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RESUMEN

La presente investigacion evalla el potencial degradador de hidrocarburos de bacterias de la
especie Pseudomonas fluorescens que fueron aisladas de sistemas radiculares de plantas
cultivadas en la finca de produccién ecoldgica Casa Blanca, Pachacamac. La investigacion
se llevd a cabo por dos periodos de 30 y 60 dias, durante los meses de setiembre y octubre
del afio 2017 en el invernaculo de la Universidad Catolica Sedes Sapientiae. La investigacion
consistié en la instalacion de seis tratamientos que corresponden T1=1 kg de suelo
esterilizado contaminado con 3 % de crudo de petroleo méas 100 ml de indculo bacteriano
aisladas de la raiz de frijol. EI T2=1 kg de suelo esterilizado contaminado con 5 % de crudo
de petréleo mas 100 ml de indculo bacteriano aisladas de la raiz de frijol. EI T3=1 kg de
suelo esterilizado contaminado con 3 % de crudo de petroleo mas 100 ml de indculo
bacteriano aisladas de la raiz de yuca. EI T4=1 kg de suelo esterilizado contaminado con 5
% de crudo de petroleo mas 100 ml de in6culo bacteriano aisladas de la raiz de yuca. El
T5=1 kg de suelo esterilizado contaminado con 3 % de crudo de petroleo mas 100 ml de
inéculo bacteriano aisladas de la raiz de arracacha. EI T6=1 kg de suelo esterilizado
contaminado con 5 % de crudo de petréleo més 100 ml de in6culo bacteriano aisladas de la
raiz de arracacha. Los tratamientos controles (TC*) y (TC) estuvieron conformados por 1 kg
de suelo sin esterilizar contaminado con 3 % y 5 % de crudo de petroleo respectivamente sin
inoculacién bacteriana con cuatro replicas. Se inocularon 100 ml de cultivo Pseudomonas
fluorescens de cada cepa para cada tratamiento correspondiente. Se aislé e identifico
mediante pruebas morfoldgicas y bioquimicas como: catalasa, oxidasa, citrato, hidroélisis de
gelatina, ureasa y motilidad. Se evalud los parametros fisicoguimicos como: la actividad
emulsificante, pH, niveles de nitrégeno, fésforo y potasio, conteo de colonias y el porcentaje
de biorremediacién. Se obtuvo como resultado que a un pH entre 8 a 8,5 mostro valores altos
de remocion de crudo de petréleo en donde a una dosis del 3 % en un periodo de 30 dias el
mas eficaz fue el T3 con un 44,10 % y en un periodo de 60 dias fue el T1 con 74,70 % de
reduccion de crudo de petroleo. Y con respecto a una dosis de 5% en un periodo de 30 dias
el mas eficaz fue el T4 con 75,26 % y en un periodo de 60 dias fue el T4 con 85,50 %. Se
concluyé que la bacteria Pseudomonas fluorescens fue efectiva en el proceso de

biorremediacion de suelos contaminados con crudo de petroleo.

Palabras clave: Pseudomonas fluorescens, biorremediacion, aislamiento, crudo de petroleo,

inoculacion, pruebas bioquimicas.
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ABSTRACT

In this project was evaluated the hydrocarbon degrading potential of bacterias of species
Pseudomonas fluorescens which were isolated from root systems of plants grown on the
organic production of farm “Casa Blanca”, Pachacdmac. This investigation was carried out
in two periods of 30 and 60 days during September and October months of 2017 at University
Catolica Sedes Sapientiae’s Greenhouse. The investigation consisted in the installations of
six treatments which concern T1=1 kg sterilized soil contaminated with 3 % of crude oil,
plus 100 ml bacterial innocuousness isolated from a bean root. The T2=1 kg of sterilized soil
contaminated with 5 % of crude oil, plus 100ml of bacterial innocuousness isolated from a
bean root. The T3= 1 kg of sterilized soil contaminated with 5 % of crude oil, plus 100 ml
of bacterial innocuousness isolated from a cassava root. The T4=1 kg of sterilized soil
contaminated with 5 % of crude oil, plus 100 ml of bacterial innocuousness isolated from a
cassava root. The T5=1 kg of sterilized soil contaminated with 3 % of crude oil, plus 100ml
bacterial innocuousness isolated from a arracacha root. The T6=1 kg of sterilized soil
contaminated with 5% of crude oil, plus 100ml bacterial innocuousness isolated from a
arracacha root. The controls treatments (TC*) y (TC) was conformated by 1kg of unsterilized
soil contaminated with 3 % and 5 % of crude oil respectively without bacterial inoculation
with four replicas 100 ml of Pseudomonas fluorescens of each strain were inoculated for
each corresponding treatment. It was isolated and identified by morphological and
biochemical tests such as catalase, oxidase, citrate, gelatine hydrolysis, urease and motility.
It was evaluated the phsycochemical parameters such as: the emulsifier activity, pH, levels
of nitrogen, phosphorus and potassium, colony count and the percentage of bioremediation.
As aresult, it was obtained that pH between 8 to 8,5 showed high values of crude oil removal
where at a dose of 3 % in a 30-day period the most effective was T3 with 44,10 % and in a
period of 60 days was the T1 with 74,70 % reduction of crude oil. And with respect to a dose
of 5 % in a period of 30 days the most effective was T4 with 75,26 % and in a period of 60
days was T4 with 85,50 %. It was concluded that the bacterium Pseudomonas fluorescens

was effective in the process of bioremediation of soils contaminated with crude oil.

Key words: Pseudomonas fluorescens, bioremediation, isolation, crude oil, inoculation,

biochemical tests.
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INTRODUCCION

Actualmente uno de los grandes problemas que atraviesa la selva peruana, es la
contaminacion por derrames o vertimientos de hidrocarburos producido por empresas
petroleras, que por la falta de un control y monitoreo riguroso de sus operaciones tales como:
extraccion, almacenamiento, transporte, deterioro o ruptura de tanques de oleoductos,
ocasionan serios impactos negativos al ambiente y al ser humano, en un corto o largo plazo.
Las principales consecuencias que surgen en el suelo después de un evento de contaminacion
por hidrocarburos son: la reduccion o inhibicion del desarrollo de la vegetacion, cambios de
la dinamica poblacional de la fauna, biota microbiana y la contaminacion de cuerpos de agua

subterraneas por infiltracion (Pardo et al., 2004).

En la actualidad, en el Peru no se tiene una cifra exacta oficial sobre la ubicacion y extension
de las areas afectadas, asi como la disposicion adecuada de los productos y residuos de la
industria del petréleo. Por su parte, la entidad gubernamental encargada del sector de
hidrocarburos, Ministerio de Energia y Minas ha publicado la “Guia Ambiental para la
Restauracion de Suelos en Instalaciones de Refinacion y Produccion Petrolera” y la “Guia
para el Manejo de Desechos de las Refinerias de Petroleo”, en donde apoya y estimula el
empleo de diferentes técnicas para la recuperacion de suelos contaminados con

hidrocarburos, entre las que se encuentran la biorremediacion (Buendia, 2013).

Existen diferentes métodos para el tratamiento de suelos que han sido contaminados por
hidrocarburos, que van desde los quimicos hasta los biol6gicos. Una alternativa amigable
con el ambiente es la biorremediacion que emplea microorganismos con capacidad para
degradar hidrocarburos, en las que implica la busqueda de una gama de microorganismos en
la que se debe seleccionar aquellos que tengan la capacidad y afinidad para degradar
hidrocarburos y sus derivados, por lo que se toma como criterio de seleccién al porcentaje y

el tiempo de remocién (Arizaca, 2015).

La bioestimulacion y la bioaumentacion son dos técnicas empleadas en la biorremediacion



de hidrocarburos, en la primera se afiade nutrientes principales como el nitrégeno y fésforo,
para favorecer el crecimiento y desarrollo microbiano, mientras que, en la segunda, se
adiciona microrganismos enddgenos o exdgenos de forma in situ, incrementando el
porcentaje de remocion del contaminante. Estos microorganismos poseen sistemas
enzimaticos capaces de fraccionar moléculas de hidrocarburo hasta formas méas inocuas y
aprovechables en sus procesos metabolicos, “transformandolas™ hasta dioxido de carbono y
agua, mediante procesos aerobios, mientras que para procesos anaerobios la transformacion
del hidrocarburo permite la obtencion de biomasa CO2, N2, Mn*2, S*2, Fe*2, CHa, entre otros
(Boyer, 2000, citado por Nustez, 2012).

Una de las caracteristicas mas importantes de las bacterias degradadoras de hidrocarburos es
la capacidad de emulsificante en solucién, mediante la produccion de agentes activos de
superficie tales como biosurfactantes, estos presentan el gen (AlkB), que codifica para la
enzima especifica alcano mono oxigenasa, la cual permite la produccion de un surfactante,
y que con la tensién superficial, ayuda al rompimiento de cadenas carbonadas que estan
presentes en los hidrocarburos (Hommel, 1990; Neu, 1996; Desai y Banat, 1997; Bredholt
et al., 1998, citados por Arizaca, 2015).

Las bacterias del género Pseudomonas poseen la habilidad para utilizar diversos substratos,
incluyendo aquellos derivados del petrdleo. Este género se caracteriza por ser Gram
negativas y ubicuas; ademas, pertenecen a la subclase de la gamma proteobacterias. Las
Pseudomonas son bacterias productoras de biosurfactantes como los ramnolipidos,
involucrados en procesos de remocion de aceites y productos relacionados a éste (Cruz,
2013). Asimismo, se ha encontrado que la especie Pseudomonas fluorescens, degradan el
naftaleno y fenantreno, ventaja que tiene frente a las otras Pseudomonas, que solo

metabolizan naftaleno y asfaltenos (Rockne et al., 2000).

En la presente investigacion se propone el empleo de cepas del género Pseudomonas aisladas
de sistemas radiculares de las plantas cultivadas (frijol, yuca y arracacha) de la finca de
produccién ecoldgica Casa Blanca - Pachacdmac, para degradar y reducir la presencia de

hidrocarburos presente en los suelos.



OBJETIVOS

Objetivo General

Evaluar el potencial degradador de hidrocarburos de bacterias del género Pseudomonas

aisladas de suelos agricolas de Casa Blanca, Pachacamac.

Objetivos Especificos

- Caracterizar cepas nativas del género Pseudomonas a partir de la rizdsfera de
plantaciones de frijol (Phaseolus vulgaris L.), yuca (Manihot esculenta Crantz) y
arracacha (Arracacia xanthorrhiza B.) mediante métodos microbiologicos y
bioquimicos convencionales.

- Evaluar la capacidad emulsificante de las cepas seleccionadas con potencial
degradador de hidrocarburos mediante Espectrofotometria UV-Vis.

- Determinar el porcentaje de reduccion de crudo de petréleo al 3 % y 5 % v/v en los

tratamientos a los 30 y 60 dias.



CAPITULO I: MARCO TEORICO

1.1. Antecedentes

Escalante (2002) realiz6 un estudio sobre biodegradacion de crudo de petréleo en terrarios,
cuyos tratamientos fueron: Terrario uno: Control abidtico + 1 L de hipoclorito de sodio al
5,25 % para inhibir el crecimiento microbiano, Terrario dos: Suelos en condiciones normales
+ microorganismos nativos del suelo + 5 % de crudo de petréleo, y Terrario tres: Suelo
esterilizado + inoculacién de consorcio bacteriano exdgeno seleccionado + 5 % de crudo de
petréleo. Los terrarios fueron establecidos en la intemperie durante 90 dias, aireandose
semanalmente, y el consorcio bacteriano empleado como inéculo estuvo compuesto de
microorganismos oleofilos, aislados de suelos contaminados con crudo de petréleo
procedente de la zona de Tromperos, Iquitos. Asi mismo, fueron determinados la actividad
emulsificante y la identificacion taxonémica para posteriormente seleccionar el consorcio
microbiano y para finalmente obtener el indculo. Para las evaluaciones tomaron muestras de
suelo de aproximadamente 1 kg al inicio del experimento, y luego cada 30 dias, durante 90
dias para determinar y cuantificar hidrocarburos totales y los pardmetros de humedad, pH,
namero de microorganismos aerobios mesofilos, oledfilos y temperatura. Los consorcios
seleccionados fueron: Pseudomonas aeruginosa Schroeter 4k-1, el género Bacillus sp 6Bh-
1y Serratia rubidaea Stapp 6B9. Los resultados mostraron que el pH estuvo cercano a la
neutralidad. ElI mayor porcentaje de degradacién fue de 92,5 % a los 90 dias, y obtuvo ello
con el tratamiento del terrario tres que contenia el consorcio bacteriano exdgeno, el cual
mostr6 una reduccion de 1,2 g de hidrocarburos/25 g de suelo hasta 0,09 g de
hidrocarburos/25 g de suelo a los 90 dias, a su vez, hubo un incremento de 1,85 x 108 UFC/ml
de microorganismos aerobios mesofilos y 2,12 x 10* UFC/ml de bacterias oledfilas en

promedio.

Barathi y Vasudevan (2003) realizaron un estudio sobre biorremediacion de suelos

contaminados con petréleo crudo, mediante bioaumentacion de Pseudomonas fluorescens



NSI, que fue aislada de un suelo contaminado con petréleo crudo, obtenido de Chennai
Petroleum Corporation. En esta investigacion establecieron nueve tratamientos: A: suelo +
petroleo crudo + HgCly; B1: suelo + petréleo crudo (control); B2: suelo + petroleo crudo +
Pseudomonas fluorescens NSI; C1: suelo + petroleo crudo + nutrientes (control); C2: suelo
+ petréleo crudo + nutrientes + Pseudomonas fluorescens NSI; D1: suelo + petroleo crudo
+ bagazo (20 % v/v) (control); D2: suelo + petréleo crudo + bagazo (20 % v/v) +
Pseudomonas fluorescens NSI; E1: suelo + petroleo crudo + salvado de trigo (20 % v/v)
(control); E2: suelo + petroleo crudo + salvado de trigo (20 % v/v) + Pseudomonas
fluorescens NSI. Los autores realizaron las evaluaciones de las siguientes variables
semanalmente: (a) el nivel de oxigeno, (b) la temperatura, (c) los nutrientes, (d) el pH, (e)
humedad, (f) recuento de células viables y porcentaje de alcanos residuales e hidrocarburo.
Los resultados mostraron que en la unidad de control abiético (A) se produjo una inhibicién
exitosa de los microorganismos del suelo obtenido, cuando fue agregado el cloruro
mercudrico y alrededor del 13 % de los alcanos y el 21 % de aromaéticos disminuy6
abioticamente durante 35 dias de incubacion; el recuento de células incremento
gradualmente tanto en las unidades B1 y B2, con un porcentaje de degradacién de 37 % y
29 % respectivamente, en 35 dias. Mientras que la adicion de nutrientes inorganicos permitid
el incremento de microorganismos en las unidades, C1 y C2, obteniendo una remocién de
alcanos que alcanzaron un 78 % y 88 %, respectivamente, en 35 dias. Con respecto a la
eliminacién de aromaticos presentaron un 82 % y 86 % en los tratamientos C1 y C2,
indicando que los nutrientes, en especial el nitrégeno y el fosforo podrian ser un factor
limitante o controlado en el proceso de biodegradacion de hidrocarburos. Por otro lado, la
adicion de bagazo aumento relativamente la actividad bacteriana en las unidades D1 y D2
en comparacion con la unidad B1 y B2, en donde el porcentaje de degradacién de alcano fue
de 75 % y 61 %, del mismo modo, la eliminacion de compuestos aromaticos fue
aproximadamente de 71 % y 72 % en la unidad D1 y D2 en 35 dias. Con el salvado de trigo,
el porcentaje de degradacion aumento en 98 % en ambas unidades E1 y E2, en comparacion
con otras unidades de tratamiento; igualmente, la degradacidn de alcanos fue mejorada en

un 94 % de eliminacion en el E1 y 98 % de eliminacién en E2.

Samanaez (2008) realiz6 un estudio sobre biodegradacion bacteriana por bioestimulacién en
suelos contaminados con petrdleo crudo. Para realizar la investigacion establecieron cinco

terrarios contaminados con 1,5 L de crudo de petrdleo, de la siguiente manera: Terrario uno:



conformado por bacterias bioaumentadas con la adicion de fertilizante inorganico (B+F),
Terrario dos: bacterias bioaumentadas sin fertilizante (B-F), Terrario tres: bacterias nativas
con fertilizantes inorganicos (N+F), Terrario cuatro: bacterias nativas sin presencia de
fertilizantes inorganicos (N-F) y Terrario cinco: control abidtico (CA). El aislamiento y
seleccion de consorcios bacterianos, fue segun la capacidad degradativa y emulsificante de
suelos procedentes de cultivo de Cafiete seleccionandose: (Pseudomonas aeruginosa TX-5,
Bacillus sp. TX-4 y Acinetobacter calcoaceticus Beijerinck, Baumann et al. T2X-1), y para
la técnica de bioestimulacion fueron incorporados fertilizantes inorganicos con una
concentracion de (NPK: 20:20:1 y C/N: 100:1). El andlisis estadistico empleado fue la
prueba multivariada de Wilks, de regresion lineal y t-student. EI autor evalud: la
cuantificacion de biodegradacion de crudo de petréleo, andlisis de composicion del suelo,
concentracion de fertilizantes inorganicos y caracterizacion del petroleo. Los resultados
mostraron que el terrario uno, tuvo mayor porcentaje de biodegradacion con un 71,4 %,
seguido por el terrario 3, con un 66,7 %, el terrario B-F con un 61,9 %, el terrario cuatro con
un 52,3 % y por ultimo el terrario cinco con un 28 %. La poblacion microbiana aumenté a
los 30 dias del experimento, y con respecto a la degradacion de los componentes del petréleo
fueron los siguientes: n-decano, n-hexano y n-pentano, en donde el investigador concluy6
que cuando el microorganismo dispone de fertilizantes inorganicos, hay una mayor

efectividad en la biodegradacion de crudo de petroleo.

Narvéez et al. (2008) realizaron un estudio sobre la seleccion de bacterias con capacidad
degradadora de hidrocarburo, procedentes de sedimentos marinos del Caribe colombiano.
Realizaron 31 aislamientos bacterianos, a partir de muestras de 50 g del sedimento que
fueron recolectados a una profundidad no mayor a 15 cm, para luego ser cultivado en un
medio minimo de sales inorganicas, suplementado con 1 % de hidrocarburo (ACPM o
petréleo crudo) como Unica fuente de carbono. Asimismo, fueron seleccionadas aquellas
bacterias tolerantes a diferentes concentraciones de hidrocarburos: 1 %, 2 %, 4 %, 6 %, 8 %
y 10 % de ACPM, y el volumen del in6culo para la seleccion fue de 0,5 ml. A continuacion,
fueron incubadas a una temperatura de 35 °C por un periodo de 21 dias. Posteriormente, los
autores seleccionaron 11 cepas, que fueron tolerantes al crudo y ACPM, e identificadas
mediante los siguientes sistemas bioquimicos: BBL crystal y AP150 CHB/E, teniendo como
resultado un cultivo bacteriano mixto, identificandose como 9 de las 11 cepas como bacterias

correspondientes a los géneros Klebsiella, Chromobacterium, Flavimonas, Enterobacter,



Pseudomonas y Bacillus. Para la evaluacién de la capacidad degradadora de hidrocarburo
fueron establecieron los siguientes tratamientos: TO: MMS + ACPM al 2 % vivy T1: MMS
+ ACPM al 2 % v/v + el cultivo bacteriano mixto; estos fueron incubados a 30 °C, en
agitacion a 200 rpm, por 12 dias, para posterior mantenerse sin agitacion hasta cumplir los
21 dias. Los autores evaluaron: la biomasa en Unidades Formadoras de Colonias UFC/ml
para la elaboracion de la curva de crecimiento del cultivo mixto y la remocién de
hidrocarburos a los 0, 10 y 21 dias. El anélisis estadistico empleado para los datos de
remocion de hidrocarburos aromaticos fue la prueba de Shapiro Wilk y la homogeneidad de
varianzas por medio del Test de Barlett; cumplidos estos dos supuestos, procedieron al
analisis de varianza con un nivel de significancia de 5 % para evaluar las diferencias entre
los dos tratamientos en la degradacion de ACPM, a través del tiempo de muestreo. Los
resultados mostraron que el cultivo mixto degrad6 68,6 % de los hidrocarburos alifaticos,
con preferencia para los n-alcanos de cadena larga (Ci2-Ca1), alcanzando un crecimiento

maximo de 3,13x10° UFC/ml mientras que por factores abioticos se removi6 el 23,54 %.

Llenque (2011) realizo un estudio sobre aislamiento e identificacion de bacterias heterdtrofas
de suelos contaminados con petrdleo provenientes de oleocentros de la ciudad de Truijillo,
Per0. Las muestras de suelos fueron recolectadas de dos grifos, fueron pre-enriquecidos por
cinco dias con petréleo al 0,5 % e incubadas a temperatura ambiente, para luego ser diluidas
hasta 102 y ser sembradas en agar nutritivo. Luego las bacterias fueron caracterizadas y
subcultivadas con petréleo al 1 %, seleccionandose aquellos cultivos que mostraron
crecimiento mediante la turbidez del medio, cuando fueron incubados a una temperatura de
37 °C por 48 horas. Las bacterias seleccionadas nuevamente fueron subcultivaron en medio
fresco e incubadas en las mismas condiciones mencionadas anteriormente, luego pasaron a
ser sembradas en caldo minimo de sales mas petrdleo al 1 %, en donde solo cinco cultivos
mostraron crecimiento. Los resultados de la caracterizacion morfolégica mediante la
observacién microscépica mostraron que fueron cocos Gram (-) y bacilos, cuyas colonias
son caracterizadas por ser cremosas, brillantes y planas correspondiendo al cultivo del
género Pseudomonas, las cuales mostraron gran capacidad de crecimiento en ambientes

contaminados con petréleo en condiciones ensayadas con petrdleo a 1 %.



Kumar et al. (2014) realizaron un estudio sobre biorremediacién de hidrocarburos de
petroleo mediante el uso de Pseudomonas aisladas de suelos industriales de la India
contaminados con petréleo obtenidas de la bomba diésel y la otra a 10 m de distancia de esta.
Para el proceso de aislamiento realizaron diluciones en serie y la siembra respectiva en
medios estériles especificos, fue caracterizada mediante andlisis molecular y métodos
bioquimicos. Fueron utilizados cinco frascos que contenian 50 ml de caldo de King B
esterilizados y suplementado con diferentes concentraciones de diésel: al 2 %, 4 %, 6 %, 8
%, 10 % los que fueron incubados a una temperatura de 37 °C y agitacion constante, durante
24 horas a un pH de 8,0. Asimismo, inocularon 1 ml de las cepas bacterianas en cada
tratamiento, mientras que el control fue caldo y aceite diésel, que fue almacenado a una
temperatura de 4 °C hasta su respectivo examen. Los frascos utilizados con el contenido de
cada tratamiento fueron incubados en un agitador manteniéndose a una temperatura de 30
°C durante siete dias. Para la determinacion del crecimiento fueron evaluados la densidad
Optica y el nivel dptimo de diésel. Ademas, los autores analizaron el efecto a distintas
temperaturas: (10 °C, 20 °C, 30 °C, 40 °C y 50 °C) y a diferentes pH de (3, 4,5, 6, 7, 8, 9,
10, 11 y 12) en el proceso de degradacion de hidrocarburos. Los resultados mostraron que
la degradacién fue detectada por la formacion de una zona clara y la presencia de colonias
bacterianas pertenecientes al género Pseudomonas, para las dos muestras de suelo. EI mayor
crecimiento fue a una temperatura de 37 °C y a un pH mayor a 8,0, lo que indic6 el maximo
aprovechamiento de diésel alcanzado una degradacion del 54 %, como de la produccion de

la proteasa y de la ureasa durante la utilizacion de diésel.

El-Khawaga et al. (2015) realizaron un estudio sobre el potencial de biodegradacion de la
especie Pseudomonas aeruginosa y Pseudomonas fluorescens biotipo A, aisladas de un
suelo contaminado con aceite de petréleo de compafiias petroleras en Egipto. La seleccion
de estas cepas fue por su capacidad de degradar el petroleo, como unica fuente de carbono y
su identificacién fue mediante la técnica Biolog. Los autores inocularon varios matraces
conicos de 100 ml cada uno con 50 ml de medio mineral con los cultivos bacterianos
seleccionados, mientras que los matraces sin bacterias fueron mantenidos como control. El
disefio del experimento consistio en tres temperaturas diferentes (25 °C, 30 °C y 40 °C),
cinco valores de pH (5, 6, 7, 8 y 9), a cinco concentraciones de aceite de petroleo (1 %, 3 %,
5%, 7%y 9 %), y fueron incubadas en un agitador orbital a 0, 50, 100 y 150 rpm, por un

periodo de 30 dias. En esta investigacion fueron determinados los recuentos bacterianos (log



UFC/ml) y el ensayo de hidrolisis del diacetato de fluoresceina (FDA) (ug de fluoresceina/ml
de cultivo). Ademas, en los mismos intervalos de tiempo, fueron determinados el pH de los
cultivos y los residuos de aceite de petroleo por gravimetria y por cromatografia liquida
solida. Los resultados mostraron que la tasa de degradacion del petroleo aumentd
gradualmente con el tiempo de incubacion con las dos especies. Por lo tanto, P. aeruginosa
y P. fluorescens alcanzaron un porcentaje de degradacion de 62,46 % y 55,53 % del aceite
de petrdleo agregado, respectivamente. Este estudio mostré que la Pseudomonas aeruginosa
y Pseudomonas fluorescens (biotipo A) tienen la capacidad de degradar el petroleo a una
temperatura de 30 °C, pH de 7, valor de velocidad de agitacion de 150 rpm y concentracion
de petrdleo a 1 % para las dos especies. Ademas, la especie Pseudomonas aeruginosa y
Pseudomonas fluorescens biotipo A tienen la capacidad de degradar hidrocarburos alifaticos
a mayor velocidad que los compuestos aromaticos, mientras que la reduccién de fracciones

alifaticas y aromaéticas ocurrié méas que asfaltinas y resinas.

