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RESUMEN

Esta investigacion se centrd en evaluar la eficacia del consorcio microbiano en la
remediacion de suelos contaminados con hidrocarburos a través de la
bioaumentacion, llevada a cabo en una gasolinera Terpel situada en Guayacanes,
Guayaquil. El objetivo fue identificar alternativas mas efectivas, innovadoras y
econdmicas alas técnicas tradicionales para mitigar la contaminacion del suelo por
hidrocarburos, para ello las muestras de suelo fueron analizadas por el laboratorio
ELICROM, el cual emple6 métodos internos basados en normas internacionales
para el analisis fisicoquimico del suelo, realizado a 22.30 °C y 62.30 %HR. Los
resultados mostraron que la muestra contaminada con gasolina tenia una
conductividad eléctrica de 166.50 uS/cm y un aumento del 90.60% en la materia
organica, junto con una alta concentracion de hidrocarburos totales de petrdleo
(691.23 mg/kg de TPH), representando un riesgo para la salud humana. Se
probaron diferentes tratamientos para reducir la concentracion de gasolina en el
sueloy se descubrié que Trichoderma sp, aplicado en unadosis de 60 ml/kg, ofrecié
los mejores resultados. Este microorganismo logré una reduccion del 95.52% en la
concentracion de gasolina, equivalentea 99.68mg/kg de TPH, con unadisminucion
de -665.58 en los parametros fisicoquimicos del suelo. Esto significa que
Trichoderma sp no solo redujo significativamente la contaminacién, sino que
también mejoro6 las propiedades del suelo a niveles similares a los de un suelo no
contaminado. Ademas, mediante la prueba estadistica de Tstudent se estimé que
los 10 tratamientos cumplen con los criterios de remediacion del Texto Unificado de
Legislacion Secundaria del Ministerio del Ambiente.

Palabras clave: Bioaumentacion, criterios de remediacion, conductividad eléctrica,
hidrocarburos, hidrocarburos totales de petréleo (TPH).
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ABSTRACT

This research focused on evaluating the efficacy of a microbial consortium for the
remediation of hydrocarbon-contaminated soils through bioaugmentation,
conducted at a Terpel gas station located in Guayacanes, Guayaquil. The objective
was to identify more effective, innovative, and cost-efficient alternatives to
conventional techniques for mitigating hydrocarbon pollution in soils.

Soil samples were analyzed by the ELICROM laboratory using internal methods
based on international standards. The analyses were carried out at 22.3°C and
62.3% relative humidity. Results showed that the gasoline-contaminated sample
had an electrical conductivity of 166.50 uS/cm and a 90.60% increase in organic
matter, along with a high concentration of total petroleum hydrocarbons
(691.23 mg/kg TPH), posing a potential risk to human health. Several treatments
were tested to reduce the concentration of gasoline in the soil. Among them,
Trichoderma sp., applied at a dose of 60 mi/kg, showed the most effective results,
achieving a 95.52% reduction in gasoline concentration—equivalentto 99.68 mg/kg
TPH—and a 665.58 mg/kg decrease in soil contaminants. These findings indicate
that Trichoderma sp. not only significantly reduced contamination levels but also
improved soil conditions to values comparable to those of uncontaminated soil.
Furthermore, statistical analysis using the Student’s t-test confirmed that all ten
treatments met the remediation criteria establishedin the Unified Text of Secondary
Legislation of the Ministry of the Environment.

Keywords: Bioaugmentation, electrical conductivity, hydrocarbons, remediation
criteria, total petroleum hydrocarbons (TPH).
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1. Introduccion
1.1 Antecedentes del problema

Un estudio realizado por Rodriguez (2022), indica que la contaminacion del
suelo por hidrocarburos es definida como los cambios producidos en el suelo
debidoa laliberacion o derrame de los derivados del petréleo, a través de diferentes
vias, como derramamientos de petréleo, vertidos de residuos quimicos, o incluso a
través de la erupcion de tuberias de transporte de hidrocarburos. Los hidrocarburos
alteran las caracteristicas fisicoquimicas y biolégicas del suelo. Cuando los
hidrocarburos cubren la superficie del suelo, interrumpen la interaccion
electrostatica entre la superficie de las particulas del sueloy el agua, reduciendo su
capacidad de retencion. Esta es una de las principales consecuencias de los
derrames de hidrocarburos en suelos agricolas en el Ecuador (Zabala, Espinoza,
Herrera, & Manzano, 2023).

Jiménez (2020) menciona en su estudio la importancia de la industia
petrolera en la economia del pais y como ésta ha sido impulsada a pesar de los
grandes desastres provocados al medio ambiente. Desde 1967 se han explotado
las reservas petroleras en el Ecuadorlas cuales se encuentren en mayor cantidad
en laamazonia ecuatoriana. Entre los afios 2000 y 2014 se presentaron un total de
539 derrames de petréleo en la regién oriental, lo que indica una alta frecuencia de
ocurrencia de este tipo de accidentes (EP Petroecuador, 2014).

Desde 1964 la empresa petrolera Texaco perfordy operé mas de 300 pozos
en la amazonia ecuatoriana. Ceso sus operaciones en 1990 y durante sus
operaciones vertié aproximadamente 17 millones de galonesde crudo y residuos
peligros sobre mas de 2 millones de hectareas de suelo perjudicando a las
comunidades indigenas de la zona, esto representa uno de los mayores desastres
ambientales en el Ecuador (Jimenez, 2020). Oficialmente 952 casos de derrames
petroleros, de un total de 1 169, se reportaron en la regiébn amazonica entre 2005 y
2015. Durante este periodo de tiempo se derramaron aproximadamente 4 000
galones por dia de los cuales sélo se ha podido limpiar una tercera parte. A Texaco
se le atribuyen aproximadamente 1 211 sitios contaminados en el oriente
ecuatoriano (Amazon Frontlines, 2019).

Comunidades amazoénicas han reportado la ausencia de vida acuéatica en

cuerpos de agua en donde antes proliferaba la presencia de peces y vida silvestre.



Adicional a ello, viven con los constantes decesos de ganado por envenenamiento
y la necesidad de movilizarse a rios lejanos en busca de agua consumible.
Consumir el agua cercana a ellos contaminada por hidrocarburos tiene efectos
negativos en la salud, aparicién de erupciones en la piel, quemaduras, dolor al
bafarse, malformaciones en fetos y abortos espontaneos (Rosero, 2022).

Por otra parte, un estudio realizado en Huancavelica, Peru, por Vergara
(2023) revel6 que la fraccion de hidrocarburos F1 (ligeros) superd los estdndares
para suelos de uso comercial en talleres automotrices de Santa Ana y
Yananaco. Esta contaminacion, no solo altera la composicion del suelo, sino que
también amenaza la salud publicay la productividad agricola local. La remediacion
mediante consorcios microbianos es una técnica econdémica y ambientalmente
viable que utiliza microorganismos, para biodegradar contaminantes del petréleo y
derivados que estan presentes en suelo (Rodriguez M. , 2022).

Jiménez (2020) calcul6 el porcentaje de degradacion de hidrocarburos
mediante bacterias y hongos a partir de cinco estudios previos, considerando las
concentraciones inicial y final. Los resultados mostraron que el hongo Pleurotus
ostreatus alcanzé un 98% de degradaciéon en dos meses. En comparacion,
Exiquobacterium profundum logré un 88% y el consorcio microbiano de Bacillusy
Pseudomonas alcanz6 un 95%. Esto concluye que los hongos son mas efectivos
en la degradacion de hidrocarburos a altas concentraciones, siendo eficientesen la
remediacion de suelos contaminados.

Un estudio realizado en la ciudad de Quito por Cruz y Licango (2021) se
evaluo la capacidad de eliminacion de TPH utilizando un sistema de biopilas con
Trichoderma sp y Bacillus pumilus. Los resultados indicaron que, para una
concentracion de 10,000 ppm, Trichoderma sp. logré un 65.15% de remocién,
mientras que Bacillus pumilusalcanz6un 50.68%. En unaconcentracion de 40,000
ppm, los porcentajes de remocién fueron de 18.63% para Trichodermasp y 18.67%
para Bacillus pumilus. El tratamiento mas efectivo fue Trichoderma sp a una
concentracion de 10,000 ppm, con el mayor porcentaje de remocion.

Un estudio realizado en Cuba, por Barbosa (2020), se enfoc6é en el
aislamiento y seleccion de bacterias aerobias degradadoras de hidrocarburos del
petroleo, aisladas de costas de Cuba. Se obtuvieron 33 cepas bacterianas que

fueron sometidasa un proceso de seleccion en medio Bushnell-Haas suplementado



con crudo pesado, seleccionando tres cepas por su capacidad de degradar los
hidrocarburos en siete dias. Estas cepas removieron mas del 60% de los
Hidrocarburos Totales del Petr6leo (HTP), con unade ellas mostrando valores de
remocidn superiores al 65% en todas las fracciones, excepto en las resinas. Los
andlisis identificaron fenotipicamente dos cepas como del género Bacillus, y otra
como del género Alcaligenes, las potencialidades biodegradadoras de estas cepas
han generado nuevos estudios.

Un estudio que compara los diferentes métodos de remediacion, realizado
por Franzetti (2022), revela que técnicas como la biodegradacion natural,
bioestimulacién y bioaumentacion presentan distintas eficiencias y aplicaciones. La
biodegradacion natural depende de la actividad microbiana existente en el suelo,
mientras que la bioestimulacion implica la adicion de nutrientes o compuestos que
favorecen el crecimiento de microorganismos degradadores. Por otro lado, la
bioaumentacién introduce cepas especificas de microorganismos con capacidad
para degradar hidrocarburos, lo que puede acelerar el proceso de remediacion. Un
estudio reciente indica que la combinacion de estas técnicas puede ser mas
efectiva, logrando reducciones significativas en los niveles de contaminantes. Por
ejemplo, se reporté una disminucion del 93.6% en hidrocarburos totales después
de aplicarun sistema combinado de electro-Fenton y procesos biologicos en suelos
contaminados (Franzetti, 2022). Esto sugiere que la eleccion del método debe
basarse en las caracteristicas especificas del sitio contaminado y los tipos de
hidrocarburos presentes.

Por su parte Garcia (2021), menciona que los biorreactores y bioensayos de
laboratorio son esenciales para evaluar la capacidad de los microorganismos en la
degradacion de hidrocarburos, ya que permiten crear condiciones controladas que
optimizan el proceso de biorremediacion. Estos sistemas facilitan el monitoreo de
factores clave que influyen en la actividad microbiana, como el pH, la temperatura
y la disponibilidad de nutrientes. Un pH adecuado es crucial para la viabilidad
microbiana, mientras que temperaturas extremas pueden inhibirsu funcionamiento.
Ademas, la cantidad de nutrientes, como carbono y nitrégeno, es vital para el
crecimiento y la eficacia en la degradacion de contaminantes. La presencia de
metales pesados puede también limitar esta actividad, ya que estos elementos

pueden sertdéxicos para los microorganismos. En resumen, el uso de biorreactores



y bioensayos proporciona informacién valiosa sobre las condiciones 6ptimas para
maximizar la biodegradacion de hidrocarburosy evaluar el potencial de diferentes
cepas microbianas.

El conocimiento sobre consorcios microbianos es clave para aumentar la
eficiencia en los procesos de biorremediacion de suelos contaminados por
hidrocarburos, ya que la interaccién entre diferentes microorganismos puede
mejorar la degradacion de compuestos toxicos. Sin embargo, hay una falta de
estudios aplicados a contextos especificos que evallien el comportamiento de estos
consorciosen diversas condicionesambientales. Esta carenciaresalta la necesidad
de enfoquesinnovadores que integren conocimientos microbioldégicos con practicas
de remediacion adaptadas a caracteristicas locales. La presente investigacion
busca explorar y optimizar el uso de consorcios microbianos en entornos
especificos, contribuyendo al desarrollo de estrategias mas efectivas y sostenibles
para la biorremediacion de suelos contaminados por hidrocarburos.

1.2 Planteamiento y formulacion del problema
1.2.1. Planteamiento del Problema

Se estima que existen aproximadamente 2.5 millones de zonas
contaminadas en Europa por derrames de petréleo. Esto evidencia la magnitud del
problema, la contaminacion del suelo por hidrocarburos representa un desafio
global (Alvarez, 2023).

Un informe de la Comision Europea (2024) sefala la existencia de 2.8
millones de sitios contaminados sin recuperardebido a la capacidad de persistencia
en el ambiente de los hidrocarburos, estos pueden permanecer durante décadas
en el suelo disminuyendo su capacidad de retener agua. Resulta importante
abordar esta problematica debido a que la exposicion a estos contaminantes se
relaciona con problemas de salud como problemas respiratorio y cancer (Castillo
E., 2022).

Como consecuenciade la extraccion y transporte intensivo de petroleo en
América Latina la contaminacién del suelo por hidrocarburos es una de las
principales causasde su degradacion. En los paises latinoamericanos con mayores
reservas como Brasil, México y Colombia se concentran la mayor cantidad de
problemas relacionados a la contaminacion del suelo por hidrocarburos, cerca del

81% de casos. Las politicas implementadas para esta problematica resultan



deficientes e inexistentes intensificando los dafios ambientales y sociales de las
comunidades cercanas (Chéavez, 2024).

La fertilidad y capacidad para sostener vida del suelo se fe afectada
negativamente como consecuencia de la presencia de hidrocarburos, estos
producen cambios fisicos, quimicos y bioldgicos en el suelo. Este contaminante se
caracteriza por su baja solubilidad e hidrofobia lo que dificulta su degradacion
natural y pone en riesgo los ecosistemas que dependen del agua potable. En
Europa la contaminacién por hidrocarburos figura como la tercera causa principal
de degradacion del suelomientras que en América del Norte y Asia ocupa el octavo
lugar (FAO, 2019).

La biodiversidad existente en el suelo se ve afectada por los hidrocarburos
al modificar habitats naturales y disminuir la diversidad microbiana esencial para
los procesos quimicosy biolégicosen él. Investigaciones anivel mundial dictan que
cerca del 60% de la actividad microbiana en el suelo se reduce a causa de la
contaminacion por hidrocarburos, estos descomponen la materia organica
afectando directamente a la fertilidad de este. A pesar de lo ya mencionado no
existen estrategias eficaces para remediar suelos contaminados (Garcia M. , 2021).

Ledn (2024), en Pera, la contaminacién del suelo por hidrocarburos es un
problema critico, especialmente en Loreto y Piura, donde se concentra la actividad
petrolera. Entre 1997 y 2023, se registraron 1462 emergencias por derrames de
petréleo, afectandosuelosy aguas, con Loreto y Piuraacumulando el 87% de estos
incidentes (707 en Loretoy 566 en Piura). La corrosién de ductos y fallas operativas
son responsables del 73% de los derrames. En la actualidad existen 3256 pasivos
de hidrocarburos en el pais, con 167 considerados de alto riesgo. En el distrito de
Imaza, Amazonas, se encontraron concentraciones de hidrocarburos totales de
petréleo (HTP) por debajo de los estdndares de calidad ambiental para suelos
agricolas, pero su persistencia sigue siendo preocupante. A pesar de la magnitud
del problema y los 3225 casos de afectacion petrolera registrados en el norte del
pais, existe una notable falta de estrategias eficientes de remediacién, lo que
agrava los dafios ambientales y sociales en las comunidades afectadas.

La contaminacion del suelo por hidrocarburos tiene un impacto significativo
en las comunidades amazonicas, especialmente en las provincias de Orellana y

Sucumbios. Entre 2006 y 2022, se registraron 4603 incidentes de contaminacion,



con el 94% de ellos ocurriendo en estas dos provincias. De estos, 1477 fueron
derrames causados por fallas operativas o factores naturales alo largo del Sistema
Oleoducto Transecuatoriano (SOTE). Ademas, se reportaron 1043 casos
relacionados con fosas y 2083 con piscinas de desechos quimicos. Texaco es
responsable de 608 pasivos ambientales en Orellanay 499 en Sucumbios. Las
comunidades indigenas y campesinas son las mas afectadas, enfrentando
problemas de salud debido a la contaminacién del aguay los alimentos, asi como
la pérdida de biodiversidad y deterioro de los suelos agricolas vitales para su
subsistencia.Los derrames han contaminadorios y tierras, afectando directamente
las fuentes de agua potable y los cultivos, lo que resulta en problemas de salud
como enfermedades cutaneas, respiratorias y digestivas, ademas de perjudicar las
actividades pesqueras y agricolas que son fundamentales parala economia local.
A pesar de que mas del 80% de las fosas han sido remediadas, alrededor del 75%
de los derrames y piscinas aun requieren atencién (Prieto, 2024).

Enla Provinciade Orellana, canton Joya de los Sachas ha sido severamente
afectado por actividades petroleras, siendo las principales fuentes de
contaminacion, los derrames de petroleo crudo, el almacenamiento inadecuado de
residuos industriales y los accidentes en el transporte de hidrocarburos. Los
derrames ocasionados por fallas en oleoductos han resultado en la contaminacion
de extensas areas de suelo, afectando aproximadamente 15,300 m? de vegetacion
y 12,000 m2 de riberas. Ademas de unafisurade 60 cm en unalineade oleoducto
causo la dispersion de crudo que contaminé el entorno y resultd en la recoleccién
de 900 barriles de crudo del rio (Zabala, Espinoza, Herrera, & Manzano, 2023).

