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RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue monitorear el proceso de bioremediacion de suelos
contaminados con Fueloil 6, usando pseudomonas aeruginosa y espectrometria de
reflectancia difusa en el UV-VIS. Para lograr nuestro objetivo aislamos pseudomonas
aeruginosa de un suelo natural contaminado con fueloil 6 de la Planta Termoeléctrica de
Esmeralda. Monitoreamos a los 0, 7, 14, 21 y 23 dias la biorremediacién de muestras de
suelo natural y de arena de cuarzo contaminadas de manera controlada. Registramos el
espectro de reflectancia difusa y usamos el Indicador de Hidrocarburos UNACH para
cuantificar la cantidad de hidrocarburos en dichas muestras. Procesamos los espectros de
reflectancia difusa para encontrar elementos que aporten informacion sobre la firma
espectral de la melaza (medio usado para bio-aumentacion) y de la pseudomonas
aeruginosa. Nuestros resultados revelan que la cantidad de hidrocarburos en las muestras
contaminadas de arena de cuarzo y suelo natural se redujo en 13,6 % y 45, 8 % en 23 dias,
respectivamente. El tratamiento de los espectros de reflectancia difusa permitié encontrar
elementos de la firma espectral de la melaza y de la pseudomona aeruginosa. Estos
resultados pueden ser importantes en aplicaciones que impliquen el control y dosificacion
de la melaza, asi como la distincion y conteo unidades formadoras de colonias de
pseudomona aeruginosa usando la reflectancia difusa. Asi, la biorremediacién con
pseudomona aeruginosa representa una solucion técnica viable para la disposicion y
saneamiento de los suelos contaminados con fueloil 6. La reflectancia difusa es una
tecnologia prometodora para el desarrollo de técnicas portéatiles y satelitales orientadas al

monitoreo de la biorermediacion de suelos contamiandos con fueloil 6.

Palabras clave: Biorremediacion, FuelOil 6, Pseudomonas aeruginosa, reflectancia

difusa, firma espectral.



ABSTRACT

The objective of this study was to monitor the process of bioremediation of contaminated
soils with Fuel oil 6, using pseudomonas aeruginosa and diffuse reflectance spectrometry in
the UV-VIS. To achieve the objective, pseudomonas aeruginosa was isolated from a natural
soil contaminated with fuel oil 6 from the Thermoelectric plant from Esmeraldas. It was
monitored at 0, 7, 14, 21 and 23 days, the bioremediation of samples of the natural soil and
quartz sand contaminated in a controlled manner. Diffuse reflectance spectrum was
registered and the UNACH hydrocarbons indicator was used to quantify the amount of
hydrocarbons in these samples. Diffuse reflectance spectrum was processed to find elements
that provide information on the spectral signature of molasses (medium used for bio-
augmentation) and Pseudomonas aeruginosa. These results reveal that the amount of
hydrocarbons in the contaminated samples of quartz sand and natural soil was reduced by
13.6% and 45,8% in 23 days, respectively. The treatment of diffuse reflectance spectrum
allowed to find elements of the spectral signature of molasses and Pseudomona aeruginosa.
These results may be important in applications involving the control and dosage of molasses,
as well as the distinction and counting colony forming units of Pseudomona aeruginosa
using diffuse reflectance. Thus, bioremediation with Pseudomona aeruginosa represents a
viable technical solution for the disposal and sanitation of contaminated soils with fueloil 6.
Diffuse reflectance is a promising technology for the development of portable and satellite
techniques aimed at monitoring the bioremediation of contaminated soils with fueloil 6.

Keywords: Bioremediation, FuelOil 6, Pseudomonas aeruginosa, diffuse reflectance,
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INTRODUCCION

En la problemética ambiental actual, es necesario el desarrollo y aplicacion de nuevas
tecnologias que permitan determinar de manera rapida y en tiempo real el estado del &rea
de estudio. En este contexto el proposito de este proyecto, es el monitoreo de la bio-
rremediacion de suelos contaminados con Fueloil 6 (FO6) usando espectrometria de
reflectancia difusa en el Vis-UV.