Mufioz (2016) determind el poder de biorremediacion de la bacteria Pseudomonas
fluorescens y el hongo Trichoderma sp. que fueron aisladas de suelos contaminados con
hidrocarburos, donde fueron tomados 12 muestras de suelos de la parroquia de Puembo,
ubicada al nororiente de la ciudad de Quito, Ecuador. Establecieron los siguientes
tratamientos: TO: Suelo testigo sin inoculacién de alguna bacteria ni hongo, T1: Suelo +
Trichoderma sp., T2: Suelo + Pseudomonas fluorescens y T3: Suelo con Trichoderma sp. +
Pseudomonas fluorescens. Fueron evaluadas las siguientes variables: humedad, pH, textura,
temperatura, conductividad eléctrica y analisis fisicoquimicos del suelo (materia organica
(MO), K, P, Mg asimilable, Ca, Sodio intercambiable, Fe, Zn, Mn, S, By Cu), TPH al inicio
y al final por un periodo de tres meses. Esta investigacion utilizo el disefio estadistico de
DBCA (Disefio de blogues completos al azar) constituido con 16 unidades experimentales,
cuatro tratamientos y cuatro repeticiones, establecidos homogéneamente en condiciones
ambientales. Posteriormente fue afiadido la luz artificial mediante focos fluorescentes
proporcionando una temperatura de 20 °C y para las variables utilizaron la prueba de analisis
de varianza (ANOVA) y Tukey con un nivel de significancia del 5 %. Los resultados
mostraron que cada uno de los tratamientos actuaron tanto en consorcio como de manera
individual, destacando el T3 (Trichoderma sp + Pseudomonas fluorescens) el mas eficaz
degradando 379,2 mg/kg de TPH (91 % de degradacidn), esto es debido a que ambos poseen

mecanismos dispensables para la degradacion de moléculas de hidrocarburos en condiciones



ambientales adecuadas evidenciando que la utilizacion de un consorcio de microorganismos
degradan el hidrocarburo presente, seguido por el T2 con 396,1 mg/kg y finalmente el T1
con 714,1 mg/kg.

Peekate et al. (2018) investigaron la efectividad de la Pseudomonas fluorescens y su
produccidn biosurfactante en la biorremediacion de suelos contaminados con hidrocarburos
del petréleo, que fue reactivada en caldo a temperatura ambiente durante siete dias en un
agitador orbital multifuncional PSU-20i (Keison Products, Reino Unido) operado a 150 rpm.
Los autores establecieron tres tanques fabricados con paneles de vidrio rectangulares de
color ambar, en donde colocaron aproximadamente 5 kg de tierra contaminada con
aproximadamente 500 ml de gasoleo 1:1 y mezcla de aceite de motor usado. Establecieron
tres tratamientos: Tanque BS: 100 ml de solucion biosurfactante bruta, Tanque PA: 100 ml
de caldo de cultivo de 24 horas de la especie Pseudomonas fluorescens y el CT: Tanque
control que solo es el suelo contaminado con petroleo. El contenido de humedad de los suelos
en todos los tanques fue ajustado a aproximadamente 10 % usando agua destilada estéril (35
°C - 40 °C) el cual fue verificado semanalmente. La aireacion fue realizado dos veces a la
semana con la ayuda de una llana manual desinfectada. Fueron evaluados muestras de suelos
de aproximadamente 50 ml determindndose los siguientes parametros: pH, concentracion
total de hidrocarburos (THC) mediante el método espectrofotométrico, cantidad de bacterias
heterétrofas totales (THB) e hidrocarburos con poblacion bacteriana (HUB). Ademas, los
autores emplearon el anélisis de varianza (ANOVA) para determinar si habia alguna
diferencia significativa entre la degradacién de hidrocarburos y los diferentes tratamientos
en tanques para la biorremediacion. Los resultados mostraron que la produccion de
biosurfactante fue reducido con respecto a la tension superficial del caldo de cultivo de 60,04
mN.m™ a 30,64 mN.m™. Por otro lado la adicion del biosurfactante a tierra contaminada con
hidrocarburos de petroleo disminuy6 aproximadamente en 69 % la concentracion de
hidrocarburos, con una variacién en la configuracion de la poblacion de HUB de 1,70 x 104
- 4,80 x 106 UFC.g!, mientras que, la adicion de la bacteria disminuyd en 66 % en la
concentracion de hidrocarburos y una variacion en la configuracion de HUB de 2,17 x 10* -
1,35 x 108 UFC.g?, y por Gltimo el tratamiento control mostré un 50 % de disminucion y
una variacion de la poblacion de HUB de 6,33 x 10°— 9,15 x 10* UFC.g, indicando asi que
el grado de atenuacion de hidrocarburos mediante el uso de biosurfactante fue mayor que el

uso de la bacteria, mostrando que no hay diferencia significativa entre el uso de la bacteria
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productora de biofluorescencia y su biosurfactante en la biorremediacién de hidrocarbono
de petréleo contaminado el suelo.

1.2. Bases tedricas especializadas

1.2.1. Phaseolus vulgaris L. “frijol”

a. Origeny taxonomia

El nombre completo es Phaseolus vulgaris L., asignada por Linneo en 1753, mas conocido
como frijol, de la familia Fabaceae (Plants.usda.gov, 2019), se encuentra dentro del grupo
de leguminosas que poseen semillas comestibles, un componente esencial en la dieta y esta
distribuida en los cinco continentes en todas sus variaciones. El frijol es considerado como
uno de los méas antiguos, algunos hallazgos arqueoldgicos indican que se conocian hace
algunos 5000 afios antes de cristo en México y Sudamérica. Las culturas precolombinas y el
interés del hombre por esta leguminosa gener6 variaciones en forma y con eso diferentes
nombres como: frijol, poroto, alubia, judia, frijol, nufia, habichuela, vainita, caraota y feijao
(Ulloa et al. 2011).

b.  Morfologia

Debouck y Hidalgo (1985) describe las siguientes partes morfoldgicas del “frijol”

(Phaseolus vulgaris L.):

. Tallo

El tallo puede ser identificado como el eje central de la planta, el cual esta conformado por
una seccion de nudos y entrenudos; en cada uno se encuentra una estipula, una hoja. Y entre
el peciolo de la hoja y la prolongacion del tallo, es decir, en las axilas, se encuentran
estructuras vegetativas como las ramas o reproductivas como las inflorescencias.

o Hojas

Las hojas del frijol son de dos tipos: hojas simples y compuestas. Estas hojas estan insertadas
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en los nudos que presentan las ramas y el tallo (Figura 1). En dichos nudos siempre se
encuentran estipulas que constituyen un carécter importante en la sisteméatica de las
leguminosas. Las hojas compuestas trifoliadas (tres) son las hojas representativas del frijol,
mientras que las hojas primarias son simples y aparecen en el segundo nudo de la parte de
la estructura del tallo que inician su desarrollo en la semilla durante el proceso de
embriogénesis.

Figura 1. Hojas primarias. Fuente: Ramirez (2015).
. Fruto
Es una vaina con dos valvas (Figura 2), las cuales provienen del ovario comprimido, esta

especie se clasifica como leguminosa. Los évulos, que son las futuras semillas, alternan en

la sutura placentral; en consecuencia, las semillas también alternan en las dos valvas.

—Vaina _Rafe

— Semilla S\ - Hilo
Micropilo

Figura 2. Vainay semilla del frijol. Fuente: Valladares (2010).
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. Semilla

La semilla es exalbuminosa es decir que no posee albumen, por lo tanto, las reservas
nutritivas se concentran en los cotiledones. La semilla puede tener varias formas: cilindrica,

ovalada, esférica u otras.

e Sistema radicular

El sistema radical esta formado por la radicula del embrion la cual se convierte
posteriormente en la raiz principal o primaria, es decir, la primera identificable (Figura 3).
A los pocos dias de la emergencia de la radicula es posible ver las raices secundarias, que se
desarrollan especialmente en la parte superior o cuello de la raiz principal, se denominan
secundarias debido a que su desarrollo ocurre a partir de la raiz principal o primaria. Sobre
las raices secundarias se desarrollan las raices terciarias y otras subdivisiones como los pelos

absorbentes, los cuales se encuentran en todos los puntos de crecimiento de la raiz.

D % Ll e fa
Figura 3. Raiz de la planta del frijol. Fuente: Cantaro (2015).

c.  Fases fenoldgicas del frijol
El desarrollo del crecimiento de la planta de frijol comprende dos fases sucesivas: la

vegetativa y la reproductiva en donde comprende dentro de ellas 10 etapas bien definidas de

desarrollo (Figura 4).
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Germinacion: Las condiciones son favorables para el

inicio del proceso de la germinacion.

Emergencia: Comienza cuando en el nivel del suelo se da

la presencia de cotiledones.

Hojas primarias: Se inicia con la presencia de hojas

primarias y trifoladas desplegadas.

Primera hoja trifoliada: Esto se da cuando la hoja trifoliada

esta abierta, y se encuentra debajo de las hojas primarias.

Tercera hoja trifoliada: Empieza cuando la tercera hoja
trifoliada de la planta se despliega, se puede observar
porque se encuentra debajo de la primera y segunda

trifoliada de la planta.

Boton floral: En esta etapa aparece en la planta el primer

racimo o botodn floral.

Floracion: En esta etapa se da en el Gltimo nudo de las
ramas y del tallo, como también se da el inicio de las

primeras flores.

Llenado de vainas: En este proceso se da el crecimiento de

las semillas y el llenado de vainas.

Formacidn de vainas: Se puede observar aqui que la corola
de la flor esta desprendida o colgada apareciendo asi la

primera vaina.

Maduracion: Las semillas adquieren color, solidez y
forma; como también se da el secado de las vainas y su

decoloracion.

Figura 4. Fase fenoldgica de la Phaseolus vulgaris L. Fuente: Servicio Nacional

de Metereologia e Hidrologia del Perd [SENAMHI] (2012).
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d. Valor Nutritivo

En la Tabla 1 se muestra el valor nutritivo del frijol.

Tabla 1

Contenido nutricional por cada 100 g de materia seca de frijol
Contenido Nutricional del frijol

Energia 337 kcal
Proteina 22 ¢
Grasa 164¢g
Carbohidratos 60,8 ¢
Ceniza 3,60
Calcio 8,60
Faésforo 247 mg
Hierro 7,6 mg
Tiamina 0,5 mg
Riboflavina 0,19 mg
Niacina 2,1 mg
Vitamina C 3 mg
Retinol equival 2 ug

Fuente: INCAP (1986), citado por Villanueva (2010, p. 4).

1.2.2. Manihot esculenta Crantz “Yuca”

a.  Origeny Taxonomia

Esta planta también conocida como yuca, mandioca o casava, cuyo nombre cientifico es
Manihot esculenta Crantz, perteneciente a la familia Euphorbiacea (Plants.usda.gov, 2019),
originaria de Sudamérica y expandida por zonas tropicales en América, Asia y Africa; es
rica en almiddn y en tiempos anteriores era utilizada por los indigenas para la elaboracién
del pan llamado “Casabe” (Duarte y Figueroa, 2008). La yuca es una planta de arbusto

perenne, lefioso, tamafio variable y fotoperiodo corto, se caracterizan por su notable
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desarrollo de los vasos laticiferos, compuestos por células secretoras llamadas galactocitos
lo que produce la secrecién lechosa (Pérez, 2013).

b.  Morfologia

Suérez y Mederos (2011) describen las siguientes partes morfoldgicas de la yuca Manihot

esculenta.

° Tallo

Es una parte principal de la yuca puesto a que, se utiliza para la reproduccion asexual y
vegetativa. Su forma es cilindrica y varia de dos a seis centimetros de diametro, estos estan
formados por la alternacion de nudos (el punto de union de la hoja con el tallo) y entrenudos,
el color varia con la edad de la planta, variedad, fertilidad disponible para la planta y sequias
(Figura5).

Figura 5. Tallo de la planta de la yuca. Fuente: Suarez y Mederos (2011).
° Hojas
Es el 6rgano en donde ocurre la fotosintesis, en donde se da el cambio de energia radiante
en energia quimica. Las hojas de la yuca son simples y estan compuestas por la lamina foliar

(palmeada y profundamente lobulada) y el peciolo (Figura 6), su tamario, variedad, y el color

depende bastante de los factores y condiciones ambientales.
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Figura 6. Hojas de la planta de la yuca. Fuente: Suarez y Medereos (2011).

° Fruto

El fruto mide aproximadamente de 1 a 2 cm de diametro, el tiempo de maduracion es entre
3y 5 meses, es aristado (seis aristas longitudinales, estrechas y prominentes), dehiscente y

semicircular.

° Semilla

Es la parte de reproduccion sexual de la planta, mediante la semilla se puede mejorar el gen
de la planta. La semilla mide entre 1 cm de largo, 4 mm de espesor y 6 mm de ancho; presente

una forma ovoide-elipsoidal.

C. Sistema Radicular

Las raices muestran una baja densidad y con una penetracion profunda en el suelo de 2,5 cm
que son efectuada por las raices delgadas, posteriormente se da el inicio del engrosamiento
de estas, lo cual favorece a la planta que tenga la capacidad de soportar periodos de sequia.
Las raices fibrosas que posee la planta permiten absorber los nutrientes y agua, pero cuando
ellas se agrandan se vuelven tuberosas (Figura 7) y pierden esta capacidad de absorcion, esto
se debe en el momento en que se inicia la acumulacion de almidones, y el sentido de la raiz

cambia de longitudinal a radial (Ceballos y De la Cruz, 2002).
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Raiz tuberosa

Raiz fibrosa

Raices fibrosas

Figura 7. Componentes del sistema radical de la yuca. Fuente: (Dominguez et al.,
citado por Ceballos y De la Cruz, 2002, p. 25).

d. Fase fenoldgica de la yuca

El desarrollo de la planta de yuca comprende de 5 etapas (Figura 8) bien definidas de

desarrollo.

Emergencia: En esta etapa comienzan a surgir

retofios y brotes sobre la superficie.

Tercer nudo: En esta etapa aparece el primer nudo en

el brote de la planta.

|
Sexto nudo: En esta etapa aparece el sexto nudo sobre

el nudo en el brote de la planta.
|

Inflorescencia: En esta etapa se da las inflorescencias

de las ramas superiores.
Floracién: Se da el engrose de las raices lo cual
permite también que se abran las flores.

Maduracion: El tallo comienza a resquebrajarse y las

hojas comienzan a caer, esto va a depender mucho de

la estructura de suelo.

Figura 8. Fase fenoldgica de la yuca. Fuente: Servicio Nacional de Metereologia e
Hidrologia del Perd [SENAMHI] (2012).
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e. Valor nutritivo de la raiz

En la raiz se da el proceso almacenamiento de energia, lo cual permite los diversos usos en
la alimentacion humana y animal por su gran contenido (Tabla 2) en hidratos de carbono,
pobre en proteinas, grasas y muy buena fuente en vitaminas B y C, ademas de magnesio,

potasio y calcio (Carvajal y Insuasti, 2010).

Tabla 2

Composicién nutricional de la yuca
Componentes Cantidad
Calorias 120 cal
Proteinas 3,19
Grasas 0,449
Hidratos de
carbono 499
Magnesio 66 ¢
Potasio 764 g
Vitamina B6 0,39
Vitamina C 48,2 mg
Almidon 19%

Fuente: Carvajal y Insuasti (2010).

1.2.3. Arracacia xanthorrhiza Bancr. “Arracacha”

a.  Origeny taxonomia

Es una de las plantas cultivadas mas antiguas de la etapa preinca, conocida como arracacha
(Arracacia xanthorrhiza Bancr.), perteneciente a la familia Apiaceae (Plants.usda.gov,
2019), cultivadas en las regiones andinas, en las Antillas, en América Central, Africa y en
Brasil cuya domesticacién precedid a la papa, forma parte de los tubérculos (Cobo et al.
2013).
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b.  Morfologia

Seminario (2004) describe las siguientes partes morfologicas de la “arracacha” (Arracacia

xanthorrhiza Bancr.).

° Tallo

Es la parte principal de la planta, es corto y presenta nudos muy proximos con abundantes
hojas basales envainadoras. El tallo florifero esta formado a partir de la yema apical en donde

posee hojas caulinares alternas e inflorescencias laterales y/o terminales.

° Hojas

La planta posee hojas basales (son pecioladas, lamina compuesta, pinnada con foliolos
basales compuestos y los apicales simples, borde dentado a denticulado) y hojas caulinares
(presentan vainas desarrolladas e infladas) (Figura 9). Durante el primer afio de vida de la
planta se forman diferencias entre las hojas basales y las caulinares en el tiempo de desarrollo

del tallo florifero.

Figura 9. Hojas de la planta arracacha. Fuente: Placencio (2012).

° Fruto
El fruto presenta una morfologia oblongo u ovoide, estrecho hacia el apice, comprimido

lateralmente, glabro o pubescente y costillas poco a muy prominentes dejando entre ellas

surcos superficiales o profundos.
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° Sistema Radicular

La raiz es la parte principal de la planta, puesto a que es el medio de propagacion, y a la vez
es alli donde se acumula la mayor parte de nutrientes. Puede ser de color blanco, violaceo o
amarillo (Figura 10), en la parte inferior de la raiz emite de 4 a 10 raices laterales con
caracteristicas engrosada, ovioides o cilindro-cénica, con una longitud que varia entre 5 cm

y 25 cm de largo por 2.5 a 6 cm de didmetro (Afiez et al. 2002).

Figura 10. Raiz de la arracacha. Fuente: Placencio (2012).
c.  Fase fenoldgica de la arracacha

El proceso de germinacion es lento y desuniforme principalmente por la dormancia y la
presencia de patdgenos (Sediyama et al., 1990). El periodo vegetativo varia de 10 a 14 meses
de acuerdo con la altitud de la siembra (Higuita, 1968; Acosta, 1979; Castillo, 1984 y
Hermann, 1991, citados por Mazon et al. 1996, p. 13), la maduracion se puede observar a

partir del amarillento de las hojas.
d. Valor nutritivo

La arracacha esta considerada como un alimento energético y nutritivo (Tabla 3), puesto a
gue en su composicién (Tabla 4) se destacan los carbohidratos en relacién con los demas
nutrientes como: el almidon y azucares totales, y niveles de minerales como: el calcio,
fosforo, fierro, ademas de la vitamina A y niacina (Gerencia Regional de Recursos Naturales
y Gestion del Medio Ambiente, 2006).
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Tabla 3
Valor nutritivo de la arracacha

Vitaminas 100 g de material fresco
Vitamina A 1,759

Tiamina 0,08
Riboflavina 0,04

Niacina 4,5
Piridoxina 0,03

Fuente: Santos y Pereyra (1994) y Tapia (1990), citados por Gerencia Regional de Recursos Naturales y
Gestion del Medio Ambiente (2006).

Tabla 4

Composicion quimica de la arracacha

9/100 g de materia fresa

Componentes

Promedio Variacion
Humedad 74,00 64,12 — 61,37
Solidos totales 26,00 16,83 — 34,14
Carbohidratos 24,91 19,25 — 29,87
Proteinas 0,96 0,60 -1,85
Lipidos 0,26 0,19-0,35
Cenizas 1,30 1,05-1,38
Fibras 0,85 0,60-1,24
Almidén 23,51 16,91 — 25,49
Azucares totales 1,66 0,65-1,98
Calorias 104 96 — 126

Fuente: Santos y Pereira (1994); Tapia (1990) y Franco (1982), citados por Gerencia Regional de Recursos
Naturales y Gestion del Medio Ambiente (2006, p. 12).

1.2.4. Rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal

En el suelo existe una gran cantidad de microorganismos como hongos, bacterias, y también
se dan la asociacion de hongos y plantas, entre todos ellos encontramos a las rizobacterias
promotoras del crecimiento de las plantas; estas colonizan en la rizésfera y en la superficie
de las raices, se introducen y se proliferan en el interior de las raices, para luego trasladarse

al sistema vascular. Como base principal es la fijacion bioldgica del nitrogeno.
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La sintesis de las auxinas una de las fitohormonas produce la proliferacion de pelos radicales,
crecimiento de raices beneficiando a la planta con la absorcion de minerales y agua del suelo.
Muchas rizobacterias favorecen en la inhibicion de la propagacion de microorganismos

fitopatdgenos (Caballero, 2006).

La especie Pseudomonas fluorescens M. y la Pseudomona putida Trevisan, Migula, son
bacterias que poseen un gran rango de metabolitos y enzimas que pueden tener un efecto
antagonico sobre diversos fitopatégenos con tan solo la activar los compuesto de defensa
que es la induccion de resistencia sistematica (Saravanakumar et al. 2007, citado por
Caviedes, 2010, p. 16).

1.2.5. Crudo de petrdleo

La derivacion de la palabra petréleo proviene del latin Petroleum, formado por dos palabras:
petra, como significado piedra y Oleum; aceite, determinandose como una “mezcla
heterogénea de compuestos organicos, principalmente hidrocarburos insolubles en agua”. Es
un recurso natural no renovable y su forma general es CnHzn*2, siendo uno de los mas
importantes de la historia por su gran diversidad de compuestos y sus diferentes usos de su
derivacion (Cando, 2011).

1.2.6. Hidrocarburos

La composicion elemental del crudo esta constituida por dos &tomos de hidrdgeno, por cada
atomo de carbono, con menos del 1 % (v/v) de elementos como el fosforo, niquel, vanadio

y con menos del 3 % (v/v) de elementos como el oxigeno, nitrogeno y azufre (Okoh, 2006).

Cada una de las categorias de hidrocarburos agrupa compuestos con caracteristicas de
volatilidad, solubilidad y toxicidad propias. Los hidrocarburos pueden ordenarse de menor
a mayor biodegradabilidad en: compuestos polares > aromaticos pesados > alcanos ciclicos

> aromaticos ligeros > alcanos ramificados > alcanos lineales (Ponce, 2014).
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1.2.7. Composicion del crudo de petroleo

Los compuestos conformados del petréleo varia en cuanto a su clase y proporcién (Tabla 5),
principalmente conformados por carbono (C) e hidrogeno (H), y en su mayoria naftenos,
parafinas y aromaticos y menor cantidad de nitrogeno, azufre y oxigeno y constituyentes
metalicos (Cando, 2011).

Tabla 5

Composicion elemental del petréleo
Elementos Porcentaje
Carbono 83-87%
Hidrogeno 11-16%
Azufre 0-4%
Oxigeno 0-35%
Nitrégeno 0-0,05%

Fuente: Cando (2011).

Feijoo (2012) indica que para estudiar los crudos y sus fracciones por tipo de contaminante,

especialmente las fracciones pesadas en necesario a las siguientes familias:

a.  Saturados: Comprende hidrocarburos no polares compuestos por carbono y hidrogeno
unidos por enlaces simples, mediante cadenas lineales (parafinas o n-alcanos) o

cadenas ciclicas ramificadas (Fernandez, 2017).

b.  Aromaticos: Comprende hidrocarburos polares, aquellos que presenta un anillo

bencénico en su estructura.

c.  Resinas: Comprende hidrocarburos con polaridad alta, aquellos que presentan entre 4
a 8 anillos bencénicos en su estructura, con pequerfias cantidades de metales pesados,

oxigeno, azufre y nitrogeno.

d. Asfaltenos: Comprende una gran cantidad de heterodtomos del crudo de petréleo
beneficiando la formacion de agregados de alto peso molecular, insoluble en n-heptano

0 n-pentano pero si soluble en tolueno.
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1.2.8. Composicion por familias de hidrocarburos

Torres y Zuluaga (2009) indican los hidrocarburos de un crudo de petréleo se constituye en

las siguientes familias:

a. Parafinas volatiles. En su mayoria son el 30 % del crudo de petroleo. Son
considerados como isoprenoides y n — alcanos de un tamafio C1 a C10 (2,6 dimetil
octano). Se caracteriza esta familia por ser muy volatil en presencia de oxigeno entre
ellos esta los isoprenoides representados por el isopentano e isobutano (Howe-Grant,
1996).

b.  Parafinas no volatiles. Son aquellos “isoprenoides y n — alcanos entre C11y C40” y
son parte del 15 % y 20 % de crudo no degradados, los isoprenoides varian de C12 a
C22 formando parte del 1 % y 2 % del crudo y un 15 % en crudos degradados. Los
componentes que se encuentran entre C11 y C15 tienen de caracteristica una

volatilidad media en presencia de oxigeno.

c. Naftenos. Esta formada por cicloalcanos o cicloparafinas, en su gran mayoria
compuesto por los ciclopentanos con un 31 % de crudo de petroleo. Y entre los 50 %
y 55 % se encuentran los mono y diciclicos, el 20 % los triciclicos y por Gltimo con un

25 % los tetraciclicos.

d. Oleofinas. Esta familia se encuentra en menor proporcion en el crudo de petréleo, con
un 30 % en gasolinas y 1 % en fueles, es la parte ultima del proceso del cracking

conteniendo unas minimas trazas de crudo de petréleo.

e.  Aromaticos. Es parte de la mezcla compleja del crudo de petroleo, conteniendo en su
estructura varios anillos bencénicos. Y asi se describe los siguientes tipos de

hidrocarburos:

° Hidrocarburos monoaromaticos. Estos poseen un anillo bencénico, dentro de ellos
esté el benceno y sus alquilados formando la familia del benceno, tolueno, etilbenceno
y Xileno, de caracteristicas de importancia para el ambiente, gracias a su toxicidad y

volatilidad.
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° Hidrocarburos poliaromaticos. Estos poseen dos anillos bencénicos, dentro de este
grupo se encuentran el naftaleno y sus alquilados. Como también estan los de tres
anillos que son el fenantreno, fluoreno, antraceno y sus derivados. Y finalmente
encontramos los que tienen més de tres anillos como el fluoranteno, criseno, pireno y

coroneno.

f. Resinas y asfaltenos. Integran mezclas bien complejas por nucleos naftenoarométicos
o0 policiclicos; contenidas de cadenas hidrocarbonadas con heterodtomos de azufre,

nitrégeno, oxigeno, y con cantidades menores de metales.

ALIFATICOS AROMATICOS RESINAS ASFALTENOS
n-alcanos Monoarométicos ~ Monémeros de : MORCRRI SR
peso mokcubr
@ Piridinas
Isoprenoides Poliaromticos @
N
)\/\/k/\/k/\)\ O Quinolinas

Cicloparafinas O .

© @
©© Sulfoxidos

&

Figura 11. Estructuras quimicas de diferentes compuestos mayoritarios del
petréleo. Fuente: Torres y Zuluaga (2009).

1.2.9. Tipos de biorremediacion
Velasco y Volke (2002), citados por Ponce (2014) indica que la biorremediacion se

subdivide en cuatro grupos (Figura 12) esto va depender de las caracteristicas y necesidades

del problema a tratar.
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Figura 12. Tipos de biorremediacion. Fuente: Ponce (2014).

Ponce (2014) indica que por el lugar de realizacion del proceso de biorremediacion se divide

en:

a.

In situ: Este procedimiento se da cuando el suelo contaminado es tratado en el mismo
sitio, o como también los contaminantes presentes en el suelo contaminado son

extraidos sin necesidad de retirar el suelo.

Bioaireacién o bioventeo: En este proceso se estimula el suelo contaminado en donde
se da una biodegradacion natural promoviendo la actividad de los microrganismos
presentes en el subsuelo que se encuentran alli dentro, a través de volteos (aireacion, a
través de gases, como el metano), y es importante conocer la permeabilidad del suelo

a los gases.

Bioestimulacion: En este proceso consiste en el ajuste de variables fisicoquimicas en
el sitio a tratar estimulando el crecimiento de la microflora autdctona degradadora
(Bocangel, 2016).

Biodegradacion aerobia: En este proceso se da en presencia de oxigeno y otros
nutrientes, aqui las acciones de los microorganismos hacen que degraden los
contaminantes organicos hasta convertirlos finalmente en didxido de carbono, agua y

nueva biomasa celular.
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Biodegradacion anaerobia: En este proceso se da sin ninguna presencia de oxigeno,
los contaminantes presentes en este suelo son metabolizados hasta Ilegar como aceptor
final el metano y en cantidades menores de hidrégeno molecular, &cido sulfurico,

diéxido de carbono y amoniaco.

