata de usar
procesos gque sean naturales para retener que la contaminacion se extienda que
proceden de los diferentes quimicos que son vertidos, minimizar la concentracion y
la toxicidad no aumente en las zonas donde se encuentre la contaminacion.
Finalmente, el éxito de la técnica de “atenuacién natural” estara expuesta a las

caracteristicas hidroldgicas, geoldgicas y microbioldgicas de la zona contaminada.
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Factores que condicionan la biorremediacién de un suelo

La contaminacion de suelos por causa de una mezcla de hidrocarburos, depende
de variados factores tal es la presencia de un consorcio microbiano que posea un
efecto degradador potencial de este insumo, ademas se incluye factores como pH,

temperatura, biodisponibilidad, concentracion, humedad del suelo, etc.
El pH, temperatura y la humedad.

El rango de tolerancia est4 determinado por factores ambientales y la cepa, existen
parametros que afectan el crecimiento de poblaciones microbianas, tales como la
temperatura, salinidad y pH. Mientras mayor es la diversidad microbioldgica, existe
posiblemente mayor rango de tolerancia. Por tal motivo no existe condiciones
establecidas y que sean Optimas para los diferentes casos de la biorremediacion,
aunqgue generalmente el pH oscila entre 6 — 8 y la temperatura en 20 a 30 °C.

Pseudomonas Putida

Rockne K et al (2000), El género Pseudomonas tiene la habilidad para usar
substratos, los cual incluye los creados por lo hidrocarburos. Estas bacterias son
“Gram negativas, que pertenecen a la subclase de los Proteobacterias”. Bushnell y
Hass fueron los primeros en explicar acerca de estas bacterias manifestando que
son productoras de biosurfactantes. La Pseudomona Putida se encuentra en el
suelo, que metabdlicamente posee componentes que degradan hidrocarburos por
lo tanto esta bacteria es una candidata para las aplicaciones biotecnoldgicas, como

agricultura, biorremediacion, biocontrol, biocatalisis.
Penicillium sp.

Valenzuela F, Eduardo. et al (2006), se encontraron cepas de Penicillium las cuales
se aislaron de areas donde existia contaminacion debido a la filtracion de petréleo,
en el estudio se obtuvieron resultados después del octavo dia, la muestra se
recogié del tratamiento de donde se inoculo el hongo, manifestando una

degradacion de hidrocarburos aromatico.
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¢, Qué microorganismo tendra la capacidad de biorremediar suelos contaminados

por hidrocarburos?

La contaminacién de suelos por hidrocarburos en este caso de petréleo causa
impactos muy graves para el suelo, haciendo de este uno infértil. El empleo de
estos microorganismos como fuentes de biorremediacion para ser utilizados en el
tratamiento de suelos contaminacion por hidrocarburos, es una opcién debido a que
son faciles de adaptarse al medio en estudio. De esta manera se generara
informacion importante para el tratamiento y gestiéon adecuada del recurso y los

diferentes parametros que pudieran ser alterados por los hidrocarburos.

De esta manera se aportaria a la recuperacion de un suelo posiblemente
contaminado y se dispondria a su uso, y no solo de uso agricola si no pudiendo
realizar parcelas o jardines para la buena visién, esto debido a que el predio se
encuentra ubicado en el panamericano norte asi la poblacion también seria

beneficiada.
Hipotesis

Hi: La Pseudomona Putida logra la biorremediacion de suelos contaminados
por hidrocarburos.
HO: La Pseudomona Putida no logra la biorremediacion de suelos

contaminados por hidrocarburos.
Objetivos:
Objetivo general

- Comparar la eficiencia De Pseudomona Putida Y Penicillium Sp en el
proceso de biorremediacion de suelos afectados por hidrocarburos.

Objetivos especificos

- ldentificar cepas de Pseudomona Putida Y Penicillium Sp para la aplicacion
el proceso de biorremediacion de suelos afectados por hidrocarburos.
- Monitorear atreves de parametros fisicoquimicos el proceso de

biorremediacion de suelos afectados por hidrocarburos.
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- Determinar la eficiencia de la Pseudomona Putida Y Penicillium Sp en el

proceso de biorremediacion de suelos afectados por hidrocarburos.
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3.1

3.2

3.3

3.4

METODOLOGIA

Tipo y disefio de investigacion

Disefio de investigacion

El presente trabajo de investigacion, posee un disefio cuasi — experimental.

El método cuasi experimental se presenta para estudiar problemas en los
gue no se puede tener total control de las situaciones, pero se trata de tener

el mayor control posible.

Variables y operacionalizacién

Variable: Biorrremediacion de suelos contaminados por hidrocarburo
Poblacién, muestray muestreo

Poblacion:

La poblacién fue de 30 Kg. de suelo contaminado por hidrocarburos

(muestra compuesta)

Muestra

La muestra fue de 7 kg. Aproximadamente, del total de muestra compuesta
6 Kg. De suelo para fase de campo (invernadero) 1 kg. De suelo para analisis

previos (pH, humedad, conductividad eléctrica)
Técnicas e instrumentos de recoleccidn de datos
Técnicas:

Los datos recolectados se evaluaron atreves de parametros que seran
observados, los datos obtenidos se anotaran en agenda de campo y luego
en tablas digitales (como evidencia de los hechos), estos se obtendran de

acuerdo a la investigacion y dentro de los laboratorios.
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3.5

Instrumentos:
Se utilizo los siguientes instrumentos:

Termometro
Conductimetro
Peachimetro

Balanza digital.
Rotavaporador
Materiales de Laboratorio

Validez:

Solo validacién mediante el laboratorio de biotecnologia de la universidad
Cesar Vallejo