Ecuador se inici6 en la actividad petrolera en la década de 1930, y su produccién ha
incrementado hasta llegar a 200 millones de barriles al afio. En la actualidad, de la
totalidad del petrdleo extraido, el 54% esta destinado a las exportaciones, el otro
porcentaje esta destinado a cubrir la demanda nacional de derivados hidrocarburiferos.
La produccién necesaria para cubrir la demanda nacional de hidrocarburos segun
Petroecuador es: diésel 34%, gasolina 24%, gas licuado de petroleo (GLP) 17%, asfaltos
1%, residuos 5%, Fueloil 13 %, combustible para avion 4% y otros el 1%. Segun datos
proporcionados por el Instituto Nacional de Eficiencia Energética y Energias Renovables
a finales del afio 2016 en Ecuador, el 49,1% de la energia utilizada provenia de centrales
térmicas, de las cuales el 40,8% utiliza Fuel Oil como combustible, lo que equivale a 2
millones de barriles de Fueloil mensuales. EI FO6 es el combustible comercial mas
pesado que se obtiene en la refinacion de petrdleo crudo y es una de las principales fuentes
de energia en la produccion de electricidad en el Ecuador. EI FO6 es producido en la
Refineria de Esmeraldas y transportado por oleoductos, barcos y/o auto tanques a las
centrales térmicas. Por la importancia que tiene el FOG6 en la produccion energética en el
pais, sumado a su complejidad molecular, el FOG6 es el principal hidrocarburo presente en
fugas y derrames, especialmente en la contaminacion del recurso suelo durante los
procesos de produccidn, transporte, almacenamiento y/o utilizaciéon.

En general los hidrocarburos presentes en el suelo son perjudiciales para la mayor
parte de la vida microbiana. Aunque existen microorganismos que producen enzimas que
descomponen las largas cadenas de carbono de los hidrocarburos, transformandolos en
moléculas mas simples (Gémez et al., 2008). Uno de estos microorganismos es la bacteria
pseudomona aeruginosa (P. aeroginosa), que se encuentra de manera natural en el suelo
formando pequefias colonias. La bacteria tiene la capacidad de sobrevivir y reproducirse
en suelos contaminados con FOB, ya que, en su ciclo catabdlico esta bacteria produce
enzimas que descomponen las moléculas del hidrocarburo y le permiten nutrirse de ellas.

Esta capacidad catabolica convierte a la bacteria en un candidato potencial para el
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desarrollo e implementacion de protocolos de bio-rremediacion de suelos contaminados
con FOB6. En este contexto es importante el monitoreo del proceso de degradacion del
contaminante (Ortiz, Sanz, Dorado, y Villar, 2007). En este sentido, el uso de la
espectrometria de reflectancia difusa de suelos contaminados puede hacer posible el
monitoreo de estos procesos de remediacion, sobre todo considerando la extension
alcanzada por el derrame y la tecnologia de percepcion remota que hace disponible
imagenes de grandes extensiones con metadatos que incluyen la informacion espectral
(Cedefio, 2017).
PROBLEMA Y JUSTIFICACION

Segun datos del Ministerio del Ambiente del Ecuador, la media de derrames en el
sistema de oleoductos ecuatoriano entre 2000 y 2010 fue de casi 50 al afio. Y en 2011,
segun datos del ministerio citados por el “Diario Hoy” y mencionados en la revista “BBC
Mundo” el 13 junio 2013, se reportaron 60 derrames de hidrocarburos en el pais (Gil,
2013). Entre las causas por las que ocurren estos derrames se pueden mencionar la
corrosion de las estructuras, atentados, problemas por fallas mecanicas, desastres
naturales y los derrames producidos por fallas humanas que representan el 12% de las
incidencias. Gran parte del petréleo ecuatoriano es obtenido en yacimientos ubicados en
la Amazonia en la zona oriental del pais, desde donde son bombeados a través del Sistema
de Oleoducto Trans Ecuatoriano (SOTE) hasta las refinerias ubicadas en el oeste del
territorio, cerca del océano pacifico, con un recorrido de casi 500 Km. Los efectos
ambientales ocasionados por derrames de petrdleo y sus derivados estan entre los mas
devastadores. Estos hidrocarburos contaminan de manera prolongada los recursos,
afectando directamente a la fauna, flora y micro-fauna. Considerando la importancia para
el sector energético del pais, el alto indice de derrames producidos y el alto riesgo que
significa para el medio ambiente la contaminacion por FO6 en suelos. Existe la necesidad
de implementar metodologias orientadas a la deteccion y monitoreo en tiempo real de
derrames en suelos contaminados con FOG.