La investigacion propuesta se presenta como un aporte crucial para
fundamentar la toma de decisiones en la gestiébn ambiental. Ante la problematica
generalizadade suelos contaminados por hidrocarburos, se evidenciala necesidad
de generar conocimiento cientifico sdlido que permita evaluar y seleccionar
estrategias de remediacion mas eficientesy adaptadas a condiciones especificas.
Esta investigacion busca abordar esa carencia, proporcionando datos objetivos y
andlisis detallados sobre el potencial de la biorremediacion como alternativa viable
y sostenible.

Los hidrocarburos son compuestos organicos formados exclusivamente por

atomos de carbono (C) e hidrégeno (H), cuya estructura molecular determina tanto



su comportamiento quimico como su impacto ambiental. Los &tomos de carbono,
con cuatro electrones en su capa externa, forman enlaces covalentes con otros
atomos de carbono e hidrégeno, lo que les permite crear cadenas lineales,
ramificadas o ciclicas. Segun eltipo de enlace entre los carbonos, los hidrocarburos
se clasifican en alcanos (enlaces simples, férmula general CnH2n+2), alquenos

(enlaces dobles, CnH2n)y alquinos (enlaces triples, CnH2n-2) (Rodriguez, Zarate, &
Bastida, 2022).

La composicion quimica de los hidrocarburos influye directamente en su
persistencia en el medio ambiente. Por ejemplo, los hidrocarburos aromaticos,
como el bencenoy el tolueno, poseen estructuras ciclicas altamente estables que
dificultan su biodegradacioén. Este comportamiento se debe a la hidrofobicidad y
baja solubilidad de estos compuestos, lo que les permite adsorberse en particulas
del sueloy permanecer en el ambiente durante décadas. Su acumulacion afecta la
calidad del suelo al alterar sus propiedades fisicoquimicas y biolégicas, reduciendo

la actividad microbiana esencial para la descomposicion de materia organica
(Acuia, 2023).

En cuanto a los métodos de remediacion, tecnologias como la
bioestimulacién y la bioaumentacion han mostrado eficiencias variables
dependiendo del tipo de hidrocarburoy las condiciones del suelo. Por ejemplo, un
estudio reciente reportd que la bioestimulacién puede aumentar hasta un 70% la
tasa de degradacion de hidrocarburos alifaticos en suelos contaminados, mientras
gue los aromaticos presentan una resistencia mayor debido a su complejidad
estructural. Esto resalta la necesidad de desarrollar estrategias biotecnologicas
avanzadas, como el uso de consorcios microbianos especializados o
microorganismos genéticamente modificados, para mejorar la eficiencia y

sostenibilidad de los procesos de remediacion (Vizuete, 2020).
1.2.2. Formulacion del Problema

¢,Cudl es la eficiencia de los consorcios microbianos en la remediacion de suelos
contaminados por hidrocarburos con diferentes dosis?

1.3 Justificaciéon de la investigacion

La presente investigacion se justifica en la magnitud del problema que

representa la contaminacion del suelo por hidrocarburos a nivel global. Esta



problemética ambiental critica, resultante de actividades industriales, derrames de
petrdleo y practicas inadecuadas de manejo de residuos, tiene efectos perjudiciales
en la calidad del suelo, el agua subterrdneay los ecosistemas. A nivel mundial, se
estima que existen 2.5 millones de lugares potencialmente contaminados en

Europa debido a actividades industriales y derrames de petroleo.

En el contexto de Guayaquil, la contaminacion por hidrocarburos, como la
presente en la gasolinerade servicio Terpel ubicadaen Guayacanes,en la Avenida
Isidro Ayora Cueva, representa una amenaza directa para la salud del suelo. Los
derrames de hidrocarburos afectan la funcionalidad del ecosistema y estan
relacionados con diversas actividades antrépicas, como la exploracién, extraccion,
transporte y refinamiento de hidrocarburos. Estas actividades son las principales
fuentes de contaminacién del suelo en la region.

La ciudad ha sido impactada por derrames de petroleo y desechos
industriales, especialmente en areas cercanas al Puerto Maritimo de Guayaquil.
Estudios han documentado que las embarcaciones que operan en el puerto han
contribuidoala contaminacién del Estero Salado y otras areas circundantes debido
a la descarga de aguas de sentinas y otros residuos. Entre 1998 y 2004, se
registraron 55 casos de derrames de hidrocarburos en esta zona, lo que evidencia
la gravedad del problema y su impacto local (Pandey, 2023).

Estudios han demostrado que la presencia de hidrocarburos en el suelo
altera sus propiedades fisicoquimicas, disminuyendo el pH, la conductividad
eléctrica y la capacidad de intercambio cationico del suelo. Ademas, esta
contaminacion puede impedir el intercambio gaseoso del suelo con la atmosfera,
afectando directamente su fertilidad y capacidad para sustentar la vida. La
persistencia de hidrocarburos en suelos contaminados reduce la fertilidad lo que
desemboca en cosechas poco productivas y potencialmente perjudiciales para la
salud humanay los ecosistemas (Fitoria & Quiroz, 2021).

Dada la persistencia de estos compuestos en el ambiente, debido a su baja
solubilidad e hidrofobicidad, y su potencial para causar dafios a largo plazo, se
justifica la necesidad de desarrollar e implementar estrategias de remediacion
eficientes y sostenibles.La exposicion a hidrocarburos puede provocar efectos
toxicos en el sistema respiratorio, nervioso y endocrino. Comunidades indigenas,

agricolas y urbanas cercanas a fuentes de contaminacion sufren afectaciones por



la degradacion del sueloy el agua. Los hidrocarburosreducen lafertilidad del suelo,
alteran la biodiversidad microbiana y contaminan los cuerpos de agua cercanos
(Bastidas, 2022).

La presente investigacion se conecta directamente con varios Objetivos de
Desarrollo Sostenible (ODS). En particular, se vincula con el ODS 6, que busca
garantizar el acceso al agua limpia y el saneamiento, ya que la remediacién del
suelo contaminado contribuye a proteger las fuentes de agua y mejorar la calidad
del entorno. Asimismo, se relaciona con el ODS 13, que promueve la accion
climatica, dado que la contaminacién por hidrocarburos es un factor que contribuye
al cambio climatico y a la degradacién ambiental. Por tltimo, el ODS 15, que se
centraenlavidaen latierra, se ve reflejado en esta investigacion al buscarrestaurar
los ecosistemas afectados porla contaminacién, promoviendo labiodiversidady los
procesos ecoldgicos saludables.

En cuanto a las politicas nacionales e internacionales, esta investigacion
esta alineada con la normativa ecuatoriana sobre suelos contaminados, que
establece criterios para la prevenciény control de la contaminacién ambiental. La
Ley de Prevenciony Control de la Contaminacion Ambiental (Jaramillo & Galvez,
2009) y las normas técnicas relacionadas proporcionan un marco regulatorio que
respalda la necesidad de remediar suelos contaminados. Ademas, Ecuador es
parte de acuerdos internacionales que buscan proteger el medio ambiente y
promover practicas sostenibles, lo que refuerza la relevancia de esta investigacion
en el contexto global.

La necesidad de monitoreo y tratamiento de suelos contaminados es
fundamental para mitigar los impactos negativos en el medio ambiente y restaurar
la funcionalidad del ecosistema. La remediacion no solo ayuda a eliminar
contaminantes peligrosos como los hidrocarburos, sino que también promueve la
recuperacion de las propiedades del suelo, esenciales para sustentar la vida
vegetal y animal. En este sentido, el uso de consorcios microbianos para mejorar
los procesos de biorremediacion se convierte en una estrategia clave para abordar
esta problematica en Guayaquil. La implementacion de un monitoreo adecuado
permitird evaluar la efectividad de las técnicas utilizadas y garantizar que se logren

los objetivos de restauraciéon ambiental establecidos.
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Los resultados obtenidos seran fundamentales para la gestion ambiental en
Guayaquil y permitiran disefiar estrategias de remediacién especificas, adaptadas
alas caracteristicas particularesde los suelos contaminados en lagasolinera Terpel
y otras areas afectadas. Al identificar las especies microbianas mas efectivas y las
condiciones Optimas para su actividad, se podran implementar protocolos de
biorremediacion que maximicen la degradacion de hidrocarburos, minimizando asi
el impacto ambiental y acelerandolarecuperacién del ecosistema. Esta informacion
no solo beneficiard ala comunidad local, sino que también servira como referencia
para futuras investigaciones y proyectos de remediacion en contextos similares.

La biorremediacion utilizando microorganismos se presenta como una
alternativa sostenible y rentable frente a las técnicas convencionales de
remediacidn, como la excavacion y el confinamiento de suelos contaminados. Este
enfoque no solo reduce significativamente los costos asociados con la remocién
fisica de los contaminantes, sino que también promueve un proceso natural
mediante el cual los microorganismos degradan los hidrocarburos en compuestos
menos téxicos. Al aplicar consorcios microbianos especificos, se puede aumentar
la eficienciadel proceso bidtico, permitiendo unarecuperacion masrapiday efectiva
del suelo contaminado. Este método ecolégico minimiza el uso de productos
quimicos sintéticos y reduce la huella ambiental del proceso de remediacion,
alineandose con los principios del desarrollo sostenible.

Los resultados obtenidos a partir de esta investigacion no solo contribuiran
al conocimiento cientifico sobre la remediacion de suelos contaminados, sino que
también servirdn como base para el establecimiento de regulacionesy mejores
practicas en politicas ambientales. Al proporcionar evidencia empirica sobre la
efectividad de los consorcios microbianos en la degradacién de hidrocarburos, se
podran formular recomendaciones concretas para las autoridades ambientales en
Ecuador. Esto incluye el desarrollo de normativas que fomenten el uso de técnicas
biotecnoldgicas en lugar de métodos tradicionales, promoviendo asi una gestion
mas eficiente y responsable de los recursos naturales. La informacién generada
puede influiren la creacion de politicas que prioricen estrategias sostenibles para
abordar la contaminacioén del suelo, garantizando un enfoque mas integral hacia la

proteccion del medio ambiente y el bienestar comunitario.
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1.4 Delimitacién de la investigacién

La presente investigacion radico en la evaluacion de consorcio microbiano
en la remediacion de suelo contaminado con hidrocarburo, mediante
bioaumentacién para la recuperacion de suelo degradado.

e Espacio: Ciudad de Guayaquil, gasolinera de servicio Terpel, ubicado en

Guayacanes en la Avenida Isidro Ayora Cueva.

e Tiempo: 7 meses
e Poblacion: Parroquia Tarqui en total de acuerdo con los datos del Instituto
Nacional de Estadistica y Censos (INEC, 2022) la parroquia cuenta con
749.392 habitantes.
1.5 Objetivo general

Evaluar la eficiencia de dos consorcios microbianos en la remediacion de
suelo contaminado por TPH mediante bioaumentacion para la recuperacion de
suelo degradado.

1.6 Objetivos especificos

e Examinar las caracteristicas fisico-quimicas de suelo limpio y suelo
contaminado por hidrocarburos.
e Evaluar el porcentaje de remocion de TPH generado por el consorcio
microbiano mediante analisis de laboratorio.
e Proponer que tratamiento es mas efectivo para la recuperacion del suelo
degradado por TPH.
1.7 Hipotesis

La eficiencia de los consorcios microbianos utilizada para la remediacion de
suelo contaminado con diésel puede disminuir hasta un 60% la concentracién de

TPH mediante bioaumentacion.
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2. Marco tedrico
2.1 Estado del arte

En un estudio realizado por Marquez (2024), se evaluo la eficacia de un
consorcio microbiano aislado y se encontraron diferentes especies como
Pseudomonas, bacillus y Arthrobacter de un suelo contaminado con diésel en la
remediacién de suelos contaminados con diferentes concentraciones de diésel, y
los resultados mostraron que el consorcio microbiano fue capaz de degradar hasta
el 96% de los hidrocarburos presentes en el suelo se utilizé una dosis de 5% de
inoculo.

Rachida (2023), se evaluaron la eficaciade un consorcio microbiano en un
biorreactor de lecho fluidizado, las dosis del consorcio fueron de (2%,4% y 6% de
la masa de suelo seco) el resultado obtenido en la investigacion mostro que el
consorcio microbiano fue capaz de degradar hasta el 97% de los hidrocarburos
presentes en el suelo contaminado.

En estos estudios, se utilizaron diferentes consorcios microbianosy dosis
para la bioaumentacién de suelos contaminados por hidrocarburos, y en todos los
casos se logré una efectiva remocién de contaminantes.

Enunainvestigacion realizada por Naranjo (2022) se determin6 que algunos
de los microorganismos usualmente encontrados en tanques de combustible de
aviones corresponden a bacterias de los géneros Bacillusy Pseudomonas. En lo
qgue respecta a los hongos, frecuentemente se obtienen a los géneros Penicilium,
Cephalospo-rium y en especifico, Hormoconis resinae y Aspergillus fumigatus.
Durante el recuento se constatd que después de 14 dias de incubacion,
Cladosporium resinae presento la tasa de degradacién mas alta con un porcentaje
de pérdida de peso de 66 seguido de Candida albicans (60.6), mientras que
Penicillium citrinum fue el menos degradador con una pérdida de peso de 41.6%.

En un estudio hecho en México se evalué el potencial de un consorcio
microbiano combinado por bacterias (Pseudomonas sp. y Serratia marcescens y
hongos (Aspergillus sp. y Trichoderma sp.) agrupados al suelo en la
biorremediacion. En el proceso de degradacion de lodos petroquimicos, la
poblacién bacteriana qued6 conformada por Pseudomonas y Alcaligenes con un
recuento de bacterias totales de dosis 0 L/m2 de sueloy estuvo por encimade los

2 x 105 UFC/g de suelo; y con hongos del género Aspergillus y Trichoderma
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existente en el suelo, logrando a los 158 dias unatolerancia del 47% en el suelo
con dosis de 50000 mg/kg de hidrocarburo (Cavada, 2022).

Marin (2024) aislé cultivos bacterianos de suelos contaminados con
derivados de hidrocarburos de alrededor de 20 cm de profundidad, evaluar la
conducta bioquimica, revelan unaidentificacion precedente con bacilos pequefios
aerobios gran negativo, con un crecimiento a temperatura de 42 °C correspondiente
24 al género Pseudomonas sp., el cual corroboré su capacidad de adaptacion en
ambientes contaminados de este tipo, incluso mediante la biodegradacion.

Diaz (2022) aluden que el anélisis de las muestras con combustible Jet Fuel
Al aprovechando la microbiologia clasica accedié a comprobar la presencia de
microorganismos aerobios mesofilos, el cual con agar cetrimida se nota la ausencia
(no hubo color verdoso) de Pseudomonas aeruginosa. Se evidencia la presencia
de Hormoconis resinae proporcionada por las fuentes de carbono y energia,
asistiendo la proliferacion de este tipo de organismo.

Garcia (2024) indica la caracterizacion fenotipica de hongos, determin6 que
los hongos seleccionados tenian colonias de rosado, verde claro y verde oscuro.
Los de mayor crecimiento, en todos los casos, fueron los de color rosado y verde
claro. Los resultados obtenidos indican, aunque los hongos aislados corresponden
al género Penicillum son degradadoras de hidrocarburos, en laboratorio se
observaron hongos de géneros Acremonium, Aspergillus, Fusarium,
Paecillomyces, Peniciliumy Trichoderma, sometidos a ensayos de crecimiento en
placas, se seleccion6 un suelo contaminado con HPA, las tasas de degradacion en
60 dias de incubacion resultaron 23.6% pireno, 10.6% fluoranteno y 5.0%
antraceno. Estos resultados asientan a la cepa U2010-27A como un hongo con
potencial para biorremediar suelos contaminados con HPA.

Hoyos (2023), analizaron que el comportamiento de la flora microbiana
aislada de un suelo contaminado con hidrocarburo, donde se aislaron bacterias del
género Bacillus alcanzaron unrecuento de 10.4 x 105 UFC/gy 10.18 x 105 UFC/g
en tres dosis de inoculantes sobre un suelo arcilloso-limoso contaminado con
hidrocarburo en tres concentraciones (50000 ppm, 70000 ppm, 90000 ppm) el cual
presentd una 25 degradacion a los 90 dias con el 70.99%, 75.58% y 67.56% con
poblacion bacteriana de 3.506 x 103, 4.100 x 103 y 3.867 x 103 UFC/g de suelo

respectivamente.
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Pefia (2019) mencionan que los tipos cepas bacterianas predominantes,
comprenden aproximadamente el 37% de los cultivos aislados, se identificaron
como Bacillus spp. Los cultivos restantes se distribuyeron entre 11 géneros, cada
uno de los cuales simbolizo del 2 al 9% del total de aislamientos. Cuatro culturas
no consiguieron asignarse a un género sobre la base de los criterios diagnosticos
utilizados. Solo cinco aislamientos, en los géneros Pseudomonasy Hormodendrum
(Cladosporium), crecieron abundantemente en unasolucion de salesmineralescon
el combustible como la Unicafuente de carbono. En el 2012 se realiz6 un estudio
en Pakistan sobre la degradacion de suelos contaminados con petréleo con un
consorcio mixto de 15 bacterias aisladas por técnica de enriqguecimiento donde se
comprobd la eficienciade degradacion de petroleo crudo con 2% y 100 ml de medio
mineral. Elin6culo (10%v/v) célulasde cultivo de enriquecimiento, subcultivadas en
caldo mineral. Los cultivos de aceites se incubaron durante 3 semanasa 37 °C con
agitacion de 130 rpm en un agitador rotatorio en unaincubadora. El crecimiento se
control6 mediante el ensayo de densidad optica (DO), con esta técnica la
eliminacion total de alifaticos y aromaticos fue de un 94%y los polis aromaticos fue
de un 46%.