Procedimientos

1) Se debe Pesar 1 g de suelo (exacto) y verter el soluto en un vaso de
precipitado, se agregar 10 ml de agua destilada como solvente, se dejar
reposar aproximadamente 10 minutos, después de la agitacion, antes se
debe de regular el potenciometro utilizando las soluciones amortiguadoras,

finalmente después de los 10 minutos se midi6 el pH.
Criterios de evaluacion

Los criterios para evaluar pH, se encuentran en: “(NOM-021-RECNAT-

2000)". Son los siguientes:

Tabla 1: Criterios niveles de pH

. Valor de
Categoria oH
Fuertemente acido <50
Moderadamente acido 5.1-65
Neutro 6.6-7.3
Medianamente alcalino 7.4-8.5
Fuertemente alcalino 8.5

Fuente: Manual de técnicas de andlisis de suelos
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Humedad

La humedad es la cantidad de agua que retiene el suelo, cuando se trata de
suelo que han sido contaminados con hidrocarburos (petréleo) se dice que
es dificil de rehidratar el suelo con esta caracteristica. La medicion de

humedad se desarrollé en funcion al porcentaje que el suelo retiene de agua.
Método

El método a utilizar para la medicion es el gravimétrico, asi se determinara

solo la cantidad de agua que existe en el suelo.
Material y equipo

Para el proceso de este método se usO 1gr. de suelo. (Antes y después)
ademas de espétulas, balanza analitica, papel aluminio o crisoles y como

equipo a la estufa.
Procedimiento

Se pes6 1 g de muestra sobre un papel aluminio o crisoles esto a peso
constante, luego de ser pesado se colocara la muestra a la estufa a 80°C de
temperatura de 12 a 24 horas. Esta se colocara en un desecador, esperar a
gue enfrié y luego tomar apuntes de los pesos. Finalmente se haran los

célculos para hallar su peso fino.
% Humedad del suelo = (Peso inicial — Peso final) / Peso inicial * 100 (p. 22)
Conductividad eléctrica

Es la capacidad que posee el suelo y sus componentes para transportar
corriente eléctrica la cual se expresa en categorias: “mmhos/cm o0 en
mSiemens/m; la NOM-021-RECNAT-2000". Para determinar la condicion del

suelo tenemos:
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b)

Suelos salinos.

La conductividad eléctrica tiene un valor maso menos igual o superior a
mmhos/cm y una temperatura de 25°C su caracteristica mas representante
es que este suelo tiene una “costra de sales blancas”, que pueden ser

“sulfatos, cloruros y carbonatos de calcio, magnesio y sodio”. (p.23)
Suelos sodicos.

Este tipo de suelo posee un color negro ya que contiene un aumento de
sodio. “La conductividad eléctrica esta por debajo de 4 mmhos/cm a 25°C”.

Y tiene un pH que oscila entre 8.5y 10.0. (p.23)
Suelos salino-sodicos.

“Poseen una conductividad eléctrica de 4 mmhos/cm a 25°C”, y el pH es muy

variable, y mayormente superior a 8.5 (p.23)
Método

Para este método se usa el conductimetro para medir la conductividad
eléctrica y esto se realiza atreves de una solucién de suelo y agua o un

“extractor de suelo” (p. 23)
Material y equipo

Se tiene como materiales 1gr de suelo seco y que este molido, también se
us6 una balanza analitica y vasos de precipitados cuyo volumen sea de
100ml, el papel filtro, el agua destilada, una piceta y papel filtro son
elementos que se encontraron a la realizacion de la medicion y por el ultimo

el conductimetro el cual nos mostrara el resultado.
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Procedimiento:

Colocar la muestra en un matraz, previamente al suelo se le adiciona agua
destilada y se lleva al agitador.

Con agua destilada previamente se lava el conductimetro, antes de colocarlo
a la muestra

Finalmente se toma la lectura cuando el conductimetro de mesa.

Hidrocarburos del petroleo en suelo
Preparacion de muestras de suelo para extraccion

Para analizar suelos con hidrocarburos es recomendable que la muestra este

seca y asi molerlas para obtener asi, muestras mas homogéneas.
Material

Papel aluminio.
Espatula.
Frascos de vidrio de 30 ml.

Mortero.
Procedimiento

El suelo que ser& procesado deberé tener un peso entre 8 y 15gr, de suelo
las cuales se colocaron en un papel resistente al calor “papel aluminio” ambos
deben estar a una temperatura de 30°C a 48 horas a sombra controlada o
mediante un equipo que pueda regular la temperatura. Para obtener particular
de tamafio mas fino, se debera moler el suelo, después se colocara en un

lugar fresco y que se encuentre seco (frasco).

Nota: “Aunque las muestras se ponen a secar, casi nunca se elimina
completamente el agua, por lo que hay que determinar la humedad final de

éstas”. (p. 91)
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Extraccion agitacion-centrifugacion
Método

“La técnica para la extraccion de los hidrocarburos del petréleo del suelo se
basa en los métodos 3500B y 3540C de la US EPA (1996) y el reportado por
Schwab et al. (1999), con algunas modificaciones en cuanto a la velocidad

de agitacion y volimenes de solvente” (p. 94)
Material y equipo

Aqui se tiene en cuenta los siguientes materiales; espatulas, pipetas y tubos
para centrifuga (vol. 15ml) como equipos: la centrifuga, vortex, balanza
analitica y rotovaporador. En los reactivos encontramos al diclorometano
(CH,CL,) y sulfato de sodio (Na,S0,)

Procedimiento

Se peso entre 0.5 a 2 gr. de suelo, este debe estar seco y triturado; esta
muestra se coloca en el tubo para centrifuga (15ml) y se le adiciona 3gr. de
sulfato de sodio (Na2S0O4) y colocar en el vortex hasta que este

homogenizado.