En la Universidad Nacional de Chimborazo se ha desarrollado un indice de
Hidrocarburos (IHU). Este indicador usa el espectro de reflectancia difusa registrado
directamente en el sitio o con la ayuda de imagenes satelitales. EI IHU ha mostrado ser
muy conveniente para la deteccién temprana de derrames de FO6 que afectan el suelo.

Asi, que con la problematica planteada anteriormente, y con la disponibilidad del IHU se



propone la validacion del IHU en el monitoreo de la biorremediacion de suelos
contaminados con FOG.
OBJETIVOS

1. General:

Monitorear el proceso de bio-remediacion de suelos contaminados con Fueloil 6
usando pseudomonas aeruginosa y espectrometria de reflectancia difusa en el UV-VIS.

2. Especificos:

1. Aislar la cepa bacteriana de un suelo natural contaminado con fueloil 6, identificar
la cepa bacteriana, bioaumentar en solucion de melaza, e inocular muestras
contaminadas con FOG6.

2. Monitorear la biorremediacion de las muestras usando el espectro de reflectancia
difusa registrado a los 0, 7, 14, 21 y 23 dias, el indicador de hidrocarburos
UNACH vy cuantificando la cantidad de hidrocarburos en dichas muestras.

3. Distinguir en el espectro de reflectancia difusa elementos que aporten informacion

sobre la firma espectral de la melaza y la cepa bacteriana p. aeruginosa.

ESTADO DEL ARTE:
1. Contaminacion del suelo

Se considera un suelo contaminado cuando las caracteristicas fisico-quimicas o
biologicas del mismo han sido alteradas negativamente por la presencia de compuestos
o0 elementos de origen natural o antrépico. Estos contaminantes son ajenos al suelo y en
general son considerados una amenaza para el funcionamiento ecolégico del suelo
cuando superan el umbral de capacidad de contencion o degradacion que tiene el suelo.
Estos contaminantes con frecuencia son de caracter peligroso y representan un riesgo para
la salud de los humanos y de los ecosistemas (Gabari y Fernandez, 2011).

2. Contaminacion del suelo por hidrocarburos

A comienzos del siglo XXI, los suelos contaminados con hidrocarburos representaban
el 70% del total de los ecosistemas impactados (Ortiz et al., 2005). Un derrame de
hidrocarburos, de forma generalizada, lleva consigo una serie de cambios progresivos de
las propiedades fisico-quimicas del suelo e impide el intercambio gaseoso con la
atmosfera. Estos cambios, se atribuyen al proceso de intemperizacién o meteorizacion, el

cual se inicia una vez que ocurre el derrame y continda indefinidamente, estos cambios
5



usualmente involucran: evaporacion, disolucién, dispersion, oxidacién, emulsion,
sedimentacion y biodegracion (Riesco y Vallés, 2012). Los efectos méas relevantes en
cuanto al impacto de los hidrocarburos en el ambiente y que son de mayor preocupacion
son: la acumulacion y magnificacion en cadenas troficas, la perdida de nichos ecologicos
y la contaminacion de aguas subterraneas (Naranjo, 2017).

A temperatura ambiente, los hidrocarburos con cuatro &tomos de carbono se encuentra
en estado gaseoso, los de cinco a veinte dtomos de carbono se encuentran en estado
liquido, y aquellos con mas de veinte &tomos de carbono se encuentran en estado solido
(Hernandez Acosta, Rubifios Panta, y Alvarado Lopez, 2004).