Bioaumentacion: En este proceso se afiade una alta concentracion de
microorganismos vivos capaces de degradar los contaminantes, para ayudar al proceso
puesto a que la cantidad de microorganismos que hay en ese suelo es insuficiente para

este proceso de degradacion.

Atenuacion natural: Este proceso es una técnica de bajo costo y de forma natural a
través del tiempo, consiste en la utilizacidn de procesos fisicoquimicos de interaccion

contaminante-suelo y los procesos de biodegradacion de forma natural.

Ex situ: Este procedimiento se realiza fuera del lugar donde esta la contaminacion,
esto puede ser por tratamiento por via solida (tratamiento en lechos y por compostaje)
y tratamiento por via suspension (se excava el material contaminado y se traslada a un

reactor).

Landfarming: Este proceso es trasladar el suelo a un éarea y estimular mediante
variables con el objetivo de promover la actividad de los microorganismos, en donde
se dan volteos para airear y se irriga con nutrientes, se debe tener en cuenta que el lugar
donde se de este proceso deber ser adecuado para el manejo de aguas, lluvias y control

de agua de escorrentia.

Biopilas: En este proceso se forma pilas con materiales biodegradables de diferentes
dimensiones formadas por materia organica llamado compost y suelo contaminado, en
las condiciones adecuadas para que se la degradacién. Ademas, estas pilas estan
conformadas por un material aislante como las geomembranas para el control de
lixiviados, aireandose de manera constante mediante volteos o con la colocacion de

tubos y la introduccién de microorganismos y nutrientes de manera permanente.
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o Tratamiento de biosuspension: A este proceso también se le conoce como sistema
biorreactor, donde se procede a excavar el suelo contaminado y luego es introducido a
un reactor en donde se afiade agua, nutrientes, y microorganismos convenientes para
el proceso de degradacion, con constantes volteos, posteriormente se paraliza los
volteos para que los sélidos puedan separarse de los fluidos por el mecanismo de

sedimentacion y este sea separado Y el suelo tratado vuelva a su lugar de procedencia.

1.2.10. Fundamentacion bioquimica de la biodegradacion

Comprende reacciones de oxido-reduccién (Tabla 6) y como resultado final se obtiene la
energia que es producido a partir de la cadena respiratoria, o transportadora de electrones de
las células. El proceso comienza con el sustrato orgdnico que es el compuesto de
hidrocarburo que es el dador de electrones, lo cual la actividad metabdlica de la célula lo
consume y lo degrada. El hierro (1l1), oxigeno, nitratos y dioxido de carbono son los
aceptores mas usados por los microorganismos. Al ser utilizado el oxigeno como aceptor de
electrones; la respiracion y la degradacion se da en condiciones aerébicas, mientras que al
ser utilizado el dioxido de carbono o sulfatos; la degradacion se produce en condiciones

anaerdbicas (Ponce, 2014).

Tabla 6

Tipos de reacciones en los procesos de degradacion aerobicos y anaerdbicos
DEGRACION AEROBIA DEGRADACION ANAEROBIA
Sustrato + O Biomasa + Sustrato + NO™ Biomasa + CO2 + N Sustrato + SO-
CO2 +H20 2, Biomasa + CO2 + Sp+ Sustrato + Fe®+ Biomasa +

CO, + Fe, + Sustrato + Mn** Biomasa + CO; + Mn*?

Sustrato + CO, Biomasa + CO, + CHg4

Fuente: Ponce (2014).

1.2.11. Principales factores importantes que condicionan la biodegradacion

microbiana de un suelo

Ponce (2014) indica que la biodegradacion depende de diversos factores:
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Microorganismos: Las enzimas son las causantes de las transformaciones bioldgicas
de los hidrocarburos y muchas de ellas ya presentes en el suelo. Cada enzima es
especifica con respecto a las reacciones que catalizan para cada compuesto, y en
muchos casos se necesitan mas de una para degradar una sustancia organica (Atlas,
1981; Rittman y McCarty, 2001, citados por Ponce, 2014, p. 22).

Temperatura: Un factor esencial para el metabolismo de los microorganismos y para
el proceso de biodegradacion es la temperatura que debe fluir entre 20 °C y 30 °C para
el crecimiento de estos microorganismos, puesto a que si la temperatura supera los 40

°C se da la desnaturalizacién de enzimas y a temperaturas inferiores a 0 °C se inhiben.

pH: El pH 6ptimo para los procesos de degradacién de biodegradacién es neutro (pH
7,4 -7,8), para hongos es mas &cido (pH 4 - 5). Para la reduccion de pH del suelo se
debe afadir azufre o compuestos de €él. Se debe tener en cuenta que el pH afecta
directamente al transporte de los metales pesados en suelo como también en la

solubilidad del fosforo

Humedad: EIl agua es un factor importante para el transporte de nutrientes y
compuestos organicos que ayudan al ingreso hasta el interior de las células. Un nivel
alto de humedad provocara la reduccion de la concentracion del oxigeno lo cual

provocara la inhibicién del crecimiento microbiano.

Nutrientes inorganicos: Los nutrientes principales requeridos son el nitrégeno y
fosforo estos deben estar dentro del rango de C:N:P siendo 100:10:1 y otros nutrientes
esenciales como Ca*2, Na*, Fe*? y SO42, estos son utilizados para la reproduccion de

los organismos (Maroto y Rogel, 2009).

Aceptores de electrones: Los mas utilizados por los microorganismos son: el oxigeno
(02), como aceptor en la cadena transportadora de electrones que se da mediante la
respiracion en presencia de oxigeno; en donde como resultado se da la biodegradacion
aerobia, mientras que cuando se utiliza el sulfato (SO4) o diéxido de carbono (COy)
se da en condiciones reductoras dando como resultado una biodegradacion es

anaerobia (Maroto y Rogel, 2009).
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g.  Estructura del suelo: La estructura del suelo es un factor importante, esta formado
por un material inorgénico (arena, limo y particulas arcillosas), materia orgéanica, agua,
gases y organismos vivos (lombrices, insectos, algas, bacterias, hongos, etc.)
fundamentales para que se logré el intercambio continuo de moléculas mediante

procesos fisicos, quimicos y bioldgicos (Rodriguez, 2013).

h.  Estructura del contaminante: Las propiedades quimicas y fisicas de los
contaminantes son fundamentales para que pueda ser biodegradado, puesto a que su
solubilidad, naturaleza, grado de ramificacion y saturacién van a afectar el porcentaje

de biodegradacion.

1.2.12. Destino ambiental de hidrocarburos

Izquierdo (2013) indica que cuando el hidrocarburo es introducido en el suelo, se producen
diferentes fendmenos fisicos, quimicos y bioldgicos (Figura 13) que se transforman,
eliminan o transportan a otros compartimientos ambientales.

La evaporacion, dilucion, precipitacion, reacciones bioticas (hidrolisis, oxidaciones
quimicas, etc.), biodegradacion microbiana, bioacumulacion y secuestro son procesos que

se dan con estos contaminantes.

Volatilizacion

Biodegradacion I Lixiviacion

™~ —

e ~

Bioacumulacion 1 Secuestro

Oxidacion

Figura 13. Afectacion que sufre un contaminante en el ambiente. Fuente: Semple
et al. (2003), citados por Izquierdo (2013, p. 17).

1.2.13. Biodegradacion de hidrocarburos por microorganismos del suelo

Izquierdo (2013) indica que la degradacion en presencia de oxigeno es mas rapida y extensa,
en donde los hidrocarburos son utilizados como fuente de carbono para el crecimiento por

bacterias heterdtrofas con metabolismo respiratorio aerdbico, lo cual implica una
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degradacion gradual de la molécula para formar al final uno o méas fragmentos capaces de
ingresar en el metabolismo central. Los procesos de degradacion microbiana (Figura 14)

pueden resumirse en los siguientes pasos:

a.  Seda la metabolizacion de los hidrocarburos por las células microbianas.

b.  Cuando el sustrato se encuentra dentro de la célula se da el proceso oxidativo, en donde
se incorpora oxigeno al contaminante esto es llevado a cabo por la enzima peroxidasa

y oxigenasa.

C. Se da el ciclo del acido tricarboxilico, convirtiendo a los hidrocarburos en

intermediarios del metabolismo central.

d.  Se dan los procesos de biosintesis de biomasa celular, mediante metabolitos como
acetil-CoA, piruvato o succinato. Los azUcares utilizados para el crecimiento y para

procesos biosintéticos son sintetizados por gluconeogénesis.

Hidrocarburos
J o
( Ataque inicial por rd \

oxigenasas

l

Degradacion por rutas
periféricas

Ca

R

Ciclo de los acidos

NH, | Cq tricarboxilicos Ce
3
':gjz:x Cg
Fe® ——‘Q“ — 0
Biosintesis — 02
Qomasa celutar Respiracion —»  H,0
r v A\

Crecimiento

Figura 14. Degradacion aerobia microbiana de hidrocarburos. Fuente: Fritsche
y Hofrichter (2000), citado por lzquierdo (2013, p. 18).

Cuando la bacteria degradadora tiene las enzimas adecuadas, y como fuente de carbono el

hidrocarburo, se produce la mineralizacion (la conversion de una parte de los elementos que
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los integran en productos inorgdnicos como CO2 o H20). Cuando esta transformacion no

produce carbono para el crecimiento se habla de metabolismo.

Las reacciones enzimaticas producidas por los microorganismos son de mucha importancia
para la degradacion aerobia como los procesos de oxidaciones catalizadas por oxigenasas

(mono y dioxigenasas) y peroxidasas.

1.2.14. Microorganismos degradadores de hidrocarburos

Izquierdo (2013) presenta la lista de bacterias Gram-negativas (Tabla 7) aisladas de suelos

y sedimentos por su capacidad de utilizar HAPs como Unica fuente de carbono y energia.

Tabla 7
Lista de bacterias Gram-negativas aisladas de suelos y sedimentos por su capacidad de

utilizar HAPs como Unica fuente de carbono y energia

Linaje Género Organismo HAP (fuente de carbono y energia)
Alphaproteo Paraco Paracoccus sp. Ophel Antraceno, criseno, fluoreno,
bacteria ccus fluoranteno y pireno.
Sphing  S. paucimobilis E4PA Fluoranteno, fluoreno, fenantreno,
omonas 505 naftaleno, acenafteno, acenaftileno y/o

S. paucimobilis TNE12 criseno
S. paucimobilis BA2

S. paucimobilis ZX4

S. paucimobilis B1

S. paucimobilis R1

S. paucimobilis JAR02
Sphingomonas sp. A4
Sphingomonas sp.
CHY-1

Sphingomonas sp.
GY2B

Sphingomonas sp.
KS14

Sphingomonas sp.
LB126

Sphingomonas sp. P2

Sphingomonas sp. ZL5
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Linaje Género Organismo HAP (fuente de carbono y energia)

Sinorhi  Sinorhizobium sp. C4  Fenantreno

zobium
Betaproteob Acidov  Acidovorax sp. NA3 Fenantreno
acteria orax
Alcalig  Alcaligenes Fluoranteno, fenantreno
enes denitrificans WW1
Alcaligenes  faecalis
AFK2
Burkhol Burkholderia sp. Naftaleno, antraceno y/o fenantreno.
deria J2150
Burkholderia sp. C3
Burkholderia sp.
RPO07
Burkholderia sp.
TNFYE-5
Comam Comamonas Antraceno, fenantreno, y/o naftaleno.
onas testoteroni GZ38A
Comamonas
testoteroni GZ39
Comamonas
testoteroni GZ42
Ralston Ralstonia sp. U2 Naftaleno
ia
Gammaprot Pseudo Pseudomonas Fluoranteno, fenantreno, naftaleno y/o
eobacteria  monas  alcaligenes PA-10 metilnaftalenos.
Pseudomonas

saccharophila P-15
Pseudomonas Stutzeri

P-16
Stenotr  Stenotrophomonas Benzo[a]antraceno,  venzo[a]pireno,
ophomo maltophila VUN fluoranteno, pireno.
nas 10,010

Stenotrophomonas

maltophila VUN

10,003

Fuente: Koukkou y Vandera (2011), citados por Izquierdo (2013, p. 46).

1.2.15. Pseudomonas sp.

Las Pseudomonas pertenecen a la familia Psudomonadaceae dentro del orden

Pseudomonadales, que ademéas comprende la familia Moraxellaceae. Es un bacilo Gram
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negativo aerobio, no formador de esporas y puede medir un diametro de 0,5a 1,0 uma 1,5
a 5 um de largo, son moviles por la presencia de uno o mas flagelos polares. Este género
utiliza un amplio rango de compuestos, tanto organicos como inorganicos y pueden vivir en
diversas condiciones ambientales. Son muy obicuos, tienen la capacidad de metabolizar
compuestos organicos toxicos, como hidrocarburos alifaticos y arométicos. La mayoria de

especies de este género son aerobicas estrictas (Ruiz, 2007).

a. Clasificacion y taxonomia

Las especies del género Pseudomonas se clasificaron dentro de cinco grupos basados en la
homologia del ARNr (Tabla 8). Posteriormente, a principios de los afios 90, los miembros
del grupo | se mantuvieron como pertenecientes al género Pseudomonas, pero las cepas
adscritas a los grupos I, 111, IV y V pasaron a considerarse como nuevos o preexistentes
géneros (Palleroni y colaboradores, 1973, citado por Lacal, 2008, p. 5).

Tabla 8

Clasificacion de las especies del género Pseudomonas

Grupos Especies integrantes

I (Pseudomonas aeruginosa Schroater, Migula.), (Pseudomonas fluorescens
Migula), (Pseudomonas putida Migula), (Pseudomonas chlororaphis Guignard
y Sauvageau, Bergey et al., Peix et al.), (Pseudomonas syringae Van Hall),
(Pseudomonas cichorii Swingle, Stapp), (Pseudomonas stutzeri Lehmann vy
Neumann, Sijderius), (Pseudomonas mendocina Palleroni), (Pseudomonas
alcaligenes ~ Monias),  (Pseudomonas  pseudoalcaligenes  Stanier),
(Pseudomonas agarici Young), (Pseudomonas fragi Eichholz, Gruber),
(Pseudomonas synxantha Ehrenberg, Holland), (Pseudomonas taetrolens
Haynes), (Pseudomonas mucidolens Levine y Anderson), (Pseudomonas
oleovorans Lee y Chandler), (Pseudomonas resinovorans Delaporte et al.)

| (Pseudomonas cepacia Palleroni and Holmes), (Pseudomonas gladioli
Severini), (Pseudomonas caryophylli Burkholder, Starr y Burkholder),
(Pseudomonas alcaligenes Monias), (Pseudomonas pseudomallei Whitmore,
Haynes), (Pseudomonas mallei Zopf, Redfeam et al.), (Pseudomonas
solanacearum Smith), (Pseudomonas pickettii Ralston), (Pseudomonas
pyrrocinia Imanaka et al.), (Pseudomonas andropogonis Smith, Stapp).

i (Pseudomonas testosteroni Marcus y Talalay), (Pseudomonas saccharophila
Doudoroff), (Pseudomonas facilis Schatz y Bovell, Davis), (Pseudomonas
delafieldii Davis), (Pseudomonas palleronii Davis)
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Grupos Especies integrantes

v (Pseudomonas diminuta Leifson y Hugh), (Pseudomonas vesicularis Busing et
al., Galarneault y Leifson)
\Y (Pseudomonas maltophilia ex Hugh y Ryschenkow, Hugh), (Pseudomonas

geniculata Wright, Chester)
Fuente: Lacal (2008).

1.2.16. Pseudomonas fluorescens

Estas bacterias presentan las siguientes caracteristicas: flagelos polares, baciliformes y
aerobias. Las Pseudomonas fluorescens estan en contacto en los nédulos de las plantas lo
cual estimula el crecimiento de la planta (Madigan y Martinko, 2005, citados por Pérez et
al., 2015, p. 226); estas bacterias producen metabolitos como sideroforos, antibidticos,
compuestos volatiles, enzimas y fitohormonas (Showkat et al., 2012, citados por Pérez et al.,
2015, p. 226).

1.2.17. Vias de degradacion de los hidratos de carbono

Para la degradacion de hidratos de carbono, las bacterias presentan tres vias: la via glucolitica
o de Embden Meyerhof Parnas (Figura 15), y la via de Entner-Doudorof y la via de pentosa
fosfato(Figura 16); con respecto a la degradacion de la glucosa las bacterias del género
Pseudomonas utilizan la via de Entner-Doudoroff, dando como resultado la formacion de
una molécula de ATP, por cada molécula de glucosa degradada (Varela, 2011, citado por
Mufioz, 2016, p. 18).
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Figura 15. Via de Etner-Doudoroff y Embden Meyerhof Parnas en donde se
degrada el hidrato de carbono. Fuente: SlidePlayer (2015).
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carbono. Fuente: SlidePlayer (2015).
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Las bacterias tienen la capacidad de producir biosurfactantes, que participan en la extraccién
de aceite y sus derivados, contribuyendo asi el ingreso del hidrocarburo en la pared celular.
También contienen plasmidos catabolicos que incluyen genes que codifican las enzimas para
el proceso de degradacion, también contienen transposones, plasmidos y operones; los cuales
ayudan en el traspaso de genes logrando asi que se puedan adaptar a ambientes contaminados
(Gémez et al., 2008).

1.2.18. Capacidad biosurfactante de microorganismos

Los microorganismos producen biosurfactantes que se unen a componentes celulares o son
excretados extracelularmente, esto se da durante el crecimiento en sustratos inmiscibles en

agua (Camilios et al., 2008).

Los biosurfactantes muestran una gran variedad, de naturaleza quimica y de alto y bajo peso
molecular; estos estdn compuestos de polisacaridos, proteinas, liposacaridos, lipoproteinas,
etc. (Mulligan, 2005, citado por Di Martino, 2015, p. 27). Los surfactantes de alto peso
molecular Ilamados también bioemulsionantes, puesto a que forman y estabilizan aceite en
agua o agua en emulsiones de aceite, pero no todos son eficientes en la reduccion de la
tension superficial (Figura 17), y a la vez estos bioemulsionantes son eficientes en bajas
concentraciones y presentan una especificidad de sustrato (Fracchia et al., 2012, citados por
Di Martino, 2015, p. 27).
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Figura 17. Esquema de accién emulsificante de algunos biosurfactantes de
alto peso molecular. Fuente: Di Martino (2015, p. 28).
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Di Martino (2015) indica las funciones que tienen estos surfactantes a la hora de aumentar

la biodisponibilidad son los siguientes:

a.  Disminuye la tension superficial, reduce la tension interfacial y aumenta la solubilidad.

b.  Disipa el petroleo crudo aumentando la superficie de contacto.

c. Incrementa la biodisponibilidad de compuestos hidrofobicos por dos métodos: la

solubilizacion y por movilizacion.
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CAPITULO II: MATERIALES Y METODOS

2.1. Disefio de la investigacion

La presente investigacion presento6 un disefio descriptivo y explorativo. Asi mismo, presentd
un enfoque cuantitativo en donde se recogieron y analizaron datos cuantitativos sobre
determinadas variables estudiando la asociacion o relacion entre variables, cuantificindose
y determindndose la asociacién entre variables, y la veracidad de los resultados de una
muestra con el objetivo de concluir resultados a patir de la poblacion de donde procede la

muestra (Palella y Martins, 2012).

2.2. Lugary fecha

2.2.1. Muestreo de raices

El muestreo de raices para el aislamiento de la bacteria Pseudomonas fluorescens de la
presente investigacion fueron colectadas en la hacienda Casa Blanca ubicada en del distrito

de Pachacamac en las coordenadas UTM-WGS84 297223,86 m E - 8650318.79 m S. (Figura
18).
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Figura 18. Mapa del distrito de Pachacamac. Fuente: Elaboracion propia.
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2.3. Materiales

2.3.1. Material Bioldgico

Raices de plantas (frijol, yuca y arracacha) provenientes del cultivo de la hacienda Casa
Blanca, Pachacamac y tierra marca tierra preparada de Sodimac.

2.3.2. Medio de Cultivo

Agar King B, Agar Nutritivo, Agar Citrato de Simons, Agar Gelatina, Caldo Urea, Agar

Mio, medio Mineral y medio Minimo de Goldman con extracto de levadora al 3 %.

2.3.3. Reactivos

Peroxido de hidrogeno al 3 %, reactivo Kovacs, acido clorhidrico al 1 %, Solucion de
MgS0O4.7H20 0.1M, soluciones de buffer de pH de siete y diez, agua destilada, agua
desionizada, hidroxido de sodio 0,10 N, cristal violeta, acetona, lugol, safranina, alcohol
etilico al 99 %, &cido sulfurico.

2.3.4. Equipos

Autoclave marca Kyntel, lampara luz UV, Camara de aislamiento de marca Kyntel,
Incubadora Lab modelo ODHG-9070, Balanza digital marca Electronic Balance, pH metro
digital marca Kyntel modelo pH-016, contador de colonias digital, bafio Maria marca Kert
Lab modelo CDK-S22, balanza electrénica modelo SF-400, Microscopio binocular marca
Labor Tech modelo 2005, Microscopio binocular marca Labor Tech modelo 2005, Horno
microondas marca LG, centrifuga para tubos marca Kert Lab modelo 0412-1,
Espectrofotdémetro marca Kert Lab modelo SpectrumLab 54, Vortex mixer marca Kyntel,
pH-metro digital Hanna pHep 4 (HI 98127) Waterproof. WTW pHotoFlex ®, equipo
Soxhlet.
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2.3.1. Otros materiales

Crudo de petréleo recogida de Corvina crude oil de la Refineria de Talara, laminas
portaobjetos, mortero, placas Petri, mechero, gradilla, piceta, pipetas automaticas, asa de
Drigalsky, tubos de ensayo, probeta de 500 ml, matraces de 250 ml, papel filtro, palillos de
madera, asa de siembra, mascarilla, guantes, Cooler, cajas de madera, pulverizador, bolsas

ziploc, papel, de toalla, botellas de vidrio.

2.4. Descripcion de la investigacion

El proceso de aislamiento, caracterizacién microbioldgica y bioquimica de la rizésfera de
cultivos de frijol, yuca y arracacha, fueron realizados en el Laboratorio de Microbiologia y
Biotecnologia, mientras que las instalaciones de los tratamientos experimentales fueron
llevadas a cabo en el invernaculo de la Universidad Catdlica Sedes Sapientiae-Sede Lima.
Los andlisis de cuantificacion del compuesto oleoso por el método Soxhlet se realizo en el
laboratorio de Ciencias Basicas de la Filial Huaura: VVégueta de la UCSS. El experimento se

detalla en el siguiente flujograma (Figura 19).
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2.4.1. Recoleccion de muestras de suelo y raices de la planta (frijol, yuca y arracacha)

Para la presente investigacion se recolectaron raices de las plantas de frijol, yuca y arracacha
(Figura 20) en las parcelas de cultivo de la hacienda Casa Blanca. Segun la metodologia de
Caviedes (2010), se tomaron raices sanas sin presencia de pesticidas en una profundidad no
mayor a 15 cm. Las muestras colectadas se almacenaron en bolsas ziploc debidamente

rotuladas y fueron transportadas en un cooler a temperatura de 4 °C hasta el Laboratorio de

Figura 19. Etapas del experimento. Fuente: Elaboracion propia.
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Microbiologia y Biotecnologia de la Universidad Catélica Sedes Sapientiae. Se emplearon
muestras de suelo de la marca “Tierra preparada” comprada en Sodimac y para su
caracterizacion (ver Apéndice 20) fueron llevadas para su andlisis al Laboratorio de Agua,

suelo, medio ambiente y fertiriego de la Universidad Nacional Agraria la Molina.

N rrool  RMEES  vuca  PRMEM ARRACACHA
Figura 20. Recoleccion de muestras de raices de frijol, yuca y arracacha.
Fuente: Elaboracion propia.

2.4.2. Recoleccion de la muestra de crudo de petréleo

La muestra de crudo de petroleo (Figura 21) fue recogida de la muestra de Corvina crude oil
de la Refineria de Talara el 01 de marzo del 2015 de la empresa BPZ EQP SRL/Pacific

Rubiales, con las siguientes caracteristicas (ver Apéndice 22).

Almora (2014) estudié la compatibilidad para la mezcla de petrdleos crudos como carga a
unidades de procesos en refineria Talara, en donde la muestra de crudo de corvina fue
caracterizada empleando los siguientes métodos: Densidad y gravedad API (por el método
del hidrémetro), agua y sedimentos (por el método de centrifugacion), viscosidad cinematica
y contenido de azufre (por espectrofotometria de fluorescencia de rayos por energia
dispersiva), como de manera complementaria se obtuvo informacion de la Unidad
Laboratorio de Refineria Talara que tiene informacion de evaluaciones de crudos (ver
Apéndice 23). Este crudo corvina es considerado como un crudo mediano, puesto a que
contiene un grado API entre 22,0 hasta 29,9. Este crudo es procesado para hacer gasolina,

queroseno y el gaséleo de alta calidad.
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Figura 21. Recoleccion de muestra de crudo de petrdleo.

2.4.3. Aislamiento primario de la cepa de bacterias del género Pseudomonas

fluorescens

Se aislaron bacterias del género Pseudomonas a partir de nédulos de raices de frijol, yuca y
arracacha segun la metodologia de Uribe et al. (1999). Se realizaron lavados sucesivos con
una soluciéon de MgSQO4.7H.0 0.1M hasta retirar todos los restos de suelo. Luego fueron
trituradas en un mortero previamente esterilizado hasta obtener un liquido. A partir del
liquido obtenido de cada raiz, se procedi6 a realizar diluciones seriadas desde 10! hasta 10"
" (Figura 22) y 1 ml de cada dilucion fue sembrado por dispersion en placas Petri con medio
de cultivo agar King B (medio selectivo para Pseudomonas para aislamiento, diferenciacion
y deteccidn de la especie por la produccion de la fluoresceina) (Tabla 9). Todos los medios
de cultivo y los materiales empleados para el aislamiento fueron preparados bajo condiciones
asépticas de esterilizacion en autoclave (101 kPa, durante 15 minutos). Los parametros de
incubacion del cultivo fueron a una temperatura de 28 °C por un periodo de 24 h. Las placas
Petri con los aislamientos primarios fueron observadas bajo una ldmpara de luz ultravioleta

(366 nm), en donde se fueron seleccionando aquellas que presentaron fluorescencia.
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Figura 22. Aislamiento primario de cepas nativas presentes en los nédulos de
las raices de frijol, yuca y arracacha. Fuente: Elaboracion propia.