“Nota: el sulfato de sodio anhidro debe secarse previamente en el horno por
4 horas a 120°C.” (p.95)

Se agrego 5 ml de diclorometano y nuevamente se debe llevar al vortex para
ser agitad, durante un tiempo aproximado de 45 segundos, asi se uniran el
extracto solido con el liquido (diclorometano).

La solucién de colocar en la centrifuga a 6 000 rpm durante 10 minutos. El
sobrenadante sera colocado en un vial con tapa rosca, matraz de bola o en
un tubo tapado.

Para obtener una solucion de 15 ml de “extracto organico” (sobrenadante)
se debe lavar el residuo solido que se queda en el tubo se agita para obtener
un concentrado y completar la solucibn con la primera solucién

(procedimiento 3). (p. 95)
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El residuo que se obtiene después de ser evaporado el diclorometano del
suelo (procedimiento anterior) hasta que llegue a secarse, este soluto se
debe de colocar en un vial como reserva de otros procedimientos bajo el
contexto de los métodos en la guia de métodos de hidrocarburos.

“Nota: Los resultados obtenidos con este método fueron comparados con el
meétodo de extraccion Soxhlet de acuerdo con el método D5369-93 del ASTM
(1998 y 2003), y los métodos 3540C y 3541 de la US EPA (1996 y 1994)".

(p- 95)

Hidrocarburos totales del petréleo (HTPs)

Para la medicién de HTPs es recomendable que, para muestras aceitosas,
0 para muestras de composicién acuosa, el solvente preferido es el hexano
(US EPA 821-B94-004, 1995). (p.100)

Material y equipo

Los materiales que se usaron fue una balanza analitica, matraces de bola

con volumen de 250 ml. Pinzas, rotavaporador y tubos de vidrio de 25ml.
Procedimiento

El matraz de bola debe estar a peso constante y debera contener el extracto
organico, esto se colocara en la estufa con una temperatura de 120°C el
tiempo aproximado es de 4 horas, luego se secara el recipiente y ponerlo en
un desecador (esperar a que se enfrié), se pesara; El mismo procedimiento
se volvera a realizar hasta que el peso no cambie, por lo tanto, deberé tener
un peso constante (RA)

Matraz de bola debera contener el extracto organico a peso constante, y esto
se llevara al proceso de evaporacion del solvente, esto debe ser evaporado
en su totalidad (diclorometano) este proceso se realizara en el rotovaporador
a una presiéon de 740 + 50 mbar a una temperatura de 45°C hasta observar
gue este seco.

El matraz y el extracto libre de solvente se pesara nuevamente. Se anotara

el peso (RB)
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Calculos

“La diferencia en peso corresponde al contenido total de HTPs. Para hacer
el célculo de concentracion de hidrocarburos totales del petréleo
provenientes de la muestra, se debe considerar la cantidad de suelo que se
pesoé para la extraccion, asi como la humedad de la muestra. El resultado
debe expresarse en mg de HTP/kg de suelo seco, y se calcula de la siguiente

manera:” (p 100)
HTPs (mg kg-1 de s.s.) = (RB — RA) * (FC) / (P * FH). (p.100)

Segunda fase: Prueba de toxicidad del contaminante, aislamiento e

identificacion de microorganismos.
Toxicidad del contaminante en el suelo:

Para esta prueba se esterilizaron 5 placas Petri en las cuales se colocaron
20 semillas de rabanito (Raphanus sativus.), junto con papel filtro y se
regaron con agua estéril incendiariamente hasta llegar a la germinacion
completa, la cual duro un aproximado de 120 horas (5 dias) a una
temperatura de 28 °C. Obteniendo un 100% de germinacion.

El mismo procedimiento se realizd, pero esta vez se usé al suelo
contaminado, agua estéril y la misma cantidad de semillas de rabanito
(Raphanus sativus). Del mismo modo las placas Petri se llevaron a incubar
28°C durante 120 horas (5 dias).

Aislamiento e identificacion de Pseudonomas putida y Penicillum sp

Para favorecer el crecimiento de esta bacteria y hongo, se tiene como

procedimiento:

Se pes6 10g de la muestra de suelo contaminado y a continuacién se
enriquecieron en 90mL de caldo Bushnell Haas a 30°C durante 24 horas para

la bacteria y para el hongo 4 dias.
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El sembrado se hizo por la técnica de agotamiento y estria sobre Agar King
B y en Agar Sabouraud, después se agruparon las colonias de acuerdo a
sus caracteristicas morfoldgicas tanto del hongo como de la bacteria; en el
agar King B se seleccionaron las colonias las cuales son formadoras de
fluorescencia y para el hongo colonias verde pulverulentas. Ademas, estas
colonias, se sembraron en Agar Cetrimide, Agar gelatina, TSI (agar triple
azucar), LIA (agar hierro-lisina), citrato y O-F para maltosa y glucosa) y con
respecto a Penicillium se identific6 mediante la técnica de observaciéon en
fresco con Lactofenol para observar el morfotipo de la colonia.

Posteriormente las colonias fueron guardadas en refrigeracion a 8°C.
Prueba de degradacion en tubo de petréleo crudo:

Para la obtencion del in6culo, cada bacteria nativa se cultivé en 10mL de
caldo nutritivo a 30°C durante 24 horas. Posteriormente el caldo nutritivo se
centrifugd durante 10 minutos, su concentracidon celular fue estandarizada
con el tubo 3 del nefelometro de Mc Farland (9x108celmL-1). Y para los
hongos se sembraron en placas de Petri con Agar Sabouraud, realizando la

misma suspension que la bacteriana.