En un estudio realizado en el 2019, en Grecia, se hizo un aislamiento de
microorganismos proveniente de tanques de combustible de aviones, se
encontraron: Agrobacterium, Arthrobacter, Alcaligenes, Bacilo sp. En general el
resultado de estos estudios sugiere que el uso de consorcios microbianos es una
estrategia efectiva para la remediacién de suelos contaminados con diésel, con
porcentajes de remocidén que oscilan entre el 75% y el 97%. Sin embargo, es
importante tener en cuenta que la eficacia de los consorcios microbianos puede
variar dependiendo de las condiciones especificas del suelo y de los
microorganismos utilizados, y que se requiere seguirinvestigando para mejorar la

eficacia de esta técnica de remediacion.



15

2.2 Bases tedricas
2.2.1. Biorremediacioén

La biorremediacion utiliza microorganismos que habitan en el suelo y
subsuelo pararegenerar de manera practica suelos contaminados (Mantilla, 2021).
En este sentido, los organismos vivos que son utilizados en procesos de
descontaminacion pueden tener un origen biolégico o pueden ser creados en
laboratorio utilizando técnicas para obtener caracteristicas especificas. Hay que
recordar que el suelo y el subsuelo estdn construidos por particulas inorganicas,
materia organica, agua, aire y microorganismos (Lopez, 2020).
Segun Ojeada (2023), los procesos de biorremediacién involucran reacciones de
oxidacion- reduccion donde los contaminantes reducidos se oxidan y los
contaminantes oxidados se reducen.

2.2.1.1. Biorremediacion en Suelos.

El incremento en compuestos téxicos como (metales pesados, pesticidas,
TPH, etc) en suelos afecta a la salud humana y la provisién de servicios
ecosistémicos, que pueden reducir la seguridad alimentaria, haciendo una
disminucién del rendimiento agricola y generando cultivos inseguros para su
consumo (Flores, 2024).

Las tres principales vias para la contaminacién difusa del suelo son la
deposicion atmosférica, agricultura e inundaciones (Silva y Correa, 2009). La
remediacidén de suelos contaminados es esencial, sin embargo, los métodos de
remediacion fisica, como la inactivacion quimica o el suministro de vertederos, son
cada vez mas costosos y estan siendo reemplazados por métodos biologicos
basados en la ciencia, como la degradacion microbiana o la fitorremediacion
(Morales G. , 2020).

2.2.2. Tipos de Biorremediacién

Existen 3 tipos de biorremediacion:

2.2.2.1 Degradacion Enzimaética.

Consisteen ladescontaminacién através del uso de enzimas producidasen
cantidades industriales que se encargan de degradar los componentes que son
toxicos (Parillo, 2024).
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2.2.2.2 Remediacién Microbiana.

Es untipo de biorremediaciéon que trabaja con bacterias u hongos autéctonos
o inoculados que tienen la capacidad de transformar compuestos toxicos en
sustancias que son muy pequeiias. Esto no elimina el factor contaminante, pero si

ayuda a bajar sus niveles de toxicidad (Cavazos, 2019).
2.2.2.3 Fitorremediacién.

En la comunidad cientifica se ha aumentado el interés por querer crear
diferentes tecnologias limpias y seguras de bajo costo y poco impacto ambiental
(Cavazos, 2019).

2.2.2.4 Bioestimulacién.

La bioestimulacion implica la identificaciéon y el ajuste de factores, como
elementos nutricionales al suelo contaminado, para estimular la actividad de los
microrganismos autoctonos y mejorar asi la degradacién de contaminantes
organicos, preferiblemente hasta su conversion a productos inocuos (Licango,
2021).

La bioestimulacion puede acompafiarse con el manejo de aceptores de
electrones, el contenidode humedady puede aplicarse junto con la bioaumentacion
(Cavazos, 2019). La decision de implementar uno o las dos técnicas de
biorremediacién, depende de la capacidad para degradar de la poblacion
microbiana, y de la extension del sitio contaminado. Numerosos estudios han
demostrado que la adicién de nutrientes y el mejoramiento de las condiciones
ambientales, aumentan los porcentajes de remocién de hidrocarburos (Licango,
2021). Zabala (2023) obtuvieron un 96% de remocién de hidrocarburosdel petréleo,
después de la adicién de biosodlidos. Arteaga (2021) presentaron resultados
similares, al utilizarcomo bioestimuladorun fertilizante comercial, en la degradacion
de hidrocarburos en la costa de la Antartida. A su vez, algunos autores reportan el
uso de nutrientes organicos para la estimulacion de suelos contaminados.

2.2.2.5 Bioaumentacion.

La bioaumentacion agrega cepas o0 consorcios de microorganismos capaces
de degradar el contaminante problema para favorecer su biodegradacion o
biotransformacion (Acosta, 2015). Esta tecnologia es utilizada cuando se desea

reducir el tiempo de tratamiento de un sitio contaminado o cuando la poblacion
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nativa es insuficiente en niamero o en capacidad para degradar los contaminantes
involucrados (Aldrete, 2019). Muchos microorganismos poseen la capacidad de
utilizar diferentes contaminantes como fuente de carbono y se encuentran
ampliamente distribuidos en la naturaleza; estos se encuentran en bajas
concentraciones, en areas no contaminadas y se incrementan en ambientes
sometidos a impactos crénicos del contaminante (Loxano, 2022).

Las bacterias y los hongos son los principales contribuyentes en la
mineralizacion del petréleo en el suelo; en el caso de las bacterias, ha sido el grupo
de microorganismos mas estudiado en los procesos de biorremediacion, debido a
gue son faciles de cultivar, son capaces de metabolizar y utilizar como fuente de

energia compuestos clarinados altamente recalcitrantes (Arteaga, 2021).

2.2.3. Ventajas y Desventajas de la Biorremediacion
2.2.3.1 Ventajas.

- Resultaméas econdmico en comparacién a otros tratamientos fisicoquimicos.
- Se trata de técnicas mas sencillas

- Es unatecnologia muy poco invasiva, lo cual no genera tantos desechos y
en consecuencia es amigable para el ambiente

- Demanda de muy poca energia

- Puede ser utilizada como complemento de otras técnicas (Aldrete, 2019).

2.2.3.2 Desventajas.

- A diferencia de otros tratamientos, en la biorremediacion se requieren
periodos de tiempo mas largos para lograr resultados esperados
- Es dificil predecir el completo funcionamiento del tratamiento.
- No suelen alcanzar a eliminar por completo los contaminantes, siempre
queda una minima fraccion en el ambiente (Aldrete, 2019).

2.2.4. Contaminacion del Suelo con Hidrocarburos

2.2.4.1 Generalidades.

Debido a proceso bioldgicos y fisicos los hidrocarburos contaminantes de
lagos, suelos, rios y playas terminaran en mares y océanos. La contaminacion por
hidrocarburos representa un problema mundial y de gran extension geografica.

Actualmente existe un incremento en las investigaciones e interés en la
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contaminacion de suelos con hidrocarburos, especialmente de las instituciones
ambientales debido a las consecuencias que podria generar esta problematica en
la salud humana de poblaciones cercanas y en el entorno natural. Si las
caracteristicas fisicas, quimicasy bioldgicas naturales de un suelo se han alterado
y representan un riesgo para la salud y el ambiente, este se considera un suelo
contaminado (Aldrete, 2019).

Un suelo contaminado por hidrocarburos es una mezcla que puede
separarse por la dindmica natural, los compuestos organicos volatiles se evaporan
0 se solubilizan o son absorbidos por el componente solidodel suelo (Rivera, 2019).
Debido a las transformaciones mencionadas los hidrocarburos se tornan pesados
y mas dificiles de degradar, en la Tabla 1 (Ver Anexo 1) se presentan las industrias
gue generan mas contaminacion al suelo por hidrocarburos.

2.2.4.2. Hidrocarburos Totales de Petréleo (TPH).

Los Hidrocarburos Totales de Petroleo (TPH, por sus siglas en inglés) hace
referenciaa un gran conjunto de compuestos quimicos derivados de petroleo crudo.
Debido aque no es practico medir cada uno por separado, se mide la cantidad total
del conjunto de hidrocarburos para determinar el tipo de contaminacion (Amazon
Frontlines, 2019)

Uno de los factores que limita la eliminacién de los hidrocarburos que
contaminan es la transferencia de la masa. Los tratamientos de limpieza del suelo
utilizan usualmente métodos que permiten el arrastre de los hidrocarburos, pero
deben vencer para ello, las fuerzas de adsorcion sobre las particulas del suelo por

modificaciones de temperatura, de las interacciones quimicas (Flores, 2024).

2.2.4.3. Efecto de los Hidrocarburos en los Seres Vivos.

Las consecuencias en los seres humanos al exponerse a hidrocarburos
pueden ser muy variado, estas dependen del tipo de compuesto quimico, la
cantidad de este quimico y el tiempo al que se estuvo expuesto (Carvalho, 2023).
Los combustibles medianos y pesados suelen ser menos toxicos que los ligeros
debido a que estos ultimos contienen grandes cantidades de hidrocarburos
saturados (Pandey, 2023).



19

2.2.4.4. Daios ala Faunay Flora.

Toda forma de vida se ve afectada por la contaminacion por hidrocarburos.
Cuando se presenta este tipo de contaminacion en cuerpos de agua se afectan
directamente las aves y faunaacuatica causando problemas para nada, comer y
volar. Numerosos estudios han demostrado los efectos del petréleo sobre animales

expuestos, desde lesiones de 6rganos hasta cancer, defectos reproductivos y la
muerte (Astudillo, 2021)2

2.2.5. Microbiologia Ambiental.

Es el estudio de los microorganismos en el medio ambientey su interaccion
con otros organismos y el ecosistema en general. Esta rama de la microbiologia
abarca una amplia gama de disciplinasy técnicas que se utilizan para estudiar los
microorganismos en el medio ambiente y si papel en los ciclos biogeoquimicos, la
conservacion de la biodiversidad, la contaminaciéon ambiental y el cambio climatico
(Vizuete, 2020).

Entre las técnicas utilizadas en la microbiologia ambiental se encuentran la
secuenciacion de ADN, la metagendmica, la espectrometria de masas, la
microscopia electronica, la cromatografia y la espectroscopia. Estas técnicas
permiten el andlisis de la diversidad microbiana, el estudio de la ecologia
microbiana, la identificacidon de microorganismos especificos y la evaluacién del
impacto ambiental de los contaminantes (Sandoval, 2019).

2.2.6. Bacterias Biodegradadoras

Microorganismos capaces de degradar hidrocarburos y pasticos en
sustancias menos toxicas. Son las mas populares en la degradacion de
hidrocarburos en derrames de petréleo ya que se alimentan exclusivamente de los

contaminantes (Marquez, 2024).

2.2.6.1. Tipos de Bacterias Biodegradadoras:

e Pseudonomas: su mayor fortaleza es la capacidad para degradar una
gran cantidad de compuestos organicos, incluyendo hidrocarburos y
pesticidas. Usan la oxidacion y reduccion para el proceso de

descomposicion;
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e Bacillus: bacterias utilizadas para degradar compuestos organicos en
ambientes externos, en especial suelos contaminados con metales
pesados e hidrocarburos;

e Rhodococcus: capaces de degradar hidrocarburos alifaticos y aromaticos
en el sueloy en agua subterranea;

e Acinetobacter: al igual que el tipo de bacteria anterior, estas degradan
hidrocarburos alifaticos en el sueloy en el agua subterranea (Rabelo,
2022).

2.2.7. Consorcio Microbiano

Conjunto asociado de dos o mas poblaciones microbianas de diferentes
especies que funcionan mancomunadamente en un sistema complejo con un fin
especifico, como la biodegradacion de contaminantes o la produccion de
metabolitos de interés. Estos consorcios pueden formarse naturalmente en la
naturaleza o pueden ser disefiados y manipulados para su uso en aplicaciones
biotecnoldgicas (Rabelo, 2022).

Un consorcio realiza funciones mas complejas que microorganismos
individuales. Cada miembro del consorcio puede desempefiar una funcién
especifica, como la degradacion de un sustrato o la producciéon de un compuesto
en especifico, ademas, la interaccion entre los miembros del consorcio puede
mejorar la resistencia y la adaptabilidad del consorcio a diferentes condiciones
ambientales (Auqui, 2022).

Los consorcios microbianos también pueden ser utilizadas para remediar
suelos contaminados con hidrocarburos. En este proceso, los miembros del
consorcio se encargan de degradar los contaminantes en el suelo y transformarlos
en compuestos menos toxicos. Este proceso es conocido como bioaumentaciony
es unaalternativa mas sostenible y eficiente que los métodos convencionales de
remediaciéon (Diaz A. , 2022).

2.2.7.1. Tipos de Consorcios Microbianos.

Consorcios autoctonos: son los microorganismos que se encuentan
naturalmente en el suelo contaminado y que pueden ser utilizados para la

biorremediacién. Estos microorganismos han evolucionado para degradar los
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contaminantes presentes en el suelo y por lo tanto son muy eficaces para
biorremediacion.

Un ejemplo de consorcioautéctono eficiente es el consorcio Bacillus subtilis,
ya que los microorganismos que lo componen son originarios del mismo ambiente
en el que se desarroll6 el consorcio, se adapta a las condiciones ambientales del
suelo contaminado con hidrocarburoy han desarrollado la capacidad de degradar
estos contaminantes de manera eficiente (Auqui, 2022).

Consorcios Exdgenos: Son los microorganismos que se obtienen de una
fuente externaal sitiocontaminado,como, por ejemplo, de un suelono contaminado
o de un cultivo puro. Estos consorcios se pueden utilizar para complementar a los
consorcios autoctonos en la biorremediacion;

Consorcios sintéticos: Son los microorganismos que se crean en
laboratorio mediante la seleccion de diferentes cepas de microorganismos con
habilidades especificas de degradacion. Estos consorcios se pueden utilizar para
degradar compuestos que no son degradados por los consorcios autdéctonos o
exdgenos;

Consorcios Microbianos Enriquecidos: Son los consorcios microbianos
gue se obtienen mediante el enriquecimiento de una comunidad microbiana con
compuestos especificos. Estos consorcios se pueden utilizar para degradar
compuestos especificos en el suelo contaminado (Auqui, 2022).

2.2.8. Cinética de Crecimiento

La cinética de crecimiento se refiere al estudio de como se desarrollan y
multiplican los microorganismos a lo largo del tiempo en un medio de cultivo. Esta
informacién es esencial para entender y controlar los procesos bioldgicos,
incluyendo la produccion de biomasa y la biodegradacion de contaminantes
(Ojeada, 2023).

El crecimiento de los microorganismos se puede medir en términos de la
densidad celular o de la masa celular en un medio de cultivo. La cinética de
crecimiento describe como cambia la poblacion de microorganismos en funcion del
tiempo, y se puede modelar matematicamente para predecir su comportamiento en

diferentes condiciones (Morales M. , 2019).
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2.2.8.1. Curvade Crecimiento.

El crecimiento bacteriano es el aumento en la cantidad de células o masa
celularen un determinado tiempo de un grupo poblacional de miles de millones de
células (Castillo D. , 2024). Cuando los microorganismos se reproducen mediante
procesos como la fisién binaria el crecimiento conlleva un aumento del nimero de
células, sin embargo, también se produce crecimiento cuando las células
simplemente aumentan de tamafio o se alargan. El incremento del numero de
células es estudiado mediante el analisis de la curva de crecimiento de un cultivo
microbiano que presenta graficamente el logaritmo del namero de células viables
frente al tiempo de incubacién; en la curva de crecimiento se diferencian cuatro
fases:

e Fase de adaptacion: En esta fase inicial, los microorganismos se adaptan

a las nuevas condiciones del medio de cultivo y no hay un aumento
significativo en la densidad cular. Durante esta fase, los microorganismos
ajustan sus enzimas y sistemas metabodlicos para utilizar los nutrientes
disponibles

e Fase de crecimiento exponencial o logaritmico: en esta fase, los
microorganismos se multiplican de manera exponencial y la densidad
celularaumentargpidamente. En esta fase, los nutrientes son abundantes
y nohaylimitacionesimportantes para el crecimiento, esta fase es de gran
interés para la produccién de biomasa y para los procesos de tratamiento
de aguas residuales y biodegradacion de contaminantes.

e Fase estacionaria: En esta fase, la densidad celular se estabiliza debido
a la disminucion de los nutrientes disponibles, la acumulacién de
productos toxicos o la faltade espacio en el medio de cultivo. Durante esta
fase, los microorganismos pueden cambiar su metabolismo para
adaptarse a las nuevas condicionesy sobrevivir en un ambiente menos
favorable.

e Fase de muerte celular: En esta fase, la densidad celular disminuye
debido a la falta de nutrientes y acumulacion de productos toxicos. En
algunos casos, los microorganismos pueden producir enzimas
degradantes para obtener nutrientes de células muertas (Castillo D. ,
2024).
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2.2.9. Diésel

El diésel es un derivado de la refinacion del petréleo y es una mezcla
compleja de hidrocarburos saturados y aromaticos, como el, naftaleno, fluorenoy
fenantreno. El aceite de diésel contiene moléculas de bajo peso molecular que
usualmente son mas toxicas que los hidrocarburos de cadena larga, debido a que
las cadenas largas son menos solublesy biodisponibles. Se ha reportado que el
diésel puede causar irritacion en la piel y respuesta tumorigénica en ratones. El
diésel es considerado nocivo y posiblemente cancerigeno para los seres humanos
y contienen PAHs que a su vez pueden ocasionar un riesgo para la salud humana
(Mata, 2019).