Tabla 9
Composicion del medio Agar King B

Elementos Cantidad
Tripteina 10 g/L
Peptona de carne 10 g/L
Fosfato dipotésico 15¢9/L
Sulfato de magnesio 1,50/L
Agar 15 g/L
pH final 7,2+0,2

Fuente: Ficha técnica del Medio King B - Condalab

2.4.4. Aislamiento secundario (purificacion de bacterias)

Se realiz6 un aislamiento secundario mediante la metodologia de Caviedes (2010) para la
purificacién de la bacterias del género Pseudomonas, mediante el subcultivo de las placas
sembradas y seleccionadas del aislamiento primario en medio Agar King B. Los subcultivos
fueron incubados a una temperatura de 28 °C por un periodo de 24 h, este fue preparado bajo
condiciones asepticas de esterilizacion en autoclave (101 kPa, durante 15 minutos).

Para la seleccion secundaria se tuvo la siguiente consideracion: descartar la presencia de la
bacteria Pseudomonas aeruginosa, en las placas mediante observacién de las colonias bajo

una lampara de luz ultravioleta (366 nm). Se seleccionaron aquellas que mostraron un mayor
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crecimiento y emision de fluorescencia (Figura 23), y se descartaron aquellas que
presentaron una pigmentacion azul/verde o marron rojiza, puesto a que eran considerados

como positivos para la bacteria Pseudomonas aeruginosa.

Figura 23. Seleccion de bacterias Pseudomonas con caracteristicas de
Pseudomonas fluorescens. Fuente: Elaboracion propia.

2.4.5. Caracterizacion de bacterias del género Pseudomonas mediante métodos

microbioldgicos y bioquimicos convencionales

Se realiz6 la caracterizacion de la morfologia bacteriana mediante la observacién de la
estructura de la pared celular mediante la metodologia de tincién de Gram (Ulloa, 2011), tal

como se aprecia en la Figura 24.

Figura 24. Tincion de Gram de la bacteria aislada. Fuente: Elaboracién propia.

Ferndndez et al. (2010) describen que las diferentes pruebas bioquimicas permiten
determinar caracteristicas metabdlicas de las bacterias en estudio. Algunas de las pruebas
para la lectura de su crecimiento del microorganismo son rapidas puesto a que en unas horas

puedes ver el resultado mientras que en otras requieren un periodo de incubacién previa entre
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24 a 48 horas, estas pruebas se demoran mas tiempo, puesto a que, detectan componentes
metabolicos de un microorganismo, a un medio sembrado de identificacion, que contienen

el sustrato a metabolizar.

Las pruebas bioguimicas que permitieron la identificacion de bacterias del género
Pseudomonas se realizaron segun lo descrito por Prescott et al. (2004), estas fueron pruebas

de galeria corta (catalasa, oxidasa, citrato, hidrolisis de gelatina, ureasa y motilidad).

a. Catalasa

Esta enzima se encuentra en las bacterias anaerobias facultativas y aerobias, el perdxido de
hidrégeno (H202) es uno de los sustratos que se da en la degradacién de azucares,

descomponiéndose agua y oxigeno.

Para esta prueba se extrajo con un asa de siembra una muestra de la bacteria aislada y se
coloco sobre una ld&mina portaobjeto, luego se afiadié dos gotas de peroxido de hidrégeno
(H202) al 3 % (ver Apéndice 24). Finalmente se observd la reaccion: positivo (formacion de

burbujas) o negativa (no hay presencia de burbujeo).

b. Oxidasa

Este tipo de pruebas determina la enzima oxidasas, la reaccion de esta enzima se debe a la
presencia del sistema citocromooxidasa que activa la oxidacion del citocromo (el cual es
reducido por el oxigeno molecular produciéndose agua o peréxido de hidrégeno, esto
depende del microorganismo). El aceptor final de electrones en la cadena transportadora de

electrones es el oxigeno.

Para esta prueba se subcultivaron colonias de placas previamente seleccionadas en medio
Agar Nutritivo. Se tomd una porcion de la colonia y se deposito con la ayuda de un palillo
de madera esterilizado en una ldamina de portaobjeto que contenia una fraccion de papel

filtro. Posteriormente se dej0 caer una gota del reactivo Kovacs (p-dimetil amino
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benzaldehido) sobre la lamina conteniendo la muestra bacteriana (ver Apéndice 24), se
esperd 5 segundos para la observacion del resultado: positivo (muestra una coloracion azul-

violeta), indicando la presencia del citocromo oxidasa y negativa (sin viraje de color).

C. Citrato

Con esta prueba se determina si el microorganismo es capaz de utilizar el citrato como Unica
fuente de carbono y compuestos amoniacales como Unica fuente de nitrégeno en su

metabolismo.

Para esta prueba, se elabor6 una bateria de tubos de ensayo con agar Citrato de Simons en
pico de flauta. La siembra se realizé por estriado y se incub6 por un tiempo de 24 horas a
una temperatura de 32 °C (ver Apéndice 24). El resultado da positivo si la muestra
crecimiento presenta un color azul en el pico, mientras que es negativo cuando no hay

crecimiento y viraje de color.

d.  Hidrolisis de gelatina

Con esta prueba identificamos la capacidad de los microorganismos pueden hidrolizar la
gelatina a péptidos y aminoécidos, mediante la accion de las enzimas especificas

denominadas gelatinasas.

Para esta prueba se prepard Agar gelatina (proteina) en placas y se realizo el sembrado de
las bacterias en forma de estrias. Se incubo por un tiempo de 24 horas a una temperatura de
32 °C. Posteriormente se inundo la placa con &cido clorhidrico a 1 % (ver Apendice 24). Se
considera positivo cuando hay presencia de un precipitado blanco, y si es negativo no se

muestra nada.

e. Ureasa

Esta prueba determina la capacidad que tiene el microorganismo de desdoblar la urea y asi

formar dos moléculas de amoniaco por la accion de la enzima ureasa.
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Para esta prueba se prepar6 el caldo urea y se distribuy6 en tubos de ensayo. Se inocul6 con
la ayuda del asa de siembra una porcion de colonia del aislado bacteriano. Se incubé por un
tiempo de 24 horas a una temperatura de 32 °C (ver Apéndice 24). Se considera positivo
cuando el caldo de color amarillo cambia a color rojo-rosado, mientras que es negativo

cuando no muestra ningin cambio.

f.  Motilidad

Esta prueba determina la capacidad del microorganismo de moverse por la presencia de sus
flagelos.

Para esta prueba se prepar6 el medio agar MI10O en donde se distribuyé en tubos de ensayo y
con ayuda de un asa de siembra se tomo una porcién del aislado bacteriano y se hizo una
puncidn en la parte central del agar contenido en el tubo de ensayo. Se incub6 por un tiempo
de 24 horas a una temperatura de 32 °C (ver Apéndice 24). Se considera positivo cuando los
microorganismos moviles migran a la linea de siembra y se difunden en el medio, mientras

que cuando es negativo no se muestra migracion.

2.4.6. Seleccion de bacterias del género Pseudomonas con potencial degradador de

hidrocarburos.

Para la adaptacion y evaluacién de la actividad degradativa (ver Apéndice 25) de los aislados
bacterianos caracterizados como Pseudomonas fluorescens, se prepar6 el medio de cultivo
Mineral a un pH final de 7,0 segin la metodologia de Mills et al. (1978), citados por
Samanaez, 2008, p. 20), suplementado con crudo de petr6leo como Unica fuente de carbono
en diferentes concentraciones al 0 %, 1 % (0,1 ml), 2 % (0,2 ml), 3 % (0,3 ml), 4 % (0,4 ml)
y 5 % (0,5 ml) (Figura 25). Se inocul6 1 ml de Pseudomonas fluorescens provenientes de
Caldo Nutritivo sobre la bateria de tubos de ensayo conteniendo las diferentes
concentraciones de crudo de petroleo en medio Mineral. Posteriormente la bateria de tubos
fue incubada a 32 °C en condiciones estaticas entre 5 y 15 dias. Finalmente se evaluo
mediante tincién de Gram las bacterias adaptadas a las diferentes concentraciones de crudo
de petréleo. El criterio que se tomo para elegir la concentracion de crudo de petréleo para la

evaluacion fue a partir del comportamiento del crecimiento (supervivencia Yy
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bioaumentacion) de la bacteria y tolerancia al crudo, eligiéndose, asi como mayor
adaptabilidad a una dosis de 5 % de crudo de petréleo.

Figura 25. Adaptacion de la bacteria Pseudomonas seleccionadas a
diferentes concentraciones con crudo de petroleo. Fuente: Elaboracion propia.

2.4.7. Evaluacion de la capacidad emulsificante de las cepas seleccionadas con

potencial degradador de hidrocarburos.

Para la evaluacion de la capacidad emulsificante (ver Apéndice 26), se siguié la metodologia
de Goldman y col. (1982), citado por Samanaez (2008, p. 20), en donde se reactivaron las
bacterias en 2 ml en Caldo Nutritivo y fueron incubadas a 32 °C por 24 horas. Se preparo el
medio Minimo de Goldman con extracto de levadura al 3 % que fue esterilizado en autoclave
(101 kPa, durante 15 minutos), e incubados a 28 °C por 24 horas, excepto el etanol. Bajo
condiciones axénicas se agregd 18 ml de medio Minimo de Goldman en matraces de 25 ml,
y luego se adicion6 2 ml de cultivo por cada aislado bacteriano. Se incubé a 32 °C durante
72 horas, transcurrido el tiempo se centrifug6 el cultivo a 5000 rpm. por 30 minutos.
Posteriormente se recolectd 10 ml del sobrenadante, previa decantacion y se agreg6 a cada
tubo 0,2 ml de crudo de petréleo para ser agitado manualmente durante 5 minutos. Por
Gltimo, se trasvaso 2 ml de la preparacion anterior a cubetas descartables para la lectura de
absorbancia a 540 nm, el blanco correspondi6 al medio de cultivo sin inoculacion (Figura
26). Los resultados obtenidos fueron convertidos a unidad de actividad emulsificante por ml
(UAE/ml), siendo 0,816 de absorbancia equivalente a una unidad de actividad

emulsificante/ml.
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Figura 26. Preparacion de las cepas seleccionadas para la evaluacion de la
capacidad emulsificante. Fuente: Elaboracion propia.

2.4.8. Obtencién del inéculo de las cepas seleccionadas del género Pseudomonas

fluorescens por bioaumentacion.

Para el proceso de bioaumentacion (ver Apéndice 27) se siguié la metodologia de Samanaez
(2008), las cepas ya adaptadas fueron sembradas en Agar King B. La cantidad de colonias
fueron expresadas en UFC/ml (ver Apéndice 21). Se reactivaron las bacterias en 1,5 ml de
caldo nutritivo, luego se incubaron a una temperatura de 32 °C durante 24 horas. Los
cultivos, nuevamente fueron inoculados en 10 ml de medio Mineral (Tabla 10), el mismo
que contenia crudo de petréleo como Unica fuente de carbono al 5 % (segun metodologia
para bioaumentacion). Posteriormente estos 10 ml fueron inoculados en 100 ml de medio

Mineral méas crudo de petréleo al 5 %.

Finalmente se realiz6 este mismo proceso para cada una de las cepas obtenidas de las raices
de frijol, yuca y arracacha hasta alcanzar un volumen total de 100 ml para cada unidad

experimental de cada tratamiento (ver Apéndice 23).
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Tabla 10

Composicién del medio mineral

Elementos Cantidad
CINa 24 ¢
CIK 0,70 g
KH2PO4 29
Mg SO4.7H20 1g
Naz HPO4 39
NHsNO;3 3g
Agua destilada 1000 ml
Petroleo crudo 10 ml

Fuente: Mills y Col. (1978), citado por Samanaez (2008, p. 76).

2.4.9. Evaluacion de las cepas seleccionadas pertenecientes al género Pseudomonas en
los tratamientos con crudo de petroleo al 3 % y 5 % durante 30 y 60 dias

La instalacion de los tratamientos experimentales se distribuyé en compartimientos de
madera con una dimension de 30 x 30 cm. Se cubrio con plastico grueso de color negro cada
compartimiento con la finalidad de evitar la filtracion al suelo. Se afiadié 1 kg de suelo
tamizado y esterilizado para cada tratamiento con sus respectivas repeticiones. Luego se
inoculé 100 ml de la cepa bioaumentada en cada tratamiento, y el contaminante: 3% y 5 %
de crudo de petrdleo. Todas las unidades experimentales fueron homogenizadas y colocadas
en el invernaculo y mantenidas a temperatura ambiente durante un periodo de 60 dias (Figura
27).

Figura 27. Establecimiento de los tratamientos en el invernaculo. Fuente:
Elaboracién propia.
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2.5. Tratamientos experimentales

Los tratamientos experimentales se especifican en la Tabla 11.

Tabla 11
Descripcion de los tratamientos experimentales

Tratamiento Composicién
TC* 1 kg de SSE + 3 % de petrdleo + 30 dias
TC 1 kg de SSE + 3 % de petréleo + 60 dias
TC 1 kg de SSE + 5 % de petroleo + 30 dias
TC 1 kg de SSE + 5 % de petr6leo + 60 dias
T1 1 kg de SE + 100 ml de IPF de frijol + 3 % de petr6leo + 30 dias
T1 1 kg de SE + 100 ml de IPF de frijol + 3 % de petrdleo + 60 dias
T2 1 kg de SE + 100 ml de IPF de frijol + 5 % de petréleo + 30 dias
T2 1 kg de SE + 100 ml de IPF de frijol + 5 % de petroleo + 60 dias
T3 1 kg de SE + 100 ml de IPF de yuca+ 3 % de petréleo + 30 dias
T3 1 kg de SE + 100 ml de IPF de yuca+ 3 % de petréleo + 60 dias
T4 1 kg de SE + 100 ml de IPF de yuca+ 5 % de petréleo + 30 dias
T4 1 kg de SE + 100 ml de IPF de yuca+ 5 % de petréleo + 60 dias
T5 1 kg de SE + 100 ml de IPF de arracacha + 3 % de petroleo + 30 dias
T5 1 kg de SE + 100 ml de IPF de arracacha + 3 % de petroleo + 60 dias
T6 1 kg de SE + 100 ml de IPF de arracacha + 5 % de petroleo + 30 dias
T6 1 kg de SE + 100 ml de IPF de arracacha + 5 % de petroleo + 60 dias

IPF=In6culo de la bacteria Pseudomonas fluorescens, SE= Suelo esterilizado. SSE: Suelo sin esterilizar.
Fuente: Elaboracion propia.

Los tratamientos fueron aplicados durante 30 y 60 dias evaluandose cada semana, bajo
condiciones descritas en la Tabla 12. A cada tratamiento y control se le aplicd cuatro réplicas.
El tratamiento uno (T1), estuvo formado por 1 kg de suelo esterilizado contaminado con 3
% de crudo de petréleo mas 100 ml de in6culo bacteriano aisladas de la raiz de frijol. El
tratamiento dos (T2), estuvo formado por 1 kg de suelo esterilizado contaminado con 5 %
de crudo de petroleo mas 100 ml de indculo bacteriano aisladas de la raiz de frijol. El
tratamiento 3 (T3), estuvo formado por 1 kg de suelo esterilizado contaminado con 3 % de
crudo de petréleo mas 100 ml de indculo bacteriano aisladas de la raiz de yuca. El
tratamiento 4 (T4), estuvo formado por 1 kg de suelo esterilizado contaminado con 5 % de
crudo de petréleo mas 100 ml de inoculo bacteriano aisladas de la raiz de yuca. El
tratamiento 5 (T5), estuvo formado por 1 kg de suelo esterilizado contaminado con 3 % de

crudo de petroleo mas 100 ml de indculo bacteriano aisladas de la raiz de arracacha. El
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tratamiento 6 (T6), estuvo formado por 1 kg de suelo esterilizado contaminado con 5 % de
crudo de petr6leo mas 100 ml de indéculo bacteriano aisladas de la raiz de arracacha. El
tratamiento control (TC*) y (TC) estuvo conformado por 1 kg de suelo sin esterilizar

contaminado con 3 % y 5 % de crudo de petroleo respectivamente sin inoculacién bacteriana.

Tabla 12
Condiciones experimentales para los tratamientos: TC, TC*, T1, T2, T3, T4, T5y T6
Caracteristicas del experimento Descripcion
Duracién 60 dias
Temperatura 28+1°C
Aireacion Interdiario
Volumen 1kg
Riego Interdiario
N° de repeticiones cuatro

Fuente. Elaboracion propia.
2.6. Unidades experimentales

En la investigacion se consideraron 32 unidades experimentales (Figura 28), cada
compartimiento de madera estuvo conformado una base de plastico negro de capacidad de 2
kg, que contenia 1 kg de suelo agricola esterilizado, mas 3 % (3 ml) y 5 % (5 ml) de crudo
de petréleo y 100 ml de la cepa adaptada bioaumentada, evaluadas a los 30 y 60 dias. Los
tratamientos estuvieron ubicados en el inverndculo de la Universidad Catélica Sedes

Sapientiae de la sede de Gonzales Prada, Lima.

E — ‘Z L .
EVALUACION DEL  POTENCIAL! pegia

DADOR DE HIDROCARBUROS

DEL BACTERIAS I8\ FIGENER| PSEUDOMONAS | AisLaDAS LI

’ . |
R, DE| SUELOS AGRICOIAS DE cAsA

BLANCA PACH

Figura 28. Distribucion de los tratamientos. Fuente: Elaboracion propia.
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2.7. ldentificacion de variables y su mensuracion

2.7.1. Medicidon del potencial de hidrégeno (pH) para cada tratamiento

Para la medicién del pH se realizo la calibracion del equipo, haciendo uso de las soluciones
buffer de 4 y 7 unidades de pH. La medicidon se llevo a cabo, haciendo uso del pH-metro
digital Hanna pHep 4 (HI 98127) Waterproof (Figura 29), que permitio realizar las lecturas

directas en los tratamientos, de manera semanal durante un periodo de 60 dias.

Para realizar la medicion, se extrajo 1 g de suelo de cada tratamiento y se coloc6 en un vaso
descartable con 10 ml de agua desionizada, en donde se removid y se dejé reposar 10
minutos, para luego hacer la medida en donde se mantuvo insertado el pH-metro por un
periodo de 10 segundos, para comprobar si existia variacion entre los datos.

Finalmente, la limpieza del sensor se realiz6 con 3 ml de agua desionizada después del

término de cada medicién.

Figura 29. Medicion de pH a cada una de las unidades experimentales.
Fuente: Elaboracion propia.
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2.7.2. Parala medicion de NPK

Para la medicion de NPK de las muestras de suelo de cada tratamiento se procedié de la
siguiente manera:

Los analisis de NPK se realizaron con el equipo WTW pHotoFlex ®, posee una combinacion
de mediciones fotométricas con turbidez y pH (las muestras debe pasar por un pre
tratamiento) por lo cual para su medicion en esta presente investigacion se realizd un
pretratamiento a las muestras a evaluar con la siguiente metodologia: Se peso 1 g de muestra
de suelo y se procedio a hacer el filtrado con el solvente (Alcohol etilico al 99 %) en papel
filtro hasta que el agua filtrada en esa muestra de suelo quede ligeramente transparente,
eliminando asi todo rastro de crudo de petroleo (Figura 30), luego fue secado y llenado en
una cubeta de vidrio en donde se afiadié 10 ml de agua destilada méas 2 ml de acido sulfarico
para ser llevado al horno por 30 minutos en una temperatura de 60 °C, y posteriormente ser
filtrado por segunda vez, y asi obtener la muestra preparada para cada una de las mediciones
de NPK.

Figura 30. Filtracion del suelo con Alcohol Etilico. Fuente: Elaboracion propia.
o Medicion de Nitrégeno
El analisis de nitrdgeno se efectué mediante la técnica de fotometria con el equipo WTW
pHotoFlex ® (ver Apéndice 30), mediante la metodologia de (Merck, 2005, citado por Silva,

2014). El principio aplicado en esta metodologia para la determinacion de nitrogeno total se

da mediante la oxidacion alcalina que convierte los compuestos de nitrégeno organico e
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inorganico a nitrato mediante la digestion de Koroleff (peroxodisulfato), estos iones nitrato
reaccionan en una disolucion de acido sulfarico formando un derivado del acido benzoico

en nitrocompuesto rojo que es determinado fotométricamente.

Se tom6 una muestra de 10 ml, se afiadié una microcuchara azul del Reactivo N-1K y se
mezcld, luego se afiadid seis gotas del reactivo N-2K y se cerrd firmemente y se mezclé.
Posteriormente, se introdujo las cubetas a un horno a 120 °C por 1 hora, después se dejo
enfriar 10 minutos y se agité brevemente la cubeta, para luego afiadir una microcuchara del
reactivo N-3K y luego ser agitada vigorosamente por un minuto. Finalmente se dejo en
reposo la cubeta caliente durante 10 minutos y luego se midio la muestra en el fotometro con
una absorbancia de 575 nm para la lectura y los resultados se expresan en mg.L* (Figura
31).

Figura 31. Analisis de Nitrdgeno. Fuente: Elaboracion propia.

. Medicion de Fésforo

El analisis de fésforo total se efectué mediante la técnica de fotometria con el equipo WTW
pHotoFlex ® (Apéndice 31), mediante la metodologia de (Merck, 2005, citado por Silva,
2014). (Xylem & Co. KG WTW, 2018), nos indica que el principio aplicado en esta
metodologia para determinacion del fosforo se basa en el método vanadato-molibdato
(fotometria Amarillo), en este proceso aparece el ortofosfato (PO4%), mediante la adicion de

un reactivo de color compuesto por vanabdato y molibdato. Luego bajo condiciones acidas,
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los iones del ortofosfato se afiaden en los policationes formados, producto a esto generan
una intensidad amarilla dependiendo de la concentracion del ortofosfato, y por ultimo ser

analizado fotométricamente.

Se tom6 una muestra de 5 ml de cada tratamiento en un tubo de ensayo, luego se afiadio
cinco gotas del reactivo PO, para ser mezclado. Posteriormente se afiadié una microcuchara
del reactivo PO42, y por ultimo se agitd vigorosamente hasta que el reactivo se haya disuelto
completamente, finalmente se dej6 en reposo cinco minutos para luego ser introducido en la
cubeta para ser medido en el fotdmetro con una absorbancia de 575 nm para la lectura y los

resultados se expresan en mg.L™ (Figura 32).

Figura 32. Analisis de FOsforo. Fuente: Elaboracion propia.

° Medicion Potasio

El anélisis de potasio se efectu6 mediante la técnica de fotometria con el equipo WTW
pHotoFlex ® (Apéndice 32), mediante la metodologia de (Merck, 2005, citado por Silva,
2014), (Gordillo, 2010) nos indica que el principio aplicado en esta metodologia para la
determinacion de potasio se basa usando la adicion de tetrafenilborato sodico (kalignost) un
reactivo que produce una suspension coloidal en donde se da que los iones de potasio se
precipita como sal tetrafenilborato, la turbidez que se da de esa suspension es proporcional
a la concentracion de potasio para poder ser analizado fotométricamente.
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Se tomd una muestra de 2 ml en la cubeta con la muestra preparada para ser mezclada, luego
se tomo en cuenta el valor de pH en donde debe encontrarse en el intervalo 10,0 — 11,5;
seguidamente se afiadi6 seis gotas del Reactivo K-1K y se mezclo, posteriormente se afiadio
una microcuchara del Reactivo K-2K y se disolvié mediante agitacion, finalmente se dejo
reposar cinco minutos y se procedié a medir en el fotdbmetro con una absorbancia de 575 nm
para la lectura y los resultados se expresan en mg.L™ (Figura 33).

Figura 33. Andlisis de Potasio. Fuente: Elaboracion propia.

2.7.3. Recuento de bacterias Oleofilicas.

Para el conteo de bacterias oleofilicas (ver Apéndice 28) se siguié la metodologia de
Samanaez (2008, p. 22), se procedié a tomar una muestra de 10 g de suelo de la unidad
experimental de cada tratamiento y luego se homogenizé con 90 ml de solucion salina.
Luego se realizaron diluciones seriadas desde 10 hasta 107 para ser distribuidas en tubos
de 9 ml, posteriormente se depositd 1 ml de cada dilucion en placas Petri estériles con medio
Agar King B, fueron incubadas por 32°C por 24 a 48 horas y finalmente se realiz6 el conteo

correspondiente (Figura 34).
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Figura 34. Conteo de colonias de cada una de las unidades experimentales.
Fuente: Elaboracion propia.

2.7.4. Evaluacion del porcentaje de reduccion de crudo de petréleo al 3% y 5 % en

los tratamientos a los 30 y 60 dias

Samanaez (2008) indica que para la extraccion del crudo de petréleo a cada muestra se siguid
la metodologia 3540 EPA (ver Apéndice 29), utilizando el equipo Soxhlet con la cocinilla
de 6 hornillos marca Reles modelo SL/D6 de la Universidad Catolica Sedes Sapientiae de la

filial de Huaura, Végueta (Figura 35).

Caldas (2012) indica que la extraccion de Soxhlet es la técnica de separacion solido-liquido
comUnmente usada para determinar grasas. Es un método estdndar mas utilizado actualmente
como metodo oficial para la extraccion continua de sélidos. Este equipo tiene la funcion de
recircular vapores condensados con ayuda de un sifon a la fuente de disolvente que se
encuentra en evaporacion continua, arrastrando consigo la materia prima contenido en los
cartuchos y la velocidad de recirculacion depende directamente del tamafio y eficiencia del
condensador. Es importante tener en cuenta la matriz (muestra sélida a analizar), el solvente
y las condiciones de operacién. Se empled 250 ml del solvente (alcohol etilico) al 99 % a
una temperatura constante de 60 °C por cada muestra de suelo de 10 g empaquetadas en

sobres de papel filtro.
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Para una adecuada extraccion de petréleo presente en ese suelo se utilizo la siguiente férmula

para poder determinar el porcentaje de grasa:

m2 —ml
G% = TxlOO

Donde:

m1: masa en g de la bombilla vacia (con trozo de porcelana y soporte).

m2: masa en g de la bombilla con grasa (con trozo de porcelana y soporte) tras
el secado.

M: peso de la muestra en g.

Figura 35. Evaluacion del porcentaje de remocion de crudo de petroleo de
cada unidad experimental mediante metodologia Soxhlet. Fuente: Elaboracion
propia.

2.8. Disefio estadistico del experimento
En la presente investigacion para la biorremediacion por bacterias del género Pseudomonas

fluorescens de un suelo contaminado con crudo de petroleo, se utiliz6 un disefio completo al

azar (DCA), y se sometieron a experimentacion los siguientes tratamientos (Tabla 13).