Por triplicado se inoculo en 10 mL de caldo Bushnell Haas, 1mL de inoculo
y 0.1mL de petréleo crudo (el caldo tiene como indicador el color purpura de
bromocresol). La incubacién se realiz6 a 30°C hasta por 10 dias y para los
hongos hasta 15 dias. Este procedimiento se le aplico agitacion manual,
diariamente por 10 minutos y en simultaneo se investigo el viraje del
indicador de lila al amarillo, que se interpreté como positivo para la utilizacién
del petréleo como fuente de carbono y energia.

Tercera fase: TPH's y fase de invernadero.
Fase de invernadero:

Se peso 1kg de suelo contaminado, el cual fue homogenizado y tamizado
previamente; este peso se colocé en 15 bandejas. Las cuales se sefialaron

a queé tipo de tratamiento y el numero de repeticion que correspondia
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3.6

(etiguetado). El inéculo de cada microorganismo por triplicado, se obtuvo por
el método de siembra a gran escala, trabajando con un indculo madre,
intermedio y definitivo (Carrefio, 2012). Lo microrganismos se seleccionarén
y se cultivaron en 3mL de caldo nutritivo a 30°C durante 24 horas.

La concentracion se estandarizo con el tubo 3 del nefeldmetro de Mc
Farland, Para la solucion se us6 0,2mL de la suspension bacteriana
estandarizada y se inocularon en 1,8mL de caldo Busnell Haas con 5% de
petréleo crudo, esto fue incubado a 30°C por 24 horas, (In6culo madre). El
resultado fue inoculado en 22mL de caldo Busnell Haas con petréleo crudo
incubandose 30°C por 24 horas para constituir el in6culo intermedio el cual
a su vez fue inoculado en 176mL del mismo caldo Busnell Haas, incubado
en las mismas condiciones, constituyendo el inéculo definitivo en una
cantidad de 200ml.

Prueba de TPH's.

La prueba se realizé de acuerdo al procedimiento ya descrito (p. 35), esto
después de evidenciar el tiempo de germinacion.

Métodos de analisis de datos
Material biologico:

Para el siguiente trabajo de investigacion se tiene como material biolégico a
la Pseudomonas putida y Penicillium sp. Que fueron aislados de un suelo

contaminado con hidrocarburos (petréleo).
Aspectos técnicos
Ubicacion geografica

Las muestras de suelo contaminado que se obtuvieron, se encontraron en
un grifo llamado “el chofer “el cual esta ubicado en el distrito de Reque,
provincia de Chiclayo, Departamento de Lambayeque.
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Los limites del centro de compostaje son los siguientes:

Por el norte: calle Mariscal Castilla (Parque de la madre)

Por el sur: Camino al sector las Delicias y al colegio Diego Ferré
Por el este: Parque de “los Héroes” sector Villa el sol

Por el oeste: terreno agricola del sector “Repector”.
Poblacién y muestra:

La poblacién estuve representada por un suelo contaminado con petréleo,
debido al derrame del trasvase de este insumo, el suelo provenia de un grifo
ubicado en el distrito de Reque. Del cual se tomaron 30 muestras de 1 kg. ,
las cuales fueron recolectadas el 07 de mayo del 2018, la muestras
recolectadas fueron obtenidas de acuerdo a la guia del Ministerio del
ambiente, en donde se hace referencia a los diferentes tipos de muestreo de

acuerdo a la cantidad de terreno en estudio.
Tipo de estudio y disefio de contrastacion de hipétesis:

Para contrastar la hip6tesis, el siguiente trabajo de investigacion contiene 3
fases las cuales; en la primera fase, se obtuvo la muestra de suelo
contaminado con hidrocarburo con el que se trabajara, también se hizo los
analisis fisico quimicos y TPH’s previos (para conocer como encontramos el
suelo); en la segunda fase; se aislaron e identificaron las cepas
microbiolégicas como Pseudomonas putida y el Penicillium sp. (Penicillium

chrysogenum).

Se hizo ademas la identificacién bioquimica y morfolégica de las cepas y
finalmente en esta fase se realizd6 la prueba de degradacion de
hidrocarburos; En la tercera fase, se hicieron pruebas para demostrar la
eficiencia de microorganismos capaces de degradar petréleo como la
preparacion del inoculo, y el pase a invernaderos para determinar que

repeticion iria a analizar el suelo después de todo el proceso.

El estudio se realiz6 4 tratamientos y 3 repeticiones por cada uno de estos.
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Tabla 2: Tratamiento y repeticiones

Tratamientos

Repeticiones

Tratamiento control
(agua destilada + suelos contaminado con

hidrocarburos)

Rep.1 Rep.2 Rep.

3

Pseudomona Putida + suelo contaminado con

hidrocarburos

Rep.1 Rep.2 Rep.

3

Penicillium sp. + suelo contaminado con

hidrocarburos

Rep.1 Rep.2 Rep.

3

Consorcio microbiano (Pseudomona putida +
Penicillium sp) + suelo contaminado con

hidrocarburos

Rep.1 Rep.2 Rep.

3

Fuente: Tratamientos incorporados en la investigacion.

Primera fase: obtencion de muestras:

Lugar de muestreo:

Las muestras se obtuvieron del grifo “el chofer” ubicado en el panamericana

norte, donde existe la probleméatica de derrame de petréleo, el muestreo se

realizd6 de acuerdo a la “Guia del Ministerio del Ambiente”: Guia para el

muestreo de suelos, MINAM. Lima, (2014.)

La siguiente metodologia es Para areas cuya contaminacién sea de forma

irregular y que tenga un terreno menor a 1 000 m2 y hasta 5 000 m?