2.2.9.1. Composicién quimica del diésel.

Sus principales componentes se subdividen y purifican en distintas
fracciones:
e Fraccion saturada: alcanos, alcanos ramificados con cadenas alquilicas 'y
las cicloparafinas
e Fraccion aromatica: monoaromaticos, diaromaticos e hidrocarburos
aromaticos policiclicos (PAH’S).

e Fraccion de resinas.
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2.3 Marco legal
2.3.1. Constitucion de la republica del Ecuador (2008)

En el Capitulo Segundo: Derechos del buen vivir; Seccion segunda: Ambiente
sano, establece que:

Art. 14.- Se reconoce el derecho de la poblaciéon a vivir en un ambiente sanoy
ecologicamente equilibrado, que garantice la sostenibilidad y el buen vivir, Sumak
kawsay.

Se declara interés publico la preservacion del ambiente, la conservacion de los
ecosistemas, la biodiversidad y la integridad del patrimonio genético del pais, la
prevencion del dafio ambiental y la recuperacion de los espacios naturales
degradados.

Art. 72.- La naturaleza tiene derecho a la restauracion. Esta restauracion sera
independiente de la obligacion que tienen el Estado y las personas naturales o
juridicas de Indemnizar a los individuos y colectivos que dependan de los sistemas
naturales afectados.

En el Capitulo segundo: Biodiversidad y recursos naturales; Seccién primera:
naturaleza y ambiente, se destaca:

Art. 395.- La Constitucion reconoce los siguientes principios principales
ambientales:

El Estado garantizara un modelo sustentable de desarrollo, ambientalmente
equilibrado y respetuoso de la diversidad cultural, que conserve la biodiversidad y
la capacidad de regeneracion natural de los ecosistemas, y asegure la satisfaccion
de las necesidades de las generaciones presentes y futuras

En la Seccion séptima: Biosfera, ecologia urbana y energias alternativas, del
capitulo anteriormente mencionado, indica:

Art. 409.- Es de interés publicoy prioridad nacionalla conservacion del suelo, en
especial su capa fértil. Se establecerd un marco normativo para su proteccion 41y
uso sustentable que prevenga su degradacién, en particular la provocada por la
contaminacion, la desertificacion y la erosion.

Art. 413.- El Estado promovera la eficiencia energética, el desarrollo y uso de
practicas y tecnologias ambientalmente limpias y sanas, asi como de energias
renovables, diversificadas, de bajo impacto y que no ponga en riesgo la soberania
alimentaria, e equilibrio ecolodgico de los ecosistemas ni el derecho al agua.

2.3.2. Codigo Organico Ambiental (2017)

Art. 5.- Derecho de la poblacion avivir en un ambiente sano. El derecho a vivir en
un ambiente sano ecolégicamente equilibrado comprende:

1. La conservacion, manejo sostenible y recuperacion del patrimonio natural, la
biodiversidad y todos sus componentes, con respeto a los derechos de la
naturalezay a los derechos colectivos de las comunas, comunidades, pueblosy
nacionalidades;

2. El manejo sostenible de los ecosistemas, con especial atencion a los
ecosistemas fragiles y amenazados tales como paramos, humedales, bosques
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nublados, bosques tropicales secos y himedos, manglaresy ecosistemas marinos
y marinos-costeros;

3. La intangibilidad del Sistema Nacional de Areas Protegidas, en los términos
establecidos en la Constitucién y la ley;

4. La conservacion, preservacion y recuperacion de los recursos hidricos, cuencas
hidrograficas y caudales ecoldgicos asociados al ciclo hidrolégico;

5. La conservacion y uso sostenible del suelo que prevenga la erosién, la
degradacion, la desertificacion y permita su restauracion;

6. La prevencion, control y reparacién integral de los dafios ambientales;

7. La obligacién detoda obra, proyecto o actividad, en todas susfases, de sujetarse
al procedimiento de evaluacion de impacto ambiental;

8. El desarrollo y uso de practicas y tecnologias ambientalmente limpias y sanas,
asi como de energias alternativas no contaminantes, renovables, diversificadasy
de bajo impacto ambiental,

9. El uso, experimentacion y el desarrollo de la biotecnologiay la comercializacion
de sus productos, bajo estrictas normas de bioseguridad, con sujecion a las
prohibiciones establecidas en la Constitucion y demas normativa vigente;

10. La participacion en el marco de la ley de las personas, comunas, comunidades,
pueblos, nacionalidades y colectivos, en toda actividad o decisién que pueda
producir o que produzca impactos o dafios ambientales;

11. La adopcion de politicas publicas, medidas administrativas, normativas y
jurisdiccionales que garanticen el ejercicio de este derecho;y,

12. La implementacion de planes, programas, acciones y medidas de adaptacion
para aumentar resilienciay reducir la vulnerabilidad ambiental, social y econdmica
frente a la variabilidad climatica ya los impactos del cambio climéatico, asi como la
implementacion de los mismos para mitigar sus causas.

Art. 6.- Derechos de la naturaleza. Son derechos de la naturaleza los reconocidos
en la Constitucion, los cuales abarcan el respeto integral de su existenciay el
mantenimiento y regeneracion de sus ciclos vitales, estructura, funciones y
procesos evolutivos, asi como larestauracion. Para la garantia del ejercicio de sus
derechos, en la planificacion y el ordenamiento territorial reincorporaran criterios
ambientales territoriales en virtud de los ecosistemas. La Autoridad Ambiental
Nacional definira los criterios ambientales territoriales y desarrollara los
lineamientos técnicos sobrelos ciclos vitales, estructura, funcionesy procesos
evolutivos de la naturaleza.

2.3.2. Cbdigo organico integral penal (2014)

En el Capitulo 4 de delitos contra el ambiente y la naturaleza o Pacha Mama,
Seccion primera: delitos contra la biodiversidad, establece que:

Art. 245.- Invasion de areas de importancia ecologica. - La persona que invada las
areas del Sistema Nacional de Areas Protegidas o ecosistemas fragiles, sera
sancionadacon penaprivativade libertad de unoatres afios. Se aplicarael maximo
de la penaprevista cuando: 1. Como consecuenciadelainvasion, se causen dafos
graves a la biodiversidad y recursos naturales.

1.Se promueva, financie odirijalainvasion aprovechandose de lagente con engafio
o falsas promesas.

Art. 252.- Delitos contra suelo. - La persona que, contraviniendo la normativa
vigente, en relacion con los planes de ordenamiento territorial y ambiental cambie
el uso del suelo forestal o el suelo destinado al mantenimientoy conservaciéon de
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ecosistemas nativos y sus funciones ecologicas, afecte o dafie su capa fértil, cause
erosién o desertificacion, provocando dafios graves, serd sancionada con pena
privativa de libertad de tres a cinco afos.

Se impondra el maximo de la penasi la infraccion es perpetrada en un espacio del
Sistema Nacional de Areas Protegidas o si la infraccion es perpetrada con animo
de lucro o con métodos, instrumentos medios que resulten en dafios extensos y
permanentes.

2.3.3. Acuerdo ministerial 028; Libro VI del Texto Unificado de Legislacion
Secundaria del Ministerio del Ambiente (2019)

Libro VI del Texto Unificado de Legislacion Secundaria del Ministerio del Ambiente.
En el Anexo 2 de la norma de calidad ambiental del recurso sueloy criterios de
remediacidn para suelos contaminados, establece que:

Art. 217 Calidad de Suelos. - Para realizar una adecuada caracterizacion de este
componente en los estudios ambientales, asi como un adecuado control, se
deberan realizar muestreos y monitoreo siguiendo las metodologias establecidas
en el Anexo Il del presente Libro y demas normativa correspondiente.

Art. 218 Tratamiento de Suelos Contaminados. - Se lo ejecuta por medio de
procedimientos validados por la Autoridad Ambiental Competente y acorde a la
normatécnica de suelos, de desechos peligrosos y demas normativa aplicable.Los
sitios de disposicién temporal de suelos contaminados deberan tener medidas
preventivas eficientes para evitar la dispersion de los contaminantes al ambiente.

Art. 219 Restriccion. - Se restringe toda actividad que afecte la estabilidad del
suelo y pueda provocar su erosion.

2.3.4. Reglamento de Operaciones Hidrocarburiferas; Registro Oficial 254
de02 de febrero del (2019)

Art. 9.- Proteccién Ambiental, Gestién Socialy Comunitaria.Los Sujetos de Control
deberan cumplir con los principios constitucionales en materia ambiental y las
disposiciones juridicas sobre materia de seguridad industrial, participacion social y
demdas disposiciones legales, reglamentarias y contractuales vigentes.

Art. 127.- Planes de Manejo de Integridad.- Los Sujetos de Control que tengana su
cargo la construccién, operacion o mantenimiento de Ductos Principales o
Secundarios que transportan hidrocarburos, Biocombustibles y sus mezclas,
dentro del territorio ecuatoriano; deben desarrollar, implementar yejecutar un plan
de manejo de la integridad que permita minimizar eventos no deseados (fallas,
derrames, incendios, etc.), optimizar recursos, minimizar fallas humanas u
operacionales, mejorando la seguridad de los ductos y evitando afectacionesa la
sociedad y al ambiente. El plan debera ser remitido a la Agencia de Regulacion
y Control Hidrocarburifero.
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2.3.5. Acuerdo ministerial 097; (2015)

ANEXO 2 DEL LIBRO VI DEL TEXTO UNIFICADO DE LEGISLACION
SECUNDARIA DEL MINISTERIO DEL AMBIENTE: NORMA DE CALIDAD
AMBIENTAL DEL RECURSOSUELO Y CRITERIOS DE REMEDIACION PARA
SUELOS CONTAMINADQOS

Esta norma técnica ambiental es dictada bajo el amparo de la Ley de Gestidn
Ambiental y del Reglamento a la Ley de Gestién Ambiental para la Prevenciény
Control de la Contaminaciéon Ambiental, se somete a las disposiciones contenidas
en esos instrumentos y es de aplicacion obligatoria por parte de toda persona
natural o juridica, publica o privada, que desarrolle actividades que tengan potencial
de afectacion a la calidad ambiental del suelo en todo el territorio nacional.

4.4 CRITERIOS DE CALIDAD DE SUELO Y CRITERIOS DE REMEDIACION

4.4.1 Caracterizacion inicial del suelo. - La calidad inicial del suelo presentado
por el proponente,como parte del Estudiode Impacto Ambiental, constituirael valor
referencial respecto al cual se evaluara una posible contaminacién del suelo, en
funcion de los pardmetros sefialados en la Tabla 1. En caso de evidenciar valores
superioresa los establecidosen la Tabla 1, de origen natural, estos se consideraran
como linea base inicial antes de la implementacion del proyecto. Si por origen
antropogénico los valores son superiores a los establecidos en la Tabla 1, la
Autoridad Ambiental Competente exigira al causante y/o responsable aplicar un
programa de remediacion, sin perjuicio de las acciones administrativas y legales
que esto impligque. Los valores de los parametros deberan cumplir con los criterios
de remediacién de la Tabla 2, segun el uso de suelo que corresponde.

4.4.2 Criterios de calidad del suelo. - Los criterios de calidad del sueloson valores
de fondo aproximados o limites analiticos de deteccion para un contaminante
presente en el suelo. Los valores de fondo se refieren a los niveles ambientales
representativos para un contaminante en el suelo. Estos valores pueden ser el
resultadode la evolucion natural del area, a partir de sus caracteristicas geoldgicas,
sin influencia de actividades antropogénicas. Los criterios de calidad del suelo
constan en la Tabla 1.

4.4.3 Toda persona natural o juridica, publica o privada, nacional o extranjera que
desarrolle actividades que tengan el potencial de afectar al recurso suelo,
presentara periédicamente a la Autoridad Ambiental Competente un informe de
monitoreo de la calidad del suelo, reportando los parametros aplicables para el uso
respectivo, segun constaen la Tabla 1 y los que la Autoridad Ambiental disponga.
La periodicidady el plan de monitoreo deben ser establecidos en el Plan de Manejo
Ambiental del proyecto, obra o actividad o conforme la Autoridad Ambiental
Competente lo disponga.

4.4.4 Criterios de remediacion del suelo. - Los criterios de remediacion se
establecen de acuerdo al usodel suelo, tienen el proposito de establecer los niveles
maximos de concentracién de contaminantes en un suelo luego de un proceso de
remediacién, y son presentados en la Tabla 2.
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4.7 REMEDIACION DE SUELQOS
4.7.1 Del proceso de remediacion

4.7.1.1 En el caso de determinarse la contaminacion del suelo, el sujeto de control
pondra en ejecucion las medidas establecidas en el programa de remediacion
aprobado por la Autoridad Ambiental Competente de acuerdo a lo establecido en el
numeral.

4.3.1.5 de la presente norma y/o la normativa sectorial en el caso de que aplique,
dentro de los plazos y condiciones sefialadas para su adopcion y ejecucion. El plazo
dependerade la situacion, y sera definido porla Autoridad Ambiental Competente.
4.7.1.2 La remediacién del suelo se ejecutara utilizando la mejor tecnologia
disponible, atendiendo a las caracteristicas propias de cada caso, buscando
soluciones que garanticen la recuperacion y el mantenimiento permanente de la
calidad del suelo.

4.7.1.3 Se privilegiaran las técnicas de remediacion in situ. El traslado de suelos
contaminados para tratamiento y/o disposicion ex situ solo sera posible en casos
especiales, debidamente justificados ante la Autoridad Ambiental Competente,
quien autorizara expresamente su ejecucion.

4.7.1.4 Se utilizara la Tabla 2 para establecer los limites para la remediacion de
suelos contaminados de la presente norma y/o de la normativa sectorial
correspondiente.

4.7.1.5 Ante la inaplicabilidad para el caso especifico de algun parametro
establecido en la presente norma o ante la ausencia en la norma de un parametro
relevante para el suelo bajo estudio, la Autoridad Ambiental Competente debe
obligar al sujeto de control a la remediacién del suelo hasta que larelacion entre la
concentracion presente del parametro y su valor de fondo seaigual o menora 1,5.
4.7.1.6 Elsujeto de control debe tomar muestras superficialesy en profundidad de
la manera ya sefialada en el apartado.

4.5.2, a fin de verificar el resultado de la remediacién, en los puntos de monitoreo
establecidos en el programa de remediacion y/o en los que la Autoridad Ambiental
Competente lo establezca.

2.3.6. Reglamento al Codigo Organico del Ambiente (2019).

LIBRO PRIMERO
REGIMEN INSTITUCIONAL

TITULO |
SISTEMA NACIONAL DESCENTRALIZADO DE GESTION AMBIENTAL

CAPITULOI
INSTITUCIONALIDAD AMBIENTAL

Art. 7.- Biodiversidad como recurso estratégico. - La Autoridad Ambiental Nacional
ejercera la rectoria y gestion del sector estratégico de la biodiversidad,
desarrollando el modelo de gestion intersectorial conforme las competencias,
facultades y atribuciones establecidas en la normativa vigente.
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CAPITULOII
COMITES NACIONALES AMBIENTALES

Art. 8.- Comités Nacionales Ambientales. - Los comités nacionales ambientalesson
parte del Sistema Nacional Descentralizado de Gestion Ambiental. Seconstituyen
como cuerpos colegiados, encargados de la coordinacion de las politicas
nacionales intersectoriales en materia ambiental. Los comités nacionales
ambientales seran presididos por la Autoridad Ambiental Nacional, quien ejercera
voto dirimente en las decisiones que se adopten en sus plenos.

Art. 9.- Coordinacién. - Corresponde a la Autoridad Ambiental Nacional, mediante
la dependencia administrativa que designe para el efecto, la coordinacion y
convocatoria de los comités nacionales ambientales.

Art. 10.- Reglamento Interno. - Cada comité nacionalambiental, a través del acto
administrativo correspondiente, emitira su respectivo reglamento internode
funcionamiento, que definira los mecanismos y procedimientos internos requeridos
para convocar, dirigir y tomar decisiones, asi como los procedimientos requeridos
para crear subcomités sobre temas especificos. Su aprobacién se dara dentro del
pleno de los comités con el voto favorable de la mitad mas uno de sus miembros.

Art. 11.- delegados. - Los funcionarios asignados a los comités nacionales
ambientales deberan tener una presencia permanente dentro de los mismos y
serviran de punto focal dentro de sus respectivas instituciones para las tematicas
a las que fueron asignados. Todo delegado a los comités deberatener poder
de decision.

Mediante el acto administrativo que determine su reglamento interno, los comités
podran incluir nuevos miembros.

Segun las necesidades del caso, los comités convocaran a delegados
especializados de otras entidades publicas, Gobiernos Auténomos
Descentralizados o representantes de la sociedad civil, sector privado y academia,
que tendran voz, pero no voto.

