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RESUMEN

Ecuador al ser un pais petrolero ha presentado varios derrames de petréleo en diferentes zonas
del pais. Se planted utilizar un nuevo tratamiento ex situ de bacterias, hongos y enzimas de
bacterias de uso comercial y de facil aplicacion para determinar sus capacidades de degradacion
de hidrocarburos y obtener diferencias notables en el desarrollo y la adaptabilidad, a la
reduccion del contenido de hidrocarburos en suelos contaminados por TPH (Hidrocarburos
Totales de Petroleo). El suelo de estudio era tipo limo-arcilloso, contaminando por diésel. El
ensayo tuvo una duracion de 50 dias, con el objetivo de evaluar el efecto individual de cada
tratamiento de bioproductos comerciales de bacterias 4% UFC, hongo 2x108 UFC/g, enzimas
y una combinacion de los tres, con condiciones controladas en microcosmos. Cada tratamiento se
replicd tres veces, con un total de 15 unidades experimentales. Para la deteccion del porcentaje de
degradacion, se uso el espectrofotémetro y se establecio al tratamiento de Hongo con el mayor
porcentaje de degradacion (31,12%) de TPH, en cambio el tratamiento con menor porcentaje de
degradacion fue el de bacterias con un (22,38%). El tratamiento de Enzimas bacterianas presento
un 26,08% de degradacion. El tratamiento Mix de los tres bioproductos presentd una reduccion
porcentual de TPHSs del 27,94%. Se llevo un registro del crecimiento bacteriano y fangico del
suelo, donde se observo la presencia de las bacterias del género Bacillus y al hongo Trichoderma
sp, por medio de tinciones. Los parametros de pH, temperatura, humedad y conductividad eléctrica
fueron estables, en cambio la materia y carbdn organico, disminuyo por la accidn de los microorganismos.
Debido al tipo de suelo, se facilitd el tratamiento ex situ, los microorganismos tuvieron una eficaz
adaptacion al medio xenobidtico, logrando su crecimiento y desarrollo, gracias al control de sus
parametros fisicos-quimicos, degradando el diésel del suelo de forma sostenible y amigable con
el medio ambiente.

Palabras clave: Biorremediacion, suelo, ex situ, TPH, bioproductos, bacterias, hongo, enzimas,

Bacillus, Trichoderma sp. degradacion.



ABSTRACT

Ecuador, being an oil-producing country, has experienced several oil spills in different regions.
A novel ex situ treatment using commercially available and easily applied bacteria, fungi, and
bacterial enzymes was proposed to determine their hydrocarbon degradation capabilities and
to observe significant differences in their development and adaptability in reducing
hydrocarbon content in soils contaminated with TPH (Total Petroleum Hydrocarbons). The soil
studied was a silty-clay type contaminated by diesel. The trial lasted 50 days, with the objective
of evaluating the individual effect of each treatment of commercial bioproducts—bacteria 4%
UFC, fungi 2x108 UFC/g, enzymes, and a combination of the three—under controlled
microcosm conditions. Each treatment was replicated three times, for a total of 15 experimental
units. To determine the percentage of degradation, a spectrophotometer was used. The fungal
treatment showed the highest percentage of TPH degradation (31,12%), while the bacterial
treatment showed the lowest (22,38%). The bacterial enzyme treatment showed 26,08%
degradation. The mixed treatment of the three bioproducts resulted in a 27,94% reduction in
TPH. Bacterial and fungal growth in the soil was recorded, revealing the presence of Bacillus
bacteria and Trichoderma sp. fungi through staining. pH, temperature, humidity, and electrical
conductivity parameters remained stable, while organic matter and carbon content decreased
due to the action of the microorganisms. The soil type facilitated the ex situ treatment, and the
microorganisms adapted effectively to the xenobiotic environment, achieving growth and
development thanks to the control of their physicochemical parameters. This resulted in the
sustainable and environmentally friendly degradation of diesel in the soil.

Keywords: Bioremediation, soil, ex situ, TPH, bioproducts, bacteria, fungus, enzymes,

Bacillus, Trichoderma sp., degradation.
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CAPITULO |

1. INTRODUCCION

A nivel mundial existe una gran problematica como son los derrames petroleros, los
cuales producen extensas perdidas de ecosistemas, causando afectaciones en la salud, y
conflictos en el &mbito social y ambiental. EI Ecuador al ser un pais petrolero se ha visto
envuelto en varios derrames de petroleo en diferentes zonas del pais, lamentablemente las
actividades que tienen relacién con esta industria, como es la refinacién, las fugas de
tanques de almacenamiento subterraneo y vertidos industriales, los derrames de petréleo,

gue son la causa mas comun de contaminacion.

La contaminacion por TPH (Hidrocarburos Totales de Petroleo) estd considerada como
una emergencia sanitaria en el que nuestro pais Ecuador, entre el 2012 y mayo de 2022
hubo 1584 derrames, principalmente debido a la falta de mantenimiento de los oleoductos.
Siendo el 97% de derrames son responsabilidad de empresas publicas del Estado

ecuatoriano (Quispe, 2020).

La dificultad principal se debe a la complejidad de su composicion, integrada por alcanos,

hidrocarburos aromaticos, resinas y asfaltenos. Estos componentes resultan altamente
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toxicos para los organismos vivos debido a sus caracteristicas quimicas, su comportamiento en

el ambiente y su capacidad de persistir como contaminantes (Mirjani et al., 2021).

Como consecuencia de estos derrames en altas concentraciones de hidrocarburos hay escasez
de nutrientes y minerales como el nitrégeno, fésforo y otros elementos quimicos como los

metales pesados que son alterados, causando lixiviacion y erosion de suelo. El suelo
pierde sus caracteristicas y calidad, afectando su fertilidad en zonas agricolas en donde se
inhibe la actividad microbiana ya que el medio se vuelve deficiente de oxigeno, lo que
perjudica a los microorganismos y a la fauna asociada. Al ocurrir estos derrames los
hidrocarburos contaminan no solo al suelo, sino que, ademas, se evaporan e infiltran en el
suelo, contaminando asi las aguas subterraneas, llegando hasta ambientes acuicolas y

marinos, afectando a la vida marina (Wang et al., 2017).

Los suelos contaminados con petréleo son clasificados peligrosos para microorganismos
y plantas, por lo que estos suelos se vuelven contaminados y no son aptos para ningun
tipo de actividad en él, requiriendo ayuda efectiva a costos no tan altos. Ademas de que
tienen efectos mutagénicos, teratogénicos y carcinogénicos tanto en animales como en
humanos (Khanna y Gharpure, 2017). Para atenuar la contaminacién por el derrame de
petréleo y sus consecuencias a nivel de ambientes edaficos, existen principalmente tres
tipos de métodos de remediacion: quimico, fisico y bioldgico, este Gltimo también

conocido como biorremediacion (Wang et al., 2017).
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Las metodologias fisicas y quimicas se utilizan para remediar suelos contaminados de ma-
nerarapiday eficiente. Sin embargo, poseen desventajas como costo elevado, destruccion
de la estructura del suelo y contaminacion secundaria (Wang et al., 2017). Por estos
motivos, varios autores concuerdan en que la biorremediacion o biodegradacion es la
mejor metodologia para remediar suelos contaminados con hidrocarburos (Chen et al.,
2015; Wang et al., 2017) debido a que no va a producir contaminacion secundaria y es

costo-efectiva en su tratamiento (Azubuike et al., 2016; Kumari y Singh, 2016).

Es una técnica limpia, no muy costosa, accesible y en algunas ocasiones no requiere de
sustancias adicionales, por su composicion, ya que se usan microrganismos para degradar
a los compuestos contaminantes presentes, debido a que las moléculas de los
hidrocarburos resultan ser una excelente fuente de carbono y energia, lo que posibilita el

desarrollo de los microorganismos al metabolizar estos compuestos toxicos (Abad, 2008).

En esta biorremediacion experimental, se usaran tres bioproductos que son altamente
utilizados en la industria acuicola y en la agricultura. EI primer bioproducto: Terminate,
que es una mezcla que contiene cuatro tipos de bacterias liofilizadas del género Bacillus,
este bioproducto es altamente utilizado en la industria acuicola en el cultivo de camarones
0 peces. El segundo bioproducto Trichofull, es a base de un microhongo del género
Trichoderma sp., el cual es utilizado en la industria agricola y por ultimo Biobac A, un
bioproducto a base de enzimas bacterianas y metabolitos utilizado mayormente en la

industria acuicola.
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En las ultimas décadas, mdltiples investigadores han documentado y registrado el
comportamiento microbiano en la degradacion de los hidrocarburos, dando excelentes
resultados, como en el estudio realizado por Arrieta et al., 2012, en la cual caracterizo un
consorcio bacteriano integrado por los géneros Flavobacterium sp. Sanguibacter soli,
Staphylococcus aureus, Bacillus sp, Enterobacter sp, y Arthorbacter sp, los cuales
degradaron el diésel del suelo. Las especies de hongos como Favolus tenuiculus y
Trichoderma sp producen enzimas ligninoliticas, incluyendo lipasas, lacasas y
peroxidasas, las cuales descomponen compuestos complejos como los hidrocarburos

aromaticos policiclicos (HAPs) (Palacios Carlos & Silvia Llerena., 2024).

Las enzimas, ya sean producidas por bacterias u hongos, son fundamentales en el proceso
de biorremediacion (Peixoto, R. S., Vermelho, A. B., & Rosado, A. S. 2011). En la
presente investigacion se realizd un bioensayo experimental a un suelo contaminado con
diésel, por medio de la técnica de biorremediacion Ex situ, para determinar que
bioproducto presenta el mayor porcentaje de biodegradacion del hidrocarburo, en este
caso del diésel presente en el suelo. Finalmente, esta técnica biotecnolégica como es la
biorremediacion constituye una alternativa completa, sostenible y amigable con el medio
ambiente, ya que ayuda a recuperar la calidad del suelo, favoreciendo su regeneracion y

proteccion a los ecosistemas terrestres y marinos.
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1. PROBLEMATICA

El uso intensivo de hidrocarburos derivados del petréleo genera una contaminacion tanto
en los cuerpos de agua como en los suelos (Uddin et al., 2021; Song et al., 2021). Como
pais petrolero, Ecuador, enfrenta graves consecuencias debido a los derrames de
hidrocarburos en altas concentraciones. Los derrames de crudo ocurren con frecuencia
durante los procesos de extraccidn, transporte y descarga en tierra en distintas regiones el
mundo (Mirjani et al., 2021). Estos derrames alteran las propiedades fisicos- quimicos del
suelo, provocando una escasez de nutrientes y minerales esenciales, como el nitrégeno y
el fosforo, e inhibiendo la actividad microbiana natural. Esto dificulta la recuperacién
inmediata del ambiente y provoca la pérdida total de los microorganismos y especies que

habitan en el medio (Hidalgo et al., 2020).

El dafio al ecosistema afecta diversos ambitos ambientales, incluyendo: el suelo, el agua
y el aire, y tiene repercusiones econdmicas en sectores como la pesca, ganaderia,
agricultura y el turismo. Ademas, los derrames impactan negativamente en la calidad de
vida de la poblacion cercana a las industrias 0 pozos petroleros (Cavazos, Pérez y
Gutiérrez, 2014). Estudios han demostrado que las personas que viven cerca de pozos
petroleros o que participan en la limpieza de derrames de petrdleo, han presentado
problemas en la salud como irritacion de la garganta, piel, infertilidad, abortos, higado y

dafio renal (Arévalo et al., 2017).
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Los suelos afectados por derrames de diésel se consideran como peligrosos para la vida
microbiana y vegetal, lo que los hace inadecuados, por lo que, la biorremediacion
mediante bacterias, hongos y enzimas bacterianas se presenta como una opcion sostenible
y econdémicamente viable, capaz de descomponer hidrocarburos complejos sin producir
contaminacion adicional (Pefia Murillo et al., 2025). En este estudio, el suelo presenta
una concentracion inicial de 2571 mg/kg y se plantea una reduccion de las concentraciones
de cada tratamiento en un periodo de tiempo de 50 dias, realizando una biorremediacion

ex situ.

Sin embargo, la implementacion efectiva de estas nuevas biotecnologias en nuestro pais
se ve limitada por la falta de protocolos estandarizados, capacitacion técnica especializada
y estudios que optimicen el uso de microorganismos y sus enzimas para la
biorremediacion. Es necesario fortalecer la investigacion cientifica para aportar

informacidn que contribuya a lograr manejos mas amigables con el medio ambiente
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2. JUSTIFICACION

La contaminacion por derrames de hidrocarburos en Ecuador representa una crisis
ambiental y social de gran magnitud que afecta directamente la salud de los ecosistemas
y las comunidades humanas. Un ejemplo reciente es el derrame ocurrido en marzo de
2025 en la provincia de Esmeraldas, donde aproximadamente 29,000 barriles de petréleo
contaminantes afectaron mas de 80 kilometros de rios y ecosistemas costeros, dejando sin
acceso a agua potable a alrededor de 300,000 personas y dafiando gravemente la

agricultura, ganaderia, pesca y turismo local (IFRC, 2025; Mongabay, 2025).

Estos impactos evidenciaron la urgente necesidad de soluciones efectivas para mitigar los
dafios ambientales y sociales causados por estos eventos. Por lo que, la biorremediacion
se presenta como una alternativa de aplicacién sostenible, econdmica y ambientalmente
amigable, que ayuda a mejorar las propiedades fisicas y quimicas del suelo, lo que permite
su uso futuro en actividades agricolas o conservacion. Reduciendo la generacion de
residuos y el impacto ambiental secundario asociado a métodos més invasivos que pueden

perjudicar en vez de hacer un beneficio (Hidalgo et al., 2020).

En base a lo expuesto se planteo utilizar un nuevo tratamiento de bacterias, hongos y enzimas
de bacterias de uso comercial y de facil aplicacion para determinar sus capacidades de
degradacion de hidrocarburos y obtener diferencias notables en el desarrollo y la
adaptabilidad, lo que contribuira a la reduccién del contenido de hidrocarburos en suelos

contaminados.
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Por lo que al aplicar bacterias, hongo y enzimas ya establecidas en productos comerciales
acuicolas y agricolas, se busca restaurar la calidad ambiental de suelos contaminados con
hidrocarburos (Patel et al., 2020). La presente investigacion se alinea directamente con
varios objetivos del Desarrollo Sostenible (ODS) de la Agenda 2030, ya que, al realizar
esta experimentacion se podra obtener una alternativa ecoldgica, la cual ayudara a
minimizar problematicas actuales y futuras, brindando un aporte al pais para una
recuperacion del suelo de manera efectiva, natural y con el menor impacto en el
ecosistema. Ademas, proporciona informacion importante que respalda la formulacion de
politicas y estrategias orientadas a una gestion sostenible del suelo para abordar los

desafios ambientales y el cumplimiento de los objetivos de sostenibilidad.
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Tabla 1l

Relacion entre los Objetivos de Desarrollo Sostenible (ODS) y la tesis biorremediacion de suelos

contaminados con hidrocarburos empleando bacterias, hongos y enzimas bacterianas.

ODS Descripcién del ODS Relacién con la biorremediacion

Reduce la exposicion humana a
Garantiza una vida san y
ODS 3: Salud y compuestos toxicos derivados del
promover el bienestar para
bienestar petroleo, previniendo las enfermedades
todos en todas las edades
asociadas a la contaminacion.

Evita la filtracion de hidrocarburos desde
ODS 6: Agua Garantiza la disponibilidad y la
el suelo contaminado, hacia aguas

limpia y gestion sostenible del agua y el
superficiales y subterraneas, protegiendo,
saneamiento saneamiento para todos.
asi la calidad del recurso hidrico.
Asegura modalidades de El uso de microorganismos y enzimas es
ODS 12:
consumo y produccion una alternativa limpia y sostenible frente
Produccion y
sostenibles. a tecnologias quimicas intensivas,
consumo proporcionando una produccion
responsables ambientalmente responsable.

Es una estrategia con baja huella de
Adopta medidas urgentes para
ODS 13: Accion carbono y contribuye al mantenimiento
combatir el cambio climatico y
por el clima de los ecosistemas frente a los impactos
sus efectos.
del cambio climatico.

Gestiona sosteniblemente los
La restauracion de suelos contaminados
bosques, luchar contra la

ODS 15: Vida de promueve la recuperacion de la
desertificacion, detener e
ecosistemas biodiversidad edafica y de la fertilidad,
invertir la degradacion de las
terrestres favoreciendo la conservacion de los

tierras y frenar la pérdida de
ecosistemas terrestres.
biodiversidad

Nota. ODS que aplican en este estudio y su relacion.
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Investigaciones recientes en otros paises, emplean biotecnologias nuevas como el uso de
nanoparticulas para la remediacion de suelos contaminados, eliminando los residuos que
dejan la contaminacion por metales pesados, hidrocarburos, pesticidas y solventes, de
aqui nace la importancia del desarrollo y aplicacion de bioproductos que sean amigables
con el medio ambiente. Por lo que en esta investigacion se llevd a cabo una
experimentacién con el uso de bioproductos que son utilizados en la industria acuicola y
agricola, con funciones de degradacion de la materia organica, aunque tienen un uso
especifico y funcional, por su capacidad de degradacion, se aplicé para determinar su
funcionamiento en la degradacién de TPH. Ademas, otros estudios recientes sefialan y
afirman que hay bacterias y hongos que pueden adaptarse y ser utilizados como la Unica
fuente para la degradacion de hidrocarburos, lo que hace posible su descomposicion

(Ikiam, 2024).



3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GENERAL:

Analizar la eficiencia de la biorremediacion de suelos contaminados con

hidrocarburos mediante la aplicacion individual de bacterias, hongos y enzimas

bacterianas de productos comerciales, determinando cuél de estos tratamientos

presenta el mayor porcentaje de biodegradacion.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS:

Cuantificar el incremento de la microbiota (UFC/g) bacteriana y fangica
en suelos contaminados con hidrocarburos, mediante cultivos en agar
selectivo.

Determinar los valores del porcentaje de reduccién de hidrocarburos
totales del petroleo (TPH- mg/kg) de cada tratamiento mediante analisis
fisicos- quimicos.

Comparar la eficiencia de los tratamientos de bacterias, hongos, enzimas
bacterianas y la combinacion de los tres tratamientos, en la reduccion de

hidrocarburos totales del petroleo (TPH).
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4. HIPOTESIS

4.1.HIPOTESIS ALTERNATIVA (Ha):

La biorremediacién mediante la aplicacion de bacterias, hongos y enzimas
bacterianas de productos comerciales degradan los hidrocarburos presentes

en el suelo contaminado.
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CAPITULO I

5. MARCO TEORICO

5.1. EL SUELO

El suelo es un recurso natural complejo y dindmico, compuesto por minerales, materia
orgénica, agua, aire y una diversidad de organismos vivos que interactian formando un
ecosistema esencial para la vida en la Tierra (Brady & Weil, 2017). Funciona como
soporte fisico para la vegetacion, ya que es un regulador del ciclo del agua y filtro de
contaminantes, ademas de ser un reservorio de nutrientes esenciales (Hillel, 2008). La
estructura, textura, pH, contenido de materia organica y actividad microbiana son
parametros fundamentales que determinan su fertilidad y capacidad de autorregeneracion

(Singer & Munns, 2006).

En el caso de suelos contaminados por hidrocarburos, estos pardmetros se ven alterados,
afectando la porosidad, capacidad de retencion de agua y la diversidad de
microorganismos (Vidali, 2001). La presencia de compuestos hidrocarburados genera

toxicidad para los microorganismos nativos y puede inhibir procesos naturales de
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degradacion, haciendo necesaria la aplicacion de estrategias como la biorremediacién
mediante bacterias, hongos y enzimas bacterianas, que restauran las propiedades fisico-

quimicas y biologicas del suelo (Azubuike, Chikere & Okpokwasili, 2016).

Por lo tanto, entender la composicion y el comportamiento del suelo, es fundamental para
desarrollar y aplicar técnicas y tecnologias de remediacion ambiental eficaces, que
garanticen la recuperacion y restauracion de su funcionalidad y la preservacion de los

ecosistemas terrestres (Margesin & Schinner, 2001).

5.2. CALIDAD DEL SUELO

Segun Bautista et al., (2016), la calidad y la salud del suelo son conceptos
complementarios. La calidad se define como la capacidad del suelo para cumplir con un
uso especifico en un periodo determinado, mientras que la salud del suelo se refiere al
estado de sus propiedades dinamicas, tales como el contenido de materia organica, la
diversidad de organismos y los productos microbianos en un momento concreto. El
estudio de la calidad del suelo permite comprender la dinamica de sus propiedades

edéficas, lo que resulta esencial para evaluar la sostenibilidad de su manejo y uso.
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La conservacion de la calidad del suelo es esencial para garantizar la sostenibilidad
ambiental. Por ello, es importante seleccionar indicadores de calidad que den respuestas
répidas a los cambios, para que permitan una gestion adecuada y se mejore la resiliencia
ante condiciones de estrés y se establezcan lineamientos claros para la restauracion
ambiental. Se debe evaluar de forma efectiva el suelo, ya que se implica conocer las

propiedades que inciden directamente en sus funciones esenciales.

Cabe destacar que los indicadores de calidad deben representar las limitaciones especificas
de cada area, por lo que su uso puede variar segun el contexto. En consecuencia, la
eleccion de dichos indicadores debe contemplar aspectos de sostenibilidad como la
productividad, estabilidad y capacidad de recuperacion, ademas de factores practicos
como los recursos humanos, técnicos y econdmicos disponibles, la duracién del estudio,
el nivel de precision requerido, la infraestructura existente y el perfil de quienes realizan

el analisis.

5.3. PETROLEO

El petréleo es una mezcla compleja de hidrocarburos y compuestos organicos que se
encuentra naturalmente en reservorios subterraneos y que, al ser liberado en el ambiente,

puede generar contaminacion significativa del suelo y del agua (Speight, 2014).
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Pozo (2018) indica que el petroleo es uno de los recursos naturales mas explotados como
fuente de energia no renovable. Su formacion ocurre mediante la degradacion anaerobia
de materia organica a lo largo del tiempo, bajo diferentes condiciones ambientales. En
cuanto a su composicion elemental, el petroleo crudo esta formado aproximadamente por
0-1% de oxigeno, 0.2-5% de azufre, 3% de nitrogeno, 10-15% de hidrégeno y 80-88% de
carbono, aunque los porcentajes pueden diferir segun el yacimiento petrolero (Gavilanez,

2014).

5.4. HIDROCARBUROS

Los hidrocarburos, son los que conforman al petréleo, son moléculas formadas
Unicamente por carbono e hidrégeno y se clasifican en alifaticos, aromaticos y asfalticos,

cada uno con diferente toxicidad y persistencia en el ambiente (Vidali, 2001).

Cuando el suelo se ve afectado por hidrocarburos, sus propiedades fisicas, quimicas y
bioldgicas se modifican y se produce una disminucion de la porosidad, reduccion de la
capacidad de retencion de agua, la disminucion de la fertilidad y la toxicidad hacia la
microbiota nativa, lo que inhibe los procesos naturales de degradacién y la recuperacion
del suelo (Margesin & Schinner, 2001; Atlas & Hazen, 2011). Ademaés, la presencia de
hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAPS) representa una amenaza ambiental y para
la salud, debido a la toxicidad y el potencial carcinogénico que posee de acuerdo con el

tipo de hidrocarburo (Das & Chandran, 2011).
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5.4.1. HIDROCARBUROS SATURADOS

Los hidrocarburos saturados corresponden a aquellos compuestos, en los que todos los
atomos de carbono se enlazan mediante cuatro enlaces simples, por ejemplo, lo mas

representativo es el metano (CH4) (Eadic, 2016).

Estos compuestos, conocidos también como parafinas, presentan baja reactividad quimica
debido a que sus enlaces son de tipo sigma (o), lo que les confiere gran estabilidad. Suelen
participar en reacciones de sustitucion, generalmente de caracter radicalario, y la mayoria
se originan a partir de recursos fosiles como el carbdn, el petréleo y el gas natural (Teijion

& Garcia, 2018).

5.4.2. HIDROCARBUROS NO SATURADOS

En contraste, los hidrocarburos no saturados se caracterizan por estar formados por
compuestos organicos, inicamente por carbono e hidrogeno, se caracteriza por poseer enlaces
dobles o triples entres sus atomos de carbono. Esta instauracion les confiere mayor
reactividad quimica, especialmente ante reacciones de adicion, oxidacion y polimerizacion,

en comparacion con los hidrocarburos saturados (Atkins & Jones, 2016).
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Aquellos que contienen enlaces dobles son denominados alquenos u olefinas, mientras
que los hidrocarburos que poseen mas enlaces se los conocen como acetiluros o alquinos

(Smith, 2006).

Se clasifican como no saturados porque no contienen el maximo numero posible de

atomos de hidrégeno (Linstromberg, 1997).

5.4.3. HIDROCARBUROS ALIFATICOS

Se llaman también parafinicos, estan formados por cadenas lineales o ramificadas de
atomos de carbono. Suelen ser méas biodegradables que otros tipos de hidrocarburos y
representan un riesgo moderado para el suelo y los ecosistemas cuando se liberan al

ambiente (Vidali, 2001).

5.4.3.1. HIDROCARBUROS AROMATICOS

Contienen uno o varios anillos bencénicos en su estructura. Son mas persistentes y tdxicos
que los alifaticos, pudiendo generar efectos negativos sobre la microbiota del suelo y
representando riesgos potenciales para la salud humana, especialmente los hidrocarburos
aromaticos policiclicos (HAPS), conocidos por su potencial carcinogénico (Das &

Chandran,, 2011).
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5.4.4. HIDROCARBUROS ASFALTICOS

Constituyen la fraccion pesada y viscosa del petroleo, con alta densidad y baja solubilidad
en agua. Son altamente persistentes a la degradacion natural, lo que dificulta la recuperacion
baja o alta del suelo contaminado y aumentando la necesidad de estrategias de

biorremediacion (Margesin & Schinner, 2001).