“El Numero de muestras y distribucion, sera de una muestra por cada 15 —

20 metros lineales en las paredes del perimetro del &rea excavada y 2 en el

fondo segun la superficie (areas menores a 1 000 m2) y 3 o0 4 para areas

hasta 5 000 m2, segun sea el caso.” (p. 15)
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b)

Figura 1: Localizacién de puntos de muestreo en el area de excavacion irregular

Fuente: técnica de muestreo de suelos contaminados MINAM

El suelo que se tiene como muestra, proviene del distrito de Reque, el cual
muestra un suelo util para la agricultura, es decir al mostrar una realidad
problemética como la de estar contaminado con hidrocarburos los
componentes de este suelo estar alterados o simplemente los convierte en

no aptos para el cultivo.
Obtenciéon de muestras de suelos:

Las muestras se recogieron el 07 de mayo del 2018, la cuales se obtuvo un
muestreo de 30 puntos con un peso aproximado de 1 kg. Las cuales se
etiquetaron y depositaron en bolsas herméticas, estas tenian una
profundidad de 35 cm. Estas bolsas se depositaron en un depdsito en el cual
se mezcld, obteniendo un suelo compuesto. Y se llevé al laboratorio de
microbiologia de la Universidad Nacional Pedro Ruiz Gallo del departamento

de Lambayeque. Para ser procesados.
Analisis fisico quimicos y TPH’s:
pH

Fernandez et al, (2006), El suelo tiene una propiedad quimica el cuyo efecto
es importante en el desarrollo de seres vivos aqui se incluyen a los
microorganismos y por supuesto a las plantas, la acides o alcalinidad del suelo
se halla por medio de un electrodo el cual tiene una relacién suelo — agua y
es expresado en escala de pH. Las variaciones de pH en el suelo se

determinan por la acidez, la neutralidad y la alcalinidad.
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3.7

Método

Para la determinar | pH se utiliza como método el potenciométrico
Material y equipo

Los materiales y equipos que se usaron son:

1gr. de suelo (por muestra)

agua destilada.

Una Pipeta de 10 ml.

Vasos de precipitacion de 25 ml.

Imanes o agitadores magnéticos.

Potenciometro.

Una balanza de preferencia, Balanza analitica

Ademas de un piceta para lavar el electrodo, etc.

Y finalmente Soluciones amortiguadora de pH 7 y 4. (para calibracion del

equipo.

Aspectos éticos

La presente investigacion tuvo como objetivo principal la comparacion de
microorganismos los cuales se trabajaron con los métodos adecuados y
necesarios para que la experimentacién se concrete, ademas de poseer
datos veraces y confiables, ya que se esta trabajando con semillas y un
insumo de dificil absorcidén natural por parte del ecosistema en problema, el

suelo.

Cada resultado se trabaj6é con el cuidado y la ética correspondiente,
siguiendo el procedimiento oportuno para cada analisis, por tal motivo como
profesional hago referencia de los métodos usados y que estan verificados
por una galeria fotografica ademas de la firma de los profesionales a cargo

de las areas.

Para finalizar, este trabajo se desarroll6 con total responsabilidad y respeto

no solo al profesional experto, sino también a cada caracteristica del estudio.
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IV. RESULTADOS

Tabla 3: Resultados del analisis de humedad

Humedad
Peso *peso
finalde ..calde %
suelo
suelo
seco
Muestra control 0.614 1 38.6
Pseudomonas og 1 34.2
. putida
Tratamientos Consorcio
. ) 0.682 1 31.8
microbiano
Penicillium sp. 0.725 1 27.5

Fuente: Resultados de andlisis de humedad de suelo contaminado con hidrocarburos.

39%

34%
32%
28%

PORCENTAIJE

MUESTRA Pseudomonas Consorcio Penicillium sp.
CONTROL putida microbiano

TRATAMIENTOS

Figura 2: Porcentaje de humedad

Fuente: Porcentajes de humedad resultados de analisis

Los resultados que se muestran fueron analizados en el laboratorio y calculados a
través de la siguiente formula:

% Humedad del suelo = (Peso inicial — Peso final) / Peso inicial * 100
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En el tratamiento de Penicillium sp. Junto con el suelo contaminado al realizar el
analisis de humedad arrojo un resultado de 28 % de humedad en el suelo a
comparacion de la muestra control (38%). La retencién de humedad en suelos con
hidrocarburos es muy complicada de medir ya que existen componentes viscosos
qgue hacen que la retencién de agua sea en el area superficial del suelo haciendo
que sea dificil de rehidratar. Por lo tanto puedo afirmar que la utilizacion de
microorganismos como el Penicillium sp. Logra degradar componentes aceitosos
que en el suelo se encuentren. Sim embargo Pseudomonas putida alcanzo un
porcentaje de 34% de humedad correspondiente al suelo en su tratamiento, lo cual
me indica que durante el tiempo tratado no degrado la suficiente cantidad de

componentes de aceitosos en el suelo

Tabla 4: Resultados para el andlisis de pH

pH
Muestra control 7.67
) Pseudomonas putida 7.52
Tratamientos o .
Consorcio microbiano 6.37
Penicillium sp. 7.05

Fuente: Analisis de pH de suelo contaminado con hidrocarburos.