63



Tabla 13

Tratamientos experimentales

Tratamiento Composicién

TC* 1 kg de SSE + 3 % de petroleo + 30 dias

TC 1 kg de SSE + 3 % de petrdleo + 60 dias

TC 1 kg de SSE + 5 % de petrdleo + 30 dias

TC 1 kg de SSE + 5 % de petrdleo + 60 dias

T1 1 kg de SE + 100 ml de IPF de frijol + 3 % de petroleo + 30 dias

T1 1 kg de SE + 100 ml de IPF de frijol + 3 % de petroleo + 60 dias

T2 1 kg de SE + 100 ml de IPF de frijol + 5 % de petroleo + 30 dias

T2 1 kg de SE + 100 ml de IPF de frijol + 5 % de petroleo + 60 dias

T3 1 kg de SE + 100 ml de IPF de yuca+ 3 % de petréleo + 30 dias

T3 1 kg de SE + 100 ml de IPF de yuca+ 3 % de petréleo + 60 dias

T4 1 kg de SE + 100 ml de IPF de yuca+ 5 % de petréleo + 30 dias

T4 1 kg de SE + 100 ml de IPF de yuca+ 5 % de petréleo + 60 dias

T5 1 kg de SE + 100 ml de IPF de arracacha + 3 % de petroleo + 30 dias
T5 1 kg de SE + 100 ml de IPF de arracacha + 3 % de petroleo + 60 dias
T6 1 kg de SE + 100 ml de IPF de arracacha + 5 % de petroleo + 30 dias
T6 1 kg de SE + 100 ml de IPF de arracacha + 5 % de petroleo + 60 dias

IPF=In6culo de la bacteria Pseudomonas fluorescens, SSE= Suelo sin esterilizar, SE= Suelo esterilizado.
Fuente: Elaboracion propia.

2.9. Andlisis estadistico de datos

En la presente investigacion los datos obtenidos en cada unidad experimental fueron
procesados en el programa Microsoft Excel para la elaboracién de tablas y desviaciones
estandar. Para el andlisis se aplicd el programa estadistico software SPSS version 24. Las
diferencias significativas entre tratamientos TC*, TC, T1, T2, T3, T4, T5 y T6 fue mediante
la aplicacion de la prueba de Tukey. Luego se efectud el analisis de varianza (ANOVA) entre
los tratamientos, dosis, dias y los pardmetros: nitrogeno, fésforo, potasio, porcentaje de
reduccién de crudo de petrdleo y conteo de colonias, con la finalidad de conocer que
tratamiento obtuvo el mayor porcentaje de biorremediacion del suelo contaminado con

petroleo crudo. El analisis estadistico considero un valor de significancia de (p<0,05).
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CAPITULO I11: RESULTADOS

3.1. Caracterizacion microbiolégica y bioquimica de cepas nativas del género
Pseudomonas a partir de la rizésfera de plantaciones de “frijol” (Phaseolus
vulgaris L.), “yuca” (Manihot esculenta Crantz) y “arracacha” (Arracacia

xanthorrhiza Bancr.)

a.  Caracteristicas morfoldgicas de las colonias correspondientes a Pseudomonas

fluorescens

Las observaciones realizadas a las colonias obtenidas de los nédulos de las raices de frijol,
yuca y arracacha muestran que la pigmentacion presentada en dicha poblacién bacteriana es
una fluorescencia verde. Lo cual coincide con las caracteristicas visuales de la Pseudomonas

fluorescens (Figura 36, 37 y 38).

P. fluorescens (frijol)

Figura 36. Bacteria Pseudomonas fluorescens aislada de las raices de la planta
del frijol. Fuente: Elaboracion propia.
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P. fluorescens (yuca)

Figura 37. Bacteria Pseudomonas fluorescens aislada de las raices de la planta
de la yuca. Fuente: Elaboracion propia.
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P. fluorescens (arracacha)

Figura 38. Bacteria Pseudomonas fluorescens aislada de las raices de la planta
de la arracacha. Fuente: Elaboracion propia.

b.  Caracterizacion morfoldgica de las células bacterianas de Pseudomonas fluorescens
Las células bacterianas de las cepas seleccionadas mediante tincion gran, corresponden a

una morfologia de baston y se tifien de color rojo indicando que pertenecen al grupo de las
Gran negativas, tal como hace referencia para el género Pseudomonas (Figura 39, 40 y 41).

66



P. fluorescens (frijol)

Figura 39. Pseudomonas fluorescens de la raiz de frijol (10X). Fuente:
Elaboracién propia.

P. fluorescens (yuca)

Figura 40. Pseudomonas fluorescens de la raiz de yuca (10X). Fuente:
Elaboracién propia.

P. fluorescens (arracacha)

Figura 41. Pseudomonas fluorescens de la raiz de arracacha (10X). Fuente:
Elaboracién propia.
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c.  Caracterizacion bioquimica de la bacteria Pseudomonas fluorescens.

o Métodos bioquimicos

Las pruebas bioquimicas caracterizan a las Pseudomonas fluorescens de manera positiva

para Catalasa (+), Oxidasa (+), Citrato (+), Hidrolisis de gelatina (+), Ureasa (+) y Motilidad
(+) segin Samanaez (2008), tal como se muestra en la Tabla 14.

Tabla 14

Métodos bioquimicos para la identificacion de la bacteria Pseudomonas fluorescens
Métodos Pseudomonas fluorescens
bioquimicos Frijol Yuca Arracacha
Catalasa + + +
Oxidasa + + +
Citrato + + +
Hidrolisis  de + + +
gelatina
Ureasa + + +
Motilidad + + +

Fuente: Elaboracion propia.

3.2. Evaluacion de la capacidad emulsificante (Espectrofotometria UV-Vis) de las

cepas seleccionadas con potencial degradador de hidrocarburos

En la Tabla 15y figura 42 se muestra los resultados de absorbancia convertidos en actividad

emulsificante (UAE/mI) para cada uno de los tratamientos evaluados.
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Tabla 15
Actividad Emulsificante de las Pseudomonas fluorescens aisladas del frijol, yuca y

arracacha
Actividad emulsificante
Cepas Especie Absorbancia
P P (UAE/mI)
C1 Frijol 0,738 0,904
C2 Yuca 0,479 0,587
C3 Arracacha 0,635 0,778
Fuente: Elaboracion propia.
0,950
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w 0,700 mCl
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0,600 Bc3
0,550
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0,450
c1 c2 c3
Tratamientos

Figura 42. Actividad Emulsificante de la Pseudomonas fluorescens en cada
uno de los tratamientos. Fuente: Elaboracion propia.

3.3. Resultados de la evaluacién de las variables implicadas en el proceso de

biorremediacién del crudo de petroleo

a.  Resultados del porcentaje de reduccion de crudo de petroleo al 3 % y 5 % v/v en los

tratamientos a los 30 y 60 dias.

Los resultados del Analisis de Varianza de los valores del porcentaje de reduccion de crudo
de petréleo (Apéndice 1) muestran que hubo un efecto significativo (p<0,05) en: la dosis de
crudo de petrdleo, dias de exposicion al contaminante, en los tratamientos, en la interaccion
dosis*tratamiento, dias*tratamiento y dosis*dias*tratamiento, significando que cada uno de
estos factores influyeron positivamente en el efecto del porcentaje de reduccion del crudo de
petroleo. No se encontraron efectos estadisticamente significativos (p>0,05), en la

69



interaccién dosis*dias (p=0,369), lo que evidencia que los factores experimentales actuaron

de forma dependiente (ver Apéndice 7).

La prueba de Tukey mostré que la comparacion de medias de los valores del porcentaje de
reduccion de crudo de petréleo de los TC, T1, T2, T3, T4, T5 y T6 presentaron diferencias
estadisticamente significativas (p<0,05) a los 30 y 60 dias (ver Apéndice 8). Las medias y
desviaciones estandar de los valores del porcentaje de reduccién de crudo de petrdleo para
todos los tratamientos mostraron un aumento de reduccion de crudo de petroleo presente en

el suelo a los 30 y 60 dias (ver Apéndice 9).

En la Tabla 16 muestra los valores de porcentaje de reduccion de crudo de petréleo al 3% y
5 % en un periodo de 30 y 60 dias; en el que para una dosis del 3 % a los 30 dias, el
tratamiento mas eficaz fue el T3= 44,10 % y a los 60 dias fue el TC*= 76,27 % y el T1=
74,70 %, mientras que a una dosis del 5 %, el T4 fue el mas eficiente siendo a 30 dias,
T4=75,26 % y a los 60 dias, T4= 85,50 % de reduccion de crudo de petrdleo presente en el

suelo.

Tabla 16
Valores de porcentaje de reduccion de crudo de petréleo en los tratamientos (TC*, TC, T1,
T2, T3, T4, T5 y T6) a dosis de crudo de petroleo (3 % y 5 %) evaluados a los 30 y 60 dias

Tratamientos Periodo

30 dias 60 dias

TC 18,47 % 76,27 %
TC* 41,06 % 84,86 %

T1 39,50 % 74,70 %

T2 66,52 % 78,22 %

T3 44,10 % 67,57 %

T4 75,26 % 85,50 %

T5 19,10 % 47,67 %

T6 36,22 % 66,28 %

Fuente: Elaboracion propia.
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En la Figura 43 se observa el comportamiento de la interaccion del porcentaje de reduccion
de crudo de petroleo a los diferentes tratamientos por lo que se evidencia que tuvieron una
reduccion a los 30 y 60 dias, destacandose que para una dosis del 3% a los 30 dias, el TC*
y el T1 una reduccién de un suelo contaminado con crudo de petréleo, mientras que para una
dosis del 5 % fue el 5% y el T4 para una reduccién de un suelo contaminado con crudo de
petréleo al 3% y 5 % a los 30 y 60 dias.

100,00%
90,00%

80,00%

70,00% i
=2
‘8 60,00% I\
S
[0)
Y 50,00% -|- .|. T 30 dias
w
- 40,00% 1 ! 1 I —8—60 dias
30,00% 1
20,00% ) |
10,00% L !
0,00%
TC * TC T1 T2 T3 T4 T5 T6

TRATAMIENTOS

Figura 43. Promedio de valores del porcentaje de reduccion de un suelo

contaminado con crudo de petréleo al 3% y 5 %, segun los dias y tratamientos.
Fuente: Elaboracion propia.

b.  Resultados de analisis de pH

Los resultados del Analisis de Varianza de los valores de pH (ver Apéndice 2) muestran que
hubo un efecto estadisticamente significativo en los tratamientos (p=0,0245) y en la
interaccion dosis de crudo de petroleo*dias de exposicion al contaminante (p=0,008). Esto
refleja que cada uno de estos factores influyeron positivamente en el efecto del pH. No se
observaron efectos estadisticamente significativos de interaccion (p>0,05) en las formas
independientes a dosis, dias, tratamiento y en la interaccion entre dosis*tratamiento,
dias*tratamiento y dosis*dias*tratamiento (ver Apéndice 10). La prueba de Tukey mostro
que la comparaciéon de medias de valores de pH de los TC, T1, T2, T3, T4, TS5 y T6 no
presentaron diferencias estadisticamente significativas (p>0,05) a los 30 y 60 dias (ver
Apéndice 11).
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En la Tabla 17, se muestran las medias y desviaciones estandar de los valores de pH, las
dosis de crudo de petréleo y dias. Se presenta que los valores de pH en el suelo contaminado
con 3 % de crudo de petréleo tuvo una disminucion con un valor promedio inicial para:
TC*= 8,325+0,126 mg/L, T1= 8,16+0,082mg/L, T3= 8,146+0,061mg/L y T5=
8,164+0,074mg/L y con un promedio final del TC*= 8,075+£0,299 mg/L, T1=
8,069+0,095mg/L, T3= 8,126+0,035mg/L y T5=8,125+0,140 mg/L. Para una dosis del 5 %
de crudo de petroleo en el suelo, se tuvo un aumento de pH a los 60 dias, con un valor
promedio inicial del TC=8,206+0,312 mg/L, T4=8,058+0,234 mg/L, T6=8,16+0,094 mg/L
y con un promedio final del TC= 8,44+0,060 mg/L, T4= 8,317+0,053 mg/L, T6=
8,223+0,087 mg/L. El T2 hubo una disminucién de pH a los 60 dias con un promedio inicial
de T2=8,168+0,100 mg/L y con un promedio final de T2= 8,060,106 m g/L.

Tabla 17
Valores promedios y desviacion estandar (£ DS) del pH en los tratamientos (TC, T1, T2,
T3, T4, T5y T6) a dosis de crudo de petréleo (3 % y 5 %) evaluados durante 30 y 60 dias

Tratamientos Periodo
30 dias 60 dias
TC 8,325+0,126 8,075+0,299
TC* 8,206+0,312 8,44+0,060
T1 8,16+0,082 8,069+0,095
T2 8,168+0,100 8,06+0,106
T3 8,146+0,061 8,126+0,035
T4 8,058+0,234 8,317+0,053
T5 8,164+0,074 8,125+0,140
T6 8,16+0,094 8,223+0,087

Fuente: Elaboracion propia.

En la Figura 44 se observa el comportamiento de la interaccion del pH en los tratamientos,
auna dosis de crudo de petrdleo al 3 %, el cual se evidenciaque el TC*, T1, T3y T5 tuvieron
un comportamiento antagonico disminuyendo el pH a los 60 dias. Y con respecto a una dosis
de crudo de petroleo al 5 %, se evidencia que el TC, T4 y T6 aumentd mientras que el T2

disminuyd a los 60 dias.
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Figura 44. Promedio de valores de pH, en suelo contaminado con crudo de
petréleo al 3 % y 5 %, segln dias y tratamientos. Fuente: Elaboracion propia.

c.  Resultados de andlisis de nitrogeno total

Los resultados del Analisis de Varianza de los valores de nitrgeno total (ver Apéndice 3)
muestran que hubo un efecto estadisticamente significativo (p<0,05) en: la dosis de crudo
de petroleo, dias de exposicion al contaminante, tratamientos, en la interaccion; dosis*dias,
dias*tratamiento y dosis*dias*tratamientos, demostrando que cada uno de estos factores
influyeron positivamente en el efecto del nitrdgeno. No se observaron efectos significativos
de interaccion (p>0,05) en las formas independientes a dosis, dias, tratamiento y en la
interaccion entre dosis*tratamiento, dias*tratamiento y dosis*dias*tratamiento (ver
Apéndice 12). La prueba de Tukey mostré que el T1y T5 presentaron una alta variacion a
diferencia de los demés tratamientos (ver Apéndice 13).

En la Tabla 18, se muestran las medias y desviaciones estandar de los valores de nitrégeno,
la dosis de crudo de petroleo y dias. Se presenta que los valores de nitrogeno en el suelo
contaminado con 3 % de crudo de petréleo tuvo un aumento de concentracién de nitrégeno
para los 60 dias, con un valor promedio inicial en el TC*= 13,530,021 mg/L y T5=
7,477+0,020 mg/L y con un promedio final del TC*=14,29+0,267 mg/L y T5=9,872+0,012
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mg/L, mientras que el T1 y T3 disminuyeron a los 60 dias, con un valor promedio inicial de
T1= 8,855+0,038 mg/L y T3= 12,532+0,038 mg/L y con un promedio final del T1=
6,25+0,021 mg/L y T3= 10,792+0,080 mg/L.

Y con respecto a una dosis 5 % de crudo de petrdleo en el suelo tuvo una disminucion a los
60 dias, con un valor promedio inicial de TC=12,732+0,025 mg/L, T2=14,575+0,012 mg/L,
T4= 14,742+0,022 mg/L y T6= 13,062+0,017 mg/L respectivamente y con un promedio
final del TC=12,015+0,013 mg/L, T2=13,653+0,018 mg/L, T4=13,927£0,018 mg/L y T6=
12,092+0,017 mg/L.

Tabla 18

Valores promedios y desviacion estandar (£ DS) del nitrégeno en los tratamientos (TC*,
TC, T1, T2, T3, T4, T5y T6) a dosis de crudo de petrdleo (3 % y 5 %) evaluados durante
los 30 y 60 dias

Tratamientos Periodo
30 dias 60 dias

TC* 13,53+0,021 14,29+0,267
TC 12,732+0,025 12,015+0,013
T1 8,855+0,038 6,25+0,021

T2 14,575+0,012 13,653+0,018
T3 12,532+0,038 10,792+0,080
T4 14,742+0,022 13,927+0,018
T5 7,477+0,020 9,872+0,012
T6 13,062+0,017 12,092+0,017

Fuente: Elaboracion propia.

En la Figura 45 se observa el comportamiento de la interaccion del nitrogeno en los
tratamientos, a una dosis de crudo de petroleo al 3 %, evidenciandose que los tratamientos
TC* y T5 muestran un decrecimiento y el T1 y T3 muestran un aumento en el nivel de
nitrégeno a los 60 dias. Mientras que para una dosis de crudo de petroleo al 5 % se evidencia
que el TC, T2, T4 y T6 disminuyeron el nivel de nitrogeno a los 60 dias.
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Figura 45. Promedio de valores de nitrdgeno, en un suelo contaminado con

crudo de petréleo al 3 % y 5 % segun dias y tratamientos. Fuente: Elaboracion
propia.

d. Resultados de analisis de fosforo

Los resultados del Analisis de Varianza de los valores de fosforo (ver Apéndice 4) muestran
que hubo un efecto estadisticamente significativo (p<0,05) en: los dias de exposicién al
contaminante, los tratamientos, en la interaccion dosis del crudo de petréleo*tratamientos,
dias*tratamientos y dosis*dias*tratamientos, significando que cada uno de estos factores
influyeron positivamente en el efecto del fosforo. No se observaron efectos estadisticamente
significativos de interaccion (p>0,05), en la dosis (p=0,060) y en la interaccion dosis*dias
(p=0,513), lo que evidencia que los factores experimentales actuaron de forma dependiente
(ver Apéndice 14). La prueba de Tukey mostr6 que el TC* y el T6 mostraron una alta

variacion a diferencias de los demas tratamientos (ver Apéndice 15).

En la Tabla 19, se muestran las medias y desviaciones estandar de los valores de fosforo, la
dosis de crudo de petréleo y dias. Se presenta que los valores de fdésforo en el suelo
contaminado con 3 % de crudo de petroleo para el TC* y T5, disminuy0 a los 60 dias, con
un valor promedio inicial del TC*= 0,233+0,012 mg/L, T5= 0,162+0,020 mg/L y con un
promedio final de TC*= 0,138+0,013 mg/L, T5= 0,155+0,010 mg/L, mientras que el T1y

T3 presentaron un aumento a los 60 dias con un valor promedio inicial de T1=0,101+0,017
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mg/L, T3= 0,095+0,016 mg/L y con un promedio final de T1= 0,145+0,004 mg/L y T3=
0,106+0,010 mg/L.

Y con respecto a una dosis del 5 % de crudo de petroleo en el suelo tuvo un aumento de
concentracion de fosforo, con un valor promedio inicial de TC= 0,1+0,018 mg/L, T4=
0,107+0,017 mg/L y con un promedio final de TC= 0,175+0,004 mg/L, T4= 0,170,010
mg/L. EI T2 y T6 presentaron una disminucion a los 60 dias con un valor promedio inicial
de T2= 0,175+£0,004 mg/L, T6= 0,245+0,004 mg/L y con un promedio final de T2=
0,112+0,012 mg/L, T6= 0,105+0,023 mg/L.

Tabla 19
Valores promedios y desviacion estandar (x DS) del fosforo en los tratamientos (TC*, TC,
T1, T2, T3, T4, T5 y T6) a dosis de crudo de petréleo (3 % y 5 %) evaluados a los 30 y 60

dias

Tratamientos Periodo
30 dias 60 dias
TC* 0,233+0,012 0,138+0,013
TC 0,1+0,018 0,175+0,004
T1 0,101+0,017 0,145+0,004
T2 0,175+0,004 0,112+0,012
T3 0,095+0,016 0,106+0,010
T4 0,107+0,017 0,17+0,010
T5 0,162+0,020 0,155+0,010
T6 0,245+0,004 0,105+0,023

Fuente: Elaboracion propia.

En la Figura 46 se observa el comportamiento de la interaccion del fosforo en los
tratamientos a una dosis de crudo de petroleo al 3 %, donde se evidencia que el TC* y T5
tuvieron un comportamiento antagénico a nivel del fésforo con una disminucion, y un
aumento en el T1, T3 a los 60 dias. Y con respecto a una dosis de crudo de petroleo al 5 %,
muestra que hubo una disminucion en el T2 y T6 mientras que el TC y T4 aumentaron a los
60 dias.
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Figura 46. Promedio de valores de fosforo en un suelo contaminado con crudo
de petroleo al 3 % y 5 % segun dias y tratamientos. Fuente: Elaboracion propia.

e.  Resultados de andlisis de potasio

Los resultados del Andlisis de Varianza de los valores de potasio (ver Apéndice 5) muestran
que hubo un efecto estadisticamente significativo (p<0,05) en: la dosis del crudo de petroleo,
dias de exposicion del contaminante, tratamientos, en la interaccion dosis*tratamiento,
dosis*dias, dias*tratamiento y dosis*dias*tratamiento significando que cada uno de estos
factores influyeron positivamente en el efecto del potasio. (Apéndice 16). La prueba de
Tukey mostré que la comparacion de medias de los valores de potasio de los TC, TC*y T5
presentaron diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) a los 30 y 60 dias (ver
Apéndice 17).

En la Tabla 20, se muestran las medias y desviaciones estandar de los valores de potasio, la
dosis de crudo de petréleo y dias. Se presenta que los valores de potasio en el suelo
contaminado con 3 % de crudo de petroleo disminuyo a los 60 dias, con un valor promedio
inicial de TC*= 82,285+0,258 mg/L, con un promedio final de TC*= 54,037+0,143 mg/L. El
T1, T3 y T5, los valores de potasio aumentaron con un valor promedio inicial de T1=
57,93+0,069 mg/L, T3=53,845+0,170 mg/L y T5=79,072+0,303 mg/L y con un promedio final
de T1=59,055+0,138 mg/L, T3=56,6+0,132 mg/L y T5= 86,827+0,210 mg/L.
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Y con respecto a una dosis del 5 % de crudo de petréleo en el suelo tuvo una disminucion
del nivel de potasio a los 60 dias, con un valor promedio inicial de TC= 53,282+0,173 mg/L,
T2=51,092+0,129 mg/L, T4=51,59+0,077 mg/L y T6= 59,225+0,172 mg/L con un promedio
final de TC= 20,455+0,094 mg/L, T2= 50,557+0,046 mg/L, T4= 50,825+0,081 mg/L y T6=
57,295 +0,012 mg/L.

Tabla 20
Valores promedios y desviacion estandar (£ DS) del potasio en los tratamientos (control,
T1, T2 y T3) a dosis de crudo de petréleo (3 % y 5 %) evaluados a los 30 y 60 dias

Tratamientos Periodo
30 dias 60 dias

TC* 82,285+0,258 54,037+0,143
TC 53,282+0,173 20,455+0,094
T1 57,93+0,069 59,055+0,138
T2 51,092+0,129 50,557+0,046
T3 53,845+0,170 56,6+0,132
T4 51,59+0,077 50,825+0,081
T5 79,072+0,303 86,827+0,210
T6 59,225+0,172 57,295+0,012

Fuente: Elaboracion propia.

En la Figura 47 se observa el comportamiento de la interaccion del potasio en los
tratamientos a una dosis de crudo de petrdleo al 3 %, en el que el tratamiento TC* tuvo un
comportamiento antagénico a nivel del potasio, puesto a que muestra una disminucion,
mientras que el T1, T3 y T5 muestran un aumento a los 60 dias. Y con respecto a una dosis
de crudo de petréleo al 5 % se observa que TC, T2, T4 y T6 tuvieron una disminucién a los
60 dias.
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Figura 47. Promedio de valores de potasio, en un suelo contaminado con
crudo de petrdleo al 3 % y 5 % segun dias y tratamientos. Fuente: Elaboracion
propia.

f. Resultados de conteo de colonias

Los resultados del Analisis de Varianza de los valores del conteo de colonias (ver Apéndice
6) muestran que hubo un efecto estadisticamente significativo (p<0,05), en: la dosis del
crudo de petrdleo, dias de exposicion, tratamientos, en la interaccion dosis*tratamiento,
dosis*dias, dias*tratamiento y dosis*dias*tratamiento significando que cada uno de estos
factores influyeron positivamente en el efecto del conteo de colonias (Apéndice 18). La
prueba de Tukey mostré que la comparacion de medias de los valores del conteo de colonias
de los tratamientos T1, T3 y T6 presentaron diferencias estadisticamente significativas
(p<0,05) a los 60 dias (ver Apéndice 19).

En la Tabla 21, se muestran las medias y desviaciones estandar de los valores del conteo de
colonias, la dosis de crudo de petrdleo y dias. Se presenta que los valores del conteo de
colonias en el suelo contaminado con 3 % de crudo de petrdleo, para el TC* y T3 disminuyd
a los 60 dias, con un valor promedio inicial para el TC*= 130625000+11086778,9 (Bact/ml)
y T3= 23775000+£95742,71 (Bact/ml) y con un promedio final del TC*= 2547500+17078,25
(Bact/ml) y T3= 280000+816,496 (Bact/ml). El T1 y T5, aumentaron con un valor promedio
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inicial de T1= 263500+577,35 (Bact/ml), T5= 285500+1290,99445 (Bact/ml), y con un
promedio final de T1= 2740000000+8164965,81 (Bact/ml) y T5= 2700000+8164,965
(Bact/ml).

Y con respecto a una dosis del 5 % de crudo de petrdleo en el suelo tuvo una disminucion a
los 60 dias, en el T4, con un promedio inicial de T4= 2905000+12909,944 (Bact/ml) y con un
promedio final de T4=279250+957,427 (Bact/ml), mientras que los TC, T2 y T6 aumentaron
a los 60 dias con un promedio inicial en el TC= 1590,25+1,258 (Bact/ml), T2=
250225+518,812 (Bact/ml) y T6=2599750+8578,072 (Bact/ml) con un promedio final de TC=
146750+1258,305 (Bact/ml), T2= 2975000+5773,502 (Bact/ml) y T6= 256000000+816496,58
(Bact/ml).

Tabla 21
Valores promedios y desviacion estandar (x DS) del conteo de colonias en los
tratamientos (TC, T1, T2, T3, T4, T5y T6) a dosis de crudo de petroleo (3 %y 5 %)

evaluados a los 30y 60 dias

Tratamientos Periodo
30 dias 60 dias

TC* 130625000+11086778,9 2547500+17078,25
TC 1590,25+1,258 146750+1258,305

T1 263500+577,35 2740000000+8164965,81
T2 250225+£518,812 2975000+5773,502
T3 23775000+95742,71 280000+816,496

T4 2905000+12909,944 279250+£957,427

T5 285500+1290,99445 2700000+8164,965
T6 2599750+8578,072 256000000+816496,58

Fuente: Elaboracién propia.