5.4.5. HIDROCARBUROS TOTALES DEL PETROLEO

El concepto de hidrocarburos totales del petrdleo (TPH) hace referencia a una amplia

variedad de compuestos quimicos derivados del petréleo crudo (Campilla, 2006).

Este recurso natural es empleado en la produccidn de diversos derivados que, al liberarse,
pueden generar contaminacion ambiental. Por esta razon, resulta fundamental cuantificar
la concentracién total de TPH en areas impactadas, ya que no es posible determinar de
manera individual cada uno de los compuestos presentes, tanto en el crudo como en sus

productos derivados (ATSDR, 2016).
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Los hidrocarburos totales del petroleo (TPH) constituyen uno de los parametros analiticos
mas empleados para identificar la presencia la presencia de hidrocarburos en un &rea
determinada. Lo que indica que agrupar a varios compuestos quimicos derivados del
petroleo crudo, sin hacer una referencia a una sustancia especifica en particular (ATSDR,

2015).

En medios como el suelo y el agua, los TPH presentan comportamientos semejantes, entre
las sustancias incluidas en esta categoria se encuentra el hexano, combustibles de
aviacion, aceites minerales, asi como compuestos aromaticos tales como el benceno,
tolueno, xileno naftaleno y fluoreno, ademas de otros compuestos derivados del petréleo

y de la gasolina.

Figural

Clasificacion de los hidrocarburos

Grupo funcional

y férmula general Ejemplo

Nombre de |a funcién

1.1. Alcanos (Parafinas) C.Haez Butano
—CH=CH— CH/~=CH—CH,
o 1.2. Alquenos (Olefinas) C,Ha, Propeno
2 | - —C=C— CH=C—CH,
«©
g 1.3. Alquinos (Acetilenos) CHa-2 Propino
= 4 rb icli i
% 1.4. Hidrocarburos ciclicos Ciclopentano
o . COHS
1.5. Hidrocarburos arométicos Benceno
CH;—CH,—CH,—ClI
1.6. Derivados halogenados R—X ,’;gmf,:,(;an':c

Nota. Figura tomada de Yavel Adams (n.d.)
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5.5. DIESEL

De acuerdo con Zarate (2014), el diésel corresponde a un combustible hidrocarburado
compuesto principalmente por fracciones parafinicas, naftalénicas y aromaéticas, cuyo
rango de 4&tomos de carbono se sitta entre C10y C22, calificandose como un hidrocarburo
de fraccion media y uno de los derivados mas utilizados a nivel mundial. Dentro de sus
contaminantes mas relevantes se encuentra el azufre, el cual, al ser sometido a combustion,
se transforma en Oxidos de azufre; estos al reaccionar con la humedad atmosférica,
generan cido sulfurico. Asimismo, contienen compuestos nitrogenados que se liberan en

forma de 6xido nitroso, ambos responsables de fendémenos como la lluvia acida.

Figura2

Estructura del diésel
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Nota. Estructura quimica del diésel conformada por anillos alifaticos. Figura tomada

de: (Delgado, C, 2021).
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5.6. HIDROCARBUROS EN EL AMBIENTE

El manejo inadecuado de materiales y desechos peligrosos ha originado, a nivel global,
un grave problema de contaminacién en suelos, aire y cuerpos de agua.

Entre los casos mas criticos se encuentra la contaminacion asociada al petréleo y sus
derivados, cuyo componente principal son los hidrocarburos, que son compuestos
organicos constituidos por carbono e hidrogeno. Ecuador al ser un pais petrolero, existen
diversos derrames de hidrocarburos los que representa una de las principales fuentes de
afectacion ambiental, ya que impactan directamente a suelos, aguas superficiales y
subterraneas, asi como a la fauna y flora silvestres del area perjudicada. Segun Mishra et
al., los derrames de diésel generan impactos significativos en suelos y aguas tanto
superficiales como subterrdneas, debido a que los hidrocarburos presentan baja
solubilidad en el agua y gran persistencia en el medio, lo que dificulta su degradacién

natural.

En cambio, en el suelo penetra varias capas llegando asi hasta las aguas subterraneas y
contaminando las fuentes de agua natural. Ademas, de que, los compuestos aromaticos y
sulfurados que posee el diésel contribuye a la toxicidad y efectos cancerigenos (Mishra et

al., 2021).

5.7. EFECTOS DE LOS HIDROCARBUROS EN EL SUELO

La degradacién natural del diésel en el ambiente es lenta, ya que muchos de sus
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compuestos son recalcitrantes y tienden a acumularse en el suelo. Esto provoca efectos
adversos sobre la microbiota nativa, la estructura del suelo y la calidad de los ecosistemas
(Varjani, 2017). Debido a su naturaleza toxica y a la contaminacion frecuente asociada a
las actividades transporte y almacenamiento, la biorremediacion se ha convertido en una
alternativa sostenible y econdémica para eliminar el diésel de los suelos contaminados,
aprovechando a las bacterias, hongos y enzimas que son capaces de metabolizar estos
hidrocarburos como su fuente natural de obtencidn de oxigeno para su supervivencia en

el medio (Das & Chandran,, 2011).

La presencia de hidrocarburos en el ambiente también altera las propiedades del suelo y
del agua al limitar e impedir el intercambio gaseoso con la atmosfera desencadenando
procesos fisicos- quimicos y biolégicos que varian segun el tipo de contaminante, las
caracteristicas del suelo y de la comunidad microbiana presente. Por lo que estos procesos
pueden llevar a la degradacion parcial o lenta de los compuestos generando, en la mayoria
de los casos, una elevada toxicidad. El deterioro del suelo por la acumulacion de
contaminantes esta directamente relacionado con las actividades humanas, tales como
practicas agricolas, forestales y mineras, el uso de los agroquimicos, la generacion de
desechos industriales como el almacenamiento o el vertido ilegal, la disposicién de
residuos solidos urbanos, asi como la aplicacion de fertilizantes, pesticidas y subproductos

de la ganaderia entre otros (Benavides et al., 2006).

Por lo que un suelo contaminado, es aquel que presenta un elemento o producto que
sobrepasa las concentraciones de los niveles permitidos, de las concentraciones minimas

de contaminantes que un suelo puede poseer.
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5.8. EFECTOS DE LOS HIDROCARBUROS EN LA SALUD HUMANA

Las distintas fracciones que componen los hidrocarburos totales del petréleo contienen
compuestos con efectos perjudiciales para la salud humana. Entre ellos, el benceno, el
tolueno y el xileno que son particularmente tdxicos, debido a que su exposicion puede

afectar de manera directa al sistema nerviosos.

La inhalacion de concentraciones elevadas de hidrocarburos sin ningun tipo de
proteccion, por ejemplo, a una concentracion de 100 ppm de benceno durante varias
horas, ocasiona sintomas como fatiga, cefalea, somnolencia y nduseas, sin embargo, una
exposicion prolongada puede generar dafios irreversibles en el sistema nervioso central

(ATSDR, 2015).

5.9. INTRODUCCION A LA BIORREMEDIACION

Hacia mediados del siglo XX las primeras investigaciones orientadas a explorar la
capacidad de los microorganismos para degradar contaminantes, dio origen al concepto
de biorremediacion. En el cual se dio un inicio de una técnica que guarda similitud con el

landfarming y fueron principalmente impulsadas por industrias petroleras.
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Durante la década de 1970 aparecieron las primeras patentes, enfocadas en la limpieza de
derrames de gasolina. Posteriormente, en los afios 80, se incorporé el uso de aire y de
peroxidos como fuentes de oxigeno en areas contaminadas, lo que dio un incremento de

las eficiencias de los procesos de degradacion.

En la década de 1990, los avances tecnologicos permitieron aplicar la biorremediacion en
zonas situadas por debajo del nivel freatico. Frente a la implementacién de los enfoques
experimentales realizados en laboratorio hizo posible que el tratamiento de hidrocarburos
clorados, estos primeros ensayos con metales pesados y el desarrollo en condiciones

anaerobias.

En la actualidad, la biorremediacion, enfrenta el desafio de consolidar su reconocimiento
ante la industria y los organismos reguladores, a fin de demostrar su elevado potencial.
Aunque en sus inicios fue considerada una técnica marginal en ciertos paises, hoy se ha
transformado en un sector con creciente relevancia y consolidacion como unidad

especializada (Suarez, 2013)

La biorremediacion es una tecnica biotecnologica que utiliza organismos Vivos,
principalmente a microorganismos como son: las bacterias, hongos, algas o también las
enzimas derivadas de estos, tienen la capacidad de degradar o transformar los
contaminantes, debido a que su base cientifica radica en que, en sus procesos

metabolicos de estos microrganismos, utilizan los compuestos toxicos como su fuente
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de carbono o energia, transformando asi estas sustancias en menos peligrosas para el
ambiente y la salud, por eso es aplicable en ambientes que han sido alterados como:

suelos, aguas y sedimentos (Vidali, 2011).

Es una tecnologia ecoldgica, econdmica y sostenible que aprovecha la capacidad
metabolica de estos organismos para restablecer las condiciones naturales de los
ecosistemas que han sido afectados (Cota, 2019). Este método se plantea como una opcion
sostenible frente a las técnicas fisicas y quimicas convencionales de la remediacion, que

por lo general implica altos costos y pueden ocasionar efectos secundarios.

A diferencia de ellas, la biorremediacion se en basa en procesos naturales, lo que hace que
sea mas amigable con la naturaleza en si y ademas se presenta como una alternativa

econdmicay con mayor aceptacion social (Gentry et al., 2004).

Para que se dé una eficiente biorremediacion, se debe tener en cuenta diversos factores
gue se requiere como: la magnitud, el tiempo, la degradabilidad del contaminante, la
toxicidad y la capacidad que se tiene para controlar y monitorear el proceso. Segun el

nivel de intervencién humana, la biorremediacién se divide en dos: in situ y ex situ.
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6.9.2. BIORREMEDIACION IN SITU

Se clasifica en cuatro enfoques principales como: la atenuacidén natural, biovento,
bioestimulacién y bioaumentacion. La atenuacion natural consiste en la reduccién
progresiva de contaminantes a traves de procesos fisicos, quimicos y bioldgicos, haciendo
que ocurra de manera espontdnea en condiciones ambientales especificas, sin el

requerimiento de intervencion humana directa constante.

En contraste, al bioventeo que implica la introduccion de aire e incluso de nutrientes,
sobre el area afectada mediante sistemas de ductos o tuberias, con el fin de mantener las
concentraciones moderadas de oxigeno, pasa asi estimular el metabolismo aerébico de
los microorganismos y que se favorezca la oxidacion de los compuestos que estan

contaminando (Cota et al., 2019).

La bioestimulacion, en cambio, tiene un poco de similitud con el bioventeo, pero se
diferencia, en que, se centra en potenciar la actividad de los microorganismos nativos del

suelo contaminado a través de la adicion de nutrientes, oxigeno, surfactantes o agua.
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No obstante, esta técnica presenta limitaciones cuando los suelos carecen de poblaciones
microbianas capaces de degradar de manera eficiente los contaminantes presentes (Cota et

al., 2019).

La bioaumentacidn, se basa en la incorporacion al medio contaminado cepas microbianas
especificas, incluyendo en algunos casos, organismos genéticamente modificados, con el

proposito de acelerar la biodegradacion y la optimizacion del proceso de remediacion.

6.9.3. BIORREMEDIACION EX SITU

La biorremediacion ex situ consiste en la extraccion del suelo, sedimento o materiales
contaminado en donde, su tratamiento, se dard en instalaciones externas o en areas
especificas fuera del area contaminada que son acondicionadas para este proceso. Este
enfoque ofrece la ventaja de permitir un mayor control de las variables ambientales, como
la aireacion, la humedad, el pH, la temperatura y nutrientes, optimizando asi la actividad

microbiana y la eficiencia en la degradacion de los contaminantes (Garcia et al., 2017).

Dentro de las estrategias, se incluyen técnicas como es el landfarming, las biopilas, el
compostaje y el uso de biorreactores. Los métodos de biopilas y landfarming son técnicas
de biorremediacion en fase solida. Existe una principal diferencia entre ambos, la cual se

presenta en el sistema de aireacion, mientras que, en el landfarming, se limita al
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tratamiento de las capas superficiales del suelo contaminado, promoviendo la aireacion y

el suministro de nutrientes para estimular la biodegradacion del contaminante.

Las biopilas son la conformacion de monticulos de mayor volumen del suelo
contaminado, en forma de una montafia de suelo, los cuales se airean de manera

controlada mediante sistemas de ventilacion forzada.

En cuanto al tratamiento mediante biorreactores, este consiste en excavar el suelo afectado
y transferir a un biorreactor, donde se mantiene en suspension dentro de un medio acuoso.
De este modo, el proceso se desarrolla bajo condiciones de saturacion de agua (Vifias,
2002). En donde se mantiene bajo condiciones controladas de temperatura, oxigeno y

nutrientes, lo que acelera la degradacion de compuestos toxicos.

La eleccion de la técnica depende de diversos factores como el tipo de contaminante, la
extension de area afectada, los costos asociados y la disponibilidad de infraestructura
tecnoldgica para este tipo de procesos (Kumar et al., 2011). Aunque el tratamiento ex situ
suele implicar mayores costos de excavacién y transporte, su principal fortaleza es la
posibilidad de alcanzar niveles altos de eficiencia y control en los procesos

de descontaminacién del suelo (USEPA, 2020).
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6.9.4. REQUERIMIENTOS PARA LA BIORREMEDIACION

Para poder efectuar un buen proceso biorremediador, en este caso la técnica utilizada es de

biodegradacion, en el cual, se deben llevar a cabo los siguientes requerimientos:

Tabla 2

Requerimientos para la biorremediacion

L L. L Requerimientos Requerimientos
Requerimientos  Requerimientos Requerimientos

. . o . quimicos y ecologicos y de

microbianos fiingicos fisicos
nutricionales interaccion

-Diversidad y -Hongos -Oxigeno y potencial " -Relacion C:N:P -C ompetencia
abundancia ligninoliticos redox -Oligoelemnetos  microbiana
microbiana Tolernacia a -pH -Disponibilidad -Sinergia
-Capacidad ambientes -Temperatura ~de co-sustratos bacteria-hongo-
enzimética extremos -Humedad planta
-Adaptaciona  -Cometabolismo -Disponibilidad del -Toxicidad de
xenobiéticos contaminante intermediarios
-Sinergias
microbianas

Nota. Factores para que se dé una buena biorremediacion. Adaptado de: (Mufioz S, 2016).
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5.10. BIODEGRADACION

Aunque, con el fin de superar ciertas limitaciones, la biorremediacién puede
complementarse con tratamientos fisicos-quimicos, lo que incrementa la eficacia del
proceso y reduce el tiempo necesario para la recuperacion del sitio (Haapea & Tuhkanen,

2006; Kulik et al., 2006).

Las estrategias de biorremediacion aplicadas a suelos contaminados con compuestos
organicos, incluyendo los hidrocarburos policiclicos (HAP) se dividen en dos categorias
principales: la bioestimulacion y la bioaumentacién. La bioestimulacion se basa en la
incorporacion de nutrientes, oxigeno u otros sustratos al suelo, con el proposito de
favorecer el crecimiento y la actividad de los microrganismos responsables de la

degradacion, de los contaminantes del suelo.

Dentro de los principales organismos implicados en la biodegradacion de hidrocarburos
aromaticos policiclicos (HAPS) se encuentran las bacterias y hongos, cuyos mecanismos
de accion y requerimientos para lograr una alta eficiencia en la remediacion difieren
considerablemente, a continuacion, se describe como se da el mecanismo de accion de las

bacterias y hongos en la biodegradacién de HAPs.
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5.11. MICROORGANISMOS Y SU FUNCION EN
BIORREMEDIACION DE HIDROCARBUROS EN

SUELOS

La degradacion microbiana se basa en la capacidad de comunidades microbianas
(bacterianas y fungicas) para transformar hidrocarburos alifaticos y aromaticos en
compuestos menos toxicos o mineralizarlos hasta CO: y agua. En la tltima década, las
investigaciones han enfatizado en como se da el proceso y en la gran utilidad de
marcadores funcionales y enfoques dmicos como la metagendmica que se utiliza para

comprender y mejorar la degradacion (Kalia, 2022; Mekonnen, 2024).

La investigacion y el aislamiento de distintos géneros bacterianos, tanto en ambientes
contaminados como en ambientes naturales, han demostrado la gran diversidad
microbiana que presenta la capacidad para crecer, desarrollarse y contribuir en la
biodegradacion de hidrocarburos. Se han identificado alrededor de 50 géneros y 86
especies bacterianas con potencial degradador para los diferentes tipos de hidrocarburos

derivados del petrdleo.

La mayoria de estos microorganismos destacan por su eficiencia en la degradacion de
hidrocarburos aromaéticos policiclicos (HAPs) y alcanos, los cuales representan los
principales componentes del petroleo. En este contexto, bacterias del género Acidovorax

se han asociado a la degradacion de ambos compuestos, mientras que otros géneros
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como Microbacterium, Agrococcus, Nocardia, Novosphingobium, Hydrogenophaga,
Dietzia, Marmoricola, Gordonia amicalis, Pseudomonas y Sphingomonas también han

sido reportados como degradadores efectivos de HAPs y alcanos (lzquierdo, 2014).

Por su parte, Luna et al. (2018) sefialaron que el género Bacillus presenta la capacidad de
degradar hidrocarburos altamente toxicos como el benzo(a)pireno (BaP), compuesto
reconocido por su caracter mutagénico y cancerigeno. Asimismo, se ha documentado
que Achromobacter xylosoxidans y Aeribacillus pallidus muestran alta eficiencia en la

degradacion de compuestos aromaticos simples y policiclicos (Ma et al., 2015).

De igual forma, géneros como Bacillus, Acinetobacter y Pseudomonas, no solo
intervienen activamente en la degradacion de hidrocarburos, sino que ademas tienen la
capacidad de producir biosurfactantes, ya que emplean dichos compuestos como fuente
de carbono y energia (Guzman et al., 2017). En investigaciones realizadas en Peru,
Ayamamani (2018) confirmo el potencial de Alcaligenes, Pseudomonas y Bacillus como
microorganismos efectivos y potenciales para la degradacién de hidrocarburos en suelos

contaminados de petroleo.

5.12. MECANISMOS DE DEGRADACION MICROBIANA

El principio bioquimico de la biorremediacion se fundamenta en las reacciones de oxido-

reduccidn, cuyo proposito es la generacion de energia a través de la cadena respiratoria o
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del transporte de electrones en las celulas.

Este proceso inicia con un sustrato organico externo, generalmente con los compuestos
hidrocarburos que funcionan como donadores de electrones. A medida que avanza la
actividad metabolica microbiana, la parte contaminante es degradada y consumida, los
principales aceptores de electrones empleados por los microorganismos incluyen

oxigeno, nitratos, hierro (I11), sulfatos y didxido de carbono.

Figura3

Proceso bioquimico de la bacteria en la biorremediacion
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Nota. Tipos de degradacién del oxigeno por bacterias (Suarez, R., 2013).

Cuando el oxigeno actia como aceptor, la respiracion se desarrolla en condiciones
aerobias, lo que origina procesos de biodegradacion de tipo aerobia, en contraste, si se
empleara sulfatos o didxido de carbono, el metabolismo ocurre en condiciones anaerobias,

generando procesos de biodegradacion de tipo anaerobio (Suarez, 2013).
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Figura4

Degradacion del oxigeno de las bacterias

Degradacion aerobia:
Sustrato + O: — biomasa + CO: + H:0
Degradacion anaerobia:

Sustrato + (NOs-, SO.%, Fe*, Mn*, COz) — Biomasa + CO: + (N2, Mn*, S*, Fe*, CH.)

Nota. Degradacidn del oxigeno de las bacterias aérobicamente y anaerébicamente. (Suarez R., 2013).

En cualquier tipo de ambiente con presencia de oxigeno, el mecanismo principal de
degradacion bacteriana consiste en la oxidacion inicial del HAP por medio de las enzimas

dioxigenasas, lo que da lugar a la formacion de compuestos cis-hididrodioles.

Estos intermediarios son posteriormente deshidrogenados para originar derivados
dihidroxilados, los cuales son canalizados hacia la ruta metabélica del catecol hasta su
completa mineralizacion en didxido de carbono y agua, la siguiente Figura 5 demuestra

especificamente la ruta de degradacion del naftaleno por las bacterias aerobias.
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Figura5

La ruta de degradacion del naftaleno
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Nota. La ruta de degradacion del naftaleno de bacterias aerobias (Bamforth & Singleton, 2005).

Las investigaciones llevadas a cabo por Juhasz y Naidu (2000), Haritash & Kaushik
(2009) y Fernandez-Luquefio et al., (2011) recopilan una amplia variedad de bacterias
que son capaces de degradar hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP), ademas de
numerosos estudios que demuestran la efectividad de las bacterias autoctonas y al6ctonas
en la transformacién de estos compuestos. No obstante, la sola presencia de
microorganismos con esta capacidad no garantiza tasas adecuadas de degradacién, siendo
necesario una densidad minima cercana a 10° UFC g ' (Liu et al., 2010). Para poder
mantener una poblacion bacteriana suficientemente alta durante los procesos de

biorremediacion, se suele a recurrir a la adicion de nutrientes o productos organicos.

En suelos con baja porosidad y permeabilidad, donde la disponibilidad de oxigeno es
limitada, la degradacion anaerobia de HAP se presenta como una alterativa viable. En

este contexto, las bacterias utilizan nitrato, hierro, sulfato, manganeso como aceptores
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finales de electrones, produciendo asi CO. 0 metano como productos finales (Gan et al.,

2009; Tomei & Dauglis, 2013).

Aunque el mecanismo bajo estas condiciones no esta completamente esclarecido, se ha
descrito un proceso en dos etapas. Inicialmente, los HAP son degradados de forma parcial
bajo condiciones reductoras de sulfato y nitrato, generando acidos organicos de bajo peso
molecular que actian como agentes complejantes de Fe (Ill), promoviendo su
solubilizacion. Posteriormente, el Fe (I11) liberado se convierte en un recurso disponible
para las bacterias reductoras de hierro, lo que intensifica la degradacion de los HAP

(Haritash & Kaushik, 2009)

5.13. MECANISMO DE DEGRADACION DE HIDROCARBUROS

POR HONGOS

Estos organismos actian como descomponedores primarios dentro del ecosistema y se
caracterizan por su capacidad para sintetizar enzimas con funciones especializadas que
facilitan la descomposicion y mineralizaciobn de compuestos organicos de alta
complejidad. Ademés, secretan exoenzimas hidroliticas que participan en la
biodegradacion de los sustratos contaminantes presentes en el entorno (Willey, Sherwood

y Woolverton, 2009).

A través de estos procesos, transforman la materia organica en compuestos mas simples

0 inorganicos, los cuales emplean como fuente de energia para su metabolismo.



55

De tal manera que tienen la capacidad de mineralizar materiales complejos hasta el dioxido
de carbono y agua, gracias a la estructura filamentosa de sus hifas, ya que estas pueden
penetrar en los suelos contaminados facilitando su acceso a zonas de dificil alcance y
favoreciendo la degradacién de los contaminantes. (Yafiez & Wong, 2013). Segun esta
tabla de Aycachi, 2008, se presenta géneros de hongos utilizados en la biorremediacion

de suelos contaminados.

Tabla 3

Géneros de hongos utilizados para la biorremediacion de suelos

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

Nota. Tomado de: (Stalin Mufioz 2016).
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5.14. MARCO LEGAL

6.14.2. CONSTITUCION DE LA REPUBLICA DEL ECUADOR

La constitucién (Asamblea Constituyente, 2008) establece que toda persona tiene “Tiene
el derecho a un ambiente digno donde la salud sea la prioridad y el equilibrio ecoldgico
también representen la sostenibilidad y el buen vivir, Sumak Kawsay” (art.14).
Asimismo, impone al Estado, la responsabilidad de preservacion y proteccion al medio
ambiente, a conservar los ecosistemas y la biodiversidad, a resguardar la integridad del
patrimonio genético del pais, a prevenir dafios ambientales y recuperar los espacios

naturales degradados.

Por su parte, el articulo 73 de la Constitucion de la Republica del Ecuador, en el contexto
de un proyecto de biorremediacion, estos articulos brindan un marco legal que respalda
las acciones dirigidas a la restauracion de los ambientes afectados por cualquier tipo de
hidrocarburo, por lo que, se obliga al Estado a implementar “medidas de precaucion y
restriccion para las actividades que puedan conducir a la extincion de especies, la

destruccion de ecosistemas o la alteracion permanente de ciclos naturales...”.



57

6.14.3. CODIGO ORGANICO DEL AMBIENTE (COA)

El COA (Asamblea Nacional, 2017) regula la gestion ambiental en Ecuador y promueve
la prevencion, control y restauracion de los impactos negativos generados por las
actividades humanas., por lo que “De acuerdo con el Cdédigo Organico del Ambiente
(COA) del Ecuador, toda persona natural o juridica que genera residuos peligrosos tiene
la obligacién de manejar esos residuos integralmente, incluyendo su tratamiento,
transporte y disposicion final, bajo autorizacion administrativa y conforme a normas
técnicas establecidas. Ademas, la Constitucion garantiza el derecho a un ambiente sano y

obliga al Estado a restaurar los dafios ambientales.

Asimismo, el COA reconoce a la biotecnologia ambiental como una herramienta efectiva
para la recuperacion y restauracion de ecosistemas, si persistentemente se cumplen las
normas de bioseguridad y control de microorganismos (art. 132) (Asamblea Nacional,

2017).

6.14.4. LEY DE GESTION AMBIENTAL

La ley de Gestion Ambiental (Congreso Nacional, 2004) dispone que todo proyecto con
posibles impactos negativos debe prevenir controlar y mitigar la contaminacion

mediante tecnologias limpias. Respecto al caso del suelo contaminado por hidrocarburo
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se deben ejecutar procesos de limpieza y restauracion, bajo supervision de la autoridad

ambiental.