3. Estado de los hidrocarburos en el suelo

En general los suelos son contaminados con hidrocarburos debido a insuficiencias en
su transporte y almacenamiento, en el mantenimiento de infraestructuras fisica que operan
con hidrocarburos, en la descarga de los mismos en instalaciones de procesamiento y
petrogquimicas, asi como por la rotura de oleoductos (Hernandez et al., 2004). En
cantidades menores pero relacionadas al ambito urbano, existen focos de contaminacion
del suelo que tienen su origen en un manejo inadecuado de desechos municipales, en los
liberados y transportados por via atmosférica, y en los producidos por organismos, como
el metano. En zonas donde existe una mayor pluviosidad existe un mayor transporte de
hidrocarburos hacia el suelo (Hernandez et al., 2004).

Segun explica McGill et al., 1981, en su descripcion sobre el destino de los
hidrocarburos en el suelo (Figura 1), Establece que los hidrocarburos atraviesan por dos
procesos: la volatilizacién y la fotooxidacion. Posteriormente, atraviesan por un proceso
de bio-degradacion, dando como resultado productos intermedios, células microbianas y
CO2 que se va a la atmésfera. Por altimo, los productos derivados de la descomposicion
biolégica siguen dos caminos, por una parte pueden ser re-incorporados al humus o
pueden llegar a sustratos de suelo inferiores debido a la lixiviacion (Hernandez et al.,
2004).



Hidrocarburos derivados del petréleo en el suelo

T -

Fraccion Volatil < > Fracci6n no volatil
g TSy g Ty
Reacciones quimicas Reacciones fisicas Facilmente degradables Dificil degradabilidad
| | | |
\
Fotooxidacion duay sae i n-alcanos, Aftanos
Volatilizacion . . .
isopropinoides, bifenoles
mono, di & tri policlorados
Reaccién de una sustancia aromaticos ciclicos ~ (PCB)
. : T
con el oxigeno bajo la .
Z 2 il Factores:
influencia de la radiacion
ultravioleta, visible, o Medio ambientales,
luz infrarroja Fisicos, Quimicos.
Microbiologicos

Degradacion aerobia:
Contaminante + O2= Biomasa + CO2 + H20
Degradacion anaerobia

Contaminante + (NO*, SO,%, Fe3*, Mn*, CO,) = Biomasa + CO2 + (N,, Mn?*, S*,
Fe?*, CH4)
Ciclos biogeoquimicos. © = Lixiviacion.

Figura 1. Tecnologias de recuperacion de suelos contaminados con Hidrocarburos. Adaptada de
Hernandez et al. (2004)

4. Tratamiento de suelos contaminados con hidrocarburos.

Los tratamientos que se usan en la descontaminacion de suelos contaminados con
hidrocarburos se clasifican en tratamientos ex situ (se excava el suelo contaminado) y
tratamientos in situ (no se excava el suelo contaminado). Las técnicas empleadas se
clasifican en “off-siete”, se trata el suelo contaminado en una instalacion fuera del
emplazamiento y “on-line”, se trata el suelo contaminado en el mismo emplazamiento
(Riesco y Valles, 2012). En la Tabla 1 se listan un conjunto de tecnologias disponibles

para la descontaminacion de suelos contaminados con hidrocarburos.

Tabla 1. Tecnologias de recuperacion de suelos contaminados con Hidrocarburos.
TRATAMIENTOS EX SITU TRATAMIENTOS IN SITU
Térmicos
Desorcion térmica
Incineracion

Fisico-quimicos Fisico-quimicos
Extraccion con disolventes Extraccion con vapor
Lavado Lavado
Oxidacion/reduccion Solidificacion/estabilizacion
Deshalogenacion quimica Electrorecuperacion
Solidificacion/estabilizacion
Bioldgicos Biologicos
Biopilas Biorremediacion
Biodegradacion en reactor Fitorremediacion

Fuente: (Riesco y Vallés, 2012)