7.67
7.52 7.05
6.37
MUESTRA PSEUDOMONAS CONSORCIO PENICILLIUM SP.
CONTROL PUTIDA MICROBIANO

TRATAMIENTOS

Figura 3: Graficos de barras de pH

Fuente: pH de suelo contaminado con hidrocarburos.
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De acuerdo a la muestra control, el pH que resulta de los tratamientos por
Pseudomonas putida y Penicillium sp. Arrojando un resultado Moderadamente
alcalino de acuerdo al criterio de evaluacion (Tabla N° 2 p.32) esto puede ser que
en el momento de metabolizar el hidrocarburo hayan sufrido algun tipo de cambio
en el agar (Absorcion De Minerales); mientras que en el tratamiento aplicando el
consorcio microbiano muestra un pH de 6.37 el cual aplica un criterio
moderadamente acido, demostrando que la degradacion del consorcio microbiano
es més fuerte comparando a los otros tratamientos. Todos los tratamientos se

encuentran dentro del rango de biorremediacion.

Tabla 5: Resultados para el andlisis de conductividad eléctrica

Conductividad Eléctrica

Muestra control 7.52

_ Pseudomonas putida 7.14
Tratamientos .

Penicillium sp. 7.02

Consorcio microbiano 6.58

Fuente: Andlisis de conductividad eléctrica del suelo contaminado con hidrocarburos.

7.52

<
a 7.14
|
'—
O
=)
[a]
2
| i
O

MUESTRA CONTROL Pseudomonas putida Penicillium sp. Consorcio

microbiano

TRATAMIENTOS

Figura 4: Gréafico de barras de conductividad eléctrica

Fuente: Niveles de conductividad eléctrica en mmhhos.
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De acuerdo a la muestra control, la conductividad eléctrica que aqui muestra es

gue el suelo se encuentro moderadamente salino, el cual no repercute en el cultivo

de semillas, demostrando que este tipo de microorganismos no afecta al suelo para

tal actividad; la contaminacion por hidrocarburos (petroleo) deberia diferenciarse en

este parametro desde el primer momento (muestra control) el cual no se evidencio,

indicando que el suelo puede ser biorremediado atrayendo el contaminando mas

no lo dejé inutilizado.

Tabla 6: Resultado del analisis de HTP'S. o TPH’'S

Datos de HTP's

RA RB Peso Factor de Factor
de  conversion de
suelo humeda

d
Tratamiento Muestra 296.2 2976 1.78 1000 0.614
S control 4 7
Pseudomona 296.2 2975 1.89 1000 0.658
S putida 4 1
Consorcio 296.2 2974 191 1000 0.672
microbiano 4 6
Penicillium 296.2 297.1 1.95 1000 0.725
sp. 4 5

Fuente: Andlisis de hidrocarburos totales de petréleo (HTP's o TPH’s) de suelo contaminado con
hidrocarburos.

Aqui se observan datos como:

- RA: Peso del balén (rotavaporador) a peso constante.
- RB: Peso del balén + sobrenadante organico (aceite).

- El factor de conversion que se obtiene de la formula (p.37)
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Tabla 7: Factor de humedad

Porcentaje de

humedad Resultado
38.6 0.614
34.2 0.658
32.8 0.672
27.5 0.725

Fuente: Elaboracion propia

El factor de humedad se obtiene haciendo un célculo (1-(% de humedad/100)) el
cual arrojo datos que serviran para hallar la concentracion de hidrocarburos en el

suelo.

Tabla 8: Concentracion de HTP’s. mg/kg de s.s.

HTP's
% de
HTP's _
concentracion
mg/kg
Muestra control 1226.42
S.S
Pseudomonas mg/kg
_ 1030.84 16
_ putida S.S
Tratamientos :
Consorcio mg/kg
_ _ 985.46 20
microbiano S.S
. mg/kg
Penicillium sp. 742.86 39
S.S

Fuente: Elaboracién propia

Finalmente, después de los calculos con los datos obtenidos anteriormente

tenemos la concentracién de hidrocarburos en suelo seco y su porcentaje.
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1226.42

1030.84 085 46
I I 742.86

MUESTRA PSEUDOMONAS CONSORCIO PENICILLIUM SP.
CONTROL PUTIDA MICROBIANO

TRATAMIENTOS

MG/KG DE SUELO SECO

Figura 5: Gréfico de barras de la concentracion de HTP’s en el suelo.

Fuente: Concentracién de HTP's o TPH’s en mg de hidrocarburos /kg de suelo seco.

Las gréaficas nos muestran el grado de concentracion en mg de HTP's por kg de
suelo seco, indicando que después de los tratamientos el Penicillium sp.
(Penicillium chrysogenum) fue el que metabolizo mas el hidrocarburo.

39%

Porcentaje

20%
16%

Pseudomonas putida Consorcio microbiano Penicillium sp.

Figura 6: Porcentaje de concentracion de HTP’s en mg/Kg de s.s

Fuente: Elaboracion propia
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En las graficas muestran el grado de concentracion despues de cada tratamiento,
aqui se evidencia que sin lugar a dudas el tratamiento que mas degrado
hidrocarburos en el suelo fue el tratado con Penicillium sp; en comparacién con

Pseudomonas putida y el consorcio microbiano.

Pseudomonas putida
21%
Penicillium sp.
53%

Consorcio
microbiano...

Pseudomonas putida Consorcio microbiano Penicillium sp.

Porcentaje de remocion de HTP's

Fuente: porcentajes de remocion de HTP's o TPH's

En el porcentaje de remocion nos da que el Penicillium sp. remueve el 53 % de
hidrocarburos, el consorcio microbiano el 21% y Pseudomonas putida el 26%, esto
pudo acontecer por el tiempo de creciemiento y degracion de los microoganizmos,
0 por que en el momento de realizar los analisis fueron muestras compuestas de

las repeticiones por cada tratamiento.

Rechazando mi hipotesis en donde menciono que el tratamiento por Pseudomonas

putida es el que mas porcentaje de remocion obtenia despues de la investigacion.