6.14.5. ACUERDOS MINISTERIALES Y NORMAS TECNICAS

Por otro lado, el Acuerdo Ministerial No. 026 exige el registro de generadores de
desechos peligrosos, lo que es relevante si el proceso de biorremediacién produce residuos

intermedios peligrosos.

El Acuerdo Ministerial No. 097-A (MAE, 2015): actualiza los Limites Maximos
Permisibles (LMP) a aplicarse en emergencias, accidentes e incidentes, asi como para
fuentes de contaminacion pre existentes en el sector hidrocarburifero dependeran del uso
actual segin el area afectada, determinada en el muestreo inicial, en funcién de la
clasificacion dada en la Tabla 1. Si las condiciones naturales de los suelos superan a los
criterios de remediacion establecidos en la Tabla 1, se aceptaran dichos valores como
limites maximos permisibles, siempre y cuando se cuente con estudios ambientales y

estadisticamente representativos que lo demuestren.

El suelo remediado sera depositado en el mismo sitio de origen, en sitios regularizados
por la Autoridad Ambiental Nacional para este fin 0 a su vez podra ser utilizado en
procesos de reconformacion de areas en facilidades operativas o de terceros previo a la
autorizacion por escrito del propietario y con la debida comunicacidn para conocimiento

de la Autoridad Ambiental Competente.
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Tabla 1: Tabla de criterio de remediaciéon para suelos contaminados (Limites maximos
permisibles)
USO DEL SUELO
3 : Agricola /
*
Rargemetro Unided Residencial Comercial Industrial Ecosistemas
Fragiles
Hidrocarburos
totales (TPH) mg/kg 1200 3000 3000 1000
Cadmio mg/kg 4 10 10 2
Niquel mg/kg 100 100 50 50
Plomo mg/kg 140 150 150 60
Vanadio mg/kg 130 130 130 130
Hidrocarburos
Aromadticos gl 2 5 5 1

Policiclicos (HAPs)

*&

*Concentracion en base seca de suelo.

**Para los Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos (HAPs) los mismos se presentarin como un
resultado total, pero para su andlisis se mantienen los 12 parimetros (Antraceno,
Benzo(a)antraceno, Benzo(a)pireno, Benzo(b)fluoranteno, Benzo(k)fluoranteno,
Dibenzo(a.h)antraceno, Indeno(1,2,3-cd)pireno, Fluoranteno, Naftaleno, Pireno, Criseno,
Fenantreno) conforme el Acuerdo Ministerial No. 097-A Registro Oficial No. 387 de 4 de
noviembre de 2015.

Segun el Cddigo Organico del Ambiente los ecosistemas fragiles son: zonas con
caracteristicas o recursos singulares muy susceptibles a cualquier intervencion de
caracter antrépico, que producen en el mismo una profunda alteracién en su estructura
y composicién. Son ecosistemas fragiles, entre otros, los paramos, humedales, bosques
nublados, bosques tropicales secos y himedos y manglares, ecosistemas marinos y
marinos-costeros.”, en este contexto, las afectaciones que se ubiquen en zonas con estas
caracteristicas se aplicara el valor méas estricto de los criterios propuestos como se

evidencia en la tabla G.
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La Norma Técnica Ecuatoriana NTE INEN: respecto a la calidad ambiental del recurso
suelo y criterios de remediacion para suelos contaminado tiene como objetivo principal
preservar la salud de las personas y velar por la calidad ambiental del recurso suelo a fin
de salvaguardar las funciones naturales en los ecosistemas, frente a actividades antropicas

con potencial para modificar su calidad, resultantes de los diversos usos del recurso.

6.14.6. POLITICAS Y COMPROMISOS INTERNACIONALES

Ecuador es parte de varios acuerdos internacionales que respaldan la investigacion

orientada a la descontaminacion ambiental, entre ellos:

- El Convenio de Basilea (1989) trata sobre el control de los movimientos
transfronterizos de desechos peligrosos.

- El Convenio de Estocolmo (2001) trata sobre los contaminantes
organicos persistentes con sus siglas (COP).

- El Convenio de Diversidad Biologica (CDB, 1992), promueve el uso
sostenible de la biodiversidad y la aplicacion de la biotecnologia con

enfoque precautorio y aplicable.
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6.14.7. RESPONSABILIDADES, SANCIONES Y

RESTAURACION AMBIENTAL

El COA (arts. 308-311) y la Ley de Gestion Ambiental (arts. 22-24) establecen sanciones
administrativas y economicas a quienes contaminen o incumplan sus obligaciones de
manejo. En caso de dafio ambiental, los responsables del dafio deben ejecutar acciones de
remediacion, restauracion o de compensacion segun el principio de “quien contamina,
paga” de forma obligatoria. Por lo tanto, la biorremediacion se enmarca legalmente como
una técnica de reparacion ambiental la cual es respaldada por la normativa nacional

vigente ecuatoriana.
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CAPITULO 11

6. METODOLOGIA

7.4. DISENO DE LA INVESTIGACION

7.4.2. AREA DE ESTUDIO

Este trabajo se desarrollé en el Megaterio, La Libertad de EP PetroEcuador, ubicado en la Via

a Ballenita, con las coordenadas geogréaficas 2°13'06"S 80°53'05"W, en La Libertad, Santa

Elena, Ecuador.

Figura 6
Ubicacion del area de estudio
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Nota. Lugar donde se implement6 el bioensayo, en las instalaciones del Megaterio, del canton La
Libertad, de la provincia de Santa Elena, Ecuador.

v
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7.4.3. TIPO DE ESTUDIO

El enfoque de este proyecto fue experimental, cualitativo y cuantitativo, se identificé, que
tratamiento presentd el mayor porcentaje de reduccion de hidrocarburos del suelo de
manera experimentalmente ex situ, de forma descriptiva y analitica. La técnica principal
del analisis de suelo fue por equipos de laboratorio para realizar la deteccion de TPH y
se realizo los andlisis microbioldgicos respectivos. Se control6 variables criticas como
fueron: las fisicas, quimicas y microbiologicas. Por lo que se cumplieron fases de campo
y laboratorio cumpliendo los protocolos adecuados, los cuales se describen a

continuacion.

7.5. FASES DEL ESTUDIO

7.5.2. FASE DE CAMPO

En el sitio de extraccion de la muestra principal del Megaterio de la Via a Ballenita, Santa

Elena, se tomé los siguientes datos iniciales:
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Tabla4
Coordenadas del lugar de investigacion y sus condiciones climaticas

Longitud -2.21763
Latitud -80.88470
Altitud 30.00 Metros

Temperatura 29 °C

Humedad 60 %

Velocidad del viento 8 km/h

Nota. Valores tomados mediante del uso de un GPS portatil.

7.2.1.2. MUESTREO DE SUELO

Se realiz6 latoma de muestra por muestreo simple de un punto fijo, de un suelo de custodio
de una biopila, del Megaterio con cédigo RLI-PTA-01-132 del TK 109 de Cautivo, el cual
habia sido llevado ahi para su tratamiento de degradacion. Para la obtencion del suelo, se
utilizé una pala, con la cual se extrajo el suelo contaminado de diésel, en el que se excavo

hasta los 30 cm de profundidad del sitio, extrayendo asi en total 90 kg de suelo.
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7.2.1.3. MUESTREO DE SUELO PARA ANALISIS FiSICO-QUIMICOS

Antes de iniciar el ensayo de bioestimulacion, se realizé un analisis basico del suelo de la
muestra principal, la cual se caracterizo por sus propiedades fisicoquimicas y se determind
si el suelo es adecuado para sustentar la actividad microbiana durante el proceso de la

biorremediacion experimental (Fabrega J, et al., 2019).

Tabla 5

Parametros fisicos y quimicos para analizar del suelo

Parametro Método de analisis Unidad

Potenciémetro en

Ph _ —
suspension
(suelo:agua)
Humedad Norma ASTM D2216 %
Materia organica Método de Walkley-Black %
Norma AASHTO T-87-70;
ASTM D421-58, AASHTO
Textura T-88-70 : ASTM D422-63 Clasificacion (arena,
limo, arcilla)
Contenido de hidrocarburos Espectrofotometro mg

totales (TPH)

Nota. Parametros analizados del suelo.
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Los parametros para conocer el tipo de suelo se analizaron en el laboratorio de Ciencias
de la Ingenieria, en la Universidad Estatal Peninsula de Santa Elena, la materia organica
y los demas parametros se analizaron en el laboratorio de Novagestion en Guayaquil y

para el analisis de TPHSs en el Beaterio de Petroecuador de la ciudad de Quito.

Los resultados de este analisis permitieron conocer las condiciones iniciales del
suelo para establecer un ajuste en el pH, humedad u otros factores para favorecer

la actividad microbiana durante los ensayos experimentales.
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7.2.1.4. MUESTREO PARA ANALISIS MICROBIOLOGICO

Se tomo una muestra de 10 g de suelo de la muestra principal obtenida, mediante el uso
de las medidas de bioseguridad, se colocd mascarilla, guantes de nitrilo y casco, segun los

pasos y detalles de la Tabla 6:

Tabla 6

Pasos para analisis microbioldgico del suelo contaminado

Elemento Detalle

Profundidad 0a30cm

Tipo de muestra Suelo superficial

Herramientas Pala de acero inoxidable, bolsas estériles ziploc, GPS,

etiquetas, marcador permanente

Registro El punto se marcé con coordenadas GPS 'y se registré en

ficha de Campo
Frecuencia Unasola jornada de campo, con duracion estimada de 8 minutos
Transporte La muestra se mantuvo en un coolera 4 °Cy se

traslado al laboratorio el mismo dia para su analisis

Analisis Microbiota nativa

Nota. Proceso para analizar la microbiota del suelo
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7.2.1.5. MONTAJE DE LOS MICROCOSMOS DEL

ENSAYO EXPERIMENTAL

El presente trabajo se desarroll6 bajo un disefio experimental completamente al azar, con
el objetivo de evaluar el efecto individual de cada tratamiento bioestimulante (bacterias,
hongos enzimas y una combinacion de los tres) sobre el suelo contaminado con diésel, en
condiciones controladas en bandejas de aluminio, considerando al trabajo de Néapoles, J

et al., (2005).

De la muestra principal tomada de la biopila se distribuyé uniformemente 6 kg de suelo
a cada bandeja de aluminio, dando un total de 15 bandejas experimentales en las que se
estableci6: Cuatro tratamientos principales, aplicados individualmente sobre los suelos

contaminados con hidrocarburos.

Figura 7

Ensayo de Bioestimulacion

T.ENZIMAS
. . MIX ENZIVA
CONTROL T. BACTERIAS T.HONGOS BACTERIANAS AR

TOTAL DE ENVASES: 15

Nota. Modelo del disefio experimental de cada tratamiento.
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El primer tratamiento (C), el control no tuvo ningun tipo de aplicacién de bioproductos,

ni de tratamiento, Unicamente al suelo se lo removié de forma semanal.

El segundo tratamiento (B), consistio, en que, al suelo contaminado, se le aplico el
bioproducto de bacterias del género Bacillus, el tercer tratamiento (H), consistio, en que,
al suelo contaminado se le aplico el bioproducto a base del hongo Trichoderma sp, el
cuarto tratamiento (E), se aplico el bioproducto a base de enzimas bacterianas y por tltimo
en el tratamiento (M), se aplico los tres bioproductos en este tratamiento experimental.
Cada tratamiento fue replicado tres veces, para un total de 15 unidades experimentales en
total, lo que permitio un analisis estadistico confiable de los resultados obtenidos. En el
bioensayo se realizd cinco tratamientos cada uno con tres réplicas. Cada bandeja

experimental se distribuy6 de forma aleatoria.

El ensayo tuvo una duracion de 50 dias, en donde cada 8 dias se evalu6 la microbiota de
cada tratamiento aplicado en donde se analizé por medio de recuento de unidades de
colonias (UFC) en agar TSA para bacterias y agar PDA para hongos. Adicionalmente se
observd de manera visual las caracteristicas que estan presentes en cada placa como el
color, textura y olor que también aportaran con informacion para conocer coémo va el

proceso de la degradacion del hidrocarburo presente en cada tratamiento.
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7.2.1.6. PARAMETROS BIOLOGICOS Y MONITOREO

DE BIODEGRADACION

Se realizd una evaluacion microbioldgica del suelo cada 8 dias de los tratamientos de
Bacterias, Hongos y el Mix, en donde se evaluo el estado de la microbiota de cada
tratamiento. Se observo el crecimiento microbiano y el crecimiento de esporas en el caso
del hongo, por la técnica de recuento de microrganismos viables por dilucion en placa, de
acuerdo con sus respectivos agares, por medio de observacion directa y utilizando el
microscopio en donde se registrd las bacterias y hongos y sobre todo su actividad

microbiana y fangica (Marin, Tomas. 2024).

Mediante el uso del Equipo de Proteccion Personal, se recolectaron varias submuestras
en zigzag en 7 puntos de cada bandeja de tratamiento de la capa superficial (0-10 cm),
con la ayuda de una pala pequefia, se extrajo el suelo y se pesé hasta obtener una muestra
compuesta de 10g para evitar sesgos en los resultados. Luego se rotul6 cada muestra y se
las coloco en un cooler a una temperatura de congelacion de 4 °C, para su posterior
llegada al laboratorio donde se realizaron los analisis microbiologos en Ballenita, Santa

Elena.
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7217. BIOPRODUCTOS COMERCIALES

USADOS PARA EL ENSAYO EXPERIMENTAL

BACTERIAS: TERMINATE BACTERIA PREMIX
COMPOSICION: Bacillus subtilis, amyloliquefaciens, pumilus y licheniformis.

b B

HONGOS: TRICHOFULL
COMPOSICION: Trichoderma sp.
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ENZIMAS: BIOBAC A
COMPOSICION: Fraccion organica e inorganica

N

7.2.1.8. PRUEBA DE VIABILIDAD DE LOS BIOPRODUCTOS

Se sembré los dos productos comerciales: TERMINATE BACTERIA PREMIX vy
TRICHOFULL en cajas Petri, en donde se observd las bacterias y hongos activas en sus
respectivos agares y cajas Petri, para verificando la viabilidad de cada producto comercial,
debido a que factores como el almacenamiento, el tiempo o condiciones de transporte
pueden haber eliminado a los microorganismos o debilitar su funcion bioquimica.

(Vizuete- Garcia et al., 2020) (Feng et al., 2021).

La identificacion se bas6 en las caracteristicas microscépicas observadas mediante la
Tincion Gram para las bacterias y para los Hongos se tifio con azul de lactofenol,
comparando asi las imagenes obtenidas por la visualizacion del microscopio,
contrastandolas con informacion fotografica y bibliografica disponible. Se validara su
identidad y pureza para garantizar que el insumo sea aplicable y activo para la

experimentacion de biorremediacion (Fabrega et al., 2019).



74

Después de la observacion y de la verificacion correcta se aplicd las dosificaciones
adecuadas, de 5 ml de cada producto comercial a cada tratamiento experimental, de

acuerdo con el protocolo experimental elaborado.

7.2.1.9. APLICACION DE LOSPRODUCTOS
COMERCIALES A CADA TRATAMIENTO

EXPERIMENTAL

De acuerdo con la concentracion de los productos, se determiné la aplicacion para cada

tratamiento respectivo, en la que la dosis aplicada fue de 5 ml de manera semanal.

7.5.3. FASE DE LABORATORIO

7.5.3.1. ANALISIS MICROBIOLOGICOS DEL SUELO

7.5.3.2. PREPARACION DE MEDIOS DE CULTIVO
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Se realizé en un laboratorio privado en la parroquia de Ballenita del canton Santa Elena,
mediante los procedimientos adecuados implementados por Zubieta et al. (2022), para la
preparacion de los dos medios de cultivo, se utilizé agar TSA (Trypticase Soy Agar) para
el crecimiento bacteriano conformado por peptona de soja y caseina y agar PDA (Potato

Dextrose Agar), compuesto por extracto de papa y dextrosa, para el crecimiento fangico.

Inicialmente se realizaron controles de los dos agares, sin ningln tipo de aplicacion
microbiologia, Unicamente para observar la calidad y estado del agar. Para la preparacion
de las cajas Petri con su respectivo agar para cada andlisis microbiologico, se empez6 por
pesar el agar de acuerdo con la cantidad de cajas Petri que se requirié por cada analisis,
parael agar TSA sedisolvid 40 g de medio en 1L de agua destilada previamente esterilizada
en autoclave, para el PDA, se pesdé 39g de medio de cultivo en 1L de agua destilada
previamente esterilizada, para la disolucion de los medios de agar se los llevé a ebullicién
tres veces por medio de una cocineta hasta que llegé a ebullicion sin regar el medio, luego

las dos fiolas con el medio ya disuelto se los autoclavé a 121°C (Lifeder, 2022).

Una vez que transcurrié los 15 minutos de esterilizacion de los medios de cultivo, se
procedio a esperar que el agar se enfrié a una temperatura de 45°C aproximadamente y se
realizo el vertido de cada medio de cultivo aproximadamente 15 ml en las cajas Petri,
previamente rotuladas manteniendo las condiciones de esterilidad y usando mecheros
de alcohol para evitar contaminacion hasta su solidificacion (Teran, 2025). Para el agar

PDA la Unica diferencia que antes de distribuir el medio en las cajas Petri, se afladié 1ml
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de antibiotico (Amoxicilina de 500 mg/L) para asi evitar el crecimiento o contaminacion

bacteriana en el agar PDA (Teran, 2025).

Figura 8

Proceso de preparacion de placas de agar selectivo

53: Esterilizacién

Paso 1: Pesar Ingredientes Paso 3: Disolucion y Ebblicidn

5:: Enffirrido y Addicion a Solidificacién
Paso 4: Recuento y Addicién en a PDA S

Nota. Proceso de obtencidn de medios de cultivo de agar TSAy PDA.

7.5.3.3. PROTOCOLO DE SIEMBRA MICROBIOLOGICA DE SUELO

Para la siembra de suelo, se utiliz6 solucion salina o cloruro de sodio (NaCL) al 0.85 %,
se distribuyo cuidadosamente 90 ml de solucion salina en fiolas de 250 mly 9 ml en tubos
de ensayo esterilizados, posteriormente se esterilizo en autoclave a 121°C, 15 libras de

presion, durante 15 minutos el material (Cappuccino & Sherman, 2022).
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Luego de la esterilizacion, en las fiolas de 90 ml con la solucion salina al 0.85%, se
agrego 10 gramos de suelo, obteniendo una dilucion 10! y se homogenizo la muestra por
agitacion manual por 1 minuto, se agregé 1 mL de la dilucion 107, a un tubo que contiene
9 ml de solucion salina, para obtener una dilucion 1072, de la dilucidn anterior, se saco 1
ml y se inoculd en otro tubo con 9 ml de solucion salina, asi, se obtuvo la dilucion 1073;
y se repitid el proceso hasta obtener una dilucion de 1076, en caso de ser necesario. Para
finalizar el proceso, se inocul6 10 pL de cada dilucion de 107! hasta la 10-¢ o las diluciones
que habia, y se agreg6 a los medios de cultivo TSA y PDA correspondientes mediante la

técnica por profundidad (Goretti, 2023).

Figura9

Esquema de diluciones seriadas para analisis microbiol6gico de suelos

Paso 3: Preparacion de Diluciones

Paso 2: Preparacion de Diluciones B~~~ B

Madre //\_ ANNANNNNN
Paso 1: Recoleccion de la muestra . i ) :
de suelo ST P S . ,
N — | S
L,\/.I;)L:”.:‘l —
(LA W,"_} y W W W W W W W W
otezezutare: Esterlizacién:
/'\ 121°C, 15 min
=
' 1ml (10%) + 9ml
9l Sol Salina Paso 4: Crecimiento y Conteo de

colonias
10g Suelo + 90m Sol. Salina

10°1) » Diluckin 10°

e ,’ e

Paso 5: Incubacién ¢ “/ ’ 5
\ yoy o~ G, m
=l A AR AN ~~d

L : 4

L _',_J TSA: 35°C, 24h d :
13 PDA: 24°C. 5 dias
E=iEve (sin huz directo)

Nota. Diferentes diluciones para la realizacion de analisis y cuantificacién de ufc/g. Tomado de Andrade &

Cravajal (2023).
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Por ultimo, se incubd las cajas Petri de agar TSA a temperatura de 35 °C por 24 horas, y
las cajas Petri de agar PDA se incubd a una temperatura de 24°C fuera de la luz directa del

sol y se guardaron en una caja cerrada por 5 dias.

7.5.3.4. CUANTIFICACION DE UNIDADES FORMADORAS

DE COLONIAS

Para la cuantificacion de las unidades formadoras de colonias (UFC), se eligié las cajas
Petri con la dilucién en la que se las colonias sean contables, ademas, se tomo en cuenta
los controles de contaminacién en donde se colocd placas con medio de cultivo

solidificado sin muestra cultivada.

Una vez finalizada la incubacion, se procedi6 a contar cuidadosamente, las colonias de

bacterias y hongos que se presentaron en cada caja Petri (Corral-Lugo, 2012).

Se aplico la siguiente formula, en donde se calcul6 la concentracion bacteriana y fangica:

Numero de colonias X Factor de dilucién

UFC/ml = Voltimen sembrado (ml)
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7.5.3.5. IDENTIFICACION DE BACTERIAS POR TINCION DE GRAM

La tincion de Gram esta basada en las caracteristicas de la pared celular de las bacterias
(Figura 10), la cual le otorga las propiedades determinadas a cada microorganismo.

Figura 10

Pared celular bacteriana

—Peptidoglicano — Peptidoglicano
_Membrana Plasmitica
Membrana
~Plasmatica :J Espacio periplasmico

™ ngopollsacarldo
roteina

Nota. Tomada de Goretti, M. (2023)

Se realiz6 el protocolo del autor Harvey RA & Champe PC, para la tincion Gram, en la
que primeramente, se tomd una colonia de bacterias de la caja Petri, y se fijo la colonia por
medio del mechero y una vez fijada la muestra se coloco primeramente una gota de la
solucion de cristal violeta en la muestra por 1 min, se elimino el tinte con gotas de agua
destilada, después se aplicd una gota de la solucién de yodo en la muestra por 1 min y se
procedio a lavar, luego se aplicé una gota de alcohol acetona por 20s y se quitd el
excedente con agua destilada y por ultimo se aplico una gota de safranina en la muestra
por 1 min y después de este tiempo se elimino el tinte con gotas de agua destilada y se

esperd que la muestra se seque para observar cada muestra (Goretti, 2023).
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Segun la Figura 11, indica que, para identificar las bacterias, se debe emplear los

siguientes tiempos:

Figurall

Diferentes pasos para tinciones Gram

Tincion de Gram

Forbes BA, Sahm D, Koneman EW, Allen Harvey RA, Champe

Referancla Weissfeld A (4 SD, et al 150 PC (53
Solucion de cristal : :
’ 10a30s 1 min 1 min
violeta
El doble de tiempo
Solucion de yodo que estuvo el cristal 1 min 1 min
violeta.
: Hasta que no se :
10 s, los frotis d P 5 s o dependiendo
. arrastre mas cristal :
Alcohol acetona gruesos requieren : de la densidad de la
o violeta, usualmente
mas tiempo. muestra.
10 s o menos.
Safranina 30s 1 min 30s

Nota. Comparacion de tiempos empleados para cada reactivo por diferentes autores para la tincion de

Gram. Cuadro tomado de Gonzalez R, et al., 2020.
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7.5.3.6. PRUEBA BIOQUIMICA DE CATALASA

La catalasa es una enzima, la cual descompone el peroxido de hidrégeno (H202) en agua
y oxigeno. El oxigeno que es liberado de la reaccién produce burbujas que se observan
inmediatamente (Ayaz et al., 2024). Se realiz6 una prueba bioquimica, complementaria
adicional para diferenciar que bacterias producen estas enzimas, en donde, primeramente,
mediante un asa se tomd una pequefia muestra de cada cultivo bacteriano en un
portaobjetos, luego se coloc6é una muestra de peréxido de hidrégeno y se observo si habia
formacion de burbujas o no, y se determiné que colonia de bacterias presentan catalasa

positiva o catalasa negativa.

7.5.3.7.RECOLECCION DE DATOS Y TOMA DE

PARAMETROS FISICOS-QUIMICOS

Durante el desarrollo del ensayo de bioestimulacion, se llevd a cabo un monitoreo
semanal de los parametros fisicoquimicos, los cuales fueron la temperatura, pH, humedad,
conductividad eléctrica, en donde se evalud la evolucién del proceso de degradacion de

hidrocarburos en funcion de cada tratamiento y su respectiva réplica.
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7.5.3.8. ANALISIS DE HIDROCARBUROS TOTALES DE

PETROLEO (TPH)

1. Recolecién de Muesta de Seilo 2. Filtracién 2. Extracién y Filtracién
| R

- 4

3. Preparacién de Estandres

=
=

£ [
(N lﬁ - = 4 \
Opom  10indie 200 ppm M

.
- W[ |
S Caleulo:
= | et i [
x Conc. Estantar) E—

Se realizd cuatro analisis de TPH, el primero a la muestra principal, después de 10 dias

iniciado el tratamiento, a la mitad y al final del ensayo, en el Laboratorio de Restauracion

Ambiental - El Beaterio- EP Petroecuador, Pichincha — Ecuador.

Tabla 7.

Parametros de TPH analizados y su metodologia

PARAMETRO PROCEDIMIENTO

EXPRESADO COMO RANGO
VALIDADO
Hidrocarburos Fotometro infrarrojo mg/kg 2500 — 12500
Totales de Petrdleo INFRACAL 2

(TPH) — Suelos TRAN-SP (WILKS)

Nota. Parametro analizado por medio de un equipo electroquimico en el laboratorio de Beaterio de
EP-Petroecuador.
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7.6. ANALISIS ESTADISTICOS

Se determind si los tratamientos aplicados de bacterias, hongo y enzimas tiene un efecto
significativo en la biodegradacién de hidrocarburos y otros pardmetros del suelo en

comparacion con el control.