5. Biorremediacion de suelos contaminados con hidrocarburos

La biorremediacion “in situ” €S una técnica biolégica muy conveniente para la
recuperacion de suelos, ya que no es necesaria la preparacion y excavacion del material
contaminado (Riesco y Valles, 2012). El uso de microorganismos autdctonos
bioestimulados con la adicion de nutrientes y oxigeno en el suelo, asi como, la inoculacién
de consorcios bacterianos previamente extraida del mismo suelo, es una técnica utilizada
ampliamente para la recuperacion de suelos contaminados con hidrocarburos. Estudios
previos han mostrado que el Bacillus cereus, Bacillus sphaericus, Bacillus fusiformis,
Bacillus pumilis, Acinetobacter junii, y Pseudomonas sp son microorganismos capaces
de sobrevivir, desarrollarse y proliferar en ambientes contaminados con hidrocarburos.
Esto es posible debido a que sus ciclos catabdlicos incluyen la produccion de enzimas
que degradan los hidrocarburos (Benavides et al., 2006).

6. EIl papel de los microorganismos en la degradacion de contaminantes organicos

El proceso de degradacion de contaminantes organicos en el suelo ocurre porque los
microorganismos emplean al contaminante organico como fuente de carbono y energia
para nutrirse y asi poder crecer y reproducirse (Hernandez et al., 2004).

Los microorganismos degradadores actian sobre un amplio rango de compuestos,
debido a la versatilidad en realizar procesos metabdlicos qué implican complejas
reacciones quimicas que les permiten degradar los contaminantes y transformarlos
compuestos mas simples y utiles para las plantas.

7. Uso de pseudomona aeruginosa en la biorremediacion de suelos contaminados

Una caracteristica importante de las bacterias es que tienen la capacidad de adaptarse
rapidamente a cambios bruscos en su ambiente natural, como el que ocurre cuando son
expuestas a contaminantes.

Las Pseudomonas son bacterias productoras de biosurfactantes como los
ramnolipidos involucrados en procesos de remocién de aceites y productos relacionados
(Benavides et al., 2006). Los ramnolipidos son sustancias que intervienen en la actividad
de la superficie de un contaminante, haciendo que se desprenda del sustrato al que este
adherido, y contribuyendo a que sea mas vulnerable a la degradacién por parte de los
microorganismos. Estudios realizados comparando diversos sustratos, muestran que
aquellos sustratos hidrofobicos tales como aceites vegetales, grasas, alcoholes de cadena
larga e hidrocarburos derivados del petrdleo estimulan altos niveles de produccién de

ramnolipidos (100-165 mg/g sustrato) en los microorganismos (Giraldo, 2012).
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Scheibenbogen, Zytner, Lee, y Trevors (1994) reportaron que los ramnolipidos de la
cepa de P. aeruginosa UG2 son capaces de remover efectivamente una mezcla de
hidrocarburos de suelos arenosos, y que el grado de remocion depende del tipo de
hidrocarburo removido y la concentracion del biosurfactante. En un estudio previo, estos
autores reportaron que el ramnolipido de la misma cepa puede remover mas hidrocarburos
de suelos arenosos que de suelos fangosos (Giraldo, 2012).

8. Factores que condicionan el desarrollo de pseudomonas en suelos

contaminados con hidrocarburos.

Entre las condiciones fisicas se encuentran factores ambientales como el pH (6-8),
temperatura (20° C - 40° C), concentracién de minerales y nutrientes, humedad del suelo
(25 — 75 % de la capacidad de campo), y cantidad de oxigeno disponible. Entre las
condiciones quimicas encontramos la estructura molecular del contaminante, su
concentracion y la presencia de una poblacién microbiana potencialmente activa y sana.

La velocidad de degradacion aumenta con la temperatura, por lo que un incremento
de la misma es util. Cuando la temperatura se incrementa en 10°C la tasa biorremediacion
se duplica (Gomez, et al., 2008).

9. Capacidad metabdlica del microorganismo

Se ha logrado estimar que la cantidad suficiente de microorganismos para lograr un
adecuado proceso de biodegradacion es de 103 a 104 UFC (Unidades formadoras de
colonias)/g suelo, capaces de catabolizar y mineralizar el contaminante a  sus
componentes mas simples, tales como C, H, O y H,O (Gomez et al., 2008).