35



Tabla 9: Tratamiento, crecimiento y viraje

Repeticion 1 Repeticion 2 Repeticion 3
Pseudomonas putidas "A" No viro No viro Viro
12 horas 24 horas 12 horas
* ** *k%k
Pseudomonas putidas "B" Viro Viro No viro
12 horas 12 horas 12 horas
** ** *
Penicillium sp. (blanco) Viro No viro Viro
Penicillium chrysogenum "P" 24 horas 96 horas 24 horas
** * *k%
Penicillium sp. (verde) Viro Viro Viro
Penicillium chrysogenum 96 horas 96 horas 120 horas

Q"

*%

*k%

*%

Fuente: Degradacion de petroleo

Esta tabla se obtuvo del proceso de degradacién in vitro en la prueba de laboratorio,
agui se aprecio el tiempo de viraje de cada microoganizmo aislado y los asteriscos

(*) muestran como fue disminuyendo el petréleo en los tubos.

El periodo de viraje puede interferir de alguna forma en la prueba de invernadero,

el cual se evidencio en el crecimiento o germinacion de las semillas inoculadas.

Las dos Pseudomonas putidas muestran que en el tiempo de viraje no excede de
las 24 horas pero su absorcién de petréleo es minimo, mientras que en el
Penicillium sp (Penicillium chrysogenum) ambos P y Q indican que su tiempo de

viraje es mayor pero su efectividad en el proceso de metabolizacion es mas fuerte.
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V. DISCUSION

PARDO et al. (2004) Hace mencion de la técnica de biolabranza y los
paradmetros como el pH, conductividad eléctrica, humedad y temperatura, ademas
determino los hidrocarburos totales, y este experimento duro 4 meses, obteniendo
un porcentaje de remocion de 91% utilizando un fertilizante orgénico, tal cual en mi
investigacion hago referencia de la utilizacion de microrganismo eficientes en
degradacion de hidrocarburos y sus derivados, obteniendo un 53 % de remocion
por medio del metabolismo del Penicillium sp. (Penicillium chrysogenum), a través
de la técnica de biolabranza y bioventeo.

BRACHO et al. (2004) dice que los hidrocarburos arométicos son complicados de
remover de un ecosistema terrestre, en mi investigacion demuestro que la
biorremediacion de suelos usando microrganismos, se pueden remover este tipo
de hidrocarburos, dependiendo ademas de que tipo de contaminante absorba mas
las especies estudiadas, ya que no todos los microorganismos metabolizan el

mMismo compuesto.

Este mismo autor utiliza a la Pseudomonas como fuentes de obtencion de
hidrocarburos el cual obtuvo un 100% de remocion de hidrocarburos aromaticos,
sin embargo, mi investigacién arroja que Pseudomonas putida (especie estudiada

para la metabolizacion de hidrocarburos) degrada un 21% de hidrocarburos.

MARTINEZ et al, (2011) hace mencion que en su investigacion utiliza lodos
residuales como sabemos este tipo de lodos tiene una carga organica con variedad
de microorganismos capaces de degradar hidrocarburos y sus derivados. Asi como
Pseudomonas putida y Penicilium en este caso el Penicillium chrysogenum,

especies que fueron estudiadas y evaluadas en la presente investigacion.

BENAVIDES et al, (2006). Analizé la biorremediaciéon como una alternativa de
solucion para este tipo de contaminacién de suelos por hidrocarburos, realizo
experimentos inoculando consorcios microbianos las cuales también fueron
aisladas del suelo en cuestién encontrando Pseudomonas sp. durante su proceso
de aislamiento; sin embargo a pesar de haber sido aislada directamente de mi suelo

contaminado en los tratamientos realizados la Pseudomona no llega a degradar
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tanto como el Penicillium, también se hizo una comparacion con el tratamiento de
consorcio microbiano el cual tuvo un 26% de remocion, dando como resultado final
que los microrganismo obtenidos del propio suelo no siempre actian con total
eficacia como se querria, esto también depende del tiempo de viaje y el tipo de

compuesto que degraden.
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VI.

CONCLUSIONES

Se llegd a concluir de acuerdo a los parametros analizar que el pH, la
conductividad eléctrica y la humedad del suelo no hay cambios que
signifiguen una alteracion en materia de utilizar el suelo como util para la

agricultura.

En el aislamiento de microorganismos se obtuvieron 2 cepas de
Pseudomonas putida y 2 cepas de Penicillum sp. En la que resulto
Pencillium chrysogenum este se identificé por la morfologia de este tipo de

hongo.

El porcentaje de remocion de TPH's o HTP’s para el tratamiento con
Penicillium sp. (Penicillium chrysogenum) fue de 53% a comparacion de los

otros tratamientos con microrganismos

Se concluyé que el hongo (Penicillium chrysogenum) degrad6 el

hidrocarburo que se encontraba como contaminante del suelo.

De acuerdo a los resultados, previamente se obtuvo una tabla donde
mostraba la degradacion de hidrocarburos por las cepas estudiadas la cual

ayudo para sacar las muestras que se llevarian a analizar.

En esta investigacion se llegé a concluir que la técnica de biorremediacién
utilizando microrganismos en la contaminacién de suelo por hidrocarburos,
no afecta directamente al suelo y su fertilidad si no que esta técnica ataca

directamente a los componentes de los hidrocarburos.
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VII.

RECOMENDACIONES

El suelo que aqui se ha restaurado a través de microorganismos debe ser
utilizado en siembras de tallo alto o de forma ornamental siempre y cuando
estos no se encuentren expuestos directamente a la superficie del suelo

remediado.

Se recomienda que en este tipo de investigaciones se aislen mas de 2 cepas
microbianas, para de esta manera tener en reserva y mas efectividad en el

procedimiento de la técnica de bioventeo.