Se realiz6 el tratamiento de datos a través de un analisis de normalidad de Shapiro-Wilk,
seguido del calculo de homogeneidad de datos usando un test de Levene (igualdad de
varianzas). Finalmente, se realizé un analisis de varianza usando ANOVA de 1 via con
un test posterior de Tukey (p<0,05). Todos los analisis se desarrollaron usando el
programa MINITAB version 19.0. Ademas, se empled graficos de barras para la

representacion visual de los resultados.
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CAPITULO IV

7. RESULTADOS

8.4. ANALISIS DE SUELO

8.4.2. CONTENIDO DE HUMEDAD

Se realizd el respectivo analisis, en el Laboratorio de Mecénica de Suelos de la
Universidad Estatal Peninsula de Santa Elena, donde se obtuvo el valor de contenido de
humedad bajo la Norma ASTM D2216- que es un método estandar para la determinacion
del contenido de humedad de suelos mediante secado en horno, lo que permitidé conocer
con precision la cantidad de agua presente en la muestra en estado real del momento de la
recoleccion, debido a que la presencia de humedad en el suelo, afecta su comportamiento
mecanico Yy estructural siendo esenciales para tomar decisiones informadas en campos
como la construccion, geotécnica, agricultura y control de calidad, ya que permiten
garantizar la seguridad, eficiencia y durabilidad de los materiales o sistemas que los

utilizan. De acuerdo con el procedimiento se obtuvieron los siguientes datos:



Tabla 8

Contenido de humedad

N° de recipiente M
Peso del recipiente (Wr) 124,36
Peso del rec. + Peso de Suelo hum (W1) 500,3
Peso del rec. + Peso de Suelo Seco (W2) 479,90
Peso del agua (Ww=W1-W2) 20,40
Peso del Suelo Seco (Ws=W2-Wr) 355,54
Contenido de humedad (w=(Ww/Ws)x100) 574

Nota. Valores obtenidos del proceso de medicion del contenido de humedad.

8.5. GRANULOMETRIA

Se determino el tipo de suelo de estudio mediante la prueba de granulometria,
para conocer la permeabilidad, compactacién y estabilidad del suelo bajo las
Normas: AASHTO T-87 -70 ; ASTM D421-58, AASHTO T-88 -70 ; ASTM
D422-63, en donde se clasifico el suelo segln los sistemas normativos SUCS

y AASHTO, obteniendo los siguientes resultados de acuerdo con la Tabla 9.
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Tabla9

Serie fina del suelo

Tamiz Masa Retenida %Pasante
ASTM Parcial | Acumulada | %Pasante Acumulado Corregido
Abertura/
N°

2,36mm No.8

2mm No.10 | 19,80 19,80 94,43 88,79

1,18mm No.16

0,85mm No.20

0,60mm No.30

0,425mm | No.40 51,8 71,60 79,86 75,09

0,3mm No.50

0,15mm | No0.100

0,075mm | No.200 | 117,4 189,00 46,84 44,04
Masa inicial del material para lavado (gr) 375,94

Masa final corregida por humedad de los finos (gr) 355,54

Masa Seca Total del Material utilizados para el Ensayo (gr) 201,00

Nota.Valores obtenidos del proceso de medicion de granulometria.
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En la siguiente tabla, se obtuvieron los valores que de acuerdo con la
clasificacion de AASHTO, se clasifico el suelo de estudio en el Grupo Ady A7,

se determind que el suelo es de composicion limoso-arcilloso.

Tabla 10

Distribucién del tamafio de las particulas

Distribucién del Tamafio de las Particulas(%o)
Pedron Rodado (>12") 0
Canto Rodado (12"-3") 0
Grava (3"- Gruesa (3"-3/4") 0 597
N°4)
Fina (3/4"-N°4) 5,97
Gruesa (N°4-N°10) 5,24
Arena (N°4- 49,98
Media (N°10-N°4 13,7
N°200) edia (N°10 0) 3,70
Fina (N°40-N°200) 31,05
Finos(>N°200) 44,04

Nota. Valores obtenidos del proceso de la distribucién del tamafio de las particulas de acuerdo con los

tamices empleados.
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Con los datos de la tabla 10, se realiz6 la curva de distribucion granulométrica, la cual
muestra el porcentaje acumulado de material que pasa a través de diferentes tamices de
acuerdo con la funcion de su abertura que se encuentra expresada en mm. La curva
presenta una pendiente ascendente, continua, lo que indica que mientras mas aumenta la
abertura del tamiz, hay una mayor proporcion del material que logra pasar, como se espera
en una distribucion granulométrica normal. Se puede observar gque entre los valores de la
abertura de 0,1 mm y 0,3 mm ocurre un incremento alrededor del 45-75%, lo que indica
una predominancia de las particulas finas a medianas. A partir del 1 mm, la curva tiende
a estabilizarse cerca del 90- 95%, lo que representa que solo una pequefia fraccion del

material estaba compuesta por particulas méas gruesas.

Figura 12

Curva de distribucién granulométrica
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Nota. La curva indica que el suelo analizado es relativamente bien graduado ya que presenta una

distribucion continua de tamafios, pero con un predominio de particulas finas.
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8.6. CUANTIFICACION DE UNIDADES FORMADORAS

DE COLONIAS

Para la cuantificacion de las unidades formadoras de colonias se realizo las siembras de
suelo de acuerdo con la metodologia establecida en el capitulo anterior. En el caso del
tratamiento de bacterias B se sembraron las tres réplicas con sus respectivas diluciones
seriadas en agar TSA, para el tratamiento de hongos H se sembrd cada replica con sus
respectivas diluciones seriadas en agar PDA y para el mix se sembré el suelo de acuerdo
con la metodologia establecida de Népoles, J. etal., (2005), de cada replica, para ver la

presencia de colonias bacterianas en agar TSA y colonias fungicas en agar PDA.

Al inicio del tratamiento se realiz6 una siembra de suelo de la muestra principal, para
observar la microbiota nativa presente, por lo que, se sembro el suelo en agar nutritivo,
como medio rico de crecimiento general de macroorganismos, Unicamente para la
observacion, en donde se realiz6 una dilucion de 1072 y se observo el crecimiento de

bacterias y hongos en la caja Petri.
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Figura13

Crecimiento de microorganismos en agar TSA

Nota. Cuantificacion de muestras de suelo en agar universal TSA, presencia de colonias de microorganismos.

Posterior a la primera cuantificacion se realiz6 tres andlisis microbiol6gicos
posteriores, de acuerdo con la carga bacteriana visualizada y de acuerdo con la
metodologia se iban aumentando las diluciones seriadas para facilitar el conteo

de colonias bacterianas y fungicas.
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8.7. CARACTERIZACION
MICROSCOPICA Y MACROSCOPICA

BACTERIANA

Para la identificacion microbiana se realizo la respectiva tincion Gram de acuerdo con
el protocolo del autor Harvey RA & Champe PC, de acuerdo con la metodologia

planteada.

Figura 14

Iméagenes de colonias obtenidas y tefiidas por medio de la Tincion de Gram.

Nota. A, B, Cy D) Tincién Gram positiva de bacterias del género Bacillus. Obsérvese la forma alargada y
cilindrica agrupandose tanto en forma aislada como en pares debido a la abundancia de carga microbiana,
presentando un didmetro aproximado de 0.5 a 1.2 micras. E) Tincion Gram negativa con una abundante
proliferacion de bacterias del género Cocos, representadas en algunos casos de forma aislada o a manera de
Diplococos unidas en pares.
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8.8. PRUEBA DE CATALASA

Se realiz6 la prueba de catalasa, como una prueba bioquimica
complementaria, para identificar a las bacterias y se determind si

presentaban la enzima catalasa o no.

Tabla 11
Prueba bioquimica de catalasa

PRUEBA DE CATALASA

CATALASA POSITIVA CATALASA NEGATIVA

Descripcion: la colonia con tincion Descripcion: no se  observo
Gram negativa, presentd una efervescencia al afadir H20s,
efervescencia inmediata al contacto indicando actividad  catalasa
con H;O, indicando actividad negativa, en bacterias con tincion

de catalasa positiva. de gram positiva.
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Tabla 12

Caracterizacion macroscopica bacteriana

Colonia Identificacion

En laimagen se aprecian colonias de bacterias de
color crema de forma irregular, con elevacién

elevada y margen ondulado.

De acuerdo con la numeracion 1 de la colonia,
presenta una coloracién blanquecina, con forma
irregular, elevacion de forma elevada y margen

ondulado. La segunda colonia presenta coloracién
blanquecina, forma rizoide, elevacion de forma
elevada y margen lobulado. La tercera colonia
presenta coloracion amarilla, forma circular,
elevacion de forma convexa y margen entero. La
cuarta colonia es de forma circular, de coloracion

blanca, elevacion de forma convexay margen entero.
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De acuerdo con la numeracion 1 de la colonia,
presenta una coloracion blanquecina, con forma
irregular, elevacion de forma elevada y margen
ondulado. La segunda colonia presenta coloracion
blanquecina, forma irregular, elevacion de forma
elevada y margen ondulado. La tercera colonia
presenta coloracion beige, forma circular, elevacion

de forma convexa y margen entero.

8.9. CARACTERIZACION MACROSCOPICAY

MICROSCOPICA DE HONGOS

Tabla 13

Caracterizacion macroscopica fungica
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Identificacion

Observamos la colonia 1 de coloracion amarilla,
contextura lanosa y micelio aéreo, con un reverso
crema, la especie de hongo del género Trichoderma
sp, su crecimiento sucedié rapidamente a los 4 dias,
creciendo entre 2-5 cm. La colonia 2 de coloracion
café pardo, con textura lanosa seca y la superficie

plana, con reverso café.

Apreciamos un crecimiento rapido de la especie del
género Trichoderma sp en colonias, vista superior
de la placa, presenta estructuras esporuladas con un
caracteristico color verde oliva y bordes blancos
distribuidos sobre toda la superficie del agar.
Aquellos bordes blancos representan la estructura
micelar joven o madura del hongo. Ademaés, se
observan colonias de forma radial con centro
amarillo y bordes blancos, indicando las areas

donde el micelio esta menos desarrollado.
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El crecimiento de Trichoderma sp, colonia 2 se ha
suscitado con mas letargo debido a la poca
formacion de colonias maduras representadas en
verde oliva, mientras que el micelio ain inmaduro
también prolifera en el extremo inferior de la placa.
Se observa la colonia 1 de coloracion verde, textura
polvosa con superficie elevada, y de reverso
coloracion verde oscura. La colonia 2, es de
coloracion amarilla con textura lanosa con micelio

aéreo y reverso de coloracion amarilla. La colonia
3 decoloracion blanca, de textura algodonosa y
superficie elevada, con reverso de coloracion
beige. La colonia 4 es de coloracion blanca, con
textura algodonosa, superficie elevada, y

coloracion de reverso crema.

El crecimiento de Trichoderma sp, se ha
suscitado con mas letargo debido a la poca
~ formacion de colonias. La colonia 1, es de
' coloracién café, con textura lanosa superficie
5‘,-: planay reverso de coloracion café. La colonia 2
es de coloracién blanca, de textura algodonosa

y superficie elevada, con reverso de coloracion

beige
La colonia 3 es de coloracion verde, textura
polvosa con superficie elevada, y de reverso

coloracion
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verde oscura. La colonia 4 de coloracion blanca,
con un centro de color verde claro, de textura
algodonosa y micelio aéreo, con reverso de

coloracion beige con verde en el centro.

Colonias crema con borde verde, con textura
algodonosa, superficie elevada, con un reverso de

coloracion blanca con bordes y centro verdes.

Tabla 14

Caracterizacion microscépica de hongos

Imagen Descripcidn

Se observo mediante el uso del
microscopio Optico con aumento de 40X,
por medio de tincion con azul de
lactofenol, se evidencio estructuras
fungicas, que eran esporas de color verde
claro, de forma delgadas, ovaladas y

agrupadas.
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Se observé mediante el uso del microscopio éptico
con aumento de 40x, por medio de tincion con azul
de lactofenol, se identifico estructuras filamentosas
largas y delgadas, estas hifas estaban entrelazadas,

formando una red micelial densa que evidencia que

estaba en un estado de desarrollo avanzando, por lo
que el micelio se estaba expandiendo, lo que indicd

que esta adaptado al medio contaminado.

Se observé mediante el uso del microscopio
Optico con aumento de 40x, por medio de
tincion con azul de lactofenol, se identificd
estructuras filamentosas largas, algunas gruesas
y otras delgadas, estas hifas estaban

entrelazadas, formando una red micelial densa

que evidencia que estaba en un estado de
desarrollo mas avanzando, por lo que el micelio
se estaba expandiendo, y habia presencia de
esporas, lo que indicé que esta adaptado al
medio contaminado y continuando con su

crecimiento.
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Se observo mediante el uso del microscopio Optico
con aumento de 40x, por medio de tincidn con azul
de lactofenol, se identifico hifas septadas con

micronidias y macronidias en forma de media luna.

Se observo mediante el uso del microscopio éptico
con aumento de 40x, por medio de tincion con azul
de lactofenol, se identifico estructuras filamentosas
largas, algunas gruesas y otras delgadas, estas hifas
estaban entrelazadas, formando una red micelial
densa que evidencia que estaba en un estado de
desarrollo con micronidias y macronidias en forma

de media luna y coloracion verdosa.
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Se observo mediante el uso del microscopio 6ptico
con aumento de 40x, por medio de tincién con azul
de lactofenol, se identifico estructuras filamentosas
largas, algunas gruesas y otras delgadas, estas hifas
septadas estaban entrelazadas, formando una red
micelial densa que evidencia que estaba en un
estado de desarrollo con micronidias y macronidias

en forma de media luna y coloracion verdosa

Se observd mediante el uso del microscopio
Optico con aumento de 40x, por medio de
tincion con azul de lactofenol, se identifico
hifas septadas que estaban de forma lineal y
otras entrelazadas, unas largas y otras cortas,
con micronidias y macronidias en forma de
media lunay coloracion verdosa, lo que indica

que se estaba desarrollando.

Se observo mediante el uso del microscopio dptico
con aumento de 40x, por medio de tincion con azul
de lactofenol, se identifico cabezas conidiales
uniseriadas y de forma columnar, hialinos, con
vesicula de forma globosa que se curvaban y con
conidios a su alrededor y presencia de artroconidios.
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Se observo mediante el uso del microscopio dptico
con aumento de 40x, por medio de tincidn con azul
de lactofenol, se identific6 hifas septadas, se
encontraban entrelazadas formando una red
miceliar, con forma largas y delgada, con presencia
de artroconidios.

Se observo mediante el uso del microscopio Optico
con aumento de 40x, por medio de tincion con azul
de lactofenol, se identifico varias cabezas conidiales
uniseriadas y de forma columnar, hialinos, con
vesicula de forma globosa que se curvaban y con
conidios a su alrededor y presencia de artroconidios.
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8.10. DETERMINACION DE UNIDADES FORMADORAS

DE COLONIAS

Posterior a la siembra microbioldgica se realizo el respectivo conteo de las
colonias bacterianas y fungicas de los tratamientos de Bacterias (B) y del
Hongo (H) de cada caja Petri.

Figura 15

Colonias bacterianas y fangicas obtenidas de los analisis de suelo

A)
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Nota. Siembras microbioldgicas en agares TSA y PDA para cuantificacion.

A) Conteo de colonias bacterianas sembradas en agar TSA. B) Conteo de

colonias fungicas sembradas en agar PDA.

En el tratamiento bacteriano (B1-B3) se registrd los valores mas altos de unidades
formadoras de colonia (UFC), alcanzando en el cuarto analisis un promedio de 4,6 x 10*
UFC, superior a los valores iniciales observados. Este incremento sostenido evidencid
una alta actividad metabdlica bacteriana, indicando una adaptacion eficiente al medio y

una participacion directa en la biodegradacion de hidrocarburos presentes en el suelo.

El tratamiento con hongos (H1-H3) también mostré un incremento progresivo de la
densidad microbiana durante el periodo experimental. En el tercer andlisis, los valores
promediaron entre 3,0 x 10* y 4,4 x 10* UFC, mientras que en el cuarto analisis los valores

finales oscilaron alrededor de 3,8 x 10* UFC.
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Aunque, inferiores a los obtenidos en el tratamiento bacteriano, estos resultados
demuestran que los hongos contribuyeron de forma complementaria al proceso de

degradacion, manteniendo un crecimiento estable a lo largo del tiempo.

Por su parte, el tratamiento enzimatico (M1-M3) presentd valores intermedios de
crecimiento microbiano. El promedio de UFC se increment6 gradualmente hasta alcanzar
valores cercanos a 2,8 x 10* UFC en el cuarto analisis, lo que sugiere una accion sinérgica

moderada de las enzimas en la estimulacion de la actividad bioldgica del suelo.

Las diferencias estadisticas sefialadas con las letras A y B evidencian variaciones

significativas (p< 0,05) entre tratamientos y entre los periodos de evaluacién (Figura 16).
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Figura 16
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Unidades Formadoras de Colonias (UFC) por cada unidad experimental

realizada durante la experimentacion y prueba de tratamientos
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Nota. Letras iguales indican que no existe diferencias estadisticamente significativas segin ANOVA

de una via y test posterior de Tukey (p<0,05).

Segun la (Figura 17) se observo la variacion lineal de los tres grupos de datos,

en donde la linea de color azul representa a la carga bacteriana total del segundo

analisis microbioldgico,

la linea naranja representa al tercer anélisis

microbiolégico y por altimo la linea gris representa al Gltimo analisis

microbioldgico, respecto a las cargas bacterianas y flngicas obtenidas en cada

andlisis, se determiné un comportamiento relativo entre los tratamientos que

estaban implicadas las bacterias y los hongos de estudio, bajo las mismas
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condiciones experimentales, en las que se representan las fluctuaciones entre las
respuestas de crecimiento de cada microorganismo de acuerdo al tiempo por lo
que indica que en el periodo de adaptacion del segundo andlisis las UFC eran
bajas, pero con el pasar de los 10 dias las UFC incrementaron tanto las bacterias

como los hongos de cada tratamiento experimental.

Figura 17
Curva de distribucidn de la carga bacteriana de cada tratamiento
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Nota. La linea azul indica una carga bacteriana baja en relacion con la linea verde con un alto

valor de la carga bacteriana.
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8.11. DETERMINACION DE PARAMETROS FiSICO-QUIMICOS

8.11.2. TEMPERATURA

Los valores de temperatura registrados durante el proceso de biorremediacion se
mantuvieron estables entre los diferentes tratamientos y a lo largo del tiempo, con ligeras
variaciones asociadas al metabolismo microbiano. Las temperaturas iniciales oscilaron
entre 22y 25 °C, rango considerado adecuado para la actividad microbiana aeroébica. Los
incrementos moderados observados en el tercer analisis (24-25 °C) reflejan la
intensificacion del metabolismo microbiano, mientras que las pequefias disminuciones
hacia el cuarto analisis podrian deberse a la estabilizacion del sistema tras la adaptacion
bioldgica de los microorganismos, mientras que en los analisis posteriores se registraron

incrementos moderados hasta alcanzar valores cercanos a 24—25 °C en el tercer analisis.

No se encontraron diferencias significativas entre el 2do y 3er andlisis a diferencia del
4to en el cual se obtuvo un incremento en la temperatura de cada tratamiento (p < 0,05)

respecto a los demas.
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Figura 18

Valores de temperatura registradas durante la experimentacion y prueba de tratamientos
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Nota. Los valores de temperatura muestran diferencias entre los tratamientos. Las letras igual, indican que no

existe diferencias significativas estadisticamente.
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8.11.3. HUMEDAD

Los valores de humedad mostraron un comportamiento constante y adecuado para la
biorremediacion, con porcentajes comprendidos entre 55 % y 80 %. En los tratamientos
inoculados con bacterias, hongos, enzimas y mezcla microbiana, la humedad se mantuvo
dentro del rango éptimo para la actividad metabolica aerobia. El control, por su parte,
presentd valores inferiores, cercanos al 55 %, lo que sugiere una menor capacidad de

retencion hidrica por la falta de actividad bioldgica (Figura 19).

La comparacion estadistica entre los andlisis indicd que no existieron diferencias
significativas (p > 0,05) entre los distintos tratamientos ni entre los tiempos de analisis,
lo que confirma que la humedad no fue un factor limitante para el desarrollo microbiano,

por lo que se la mantuvo controlada y estable en cada unidad experimental.
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Figura19

Valores de humedad registradas durante la experimentacion y prueba de tratamientos
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Nota. Letras iguales indican que no existe diferencias estadisticamente significativas segin ANOVA de
una viay test posterior de Tukey (p<0,05)

8.11.4. PH

Los valores de pH registrados durante la experimentacion se mantuvieron dentro
de un rango ligeramente alcalino, entre 6.8 y 8.0, durante todo el proceso de
tratamiento, con pequefias variaciones entre los diferentes tratamientos y
periodos de andlisis. En todos los casos, las letras iguales indican ausencia de
cambios significativos (p>0,05) a lo largo del tiempo, es decir no existe

diferencias estadisticamente significativas (Figura 20).
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El tratamiento de control presentd valores estables entre 7.0 y 7.8, mientras que
los tratamientos experimentales en el que fueron inoculados con bacterias,
hongos, enzimas bacterianas y la mezcla microbiana mantuvieron valores
similares, cercanos a la neutralidad. Este comportamiento demostro que la
actividad microbiana no se alter6 de forma considerable, permitiendo mantener
condiciones favorables para el desarrollo de los microorganismos aerobios, bajo

las condiciones de la experimentacion ex situ.

Figura 20

Valores de pH registradas durante la experimentacién y prueba de tratamientos
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Nota. Letras iguales indican que no existe diferencias estadisticamente significativas segin ANOVA de una via

y test posterior de Tukey (p<0,05)



8.11.5. CONDUCTIVIDAD ELECTRICA

Los valores de conductividad eléctrica (CE), que se registrd de cada tratamiento,
mostraron una tendencia estable a lo largo del proceso experimental, con
pequefas variaciones entre los muestreos. Los valores oscilaron entre (2.0y 3.2
dS/m), ubicandose dentro de un rango considerado moderado, lo que sugiri6 una
acumulacion de sales solubles por la ausencia de actividad microbiana que

favorecio su transformacion.

El control presentd los valores mas altos de conductividad (3.2 dS/m), lo que
reflej6 una mayor acumulacion de sales solubles debido a la ausencia de
actividad microbiana que favorezca su consumo o transformacién. En cambio,
los tratamientos inoculados con bacterias, hongos, enzimas y combinaciones
microbianas mantuvieron valores ligeramente menores, alrededor de 2.0-2.3
dS/m, sin diferencias estadisticas significativas (p>0,05), como se indica con la

letra “A” en la grafica (Figura 21).
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Figura 21
Valores de conductividad eléctrica (ds/m) registradas durante la

Experimentacion y prueba de tratamiento
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Nota. Letras iguales indican que no existe diferencias estadisticamente significativas segiin ANOVA de unaviay

test posterior de Tukey (p<0,05)

8.11.6. MATERIA ORGANICA

Los resultados obtenidos mostraron una disminucién significativa en el contenido de
materia organica del suelo entre el segundo y cuarto anélisis en todos los tratamientos.
Los valores iniciales oscilaron entre 6.5y 7.2 %, mientras que al finalizar el proceso
descendieron a valores entre 4.2 y 4.8 %, diferencia que fue estadisticamente significativa

(p<0,05), como se indica con las letras “A” y “B” en la grafica.
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El control también presentd una reduccién en el contenido de materia organica, aunque
menos pronunciada, lo que sugiere que parte de esta pérdida se debe a procesos naturales

de descomposicion aerdbica.

Sin embargo, la mayor disminucion se observo en los tratamientos inoculados con
microorganismos y enzimas, lo que evidencia su participacion activa en la mineralizacion
de compuestos organicos complejos derivados de los hidrocarburos presentes en el suelo

(Figura 22).

Figura 22
Valores de materia organica registradas durante la experimentacion y prueba de

tratamientos
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Nota. Letras iguales indican que no existe diferencias estadisticamente significativas segin ANOVA de una

via y test posterior de Tukey (p<0,05)
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8.11.7. CARBON ORGANICO

El contenido de carbono orgdnico mostrd valores estables entre los tratamientos,
oscilando entre 4.5 % y 5.0 %, sin diferencias significativas (p>0,05). Aun asi, los
tratamientos inoculados reflejaron una mayor reduccién de carbono organico respecto al
control, lo que se asocia a la oxidacién de compuestos hidrocarbonados durante la
actividad microbiana (Figura 23). Este comportamiento sugiere que el carbono organico
fue utilizado como fuente energética por las bacterias y hongos inoculados,

contribuyendo al proceso de biotransformacion del contaminante.

Figura 23
Valores de carbon orgéanico registradas durante la experimentacién y prueba de

tratamientos
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Nota Letras iguales indican que no existe diferencias estadisticamente significativas segun

ANOVA de una via y test posterior de Tukey (p<0,05)
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8.11.8. DETERMINACION DE LOS VALORES

DE REDUCCION DE TPH

Los valores de hidrocarburos totales del petréleo (TPH) evidenciaron una tendencia
general de disminucién progresiva a lo largo del proceso de biorremediacion en todos los
tratamientos, con diferencias notables entre el control y los sistemas inoculados con
microorganismos. Inicialmente, los valores de TPH oscilaron entre 22 000 y 26 000

mg/kg, reflejando un alto nivel de contaminacidn en el suelo experimental.