Art. 12.- Operatividad. - Los comités nacionales ambientales produciran los
informes y dictamenes necesarios para coordinar la politica publicaintersectorial
en el marco de sus atribuciones, en observancia de las politicas publicas
formuladas por la Autoridad Ambiental Nacional, segun el ambito de su
competencia. Los comités coordinardn la integracion de las disposiciones
ambientales de los instrumentos internacionales ratificados por el Estado en la
normativa nacional.

SECCION 3a
COMITE NACIONAL DE CALIDAD AMBIENTAL

Art. 17.- Comité Nacional de Calidad Ambiental. - Créase el Comité Nacional de
Calidad Ambiental, instancia técnica de coordinacién conformada por delegados
especializados permanentes de las siguientes instituciones:

a) La Autoridad Ambiental Nacional, quien lo presidira y tendra voto
dirimente;
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b) La Autoridad Unica del Agua;

c) La Autoridad Nacional de Electricidad y Energia Renovable;
d) La Autoridad Nacional de Mineria,
e) La Autoridad Nacional de Hidrocarburos;

f) La Autoridad Nacional de Salud;
g) La Autoridad Agraria Nacional; y
h) La Autoridad Nacional de Telecomunicaciones.

Art. 18.- Coordinacion del manejo ambiental. - EI Comité Nacional de Calidad
Ambiental definira mecanismos de cooperacion interinstitucional para
consolidar el Sistema Unico de Manejo Ambiental. Se articularan las facultades y
atribuciones de cada organismo sectorial, sin perjuicio de las competencias
exclusivas de la Autoridad Ambiental Nacional y los Gobiernos Autonomos
Descentralizados.

Art. 19.- Atribuciones. - Seran atribuciones del Comité Nacional de Calidad
Ambiental:

a) Coordinar la aplicacién intersectorial de la politica ambiental nacional
referente a la prevencion y control de la contaminacion ambiental, y la reparacion
integral de los dafios y pasivos ambientales;

b) Coordinarel cumplimientode las obligaciones ambientales asumidas por el
Estado mediante instrumentos internacionales ratificados sobre prevenciéon y
control de la contaminacién ambiental;

c) Coordinar los lineamientos de politica publica ambiental de los sectores
estratégicos establecidos en la Constitucion de la Republica; y

d) Coordinarlos instrumentos intersectoriales necesarios para complementar
las funciones sectoriales de control, regulaciéon y seguimiento de la calidad
ambiental.
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3. Materiales y métodos
3.1 Enfoque de lainvestigacién
3.1.1. Tipo de investigacion

El tipo de investigacién sera de campo, laboratorio y experimental, segun
Arteaga (2021) la investigacion de campo tiene como objetivo comprender, analizar
e interactuarde manera cualitativacon los individuosen el entorno que le rodea, ya
sea de forma nativa y recopilacion datos.

Aldrete (2019) se refiere a investigacion de laboratorio como el espacio de
trabajo de uso compartido en el cual se puede llevar a cabo ensayos
correspondientes a proyectos de investigaciones en las cuales se incorpora en la
experimentacion de las variables en ambientes controlados.

El presente proyecto de investigacion de campo y laboratorio ya que se
pretende desarrollar la etapa de la recoleccion de los datos con las muestras de
suelo contaminado con Diésel en la cual se realizara el analisis de remocion la
capacidad que tienen los consorcios microbianos para el mejoramiento de calidad
del suelo.

El nivelde conocimientode la investigacion sera de forma descriptiva ya que
se describiran los datos obtenidos del analisis de la capacidad de remocion del
consorcio microbiano para la biorremediacion de los suelos contaminados por

hidrocarburo.
3.1.2. Disefio de investigacion

El disefio de la investigacion que se va a realizar serd experimental ya que este
tipo de disefio se utiliza para establecer relaciones causales entras las variables 'y
se basa en la manipulacion de consorcios microbianos. En este estudio se realizara
el tratamiento de biorremediacién del suelo contaminado por hidrocarburo mediante
la aplicacion de consorcios microbianos a través de la técnica de bioaumentacion.
Se realizo la recoleccion de 1 kg de suelo del area de estudio y se aplico 1 litro de
diésel para el experimento y determinar le eficacia del tratamiento en la remocién
de los contaminantes. De esta manera, se podra determinar si el uso de consorcios
microbianos es una estrategia efectiva para la biorremediacién de suelos

contaminados por hidrocarburo.
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3.2 Metodologia
3.2.1. Variables
3.2.1.1. Variable independiente.

e Consorcios microbianos

3.2.1.2. Variable dependiente.

e Determinacion del pH

e Humedad (%)

e Temperatura del suelo

e Composicidon de materia organica (%)

e Porcentaje de TPH presente en el suelo. (%)

3.2.2. Tratamientos

Se realizara 10 tratamientos de dos consorcios microbianos (Trichoderma sp y
Bacillus pumilus) en la remediacién de suelo contaminado por diésel, utilizando un
disefio experimental completamente al azar con diez tratamientos y dos

repeticiones por dosis para cada tratamiento.

Tabla 1.
Tratamientos mediante dos consorcios microbianos en diferentes dosis.
Tratamientos C_onso_rcm Dosis
microbiano

T1 Trichoderma sp 10 mi/kg
T2 Trichoderma sp 20 ml/kg
T3 Trichoderma sp 30 ml/kg
T4 Trichoderma sp 40 ml/kg
TS5 Trichoderma sp 60 ml/kg
T6 Bacillus pumilus 5 mi/kg
T7 Bacillus pumilus 10 ml/kg
T8 Bacillus pumilus 15 ml/kg
T9 Bacillus pumilus 20 ml/kg
T10 Bacillus pumilus 30 ml/kg

Elaborado por: La Autora, 2025
3.2.3. Disefio experimental

Para la presente investigacion se considero un disefio de bloques al azar debido
a que agrupa los tratamientos en dos bloques distintos basados en los consorcios

microbianos (Trichoderma y Bacillus), lo que permite controlar la variabilidad que
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podria surgir de las diferencias en el efecto de cada consorcio sobre los resultados.
Ademas, se empled un disefio factorial que se basa en 10 tratamientos con 2
repeticiones cada uno. Posteriormente se realizé una prueba de normalidad de
datos para determinar su comportamiento, y se determiné que los datos siguen una
distribucién normal, por lo tanto, se aplicé unapruebatukey al 5% de probabilidad
de error factorial para determinar la variabilidad entre los promedios de los
diferentes tratamientos.

3.2.4. Recoleccion de datos
3.2.4.1. Recursos.

Para el trabajo de investigacion se utilizaran los siguientes recursos:
e Internet
e Laptop
e Microsoft office
e Libros
e Reuvistas cientificas, sitios web, paper e informes
e Cuaderno
e Pluma
e Utilizacion de materiales de laboratorio
e Formato de Tesis de la universidad

Equipos de laboratorio

e Bacterias activas

e Balanza electronica
e Pipeta

e Matraz de 1L

e Tubos de ensayo

Materiales de muestreo

e Botellas de vidrio
e Espatula metalica
e Bolsa Ziploc

e Mechero

e Casco
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Chaleco

Mascarilla

Botas

Ficha de observacion

Barreno

Materiales de recoleccion, analisis y tratamiento

1 litro de diésel para dosis de tratamiento

Agua destilada

3.2.4.2. Métodos y técnicas.

3.2.4.2.1. Obtencién del suelo contaminado con diésel.

El suelo contaminado con hidrocarburo se adquirira en la gasolinera de
servicio Terpel, ubicado en Guayacanes en la Avenida Isidro Ayora
Cueva.

Se debe recolectar la muestra de suelo al menos 1kg de sueloy se debe
secar al aire en condiciones ambientales o se puede utilizar un horno a
una temperatura de 60°C durante 24 horas.

Se debe tamizar la muestra de suelo para eliminarlas piedras y otros
materiales no deseados luego se pesan las muestras de suelo y se
registra el peso en seco

Serealizardn analisis quimicos para determinar la acidez, alcalinidad, pH,

humedad del suelo.

Para realizar estos andlisis se recomienda utilizar 100 gramos de suelo por
muestra andalisis quimicos y fisicos, eso asegura que se obtengan resultados

precisos y confiables.

3.2.4.2.2. Andlisis de las propiedades fisicoquimicas del suelo limpio y

el suelo contaminado con diésel.

Los parametros fisicoquimicos de las muestras de suelo limpio y contaminado
con diésel fueron analizados por el laboratorio Elicrom, la metodologia se resume

de la siguiente manera, segun los métodos de referencia proporcionados:

Obtencién de Muestras: El laboratorio Elicrom recibié muestras de suelo

limpioy suelocontaminado con diésel para el analisisde sus propiedades
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fisicoquimicas. Es crucialasegurarquelas muestras sean representativas
del sitio en estudio.

Preparacién de Muestras: Las muestras se preparon para los anéalisis
siguiendo los protocolos internos del laboratorio. Esto puede incluir
secado, tamizado y homogeneizacién para asegurar la consistenciade la
muestra.

Andlisis de los Parametros Fisicoquimicos:

Conductividad Eléctrica: Se determiné utilizando el método intemo
PEE.EL.023, referenciado en HACH Methods 8160. Este método mide la
capacidad del suelo para conducir corriente eléctrica, lo cual indica la
presencia de sales y otros contaminantes.

Materia Organica: Se determiné utilizando el método intemo
PEE.EL.099, referenciado en NEN 5754. Este método cuantifica la
cantidad de materia organica presente en el suelo, un indicador clave de
la salud del suelo y su capacidad para sustentar la vida microbiana.
Temperatura: Se determiné utilizando el método interno PEE.EL.022,
referenciado en Standard Methods Ed. 22 — 2012, 2550 B. La temperatura
del suelo es un parametro importante que puede afectar la actividad
biolégica y la volatilizacién de contaminantes.

pH: Se determiné utilizando el método interno PEE.EL.021, referenciado
en Standard Methods Ed. 22 -2012, 4500 HB. EIl pH del suelo influye en
la disponibilidad de nutrientes y la movilidad de los contaminantes.
Hidrocarburos Totales de Petréleo (TPH): Se determinaron utilizando
el método interno PEE.EL.034, referenciado en EPA Method 8015D. Este
método cuantifica la concentracion total de hidrocarburos presentes en el
suelo, indicando el nivel de contaminacion por diésel.

Cuantificacion de la Contaminacion: se evalia la cantidad de
hidrocarburos de petréleo (TPH) presentesen el subsuelo (mg/kg). EITPH
se define como la suma de compuestos organicos semivolatiles (diésel y
aceites) y compuestos organicos volatiles (gasolina).

Andlisis de Datos: Los datos obtenidos se analizaron para comparar las

diferencias entre las muestras de suelo limpio y contaminado.
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3.2.4.2.3. Bioaumentacion del suelo contaminado.

La bioaumentacion del suelo contaminado con hidrocarburos se puede realizar
mediante la adiciébn de consorcios microbianos capaces de degradar el
contaminante. Para esto, se pueden seguir los siguientes pasos:

e Tipoconsorcio microbiano empleado: la presente investigacion empleo
dos agentes biorremediadores de principio activo, que son; Bacillus
Pumilusy Trichoderma Sp, se seleccionaron estos consorcios debido a su
capacidad para descomponer compuestos organicos complejos, como los
presentes en los hidrocarburos totales de petréleo (HTP).

e Preparacion del suelo contaminado: El suelo contaminado debe ser
recolectado y mezclado para homogeneizarlo. Luego se deben tomar las
muestras para los andalisis previos al tratamiento.

e Adicion del consorcio microbiano al suelo contaminado: la adicién se
realizara mediante una aplicacion directa y controlada para asegurar una
distribucién uniforme de los microorganismos. Inicialmente, se prepararan
diez muestras de suelo contaminado, divididas en dos grupos principales
correspondientes a cada consorcio microbiano. Para cada consorcio, se
estableceran cincotratamientos distintos, cada uno con unadosis diferente
del bioinoculante. Cada tratamiento se replicara dos veces para garantizar
la robustez estadistica de los resultados. La adicion de los consorcios se
efectuard mediante la mezcla homogénea de cada dosis especifica con el
suelocontaminado en recipientes separados. Se prestara especial atencion
a la humedad del suelo para optimizar la actividad microbiana, y se
incubaran bajo condiciones controladas para favorecer la biodegradacion
de los hidrocarburos.

e Incubacion del suelo: Después de la adicién del consorcio microbiano, el
suelo debe ser incubado a una temperatura y humedad adecuadas para
gque las bacterias puedan crecer y degradar el contaminante. La
temperatura de incubacion debe ser la Optima para las bacterias del
consorcio.

e Analisis de la remocion del hidrocarburo: Luego de un tiempo de

incubacion adecuado, se deben tomar muestras del suelo tratado para
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analizar la remocion del hidrocarburo. Los anélisis pueden ser fisicos,
guimicos o microbioldgicos, segun los objetivos de la investigacion.

3.2.4.2.4. Determinacién de la eficiencia de biodegradacion de las
muestras de suelo contaminado con diésel mediante cepas de Trichoderma

sp. y Bacillus pumilus.

Para determinar los niveles de eficiencia en la biodegradacion de los niveles de
hidrocarburos en los diferentes tratamientos se empled la féormula de eficiencia de

degradacion de hidrocarburos:

S.—S
E="_""Tx%100
S

Donde:
E = Eficiencia de la biodegradacion de petréleo (%)
S; = Concentracion inicial de TPH

Sf = Concentracioén final de TPH

En primera instancia, se consideraran los resultados obtenidos en el objetivo 1.
Una vez que se hayan determinado la eficiencia de biodegradacién en los 10
tratamientos, se llevara a cabo un nuevo analisis de laboratorio de los parametros
fisicoquimicos y posteriormente, se someteran a un analisis de ANOVA, estos
resultados se compararan con el resultado de las muestras de suelo no

contaminada.

3.24.25. Evaluacién de la efectividad del tratamiento.

Se deben comparar los resultados obtenidos antes y después del tratamiento

para determinar la efectividad del tratamiento en la remocion de hidrocarburo.

3.2.4.2.6. Proponer que tratamiento es mas efectivo para recuperar el

suelo degradado por TPH.

Basados en los andlisis de laboratorio de las propiedades fisicoquimicas del
suelo se realizé una evaluacion para determinar el tratamiento con mayor eficacia

en la reduccién de concentracion de gasolina. A partir de esta informacién, se
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detallaron el tipo de microorganismo utilizado, la dosis éptima aplicada, el tiempo
de tratamiento y el porcentaje de reduccion del contaminante logrado.

3.2.5. Analisis estadistico
3.2.5.1 Media
Se empelo esta medida estadistica ya que fue necesaria para determinar la
distribucién de las diferentes variables de los tratamientos

¢ Media

X +X,+. +Xy

Media (x) = m

Donde:
x : Promedio muestral estadistico.
X,+X,+..+X, : El conjunto de datos.
N : Numero de datos.
3.2.5.2 Desviacion estandar
Se implemento la desviacion estandar debido a que fue unavariable fundamental

para determinar la distribucién de los datos obtenidos del presente estudio:

_’H%—ﬂz
S = N-1

e Deviaciéon estandar

Donde:

S: Desviacion estandar.

Xi: Observacion numero i de la variable X.

N: Numero de observaciones.

x: Es la media de la variable X.

Unavez ordenados los resultados se realizé una prueba de normalidad Shapiro-

Wilk para determinar el comportamiento de los datos por cada variable en estudio.
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Para ello se hizo uso del software estadistico Infostat. Para los datos que
presentaron unadistribucion normal se analizé su varianza por medio de un ANOVA
y aquellaque no, se utilizé un método no paramétrico como lo es Kruskal-Wallisy
finalmente para este tipo de datos se utilizé la prueba de Dunn para observar cual
de los tratamientos presenta una diferencia estadistica significativa respecto a los
demas. Para las variables analizadas con ANOVA, su diferencia significativa fue
analizada mediante pruebas de Tukey.
3.2.5.3. Prueba estadistica Tukey 5%.

Se empleo este método estadistico para evaluar la eficiencia de remociéon y
determinar si existen diferencias entre las medias de los diferentestratamientos con
respecto a los parametros fisicoquimicos. Por ello se determind la siguiente

hipotesis:

Hy:py = u, = uy = u, (Las medias son iguales)

H:p, # u, # u; # u, (Las medias no son iguales)

3.2.5.4. Prueba estadistica de t-stundent.

Se aplicé unaprueba t-student para determinar si la concentracién final de
TPH en el suelo tratado de mayor eficiencia cumple o no con lo establecido en la

normativa ambiental vigente.

Donde:

u= media de la poblacién.

media de la distribucién de datos.

X
n=tamano de la muestra.
s= error estandar de la muestra.

Se planted las siguientes hipotesis:
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Hipdtesis nula: El nivel de TPH no sobrepasa a los criterios de remediacion

establecido por la normativa.
Hy:p =620mg/kg
Hipdtesis alternativa: El nivel de TPH sobrepasa los criterios de

remediacion establecido por la normativa.