En la Figura 48 se observa el comportamiento de la interaccion del conteo de colonias en los
tratamientos a una dosis de crudo de petroleo al 3 %, donde se evidencia que el TC*y T3
mostraron una disminucion, mientras que el T1 y T5 aumento a los 60 dias. Y con respecto
a una dosis de crudo de petroleo al 5 % se evidencia que el T4 disminuyd, mientras que el

TC, T2y T6 aumentaron a los 60 dias.
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Figura 48. Promedio de valores del conteo de colonias en un suelo

contaminado con crudo de petroleo al 3 % y 5 %, segun dias y tratamientos.
Fuente: Elaboracion propia.
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CAPITULO IV: DISCUSIONES

Este trabajo es el primer estudio en el Peru en evaluar el potencial degradador de crudo de
petroleo por parte de la bacteria Pseudomonas fluorescens, aisladas de raices de plantas de
cultivos organicos de “frijol” (Phaseolus vulgaris L.), “yuca” (Manihot esculenta Crantz) y
“arracacha” (Arracacia xanthorrhiza Bancr.). Los resultados de emision de fluorescencia de
la cepa aislada en este estudio es similar a los que obtuvieron Ulloa et al. (2011) quienes
aislaron esta bacteria a partir del cultivo de la papa, y al ser expuestas las colonias a luz UV
se observé una coloracion verde. Esto se debid a la produccion de un pigmento verde-
amarillo denominado fluoresceina. Del mismo modo Guerra et al. (2011) aislaron a partir de
cultivos de arveja donde presentaron caracteristicas fluorescentes al ser sometidas a luz UV.
De igual forma Uribe et al. (1999) aislaron esta bacteria a partir de raices de papa en medio
King B presentando variaciones de color azul claro, verde amarillento intenso y con el

tiempo un pigmento café.

Respecto a las pruebas bioquimicas sometidas a la bacteria; un estudio similar de Echevarria
(2012) obtuvieron un resultado positivo para pruebas de TSI, oxidasa, catalasa, licuefaccion
de la gelatina, al igual que esté presente estudio. De igual forma en el estudio de Schoebitz
(2006) aislaron Pseudomonas a partir de la rizosfera Lolium perenne L., las bacterias fueron
sembradas en medio Agar Centrimide y se identificaron mediante el sistema API 20 NE las
pruebas bioquimicas (ureasa, oxidasa, test O/F, citrato y TSI), permitiendo poner en
evidencia la diversidad entre una cepa y las otras (Azospirillum sp., Herbaspirillum spp.,
Pseudomonas sp. y de la familia Enterobacteriaceae). La actividad emulsificante de la
Pseudomonas fluorescens fluctué entre 0,587 y 0,904 UAE/mI, destacandose el C1 de la
cepa extraida del nodulo de frijol siendo mayor en este estudio al reportado por Escalante
(2002), que evidencio que de las 128 cepas bacterianas aisladas mostraron una actividad
emulsificante solo el 99,22 % y 0,77 % no la presento, y fluctuo entre 0,75 UAE/ml y 3,66

UAE/ml siendo las cepas con mayor actividad emulsificante:
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Pseudomonas aeruginosa 4k-1, Serratia rubidae 6B9 y Bacillus sp. 6Bh, presentados dentro

del rango de actividad emulsificante de este estudio.

Del mismo modo el estudio de Quiliche et al. (2016) aislaron cinco Pseudomonas
aeruginosa de suelos de talleres de automdviles presentando una actividad emulsificante
entre 2,75 (UAE/mI) y 1,02 (UAE/ml) siendo efectivos para el campo de la biorremediacion.
Sin embargo, Giraldo (2012) evidenciaron que la Pseudomonas fluorescens no presenté una
actividad emulsificante y la Pseudomonas aeruginosa si; siendo la mayor entre todas la
Pseudomonas aeruginosa PB 25 con un 0,5343 (UAE/mI). Esta propiedad emulsificante se
ve influenciado fuertemente por el sustrato que es el crudo de petréleo, temperatura y el pH
qgue son condiciones adecuadas para el crecimiento y metabolismo de la bacteria,
permitiendo asi la solubilidad y transporte del crudo de petrdleo a nivel de su membrana. De
igual forma Toribio- Jiménez etal. (2014) indica que esta propiedad del compuesto
microbiano se debe a que el género Pseudomonas comunmente producen biosurfactantes de
naturaleza glicolipidica llamados ramnolipidos, estos a su vez tienen la capacidad de

emulsificar hidrocarburos y estabilizar emulsiones.

La presente investigacion ha demostrado que el comportamiento del porcentaje de
biorremediacion del crudo de petrdleo en cada uno de los tratamientos al 3 % en un periodo
de 30 dias el mas eficaz fue el T3 con un 44,10 % y en un periodo de 60 dias fue el T1 con
74,70 % de reduccion de crudo de petroleo. Y con respecto a una dosis de 5 % en un periodo
de 30 dias el més eficaz fue el T4 con 75,26 % y en un periodo de 60 dias fue el T4 con
85,50 %:; indicando asi que las bacterias Pseudomonas fluorescens aisladas de las raices de
frijol, yuca y arracacha biorremedian un suelo contaminado con crudo de petréleo, puesto a
que estas bacterias pertenecen a uno de los géneros degradadores de HAPS: esto es debido
por los enlaces de carbonos que presenta el crudo de petréleo y la capacidad biosurfactante
que tiene la bacteria para tomar el carbono del crudo de petréleo como su fuente de carbono,
solubilizandolo y transportandolo a su membrana, logrando asi la biorremediacion, de
manera eficiente a un pH, temperatura, humedad y nutrientes adecuados que bioestimulan la

capacidad degradativa.

83



Estudios similares Bocangel (2016) evidencié que la utilizacién de tres terrarios
conformados por: control abidtico, consorcio control y consorcio Psicotolerante
(Pseudomona putida, Pseudomonas sp., Pseudomona aeruginosa, Aeromonas sp.,
Stenotrophomonas rhizophila y Paenibacillus lautus), con un inéculo bacteriano de 130 ml,
un suelo de 1,3 kg y se adiciond una dosis de crudo de petroleo de 5 % (p/p), para una
evaluacion a los 30, 60, 90, 120, 150 y 180 dias; mostrando como resultado a los 30 dias el
terrario Psicotolerante de un 58,41 % de porcentaje de reduccién. Asimismo, el estudio de
Mufioz (2016) evalud la biorremediacion de suelos contaminados con hidrocarburos, se
aplicé 110 ml de hidrocarburo en 2,5 kg de suelo y con inoculo bacteriano de 100 ml,
estableciendo los siguientes tratamientos: TO= suelo + hidrocarburo, T1= suelo +
hidrocarburo + Trichoderma, T2= suelo + hidrocarburo + P. fluorescens y T3= suelo +
hidrocarburo + Trichoderma + P. fluorescens para un evaluacién de un periodo de 90 dias
obteniendo como resultado el TO=42,6 %, T1= 98,3 %, T2=99,0 % Y T3= 99,1 %, siendo

mayor eficiente el tratamiento con inoculo de P. fluorescens.

Similar estudio de Pérez (2018) evidencio que la utilizacion de la Pseudomonas fluorescens
en la degradacién de HAPs muestra que los valores iniciales de HAPs para: 8,2 mg/kg de
Acenaftaleno, 7,3 mg/kg de Benzo (a) antraceno, 32 mg/kg de Fenantreno y 65 mg/kg de
Naftaleno redujeron a 0,1 mg/kg en cada uno de los hidrocarburos mencionados, lo cual
indica un 99,25 % de HAPs degradados, esto se debid a condiciones ambientales ideales de
la bacteria (pH, temperatura, conductividad eléctrica y humedad) y al proceso de generacién
de metabolitos permitieron la fragmentacion de anillos aromaticos de los HAPs,
transformandolos asi a productos mas sencillos y menos toxicos. A su vez, Samanaez (2008)
selecciond un consorcio bacteriano conformado por: Pseudomonas aeruginosa,
Acinetobacter calcoaceticus, Bacillus sp. para el proceso de degradacion de un suelo
contaminado con 1,5 L de crudo de petréleo, el autor demostro que la reduccion total de
hidrocarburos fue mayor en el terrario bioaumentado con fertilizante inorganico (B+F), con
71,4 % de degradacién en 30 dias, esto se debe a la bioestimulacion de las bacterias con
fertilizantes inorganicos para el proceso de degradacion. Seguido del terrario nativo con
fertilizante inorganico (N+F) con un 66,7 %, luego el terrario biaumentado sin fertilizante
inorgénico (B-F) con un 61,9 %, posteriormente el terrario nativo sin fertilizante inorganico

(N-F) con un 52,3 % y finalmente el control abiético (CA) con un 28 %.
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De igual forma el estudio de Kumar etal., (2014) mostré que la eficiencia de la
biodegradacion del aceite diesel por P. fluorescens aumento en la eficiencia en los primeros
dos o tres dias de incubacion evidenciando una rapida degradacion con un promedio del 54
% de eficacia de biodegradacion y que después al quinto dia disminuyd el porcentaje de
eficaciaa menos del 40 %, el autor indica que las actividades de las enzimas de Pseudomonas
(deshidrogenasa, catalasa, ureasa y polifenol oxidasa) forman parte importante en el proceso
de degradacién. Por su parte Escalante (2002) evaluo la biodegradacion de crudo en suelos
de cultivo utilizando el control abidtico, el consorcio nativo y el consorcio exdgeno
conformado por: Serratiaa rubidae, Pseudomonas aeruginosa y Bacillus sp., el mayor
porcentaje de biodegradacién fue obtenido en el terrario que contenia el consorcio bacteriano
exogeno con el 92,5 % a los noventa dias con una reduccion de 1,2 g de hidrocarburos/25 g
de suelo a 0,09 g de hidrocarburos/25 g de suelo a comparacion con el consorcio bacteriano

nativo con el 60 % y 55 % del control abiético.

En la presente investigacion el pH se mostré constante en las unidades experimentales en
niveles entre 8 y 8,5; y presentd una ligera variacion entre tratamientos a diferentes
concentraciones del 3 % y 5 % de crudo de petréleo a los 30 y 60 dias del periodo de
evaluacion, esto se debe posiblemente a que la Pseudomonas fluorescens modifica el pH del
medio por su capacidad degradativa y accion de su metabolismo para su crecimiento y
biodisponibilidad del sustrato (crudo de petroleo) y de los nutrientes que bioestimulan a la
bacteria para lograr asi el proceso de biorremediacién. Bastidas y Cedefio (2016) mostraron
que durante su proceso de degradacion de TPH, el nivel de pH fluctué entre 59 y 7,5 al
evaluar la eficiencia entre la Pseudomonas aeruginosa y la Pseudomonas putida. Del mismo
modo Pérez (2018) evalud la biodegradacion de la Pseudomonas fluorescens a 8,2 mg/kg de
Acenaftaleno, 7,3 mg/kg de Benzo antraceno, 3,2 mg/kg de Fenantreno y 6,5 mg/kg de
naftaleno, en el cual el pH presentd un rango entre 7,7 a 8,0 logrando asi mas del 90 % de

degradacion.

Estudio similar por Pérez et al., (2015) muestran que en el suelo antes de ser contaminado
obtuvo un pH de 5, y en el proceso de degradacion entre la combinacién de gasolina-etanol
y diesel-biodisel mostro valores de pH entre 8,5 a 9,0 que se estabilizd en el transcurso del

proceso de biorremediacion. Este aumento se debio a que hubo formacion de carbonatos de
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sodio y otros carbonatos posibles, lo cual provocd que el suelo se alcalinizara. Y por Gltimo
Arrieta et al., (2012) indican que para el proceso 6ptimo de degradacion de las bacterias se
deben controlar las siguientes variables: cantidad de nutrientes, viabilidad, temperatura,
oxigeno y pH, este ultimo se mostro que para el proceso de degradacion de la atenuacion
natural méas hidrocarburo se estabilizo entre 5,5, mientras que para el tratamiento de
bioestimulacion alcanz6 valores de pH de 8,3, indicandose dentro del rango en comparacion

con este presente estudio.

El comportamiento de los niveles de nitrogeno con respecto al suelo contaminado con 3 %
de crudo de petréleo aumento a los 60 dias en el TC* y T5, mientras que disminuy6 enel T1
y T3, y con respecto a una concentracion del 5 % de crudo de petréleo que disminuyo a los
60 dias para el TC*, T2, T4 y T6. Otiniano et al., (2017) evidenciaron que la produccién de
ramnolipidos sobre la fuente de nitrégeno por Pseudomonas sp, utilizando el petréleo diesel
2, presento que el mayor porcentaje de ramnolipidos se obtuvo cuando se empled sulfato de
amonio (0,0593 mg %), seguido por la produccién en nitrato de sodio (0,0418 mg %),
observandose en menor produccion en presencia de urea (0,0260mg %); evidenciando asi
una mayor eficiencia de degradacion con la adicion de sulfato de amonio (92,67 %) (p<0,05).
Mientras que Soberon-Chavez et al., (2005) explican que el sulfato de amonio es mas facil
de asimilar por los microorganismos, favoreciendo su metabolismo y crecimiento; sin
embargo, en ausencia de una fuente carbonada disponible se ven obligados a segregar
ramnolipidos para emulsificar el petréleo y formar micelas mas féaciles de asimilar. Y por
ultimo Barraza (2005), sostiene que la biodegradaciéon de petréleo crudo y gasolina en
sistemas terrestres se acelera por adicion de nitrogeno y fésforo en forma de urea, lo cual
indica que la produccion de biosurfactantes esta intimamente ligada a la degradacion de

petroleo y derivados.

El comportamiento del fosforo en la presente investigacion muestra que para el suelo
contaminado con 3 % de crudo de petroleo, el TC* y T5, disminuyo a los 60 dias, a
comparacion del T1 y T3 que aumentaron, y con respecto a una dosis del 5 % de crudo de
petrdleo en el suelo aument6 en el TC y T4, mientras que para el T2 y T6 disminuyeron, esta
accion se debe a que los microrganismos necesitan de nutrientes asimilables como el fésforo

para su metabolismo activo para lograr asi el proceso de degradacion. Similar estudio de
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Samanaez (2008) evidencia que la biodegradacion bacteriana por bioestimulacion en suelos
contaminados con petroleo crudo al utilizar fertilizantes inorganicos como el nitrégeno,
fosforo y potasio disminuyo su concentracion a los 90 dias, lo cual indica que ocurrieron
procesos de mineralizacion e inmovilizacion de estos nutrientes en los terrarios. Del mismo
modo Gomez et al. (2008) indican que el fosforo es esencial en los procesos de degradacion
y reproduccion, gracias a la sintesis de fosfolipidos y &cidos nucleicos e interviene en la
formacion de compuesto dentro de las células. En lo concordante por Nustez (2012) evalud
el efecto de la bioaumentacion y bioestimulacion de sedimentos contaminados con
hidrocarburos, aumento los valores de fosforo en cada mesocosmos, esto se debe a una
liberacion de fosfatos en los procesos de metabolismo microbiano del decaimiento de la
poblacién microbiana. Finalmente, el estudio de Martinez et al. (2011) obtuvieron entre un
42 % y 51 % de remocién en el suelo contaminado con HTP después de 105 dias,
agregéandole un fertilizante al suelo contaminado, mientras que el valor de atenuacion natural

fue de 18 % después del mismo periodo.

El comportamiento del potasio en la presente investigacion muestra que para el suelo
contaminado al 3 % hubo una disminucion para el TC* y un aumento para T1, T3 y T5,
mientras que para un suelo contaminado al 5 %, hubo una disminucién parael TC, T2, T4y
T6 a los 60 dias, esto puede ser debido a la accidn de las enzimas involucradas en el proceso
de biodegradacion para catalizar diferentes reacciones. Estudio similar de Samanaez (2008)
muestra que los niveles de potasio disponibles en el suelo disminuyeron con respecto a los
30, 60 y 90 dias en el que ocurrieron procesos de mineralizacion e inmovilizacién en cada
uno de los tratamientos. En lo encontrado por Martinez et al. (2011) evidencian que tuvieron
como resultado una taza remocién de suelo contaminado con hidrocarburos de petréleo de
un 66 % al 93 % en procesos aerobios identificando al tratamiento de lodos residuales como
el mejor tratamiento por la gran cantidad de nutrientes que contiene. Por ltimo, Nustez
(2012) muestra que los niveles de potasio fueron constantes en todos los mesocosmos a
través del tiempo y en la semana 14 se presentaron picos altos para todos los tratamientos,
Ilegando a valores de 0,74 meq/100 g evidenciando que el potasio es movilizado por los
microorganismos segun la textura, condiciones de humedad del suelo y segun sus

necesidades.
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CAPITULO V: CONCLUSIONES

Las bacterias Gram negativa aisladas de cultivos organicos de Casa Blanca,
Pachacamac corresponden a la especie Pseudomonas fluorescens.

La cepa C1 de Pseudomonas fluorescens extraida del nodulo de la planta de frijol,
presento la mayor actividad emulsificante de 0,904 UAE/mI, siendo una cepa potencial
para las biorremediacién de hidrocarburos y otros compuestos.

La bacteria de la cepa de Pseudomonas fluorescens aislada e identificada de cultivos
orgéanicos de frijol, yuca y arracacha demostro la tolerancia el crudo de petréleo, siendo
eficiente para el proceso de biorremediacion suelos contaminados con crudo de
petréleo en concentraciones de 3 % y 5 %, permitiendo que esta compleja fuente de
carbono pueda ser transportada y solubilizada a nivel de la membrana bacteriana, para

posteriormente ser utilizada como fuente de nutriente.

La cepa Pseudomonas fluorescens obtenidas en la presente investigacion actuaron
sobre suelo contaminado con 3 % y 5 % de crudo de petr6leo en un periodo de 30 y
60 dias. Siendo la cepa aislada de la raiz de la yuca la que logr6é un mayor porcentaje
de reduccion de crudo de petroleo a los 60 dias, en el tratamiento T3 (3% de crudo de
petrdleo) en el que se alcanz6 un 44, 10 % de remocion, y en el tratamiento T4 (5 %
de crudo de petroleo) en el que se consiguid una remocion de 85,50 %. Con los que se
demuestra que estas cepas obtenidas de los sistemas radiculares de plantas pueden

actuar sobre compuestos complejos como el crudo petréleo presente en el suelo.

En este estudio los valores de pH registrados se mantuvieron constantes dentro de un

rango de 8 a 8,5 optimo para el proceso de biorremediacion de crudo de petrdleo.
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6.  En la presente investigacion, el comportamiento de los niveles de NPK en el suelo
contaminado con crudo de petr6leo aument6 en un 3 % y disminuyd en un 5 % a los

60 dias en la mayoria de los tratamientos.
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CAPITULO VI: RECOMENDACIONES

El proceso de aislamiento, seleccion e identificacion y adaptamiento al contaminante
de la Pseudomonas fluorescens es uno de los procesos que es de menor costo y

enriquecedor en el proceso de aprendizaje.

Se debe buscar otras opciones en la elaboracion de cajas en donde se da el proceso de
biorremediacion adecuadas para lograr el adecuado volteo en cada una de las unidades

experimentales.

Se deberia probar con aislamiento de consorcios nativos de plantas de cultivos

organicos en la biorremediacion de suelos contaminados con crudo de petréleo.
Se deberia implementar en los laboratorios de la Universidad Catolica Sedes

Sapientiae; planes de seguridad, calidad en el manejo de instrumentos y equipos, cComo
de los adecuados procedimientos y calibracién de cada uno de ellos.
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TERMINOLOGIA

Microorganismo: Se agrupan en dos categorias: procariotas (bacterias y archaeas) y
eucariotas (hongos, algas y protozoarios), varian a partir en términos morfolégicos,
estructurales, funcionales, su capacidad de adaptacion, metabolismo y en la division celular
(Montafio et al., 2010).

Contaminacion: Movimiento o combinacion de un contaminante (sustancia quimica) a un
sitio (suelo, agua o aire), afectando a la salud de las personas o como al del ambiente y en
algunos casos irreversibles (Ministerio del Ambiente [MINAM], 2016)

Suelo contaminado: Es un suelo que ha sido modificado con el tiempo sus caracteristicas
fisicas, quimicas y bioldgicas por la presencia de contaminantes producto de las diferentes
actividades que realiza el hombre, segun lo indicado en el D.S. N° 002-2013-MINAM
(MINAM, 2016).

Derrames: Es un vertido, descarga de un contaminante hacia una fuente (agua o suelo) de

manera accidental o de una préactica inadecuada (MINAM, 2016).

Monitoreo: Implica la recoleccion, analisis, evaluacion sistematica y comparables de
muestras ambientales en un determinado espacio y tiempo, con la finalidad de medir la

presencia y concentracion de un contaminante en el ambiente (MINAM, 2016)

Enzimas: Consideradas proteinas con propiedades que catalizan reacciones quimicas que
tienen lugar en el interior de la célula, estas aumentan la velocidad de las reacciones quimicas
y son altamente especificos y deben tener las condiciones adecuadas como de la temperatura,

pH y son especificas a un sustrato (Prieto, 2007).

Emulsificacion: Una de las caracteristicas que presentan los microorganismos es su
capacidad para producir biosurfactantes con propiedades emulsificantes que tiene la
finalidad de aumentar la solubilidad del hidrocarburo policiclicos aromaticos o derivadas del

petréleo y su biodisponibilidad (Lara et al., 2017).
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Biosurfactante: Son un grupo de moléculas microbianas que presentan dos partes diferentes
una hidrofébica y otra hidrofilica, son tensoactivas que presentan menor toxicidad y mayor
bidegradibilidad (De La Rosa et al., 2014).

Muestreo: Es el proceso donde se selecciona un conjunto de muestras tomadas
convenientemente en una fuente, mezcladas y transportadas al laboratorio para su respectivo
analisis (Ministerio del Ambiente [MINAM], 2015)

Rizésfera: Es la interaccion de una comunidad de bacterias y hongos adyacente a la raiz de
las plantas, en donde las raices liberan cantidades de compuestos organicos como azucares
0 aminoacidos que favorecen al crecimiento de la planta y propician que se activen los

mecanismos de defensa y se expresen respuestas bioguimicas (Marulanda, 2006)

Pruebas bioquimicas: Estas pruebas permiten determinar las caracteristicas metabolicas de
las bacterias, algunas de estas pruebas son rapidas y su lectura varia entre unos segundos
hasta unas pocas horas y otras requieren de incubacidn previa, estas son pruebas que detectan
componentes metabdlicos o que son sensibles a una sustancia dada tras cultico en medios de

identificacion que contienen el sustrato a metabolizar (Fernandez et al., 2010).

Dosis: Es el nivel de cantidad de una sustancia que se introduce en el proceso biolégico o
metabolico (MINAM, 2015).
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APENDICES

Apéndice 1. Registro del porcentaje de reduccién de crudo de petréleo

) Pseudomonas fluorescens del Pseudomonas fluorescens de la  Pseudomonas fluorescens de la
Cepa TC=Tratamiento Control

frijol yuca arracacha
Crudo de
. TC* TC T1 T2 T3 T4 T5 T6
petrdleo
Dias 30 60 30 60 30 60 30 60 30 60 30 60 30 60 30 60

R1 0,279 2,61 2 4 0811 2,503 3,305 3,894 1,446 2,373 3,381 4,031 0972 1519 1,885 3,095
R2 0,467 2,608 2,063 4,435 1,096 2,201 3,254 3,818 1,362 2,351 3,745 4,418 0,499 1423 1,877 3,254
R3 0,656 2,027 2,13 3,803 1,31 2,162 3,449 385 1235 1977 3,965 4,532 0,349 1,398 1,6 3,647
R4 0,815 1,908 2,085 4,45 1523 2,1 3,297 4,085 1,252 1,409 3963 4,119 0475 1383 1882 3,26

Fuente: Elaboracion propia.
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Apéndice 2. Registro de los niveles de pH

. Pseudomonas fluorescens del Pseudomonas fluorescens de la Pseudomonas fluorescens de la

Cepa Tratamiento Control ..
frijol yuca arracacha
Crudo de
, TC* TC T1 T2 T3 T4 T5 T6

petréleo
Dias 30 60 30 60 30 60 30 60 30 60 30 60 30 60 30 60
R1 83,775 7,71 78,825 84,225 81,125 8,02 8,285 7,905 8,155 8,145 7,86 82,825 811 80,325 80,325 8,1
R2 845 798 8,525 8,385 8 796 81,825 81,025 81,675 8,11 7,86 82,775 8,265 82,225 8,21 82,825
R3 81,525 8,205 84,175 84,275 8,2 8,165 8,04 80,875 8,205 8,165 8,195 83,925 8,175 7,98 8,15 82,875
R4 83,225 84,075 8 85,275 8,115 81,325 81,675 8,145 8,06 83,175 8,085 83,175 81,075 82,675 8,25 82,225

Fuente: Elaboracion propia.
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Apeéndice 3. Registro de los niveles de nitrégeno

Pseudomonas fluorescens del

Pseudomonas fluorescens de la

Pseudomonas fluorescens de la

Cepa Tratamiento Control ..
frijol yuca arracacha

Crudo de TC* TC T1 T2 T3 T4

petrdleo
Dias 30 60 30 60 30 60 30 60 30 60 30 60 30 60 30 60
R1 13,52 14,67 12,73 12,023 8,86 6,24 14,57 13,625 1253 1087 14,75 139 75 9.86 13,06 12,1
R2 13,56 14,23 12,7 12 889 6,25 1456 13,665 1255 10,7 14,73 1394 746 9,87 13,04 12,11
R3 13,51 14,22 12,74 12,03 88 6,28 1459 1366 1248 10,85 14,72 1394 7,49 9,87 13,07 12,07
R4 13,53 12,76 14,04 12,01 8,87 6,23 14,58 13,662 1257 10,75 14,77 1393 7,46 9,89 13,08 12,09

Fuente: Elaboracion propia.
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Apeéndice 4. Registro de los niveles de fosforo

Pseudomonas fluorescens del  Pseudomonas fluorescens de la

Pseudomonas fluorescens de la

Cepa Tratamiento Control ..
frijol yuca arracacha

Crudo de

) TC* TC Tl T2 T3 T4 T6
petréleo

Dias 30 60 30 60 30 60 30 60 30 60 30 60 30 60 30 60
R1 0,22 0,145 0,09 0,278 0,08 0,239 0,176 0,13 0,085 0,12 0,09 0,156 0,24 0,147 0,247 0,08
R2 0,25 0,137 0,13 0,18 0,097 0,245 0,18 0,109 0,088 0,099 0,13 0,172 015 0,157 0,245 0,09
R3 0,234 0,12 0,11 0,169 0,22 0,15 0,175 0,11 0,09 0,098 0,11 018 0,18 0,17 0,239 0,12
R4 0,23 0,15 0,08 0,276 0,11 0,248 0169 01 0212 011 0,09 0,176 0,179 0,148 025 0,13

Fuente: Elaboracion propia.
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Apéndice 5. Registro de los niveles de potasio

Pseudomonas fluorescens del

Pseudomonas fluorescens de la

Pseudomonas fluorescens de la

Cepa Tratamiento Control ..
frijol yuca arracacha
Crudo de
) TC* TC T1 T2 T3 T5 T6
petrdleo
Dias 30 60 30 60 30 60 30 60 30 60 30 60 30 60 30 60
R1 82,4 54,21 53,09 20,4 57,87 5899 51,2 5059 5378 5657 51,63 50,74 7884 86,86 5923 57,29
R2 82,39 53,88 53,51 20,59 57,9 5893 5098 506 54,1 5648 5152 5089 79,26 86,78 58,98 57,31
R3 82,45 53,97 53,25 20,38 58,03 59,05 51,21 5054 53,75 5656 5155 509 78,79 87,09 5935 57,28
R4 81,9 54,09 53,28 20,45 57,92 59,25 50,98 505 53,75 56,79 51,69 50,77 794 8658 59,34 573