En el segundo analisis, los valores iniciales de TPH oscilaron entre 21 866 y 26 187
mg/kg, con concentraciones elevadas en el control, lo que indica un alto nivel de
contaminacion en el suelo experimental. En los tratamientos bacterianos (B1-B3) se
registraron valores promedio entre 18 670 y 19 283 mg/kg, mientras que los tratamientos
con hongos (H1-H3) alcanzaron valores entre 18 112 y 18 217 mg/kg. Los tratamientos
enzimaticos (M1-M3)

mostraron concentraciones ligeramente superiores, entre 21 575 y 23 110 mg/kg, mientras
que la mezcla microbiana (T. MIX 1-3) presento valores intermedios de 21 430 a 22 847

ma/kg.

Durante el tercer andlisis, las concentraciones disminuyeron de forma mas evidente, con
valores que variaron entre 17 792 y 19 071 mg/kg para los tratamientos bacterianos y

enzimaticos, y entre 15 492 y 18 207 mg/kg en los tratamientos fangicos y de mezcla
microbiana. El control, sin embargo, mantuvo valores elevados, con promedios de 20
775 a 26 055 mg/kg, sin mostrar cambios significativos (p > 0,05) respecto al analisis

anterior.
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Finalmente, en el cuarto analisis, se observo una reduccion significativa (p < 0,05) en los
tratamientos activos, especialmente en los sistemas inoculados con bacterias y hongos,
que alcanzaron valores entre 13 350 y 19 540 mg/kg. Los tratamientos enzimaticos y de
mezcla microbiana también evidenciaron una disminucion considerable, con valores
finales entre 13823 y 18 610 mg/kg. En contraste, el control presenté una menor
reduccion, con valores de 21 060 a 24 063 mg/kg, lo que confirma la menor eficiencia

natural del suelo sin inoculacion microbiana.

Las diferencias estadisticas mostradas con las letras A y B en la Figura 24 indican
variaciones significativas entre los tiempos de muestreo (p<0,05), confirmando la
efectividad del proceso bioldgico de biorremediacidn, en especial en los tratamientos con

bacterias y hongos que lograron la mayor remocién de TPH en el suelo.

Figura 24

Valores de TPH registradas durante la experimentacién y prueba de tratamientos
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Se realizd el promedio de los valores obtenidos de los analisis de TPH de cada tratamiento

para obtener la reduccion absoluta por medio de la siguiente formula:

1. Reduccion absoluta de TPH (g/kg de suelo):
Reduccion absoluta = TPH inicial — TPH [inal
2. Reduccion porcentual (%):

(TPH inicial — TPH final)
TPH inicial

100

Reduccion %

Se obtuvo los siguientes datos segun la Tabla 16, la cual indica que el tratamiento mas
eficaz en esta experimentacion fue el tratamiento de hongos con un porcentaje del 31.12%
demostrando asi una reduccion del hidrocarburo del suelo en un periodo de tiempo
de 40 dias, le sigue lacombinacion de los tres tratamientos la cual presento una reduccién
del 27.94% con un 4% de diferencia de reduccion, la cual se pudo dar por la falta de
nutrientes en el suelo, como fue en el caso de las bacterias en las que si hubo reduccién
pero fue la mas baja con 22.38%, pero demostrando que las bacterias del género Bacillus
actuan de forma eficaz pero un poco mas lenta en comparacién con el hongo Trichoderma

sp, respecto a la biodegradacion de TPHs.

Las enzimas también actuaron de forma positiva, gracias a los compuestos activos que
presenta el bioproducto BIO BAC- A, presentando una reduccion del 26.08% de TPH del

suelo contaminado.



Figura 25
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Porcentajes finales obtenidos de cada tratamiento experimental

. . . REDUCCION
TRATAMIENTO 1 ANALISIS 2 ANALISIS TPH 3 ANALISIS PORCENTUAL DE PROMEDIO
TPH mg/kg mg/kg TPH mg/kg TPH %
CONTROL 1 24933 20565 21643 13.20%
CONTROL 2 218686 20575 21610 1.17% 5.02%
CONTROL 3 26187 20585 26003 0,70%
T. BACTERIAS 1 19283 17792 11740 30.18%
T. BACTERIAS 2 18670 16639 15403 17.50% 22.38%
T. BACTERIAS 3 18112 17293 16220 10.45%
T. HONGOS 1 20771 15948 11743 43.46%
T. HONGOS 2 21408 13452 18507 13,54% 31.12%
T. HONGOS 3 21260 17196 13530 36.36%
T. ENZIMAS 1 21570 20301 20440 5,24%
T. ENZIMAS 2 24133 19077 13633 43.51% 26,08%
T.ENZIMAS 3 23110 19219 16293 20.50%
T.MIX1 21430 21287 12013 390.74%
T. MIX 2 22840 22673 16513 27.70% 27.94%
T. MIX 3 22477 18793 18610 16,39%

Nota. Valores obtenidos de cada tratamiento experimental, en porcentajes

promediados totales.
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8.12. CORRELACION ENTRE
PARAMETROS FISICO — QUIMICOS Y LAS

UFC

En la Figura 25 se observa el andlisis de componentes principales (PCA) que permitio
identificar las relaciones mas importantes entre las variables fisicoquimicas y

microbioldgicas del suelo.

La conductividad eléctrica (p=0,335) y el pH (p=0,237) mostraron una correlacion
positiva alta, indicando que la estabilidad quimica del suelo se asocié con la actividad
microbiana y la reduccion del contaminante. También, el valor de TPHs presentd una
carga positiva cercana a (p=0,257), mostrando asociaciéon media con conductividad

eléctrica y pH.

La temperatura también se relacion6 con el TPH, dado que ambas presentan direcciones
préximas, lo que sugirié que el incremento de temperatura favorecio, a la variacion del
contenido de hidrocarburos presentes en el suelo. En el caso de la materia organica y el
carbono organico mantuvieron cargas semejantes a (p=0,164 y p=0,300), reflejando asi

una correlacion baja, con su origen estructural comdn.

Ademas, en la cuantificacion de las unidades formadoras de colonias del 2do analisis
presentaron una correlacion media positiva con las variables organicas, mientras que, en

la cuantificacion de las unidades formadoras de colonias del 4to andlisis, mostrando un
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valor més proximo al pH y conductividad eléctrica, evidenciando asi, que la actividad

microbiana final se asocio6 con la estabilidad quimica del suelo.

Respecto al valor de la humedad de cada tratamiento, se obtuvo cargas negativas de (—
0,326), lo que implicé correlaciones inversas con las variables fisicoquimicas (con
conductividad eléctrica y TPH), confirmando que los suelos més himedos presentaron

menor concentracion de contaminantes y menor conductividad eléctrica.

Por ultimo, la reducciéon de TPH se relaciona con el incremento de CE, actividad

microbiana y pH, bajo condiciones de menor humedad y mayor estabilidad térmica.

Figura 26

Correlacion de los parametros fisico — quimicos, TPHy UFC
Variable EC1 BC2 BEC3 EC4 BCS ECE BCT ca PCY BCL0 EC11 EC12 EC13 FC14
TEMPERATURA °C ,290 -0,070 0,124 0,048 -0,509 -0,010 0,240 _p 681 0,243 -0,076 0,119 0,026 -0,011 -0,087
HUMEDAZD % -0,326 -0,138 -0,037 0,014 -0,005 -0,087 -0,074 -0,099 0,350 0,132 0,312 0,563 -0,030 0,439
pi . 237 0,230 0,055 0,285 0,179 -0,733 0,313 ¢ 143 -g,005 0,218 0,232 -0,022 0,009 0,038
CONDUCTIVIDAD ELECTRICA (CE) (335 0,063 0,005 0,014 -0,099 0,006 -0,020 g 024 -g.285 -0,104 -0,1%0 0,560 0,623 -0,083
TFH ma/kg , 257 -0,222 0,346 -0,226 -0,109 -0,176 -0,221 g 034 -0,069 -0,118 0,358 -0,193 -0,003 -0,203

MATERIA CRGRNICRE %

Carbon Orgénico %

TEMPERATURR °C 2

HUMEDAD %_2

pH 2

CONDUCTIVIDAD ELECTRICR (CE)_2
IFH mg/kg 2

MATERIA ORGRNICR %_2

Carbon Orgénico %_2
UFC 2do zndlisis
UFC 4to andlisis

2
3

3

5

64 -0,470 0,082 -0,018 0,183 0,089 0,020 g 389 0,362 -0,205 0,216 0,189 -0,068 -0,325
oo -0,218 0,178 -0,007 0,002 -0,056 -0,033 g gsa 0,451 0,381 -0,632 -0,080 0,032 0,165
% 0,223 -0,15%¢ 0,084 0,461 -0,103 -0,822 _g 387 0,211 -0,173 -0,011 0,018 -0,010 -0,060
ii -0,142 0,052 -0,047 0,082 -0,167 -0,049 _pg 271 -g,154 0,472 -0,146 0,196 -0,114 -0,839
3
g
1
1
1
4

0,045 -0,452 0,617 -0,283 0,228 -0,088 g.4g2 0,165 0,154 0,137 -0,058 -0,030 -0,273
5 0,083 0,005 0,014 -0,099 0,006 -0,020 g ps4 -0,295 -0,104 -0,180 0,324 -0,757 0,099

0,07 0,023 -0,081 0,531 0,484 0,470 _g 193 -0,005 0,218 0,199 0,038 -0,009 -0,013

2
2 -0,433 -0,435 -0,08% 0,061 -0,140 0,037 _g 117 -0,196 0,029 0,000 0,176 -0,058 0,040
2 -0,433 -0,435 -0,08% 0,061 -0,140 0,037 _g 117 -0,196 0,029 0,000 -0,327 0,116 0,218
4
[;

-0,31% 0,442 0,512 0,081 0,184 -0,270 _p gs2 -0,365 0,233 0,126 -0,050 0,044 0,261
0,208 -0,122 -0,433 -0,222 0,127 -0,294 ¢ 169 -p,024 0,571 0,316 -0,003 0,013 0,075

|
[ e e e R e e e e Y e s e R Y =
B3 D R R L B LA R Lh R RD Lh Rd LA R

Variable PBC15 BCl6
TEMPERATURE °C 0,231 -0,040
HUMELAD % -0,286 -0,139
eH 0,100 0,007
CONDUCTIVIDAD ELECTRICA (CE) -0,078 -0,139
TFH ma/kg -0,621 0,087
MATERIA CRGRNICE % 0,402 -0,180
Carbon Orgénico % -0,188 0,072
TEMPERATURL °C 2 0,070 -0,022
HUMEDAD %_2 -0,038 -0,17&
H_2 -0,281 0,004
CONDUCTIVIDAD ELECTRICA (CEy_2 -0,072 -0,208
TFH mg/kg 2 -0,220 -0,000
MATERIA CORGRNICR £_2 0,059 o, 897
Carbon Orgénico %_2 -0,046 -0,597
UFC 2do andlisis 0,215 0,044

UFC 4to analisis 0,285 -0,010
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TEMPERATURA °C_2
pH

UFC 4to analisis

VIDAD ELECTRICA (CE)
TPH mg/kg_2

AD ELECTRICA (CE)

HUMEDAD % TEMPERATURA °C

Carbon Organico %
HUMEDAD % 2

Carbon Organico %_2

MATERIA ORGANICA %_2
MATERIA QRGANICA %

03 0,2 0,1 0,0 01 0.2 03 0,4
First Component

Nota. Relaciones de los pardmetros fisicos-quimicos con la degradacion de TPH.
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CAPITULOV

8. DISCUSIONES

En la presente investigacion experimental, se obtuvieron los resultados del suelo
contaminado con diésel, el cual presentd las adecuadas propiedades fisicoquimicas,
mediante su analisis se determind que el tipo de suelo es de textura limo-arcilloso, con
presencia de microorganismos, una elevada concentracion de materia 'y carbono organico,
por la cantidad de los hidrocarburos presentes, en cambio, el pH, temperatura y la

conductividad eléctrica no presentaron variaciones, sino que se mantenian estables.

Debido al tipo de suelo, se facilitd el tratamiento ex situ, por medio de la adicién de
microorganismos los cuales tuvieron una eficaz adaptacion, crecimiento y desarrollo,
gracias al control de sus parametros, para que las condiciones de cada medio fueran

Optimas.

En el tratamiento de Bacterias present6 una reduccion porcentual de TPHs del 22.38%. En
el tratamiento de Hongo present6 una reduccion porcentual de TPHs del 31.12%.
En el tratamiento de Enzimas bacterianas presentd una reduccion porcentual de TPHs del

26.08%.

El tratamiento de mix de los tres bioproductos presento una reduccion porcentual de TPHs

del 27.94%
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Respecto al analisis de varianza se puede indicar que no existen diferencias
estadisticamente significativas en los parametros como pH, CE y temperatura, en cambio
si existen diferencias significativas respecto al porcentaje de degradacion de TPH de cada

tratamiento.

Se demostré que la mayoria de las bacterias, segin su morfologia y caracterizacion
microscopica, pertenecen al mismo grupo de microorganismos, mientras que aquellos
organismos diferentes fueron minoria. Segin con Chaillan et al. (2004), reportaron
una amplia diversidad de microorganismos aerobios degradadores de hidrocarburos,
aislados de suelos contaminados con petréleo, entre los que identificaron fueron seis
géneros  bacterianos:  Brevibacterium,  Gordonia, Dietzia, Aeromicrobium,
Mycobacterium y Burkholderia ocho géneros de hongos filamentosos: Aspergillus,
Fusarium, Penicillium, Neosartorya, Amorphoteca, Talaromyces Paecilomyces, y
Graphium y tres géneros de levaduras: Candida, Yarrowia y Pichia. Esta diversidad
refleja una alta capacidad adaptativa microbiana para sobrevivir y metabolizar
hidrocarburos bajo condiciones de estrés ambiental del suelo, lo cual favorece los procesos

naturales de biorremediacion de suelos contaminados.

Los resultados obtenidos guardan relacion con lo reportado por Tourova et al., (2016), se
identificaron nuevas cepas de bacilos hemofilicos provenientes de yacimientos
petroliferos y fuentes termales, con la capacidad de degradar n-alcanos presentes en el

petréleo crudo. Entre las especies destacadas, se encuentran Geobacillus toebii b-1024,
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Geobacillus sp. 1017 y Aeribacillus pallidus 8m3. De forma consistente, los mismos
autores (Tourova et al., 2018) llevaron a cabo posteriormente un analisis genémico

comparativo que profundizé en la caracterizacion de estos microorganismos.

De forma similar, Sangeetha Devi et al., (2019) lograron aislar un total de 248 cepas
bacterianas con la capacidad de biodegradar polietileno de alta densidad (HDPE). Entre
ellas, las especies perteneciente s a los géneros Bacillus y Pseudomonas se destacaron
como los biodegradores marinos mas eficientes de este tipo de plastico, evidenciando su

potencial en procesos de degradacion ambiental.

Asi mismo, Bacillus subtilis, asilado de un vertedero de residuos poliméricos, ha sido
seflalado como una bacteria prometedora para realizar tratamientos de derrames de
petréleo, por su alta capacidad de biodegradacion, fuerte adherencia a superficies,
reduccion de la tension superficial y elevada produccion de biosurfactes, caracteristicas
gue se mantienen incluso bajo condiciones ambientales adversas (Sakthipriya et al.,

2015).

Segun Vizuete-Garcia, (2020), la gran mayoria de las bacterias obtenidas de su estudio,
eran Gram negativas, lo que podria indicar que estan adaptadas de mejor manera a sitios
en donde han ocurrido derrames y estan contaminados con residuos de petroleo. Las
unidades experimentales de Bacterias empleadas en este trabajo son altamente eficientes

para utilizar



127

como fuente de carbono los hidrocarburos, el diésel, la gasolina y el petrdleo, y que
ademés crecen bien en suelos con altos niveles de contaminacion. El éxito en la
degradacion durante este periodo breve de tiempo, se da gracias a la capacidad de los
microorganismos para descomponer de manera eficaz los componentes quimicos que

presento el diésel.

Segun Laime-Cornejo, (2025), los microorganismos Bacillus y Aspergillus Niger, fueron
eficaces en el proceso de degradacion, por medio de la produccidn de sus propias enzimas
complementarias y la optimizacion del entorno microbiano. En este estudio, las muestras
de bacterias a las 72 horas mostraron una degradacién de un 99.77% del hidrocarburo,
mientras que los hongos a las 72 horas mostraron una degradacion de un 100% a
diferencia de los microorganismos, que en conjunto de las 48 horas mostraron una
degradacion del 100% del hidrocarburo. Lo que indica que existe la necesidad de

experimentar con mas especies de estos géneros de bacterias y de hongos.

En conjunto, estos estudios destacan el potencial biotecnolégico del género Bacillus como
agente degradador en ambientes contaminados por hidrocarburos y polimeros, lo que
coincide con los hallazgos del presente trabajo y respalda su aplicabilidad en procesos de

biorremediacion ambiental sostenible.

Por los resultados obtenidos, es fundamental que las condiciones, como la temperatura, el
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pH, la humedad y CE, manejadas controladamente de forma ex situ contribuyeron para
que la experimentacion sea estable y tenga resultados favorables con un porcentaje medio

alto en biodegracion respecto al periodo de tiempo corto.

Se puede mencionar que la investigacion realizada por Mufioz, (2016) indica que en los
analisis fisicos-quimicos realizados los microorganismos, utilizaron los elementos del
suelo contaminado para realizar sus funciones metabdlicas, dando porcentajes altos de

reduccion de TPH.

Sin embargo, Ule (2021) indica asertivamente sobre que hay mayor efectividad de
degradacidn si los hongos acttan de forma individual, ya que podria estar relacionados
con la especificidad del tipo de hongo al momento de reducir un contaminante o
compuesto quimico. Por lo que ambos enfoques pueden ser compatibles, por lo que
depende del contexto y aplicacion respecto al tipo de contaminante, objetivo, se elige la

mejor técnica de biorremediacion.

Segun Canar, (2025) afirma que la aplicacion de Trichoderma sp, parece presentar una

mayor efectividad cuando se lo aplica antes, para lograr una colonizacion previa, ya que

es un hongo gque compite por espacio y lucha contra hongos patégenos.

El tratamiento que mayor porcentaje redujo del hidrocarburo diésel fue el tratamiento de
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hongo Trichoderma sp, indicando una respuesta afirmativa al estudio de Castro &
Rivillas, (2012), en el que se establece que Trichoderma sp, gracias a su habilidad de
adaptarse y se coloniza en diversos ambientes, tiene una elevada reproduccion, por lo que
utiliza compuestos organicos para su crecimiento, por lo que el petréleo es una fuente ideal

para que el hongo se reproduzca y degrade las moléculas de los TPHs.

En el trabajo experimental de esta investigacion de Dacco et al. (2020), demostraron que
las cepas de Trichoderma analizadas toleran ambientes con incidencia de aceite de carros
usados, el cual utilizan para su crecimiento y desarrollo fungico. Aunque, la eficiencia en
la degradacion de hidrocarburos puede variar significativamente entre las cepas y
especies, como se evidencié mediante los analisis cromatogréaficos (GC/MS), en esta
investigacion. Estas diferencias se atribuyen principalmente a las condiciones
ambientales de crecimiento, al tipo de sustrato disponible y de manera destacada, a la
capacidad de adaptacion de los microorganismos a la presencia de compuestos toxicos,
tales como plaguicidas, hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP) y sustancias

cloradas.

Sin embargo, aun es necesario profundizar en los procesos bioquimicos y moleculares
que intervienen en la biorremediacion realizada por Trichoderma. Por lo que se incita a
la integracion de enfoques genéticos, moleculares, bioguimicos y ecoldgicos, los cuales

resultarian esenciales para comprender de mas completa el comportamiento metabolico y
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la plasticidad adaptativa de este geénero fangico. Asimismo, la ingenieria genética
representa una herramienta prometedora para optimizar las rutas degradativas y mejorar la
especificidad de sustrato en Trichoderma, lo que podria conducir al desarrollo de cepas
modificadas con capacidad dirigida hacia familias especificas de contaminantes

organicos.

En el caso de los hongos, su capacidad para biodegradar HAP resulta particularmente
ventajosa, que pueden crecer en una amplia variedad de sustratos y secretar enzimas
extracelulares capaces de penetrar el suelo y degradar contaminantes persistentes (Messias
et al., 2009). La eficiencia enzimatica de estos organismos depende de factores
ambientales como la disponibilidad de oxigeno y nutrientes, asi como de pardmetros
fisicoquimicos como el pH, la temperatura, la estructura molecular del contaminante y las

propiedades del transporte celular (Singh, 2008).

Debido a su evolucion frente a estructuras complejas como la lignina, los hongos han
desarrollado una gran capacidad oxidativa, mediada principalmente por peroxidasas
extracelulares, responsables de las etapas iniciales de oxidacion de los HAP (Zhang et al.,

2015).

Novotny et al. (2004) evaluaron la actividad enzimatica de LiP, MnP y lacasa, asi como

la biodegradacion de pireno y antraceno por hongos ligninoliticos cultivados en suelo y
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medio liquido. Aunque el proceso fangico tiende a ser mas lento que el bacteriano, presenta
la ventajade ser menos especifico, permitiendo la hidroxilacion de diversos compuestos
xenobioticos (Balaji et al., 2014). Ademaés, mdaltiples investigaciones han destacado el
sistema enzimaético extracelular de especies del género Aspergellius, que son capaces de
degradar petroleo crudo y facilitar su recuperacién ambiental (Zhang et al., 2016). De
igual forma, Jove et al. (2016) compararon la eficiencia degradacion del antraceno entre
tres hongos ligninoliticos y no ligninoliticos, determinando que Phanerochaete
chrysosporium presento la mayor actividad de oxidacion frente a Pleurotus ostreatus e
Irpex lacteus. Asimismo, Balaji et al., (2014) demostraron que diversas especies fungicas
producen un amplio conjunto de enzimas extracelulares como: lipasas, lacasas, proteasas
y peroxidasas, las cuales participan activamente en la biodegradacion de hidrocarburos
aromaticos policiclicos, reafirmando el potencial de los hongos como agentes

biotecnoldgicos en procesos de biorremediacion ambiental.

Los hidrocarburos aromaticos policiclicos HAP pueden ser transformados o
metabolizados por microorganismos individuales o mediante consorcios microbianos
compuestos por cepas pertenecientes a un mismo género o a géneros distintos. Diversas
investigaciones han demostrado la eficacia del empleo de los consorcios microbianos en
la degradacién de compuestos aromaticos e hidrocarburos presentes en ambientes

contaminado con petréleo.

En este contexto, Dai et al. (2020) evaluaron un sistema enzimatico combinado de lacasa-
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bacteria aplicado en zona intermareales contaminadas con petroleo pesado, logrando una
biodegradacion del 66,5% después de 100 dias de tratamiento. Este resultado evidencia
el efecto sinérgico entre las enzimas oxidativas y los microorganismos en la
biorremediacion de hidrocarburos complejos. Con dichos antecedentes se afirma que los
resultados obtenidos son fundamentados, en la forma y las rutas metabolicas, en la que

estos organismos de compuestos toxicos se benefician para su crecimiento y desarrollo.

Se determind la reduccion mediante un analisis de varianza (ANOVA), en los que se
compard los distintos tratamientos con sus respectivos parametros fisicos-quimicos, por
lo que la reduccidon obtenida fue significativa, respecto a los parametros fisico-quimicos

gue no presentaron diferencias significativas.

Por medio de la correlacion se establecid las relaciones entre el crecimiento de las
colonias de las bacterias y hongos con los parametros fisicos-quimicos, lo que indica una
significativa relacion, ya que el crecimiento de estas UFC depende del medio para su

supervivencia, crecimiento y desarrollo.
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9. CONCLUSIONES

Se analizo la eficiencia de la biorremediacion de suelos contaminados con hidrocarburos,
logrando reducir el porcentaje de contaminacion inicial del suelo, alrededor de un 30%, en
un periodo de tiempo de 50 dias, en la que en cada unidad experimental se le aplicé de
forma individual bioproductos que son utilizados en la industria acuicola y agricola, los
cuales acttian en la degradacion de materia y carbono organico, mejorando la calidad y
vida del suelo, por lo que se decidio trabajar con estos bioproductos, los cuales fueron:
las bacterias probidticas, el hongo Trichoderrma sp. y por ultimo las enzimas bacterianas
con metabolitos activos de la empresa Bio Bac, los cuales representan una alternativa
efectiva para reducir la concentracion de hidrocarburos en suelos contaminados. Los
resultados obtenidos evidencian que cada organismo presente en los bioproductos
evaluados logran acelerar los procesos naturales de degradacion, reflejando
disminuciones significativas de TPH.

Los resultados obtenidos evidencian un incremento de la microbiota bacteriana y fingica,
evidenciando que los microorganismos presentes en los tratamientos fueron capaces de
adaptarse, proliferar y responder activamente a la presencia de hidrocarburos. Este
aumento en las poblaciones microbianas se relacion6 directamente con la capacidad
degradativa del sistema en suelos contaminados con hidrocarburos, siguiendo el protocolo
establecido en la metodologia, realizando las siembras de suelo de forma especifica y

controlada, lo que permitié cuantificar su incremento en cada medio selectivo.
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El aumento de la densidad microbiana indicd que se dio una activacién metabdlica
asociada con la disponibilidad del medio que poseia hidrocarburos, lo cual les
proporciono una fuente de carbono fija para su proliferacion, lo que confirma la respuesta
adaptativa de estos microorganismos de investigacion al suelo contaminado por diésel.
Se determind los valores de reduccion de hidrocarburos totales del petr6leo (TPH) de cada
tratamiento mediante espectrometria con el equipo Spectro Scientific. Del cual se
obtuvieron datos que mostraron reducciones claras y diferenciadas entre los tratamientos.
Las variaciones observadas en los valores finales de TPH indican que la eficiencia
degradativa depende tanto de la dinamica microbiana como de las condiciones
fisicoquimicas fueron estables y adecuadas en cada sistema de tratamiento experimental.
Los valores obtenidos demostraron que un control adecuado de estos parametros, logran
una eficiente biorremediacion en periodos cortos de tiempo. Por medio de la estadistica
aplicada se obtuvo que el mayor porcentaje de reduccion del diésel que fue el hidrocarburo
presente en el suelo fue del tratamiento del Hongo con un valor 31,12%, el de tratamiento
de Mix 27.94%, las Enzimas bacterianas 26.08% Yy el de bacterias de 22.38%.