Hi:p >620mg/kg
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4. Resultados

4.1 Examinar las caracteristicas fisico-quimicas de suelo limpio y suelo

contaminado con hidrocarburos

Con el fin de realizar el presente estudio, se recolectaron muestras de suelo
sin contaminary suelo contaminado con diésel de la gasolinera de servicio Terpel,
ubicada en Guayacanes en la Avenida Isidro Ayora Cueva de la ciudad de
Guayaquil, las muestras de suelo limpio y contaminado fueron recolectadas el 1 de
enero del 2024 y analizadas el 4 de enero del 2024 en el Laboratorio ELICROM.
Para ello se aplicaron distintos métodos de ensayo para la determinacion de las
propiedades fisicoquimicas del suelo limpio y contaminado, las cuales se detallan

a continuacion:

Tabla 2.
Métodos empleados por el laboratorio ELICROM en el analisis de las

muestras de suelo

Métodos
Parametro Método interno Método de referencia
Del laboratorio (internacional)
Conductividad PEE.EL.023 HACH Methods 8160
Materia organica PEE.EL.099 NEN 5754
Standard Methods
Temperatura PEE.EL.022
Ed. 22 — 2012, 2550 B
Standard Methods
pH PEE.EL.021

Ed. 22 -2012, 4500 HB
Hidrocarburos totales de

" PEE.EL.034 EPA Method 8015D
petroleo

Elaborado por: La Autora, 2025

El laboratorio ELICROM con respecto al analisis de los diferentes
parametros fisicoquimicos empleo métodos internos que toma como referencia
metodos internacionales, las condiciones ambientales de anélisis fueron de 22.3
°C; 62.3 %HR (humedad relativa). De acuerdo con la tabla 2, para el analisis del
parametro de conductividad eléctrica de las muestras de suelo limpio y
contaminado por diésel se emple6 el método interno del laboratorio (PEE.EL.023)

la cual toma como referencia el método de medicion directa denominada como
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HACH Method 8160, mientras que la materia organica fue analizada por el método
PEE.EL.099 referenciada en el método NEN 5754 la cual se puede aplicar a todo
tipo de suelo. Por otro lado, el pardmetro de temperatura fue determinada por el
método interno del laboratorio PEE.EL.022, el cual se encuentrareferenciado por
el método Standard Methods Ed. 22 — 2012, 2550 B la misma que se encuentra
aprobado por la EPA, del mismo modo el parametro de el pH fue determinada
mediante el método interno del laboratorio denominado PEE.EL.021, referenciada
en el método Standard Methods Ed. 22 -2012, 4500 HB, y por ultimo para la
determinacion del TPH (Hidrocarburo totales de petr6leo) se empled el método
interno del laboratorio PEE.EL.034, referenciado en el método EPA Method 8015D.

Las propiedades fisicoquimicas del suelo limpio y contaminado por
hidrocarburo (diésel) recolectadas del area de estudio, fueron determinadas por el

laboratorio ELICROM, dichos resultados se detallan a continuacion:

Figura 1.
Conductividad eléctrica en las muestras de suelo limpio y suelo

contaminado

Conductividad electrica

Suelolimpio;
3263,40

3500,00
3000,00

2500,00

€ 2000,00
O
)
= 1500,00
1000,00 Suelo contaminado;
166,50 |
200,00 ——v
0,00
Suelo limpio Suelo contaminado

Elaborado por: La Autora, 2025

Durante el andlisis realizado a las muestras de suelo, se pudo determinar
que existen diferencias significativas en la mayoria de los parametros analizados.
El analisis del parametro de conductividad eléctrica de las muestras de suelo (ver

tabla 3) indicaron los siguientes resultados; con respecto a la muestra de suelo
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contaminado, esta presento una conductividad de 166.5 uS/cm a diferencia del
suelo limpio que cuenta con unaconductividad de 3263.40 uS/cm. Esta diferencia
de valores en la conductividad eléctrica representa una disminucion de -3096.9
uS/cm, por lo que se estima que la reduccion de los niveles de conductividad
eléctrica va ligada a la perdida de sales en el suelo que es ocasionada por los altos

niveles de hidrocarburos (diésel).

Figura 2.
Contenido de materia orgénica en las muestras de suelo limpio y suelo

contaminado

Materiaorganica

Suelo
contaminado;
90,60

100,00

80,00

60.00 Suelo limpio;
! 40,50
X
40,00
20,00
0,00
Suelo limpio Suelo contaminado

Elaborado por: La Autora, 2025

Con respecto al parAmetro de materia organica (ver tabla 3), las muestras
del suelo tuvieron una diferencia significativa en el porcentaje de materia organica.
Con respecto a la muestra del suelo limpio, esta presento 40.50% de materia
organica a diferencia de la muestra del suelo contaminado el cual conto con un
porcentaje de materia organicade 90.60%, esto representa un aumentode 50.10%
de materia organica, que ve sujeta al contenido de hidrocarburo, es decir el
hidrocarburo al ser organico y encontrase en proporciones considerablemente

altas, aumenta el contenido de materia organica en el suelo.



Figura 3.

Temperatura en las muestras de suelo limpio y suelo contaminado

24,20
24,15
24,10
24,05
24,00
23,95
23,90
23,85
23,80
23,75

°C

Temperatura

Suelolimpio;
24,20

Suelo
contaminado;
23,90

Suelo limpio Suelo contaminado

Elaborado por: La Autora, 2025
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La temperatura en las muestras de suelo limpio y contaminado por

hidrocarburos no mostraron diferencias significas (ver tabla 3), las temperaturas

oscilaron entre 24.20°C para la muestra de suelo limpio y 23.90°C para la muestra

de suelo contaminado.

Figura 4.

Potencial de hidrégeno en las muestras de suelo limpio y suelo

contaminado

6,60
6,40
6,20
T 6,00
5,80
5,60

5,40

Potencial de hidrogeno

Suelolimpio; 6,50

Suelo
contaminado;
5,80

Suelo limpio Suelo contaminado

Elaborado por: La Autora, 2025
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Asi mismo, con respecto al potencial de hidrogeno (pH), las muestras del
suelo presentaron una variacién significativa, con 6.50 pH para suelo limpio y 5.80
pH para suelo contaminado por hidrocarburos (ver tabla 3).
Figura 5.
Hidrocarburos totales de petréleo en las muestras de suelo limpio y suelo

contaminado

Hidrocarburos Totales de petroleo
Suelo

contaminado;

691,23

2 400
=
Qo
£ 300
200 Suelolimpio;
39,54
100

Suelo limpio Suelo contaminado

Elaborado por: La Autora, 2025

Por altimo, durante el analisis del parametro de hidrocarburos totales de
petr6leo en las muestras de suelo, determinaron que el suelolimpio conto con 39.54
mg/kg de TPH, mientras que el suelo contaminado tuvo una concentracion de
691.23 mg/kg de TPH, lo que indica un aumento de 651.69 mg/kg de TPH, el
aumento de este parametro es debido al derrame directo provocada por el continuo

trasporte de combustible sobre el suelo del area de estudio.

Los resultados de los parametros fisicoquimicos realizados en el laboratorio
de las muestras de suelo limpio y contaminado con diésel fueron comparados con
los Limites Maximos Permisibles estipulados en el Texto Unificado de Legislacion
Secundaria del Ministerio del Ambiente (ver tabla 3).
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Tabla 3.
Comparacién de las propiedades fisicoquimicas de las muestras de suelo
limpio y suelo contaminado con los limites maximos permisibles

establecidos en la normativa

Tipo de suelo LMP
Pardmetro (Limite M&ximo
Suelo limpio Suelo contaminado o
Permisible)

Conductividad pS/cm 3263.40 166.50 400

Materia organica % 40.50 9060 e

Temperatura °C 24.20 2390 e

Potencial de hidrogeno pH 6.50 5.80 6a8
Hidrocarburos Totales de

39.54 691.23 620

petréleo mg/kg

Nota: ----- no aplica
Elaborado por: La Autora, 2025

Los resultados de la tabla 3 evidenciaron que varios parametros no
cumplieron con los LMP por el Texto Unificado de Legislacion Secundaria del
Ministerio del Ambiente. Con respecto al parametro de conductividad eléctrica, la
muestra de suelo limpio no cumple con los LMP (400 uS/cm), y esto se debe a la
gran cantidad de sales en el suelo, sin embargo, en el caso de la muestra de suelo
contaminado conto con unaconcentracion de 166.50 uS/cm, los niveles de sales
disminuyeron debidoa la presenciade diésel por lo tanto si se cumple con los LMP.
Con respecto al parametro de potencial de hidrogeno, el suelo limpio cumple
parcialmente con el LMP (6 a 8 pH), mientras que el suelo contaminado con diésel
no cumple con los LMP, por otro lado, el parametro de TPH analizados en las
muestras de suelo indicaron que la muestra de suelo limpio cumplié con los LMP
(620 mg/kg), sin embargo, debidoa la gran cantidadde TPH en la muestra de suelo
contaminado (691.23 mg/kg), estas no cumplieron con los LMP. Finalmente, con
respecto a los parametros de materia organicay temperatura no se aplicaron los
LMP.
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4.2 Evaluar el porcentaje de remocion de TPH generado por el consorcio

microbiano mediante analisis de laboratorio

Para llevar a cabo el presente objetivo se sometieron las muestras de suelo
contaminado por hidrocarburo (diésel) a diferentes dosis de consorcios microbianos
(Bacillus Pumilus y Trichoderma Sp), el tratamiento con dichos consorcios se
realizo desde el 15 de enero del 2024 al 15 de febrero del 2024. Posterior a la
obtencién de los resultados del TPH (hidrocarburos totales de petroleo) de las
muestras de suelo con consorcios microbianos se procedio a determinar los niveles
de degradacién de hidrocarburos (diésel) aplicando la formula de eficiencia de la

degradacion de hidrocarburos, dichos resultados se detallan a continuacion:

Tabla 4.
Eficiencia de biodegradacién de hidrocarburos en las muestras de suelo

contaminado

Concentracién Concentracioén Eficiencia de la

Dosis
Tratamientos Repeticiones " inicial de TPH final de TPH biodegradacion
m
g (mg/kg) (mg/kg) de petrdleo (%)

. R1 691.23 84.21 87.82

T1. Trichoderma sp 10
R2 691.23 85.57 87.62
) R1 691.23 50.32 92.72

T2. Trichoderma sp 20
R2 691.23 51.12 92.60
) R1 691.23 40.01 94.21

T3. Trichoderma sp 30
R2 691.23 40.58 94.13
) R1 691.23 30.01 95.66

T4. Trichoderma sp 40
R2 691.23 31.96 95.38
R1 691.23 25.47 96.32

T5. Trichoderma sp 60
R2 691.23 25.74 96.28
i ) R1 691.23 99.55 85.60

T6. Bacillus pumilus 5
R2 691.23 99.81 85.56
i ) R1 691.23 97.35 85.92

T7. Bacillus pumilus 10
R2 691.23 99.10 85.66
. . R1 691.23 85.68 87.60

T8. Bacillus pumilus 15
R2 691.23 86.41 87.50
i ) R1 691.23 70.55 89.79

T9. Bacillus pumilus 20
R2 691.23 72.45 89.52
) ) R1 691.23 55.55 91.96

T10. Bacillus pumilus 30
R2 691.23 55.75 91.93

Elaborado por: La Autora, 2025
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Los resultados de los analisis de los consorcios microbianos mostraron
resultados relevantes e indicaron que el porcentaje de remocién de diésel va ligada
a la dosis de consorcio empleada. El andlisis determind que el tratamiento 5 que
estaba conformada con Trichoderma sp a una dosis de 60 mi/kg mostro un mayor
porcentaje de remocion de TPH en comparacion a otros tratamientos, el tratamiento
5 presento unaremocion promedio de 96.30%, teniendo una mayor remocion en la
repeticiéon 1, el cual conté con un porcentaje de remocion de 96.32%, por otro lado
el tratamiento 4 mostro un porcentaje de remocion similar, contando con una
remocion promedio de 95.52% y un maximo de 95.66% de remocidn en la repeticion
1. Y, por ultimo, el tratamiento 6 que fue realizada con Bacillus pumilus a una dosis
de 5 ml/kg presento unaremocion promedio de 85.58%, siendo significativamente
menor al porcentaje de remocién de TPH presentados por los otros tratamientos,
por lo tanto, se estima que el porcentaje de gasolinava ligada a la dosis empleada
de los distintos tipos de consorcios microbianos, por lo tanto, a mayor dosis habra
una mayor remocion de gasolina presente en el suelo.

Unavez tratado las diferentes muestras de suelo se midieron los parametros
fisicoquimicos de estas con el fin de analizar estadisticamente los resultados. En el
Anexo N° 14 se presentan los valores de conductividad eléctrica, materia organica,
potencial de hidrogeno, temperatura y concentracion final de TPH de cada uno de
los suelos remediados con los diferentes tratamientos y sus repeticiones.

Con ayuda del software estadistico Infostat se realizaron las pruebas de
normalidad Shapiro-Wilks para cada unade las variables estudiadas. En la Tabla 5
se muestran los resultados.

Tabla 5.
Resultados de la prueba de normalidad para cada una de las variables en
estudio

Variable n Media D.E. W+ P (Unlljl)ateral
Conductividad 20 30749 376,16 0.9 0,0937
eléctrica
Potencial de 20 713 0,61 0,92 0,2638
Hidrogeno
Materia 20 4517 9.29 0.96 0,7073
Orgéanica
Concentracién
ngdiog 20 64,36 26,75 0,86 0,0135
Temperatura 20 25,16 0,23 0,93 0,3421

Elaborado por: La Autora, 2025
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Como se muestra en latabla previa los datos de las variables conductividad
eléctrica, potencial de hidrogeno, materia organica y temperatura siguen una
distribucién normal debido a que su valor p es mayor 0,05. En el caso de los datos
de concentracioén final de TPH, el valor p de la prueba resulta menor a 0,05, es
decir, son unaexcepcion y estos no poseen unadistribucion normal. Debido a lo
antes mencionado para las variables que presentan normalidad en sus datos se
realiz6 un analisis de varianza (ANOVA) donde se determiné que existe una
diferencia estadistica significativa entre los tratamientos empleados, a excepcion
de la temperatura la cual no mostré diferencias en sus datos.

Por otra parte, para la variable de concentracién final de TPH se utilizé una
prueba no paramétrica (Kruskal-Wallis) debido a su distribucién no normal en sus
datos. Los resultados de esta prueba se muestran en la Tabla 6.

Tabla 6.
Resultado de la prueba no paramétrica Kruskal-Wallis para la concentracién
final de TPH

Variable  Tratamientos N Medias D.E. Medianas H p
Concentacion 13 > 8489 096 8489 1886 0,0264
inal TPH

C(}?ncglnTtrF?ﬁié” T10 > 5565 014 5565
Cc}?:ae|n1t-§,iién T2 > 5072 057 50,72
Cooeloq™ 13 2 403 04 403
Concenracion 14 2 3099 138 30,99
Cc}?ncznqt-?ﬁién T5 > 2561 019 2561
Copee T8 2 9968 018 9968
Concentacion 17 > 9823 124 9823
Concentacion g > 8605 052 8605
S 2 s e s

Elaborado por: La Autora, 2025

La prueba Kruskal-Wallis muestra un valor p menor al estadistico de prueba
(0,05) lo que indica que existe una diferencia estadistica significativa entre los
tratamientos respecto a la concentracién final de TPH en los suelos remediados en

el presente estudio.
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A continuacion, se plantea unaprueba estadistica de tukey al 5% para los
diferentes tratamientos realizados al suelo respecto a la conductividad eléctrica,
materia organica, potencial de hidrogeno (pH) y temperatura, excepto la
concentracion final de TPH que debido a su distribucion no normal se realizé una
prueba post-hoc de Dunn, a fin de determinar las diferencias significativas, los
resultados se detallan a continuacion:

Tabla 7.
Resultados del estadistico Tukey al 5% para los tratamientos con

microorganismos respecto ala conductividad eléctrica

Tratamientos N Media Agrupacion
(uS/cm)

T5. Trichoderma sp 60ml/kg 2 3884.00 A

T4. Trichoderma sp 40ml/kg 2 3536.00 B

T3. Trichoderma sp 30ml/kg 2 3203.00 C
T10. Bacillus pumilus 30ml/kg 2 3002.00 C D
T9. Bacillus pumilus 20ml/kg 2 2960.50 D
T8. Bacillus pumilus 15mi/kg 2 2939.00 D
T2. Trichoderma sp 20ml/kg 2 2902.50 D
T6. Bacillus pumilus 5ml/kg 2 2888.50 D
T7. Bacillus pumilus 10ml/kg 2 2846.50 D
T1. Trichoderma sp 10ml/kg 2 2587.00 E

Elaborado por: La Autora, 2025

De acuerdo a los datos arrojados por el programa minitab con respecto a la
prueba tukey al 5% en el parametro de conductividad eléctrica, se determin6 que
existen diferencias significativas en el tratamiento 1 (Trichoderma sp 10mi/kg),
tratamiento 3 (Trichoderma sp 30ml/kg), tratamiento 4 (Trichoderma sp 40mi/kg),
tratamiento 5 (Trichoderma sp 60ml/kg) y tratamiento 10 (Bacillus pumilus 30ml/kg),
esto quiere decir que con respecto a las medias en dichos tratamientos se
obtuvieron concentraciones muy diferentes que varian significativamente, se estima
que la diferencia es debido a la dosis empleada de consorcio microbiano, debido a
que dosis por encima de los 30 ml/kg presentaron diferencias en la cantidad de
sales lo repercutiria en una variabilidad en la conductividad el éctrica, por otro lado,
en el tratamiento 2 (Trichoderma sp 20ml/kg), tratamiento 6 (Bacillus pumilus
5mi/kg), tratamiento 7 (Bacillus pumilus 10ml/kg), tratamiento 8 (Bacillus pumilus

15mil/kg) y tratamiento 9 (Bacillus pumilus 20ml/kg), las medias de dichos
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tratamientos no presentaron diferencias significativas, lo cual indica que son
similares a un nivel de confianza del 95%.