10. Nutrientes

Los nutrientes son sustancias quimicas necesarias para la actividad microbiana y
metabolica de la Pseudomonas y se dividen en dos grandes grupos: macronutrientes y
micronutrientes. Entre los macronutrientes de mayor importancia se encuentran; el
carbono (C) el cual es obtenido del mismo contaminante, como fuente de energia; el
Nitrogeno (N), necesario para la produccién de aminoacidos, proteinas, enzimas, acidos
nucleicos; El fésforo (P) que interviene en la formacion de adenosin trifosfato (ATP) y
en la sintesis de &cidos nucleicos y fosfolipidos en los procesos de reproduccién y
degradacion; El Potasio (K) requerido por enzimas para catalizar diferentes reacciones.
(Gomez et al., 2008). La concentracion ideal de macronutrientes para el desarrollo
microbiano esta ubicada dentro de un rango normal de 100:10:1 a 100:2:0,2 y donde los

nameros representan la cantidad de carbono, nitrogeno y fdsforo, respectivamente
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(Gomez et al., 2008). En ocasiones, se incorpora fertilizantes de uso agricola como urea
o0 sulfato de amonio y de origen organico como estiércol, para acelerar el proceso de
biorremediacién ya que aportan grandes cantidades de los macronutrientes que son
necesarios para la buena salud de los microorganismos.

11. Respiracion y aireacion

La energia necesaria para el crecimiento microbiano se obtiene durante el proceso de
oxidacion de materiales reducidos, donde las enzimas microbianas catalizan la
transferencia de los electrones. Este proceso se denomina “respiracidén microbiana”, y se
basa en que en la cadena respiratoria, o transportadora de electrones de las células,
producen una serie de reacciones de éxido-reduccion cuyo fin es la obtencion de energia.
La cadena la inicia un sustrato organico (compuestos hidrocarburados) y actla como
donador de electrones, de modo que la actividad metabolica de la célula acaba degradando
y consumiendo dicha sustancia (Gomez et al., 2008).

El oxigeno generalmente es el mejor aceptor de electrones, es decir, el que produce la
mayor energia libre en una reaccion completa. En consecuencia, para un mismo substrato
organico, los microorganismos que emplean el oxigeno como agente oxidante pueden
generar mayor energia que aquellos que emplean nitratos, sulfatos U otros aceptores de
electrones alternativos, logrando de esta forma crecer a mayor velocidad, lo que implica
un mayor consumo del sustrato. Por lo tanto la biorremediacion aerobia es tipicamente
mas eficiente que la biorremediacion de contaminantes organicos en forma anaerobia
(Gomez et al., 2008).

12. Tipos de contaminantes y su grado de toxicidad

En muchos casos, el contaminante puede tener una alta toxicidad intrinseca para los
microorganismos o estar presente a concentraciones que son toxicas. La toxicidad de los
contaminantes a los microorganismos surge de dos mecanismos: 1) la membrana
plasmatica del microorganismo es afectada ya que el contaminante actlla como un agente
con superficie activa. 2) puede ser una toxina metabdlica para la bacteria. Se conoce que
los compuestos aromaticos son mas resistentes a la biodegradacién que los compuestos
alifaticos.

Un compuesto recalcitrante es un quimico que tiene una resistencia inherente a
cualquier grado de biodegradacion. Por ejemplo, los bifenilos policlorinados (Hernandez
et al., 2004).
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13. Métodos para la determinacion de hidrocarburos en el suelo

Existe una gran variedad de métodos analiticos para la determinacion de productos
derivados de petrdleo en el suelo, pero la complejidad inherente ha hecho que pierdan
vigencia de manera progresiva.

Los métodos usuales para la determinacion de los productos del petréleo son la

cromatografia de gases (GC) con diversos detectores y la espectrometria infrarroja (IR).
14. Aplicacion de la teledeteccién en la identificacién de hidrocarburos.