Por ultimo, se compard la eficiencia de los tratamientos de bacterias, hongos, enzimas
bacterianas y la combinacién de los tres tratamientos, en la reduccion de hidrocarburos
totales del petréleo (TPH), realizando un analisis comparativo entre los tratamientos, lo
que demostrd, que la disminucion del porcentaje depende de la composicién microbiana
del producto como de las condiciones fisico-quimicas del suelo, lo cual afirma que la

biorremediacion es un proceso dinamico que requiere condiciones ambientales minimas
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Para maximizar la actividad microbiana. Por medio de la correlacion y los analisis de
varianza, no dieron diferencias significativas respecto a la accion de los pardmetros
fisicos-quimicos en la reduccion del TPH. Se obtuvo resultados positivos de cada
tratamiento respecto a su funcion en esta experimentacion, los tres tratamientos
demostraron que fueron eficientes en la biorremediacidn ex situ, respecto al tipo de suelo,
a los pardmetros ambientales, al tipo de hidrocarburo y al tiempo de duracion del estudio.
En combinacion de los tres tratamientos se obtuvo un acoplamiento de los
microorganismos logrando la reduccion del 26.88% del porcentaje de TPH del suelo
contaminado por diésel.

Finalmente, la investigacion confirma que la biorremediacion apoyada en bioproductos
comerciales pueden integrases de manera complementaria dentro de los planes de manejo
ambiental, logrando de manera sostenible la recuperacion de ecosistemas degradados de

forma mas eco-amigable con el medio ambiente.
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10. RECOMENDACIONES

Identificar inicialmente los microorganismos autéctonos presentes en el suelo
contaminado, para conocer qué tipo de especies pueden tener un potencial

biodegradador segun investigaciones ya realizadas.

Aplicar mayores dosificaciones de los bioproductos para verificar si existe un
mayor incremento de poblacion bacteriana y fungica, y obtener valores mayores

de biodegradacion de TPHs.

Se podria realizar una investigacién experimental en medios acuosos, con
bioproductos ya establecidos que degraden materia y carbono organico en este

tipo de medio.

Seguir paso a paso cada protocolo de siembra y anélisis de suelo y de
microorganismos, respetando cada medida y volumen proporcionados segun los

estandares de analisis para obtener resultados favorables y asertivos.
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Se sugiere realizar aplicaciones de manera periodica, utilizando dosis reguladas y
considerando las condiciones climaticas, asi como las particularidades de cada

tipo de suelo.

Se recomienda establecer un proceso de estandarizacion para los bioproductos
utilizados en la biorremediacién, considerando parametros como la concentracion
inicial, la viabilidad microbioldgica y las condiciones de almacenamiento. Esto
permitird garantizar la reproducibilidad de los resultados y una aplicacion mas

eficiente en futuros ensayos.

Asimismo, es importante impulsar la formacion, el conocimiento y el
aprovechamiento local de los Microorganismos Eficaces (EMA). Dado que las
cepas nativas han demostrado resultados positivos en la mejora de la calidad de
suelo, se recomienda fortalecer la participacion de agricultores, técnicos y
especialistas en el manejo responsable de esta tecnologia bioldgica, ya que su
empleo es amigable con el medio ambiente y su implementacion a nivel
nacional puede contribuira la recuperacion de los suelos contaminados en

zonas que lo requieran
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12. ANEXOS: FASE DE CAMPO

Anexo 2. Muestra de suelo de la
empresa Petro Ecuador

Anexo 1. Trabajo de campo
:extraccion de muestras de
suelo.
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Anexo 4. Toma de muestras de suelo.

Anexo 3. Colocacion de la muestra de suelo en recipientes.
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Anexo 5. Recolecta de muestras
de suelo.

Anexo 7. Preparacion de la muestra para
transportarla.
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Anexo 6. Registro de
Ambientales.

Anexo 8. Transporte de la muestra.
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Anexo 10. Registro continto de Anexo 9. Rétulo de las muestras.
variables ambientales.

Anexo 12. Registro de planillas de datos. :
A l !

Anexo 11. Control de parametros.
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Anexo 13. Toma de muestras. ' g

Anexo 15. Refrigeracion de las Anexo 14. Instrumentos y materiales
muestras. empleados

& ; el
) Anexo 17. Registro de planilla . .
Anexo 18. Registro de datos. biolégica. Anexo 16. Uso de materiales e insumos.
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13. ANEXOS: FASE LABORATORIO

" e a
W YO AL P o sk
TAD
CARRERA BE IGE e A
LABORATORIO DE SUELOS.
HORMIGON Y ASFALT!

Anexo 19. Laboratorio de Suelos de Anexo 20. Muestras de suelo en la
UPSE. estufa.

Anexo 22. Pesado de las muestras. Anexo 21. Muestras de suelo por
gramaje en estufa.
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Anexo 24. Preparacion de las muestras de Anexo 23. Procesamiento de las muestras
suelo en laboratorio. de suelo.

Anexo 26. Preparacion de soluciones. Anexo 25. Gramaje de Agar.
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Anexo 28. Preparacion de soluciones. Anexo 27. Materiales y utensilios de trabajo.

Anexo 30. Muestras de caja Petri para preparacion de medio de
cultivo.

Anexo 29. Medio de cultivo.
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Anexo 31. Ambiente de laboratorio.

Anexo 32. Extraccion de submuestras
de suelo y rotulado.

Anexo 33. Centrifugado de las
muestras.

Anexo 34. Conteo de colonias.
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Anexo 35. Centrifugado de las —A

muestras. Anexo 36. Preparacion del medio de
cultivo.

Anexo 38. Observacidn al microscopio.

Anexo 37. Crecimiento de Trichoderma en medio de cultivo.
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Anexo 39. Crecimiento idéneo de hongo del género Trichoderma.

Anexo 40. Formacion de colonias.

Anexo 41. Preservacion de las muestras.
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14. ANEXOS: ESTADISTICOS

Anexo 1. Tabla de valores obtenidos de la serie gruesa del tamizado.

Tamiz ASTM Masa Retenida %Pasante
Abertura /N° Parcial | Acumulada Acumulado
600,mm | 24"
300,mm | 12"
150mm | 3%"
75,mm 3"
63,mm | 2%"
60,mm 2"
38,1mm | 1¥%"
25,mm "
19, mm | 3/4"
12,5mm | 1/2™"
95mm | 3/8"
4,75mm | No. 4 12 12 94,03
Pasa No.4 189,00 201,00
Anexo 2. Valores obtenidos de cada tamizaje.
N° de recipiente M
Peso humedo + recipiente 500,3
Peso seco + recipiente 479,9
Humedad 5,74
Recipiente 124,36
Retenido Tamiz N°4 12
Retenido Tamiz N°10 19,80
Retenido Tamiz N°40 51,8
Retenido Tamiz N°200 1174

Fondo
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Peso seco después lavado 201

Anexo 3. Tabla de valores obtenidos de la abertura del tamiz.

4,75 94,03

2 88,79
0,425 75,09
0,075 44,04

Anexo 4. Tabla de la clasificacion de AASHTO.

DIVISION Materiales Granulares Materiales Limo-arcillosos

GENERAL (pasa menos del 35% por el tamiz ASTM #200) (més del 35% por el tamiz ASTM #200) &
GRUPO A-1 A-2 A-7
— A-3 A-4 | A-5 | A-6 ==
Subgrupo | A-1-a I A-1-b A-2-4 ] A-2-5 | A-2-6 I A-2-7 A-7-5 rA-7-6

ANALISIS GRANULOMETRICO (% que pasa por cada tamiz)

=| #10 | <50

5 #40 < 30 < 50 > 51

i #200 | <15 < 25 < 10 < 35 <35 <35 <35 > 36 > 36 > 36 > 36 > 36

ESTADO DE CONSISTENCIA (de la fraccion de suelo que pasa por el amiz ASTM #40) (@)
o

Limite >41 >41 2.
liquido <40 | >41 | <40 | 241 | <40 | 241 | <40 ). o0fnpnii30) JER

NP e g

:lr:;o;::d <6 <10 | <10 | >11 | >11 | <10 | <10 | 211 | >11 | >11 gl
iNDICE 3 &
DE GRUPO 0 0 o <4 <8 | <12 | <20 <20 &
o

fragmentos | Gravas y arenas o

TIPOLOGIA de piedra, sk Y Suelos limosos Suelos arcillosos b4
grava y arena fina limosas o ardillosas >

: >

E4

CALIDAD EXCELENTE A BUENA ACEPTABLE A MALA ‘6




Anexo 5. Tabla de la parametros iniciales del suelo.

Parametros iniciales del suelo
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FECHA: 1/9/2025

Parametros Suelo Unidades de
contaminado medicion

Temperatura 29 °C

pH 8

Humedad 50 %

Conductividad 3

electrica

TPH 21752 mg/kg

Materia organica 7,85 %

Carbon Organico % 8,68 %
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Segundo anélisis de pardmetros del suelo

Anexo 6. Tabla de los valores del segundo analisis de pardmetros del suelo.

FECHA: 16/G/2025
LUGAR DE TEMPERATURA HUMEDAD CONDUCTIVIDAD MATERIA Carbon
REGISTRO °C % ELECTRICA (CE) mg/kg ORGANICA Organico
% %
CONTROL 1 23 59 7 31 24933 6,65 4,94
CONTROL 2 23 58 7 3,2 21866 6,74 4,93
CONTROL 3 23 57 7 31 26187 6,82 5,05
T. 22 77 7 2,1 19283 6,38 4,52
BACTERIAS 1
T. 22 77 6,8 2 18670 6,29 4,48
BACTERIAS 2
T. 22 73 6,9 2,2 18112 6,27 4,42
BACTERIAS 3
T. HONGOS 1 22 78 6,8 2,1 20771 6,59 4,59
T. HONGOS 2 22 76 6,8 2,1 18406 6,51 4,47
T. HONGOS 3 22 74 6,8 2,2 21260 6,48 4,54
T. ENZIMAS 1 22 73 6,9 2,3 21570 6,99 4,84
T. ENZIMAS 2 23 76 6,8 2,3 24133 7,01 4,89
T. ENZIMAS 3 22 74 6,8 2,3 23110 6,98 4,76
T. MIX 1 22 74 6,8 2,2 21430 6,67 4,57
T. MIX 2 22 72 6,8 2,1 22840 6,75 4,61
T.MIX3 23 77 6,8 2,2 22477 6,73 4,55
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Anexo 7. Tabla de los valores del tercer analisis de pardmetros del suelo.

Tercer analisis de parametros del

suelo
FECHA: 31/9/2025
LUGAR DE TEMPERATURA HUMEDAD pH CONDUCTIVIDAD TPH mg/kg MATERIA Carbon
REGISTRO °C % ELECTRICA (CE) ORGANICA  Organico
% %
CONTROL 1 23 57 7 31 20565 5,78 3,89
CONTROL 2 23 53 7 3,2 20575 5,69 3,74
CONTROL 3 23 51 6,9 31 20565 5,84 3,85
T. 23 79 7 21 17792 5,21 3,56
BACTERIAS 1
T. 22 80 7 2 16639 5,28 3,49
BACTERIAS 2
T. 22 79 7 2,2 17293 5,23 3,51
BACTERIAS 3
T.HONGOS 1 22 78 7 21 15948 5,46 3,42
T.HONGOS 2 22 76 6,9 2,1 15452 5,49 3,53
T.HONGOS 3 22 77 7 2,2 17196 5,51 3,44
T.ENZIMAS 1 22 77 6,9 23 20301 577 3,76
T. ENZIMAS 2 22 76 6,9 23 19077 5,83 3,83
T.ENZIMAS 3 22 75 6,9 2,3 19219 5,88 3,79
T.MIX1 22 72 6,9 2,2 21287 5,26 3,35
T.MIX2 22 74 6,8 2,1 22673 5,32 3,39

T.MIX3 22 75 6,8 2,2 18793 5,29 3,31
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Anexo 8. Tabla de los valores del cuarto andlisis de parametros del suelo.

Cuarto andlisis de parametros del suelo

FECHA: 16/10/2025
LUGAR DE TEMPERATUR HUMEDA pH  CONDUCTIVIDA  TPH  MATERIA  Carbon
REGISTRO A°C D% DELECTRICA mgk  ORGANIC  Organic
(CE) g A% 0%
CONTROL 1 25 55 6.8 31 21643 4.64 2.32
CONTROL 2 25 4 7.8 32 21610 4.72 2.36
CONTROL 3 25 47 6,4 31 26003 4.44 2.22
T.BACTERIAS1 24 77 6,9 2.1 11740 4.36 2.18
T.BACTERIAS 2 24 77 6.8 2 15403 4.20 2.10
T.BACTERIAS 3 24 73 6,9 2.2 16220 4.32 2.16
T.HONGOS 1 24 78 6,6 21 11743 4.72 2.36
T.HONGOS 2 24 76 6.8 21 18507 4.74 2.37
T.HONGOS 3 23 74 6,4 2.2 13530 4.40 2.20
T.ENZIMAS 1 24 73 6.8 23 20440 4.74 2.37
T.ENZIMAS 2 23 76 6.8 23 13633 4.76 2.38
T.ENZIMAS 3 24 74 6,7 23 16293 4.70 2.35
T.MIX1 24 74 7 2.2 12913 4.76 2.38
T.MIX 2 24 72 7 2.1 16513 4.70 2.35
T.MIX3 24 77 7 22 18610 472 2.36
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Anexo 9. Tabla de los valores del conteo de UFC de bacterias y hongos.

BACTERIAS T HIX
LEH | HH

H a I} Terars an Slimim Cuarla anil

Baidad caprrimen [ CHIPH [FF [ Bailad caprrimedWilnnik BT | Maidad H CHIPH = e WrC_|
] 3 T ¥ . [ [
"H [} [] i [
BY 3 v [H [
A1 H H ] LG
HZ Hi Hi ] Z,0ad0"
HY H H: [ 2,2l

Srquudn analinin Terars an Slimim Cusrla anflinin

Waidad caprrimen [ CHIH =d_ arc_| Maidad raprrime, F CH ] BFC | Maidad capeei] CHPrH = e [ mrc_|
1] [] [] 1] I 1] [
HZ [] [] HZ HE EL]
[H g 7 e [H . [T ]
H1 g ] il H1 g s H1 ¥ [
HE g 3 il HE g O HZ 3 ] .
HA g 2 Al HA g 3,1 HY ¥ ] .

Unidad experimental UFC 2do UFC 3er analisis UFC 4to

analisis analisis
Bl 1,40E+01 3,20E+01 4,60E+01
B2 1,20E+01 4,00E+01 4,40E+01
B3 1,10E+01 4,60E+01 4,70E+01
M1 1,50E+01 1,20E+01 2,00E+01
M2 1,60E+01 1,30E+01 2,80E+01
M3 1,40E+01 4,40E+01 2,20E+01
H1 4,00E+00 3,00E+01 3,50E+01
H2 4,00E+00 2,10E+01 3,10E+01
H3 7,00E+00 4,40E+01 3,80E+01
M1 2,00E+01 4,00E+01 2,20E+01
M2 2,60E+01 2,00E+01 2,00E+01
M3 2,40E+01 3,10E+01 2,40E+01

Anexo 10. Gréficas obtenidas de los datos ingresados en Minitab 19.0.

- . 8 ) Multiple comparison intervals for the standard deviation, a = 0,05 X ) X
Probability Plot of UFC 2do anal. UFC 3er anal. UFC 4to anal Pobability Mot of HUMEDAD %. HUMEDAD %_ 1 HUMEDAD %_2
Mormal - 955 0

Normal - 95% C| Multighe Comparison

@ . o

ey — =

Percent

s BEEESEaE 8 8
weo BEREBHE ER

@ m
X £ X X . 75 200 -]
fitervos do not overap, the comesponding sdevs are sirifcantly diferert.

Tukey Pairwise Comparisons

Normal

Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence

Factor N Mean Grouping _

UFC 4to andlisiz 12 31,42 A E

UFC 3er andlisis 12 31,08 A »

UFC 2do andlisiz 12 13,92 B

Means that do not share a letter are significantly different. ey ey ST

~ eom 2000
REDUCCION PORCENTUAL DE TPH
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Protatility o of TRH LTPH m H : : a . Pttty Pt ofpH g 1| gH 2
Probabiity Plot of MATBI\AmﬁAgML:TGEm.Aom MATERIA ORGA ity Wlm”m glkg 2. mglkg nEp0 nodhed M@.omlqjg:msm 1o 100 ysilidsdord U EE

Facen

5 BEBEE®E E§

Pacem
e

me SEBECEE B 8

ne EEBEEZE E 3

Tukey Pairwise Comparisons

Grouping Informaticon Using the Tukey Method and 95% Confidence

FROMEDIO ¥ N Mean Grouping
3l,12% 3 0,311z &
27,94% 3 0,279 L
26,08% 3 0,261 &
22,38% 3 0,2238 L
5,02% 3 0,0502 L

Means that do not share a letter are significantly different.

Tukey Pairwise Cumparisnns|

Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence

Factor N Mean Grouping
REDUCCION PORCENTUAL DE TPH 15 0,2251 L
FROMEDIO % 15 0,2251 &

Means that do not share a letter are significantly different.
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CONVENIO N° 2025853

La Empresa Publica de Hidrocarburos del Ecuador, que en adelante se denominara EP
PETROECUADOR, representada en este acto por Leén Hernandez Marco Bolivar, en
calidad de Jefe Corporativo de Desarrollo y Capacitaciéon, por una parte, conforme
delegacion otorgada por la Gerencia General en Resolucion Nro. PETRO-PGG-2025-
0010-RSL Art. 2, de 25 de febrero del 2025 y, por otra, la sefiorita Silva Carrasco
Domeénica Estefania, estudiante de la Universidad Estatal Peninsula de Santa Elena,
portadora de la cédula de ciudadania N° 0953234382 segun copia de documento
adjunto, quien en adelante se denominara “Tesista”, libre y voluntariamente convienen
en celebrar el siguiente Convenio de Desarrollo de Tesis, contenido en las siguientes
clausulas:

CLAUSULA PRIMERA: AN‘TECEDENTES

1.1. El Articulo 46 de las Normas Internas de Administracion de Talento Humano de la
EP PETROECUADOR establece que “La EP PETROECUADOR puede celebrar de
acuerdo a sus requerimientos e intereses y dando prioridad al giro del negocio,
convenios para auspiciar la elaboracién de tesis con estudiantes de institutos,
universidades y escuelas politécnicas, reconocidas por el organismo competente en el
pais, los cuales se sustentardan en convenios previamente celebrados con las
respectivas instituciones del sistema de educacién superior.

La base legal y procedimental para la aplicacién de lo dispuesto en este articulo se
Sujetaré a esta normativa y a los procedimientos que para el efecto expida la Empresa.

Los convenios de ejecucion de las tesis contendréan las condiciones especificas
acordadas entre la Tesista y la Empresa, que por ser una relacion de origen académico
no produce ningun tipo de vinculo laboral o administrativo entre los tesistas y la EP
PETROECUADOR; se caracterizan por tener una duracién limitada”.

1.2. El Subproceso de “Gestionar requerimientos y ejecucion de pasantias y/o practicas”
en la actividad nimero 13 del flujo del proceso, sefiala: “Suscribir el convenio individual”
asignado al rol de Gestor, el cual corresponde al Subgerente de Talento Humano,
conforme a la equivalencia entre roles de proceso y cargos funcionales, descrito en el
numeral 4 del proceso “Administracion de Pasantias, Practicas y Visitas Técnicas’.

1.3. En el Proceso “Administracion de Pasantias, Practicas, Ejecucion de Tesis y Visitas
Técnicas” de la EP PETROECUADOR, en las reglas generales sefiala:

“2.1 La EP PETROECUADOR, podra firmar convenios marco de cooperacion técnica —
cientifica y/o especificos de cooperacion interinstitucional para la realizacion de
pasantias y/o préacticas pre profesionales, tesis, visitas técnicas, proyectos de
investigacioén y desarrollo tecnoldgico”.

“2.4. Los convenios firmados entre la EP PETROECUADOR vy las instituciones
educativas y los estudiantes, por su naturaleza académica no originan relacion laboral
con la EP PETROECUADOR, como tampoco generan derechos u obligaciones
laborales o administrativas; (...)".

EP Petroecuador
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“2.20. La tesista podra permanecer en las instalaciones de la empresa hasta un maximo
de 10 horas semanales, previa coordinacion con el tutor designado”.

“2.21. La tesista no podra ingresar a campo, caso excepcional, que el ingreso sea
debidamente justificado por el tutor asignado, en este caso podréa permanecer maximo
un turno cuya duracion sera aquella determinada para cada campo cumpliendo con
todas las normas de seguridad establecidas por la Subgerencia de Seguridad, Salud y
Ambiente”.

1.4. La Universidad Estatal Peninsula de Santa Elena, suscribi6 con la EP
PETROECUADOR el Convenio PGG N° 2023157 de Cooperaciéon Técnica - Cientifica
de 20 de abril de 2023, el cual tiene como objeto que estudiantes del mencionado Centro
de Educacion Superior, el desarrollo de actividades de practicas pre profesionales,
pasantias, tesis, proyectos de investigacion y visitas técnicas conforme a las
disponibilidades técnicas, operativas y presupuestarias de la Empresa.

1.5. El Ing. Jimmy Yillébn Moreno, Directora de Carrera de Biologia de la Universidad
Estatal Peninsula de Santa Elena, mediante tramite Nro. 143-CB-UPSE-2025 de fecha
06 de agosto de 2025, solicité a la EP PETROECUADOR autorice la entrega de
informacion para el proyecto denominado “Bioremediacion de suelo contaminado
con hidrocarburos empleando bacterias, hongos y enzimas bacterianas” a favor
de la sefiorita Silva Carrasco Doménica Estefania, estudiante de la carrera de Biologia.

1.6. Mediante correo electrénico del 13 de agosto de 2025, el Jefe De Restauracion
Ambiental, de la Jefatura De Restauracion Ambiental, autoriza la solicitud de tesis
titulado “Bioremediacion de suelo contaminado con hidrocarburos empleando
bacterias, hongos y enzimas bacterianas” por lo que se ha designado como Tutor a
Carlos Escandon, Supervisor De Restauracion Ambiental.

CLAUSULA SEGUNDA: OBJETO

El presente Convenio tiene por objeto que la sefiorita Silva Carrasco Doménica
Estefania, estudiante de la Universidad Estatal Peninsula de Santa Elena, desarrolle el
trabajo de titulacion denominado de “Bioremediacion de suelo contaminado con
hidrocarburos empleando bacterias, hongos y enzimas bacterianas”

CLAUSULA TERCERA: CONDICIONES

La Tesista acepta expresa e irrevocablemente que, para la suscripcién, vigencia y
ejecucion del presente Convenio, debera cumplir con las siguientes condiciones:

3.1. La EP PETROECUADOR establecera las instalaciones o lugares en donde se
facilitara la informacién para la elaboracién del tema de tesis propuesto, de acuerdo a
sus disponibilidades técnicas, operativas y presupuestarias. El Tesista se adhiere
obligatoriamente a tales resoluciones.

3.2. La EP PETROECUADOR permitira el desarrollo del tema de Tesis en sus
instalaciones, previa la suscripcion del presente Convenio.

3.3. La EP PETROECUADOR podra unilateralmente, de manera motivada, dar por
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3.4. Por su naturaleza civil y académica, la suscripcion del presente Convenio, no origina
relaciones, derechos, ni obligaciones laborales, o administrativas con el Tesista; no crea
ningun tipo de estabilidad laboral con éste; y, por tanto, no es sujeto de indemnizacién
alguna.

CLAUSULA CUARTA: PLAZO Y HORARIOS

El plazo para el desarrollo de la Tesis es de seis (6) meses, cuya fecha de inicio es
desde el 11 de septiembre de 2025 y su fecha de finalizacion es el 10 de marzo de 2025,
este plazo que no puede ser prorrogado.

Este Convenio terminara obligatoriamente en la fecha que se encuentra establecida en
el parrafo anterior, por lo tanto, no se requiere notificacion previa por parte de la EP
PETROECUADOR para su culminacién, ya que la Tesista conoce y acepta el plazo
fijado.

CLAUSULA QUINTA: OBLIGACIONES DE LAS PARTES
5.1. EP PETROECUADOR

5.1.1. Suministrar al Tesista las facilidades necesarias para el desempefio de las
actividades establecidas como parte del desarrollo del tema de titulacion.

51.2. Asignar al Tesista en la unidad o dependencia en que se encuentre realizando
sus actividades, el respectivo tutor, quien se encargara de orientar, asistir, dar
seguimiento y reportar el cumplimiento de las labores encomendadas para el
desarrollo del tema de tesis.

5.2. DE LA TESISTA
5.2.1. Cumplir eficientemente las tareas encomendadas en el desarrollo de la Tesis.

5.2.2. Cumplir con el plazo del presente Convenio de desarrollo de Tesis, el mismo que
es improrrogable.

5.2.3. Cumplir con la Normativa Interna, Reglamentos de Higiene y Seguridad
Industrial, Cédigo de Etica y demds disposiciones que emita la EP
PETROECUADOR.

5.2.4. Cuidar los bienes de la Empresa.

5.2.5. Se compromete a que toda informacion, que por las actividades que realice o
llegue a su conocimiento, serd manejada con absoluta confidencialidad, no
pudiendo ser divulgada a terceros, salvo autorizacién expresa de la EP
PETROECUADOR.

5.2.6. Cumplir con el plazo establecido en el presente Convenio. Una vez concluido el
plazo, abandonara las instalaciones de la Empresa, sin necesidad de ninguna \X'
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5.2.7. Entregar en la Jefatura de Servicios de Formacion y Capacitacion, un informe
mensual de las actividades realizadas, avaladas por el/la tutor/a.