Tabla 8.

Resultados del estadistico Tukey al 5% para los tratamientos con

microorganismos respecto ala materia organica

. Media »
Tratamientos N Agrupacion
(%)
T1. Trichoderma sp 10ml/kg 2 60.80 A
T6. Bacillus pumilus 5ml/kg 2 57.20 B
T7. Bacillus pumilus 10ml/kg 2 50.65 C
T8. Bacillus pumilus 15ml/kg 2 48.95 C
T9. Bacillus pumilus 20ml/kg 2 46.00 D
T10. Bacillus pumilus 30ml/kg 2 40.90
T2. Trichoderma sp 20ml/kg 2 40.60
T3. Trichoderma sp 30ml/kg 2 39.35
T4. Trichoderma sp 40ml/kg 2 36.10 F
T5. Trichoderma sp 60ml/kg 2 31.10 G

Elaborado por: La Autora, 2025

Con respecto al parametro de materia organica, la prueba estadistica tukey
al 5% (ver tabla 8), determin6 que existen diferencias significativas con respecto a
las medias en el tratamiento 1 (Trichoderma sp 10ml/kg), tratamiento 4
(Trichoderma sp 40ml/kg), tratamiento 5 (Trichoderma sp 60ml/kg), tratamiento 6
(Bacillus pumilus 5ml/kg), tratamiento 7 (Bacillus pumilus 10ml/kg), tratamiento 9
(Bacillus pumilus 20ml/kg), sin embargo, se reportaron similitudes en el tratamiento
7 (Bacillus pumilus 10ml/kg) y tratamiento 8 (Bacillus pumilus 15ml/kg) con medias
de 50.65% y 48.95% respectivamente y por ultimo, se registraron similitudes en las
medias en el tratamiento 2 (Trichoderma sp 20ml/kg), tratamiento 3 (Trichoderma
sp 30ml/kg) y tratamiento 10 (Bacillus pumilus 30ml/kg) contando con medias de
40.60%, 39.35% y 40.90%, lo cual indica que son relativamente similares a un nivel

de confianza del 95%.

Tabla 9.
Resultados del estadistico Tukey al 5% para los tratamientos con

microorganismos respecto ala temperatura

Tratamientos N Media Agrupacion
T6. Bacillus pumilus 5ml/kg 2 25.45 A
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Tratamientos N Media Agrupacion
T7. Bacillus pumilus 10ml/kg 2 25.35 A
T5. Trichoderma sp 60ml/kg 2 25.15 A
T1. Trichoderma sp 10ml/kg 2 25.15 A
T3. Trichoderma sp 30ml/kg 2 25.10 A
T2. Trichoderma sp 20ml/kg 2 25.05 A
T10. Bacillus pumilus 30ml/kg 2 25.05 A
T9. Bacillus pumilus 20ml/kg 2 25.00 A
T8. Bacillus pumilus 15ml/kg 2 25.00 A
T4. Trichoderma sp 40ml/kg 2 25.00 A

Elaborado por: La Autora, 2025

Con respecto al parametro de temperatura (ver tabla 9) analizado en los
diferentes tratamientos con consorcios microbianos, determino que no existen
diferencias significativas en las medias de los tratamientos debido a que la media
de temperatura se encuentraen unaescala de 25 °C a 25.45 °C, por lo tanto, son

similares a un nivel de confianza del 95%.

Tabla 10.
Resultados del estadistico Tukey al 5% para los tratamientos con

microorganismos respecto al potencial de hidrogeno

Tratamientos N Media Agrupacion

T3. Trichoderma sp 30ml/kg 2 7.95 A

T2. Trichoderma sp 20ml/kg 2 7.90 A

T7. Bacillus pumilus 10ml/kg 2 7.50 A B

T6. Bacillus pumilus 5ml/kg 2 7.45 A B

T1. Trichoderma sp 10ml/kg 2 7.30 A B C

T8. Bacillus pumilus 15ml/kg 2 7.00 B C
T10. Bacillus pumilus 30mi/kg 2 6.70 C D
T9. Bacillus pumilus 20ml/kg 2 6.65 cC D
T4. Trichoderma sp 40ml/kg 2 6.60 CcC D
T5. Trichoderma sp 60ml/kg 2 6.25 D

Elaborado por: La Autora, 2025

Por otro lado, tabla 10 indica las variaciones de las medias mediante la
prueba de tukey al 5%, los resultados determinaron que con respecto al parametro
de potencial de hidrogeno (pH), se presentaron diferencias significativas en las

medias del tratamiento 1 (Trichoderma sp 10ml/kg), tratamiento 5 (Trichoderma sp
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60ml/kg) y tratamiento 8 (Bacillus pumilus 15ml/kg), con sus valores de 7.30%,

6.25% y 7.00%, las cual nos muestra que tienen un nivel de confianza de 95%.

Tabla 11.
Resultados del estadistico Dunn al 5% para los tratamientos con

microorganismos respecto a la concentracién final de TPH

Tratamientos N Ranks Agrupacion

T5. Trichoderma sp 60ml/kg 2 1,5 A

T4. Trichoderma sp 40ml/kg 2 3,5 A B

T3. Trichoderma sp 30ml/kg 2 55 A B C

T2. Trichoderma sp 20ml/kg 2 7,5 A B C D
T10. Bacillus pumilus 30ml/kg 2 9,5 A B C D

T9. Bacillus pumilus 20mi/kg 2 11,5 A B C D

T1. Trichoderma sp 10ml/kg 2 13,5 B C D E
T8. Bacillus pumilus 15ml/kg 2 15,5 C D E
T7. Bacillus pumilus 10ml/kg 2 17,5 D E
T6. Bacillus pumilus 5ml/kg 2 19,5 E

Elaborado por: La Autora, 2025

Finalmente, latabla 11 muestra el resultado de la prueba de Dunn al 5%, la
cual hace referencia al parametro de hidrocarburos totales de petréleo (TPH), se
presentaron similitudes en los tratamientos 1,3,4,8,7 y 10. Los tratamientos 5
(Trichoderma sp 60ml/kg) y 6 (Bacillus pumilus 5ml/kg) presentan una diferencia
estadistica significativa con los demas tratamientos, siento T5 el mas efectivo de
todos y el T6 el menos efectivo. La prueba muestra que el tratamiento 5 tiene el
rango promedio mas bajo y en Kruskal-Wallis, menor rango significa menor valor

en la concentracion final de TPH en el suelo remediado.

Posterior al analisis estadistico Tukey y Dunn, se procedi6é a realizar una
comparacion de los resultados obtenidos de los parametros fisicoquimicos de los
diferentes tratamientos con Trichoderma sp y Bacillus pumilus, estas fueron
comparadas con la muestra de suelo limpio, dicha comparacion se detalla a

continuacion:
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Figura 6.
Comparacion de la conductividad eléctrica del suelo tratado y el suelo
limpio
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Elaborado por: La Autora, 2025

De acuerdo con la figura 6, se puede apreciar que el parametro de
conductividad eléctrica varia significativamente a la dosis empleada de cepas
bacterianas, esto se debe a la presencia de sales minerales, mediante los cuales
estdn compuestos las cepas bacterianas. EIl tratamiento 4 (Trichoderma sp
40ml/kg) y tratamiento 5 (Trichoderma sp 60ml/kg) presentaron una conductividad
eléctrica relativamente altos, teniendo conductividades de 3536.00 y 3884 uS/cm,
muy similar a la conductividad eléctrica de la muestra de suelo limpio que presento
una conductividad eléctrica de 3263.40 uS/cm. Sin embargo, el tratamiento 1
(Trichoderma sp 10ml/kg) y el tratamiento 6 (Bacillus pumilus 5ml/kg) presentaron
un bajo nivel de conductividad eléctrica, siendo relativamente menor a la muestra
de suelo limpio, esto indica que la dosis de cepa bacterianaincide en gran medida

en los niveles de este parametro.
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Figura 7.
Comparacion de la materia organica del suelo tratado y el suelo limpio
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Elaborado por: La Autora, 2025

Con respecto a la materia organica, en la figura 7 se pudo evidenciar los
tratamientos con Trichoderma sp y Bacillus pumilus con cepas bacterianas
redujeron los niveles de materia organica (%) del suelo contaminado a causade la
presencia de hidrocarburos. El tratamiento 4 (Trichoderma sp 40ml/kg) y
tratamiento 5 (Trichoderma sp 60ml/kg) presentaron porcentajes de materia
organicarelativamente bajos, siendode 36.10% y 31.10%, esta reduccion valigada
a la cantidad de bacterias empleadas, ya que se pudo constatar que a mayor dosis
se reducirdn mayores niveles de hidrocarburosy con ello se reducen los niveles de
materia organicay esto debe a que las bacterias solubilizaron los fosfatos a través
de la produccién de acidos organicos. Mientras que el tratamiento 1 (Trichoderma
sp 10ml/kg) y el tratamiento 6 (Bacillus pumilus 5ml/kg) presentaron porcentajes
altos de materia organica, debido a que la dosis de bacterias no era la adecuada

para reducir los niveles de hidrocarburos.
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Figura 8.
Comparaciéon de la temperatura del suelo tratado y el suelo limpio
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Elaborado por: La Autora, 2025

Con respecto a la temperatura, los tratamientos presentaron ligeras
diferencias entre si, manteniendo una temperatura que estd en un rango de 25°C y
25.45°C, mientras que la muestra de suelo limpio presento una temperatura de

24.20°C, siendo la mas baja con respecto a la temperatura de los tratamientos.

Figura 9.
Comparacioén del potencial de hidrogeno del suelo tratado y el suelo limpio
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Elaborado por: La Autora, 2025
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De acuerdo con la figura 9, el parAmetro de potencial de hidrogeno en los
diferentestratamientos mostraron ligeras diferencias, el tratamiento 2 (Trichoderma
sp 20ml/kg) y tratamiento 7 (Bacillus pumilus 10ml/kg) presentaron un pH de 7.90
y 7.50 respectivamente, determinando que son ligeramente mayor a los otros
tratamientos. Por lo tanto, se estima que los diferentestratamientos y la muestra de
suelo limpio no presentan diferencias significativas en cuanto al parametro de pH,
y esto es debido a que las bacterias como Trichoderma sp y Bacillus pumilus
empleadas en el proceso de remediacion del suelo normalizaron los niveles de
acidez y alcalinidad de las muestras de suelo contaminadas.

Figura 10.
Comparacion de hidrocarburos totales de petrdleo del suelo tratado y el

suelo limpio
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Elaborado por: La Autora, 2025

Finalmente, con respecto al parametro de TPH (hidrocarburos totales de
petroleo) los niveles varian de acuerdo con la dosis empleada de consorcio
microbiano, cabe destacar que los tratamientos con menor proporcion de TPH son
aguellos tratamientos que se consideraron como los mas eficaces en la reduccion
de hidrocarburos de las muestras de suelo contaminado. El tratamiento 5 con
Trichoderma sp a una dosis de 60 ml/kg presento 25.65 mg/kg de TPH, esta
concentracion representa una eficiencia de 96.30%, siendo considerado este
tratamiento como el mas eficiente en la reduccién de hidrocarburos, seguido del
tratamiento 4 con Trichoderma sp a unadosis de 40 ml/kg presento 30.99 mg/kg

de TPH representando una eficiencia de 95.52%. Por otra parte, el tratamiento 6
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con Bacillus pumilus, a unadosis de 5 ml/kg presento unaeficiencia de 85.58%,
siendo catalogada como la menos eficiente con respecto a los otros tratamientos,
por lo tanto, se estima quelos nivelesde hidrocarburos presentesen el suelovarian
de acuerdo con la dosis empleada y el consorcio microbiano.

A continuacién, se presentala Tabla 12 con las concentraciones iniciales de
contaminate en el sueloy el remanenteluegode aplicar el tratamiento mas eficiente
(T5) para las pruebas estadisticas t-student. Se comparé la concentracion inicialdel
contaminante con la concentracion final en el suelo remediado con el fin de
determinar una diferencia significativa entre ambos valores. En la Tabla 13 se

muestran los resultados de la prueba t-student.

Tabla 12.
Comparaciéon de la concentracion de TPH del suelo contaminado y suelo
tratado

Concentracion de TPH (mg/kg)
Suelo contaminado Suelo remediado con T5

691,23 25,61
Elaborado por: La Autora, 2025

Tabla 13.
Resultados de la prueba t-student unilateral derecha entre la concentracion
inicial del contaminante y la concentracion final

Variable n Media DE LI (95) T P (U”I'D';"tera'
Concentracion
inicial TPH 10 691,23 15,88 620,33 59,26 0,0054

Dado que el valor p (0.0054) es menor que la significancia y el estadistico t
(59.24) superacon creces el valor critico (6.314) rechazamos la hipotesis nula, es
decir, la media de la concentracion inicial del contaminante es significativamente

mayor a la concentracion en el suelo tratado.

En la Tabla 14 se muestran la concentracion final del contaminante luego de
aplicarle el tratamiento 5y el limite maximo permitido por la norma. Finalmente se
compard la concentracion remante del contaminante en el suelo con el limite
permitido mediante un aprueba t-student unilateral derecha para determinar si
existe unadiferenciaentre estos. Los resultados de la pruebarealizada se muestran
en la Tabla 15.
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Tabla 14.
Comparacién de la concentracion de TPH del suelo remediado con el
tratamiento 5y Limite Maximo Permisible

Concentracion de TPH (mg/kg)
Suelo remediado con T5 Limite Maximo Permisible
25,61 620
Elaborado por: La Autora, 2025

Tabla 15.
Resultados de la prueba t-student unilateral derecha entre la concentracion
final del contaminante y el Limite Maximo Permisible

Variable n Media DE LI (95) T p (Unilateral D)
Concentracion 5561 0190 2475 -4402.93 0,9999
final TPH

Elaborado por: La Autora, 2025

Como el estadistico t es mucho menor que el valor critico y esta en la
direccion opuesta a la hipétesis alternativa (esperdbamos que fuera mayor, pero
fue menor), no se rechazala hipétesis nula. No hay evidencia de que la media sea
mayor que 620. De hecho, es muchisimo menor. Indicando asique no se superael

Limite Maximo Permisible.

4.3 Proponer que tratamiento es méas efectivo para recuperar el suelo

degradado por TPH

En base a los resultados obtenidos en los objetivos previos se puede
plantear el tratamiento mas eficaz con el tipo de microorganismo a usar, su dosis y
estimar el porcentaje de remocion de hidrocarburo en un suelo contaminado.

El consorcio microbiano mas eficiente en la remocién de hidrocarburos fue
el Trichoderma sp en una dosis de 60 ml/kg (Tratamiento 5) seguido por el
tratamiento 4, el cual usa el mismo consorcio bacteriano, pero en una dosis mas
baja (40 ml/kg). Debido a lo antes mencionado se presentan dos propuestas para

recuperar un suelo degradado por hidrocarburos.
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Tabla 16.
Propuesta 1 de remediacion con Trichoderma sp

Propuesta 1l

Biorremediacidn de suelo contaminado con hidrocarburos mediante la aplicacion
de Trichoderma sp
Justificacion
Dentro del presente estudio las pruebas realizadas en suelos contaminados con
hidrocarburos mostraron que un tratamiento con 60 ml/kg de Trichoderma sp
(Tratamiento 5) reducen los TPH en un 96.32%. Su capacidad para producir
enzimas extracelulares (como lacasas y peroxidasas) le permite romper
estructuras hidrocarbonadas complejas, facilitando su degradacién y reduciendo
la toxicidad del suelo. Esta bacteria es conocida por mejorar la salud del suelo al
promover la solubilizacidon de nutrientes, estabilizarel pH y aumentarel contenido
de materia organica. Entonces no solo reduce los hidrocarburos, sino que
regenera ecolégicamente el suelo afectado, promoviendo condiciones 6ptimas
para la recuperacion del microbiota nativo y la vegetacion. Estos tratamientos
resultan ser amigables con el ambiente debido a que preservan la estructura y
fertilidad del suelo, reducen el riesgo toxicolégicoy promueven contantemente la
resiliencia ecolégica del mismo.
Objetivo
Reducir la concentracién de hidrocarburos totales del petréleo (TPH) en suelos
contaminados mediante la aplicacién controlada de Trichoderma sp.
Dosis
60 ml / kg de suelo contaminado
Aplicacion
Se utiliza Trichoderma sp debido a su capacidad para descomponer compuestos
organicos complejos. La adicion se realizara mediante una aplicacion directa y
controlada para asegurar una distribucion uniforme de los microorganismos. El
suelo contaminado debe ser recolectado y mezclado para homogeneizarlo.
Ventajas
v Gran eficiencia en laremocion de contaminante hidrocarburifero del suelo sin

uso de quimicos agresivos que degraden las demas propiedades del suelo
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v' Se mantiene lafertilidad del suelo luego del tratamiento para un posterior uso
agricola o forestal

v' Comparado con otros métodos de remediacion, esta es unatécnicanatural y
economica

Beneficios ambientales

v" Reduce el riesgo toxicolégico en suelos contaminados por hidrocarburos

v Disminuye el riesgo de que exista lixiviacion de hidrocarburos contaminando
aguas subterraneas

Elaborado por: La Autora, 2025

La propuesta antes mencionada puede ser utilizada para una alta remocion
de contaminante, sin embargo, otro tratamiento dio resultados similares con una
dosis mas baja de consorcio microbiano, solo 40 ml/kg de suelo contaminado.