Fuente: Elaboracion propia.
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Apeéndice 6. Registro del conteo de colonias

Pseudomonas fluorescens del Pseudomonas fluorescens de la

Pseudomonas fluorescens de la

Cepa Tratamiento Control frijol yuca arracacha
Cp::f;e‘f TC* TC T1 T2 T3 T4 T5 T6
Dias 30 60 30 60 30 60 30 60 30 60 30 60 30 60 30 60
1310000 255000 159 14700 26300 274000 25000 298000 238000 2800 29100 2800 28500 27000 26000 256000
i 000 0 0 0 0 0000 O 0 0 00 00 00 O 00 00 000
1295000 253000 159 14800 26400 275000 25100 297000 239000 2810 29000 2790 28400 26900 25890 255000
" 000 0 2 0 0 0000 O 0 0 00 00 00 O 00 00 000
1300000 254000 158 14700 26400 273000 24990 298000 237000 2790 28900 2780 28700 27100 26100 257000
" 000 0 9 0 0 0000 O 0 0 00 00 00 O 00 00 000
1320000 257000 159 14500 26300 274000 25000 297000 237000 2800 29200 2800 28600 27000 26000 256000
" 000 0 0 0 0 0000 O 0 0 00 00 00 O 00 00 000

Fuente: Elaboracion propia.
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Apéndice 7. Resultados de ANOVA del porcentaje de remocion de crudo de petroleo

Fuente de Variacion SC G.L C.M F P
Intercept 367,1535 1 367,1535 6268,902 0,000000
Dosis 56,7988 1 56,7988 969,802  0,000000
Dias 20,8895 1 20,8895 356,674  0,000000
Tratamiento 10,6510 3 3,5503 60,619 0,000000
Dosis*Dias 0,0481 1 0,0481 0,821 0,369480
Dosis*Tratamiento 1,3649 3 0,4550 7,768 0,000250
Dias*Tratamiento 4,2489 3 1,4163 24,183 0,000000
Dosis*Dias*Tratamiento  0,8358 3 0,2786 4,757 0,005536

Error 2,8112 48 0,0586

Fuente: Elaboracion propia.
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Apéndice 8. Prueba de Tukey del porcentaje de remocion del crudo de petroleo

Diferencia de

Intervalo de confianza al 95%

(I) Tratamiento (J) Tratamiento medias (I-J) Error estandar Sig. Limite inferior Limite superior
Tratamiento Control* Tratamiento Control -1,7250" ,12837 ,000 -2,1317 -1,3183
Tratamiento 1 -,3900 ,12837 ,069 -, 7967 ,0167
Tratamiento 2 -2,1963" ,12837 ,000 -2,6030 -1,7895
Tratamiento 3 -,2525 ,12837 ,514 -,6592 ,1542
Tratamiento 4 -2,5963" ,12837 ,000 -3,0030 -2,1895
Tratamiento 5 4213" ,12837 ,037 ,0145 ,8280
Tratamiento 6 -1,1400" ,12837 ,000 -1,5467 -,7333
Tratamiento Control Tratamiento Control* 1,7250" ,12837 ,000 1,3183 2,1317
Tratamiento 1 1,3350" ,12837 ,000 ,9283 1,7417
Tratamiento 2 - 47127 ,12837 ,013 -,8780 -,0645
Tratamiento 3 1,4725" ,12837 ,000 1,0658 1,8792
Tratamiento 4 -,8713" ,12837 ,000 -1,2780 -,4645
Tratamiento 5 2,1463" ,12837 ,000 1,7395 2,5530
Tratamiento 6 ,5850" ,12837 ,001 1783 9917
Tratamiento 1 Tratamiento Control* ,3900 ,12837 ,069 -,0167 , 71967
Tratamiento Control -1,3350" ,12837 ,000 -1,7417 -,9283
Tratamiento 2 -1,8063" ,12837 ,000 -2,2130 -1,3995
Tratamiento 3 ,1375 ,12837 ,960 -,2692 5442
Tratamiento 4 -2,2063" ,12837 ,000 -2,6130 -1,7995
Tratamiento 5 ,8113" ,12837 ,000 4045 1,2180
Tratamiento 6 -,7500" ,12837 ,000 -1,1567 -,3433
Tratamiento 2 Tratamiento Control* 2,1963" ,12837 ,000 1,7895 2,6030
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(I) Tratamiento

Tratamiento 3

Tratamiento 4

Tratamiento 5

Diferencia de

Intervalo de confianza al 95%

(J) Tratamiento medias (I-J) Error estandar Sig. Limite inferior  Limite superior

Tratamiento Control A712° ,12837 ,013 ,0645 ,8780
Tratamiento 1 1,8063" ,12837 ,000 1,3995 2,2130
Tratamiento 3 1,9438" ,12837 ,000 1,5370 2,3505
Tratamiento 4 -,4000 ,12837 ,057 -,8067 ,0067
Tratamiento 5 2,6175" ,12837 ,000 2,2108 3,0242
Tratamiento 6 1,0563" ,12837 ,000 ,6495 1,4630
Tratamiento Control* ,2525 ,12837 ,514 -,1542 ,6592
Tratamiento Control -1,4725" ,12837 ,000 -1,8792 -1,0658
Tratamiento 1 -,1375 ,12837 ,960 -,5442 ,2692
Tratamiento 2 -1,9438" ,12837 ,000 -2,3505 -1,5370
Tratamiento 4 -2,3438" ,12837 ,000 -2,7505 -1,9370
Tratamiento 5 ,6738" ,12837 ,000 ,2670 1,0805
Tratamiento 6 -,8875" ,12837 ,000 -1,2942 -,4808
Tratamiento Control* 2,5963" ,12837 ,000 2,1895 3,0030
Tratamiento Control ,8713" ,12837 ,000 ,4645 1,2780
Tratamiento 1 2,2063" ,12837 ,000 1,7995 2,6130
Tratamiento 2 ,4000 ,12837 ,057 -,0067 ,8067
Tratamiento 3 2,3438" ,12837 ,000 1,9370 2,7505
Tratamiento 5 3,0175 ,12837 ,000 2,6108 3,4242
Tratamiento 6 1,4563" ,12837 ,000 1,0495 1,8630
Tratamiento Control* -,4213" ,12837 ,037 -,8280 -,0145
Tratamiento Control -2,1463" ,12837 ,000 -2,5530 -1,7395
Tratamiento 1 -,8113° ,12837 ,000 -1,2180 -,4045
Tratamiento 2 -2,6175" ,12837 ,000 -3,0242 -2,2108
Tratamiento 3 -,6738" ,12837 ,000 -1,0805 -,2670
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(I) Tratamiento

Diferencia de

Intervalo de confianza al 95%

Tratamiento 6

(J) Tratamiento medias (I-J) Error estandar Sig. Limite inferior  Limite superior

Tratamiento 4 -3,0175" ,12837 ,000 -3,4242 -2,6108
Tratamiento 6 -1,5613" ,12837 ,000 -1,9680 -1,1545
Tratamiento Control* 1,1400" ,12837 ,000 ,7333 1,5467
Tratamiento Control -,5850" ,12837 ,001 -,9917 -,1783
Tratamiento 1 ,7500" ,12837 ,000 ,3433 1,1567
Tratamiento 2 -1,0563" ,12837 ,000 -1,4630 -,6495
Tratamiento 3 ,8875" ,12837 ,000 ,4808 1,2942
Tratamiento 4 -1,4563" ,12837 ,000 -1,8630 -1,0495
Tratamiento 5 1,5613" ,12837 ,000 1,1545 1,9680

Se basa en las medias observadas.

El término de error es la media cuadratica(Error) = .066.

*, La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05.

Fuente: Elaboracion propia.

112



Apéndice 9. Valores promedios y desviacion estdndar (+ DS) del porcentaje de reduccion de crudo de petroleo en los tratamientos a
dosis de crudo de petroleo (3 % y 5 %) evaluados a los 30 y 60 dias.

Tratamientos Periodo
30 dias 60 dias
TC* 0,554 + 0,232 % 2,288 £ 0,373 %
TC 2,053 £ 0,083 % 4,243 + 0,302 %
T1 1,185 £ 0,304 % 2,241 0,179 %
T2 3,326 + 0,084 % 3,911+0,119 %
T3 1,323 £ 0,099 % 2,027 £ 0,450 %
T4 3,763 £ 0,275 % 4,275+ 0,238 %
T5 0,573+ 0,273 % 1,43 £ 0,061 %
T6 1,811 £ 0,140 % 3,314 £ 0,234 %

Fuente: Elaboracion propia.
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Apéndice 10. Resultados de ANOVA del pH

Fuente de Variacion SC G. C.M P
Intercept 4275,566 1 4275,566 207407,2  0,000000
Dosis 0,036 1 0,036 1,7 0,194157
Dias 0,012 1 0,012 0,6 0,453785
Tratamiento 0,211 3 0,070 3,4 0,024554
Dosis*Dias 0,158 1 0,158 7,7 0,008024
Dosis*Tratamiento 0,036 3 0,012 0,6 0,6262273
Dias*Tratamiento 0,136 3 0,045 2,2 0,099416
Dosis*Dias*Tratamiento 0,171 3 0,057 2,8 0,052345
Error 0,989 48 0,021

Fuente: Elaboracion propia.
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Apeéndice 11. Prueba de Tukey de los niveles de pH

Diferencia de

Intervalo de confianza al 95%

(I) Tratamiento (J) Tratamiento medias (I-J) Error estandar Sig. Limite inferior  Limite superior
Tratamiento Control* Tratamiento Control -,1000 ,07366 871 -,3334 ,1334
Tratamiento 1 ,1125 ,07366 ,789 -,1209 ,3459
Tratamiento 2 ,0850 ,07366 ,941 -,1484 ,3184
Tratamiento 3 ,0325 ,07366 1,000 -,2009 ,2659
Tratamiento 4 ,0412 ,07366 ,999 -,1921 ,2746
Tratamiento 5 ,0550 ,07366 ,995 -,1784 ,2884
Tratamiento 6 ,0100 ,07366 1,000 -,2234 ,2434
Tratamiento Control Tratamiento Control* ,1000 ,07366 871 -,1334 ,3334
Tratamiento 1 ,2125 ,07366 ,098 -,0209 ,4459
Tratamiento 2 ,1850 ,07366 ,215 -,0484 4184
Tratamiento 3 ,1325 ,07366 ,624 -,1009 ,3659
Tratamiento 4 ,1412 ,07366 ,546 -,0921 ,3746
Tratamiento 5 ,1550 ,07366 427 -,0784 ,3884
Tratamiento 6 ,1100 ,07366 ,807 -,1234 ,3434
Tratamiento 1 Tratamiento Control* -,1125 ,07366 ,789 -,3459 ,1209
Tratamiento Control -,2125 ,07366 ,098 -,4459 ,0209
Tratamiento 2 -,0275 ,07366 1,000 -,2609 ,2059
Tratamiento 3 -,0800 ,07366 ,957 -,3134 ,1534
Tratamiento 4 -,0713 ,07366 977 -,3046 1621
Tratamiento 5 -,0575 ,07366 ,993 -,2909 ,1759
Tratamiento 6 -,1025 ,07366 ,857 -,3359 ,1309
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Diferencia de Intervalo de confianza al 95%

(I) Tratamiento (J) Tratamiento medias (I-J) Error estandar Sig. Limite inferior ~ Limite superior
Tratamiento 2 Tratamiento Control* -,0850 ,07366 ,941 -,3184 ,1484
Tratamiento Control -,1850 ,07366 ,215 -,4184 ,0484
Tratamiento 1 ,0275 ,07366 1,000 -,2059 ,2609
Tratamiento 3 -,0525 ,07366 ,996 -,2859 ,1809
Tratamiento 4 -,0437 ,07366 ,999 -,2771 ,1896
Tratamiento 5 -,0300 ,07366 1,000 -,2634 ,2034
Tratamiento 6 -,0750 ,07366 ,969 -,3084 ,1584
Tratamiento 3 Tratamiento Control* -,0325 ,07366 1,000 -,2659 ,2009
Tratamiento Control -,1325 ,07366 ,624 -,3659 ,1009
Tratamiento 1 ,0800 ,07366 ,957 -,1534 3134
Tratamiento 2 ,0525 ,07366 ,996 -,1809 ,2859
Tratamiento 4 ,0087 ,07366 1,000 -,2246 2421
Tratamiento 5 ,0225 ,07366 1,000 -,2109 ,2559
Tratamiento 6 -,0225 ,07366 1,000 -,2559 ,2109
Tratamiento 4 Tratamiento Control* -,0412 ,07366 ,999 -,2746 ,1921
Tratamiento Control -,1412 ,07366 ,546 -,3746 ,0921
Tratamiento 1 ,0713 ,07366 977 -,1621 ,3046
Tratamiento 2 ,0437 ,07366 ,999 -,1896 2771
Tratamiento 3 -,0087 ,07366 1,000 -,2421 ,2246
Tratamiento 5 ,0137 ,07366 1,000 -,2196 2471
Tratamiento 6 -,0312 ,07366 1,000 -,2646 ,2021
Tratamiento 5 Tratamiento Control* -,0550 ,07366 ,995 -,2884 ,1784
Tratamiento Control -,1550 ,07366 427 -,3884 ,0784
Tratamiento 1 ,0575 ,07366 ,993 -,1759 ,2909
Tratamiento 2 ,0300 ,07366 1,000 -,2034 ,2634
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(I) Tratamiento

Tratamiento 6

Diferencia de

Intervalo de confianza al 95%

(J) Tratamiento medias (I-J) Error estandar Sig. Limite inferior ~ Limite superior

Tratamiento 3 -,0225 ,07366 1,000 -,2559 ,2109
Tratamiento 4 -,0137 ,07366 1,000 -,2471 ,2196
Tratamiento 6 -,0450 ,07366 ,999 -,2784 ,1884
Tratamiento Control* -,0100 ,07366 1,000 -,2434 ,2234
Tratamiento Control -,1100 ,07366 ,807 -,3434 ,1234
Tratamiento 1 ,1025 ,07366 ,857 -,1309 ,3359
Tratamiento 2 ,0750 ,07366 ,969 -,1584 ,3084
Tratamiento 3 ,0225 ,07366 1,000 -,2109 ,2559
Tratamiento 4 ,0312 ,07366 1,000 -,2021 ,2646
Tratamiento 5 ,0450 ,07366 ,999 -,1884 2784

Se basa en las medias observadas.
El término de error es la media cuadratica(Error) = .022.

Fuente: Elaboracion propia.
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Apéndice 12. Resultados de ANOVA de los niveles de nitrégeno

Fuente de Variacion SC G.L. C.M. F P
Intercept 9063,159 1 9063,159 127021,4  0,000000
Dosis 142,101 1 142,101  1991,6 0,000000
Dias 6,900 1 6,900 96,7 0,000000
Tratamiento 88,166 3 29,389 411,9 0,000000
Dosis*Dias 1,247 1 1,247 17,5 0,000122
Dosis*Tratamiento 125,512 3 41,837 586,4 0,000000
Dias*Tratamiento 14,454 3 4,818 67,5 0,000000
Dosis*Dias*Tratamiento 15,945 3 5,315 74,5 0,000000

Error 3,425 48 0,071

Fuente: Elaboracion propia.
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Apéndice 13. Prueba de Tukey de los niveles de nitrogeno

Diferencia de

Intervalo de confianza al 95%

(I) Tratamiento (J) Tratamiento medias (I-J) Error estandar Sig. Limite inferior ~ Limite superior
Tratamiento Control* Tratamiento Control 1,2163" ,13355 ,000 ,7931 1,6394
Tratamiento 1 6,1975 ,13355 ,000 57744 6,6206
Tratamiento 2 -,3650 ,13355 ,138 -,7881 ,0581
Tratamiento 3 2,0875" ,13355 ,000 1,6644 2,5106
Tratamiento 4 -,5850" ,13355 ,002 -1,0081 -,1619
Tratamiento 5 5,0750" ,13355 ,000 4,6519 5,4981
Tratamiento 6 1,1725" ,13355 ,000 , 1494 1,5956
Tratamiento Control Tratamiento Control* -1,2163" ,13355 ,000 -1,6394 -,7931
Tratamiento 1 4,9812" ,13355 ,000 4,5581 5,4044
Tratamiento 2 -1,5813" ,13355 ,000 -2,0044 -1,1581
Tratamiento 3 ,8712" ,13355 ,000 4481 1,2944
Tratamiento 4 -1,8012" ,13355 ,000 -2,2244 -1,3781
Tratamiento 5 3,8587" ,13355 ,000 3,4356 4,2819
Tratamiento 6 -,0438 ,13355 1,000 -,4669 3794
Tratamiento 1 Tratamiento Control* -6,1975" ,13355 ,000 -6,6206 -5,7744
Tratamiento Control -4,9812" ,13355 ,000 -5,4044 -4,5581
Tratamiento 2 -6,5625" ,13355 ,000 -6,9856 -6,1394
Tratamiento 3 -4,1100" ,13355 ,000 -4,5331 -3,6869
Tratamiento 4 -6,7825" ,13355 ,000 -7,2056 -6,3594
Tratamiento 5 -1,1225" ,13355 ,000 -1,5456 -,6994
Tratamiento 6 -5,0250" ,13355 ,000 -5,4481 -4,6019
Tratamiento 2 Tratamiento Control* ,3650 ,13355 ,138 -,0581 ,7881
Tratamiento Control 1,5813" ,13355 ,000 1,1581 2,0044

119



(I) Tratamiento

Tratamiento 3

Tratamiento 4

Tratamiento 5

Diferencia de

Intervalo de confianza al 95%

(J) Tratamiento medias (I-J) Error estandar Sig. Limite inferior ~ Limite superior

Tratamiento 1 6,5625" ,13355 ,000 6,1394 6,9856
Tratamiento 3 2,4525" ,13355 ,000 2,0294 2,8756
Tratamiento 4 -,2200 ,13355 ,7120 -,6431 ,2031
Tratamiento 5 5,4400" ,13355 ,000 5,0169 5,8631
Tratamiento 6 1,5375" ,13355 ,000 1,1144 1,9606
Tratamiento Control* -2,0875" ,13355 ,000 -2,5106 -1,6644
Tratamiento Control -,8712° ,13355 ,000 -1,2944 -,4481
Tratamiento 1 4,1100" ,13355 ,000 3,6869 4,5331
Tratamiento 2 -2,4525" ,13355 ,000 -2,8756 -2,0294
Tratamiento 4 -2,6725 ,13355 ,000 -3,0956 -2,2494
Tratamiento 5 2,9875" ,13355 ,000 2,5644 3,4106
Tratamiento 6 -,9150° ,13355 ,000 -1,3381 -,4919
Tratamiento Control* ,5850" ,13355 ,002 ,1619 1,0081
Tratamiento Control 1,8012" ,13355 ,000 1,3781 2,2244
Tratamiento 1 6,7825" ,13355 ,000 6,3594 7,2056
Tratamiento 2 ,2200 ,13355 ,7120 -,2031 ,6431
Tratamiento 3 2,6725" ,13355 ,000 2,2494 3,0956
Tratamiento 5 5,6600" ,13355 ,000 5,2369 6,0831
Tratamiento 6 1,7575" ,13355 ,000 1,3344 2,1806
Tratamiento Control* -5,0750" ,13355 ,000 -5,4981 -4,6519
Tratamiento Control -3,8587" ,13355 ,000 -4,2819 -3,4356
Tratamiento 1 1,1225" ,13355 ,000 ,6994 1,5456
Tratamiento 2 -5,4400" ,13355 ,000 -5,8631 -5,0169
Tratamiento 3 -2,9875" ,13355 ,000 -3,4106 -2,5644
Tratamiento 4 -5,6600" ,13355 ,000 -6,0831 -5,2369
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(I) Tratamiento

Tratamiento 6

Diferencia de

Intervalo de confianza al 95%

(J) Tratamiento medias (I-J) Error estandar Sig. Limite inferior ~ Limite superior

Tratamiento 6 -3,9025" ,13355 ,000 -4,3256 -3,4794
Tratamiento Control* -1,1725" ,13355 ,000 -1,5956 -, 7494
Tratamiento Control ,0438 ,13355 1,000 -,3794 ,4669
Tratamiento 1 5,0250" ,13355 ,000 4,6019 5,4481
Tratamiento 2 -1,5375" ,13355 ,000 -1,9606 -1,1144
Tratamiento 3 ,9150" ,13355 ,000 4919 1,3381
Tratamiento 4 -1,7575" ,13355 ,000 -2,1806 -1,3344
Tratamiento 5 3,9025" ,13355 ,000 3,4794 4,3256

Se basa en las medias observadas.

El término de error es la media cuadratica(Error) = .071.

*. La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05.

Fuente: Elaboracion propia.
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Apéndice 14. Resultados de ANOVA de los niveles de fosforo

Fuente de Variacion SC G.L. C.M. F P
Intercept 1,360431 1 1,360431 6714,895  0,000000
Dosis 0,000749 1 0,000749 3,699 0,060392
Dias 0,003235 1 0,003235 15,966 0,000221
Tratamiento 0,024539 3 0,008180 40,374 0,000000
Dosis*Dias 0,000088 1 0,000088 0,434 0,513270
Dosis*Tratamiento 0,016303 3 0,005434 26,823 0,000000
Dias*Tratamiento 0,024781 3 0,008260 40,771 0,000000
Dosis*Dias*Tratamiento 0,060309 3 0,020103 99,226 0,000000

Error 0,009725 48 0,000203

Fuente: Elaboracion propia.
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Apéndice 15. Prueba de Tukey de los niveles de fosforo

Diferencia de

Intervalo de confianza al 95%

(I) Tratamiento (J) Tratamiento medias (I-J) Error estandar Sig. Limite inferior ~ Limite superior
Tratamiento Control* Tratamiento Control ,0463" ,00705 ,000 ,0239 ,0686
Tratamiento 1 ,0613" ,00705 ,000 ,0389 ,0836
Tratamiento 2 ,0412" ,00705 ,000 ,0189 ,0636
Tratamiento 3 ,0838" ,00705 ,000 ,0614 ,1061
Tratamiento 4 ,0462" ,00705 ,000 ,0239 ,0686
Tratamiento 5 ,0262" ,00705 ,011 ,0039 ,0486
Tratamiento 6 ,0100 ,00705 ,845 -,0123 ,0323
Tratamiento Control Tratamiento Control* -,0463" ,00705 ,000 -,0686 -,0239
Tratamiento 1 ,0150 ,00705 413 -,0073 ,0373
Tratamiento 2 -,0050 ,00705 ,996 -,0273 ,0173
Tratamiento 3 ,0375" ,00705 ,000 ,0152 ,0598
Tratamiento 4 ,0000 ,00705 1,000 -,0223 ,0223
Tratamiento 5 -,0200 ,00705 ,110 -,0423 ,0023
Tratamiento 6 -,0363" ,00705 ,000 -,0586 -,0139
Tratamiento 1 Tratamiento Control* -,0613" ,00705 ,000 -,0836 -,0389
Tratamiento Control -,0150 ,00705 413 -,0373 ,0073
Tratamiento 2 -,0200 ,00705 ,110 -,0423 ,0023
Tratamiento 3 ,0225" ,00705 ,047 ,0002 ,0448
Tratamiento 4 -,0150 ,00705 413 -,0373 ,0073
Tratamiento 5 -,0350" ,00705 ,000 -,0573 -,0127
Tratamiento 6 -,0512" ,00705 ,000 -,0736 -,0289
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Diferencia de

Intervalo de confianza al 95%

(I) Tratamiento (J) Tratamiento medias (I-J) Error estandar Sig. Limite inferior  Limite superior
Tratamiento 2 Tratamiento Control* -,0412" ,00705 ,000 -,0636 -,0189
Tratamiento Control ,0050 ,00705 ,996 -,0173 ,0273
Tratamiento 1 ,0200 ,00705 ,110 -,0023 ,0423
Tratamiento 3 ,0425" ,00705 ,000 ,0202 ,0648
Tratamiento 4 ,0050 ,00705 ,996 -,0173 ,0273
Tratamiento 5 -,0150 ,00705 413 -,0373 ,0073
Tratamiento 6 -,0312° ,00705 ,001 -,0536 -,0089
Tratamiento 3 Tratamiento Control* -,0838" ,00705 ,000 -,1061 -,0614
Tratamiento Control -,0375" ,00705 ,000 -,0598 -,0152
Tratamiento 1 -,0225" ,00705 ,047 -,0448 -,0002
Tratamiento 2 -,0425" ,00705 ,000 -,0648 -,0202
Tratamiento 4 -,0375" ,00705 ,000 -,0598 -,0152
Tratamiento 5 -,0575" ,00705 ,000 -,0798 -,0352
Tratamiento 6 -,0738" ,00705 ,000 -,0961 -,0514
Tratamiento 4 Tratamiento Control* -,0462" ,00705 ,000 -,0686 -,0239
Tratamiento Control ,0000 ,00705 1,000 -,0223 ,0223
Tratamiento 1 ,0150 ,00705 413 -,0073 ,0373
Tratamiento 2 -,0050 ,00705 ,996 -,0273 ,0173
Tratamiento 3 ,0375" ,00705 ,000 ,0152 ,0598
Tratamiento 5 -,0200 ,00705 ,110 -,0423 ,0023
Tratamiento 6 -,0362" ,00705 ,000 -,0586 -,0139
Tratamiento 5 Tratamiento Control* -,0262" ,00705 ,011 -,0486 -,0039
Tratamiento Control ,0200 ,00705 ,110 -,0023 ,0423
Tratamiento 1 ,0350" ,00705 ,000 ,0127 ,0573
Tratamiento 2 ,0150 ,00705 413 -,0073 ,0373
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(I) Tratamiento

Tratamiento 6

Diferencia de

Intervalo de confianza al 95%

(J) Tratamiento medias (I-J) Error estandar Sig. Limite inferior  Limite superior

Tratamiento 3 ,0575" ,00705 ,000 ,0352 ,0798
Tratamiento 4 ,0200 ,00705 ,110 -,0023 ,0423
Tratamiento 6 -,0162 ,00705 ,313 -,0386 ,0061
Tratamiento Control* -,0100 ,00705 ,845 -,0323 ,0123
Tratamiento Control ,0363" ,00705 ,000 ,0139 ,0586
Tratamiento 1 ,0512" ,00705 ,000 ,0289 ,0736
Tratamiento 2 ,0312" ,00705 ,001 ,0089 ,0536
Tratamiento 3 ,0738" ,00705 ,000 ,0514 ,0961
Tratamiento 4 ,0362" ,00705 ,000 ,0139 ,0586
Tratamiento 5 ,0162 ,00705 ,313 -,0061 ,0386

Se basa en las medias observadas.

El término de error es la media cuadratica(Error) = .000.

*. La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05.