5.2.8. Entregar en el Departamento de Formacién y Capacitacion, un ejemplar de la
tesis de grado en formato digital PDF vinculado, con la respectiva Acta de Grado,
en un plazo de 12 meses, contados a partir de la suscripcién del presente
Convenio.

CLAUSULA SEXTA: REGIMEN DE ASISTENCIA Y NORMAS DISCIPLINARIAS

6.1. La Tesista debera cumplir las funciones y directrices sefialadas por el Coordinador
o Tutor asignado, las mismas que debera desempefiarlas con eficiencia, eficacia
y responsabilidad.

6.2. La Tesista guardara absoluto secreto y sigilo profesional sobre procedimientos y
técnicas administrativas, especialmente las que la EP PETROECUADOR
considere reservadas y confidenciales.

6.3. La Tesista se sujetara a las Normas Internas de la Institucién, en todo cuanto no
se oponga al presente Instrumento Legal.

CLAUSULA SEPTIMA: TERMINACION DEL CONVENIO
Este Convenio, legalmente podra terminar por las siguientes causas.
7.1. Por cumplimiento del plazo establecido en la realizacién de la Tesis.

7.2. Por mutuo acuerdo entre las partes contratantes, antes de la ejecucién total del
Convenio.

7.3. Por declaracion unilateral de la EP PETROECUADOR.

7.4. Por incumplimiento por parte de la Tesista de cualquiera de las clausulas
estipuladas en el presente Convenio.

7.5. Utilizacion indebida por parte de la Tesista de bienes publicos, realizar actividades
fuera del Convenio, mal comportamiento, entre otros.

CLAUSULA OCTAVA: OBLIGACIONES AL TERMINO DEL DESARROLLO DE LA
TESIS

8.1. EP PETROECUADOR se compromete a emitir un certificado de cumplimiento
en el desarrollo de tesis, realizadas por la Tesista.

8.2. La Tesista se compromete a devolver a la EP PETROECUADOR, los equipos
de proteccién personal, identificacion, insumos y materiales entregados para el
desarrollo de sus actividades.
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CLAUSULA NOVENA: CONFIDENCIALIDAD

La tesista Silva Carrasco Doménica Estefania, por la naturaleza de la informacion
gue maneja la EP PETROECUADOR, y la cual por el desempefio de sus actividades se
le haya proporcionado y tenga acceso, se obliga a mantenerla en forma estrictamente
reservada y confidencial, obligdndose a abstenerse de usar, disponer, divulgar o
aprovecharse de la misma.

CLAUSULA DECIMA: DERECHOS INTELECTUALES. -

Sin perjuicio de lo dispuesto por el articulo 114 de Cédigo Organico de la Economia
Social de los Conocimientos, Creatividad e Innovacion (COESC), la EP
PETROECUADOR se reserva el derecho de incluir una clausula en los convenios
individuales que celebre con cada estudiante, que autorice el uso comercial no exclusivo
de los derechos patrimoniales de autor o cualquier modalidad de propiedad industrial,
resultantes del trabajo de titulacion realizado en la Empresa y/o que fuere auspiciado
por la misma.

CLAUSULA DECIMA PRIMERA: DECLARACION

La tesista Silva Carrasco Doménica Estefania, acepta y declara que, por la
naturaleza civil y académica del presente Convenio, no se origina ningln tipo de relacién
o vinculo laboral, ni administrativo con la EP PETROECUADOR, no se genera ningun
tipo de derechos, ni obligaciones laborales o administrativas, no se crea estabilidad
laboral con la Tesista y tampoco esta sujeto a indemnizacién alguna.

CLAUSULA DECIMA SEGUNDA: SOLUCION DE CONTROVERSIAS

Toda controversia o diferencia que surgiere en la ejecucion del presente Convenio, las
partes se someteran a solucionarios de mutuo acuerdo, dentro de quince dias de
suscitada la misma, ante el Centro de Mediacion de la Procuraduria General del Estado,
de conformidad con la Ley de Arbitraje y Mediacion, de no llegar a un acuerdo en la via
administrativa, se sometera la controversia a la resoluciéon de un Tribunal de Arbitraje
reglado en derecho, que se sujetara a lo dispuesto en la Ley de Arbitraje y Mediacion,
el Reglamento del Centro de Arbitraje y Mediacién de la Procuraduria General del
Estado; y las siguientes normas:

Los arbitros seran nombrados uno por cada parte. El tercer arbitro sera seleccionado
por los arbitros designados por las partes. En caso de que no se llegare a un acuerdo
en la designacién del tercer arbitro, este sera designado por el Director del Centro de
Arbitraje de la Procuraduria General del Estado. El tercer arbitro presidira el Tribunal;

12.1. Las partes renuncian a la jurisdiccién ordinaria, se obligan a acatar el laudo que
expida el Tribunal Arbitral y a acatar todo lo dispuesto en la Ley de Arbitraje y Mediacion;

12.2. Para la ejecucién de las medidas cautelares, el Tribunal Arbitral estara facultado
para solicitar el auxilio de los funcionarios publicos, judiciales, policiales 'y
administrativos, sin que sea necesario recurrir a juez ordinario alguno;

EP Petroecuador
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12.4. El procedimiento arbitral sera confidencial;

12.5. Los costos que implique este procedimiento, sera a cargo de la parte que presente
la demanda arbitral; y

12.6. En ninguin caso el tramite implicara la suspension o paralizacién del objeto del
Convenio.

CLAUSULA DECIMA TERCERA: DOMICILIO, COMPETENCIA Y PROCEDIMIENTO

Para todos los efectos que se deriven del presente Convenio, las partes fijan como
domicilio la ciudad de Quito.

CLAUSULA DECIMA CUARTA: ACEPTACION

Para constancia y fiel cumplimiento de lo estipulado, libre y voluntariamente las partes
declaran expresamente aceptar y someterse a todas y cada una de las clausulas
incorporadas en el presente instrumento, por lo que proceden a suscribir en un (1)
ejemplar de igual tenor y valor, en la ciudad de Quito D. M., de 04 de septiembre de

2025.
POR EP PETROECUADOR LA TESISTA
o / X
Leén Hernandez Marco Bolivar Silva Carrasco Doménica Estefania
Jefe Corporativo de Desarrollo y Cédula de Ciudadania N° 0953234382

Capacitacion

Analista De Servncxos Virtuales de Capacitacion

Aprobad; por:
Erica Moy’

Jefe De Servicios De Formacion Y Capacitacion .




180

Cédigo:
PCA.04.03.FO.07
G ACUERDO DE CONFIDENCIALIDAD COLABORADORES Fechadel
w EXTERNOS versionamiento:
“PETROECUADOR Octubre-2022
Version: 02
ACUERDO DE CONFIDENCIALIDAD
\
El presente_ ~ ,Acuerdo,  de estricta confidencialidad es aceptado y suscrito por
i ktana bl (2raao ., identificado(a) con la__cédula de ciudadania
Q5323436 L, quien, actia bajo UN CONVENIO DE 25853 con la empresal
universidad ratal aingdla OZi ﬁvﬂ T tlena .y que de ahora en adelante se denominaré

COLABORADOR EXTERNO; bajo las siguientes consideraciones:
CLAUSULA PRIMERA. - ANTECEDENTES.

1.1. La EP PETROECUADOR, con,el fin de que el COLABORADOR EXTERNO realice las actividades asignadas, para el
\ cumplimiento de (erism

s
suministrara informacién o permitira el acceso a informacion en general que puede incluir, entre otros: planes de
negocios y de desarrollo; informacion técnica y financiera; planes de productos y servicios; informacion de precios;
informes de mercadeo; analisis y proyecciones; especificaciones; disefios; dibujos; software; datos; prototipos; secretos
industriales; know how; y, otra informacion técnica.

1.2. Es decision de la EP PETROECUADOR que dicha informacion se suministre tnicamente al COLABORADOR
EXTERNO, para los fines exclusivos del servicio acordado en el contrato/ requerimiento/ pasantia sefialado/a, por tanto,
dicha informacion no podra ser divulgada a terceros.

1.3. Que, ambas partes quieren establecer una proteccioén adecuada a la informacion proporcionada, para lo cual convienen
en acatar las directrices contenidas en el presente acuerdo para garantizar que dicha informacion no sea revelada
indebidamente ni utilizada de ninguna forma sin previa autorizacion por escrito por parte de la EP PETROECUADOR.

CLAUSULA SEGUNDA. - OBJETO.

El presente Acuerdo de Confidencialidad tiene por objeto garantizar la reserva y confidencialidad en el manejo y uso de la
informacion suministrada por la EP PETROECUADOR al COLABORADOR EXTERNO o, a la que este tenga acceso.

CLAUSULA TERCERA. - DEFINICIONES.

Se entiende por COLABORADOR EXTERNO, a la persona que, bajo una relacién contractual o convenio de pasantia, tenga
acceso a la informacion de la EP PETROECUADOR, relacionada a la actividad objeto del contrato o convenio, siendo esta de
caracter temporal. de la relacion que se hubiera establecido a través de cualquier otro contrato o convenio suscrito
previamente,

Se entiende por informacién confidencial, a todo dato o documentacion que en forma escrita o impresa por cualquier medio:
escrito, mecanico, electronico, magnético o de cualquier otra naturaleza o, protegida conforme al Cédigo Organico de fa
Economia Social de los Conocimientos, Creatividad e Innovacién - Ingenios - COESC - COESCCI — COESCI, la EP
PETROECUADOR proporcione al COLABORADOR EXTERNO, para el cumplimiento de las actividades contratadas.

CLAUSULA CUARTA. - OBLIGACIONES DEL COLABORADOR EXTERNO.
Es obligacion del COLABORADOR EXTERNO:

‘4.1. Guardar la reserva y confidencialidad, sin perjuicio de lo previsto en la Clausula SEXTA de este acuerdo, respecto de
cualquier tipo de informacion que se le suministre o a la cual llegare a tener acceso o conocimiento;

4.2. Utilizar la informacion suministrada por la EP PETROECUADOR tnicamente de la manera y para los fines establecidos
en este Acuerdo y/o en el Contrato/Convenio de Pasantias suscrito.

4.3. No realizar copias, duplicados o guardar respaldos de la informacién mencionada en este acuerdo, sin la autorizacion
previa y por escrito por parte del administrador del Contrato/Convenio de Pasantias, en representacion de la EP
PETROECUADOR; tampoco podra divulgar dicha informacién a terceros sin que medie igualmente autorizacion previa y
por escrito otorgada de similar forma.

4.4. Usar la informacién suministrada con el mismo cuidado y discrecion que utilizaria para proteger su propia informacién,
sin que la misma pueda publicarse y/o difundirse. En caso de incumplimiento, el COLABORADOR EXTERNO sera
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responsable por los darios y perjuicios que dicho incumplimiento llegare a ocasionar, ademas de las sanciones penales a
las que hubiere lugar. La EP PETROECUADOR se reserva el derecho de iniciar las acciones legales que
correspondieren en caso de comprobar el incumplimiento de las clausulas de este acuerdo.

4.5. No se podra ceder o transferir a cualquier titulo, las obligaciones o responsabilidades que se derivaren del presente
acuerdo.

CLAUSULA QUINTA. - IMPLICACIONES DE LA RECEPCION DE LA INFORMACION Y RESPONSABILIDAD.

El incumplimiento del deber de confidencialidad establecidos en este Acuerdo, constituye violacion de secreto y justa causa
para la terminaci6n unilateral de la relacion que se hubiera establecido a través de cualquier otro contrato o convenio suscrito
previamente, sin perjuicio de las indemnizaciones y acciones legales, tanto administrativas, como civiles y penales, a las que
hubiere lugar.

CLAUSULA SEXTA. - EXCLUSIONES.

Sin perjuicio de lo estipulado en el presente Acuerdo, ambas partes aceptan que la obligacion de confidencialidad no se
aplicara en los siguientes casos:

6.1. Cuando la informacion se encontraré en dominio publico; es decir, informacién que por Ley sea considerada publica o,
que se haya publicado previamente por parte de la EP PETROECUADOR.

6.2. Cuando la Informacién ya estuviere en conocimiento del COLABORADOR EXTERNO con anterioridad a la firma del
presente Acuerdo y sin obligacién de guardar confidencialidad. En tal caso, el COLABORADOR EXTERNO debe
comunicar inmediatamente a la EP PETROECUADOR, informando la forma o mecanismo por los cuales obtuvo dicha
informacion con anterioridad a la celebracion de éste acuerdo.

CLAUSULA SEPTIMA. ~ TITULARIDAD,

El COLABORADOR EXTERNO, reconoce la titularidad sobre la informacién suministrada por EP PETROECUADOR; y, por lo
tanto, Unicamente la utilizara para los fines y de la manera establecida en este Acuerdo, en los documentos que hagan parte
del mismo o en dicha informacién.

El acceso a'la informacién por parte del COLABORADOR EXTERNO no implica transferencia de derecho alguno sobre tal
informacion, tales como derechos derivados de la transferencia de tecnologia, know-how, o derechos de propiedad
intelectual, por lo que no podra ser utilizada por él en su propio beneficio ni de terceros. Ni implica autorizacion para el uso o
desarrollo de la misma fuera de lo establecido en este Acuerdo o en cualquier otro Contrato/Convenio de Pasantia,
instrumento o documento suscrito ente el COLABORADOR EXTERNO y la EP PETROECUADOR, previamente o durante la
vigencia del presente Acuerdo de Confidencialidad.

Ni este Acuerdo ni la entrega o recepcion de la informacion (confidencial o restringida) constituira o implicara promesa o
intencion de contratacion, civil o laboral, ni de cualquier otra indole por cualquiera de las partes.

Es responsabilidad del COLABORADOR EXTERNO, que toda la informacion sea devuelta a la organizacién una vez
concluido su contrato/requerimiento incluyendo los recursos técnicos y tecnolégicos que la EP PETROECUADOR le haya
proporcionado. Si emplea sus propios recursos tecnologicos, deberd asegurarse de borrar definitivamente la informacion
relacionada a la EP PETROECUADOR y en caso de requerirse brindara facilidades para revision de los mismos.

Cualquier desarrollo técnico, tecnoldgico o de cualquier otra indole que tenga por base la informacién o documentos
proporcionados por la EP PETROECUADOR al COLABORADOR EXTERNO debera documentarse y, la propiedad intelectual
exclusiva de los mismos sera de la EP PETROECUADOR.

Cuando el COLABORADOR EXTERNO, tenga conocimiento sobre asuntos importantes para las operaciones en curso,
deberan documentarse dichos conocimientos y ser transferidos a la EP PETROECUADOR.

CLAUSULA OCTAVA. - TERMINOS E INTERPRETACION

Los términos del convenio se interpretaran en su sentido literal y obvio, en el contexto del mismo y cuyo objeto revela
claramente la intencion de las partes.

En todo caso su interpretacion sigue los siguientes lineamientos:

a) Cuando los términos estén definidos en la normativa interna de la EP PETROECUADOR o en el procedimiento interno
GESTION DE LA SEGURIDAD DE LA INFROMACION, se atendera a lo sefialado en esas disposiciones.

1 ARIEINACINN DIHIRI INN
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b) En su falta o insuficiencia de disposicion expresa, se aplicaran los términos contenidas en el Cédigo Organico de la
Economia Social de los Conocimientos, Creatividad e Innovacién - Ingenios - COESC - COESCCI — COESCI o, en el
Cadigo Civil.

CLAUSULA NOVENA. - LEGISLACION APLICABLE Y CONTROVERSIAS.

Las Partes manifiestan que la celebracion del presente Convenio es producto de su buena fe, por lo que realizaran todas las
acciones necesarias para su cumplimiento.

En caso de suscitarse divergencias o controversias respecto del cumplimiento de las clausulas contenidas en el presente
acuerdo, las partes frataran de solucionarlas en el plazo de 15 dias de suscitadas las mismas.

Si respecto de la divergencia o controversia suscitada, no existiera acuerdo, las partes se someteran al procedimiento
aplicable establecido en el Cédigo Organico de la Economia Social de los Conocimientos, Creatividad e Innovacion - Ingenios
- COESC - COESCCI — COESCI y/o en el Cédigo Orgénico General de Procesos.

Para todos los efectos que se deriven de este Convenio, las Partes fijan como su domicilio la ciudad de Quito, Distrito
Metropolitano, con exclusién de cualquier otro.

De caer el asunto en materia penal, la EP PETROECUADOR presentara directamente la denuncia en contra del autor o
autores, complices y mas involucrados, conforme lo determina el Cédigo Orgénico Integral Penal.

En el evento de suscitarse cualquier otra controversia en relacion con la ejecucion del presente Acuerdo, la legislacion
aplicable sera la ecuatoriana.

CLAUSULA NOVENA. - NOTIFICACIONES.
EI COLABORADOR EXTERNO sefiala su domicilio para recibir notificaciones en la siguiente direccién:
1 P LN Q 2]
COLABORADOR EXTERNO: !}mum ica thfefandy j ;[pa [0 (Yaso )
Y ) i N ) / s
| UNIDAD RESPONSABLE DE LA EP PETROECUADOR: Jubgorenci; dle Jesuridod, N, 2 Amliente,
| EMPRESA/UNIVERSIDAD A LA QUE PERTENECE: ( Jiwigidac] Tridal peninsula dzo Jyita EL; o
| 1, S ,7' ~ | \ N = |
| DIRECCION: Av. Farcico Prarco - Ballonity - Jartdo. Elera
'\ CORREO ELECTRONICO: o{o/nemca i {u‘( CANVAT O @,Lf,,e ; (CLU é€c
‘TELEFONOS: 794gy42 41y
'EP PETROECUADOR
CONTACTO: Oficial de Seguridad de la Informacién
DIRECCION: Diego de Almagro E8-30 Alpallana
CORREO ELECTRONICO: Seguridadinformacion@eppetroecuador.ec
TELEFONOS: 023942000
CLAUSULA DECIMA. - DURACION.
El presente Acuerdo entrara en vigor en el momento de la suscripcion del mismo, y serd de plazo indeterminado,
prohibiéndose en cualquier momento o situacién divulgar los documentos o informacion que se entregue al COLABORADOR
EXTERNO, sin previa autorizacién por escrito por parte de la EP PETROECUADOR.
CLAUSULA DECIMA PRIMERA. - MODIFICACION.

Este acuerdo solo podra ser modificado con el consentimiento expreso por escrito de ambas partes.
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Fecha del
versionamiento:
Octubre-2022

Version: 02

CLAUSULA DECIMA SEGUNDA. - RATIFICACION.

El COLABORADOR EXTERNO ratifica el total contenido del Acuerdo y suscribe 2 ejemplares del mismo contenido y valor en
caso de suscribirlo de forma fisica, y un solo ejemplar en caso de ser firmado electrénicamente:

®

FIRMA DEL COLA OR/QOOR EXTERNO

Nombre: [ omaiti Erlttonca Ftwa Carvarco

G&r 0053234382

Unidad de la EP PETROECUADOR: Ja Lyerenca o %ﬂmf,%’&d 'y Amber

N

Fecha de Suscripcion: o & 0& (Q?a/f 0é QO_QS

(Adjuntar a la presente los documentos que le habiliten como colaborador externo)

N1 ACICINANIAN - DIIDI 1IN
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TERMINATE

Terminate es una mezcla que contiene cuatro tipos de bacterias liofilizadas de
diferentes usos, las cuales sirven para mejorar la salud del animal, y promover un
medio sano para el cultivo de camarones o peces. Contiene aminoacidos y
minerales.

CARACTERISTICAS PRINCIPALES DEL PRODUCTO

- Disminuye niveles de metabolitos tdxicos tales como amonio, nitrito y otros
gases nocCivos.

- Disuelve materia en descomposicién, alimento no consumido y demas material
organico precipitable.

- Reduce altas concentraciones de algas azules verdosas en los estanques
evitando olores y sabores desagradables.

- Puede ser aplicado durante la preparacién de la piscina o con poblaciones de
organismos acuaticos.

- Sirve como bioremediador de aguas estancadas y actla tanto en agua dulce
como en agua salada.

- Coloniza el sistema digestivo del camardén, mejorando la absorcion de
nutrientes.

- Protege al animal de bacterias patdgenas, promoviendo el crecimiento y
supervivencia del cultivo.

INGREDIENTES ACTIVOS
CONCENTRACION: 4% UFC

BaCillus SUDLIlIS....vevveveiiire s 6,3-7,7% 108 ufc/g
Bacillus amyloliquefaciens...........cecvvvvviriveniiinnnins 7,1-79x 108 ufc/g
Bacillus pumilus .......oovvviiiiiiiiie e 4,6-5,4x 108 ufc/g
Bacillus licheniformis.......cocevviviiviininiinincenn, ,2,1-29x10 8 ufc/g
1= Y = 94% Cereal
RangodepHefectivo .......cocvvvvviiiiiiinnnne. 5,8a10,5

Rango de temperatura efectiva................. 10°C a 38°C

PRESENTACION Y ALMACENAMIENTO

- Fundas de 1kg.

- Mantener en un lugar fresco (15°C/57°F) y seco
alejado, de la exposicion solar.

- Se recomienda su consumo tan pronto como sea
posible una vez que la bolsa se abra.

www.prilabsa.comQ ® @



Prllabsa'K

SISRIEERNC, |

APLICACION
Para laboratorio:
» En tanques de produccion de larvas.

c/12h
2,5 c/8h
c/6h
5 c/6h

e Puntas / retrolavado (100gr en una tonelada de agua).
e Cultivo de artemia (1gr en una tonelada de agua.)

Camaronera:

En agua: 200 - 500gr / ha/ semana.

En alimento:

Mantenimiento: 4 - 6 g/kg de alimento.
Tratamiento: 10g/kg de alimento.

| ERMINATI

» B i
|/

www.prilabsa.comiQ ® @®
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BIOBHC n

BIOACTIVADOR PARA SUELOS PODRIDOS

Degrada materia organica en condiciones
anaerobias, disminuyendo los niveles de
amonio/amoniaco, nitritos, sulfuros.

&,
Convierte suelos Reduce el Incrementa

negros a aerébicos | amonio y nitritos | la poblacion de
microorganismos

COMPOSICION

FRACCION ORGANICA*
Moléculas derivadas del proceso de
fermentacién que contiene promotores
de crecimiento bioldgicos, acidos 19%
orgénicos, proteinas hidrolizadas,
aminoacidos, péptidos, vitaminas y
enzimas

FRACCION INORGANICA

MODO DE ACCION

> Degrada la materia organica por la via ANAMMOX (eliminacion
del amonio de forma anaerobia en N ,).

> Transforma el nitrégeno organico del suelo y lo libera a la

Incluye macro y micronutrientes 6,7% atmdsfera (No aporta amonio ni nitrito al agua).
Nitrdgeno (N) 4,0% > Equilibra el pH.
Potasio (K 0
otasio (K20) 1,0% » Reduce el SH
Boro (B) 0,14% 2
Cobalto (Co) 0,40% BENEFICIOS
Niquel (i) 1,16% > Mejora la calidad del habitat del camarén, contribuyendo a
e mejorar la salud, crecimiento y sobrevivencia.
Excipientes 74,3%
TOTAL 100% > Mejora la estructura del suelo.

* Fraccion organica analizada mediante el método AOAC 967.05 > Mantiene los niveles de oxigeno aceptables en el agua.

> Incrementa el rendimiento.

www.biobac.com.ec



PRESENTACION

5 litros
45
4
35
3
© 25
° 2
15
1
05
0 - B
TO DIA 13 DIA 17
BIOBAC A B1 B2 El E2 C Rango
(T6 = DiA 11)
40
30
E’ 20
10
0 06
TO 24H Dia3 Dia5 Dia7 Dia9 Diall Dial3 Dial5 Dial7
BIOBAC A B1 B2 E1 E2 C Rango
DOSIS Y APLICACION
012 = Por cada hectarea de suelo dafiado aplicar 1 litro de BIOBAC A
01 diluido en 250 litros de agua.
% 0,08
E 2$ = Aplicar en esquinas dafiadas, préstamos o lugares donde se
002 encuentren muestras visibles de descomposicion organica que
0 TO 24H Dia3 Dfa5 Dia7 Dia9 Dfall Dial3 Dial5 Dial7 despfenda olor a sulfuro y de coloracion negra.
= Se puede aplicar al fondo durante la corrida segtn la densidad
de siembra en dosis de 250-500 ml/Ha. diluido en agua +
BIOBACA Bl B2 El E2 C  Rango melaza + silicam plus.