Para este tipo de investigaciones se recomienda ademas tener el cuidado
en los tiempos desde la fase de muestreo hasta la fase de invernadero, para
asi obtener datos mas precisos.

Se recomienda que los parametros analizados se hagan por separado de

acuerdo a las repeticiones y tratamientos.

En el andlisis de HTP's es recomendable realizarlos con anticipacién por
muestra de acuerdo al procedimiento que es un poco largo, ademas de tener
cuidado con los reactivos, tener a la mano o leer antes la hoja de seguridad

de cada uno de ellos.

Se recomienda también realizar la efectividad de las semillas, sea el caso de
usarla en la experimentacion, asi se identificara si las semillas estan aptas
para el estudio. Estas deben estar aprobadas por la NTP (Norma Técnica

Peruana).

Se recomienda ademas realizar analisis de espectrofotometria para
observar mejor la degradacion de cada compuesto de los hidrocarburos y

determinar qué tipo de compuesto se degrado mas.
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ANEXOS

Anexo 01: Operacionalizacion de variables: “biorremediacion de suelo contaminados con hidrocarburos”.

. Definicion Definicidn . Escala de
Variables : Indicadores L
conceptual operacional medicién
La biorremediacion consiste La investigacion se va a dar en 3 fases,
en usar microorganismos la primera es el muestreo y el analisis de
(hongos, bacterias) para la muestra control; el segundo fue el pH 6y8
acelerar la tasa de aislamientos de los microorganismos en -
: L Conductividad mmhos
biorremediacion de . . .
degradacion natural de los este caso Pseudomonas putida y eléctrica
suelos contaminados por . - -
contaminantes para Penicillium sp. (Penicillium .
hidrocarburos , extraccion de
descomponerlas o degradarlas chrysogenum) aqui se realizaron todas la HTPs HTPs/kg.
: : , Mg de
en sustancia menos toxicas 0 pruebas para reconocer su especie y la ng,s kg
no toxicas obteniendo un suelo tercera fase fue la de llevar el suelo a de s.s.

Gtil para la agricultura por el

uso de nutrientes.

invernadero inoculando los
microorganismos (agar virilizado), en
esta fase se colocaron las semillas de
rabanito y se esperaron 3 dias para sus

andlisis fisico quimicos.

Fuente: Elaboracion propia



Anexo 02: Resultados fisicoquimicos de laboratorio

ﬁ UNIVERSIDAD CESAR VALLEJD

LABORATORIO DE MOTECKOLOGIA Y MICROBICLOG A

TIFO DE AMALISIS; fisicnquirnicn

LISLIARI:: Iveth Simone Samamé Pishil
MLIESTRA IE]

TIFD DE BALESTRA: susln

FECHA DE EMISION: 16 de Julic del 2018

RESULT AL
MLIESTRS 01
PARAMETRE pH CE PG
o estra condrol TET T.E2 .
pHmetrof conductimietro
Preudomon i .
i o 752 7.14 pHmetrof conductimetro
Consercin microbdans Hmat ductimet
metrof conductimetra
6.37 7.0 e
Peniciilium 5o, 1105 658 pHmEtroy conductimetrs
MALIESTRA 02 - HTP's
-
PARRMETAD R& RE PESO DE SUELD
196,24 767 1.78
ol estra control I ! e
Preudamaonas putida 296,24 29751 1.8% g
Consorcle microblans 296,24 297 46 1.91 mg
Penicllim sp. 296,24 297.15 1.95 g




MLIESTRA 03

FESC FINAL DE PESC INICIAL DE | MUIMEDAD | %)
PARAMETRO SUELD SECO SUELD
Muestra cantrol boia B "4
Prevdomanas prtide 0.658 100 143
Comorcio micrabilang L F 1.x) 1.4

WL B R iie S Vot 102 400 [1EF U W BIBAT, B EARBIGE 1D 2 FENponiatil g,

* PESC DE SUELD PARS ANMALISIS (SUELD « SULFATO DE SODIO SECO)

*RA; PESO DEL BALON A PESD CONSTANTE
*Ri: PESO DEL BALON MAS SOBRENADANTE ORGANICD (ACEITE)

* TOCOS ANAUSIS SE HICIERON POR MULSTRA COMPUESTA |3 REPETICIDNES




Anexo 03: Registro fotografico

Prueba in vitro, Degradacion de Petréleo Crudo (Pseudomonas putida)

Viralizacion de Pseudomonas



i g
%’“‘N -

Bioaumentacion de microorganismos caldo madre a intermedio

Inoculacion de Pseudomonas putida (Pruebas Bioquimicas)



Resultado de pruebas bioquimicas (Pseudomonas putida)

Medicién de Radicula. (Raphanus sativus)

Germinacion de semillas



Pesado de suelo

Suelo sobre la placa petri (Prueba de fitotoxicidad)



Cepas bacterianas aisladas (Penicillium Sp.)

Prueba en fresco Morfologia del hongo (vista microscopio).
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Fase de invernadero

Viralizacion de Pseudomonas putida Prueba control semillas



Pseudomonas Putida 120 h a 30°C en agar nutritivo (derecha) y Hongo Penicillium Sp. 120 horas
a 30 °C (izquierda).



Analisis Fisico quimicos y HTP’S (pH) Andlisis  Fisico Quimicos Conductividad Eléctrica
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Analisis de HTP's (Humedad) Pesado de Sulfato de Sodio



Andlisis de HTP's, Agitacion Extracto de sobrenadante

Analisis de HTP’S. Rotavaporador Material en desecador



Sobrenadante del extracto organico

Hidrocarburo resultante