Tabla 17.
Propuesta 2 de remediacion con Trichoderma sp
Propuesta 2

Biorremediacion de suelo contaminado con hidrocarburos mediante la aplicacion
de Trichoderma sp
Justificacion
Dentro del presente estudio las pruebas realizadas en suelos contaminados con
hidrocarburos mostraron que un tratamiento con 40 mil/kg de Trichoderma sp
(Tratamiento 4) reducen los TPH en un 95.66%. adicional a ello, los demas
parametros involucrados muestran que los microorganismos utilizados no alteran
la calidad del suelo. Esta bacteria produce enzimas que degradan los
hidrocarburos y reducen la toxicidad del suelo. Ademas, ayuda a la salud del
suelo solubilizando nutrientes, estabilizando el pH y aumentando la materia
organica. Estos tratamientos resultan ser amigables con el ambiente debido a
que preservan la estructura y fertilidad del suelo, reducen el riesgo toxicolégicoy
promueven contantemente la resiliencia ecologica del mismo.
Objetivo
Reducir la concentracién de hidrocarburos totales del petréleo (TPH) en suelos
contaminados mediante la aplicacién controlada de Trichoderma sp.
Dosis

40 ml / kg de suelo contaminado
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Aplicacion

Se utilizaTrichoderma Sp debido a su capacidad para descomponer compuestos

organicos complejos. La adicion se realizard mediante una aplicacion directa y

controlada para asegurar una distribucion uniforme de los microorganismos. El

suelo contaminado debe ser recolectado y mezclado para homogeneizarlo.

v

Ventajas

Gran eficiencia en la remocién de contaminante hidrocarburifero del suelo,
muy cercano al tratamiento 5 con el uso de menor cantidad de bacterias
La técnica no usa quimicos agresivos que degraden las demas propiedades
del suelo
Se mantiene lafertilidad del suelo luego del tratamiento para un posterior uso
agricola o forestal
El tratamiento de suelos contaminados con esta técnica natural resulta
econémico comparado con otros métodos de remediacion

Beneficios ambientales
Reduce el riesgo toxicoldgico en suelos contaminados por hidrocarburos
Disminuye el riesgo de que exista lixiviacion de hidrocarburos contaminando
aguas subterrdneas
Promueve la restauracion natural del suelo contaminado sin intervencién
mecéanica del suelo, lo cual ocasionaria pérdida de propiedades
Con el tratamiento de suelos contaminados se reducen los impactos en los

seres humanos, animales y vegetacion del lugar

Elaborado por: La Autora, 2025
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5. Discusién

En la actualidad no existe estudios suficientes que abarquen el tema del
diagnostico de derrames y contaminacion de hidrocarburos en las gasolineras de
la ciudad de Guayaquil. En el estudio realizado en la gasolinera Terpel de
Guayacanes, se encontraron diferencias significativas en los parametros
fisicoquimicos de los suelos contaminados en comparacion con los suelos limpios.
En contraste, el estudio de Astudillo (2021) sobre estaciones de servicio en
Guayaquil encontré que estas tienen un promedio de almacenamiento de 36,514
galones de combustible y estdn equipadas con herramientas adecuadas para
prevenir y detectar derrames, utilizando principalmente métodos fisicoquimicos
para la remediacion. Aunque ambos estudios resaltan la importancia de la gestion
adecuada de las gasolineras para prevenir la contaminacién, el enfoque en
parametros del sueloen el primer estudioy en medidas de seguridady remediacion
en el segundo ofrecen perspectivas complementarias sobre los desafios
ambientales asociados con las estaciones de servicio en la region.

Durante el andlisis del parametro de hidrocarburos totales de petréleo (TPH)
en las muestras de suelo, se determind que el suelo limpio contenia 39.54 mg/kg
de TPH, mientras que el suelo contaminado mostré6 una concentracion alarmante
de 691.23 mg/kg, atribuido al derrame directo causado por el continuo transporte
de combustible en el area de estudio. En el estudio de Contreras (2018) en la
Universidad Nacional Pedro Ruiz Gallo reportd una concentracion total de
hidrocarburos de 25.987 mg/kg en muestras de suelo contaminado, acompafiada
de un indice de germinacion que indicaba toxicidad severa. La capacidad de este
estudio para cuantificar esta contaminacion proporciona un marco mas claro para
evaluar la efectividad de las estrategias de remediacion necesarias. En este
sentido, aunque ambos estudios abordan la problemética de la contaminacién por
hidrocarburos, los datos obtenidos en la presente investigacion realizada en la
gasolinera Terpel de Guayaquil, sugieren una necesidad urgente de intervencion y
remediacion en el &rea afectada.

Los resultados del presente estudio destacan la importancia de la
dosificacion precisa del consorcio microbiano en la biorremediacion de suelos
contaminados con diésel. En particular, se encontré6 que el tratamiento con

Trichoderma sp a una dosis de 60 mi/kg logré una eficiencia del 95.52% en la
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reduccion de hidrocarburos, superando significativamente al tratamiento con
Bacillus pumilus a una dosis de 5 ml/kg, que alcanzé una eficiencia del 85.58%.
Estos hallazgos coinciden con estudios como el de Cruz y Licango (2021) donde
reportaron que Trichodermasp logré unaremociéon del 65.15% de los hidrocarburos
totales de petréleo (TPH) a una concentracion de 10,000 ppm, mientras que
Bacillus pumilus alcanz6 un 50.68% en condiciones similares. Ademas, Vasconez
(2023), en su estudio determiné que Trichoderma sp a una dosis de 1x10"1 L
presentd una reduccién del 89.38% en la concentracion de gasolina en suelos
contaminados, lo que sugiere que esta cepa es particularmente efectiva en la
degradacion de hidrocarburos.

Trichoderma sp a unadosis de 60 ml/kg fue el tratamiento mas eficaz para
reducir los niveles de hidrocarburos (diésel) en el suelo de la gasolinera Terpel,
ubicada en Guayacanes, logrando una eficiencia de biodegradacion del 96.30%, lo
gue se traduce en unaconcentracion final de TPH de 25.61 mg/kg. Este resultado
es notablemente superior a los reportados en otros estudios, como el realizado por
Morante (2018), donde se evalué la capacidad del hongo Trichoderma harzianum
para degradar diésel en un medio artificial, logrando eficiencias de biodegradacion
de hasta el 88.35% en condiciones Optimas. Morante (2018) observé que la
combinacién con ozono mejoraba la biodegradacion, la presente investigacion
enfatiza que el uso directo de Trichoderma sp a una dosis adecuada puede ser
suficiente para lograr resultados significativos sin necesidad de tratamientos
adicionales.

El resultado del tratamiento 5 mostré parametros fisicoquimicos similares a
los del suelo limpio. En comparacion, un estudio similar realizado por Mata (2019)
encontré que el usode Pseudomonas putida logré unaeficiencia de biodegradacion
de hidrocarburos del 85% en condiciones controladas. Aunque este resultado es
notable, la presente investigacion supera significativamente esta eficiencia, lo que
sugiereque Trichoderma sp a la dosis mencionadaes particularmente efectivo para
la remediacion de suelos contaminados con diésel. EI mismo trabajo reportd
cambios significativos en el pH del suelo durante el proceso de biodegradacion, el
tratamiento 5 de este trabajo investigativo mantuvo un pH de 6.25, similar al del

suelo limpio, lo que indica una menor alteracion del ecosistema del suelo.
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6. Conclusiones y Recomendaciones
6.1 Conclusiones

Los resultados obtenidos del andlisis fisicoquimico de las muestras de suelo
recolectadas en la gasolinera Terpel indican que lamuestra contaminadacon diésel
exhibié un aumento en la conductividad eléctrica, alcanzando los 166.50 uS/cm.
Este incremento se atribuye a la pérdida de sales del suelo. Ademas, se observé
un incremento significativo del 90.60% en la materia organica, junto con unaalta
concentracion de hidrocarburos totales de petréleo, registrando 691.23 mg/kg de
TPH. Por lo tanto, los suelos contaminados por diésel representan un riesgo para
la salud humana, especialmente en entornos urbanos cercanos a la gasolinera. La
presencia de compuestos quimicos nocivos como BTEX (benceno, tolueno,
etilbencenoy xilenos) y otros hidrocarburos puede afectar adversamente la calidad
del aire y del agua en areas residenciales cercanas. Esto plantea preocupaciones
significativas para la salud publica, ya que estos contaminantes pueden ser
inhalados por los residentes o pueden filtrarse hacia los sistemas de agua potable
locales, aumentando el riesgo de enfermedades respiratorias y otros problemas de
salud.

Se determin6 que los niveles de degradaciéon de diésel estan directamente
influenciados por la cantidad de consorcio microbiano aplicado. El tratamiento con
Trichoderma sp a una dosis de 60 ml/kg (tratamiento 5) mostré una eficiencia
significativamente mayor (95.52%) en la reduccion de combustible en comparacion
con el tratamiento 6, que consistio en Bacillus pumilusa unadosis de 5 mi/kg y tuvo
una eficiencia del 85.58%. Estos resultados subrayan la importancia critica de la
dosificacién precisa del consorcio microbiano para lograr una remediacion efectiva
de contaminantes petroliferos en el suelo. Ademas, el analisis estadistico de t-
student confirmé que los 10 tratamientos evaluados cumplen con los estdndares
establecidos por la legislacion ambiental en términos de remediacion.

Para identificar el tratamiento mas eficaz en la disminucion de la
concentracion de diésel en el suelo, se evaluaron los resultados obtenidos en los
ensayos. Se concluyé que la aplicacion de Trichoderma sp a una dosis de 60 mi/kg
mostré los mejores resultados en términos de las propiedades fisicoquimicas
analizadas, las cuales fueron muy similares a las del suelo sin contaminacion. Este

microorganismo logré reducir la concentracion de gasolina en un 95.52%,
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equivalente a99.68 mg/Kg de THP y unadisminucionde -665.58 mg/kg Por lo tanto,
se considera que Trichoderma sp a una dosis de 60 ml/kg es altamente efectivo

para la biorremediacion de suelos contaminados por hidrocarburos.

6.2 Recomendaciones

Para abordar los riesgos identificados por la contaminacidn por gasolina en
suelos urbanos de Guayaquil, se recomienda implementar un plan de gestion
ambiental integral actualizado para conocimiento publico. Este plan debe enfocarse
en laevaluacion periddicade la calidad del sueloy lavigilanciaactivade los niveles
de contaminacion, especialmente de compuestos como BTEX y TPH. Ademas, es
fundamental fortalecer las regulaciones locales para el manejo seguro de residuos
peligrosos y las practicas de operacion en las estaciones de servicio, asegurando
asi la proteccién de la salud publicay la sostenibilidad ambiental en estas areas
urbanas vulnerables.

Para mejorar la eficacia de la remediaciéon de hidrocarburos en suelos
contaminados con gasolina, se sugiere realizar estudios adicionales que
investiguen la interaccion entre diferentes dosis de consorcios microbianos y su
efecto sobre la biodegradacion. Esesencial explorar diversas especies microbianas
y ajustar las dosificaciones para optimizar la reduccion de contaminantes
petroliferos. Ademas, se aconseja realizar pruebas a largo plazo para evaluar la
estabilidad y la persistencia de la actividad biolégica bajo diversas condiciones
ambientales. Esto permitira desarrollar estrategias mas efectivas y sostenibles para
cumplir con los estandares ambientales establecidos.

Para mejorar la eficaciade la biorremediaciéon de suelos contaminados por gasolina
utilizando Trichoderma sp a una dosis de 60 ml/kg, se sugiere realizar estudios
adicionales que investiguen la aplicaciéon combinada con otras estrategias de
remediacion, como la bioestimulacion o la fitorremediacion. Ademas, seria
beneficioso evaluar la capacidad de Trichoderma sp para adaptarse a diferentes
condiciones ambientales y substratos de suelo, con el fin de optimizar su
rendimiento y garantizar resultados consistentes a largo plazo. Estos estudios
podrian proporcionar informacion crucial para el desarrollo de practicas de
remediacion mas efectivas y sostenibles en contextos de contaminacion por

hidrocarburos.
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8. Anexos

Anexo N° 1
Mapa de Ubicacion
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Elaborado por: La Autora, 2025

Anexo N° 2
Tabla de industrias que Generan contaminacion de suelos con
hidrocarburos

Tipo de Industria Principales contaminantes del Suelo

Industria Petrolera Hidrocarburo aromético y alifatico

Fabrica de Gas Alquitrén, benceno fenoles, hidrocarburos
arométicos

Estaciones de servicio Hidrocarburos y derivados del petréleo

Centrales Termoeléctricas Hidrocarburos, derivados del petroleo y metales
pesados

Mineria Hidrocarburos aromaticos, metales pesados,
cianuro.

Lavadoras de Vehiculo Hidrocarburos

Mecénicas Automotrices Aceites, hidrocarburos

Elaborado por: La Autora, 2025



Anexo N° 3

Factura emitida por el laboratorio acreditado donde se evaluaron los
parametros fisico-quimicos del suelo en estudio
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Anexo N° 4
Resultados de los parametros fisicoquimicos del suelo tratado con Bacillus

pumilus a dosis de 5 ml/kg
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Resultados de los parametros fisicoquimicos del suelo tratado con Bacillus

pumilus a dosis de 10 ml/kg
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Anexo N° 6

Resultados de los parametros fisicoquimicos del suelo tratado con Bacillus

pumilus a dosis de 15 ml/kg
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Resultados de los parametros fisicoquimicos del suelo tratado con Bacillus

pumilus a dosis de 20 ml/kg
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Anexo N° 8

Resultados de los parametros fisicoquimicos
umilus adosis de 30 ml/kg

del suelo tratado con Bacillus
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Resultados de los parametros fisicoquimicos del suelo tratado con

Trichoderma sp adosis de 10 ml/kg
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Anexo N° 10

Resultados de los pardmetros fisicoquimicos del suelo tratado con con

Trichoderma sp adosis de 20 ml/kg
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Resultados de los parametros fisicoquimicos del suelo tratado con

Trichoderma sp adosis de 30 ml/kg
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Anexo N° 12

Resultados de los parametros fisicoquimicos del suelo tratado con

Trichoderma sp adosis de 40 ml/kg
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Resultados de los parametros fisicoquimicos del suelo tratado con
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Anexo N° 14

Tablaresumen de los parametros fisicoquimicos de los suelos remediados
por los diferentes tratamientos realizados con sus repeticiones

Conductividad

Potencial

Materia

Concentracién

Tratamiento  Repeticion eléctrica de Organica Temr()fé;itura final TPH
(uS/cm) Hidrogeno (%) (mg/kg)
- R1 2464,6 7,1 58,0 25,0 84,21
R2 2709,4 7,5 63,6 25,4 85,57
- R1 2764,9 7,7 42,3 25,2 50,32
R2 3040,1 8,1 38,9 25,0 51,12
T3 R1 3265,2 8,0 41,0 25,0 40,01
R2 3140,8 7,9 37,7 25,2 40,58
T4 R1 3581,8 6,4 34,9 24,9 30,01
R2 3490,2 6,8 37,3 25,1 31,96
TS R1 3939,3 6,4 29,6 25,3 25,47
R2 3828,7 6,1 32,6 25,1 25,74
6 R1 2798,4 7,6 55,0 25,7 99,55
R2 2978,6 7,3 59,4 25,3 99,81
- R1 2772,0 7,2 52,5 25,2 97,35
R2 2921,0 7,8 48,8 25,6 99,10
8 R1 2837,7 6,9 50,3 25,1 85,68
R2 3040,3 7,1 47,6 24,9 86,41
9 R1 2933,4 6,3 47,5 25,2 70,55
R2 2987,6 7,0 44,5 24,8 72,45
T10 R1 3039,0 6,4 42,5 25,0 55,55
R2 2965,0 7,0 39,3 25,2 55,75

Elaborado por: La Autora, 2025



Anexo N° 15
Tamizado del suelo

Elaborado por: La Autora, 2025

Anexo N° 16

Consorcios microbianos (Bacillus Pumilus y Trichoderma Sp

./"

Elaborado por: La Autora, 2025
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Anexo N° 17
Colocacién de muestras de suelo en envases

Elaborado por: La Autora, 2025

Anexo N° 18
Recoleccion de dosis en mg/kg de Bacillus Pumilus

Elaborado por: La Autora, 2025
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Anexo N° 19
Recoleccion de dosis en mg/kg de thrichoderma sp

Elaborado por: La Autora, 2025

Anexo N° 20
Colocaciéon de dosis de tratamientos en el rociador

Elaborado por: La Autora, 2025
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Anexo N° 21
Rociando la dosis de tratamiento a cada muestra de suelo

Elaborado por: La Autora, 2025

Anexo N° 22
Muestras con diferentes dosis de Bacillus Pumilus y thrichoderma sp

Elaborado por: La Autora, 2025
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Anexo N° 23

Determinacion del peso de las muestras de suelo en la balanza analitica

Elaborado por: La Autora, 2025

Anexo N° 24
Incubacién de las muestras de suelo con las diferentes dosis de tratamiento

Elaborado por: La Autora, 2025