Para mayor informacion consulte al técnico.
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'AGESTIZXN

Servicios y Asesorias Acuicolas

INFORME DE ANALISIS SSA -14191 - 2025
1. Informacion general

SOLICITUD DE ANALISIS

SSA-14191-2025

FECHA DEL INFORME

7 de octubre de 2025

Datos del Cliente

NOMBRE DEL CLIENTE

Ing. Domenica Silva

NOMBRE DE LA EMPRESA

DOMENICA ESTEFANIA SILVA CARRASCO

DIRECCION

SANTAELENA

TELEFONO

Datos de la muestra/ensayo

TIPO DE MUESTRA

Suelo

DATOS DEL MUESTREO

Realizado por el cliente

LUGAR DE MUESTREO

Realizado por el cliente

Notas:

1. Los resultados solo se refieren a la muestra presentada al ensayo.

FECHA DE MUESTREO 02/10/2025
EIIEECLiAK/IHU?EF\;?IS f RECEPCION 10211012025 Hora: 9:00
FECHA DE ENSAYO Inicio 02/10/2025 [Fin: 07/10/2025
CONDICIONES AMBIENTALES | Temperatura (°C) 24,8 Humedad (%) 43
2. Resultados
CODIGO DEL CLIENTE CODIGO NG O;Z;?g: o ol\gaar:i;a% pH
B1 SSA-14191-2025 2.18 4.36 6.93
B2 SSA-14191-2025 2.10 4.20 6.82
B3 SSA-14191-2025 2.16 4.32 6.91
C1 SSA-14191-2025 232 4.64 6.88
C2 SSA-14191-2025 2.36 4.72 7.82
C3 SSA-14191-2025 222 444 6.45
El SSA-14191-2025 2.37 474 6.82
E3 SSA-14191-2025 2.35 4.70 6.71
METODOS Titulacion Calculo 4500 - H
RANGOS 15 - 25 15-25 6,5-8,0

Sonnya Mendoza Lombana, Ph.D.
Gerente General

2. Fl presente informe nao dehe ser reproducida, excepto en forma total, sin la aprobacidn escrita del laboratorio
Cdla La Garzota 11 Mz 65 villa 6 (diagonal a Hotel Plaza Monte Carlos)

Telf. 5103890, Cel. 094816099
e.mail: sonnya.mendoza@gmail.com
Guayaquil - ECUADOR
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.. #Servicios y Asesorias Acuicolas

INFORME DE ANALISIS SSA -14191 - 2025

1. Informacion general

SOLICITUD DE ANALISIS

SSA-14191-2025

FECHA DEL INFORME

7 de octubre de 2025

Datos del Cliente

NOMBRE DEL CLIENTE

Ing. Domenica Silva

NOMBRE DE LA EMPRESA

DOMENICA ESTEFANIA SILVA CARRASCO

DIRECCION

SANTAELENA

TELEFONO

Datos de la muestra/ensayo

TIPO DE MUESTRA

Suelo

DATOS DEL MUESTREO

Realizado por el cliente

LUGAR DE MUESTREO

Realizado por el cliente

Notas:

FECHA DE MUESTREO 02/10/2025
EIIEECLiAK/IHU?EF\;?IS f RECEPCION 1 45/10/2025 Hora: 9:00
FECHA DE ENSAYO Inicio 02/10/2025 |Fin: 07/10/2025
CONDICIONES AMBIENTALES | Temperatura (°C) 24,8 Humedad (%) 43
2. Resultados
CODIGO DEL CLIENTE CODIGO NG O;Z;?g: o ol\gaar:i;a% pH
G2 SSA-14191-2025 220 4.40 6.41
H1 SSA-14191-2025 2.36 472 6.68
H2 SSA-14191-2025 237 4.74 6.85
M1 SSA-14191-2025 238 4.76 7.02
M2 SSA-14191-2025 235 4.70 7.01
M3 SSA-14191-2025 236 472 7.04
SN SSA-14191-2025 238 476 6.71
METODOS Titulacion Célculo 4500 -H
RANGOS 15 - 25 1,5-25 6,5-80

Sonnya Mendoza Lombana, Ph.D.
Gerente General

1. Los resultados solo se refieren a la muestra presentada al ensayo.
2. Fl presente informe nao dehe ser reproducida, excepto en forma total, sin la aprobacidn escrita del laboratorio

Cdla La Garzota 11 Mz 65 villa 6 (diagonal a Hotel Plaza Monte Carlos)
Telf. 5103890, Cel. 094816099

e.mail: sonnya.mendoza@gmail.com

Guayaquil - ECUADOR
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PeTROECURDOR

REPORTE INTERNO DE RESULTADOS N2 25 - 002

Laboratorio de Restauracion Ambiental - El Beaterio

Direccion: Quito, Islas Malvinas, Terminal de Productos Limpios El Beaterio EP Petroecuador, Pichincha - Ecuador

1. DESCRIPCIONES GENERALES

Fecha de toma de muestras: |2025-09-01 Peticionario: |Ing. Carlos Chavez
Fecha de recepcién de muestras: |2025-09-04 Cargo: | Analista de Estudios y Sistemas Remediales
Periodo de Andlisis: | 2025-09-04 hasta 2025-09-05 Direccion del usuario: | Edif. Villafuerte, 6to piso, Jefatura de RAM, Subgerencia de SSA, Quito
Fecha de emision: | 2025-09-19 Dy il Correo electrénico
Localidad del laboratorio: | Terminal El Beaterio Email: | Carlos.Chavez@eppetroecuador.ec ‘ Teléfono: ‘ 23954000 ext. 16855

2. DATOS DE LA TOMA DE MUESTRAS

Matriz/Envase de muestras:

Suelos (recolectados en fundas de cierre hermético)

Recolectadas por: | Tesista: Doménica Estefania Silva Carrasco
Meétodo de toma de muestra: | Aleatorio
Personas presentes: |N/A
Lugar de toma de muestras: |Campo: Megaterio

Objetivo de toma de muestras:

Tesis: "BIORREMEDIACION DE SUELO CONTAMINADO CON HIDROCARBUROS EMPLEANDO BACTERIAS, HONGO Y ENZIMAS BACTERIANAS"

8. ADICIONES, DESVIACIONES, O EXCLUSIONES DE LOS METODOS

Ce Nublado
Hoja de custodia N2: |N/A
Receptadas por: | Sebastian Salgado
3. OTRA INFORMACION PROPORCIONADA POR EL CLIENTE
N/A
4. PARAMETROS, METODOLOGIA DE REFERENCIA Y LIMITES PERMISIBLES
Parémetro Expresado como Unidad Procedimiento interno Método de Referencia
Hidfoc"fb"ﬂjs Totales de TPH mg/kg en base seca SSA.08.06.PR.07.DR.04 EPA 418.1, EPA 8440, ASTM D3921
Petréleo
5. CODIGOS Y DESCRIPCION DE LAS MUESTRAS
Codigodeffomade Cddigo Laboratorio Matriz Descripcion Andlisis EEEIALLES
Muestra Norte ‘ Este
MI 01-09-2025 $2509-001 SUELO MUESTRA INICIAL M1 HIDROCARBUROS TOTALES (TPH) No Aplica ‘ No Aplica
6. IDENTIFICACION Y RESULTADOS DE LAS MUESTRAS
ANALISIS EN LABORATORIO
Pardmetros Unidad 52509-001
Hidrocarburos Totales mg/kg 21752
7. DECLARACION DE INCERTIDUMBRES DE METODOS ANALITICOS. ANEXO 1.
Pardmetro Expresado Rango Validad imite de deteccid imite d ificacic i idumb -
'como go Validado Limite de deteccién Limite de cuantificacion Nivel Incertidumbre +/- U (K=2)
Hidrocarburos Totales de
Petrdleo (TPH) - Suelos mg/kg 2500 - 12500 9% 105 2500-12500 21%

Andlisis realizado por: Sebastian Salgado

9. FIRMAS Y RESPONSABLES

[=]

T Firmado electrénicamente

'?_F:CARLOS ANDRES

Andlisis realizado en: Fotémetro infrarrojo INFRACAL 2 TRAN-SP (WILKS) - Laboratorio de Restauracién Ambiental - EI Beaterio

0602037293 LUIS  Firmado digitalmente por

institucionales. £l uso indebido de esta informacién serd responsabilidad de quien lo realice y podra acarrear sanciones conforme a la legislacién ecuatoriana vigente

ALBERTO 0602037293 LUIS ALBERTO

o VILLACRECES CARVAJAL

jCHAVEZ GOMEZ VILLACRECES Fecha 20051105 144609
alidar Gnicamente Fimagc CARVAJAL 0500
CARLOS A. CHAVEZ G. LUIS A. VILLACRECES C.
Analista de Estudios y Sistemas

Remediales de

Este reporte incluye informacién técnica confidencial perteneciente a EP Petroecuador. Su contenido no puede reproducirse n difundirse sin autorizacion expresa de la empresa. Los datos se utllizan Gnicamente con fines académicos, preservando su carcter reservadoy evitando afectar la seguridad o los intereses
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PeTROSCURDOR

REPORTE INTERNO DE RESULTADOS N2 25 - 004

Laboratorio de Restauracion Ambiental - El Beaterio

Direccion: Quito, Islas Malvinas, Terminal de Productos Limpios El Beaterio EP Petroecuador, Pichincha - Ecuador

1. DESCRIPCIONES GENERALES

Fecha de toma de muestras: |2025-09-11 Peticionario: |Ing. Carlos Chavez
Fecha de recepcion de muestras: |2025-09-17 Cargo: | Analista de Estudios y Sistemas Remediales
Periodo de Andiisis: | 2025-09-17 hasta 2025-09-18 Direccion del usuario: | Edif. Villafuerte, 6to piso, Jefatura de RAM, Subgerencia de SSA, Quito
Fecha de emision: | 2025-09-19 D ili Correo electrénico
Localidad del laboratorio: | Terminal El Beaterio Email: | Carlos.Chavez@eppetroecuador.ec ‘ Teléfono: ‘ 23954000 ext. 16855

2. DATOS DE LA TOMA DE MUESTRAS

Matriz/Ej de Suelos (r en fundas de cierre hermético)
Recolectadas por: | Tesista: Doménica Estefania Silva Carrasco
Meétodo de toma de muestra: | Aleatorio
Personas presentes: |N/A

Lugar de toma de muestras:

Campo: Megaterio

Objetivo de toma de muestras:

Tesis: "BIORREMEDIACION DE SUELO CONTAMINADO CON HIDROCARBUROS EMPLEANDO BACTERIAS, HONGO Y ENZIMAS BACTERIANAS"

Condici

Nublado

Hoja de custodia N2:

N/A

Receptadas por:

Laboratorio RAM: Sebastian Salgado

3. OTRA INFORMACION PROPORCIONADA POR EL CLIENTE

N/A

4. PARAMETROS, METODOLOGIA DE REFERENCIAY LIMITES PERMISIBLES

Parémetro Expresado como Unidad Procedimiento interno Método de Referencia
Hidrocarburos Totales de TPH me/kg en base seca $5A.08.06.PR.07.DR.04 EPA 418.1, EPA 8440, ASTM D3921
Petréleo
5. CODIGOS Y DESCRIPCION DE LAS MUESTRAS
Cddigodellomade] Cddigo Laboratorio Matriz Descripcion Andlisis O
Muestra Norte Este
11-09-2025 B1 $2509-038 SUELO No Aplica No Aplica
11-09-2025 B2 $2509-039 SUELO No Aplica No Aplica
11-09-2025 B3 $2509-040 SUELO No Aplica No Aplica
11-09-2025 C1 52509-041 SUELO No Aplica No Aplica
11-09-2025 C2 52509-042 SUELO No Aplica No Aplica
11-09-2025 C3 $2509-043 SUELO No Aplica No Aplica
11-09-2025 E1 $2509-044 SUELO No Aplica No Aplica
11-09-2025 E2 $2509-045 SUELO HIDROCARBUROS TOTALES (TPH) No Aplica No Aplica
11-09-2025 E3 $2509-046 SUELO No Aplica No Aplica
11-09-2025 H1 $2509-047 SUELO No Aplica No Aplica
11-09-2025 H2 52509-048 SUELO No Aplica No Aplica
11-09-2025 H3 52509-049 SUELO No Aplica No Aplica
11-09-2025 M1 $2509-050 SUELO No Aplica No Aplica
11-09-2025 M2 $2509-051 SUELO No Aplica No Aplica
11-09-2025 M3 52509-052 SUELO No Aplica No Aplica
6. IDENTIFICACION Y RESULTADOS DE LAS MUESTRAS
ANALISIS EN LABORATORIO
Pardmetros Unidad 52509-038 52509-039 $2509-040 S2509-041 S2509-042 S2509-043 S2509-044  $2509-045 52509-046
Hidrocarburos Totales mg/kg 20565 20575 17792 20565 16639 18112 20771 15452 21260
Pardmetros Unidad 52509-047 S2509-048 $2509-049 S2509-050 S2509-051 S2509-052
Hidrocarburos Totales mg/kg 20301 24133 19219 21287 22673 18793
7. DECLARACION DE INCERTIDUMBRES DE METODOS ANALITICOS. ANEXO 1.
- Expresado - o s B e . - >
Parémetro ‘como Rango Validado Limite de deteccién Limite de cuantificacion Nivel Incertidumbre +/- U (K=2)
Hidrocarburos Totales de ma/ke 2500 - 12500 94 105 2500-12500 21%

Petréleo (TPH) - Suelos

8. ADICIONES, DESVIACIONES, O EXCLUSIONES DE LOS METODOS

Andlisis realizado en: Fotdmetro infrarrojo INFRACAL 2 TRAN-SP (WILKS) - Laboratorio de Restauracion Ambiental - El Beaterio

Andlisis realizado por: Sebastian Salgado

9. FIRMAS Y RESPONSABLES

rmado

Remediales

"?_F: CARLOS ANDRES

ARLOS A. CHAVEZ G.
Analista de Estudios y Sistemas

et et
ALBERTO VILLACRECES VILLACRECES CARVAJAL

CARVAJAL Fecha: 2025.11.05 14:48:38
<0500

LUIS A. VILLACRECES C.

de

Este reporte incluye informacién técnica confidencial perteneciente a EP Petroecuador. Su contenido no puede reproducirse ni difundirse sin autorizacion expresa de la empresa. Los datos se utilizan tnicamente con fines académicos, preservando su caracter reservadoy evitando afectar la seguridad o los intereses

institucionales. £l uso indebido de esta informaci6n serd responsabilidad de quien lo realice y podra acarrear sanciones conforme a la legislacién ecuatoriana vigente
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REPORTE INTERNO DE RESULTADOS N2 25 - 005

Laboratorio de Restauracion Ambiental - El Beaterio

Direccion: Quito, Islas Malvinas, Terminal de Productos Limpios El Beaterio EP Petroecuador, Pichincha - Ecuador

1. DESCRIPCIONES GENERALES

Fecha de toma de muestras: | 2025-09-30 Peticionario: |Ing. Carlos Chavez
Fecha de recepcion de muestras: |2025-10-02 Cargo: | Analista de Estudios y Sistemas Remediales
Periodo de Andiisis: | 2025-10-02 hasta 2025-10-14 Direccion del usuario: | Edif. Villafuerte, 6to piso, Jefatura de RAM, Subgerencia de SSA, Quito
Fecha de emision: | 2025-10-14 D ili Correo electrénico
Localidad del laboratorio: | Terminal El Beaterio Email: | Carlos.Chavez@eppetroecuador.ec ‘ Teléfono: ‘ 23954000 ext. 16855

2. DATOS DE LA TOMA DE MUESTRAS

M (3 de Suelos (r en fundas de cierre hermético)
Recolectadas por: | Tesista: Doménica Estefania Silva Carrasco
Meétodo de toma de muestra: | Aleatorio
Personas presentes: |N/A

Lugar de toma de muestras:

Campo: Megaterio

Objetivo de toma de muestras:

Tesis: "BIORREMEDIACION DE SUELO CONTAMINADO CON HIDROCARBUROS EMPLEANDO BACTERIAS, HONGO Y ENZIMAS BACTERIANAS"

Condicic Nublado
Hoja de custodia N%: |N/A
Receptadas por: | Laboratorio RAM: Sebastian Salgado
3. OTRA INFORMACION PROPORCIONADA POR EL CLIENTE
N/A
4. PARAMETROS, METODOLOGIA DE REFERENCIAY LIMITES PERMISIBLES
Parémetro Expresado como Unidad Procedimiento interno Método de Referencia

Hidrocarburos Totales de

) TPH mg/kg en base seca SSA.08.06.PR.07.DR.04 EPA 418.1, EPA 8440, ASTM D3921
Petréleo
5. CODIGOS Y DESCRIPCION DE LAS MUESTRAS
Codigodeffomade Cddigo Laboratorio Matriz Descripcion Andlisis O
Muestra Norte Este
30-09-2025 B1 $2510-001 SUELO No Aplica No Aplica
30-09-2025 B2 $2510-002 SUELO No Aplica No Aplica
30-09-2025 B3 $2510-003 SUELO No Aplica No Aplica
30-09-2025 C1 52510-004 SUELO No Aplica No Aplica
30-09-2025 C2 $2510-005 SUELO No Aplica No Aplica
30-09-2025 C3 $2510-006 SUELO No Aplica No Aplica
30-09-2025 E1 $2510-007 SUELO No Aplica No Aplica
30-09-2025 E2 $2510-008 SUELO HIDROCARBUROS TOTALES (TPH) No Aplica No Aplica
30-09-2025 E3 $2510-009 SUELO No Aplica No Aplica
30-09-2025 H1 $2510-010 SUELO No Aplica No Aplica
30-09-2025 H2 $2510-011 SUELO No Aplica No Aplica
30-09-2025 H3 $2510-012 SUELO No Aplica No Aplica
30-09-2025 M1 $2510-013 SUELO No Aplica No Aplica
30-09-2025 M2 $2510-014 SUELO No Aplica No Aplica
30-09-2025 M3 $2510-015 SUELO No Aplica No Aplica
6. IDENTIFICACION Y RESULTADOS DE LAS MUESTRAS
ANALISIS EN LABORATORIO
Pardmetros Unidad $2510-001 S2510-002 $2510-003 S2510-004 S2510-005 S2510-006 S2510-007 S$2510-008 52510-009
Hidrocarburos Totales mg/kg 19283 18670 17293 24933 21866 26187 21570 19077 23110
Pardmetros Unidad $2510-010 S2510-011 $2510-012 S2510-013 S2510-014 S2510-015
Hidrocarburos Totales mg/kg 15948 18406 17196 21430 22840 22477
7. DECLARACION DE INCERTIDUMBRES DE METODOS ANALITICOS. ANEXO 1.
Pardmetro Eapresadg Rango Validad imite de deteccidi imite d ificacio i idumb =
‘como go Validado Limite de deteccién Limite de cuantificacion Nivel Incertidumbre +/- U (K=2)
Hidrocarburos Totales de o,
Petrdleo (TPH) - Suelos mg/kg 2500 - 12500 94 105 2500-12500 21%
8. ADICIONES, DESVIACIONES, O EXCLUSIONES DE LOS METODOS
Andlisis realizado en: Fotdmetro infrarrojo INFRACAL 2 TRAN-SP (WILKS) - Laboratorio de Restauracion Ambiental - El Beaterio
Andlisis realizado por: Sebastian Salgado
9. FIRMAS Y RESPONSABLES
&rww, electrénicamente por Firmado digitalrm
CARL ANDRE: irmado digitalmente por
i 0S S 0602037293 LUIS 0602037293 LUIS ALBERTO

A f.CHAVEZ GOMEZ

ALBERTO VILLACRECES VILLACRECES CARVAJAL
Fecha: 2025.11.05 14:49:06

alidar Gnicamente con FirmaiC CARVAJAL
-0500
CARLOS A. CHAVEZ G. LUIS A. VILLACRECES C.
Analista de Estudios y Sistemas
Remediales ialista de
Este reporte incluye informacién técnica confidencial perteneciente a EP Petroecuador. Su contenido no puede reproducirse ni difundirse sin autorizacion expresa de la empresa. Los datos se utilizan unicamente con fines académicos, preservando su cardcter reservadoy evitando afectar la seguridad o los intereses

institucionales. £l uso indebido de esta informacién serd responsabilidad de quien lo realice y podra acarrear sanciones conforme a la legislacién ecuatoriana vigente




REPORTE INTERNO DE RESULTADOS N2 25 - 006

co

Laboratorio de Restauracion Ambiental - El Beaterio

Direccion: Quito, Islas Malvinas, Terminal de Productos Limpios El Beaterio EP Petroecuador, Pichincha - Ecuador

1. DESCRIPCIONES GENERALES

Fecha de toma de muestras: |2025-10-12 Peticionario: |Ing. Carlos Chavez
Fecha de recepcion de muestras: |2025-10-13 Cargo: | Analista de Estudios y Sistemas Remediales
Periodo de Andiisis: | 2025-10-13 hasta 2025-10-16 Direccion del usuario: | Edif. Villafuerte, 6to piso, Jefatura de RAM, Subgerencia de SSA, Quito
Fecha de emision: | 2025-10-16 D ili Correo electrénico
Localidad del laboratorio: | Terminal El Beaterio Email: | Carlos.Chavez@eppetroecuador.ec ‘ Teléfono: ‘ 23954000 ext. 16855

2. DATOS DE LA TOMA DE MUESTRAS

Matriz/Ej de Suelos (r en fundas de cierre hermético)

Recolectadas por: | Tesista: Doménica Estefania Silva Carrasco

Meétodo de toma de muestra: | Aleatorio

Personas presentes: |N/A

Lugar de toma de muestras: |Campo: Megaterio

Objetivo de toma de muestras: |Tesis: "BIORREMEDIACION DE SUELO CONTAMINADO CON HIDROCARBUROS EMPLEANDO BACTERIAS, HONGO Y ENZIMAS BACTERIANAS"

Condicic Nublado

Hoja de custodia N%: |N/A

Receptadas por: | Laboratorio RAM: Sebastian Salgado

3. OTRA INFORMACION PROPORCIONADA POR EL CLIENTE

N/A

4. PARAMETROS, METODOLOGIA DE REFERENCIAY LIMITES PERMISIBLES

Parémetro Expresado como Unidad Procedimiento interno Meétodo de Referencia
Hidrocarburos Totales de PH mg/kg en base seca S5A.08.06.PR.07.0R.04 EPA 418.1, EPA 8440, ASTM D3921
Petréleo
5. CODIGOS Y DESCRIPCION DE LAS MUESTRAS
Codigodeffomade Cddigo Laboratorio Matriz Descripcion Andlisis Solicit O
Muestra Norte Este
12-10-2025 B1 $2510-016 SUELO No Aplica No Aplica
12-10-2025 B2 $2510-017 SUELO No Aplica No Aplica
12-10-2025 B3 $2510-018 SUELO No Aplica No Aplica
12-10-2025 C1 52510-019 SUELO No Aplica No Aplica
12-10-2025 C2 $2510-020 SUELO No Aplica No Aplica
12-10-2025 C3 $2510-021 SUELO No Aplica No Aplica
12-10-2025 E1 $2510-022 SUELO No Aplica No Aplica
12-10-2025 E2 $2510-023 SUELO HIDROCARBUROS TOTALES (TPH) No Aplica No Aplica
12-10-2025 E3 $2510-024 SUELO No Aplica No Aplica
12-10-2025 H1 $2510-025 SUELO No Aplica No Aplica
12-10-2025 H2 $2510-026 SUELO No Aplica No Aplica
12-10-2025 H3 $2510-027 SUELO No Aplica No Aplica
12-10-2025 M1 52510-028 SUELO No Aplica No Aplica
12-10-2025 M2 $2510-029 SUELO No Aplica No Aplica
12-10-2025 M3 $2510-030 SUELO No Aplica No Aplica
6. IDENTIFICACION Y RESULTADOS DE LAS MUESTRAS
ANALISIS EN LABORATORIO
Pardmetros Unidad 52510-016 S2510-017 S2510-018 S2510-019 S2510-020 S2510-021 S2510-022  S2510-023 52510-024
Hidrocarburos Totales mg/kg 11740 15403 16220 21643 21610 26003 20440 13633 16293
Pardmetros Unidad $2510-025 S2510-026 $2510-027 S2510-028 S2510-029 S2510-030
Hidrocarburos Totales mg/kg 11743 18507 13530 12913 16513 18610
7. DECLARACION DE INCERTIDUMBRES DE METODOS ANALITICOS. ANEXO 1.
- Expresado - o s B e . - >
Parémetro ‘como Rango Validado Limite de deteccién Limite de cuantificacion Nivel Incertidumbre +/- U (K=2)
Hidrocarburos Totales de o,
Petrdleo (TPH) - Suelos mg/kg 2500 - 12500 94 105 2500-12500 21%
8. ADICIONES, DESVIACIONES, O EXCLUSIONES DE LOS METODOS
Andlisis realizado en: Fotdmetro infrarrojo INFRACAL 2 TRAN-SP (WILKS) - Laboratorio de Restauracion Ambiental - El Beaterio
Andlisis realizado por: Sebastian Salgado
9. FIRMAS Y RESPONSABLES
g E!‘\"rmh) electrénicamente por
7! CARLOS ANDRES 0602037293 LUIS  Firmado digitalmente por
P ALBERT! 0602037293 LUIS ALBERTO
re3. CHAVEZ GOMEZ o VILLACRECES CARVAJAL
Ualidar Gnicamente con FirmaEC VILLACRECES Fecha: 2025.11.05 14:49:32
alidar Gnica con £l CARVAJAL -0500
CARLOS A. CHAVEZ G. LUIS A. VILLACRECES C.
Analista de Estudios y Sistemas
Remediales ialista de
Este reporte incluye informacién técnica confidencial perteneciente a EP Petroecuador. Su contenido no puede reproducirse i difundirse sin autorizacién expresa de la empresa. Los datos se utilizan tnicamente con fines académicos, preservando su cardcter reservadoy evitando afectar la seguridad o los intereses

institucionales. £l uso indebido de esta informacién serd responsabilidad de quien lo realice y podra acarrear sanciones conforme a la legislacién ecuatoriana vigente




Facultad de Ciencias del Mar
Biologia

La libertad, 30 de octubre de 2025

Ingeniero

Jimmy Villbn Moreno, MSc.
Director Carrera Biologia
COMISION DE TITULACION

En su despacho. —

De mi consideracion

Por medio del presente informo a usted que el estudiante DOMENICA ESTEFANIA SILVA
CARRASCO, con cedula de identidad N° 0953234382, ha realizado las correcciones y
concluido con la propuesta del Trabajo de Titulacién cuyo tema es “BIORREMEDIACION DE
SUELO CONTAMINADO CON HIDROCARBUROS EMPLEANDO BACTERIAS, HONGO Y
ENZIMAS BACTERIANAS”, por tal motivo extiendo al aval y puede continuar con el respectivo

proceso para optar al titulo de Bidlogo.

Particular que comunico para los fines pertinentes.

ONNYA PATRICIA
NDOZA LOMBANA

Acui. Sonnya Mendoza Ph.D.

Somos lo que el mundo necesita

Direccién: Campus matnz, La Libertad - prov. Santa Ekena - Ecuador
Codigo Postal: 240204 - Teléfono: (04) 781732 ext 131 f
www.upse.edu.ec i
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