Fuente: Elaboracion propia.
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Apéndice 16. Resultados de ANOVA del nivel de potasio

Fuente de Variacion SC G.L. C.M. F P
Intercept 213435,9 1 2134359 8642406 0,00
Dosis 4578,0 1 4578,0 185373 0,00
Dias 693,7 1 693,7 28090 0,00
Tratamiento 3564,2 3 1188,1 48107 0,00
Dosis*Dias 94,6 1 94,6 3831 0,00
Dosis*Tratamiento 2076,7 3 692,2 28030 0,00
Dias*Tratamiento 3074,6 3 1024,9 41499 0,00
Dosis*Dias*Tratamiento 35,4 3 11,8 477 0,00

Error 1,2 48 0,0

Fuente: Elaboracion propia.
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Apeéndice 17. Prueba de Tukey de los niveles de potasio

Diferencia de

Intervalo de confianza al 95%

(I) Tratamiento (J) Tratamiento medias (I-J) Error estandar Sig. Limite inferior  Limite superior
Tratamiento Control* Tratamiento Control 31,2925 ,07858 ,000 31,0436 31,5414
Tratamiento 1 9,6688" ,07858 ,000 9,4198 9,9177
Tratamiento 2 17,3363" ,07858 ,000 17,0873 17,5852
Tratamiento 3 12,9388" ,07858 ,000 12,6898 13,1877
Tratamiento 4 16,9500" ,07858 ,000 16,7011 17,1989
Tratamiento 5 -14,7887" ,07858 ,000 -15,0377 -14,5398
Tratamiento 6 9,9013" ,07858 ,000 9,6523 10,1502
Tratamiento Control Tratamiento Control* -31,2925" ,07858 ,000 -31,5414 -31,0436
Tratamiento 1 -21,6238" ,07858 ,000 -21,8727 -21,3748
Tratamiento 2 -13,9563" ,07858 ,000 -14,2052 -13,7073
Tratamiento 3 -18,3537" ,07858 ,000 -18,6027 -18,1048
Tratamiento 4 -14,3425" ,07858 ,000 -14,5914 -14,0936
Tratamiento 5 -46,0813" ,07858 ,000 -46,3302 -45,8323
Tratamiento 6 -21,3913" ,07858 ,000 -21,6402 -21,1423
Tratamiento 1 Tratamiento Control* -9,6688" ,07858 ,000 -9,9177 -9,4198
Tratamiento Control 21,6238" ,07858 ,000 21,3748 21,8727
Tratamiento 2 7,6675 ,07858 ,000 7,4186 7,9164
Tratamiento 3 3,2700" ,07858 ,000 3,0211 3,5189
Tratamiento 4 7,2813" ,07858 ,000 7,0323 7,5302
Tratamiento 5 -24,4575" ,07858 ,000 -24,7064 -24,2086
Tratamiento 6 ,2325 ,07858 ,083 -,0164 4814
Tratamiento 2 Tratamiento Control* -17,3363" ,07858 ,000 -17,5852 -17,0873
Tratamiento Control 13,9563" ,07858 ,000 13,7073 14,2052
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() Tratamiento

Tratamiento 3

Tratamiento 4

Tratamiento 5

Diferencia de

Intervalo de confianza al 95%

(J) Tratamiento medias (I-J) Error estandar Sig. Limite inferior ~ Limite superior

Tratamiento 1 -7,6675" ,07858 ,000 -7,9164 -7,4186
Tratamiento 3 -4,3975" ,07858 ,000 -4,6464 -4,1486
Tratamiento 4 -,3862" ,07858 ,000 -,6352 -,1373
Tratamiento 5 -32,1250" ,07858 ,000 -32,3739 -31,8761
Tratamiento 6 -7,4350" ,07858 ,000 -7,6839 -7,1861
Tratamiento Control* -12,9388" ,07858 ,000 -13,1877 -12,6898
Tratamiento Control 18,3537" ,07858 ,000 18,1048 18,6027
Tratamiento 1 -3,2700" ,07858 ,000 -3,5189 -3,0211
Tratamiento 2 4,3975" ,07858 ,000 4,1486 4,6464
Tratamiento 4 4,0112° ,07858 ,000 3,7623 4,2602
Tratamiento 5 -27,7275" ,07858 ,000 -27,9764 -27,4786
Tratamiento 6 -3,0375" ,07858 ,000 -3,2864 -2,7886
Tratamiento Control* -16,9500" ,07858 ,000 -17,1989 -16,7011
Tratamiento Control 14,3425" ,07858 ,000 14,0936 14,5914
Tratamiento 1 -7,2813" ,07858 ,000 -7,5302 -7,0323
Tratamiento 2 ,3862" ,07858 ,000 ,1373 ,6352
Tratamiento 3 -4,0112" ,07858 ,000 -4,2602 -3,7623
Tratamiento 5 -31,7388" ,07858 ,000 -31,9877 -31,4898
Tratamiento 6 -7,0488" ,07858 ,000 -7,2977 -6,7998
Tratamiento Control* 14,7887" ,07858 ,000 14,5398 15,0377
Tratamiento Control 46,0813" ,07858 ,000 45,8323 46,3302
Tratamiento 1 24,4575 ,07858 ,000 24,2086 24,7064
Tratamiento 2 32,1250" ,07858 ,000 31,8761 32,3739
Tratamiento 3 27,7275 ,07858 ,000 27,4786 27,9764
Tratamiento 4 31,7388" ,07858 ,000 31,4898 31,9877
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() Tratamiento

Tratamiento 6

Diferencia de

Intervalo de confianza al 95%

(J) Tratamiento medias (I-J) Error estandar Sig. Limite inferior ~ Limite superior

Tratamiento 6 24,6900" ,07858 ,000 24,4411 24,9389
Tratamiento Control* -9,9013" ,07858 ,000 -10,1502 -9,6523
Tratamiento Control 21,3913" ,07858 ,000 21,1423 21,6402
Tratamiento 1 -,2325 ,07858 ,083 -,4814 ,0164
Tratamiento 2 7,4350" ,07858 ,000 7,1861 7,6839
Tratamiento 3 3,0375" ,07858 ,000 2,7886 3,2864
Tratamiento 4 7,0488" ,07858 ,000 6,7998 7,2977
Tratamiento 5 -24,6900" ,07858 ,000 -24,9389 -24,4411

Se basa en las medias observadas.

El término de error es la media cuadratica(Error) = .025.

*. La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05.

Fuente: Elaboracion propia.
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Apeéndice 18. Resultados de ANOVA del conteo de colonias

Fuente de Variacion SC G.L C.M. F P

Intercept 4,711633E+18 1 4,711633E+18 396227,3 0,00

Dosis 3,630823E+18 1 3,630823E+18 305336,0 0,00

Dias 6,960548E+17 1 6,960548E+17 58535,1 0,00

Tratamiento 4,597606E+18 3 1,532535E+18 128879,4 0,00

Dosis*Dias 3,371597E+17 1 3,371597E+17 28353,6 0,00

Dosis*Tratamiento 5,638892E+18 3 1,879631E+18 158068,5 0,00

Dias*Tratamiento 8,590424E+18 3 2,863475E+18 240805,4 0,00

Dosis*Dias*Tratamiento 8,917522E+18 3 2,972507E+18 249974,6 0,00
Error 5,707794E+14 48 1,189124E+13

Fuente: Elaboracion propia.
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Apéndice 19. Prueba de Tukey del conteo de colonias

Diferencia de

Intervalo de confianza al 95%

(I) Tratamiento (J) Tratamiento medias (I-J) Error estandar Sig. Limite inferior Limite superior
Tratamiento Control* Tratamiento Control 654324579,8750°  1731947,57728 ,000 648837276,5110 659811883,2390
Tratamiento 1 -715733000,0000°  1731947,57728 ,000 -721220303,3640 -710245696,6360
Tratamiento 2 652786137,5000°  1731947,57728 ,000 647298834,1360 658273440,8640
Tratamiento 3 642371250,0000°  1731947,57728 ,000 636883946,6360 647858553,3640
Tratamiento 4 653131750,0000°  1731947,57728 ,000 647644446,6360 658619053,3640
Tratamiento 5 652906000,0000°  1731947,57728 ,000 647418696,6360 658393303,3640
Tratamiento 6 525098875,0000°  1731947,57728 ,000 519611571,6360 530586178,3640
Tratamiento Control Tratamiento Control* -654324579,8750"  1731947,57728 ,000 -659811883,2390 -648837276,5110
Tratamiento 1 - - -
1370057579,8750" 173194757728 /000 1375544883,2390 1364570276,5110
Tratamiento 2 -1538442,3750  1731947,57728 ,986  -7025745,7390 3948860,9890
Tratamiento 3 -11953329,8750"  1731947,57728 ,000 -17440633,2390  -6466026,5110
Tratamiento 4 -1192829,8750  1731947,57728 ,997  -6680133,2390 4294473,4890
Tratamiento 5 -1418579,8750  1731947,57728 991  -6905883,2390 4068723,4890
Tratamiento 6 -129225704,8750"  1731947,57728 ,000 -134713008,2390 -123738401,5110
Tratamiento 1 Tratamiento Control* 715733000,0000°  1731947,57728 ,000 710245696,6360 721220303,3640
Tratamiento Control 1370057579,8750"  1731947,57728 ,000 1364570276,5110 1375544883,2390
Tratamiento 2 1368519137,5000"  1731947,57728 ,000 1363031834,1360 1374006440,8640
Tratamiento 3 1358104250,0000°  1731947,57728 ,000 1352616946,6360 1363591553,3640
Tratamiento 4 1368864750,0000°  1731947,57728 ,000 1363377446,6360 1374352053,3640
Tratamiento 5 1368639000,0000"  1731947,57728 ,000 1363151696,6360 1374126303,3640
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(I) Tratamiento

Tratamiento 2

Tratamiento 3

Tratamiento 4

Diferencia de

Intervalo de confianza al 95%

(J) Tratamiento medias (I-J) Error estandar Sig. Limite inferior Limite superior
Tratamiento 6 1240831875,0000"  1731947,57728 ,000 1235344571,6360 1246319178,3640
Tratamiento Control* -652786137,5000"  1731947,57728 ,000 -658273440,8640 -647298834,1360
Tratamiento Control 1538442,3750  1731947,57728 ,986  -3948860,9890 7025745,7390
Tratamiento 1 - - -
1368519137,5000" 1731941,57728 /000 1374006440,8640 1363031834,1360
Tratamiento 3 -10414887,5000"  1731947,57728 ,000 -15902190,8640  -4927584,1360
Tratamiento 4 345612,5000 1731947,57728 1,000  -5141690,8640 5832915,8640
Tratamiento 5 119862,5000 1731947,57728 1,000 -5367440,8640 5607165,8640
Tratamiento 6 -127687262,5000"  1731947,57728 ,000 -133174565,8640 -122199959,1360
Tratamiento Control* -642371250,0000°  1731947,57728 ,000 -647858553,3640 -636883946,6360
Tratamiento Control 11953329,8750°  1731947,57728 ,000 6466026,5110  17440633,2390
Tratamiento 1 - - -
1358104250,0000" 173194757728 /000 1363591553,3640 1352616946,6360
Tratamiento 2 10414887,5000°  1731947,57728 ,000 4927584,1360  15902190,8640
Tratamiento 4 10760500,0000°  1731947,57728 ,000 5273196,6360  16247803,3640
Tratamiento 5 10534750,0000°  1731947,57728 ,000 5047446,6360  16022053,3640
Tratamiento 6 -117272375,0000°  1731947,57728 ,000 -122759678,3640 -111785071,6360
Tratamiento Control* -653131750,0000°  1731947,57728 ,000 -658619053,3640 -647644446,6360
Tratamiento Control 1192829,8750  1731947,57728 997  -4294473,4890 6680133,2390
Tratamiento 1 - - -
1368864750,0000" 1731947,57728 000 1374352053,3640 1363377446,6360
Tratamiento 2 -345612,5000 1731947,57728 1,000  -5832915,8640 5141690,8640
Tratamiento 3 -10760500,0000"  1731947,57728 ,000 -16247803,3640  -5273196,6360
Tratamiento 5 -225750,0000 1731947,57728 1,000  -5713053,3640 5261553,3640
Tratamiento 6 -128032875,0000°  1731947,57728 ,000 -133520178,3640 -122545571,6360
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Diferencia de

Intervalo de confianza al 95%

(I) Tratamiento (J) Tratamiento medias (I-J) Error estandar Sig. Limite inferior Limite superior
Tratamiento 5 Tratamiento Control* -652906000,0000"  1731947,57728 ,000 -658393303,3640 -647418696,6360
Tratamiento Control 1418579,8750  1731947,57728 991 -4068723,4890 6905883,2390
Tratamiento 1 - - -
1368639000,0000" 1731947,57728 /000 1374126303,3640 1363151696,6360
Tratamiento 2 -119862,5000 1731947,57728 1,000  -5607165,8640 5367440,8640
Tratamiento 3 -10534750,0000°  1731947,57728 ,000 -16022053,3640  -5047446,6360
Tratamiento 4 225750,0000 1731947,57728 1,000  -5261553,3640 5713053,3640
Tratamiento 6 -127807125,0000°  1731947,57728 ,000 -133294428,3640 -122319821,6360
Tratamiento 6 Tratamiento Control* -525098875,0000°  1731947,57728 ,000 -530586178,3640 -519611571,6360
Tratamiento Control 129225704,8750°  1731947,57728 ,000 123738401,5110 134713008,2390
Tratamiento 1 - - -
1240831875,0000" 1731947,57728 000 1246319178,3640 1235344571,6360
Tratamiento 2 127687262,5000°  1731947,57728 ,000 122199959,1360 133174565,8640
Tratamiento 3 117272375,0000°  1731947,57728 ,000 111785071,6360 122759678,3640
Tratamiento 4 128032875,0000°  1731947,57728 ,000 122545571,6360 133520178,3640
Tratamiento 5 127807125,0000°  1731947,57728 ,000 122319821,6360 133294428,3640

Se basa en las medias observadas.

El término de error es la media cuadratica(Error) = 11998569641823.010.

*, La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05.

Fuente: Elaboracion propia.
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Apéndice 20. Informe de analisis de suelos - caracterizacion

UNIVERSIDAD NACIONAL AGRARIA LA MOLINA
FACULTAD DE INGENIERIA AGRICOLA

DEPARTAMENTO DE RECURSOS HIDRICOS DRH
LABORATORIO DE AGUA, SUELO, MEDIO AMBIENTE Y FERTIRRIEGO

013686

Av. La Molina s/n Teléfono: 614 7800 Anexo 226 Lima Email: las-fia@lamolina.edu.pe No
ANALISIS DE SUELO - CARACTER CION
SOLICITANTE : PAOLA NORKA LUDENA MENDEZ
PROYECTO : TESIS
PROCEDENCIA : Promart - Lima
RESP. ANALISIS : Ing. Elizabeth Monterrey Pormras

ECHA DE ANALISIS : La Malina, 07 de marzo de 2018

Namero de muestra CE Analisis Mecanico pH MO P x CaCO, Cationes Cambilables
Lab. Campo as/im Arena | Limo | Arcilla | Textura| Retacién 1:1 * ppm ppm % Sanas I ca™ [”ﬂ"l "-l ® ]‘l‘“’“'
Relacién 1:1 - = % Cmol (+) / Kg
13686 Suelo 392 7054 | 1750 | 11.96 | Franco 794 460 | 10053 270000 276 | 1243 | 920 | 116 | 028 | 179
arencso
WMicroalementos
N %) 0.20
LABORATORIO DE ANAUSIS DEAGUA Y SUELO
B L

€. Teresa Velasquez Bej
JEFE DE usomron%'p o

Fuente: Universidad Agraria La Molina
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Apéndice 21. Conteo inicial de bacterias Pseudomonas fluorescens para su

inoculacion en cada uno de los tratamientos

Tratamientos

Conteo inicial de
Bact/ml

TC*
TC
T1
T2
T3
T4
TS5
T6

1.42 x10°
2.13 x108
2.62 x10°
2.35 x10°
2.97 x10’
3.12 x10’
2.92 x10°
3.10 x108

Fuente: Elaboracion propia.

Apéndice 22. Datos de procedencia de la muestra de crudo de petrdleo.

Datos

Cliente BPZ EQP SRL/Pacific Rubiales
Energy

Ol 227168

Vol/Cantidad +/- 50,000 Bbls

Identificacion de muestra Numero 08420

Nombre del producto/grado
Estacion de terminal

Fecha de muestra

Tipo de muestra

Nombre del barco

Tanque NUmero

Corvina Crude Oil

Refineria de Talara— Boyas de mar
01 de marzo del 2015

Compuesta

BIT-Revel

3,5P/S

Fuente: Elaboracion propia.
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Apéndice 23. Caracteristicas del contenido de la muestra de crudo Corvina.

Propiedad Crudo Corvina

Procedencia Zona Norte Peru
Gravedad API 23,2 grados
Gravedad especifica 0,9147
BSW % 0,05
Viscosidad cinematica (cSt. @ 122° F) 11,17
Contenido de azufre (% m/m) 0,20 %
Metales:

e Niquel 7,3 ppm

e Vanadio 1,2 ppm
Asfaltenos <1% m/m

Fuente: Elaboracién propia.

Apéndice 24. Registro fotografico de la investigacion

Distribucion del medio King B en placas Petri.
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Resultados de la prueba catalasa a los diferentes nddulos de las raices del frijol, yuca y
arracacha.

P. fluorescens (frijol) P. fluorescens (yuca) P}::lrj::aesﬁ:;] s

Resultados de la prueba oxidasa a las Pseudomonas fluorescens aisladas de la raiz

de frijol, yuca y arracacha.
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Resultados de la prueba de citrato a las Pseudomonas fluorescens aisladas de la raiz de

frijol, yuca y arracacha.

J \ .

) A .

4 \ (7

7 P. fluorescens | P.fluorescens |4
(yuca) (arracacha)

Resultados de la prueba de hidrolisis de gelatina a las Pseudomonas fluorescens aisladas de

a

-~ @
Wy

\\ P. fluorescens
(frijol)

la raiz de frijol, yuca y arracacha.

P. fluorescens
(arracacha)

P. fluorescens P. fluorescens
(frijol) (yuca)
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Resultados de la prueba de ureasa a las Pseudomonas fluorescens aisladas de la raiz

de frijol, yuca y arracacha.

Resultados de la prueba de motilidad a las Pseudomonas fluorescens aisladas de la raiz de
frijol, yuca y arracacha.

Incubacidn de las bacterias para su adaptacion al crudo de petréleo a diferentes

concentraciones.
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Proceso de bioaumentacién de la Pseudomonas fluorescens adaptada para cada uno de las
unidades experimentales.

Proceso de inoculacion del crudo de petroleo a cada una de las unidades experimentales.
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Apéndice 25. Seleccion de bacterias del género Pseudomonas con potencial

degradador de hidrocarburos.

=

Reactivacion

5
y
/\

Cepa

bacteriana

en Caldo
Nutricio Inoculacién de (1 ml) de la Cepa
en cada uno de los tubos.
Medio Medio Medio Medio Medio Medio
Mineral + Mineral + 1 Mineral + 2 Mineral + 3 Mineral + 4 Mineral + 5
0 % (CP) % (CP). % (CP). % (CP). % (CP). % (CP).

Incubar a 32 °C en un tiempo de 5
alo

mediante tincion Gram.

dias y

luego evaluar

Nota: Este procedimiento se realiz6 para cada una de las cepas bacterianas aisladas.
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Apéndice 26. Evaluacion de la capacidad emulsificante de las cepas seleccionadas con
potencial degradador de hidrocarburos.

Inoculacion de 2 ml

de la cepa bacteriana.

Reactivacion en Caldo Nutricio e
incubadas a 32 °C por 24 horas.

Incubacién a 32 °C
durante 72 horas.

Inoculacion de 18 ml de la

cepa bacteriana en el Caldo

Minimo de Goldman.

Centrifugar a 5000

rpm por 30 min.

Colectar 10 ml del

sobrenadante y agregar 0,2 ml

de petréleo y agitar por 5 min.

Pasar 2 ml a tubo Spectronic

y leer a 540 nm.

(=

Nota: Este procedimiento se realiz6 para cada una de las cepas bacterianas aisladas.
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Apéndice 27. Obtencion del indculo bacteriano de las cepas seleccionadas del género

Pseudomonas fluorescens por bioaumentacion.

Se reactivaron 1,5 ml en caldo
nutritivo y fueron incubados a
32 °C por 24 horas.

10 ml se traspas6é a 100 ml de Medio
Mineral suplementado con 5 % de
crudo de petroleo, incubados a 32 °C

por 24 horas.

5
3

b

<

Cepa bacteriana

1,5 ml se traspasé a 10 ml de Medio
Mineral suplementado con 5 % de
crudo de petrdleo, incubados a 32 °C

por 24 horas.

Nota: Este procedimiento se realiz6 para cada una de las cepas bacterianas aisladas.
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Apéndice 28. Recuento de bacterias oleofilicas.

(10 gr) Muestra de

@ suelo
90 ml de Homogenizar
solucién la muestra.

g 44 44 4 4

Sembrar (1 ml) en placas contenidas con medio Agar King B e incubarlas por 32 °C POR

Realizar el conteo de microorganismos en las placas.

Nota: Este procedimiento se realiz6 para cada una de las cepas bacterianas aisladas.
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Apéndice 29. Evaluacion del porcentaje de reduccién de crudo petréleoal 3% vy al 5
% en los tratamientos a los 30 y 60 dias.

Pesar 10 gr suelo homogenizado de las muestras

de cada unidad experimental.

>

Colocar en un cartucho (envuelto en papel

filtro) y colocarlo en la pieza del dispositivo de

extraccion de Soxhlet.

~

El matraz que se encuentra en el desecador se
Ilena con 250 ml de Alcohol Etilico al 99%, se

pesa antes y después del llenado.

-

El Alcohol Etilico una vez que alcanza su

temperatura de ebullicidon, se evaporay llega al
refrigerante condensandose y cayendo en el
compartimiento del cartucho donde se

encuentra la muestra.

~~

Se realiza la cantidad de pasadas hasta que no

se pinte de color amarillo la pieza del medio del
dispositivo de extraccion de Soxhlet.

~

Se retira el matraz y se vuelve a pesar, y se da

el célculo del porcentaje de grasa.
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Apéndice 30. Protocolo de Ensayo de Nitrogeno Total (N)

Nitrégeno (total)
s et (T — D

a xylem brand
WTW Modelo No.: 14537
Categoria: KT (ensayo de reactivas con cubeta)
Cubeta: 16 mm

Rango de medicién: 0,50 - 15,00 mg! N

Observacion: Antes de ejecutar por primera vez, determinar el valor en blanco del reactivo.

Agregar 10,0 mi de Agregar 1 cuchara Afadr 6 gotas de N-2Ky  Calentar la cubetaenla  Colocar la cubeta
muesira en una cubeta  micrométinca azul rasa cerrar lacubetaconel unidadigrmicacdurante 1 nuavamente en of
yacia. de NIK. tapon roscado y mezclar. hora a 120 *C. soporte y dejar que se
enfrie a femperatura
ambiente (~muestra
preparada).
i
Afadi 1 cuchara Sacudr ka cubeta Agregar muy lertamente  Dejar en reposo durante  Colocar |a cubeta en el
micrométrica azulrasa  encegicamente durante 1.5 mi de la muestra 10 mirestos. compardmeento del
de N-3K en una cubeta 1 minuto para disolver peeparada con la pipeta, fosdmetro e iniclar la
do reaocion ycerrar la - el material sdlido. cerrar la cubeta con of madicion.
cubeta con o tapon tapon rascado y mezclar
roscado. energcamente.
Culdado, la cubeta se
callenta mucho!
Observaciones:

* Recomendamos, por cada paquete abierto de un juego de ensayos, determinar el nuevo vslor en blanco de reactivos
(2gua desionizada, en lugar de |a muestra).

® Las solucicnes de la muestra y los reactivos deben tener una temperatura de 20-25 °C. En caso necesario, lempere a la
femperatura adecuada,

® Vea mas detalies en ol papel informativo en el empague ded test.
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Apéndice 31. Protocolo de Ensayo de Fosforo (P)

o =)=
No. del program LT

a xylem brand
WTW Modelo No.: 14848
‘Calegoria: AT (ensaya de reactivos)
Culbseta: 16 mm

Rango de medician: 0,05 - .00 mg PO,-P
0.15 - .20 mg PO,
Indicacin posible en mmol

VerificarelvalorpH dela  Lienar con una pipeta Agregar & golas de Agregar 1 cuchara Sacudir enérpicaments
mresira. 50midelamuestaen PO 1 y mazolar. micromiinica azul rAsa  para diluir las

Rango nominal: pH 0-10.  una cubela vacia. de P02 y comar la substancias solidas.
En caso necesano, oubeta con of fapdn

cormegir oon dcido roscacka.

cloridnoo diluido.

500
L

Dizfar en repaso durante  Colocar la cubeta en el

& minuics. compastimients del
jokdmetra o inicar la
madician.

Observaciones:

* Recomendamos, par cada paguede abierto de un juego de ensayas, detemminar el nueva valor &n blanco de eactivos
{=gua desionizada, en lugar de |a muestra).

* E<ie arsayo cubne Gricamente el oriclosfaio.

® Vea mas datalles en el papel informalivo en &l empague del lest.
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Apéndice 32. Protocolo de Ensayo de Potasio (K)

wsapeoens (55 WMMIEN  —=(WTWD=

a xylem brand

WTW Modelo No.: 14562

Categoria: KT {enzayo de reactivos con cubeta)
Cubeta: 16 mm
Rango de medicldn: 5,00 - 50,00 mgd K

Indicaciin posible en mmol]

Observacién: Antes de ejecutar por primera vez, determinar el valor en blanco del reactivo.

5

pH 3-12 pH 10,0-11,5

Hﬁ |-

Fillrar las sohucsones Verficar el valorpHde la  Llenar con una pipela  VeriicarelvalorpH dela  Agregar 6 golas de

turbias. FLEEIFE. 2,0 /il de |a musstia en - MUSsla. K-1K, cerrar la cubeta
Aangs nominal pH 312, una cubela de reaccion,  Rango nominal: con &l 1apin rascade y
En caso necesaris, cerrar con el iapda pH 10,0-11,5. mezelar.

cofregireon lejia desosa  roscado y mezslar.
diluida o con acido
gulfdrica diluada.

500 =

e @
Agreqar 1 cuchar Sacudir endrgicamente  Dejar en reposs durante  Colocar ka cubeta en el
microméirica azul rasa  |a cubela para diluir la 5 minuios exaclamenis.  comparfimiento del
de K-2K y cerrar la substancias sihdas, & continuacion, medir  foldmelro & iniciar la
cubeta eon &l lapan inmediatamente, mEdicin,
roscado,
Observaciones:

# La turbiedad de la soluciin de medicidn permanece estable sdlo por breve iempo (El valor de medicidn aumenta cada
minubo en un 5- 7 %.).

# Recomendamos, por cada paguete ablerto de un juego de ensayos, determinar el nuevo valor en blanco de reactivos
(agua desionizada, en lugar de la muestra).

# Viea mas detalles en el papel informativo en el empague del teat.
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