La teledeteccion se define como la observacion a distancia de los objetos, sin estar en
contacto directo con ellos. Las caracteristicas quimicas de los hidrocarburos posibilitan
la identificacion de los mismos a través de procesos de teledeteccion fundamentada en el
registro del Espectro de Reflectancia Difusa (firma espectral) (Cloutis, 1989).

(Cloutis, 1989; Horig, Kuhn, Oschiitz, y Lehmann, 2001) encontraron que los
materiales que contenian hidrocarburos exhiben bandas de absorcion de radiacion
electromagnetica en su respectiva firma espectral en las longitudes de onda de 1730 nm
y 2310 nm. Algunos investigadores preferian utilizar el valor de 2310 nm, puesto que el
valor 1730 nm es préximo a una banda de absorcion en la firma espectral del agua
(Villamizar, 2015).

La teledeteccion fundamentada en registro del espectro de reflectancia difusa
representa una alternativa importante ya que permite, entre otras cosas, reducir los
esfuerzos en campo para la identificacion de estas emanaciones, lo que implica ademas
un ahorro significativo de los costos logisticos propios de los métodos tradicionales de
campafas de campo (Rodriguez y Janior, 2013). Mostrando alta sensibilidad,
selectividad, reproducibilidad y ausencia total de solventes (Santa, Serrano y Stashenko,
2002).

15. Identificacion de firmas espectrales en cuerpos con presencia de hidrocarburos.

En los estudios realizados por el Instituto Federal de Geociencias y Recursos
Naturales, se demostrd que la teledeteccion hiperespectral se puede usar para detectar
hidrocarburos de manera eficiente. Las sustancias portadoras de hidrocarburos poseen
caracteristicas tipicas que se hacen visibles en el espectro de reflectancia difusa (Horig,
Kihn, Oschiitz, y Lehmann, 2001).
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16. Fuentes de error en la teledeteccion.

1. Variaciones en la intensidad de radiacion registrada. Esta fuente de error se da
sobre todo en el tipo de sensores, siendo mas recurrente en los sensores de tipo
“whiskbroom”. Al variar el tamafio de la celda a medida que el barrido se aleja de
la interseccion entre la vertical del lente y el cuerpo a observar, se registra mayor
intensidad porque la unidad de resolucion en el terreno es mayor. Aunque
radiométricamente se registra una intensidad mas alta, si se pretende discriminar
un objeto de menor tamafio que la unidad de resolucién en terreno, para un
determinado angulo, el material de fondo contamina su reflectividad aportando la
suya propia (Villamizar, 2015).

2. Tipo de superficie. La forma geométrica en la que un cuerpo refleja energia es de
vital importancia. El factor fundamental es la rugosidad de la superficie del objeto
de interés. Como se puede observar en la Figura 2.

Angulo de incidencia

Angulo de reflexién

Reflector especular ideal .
Reflector especular casi

perfecto

Reflector difuso casi Reflector difuso ideal
perfecto (Superficie de Lambert)

Figura 2. Tipos de reflectividad atendiendo a la rugosidad de la superficie del objeto. Adaptada de
Lillesand, Kiefer, y Chipman (2015).

3. Calibracidn interna de la parte térmica del escaner. En funcion de la precision de la

calibracion se obtendran datos de mejor o peor calidad (Villamizar, 2015).



17. Determinacion de hidrocarburos totales de petréleo (TPHSs) por cromatografia

de gases

La cromatografia de gases es una técnica en la que la muestra se volatiliza y se inyecta
en la cabeza de una columna cromatografica. La elucion se produce por el flujo de una
fase movil de gas inerte.

La mayor parte de los combustibles, solventes y aceites derivados del petrleo pueden
identificarse mediante cromatografia de gases. La forma de identificarlos usualmente se
fundamenta en el los puntos de ebullicién o rango de destilacion. Los hidrocarburos
saturados de cadena lineal pueden servir de patrones de calibracién a través de sus puntos
de ebullicion.

Se ha demostrado que la temperatura de ebullicion de cada hidrocarburo aumenta a
medida que aumenta el tamafio del alcano (la cantidad de 4&tomos de carbono). Esto se
debe a que las fuerzas intermoleculares son mayores cuando la molécula es mas grande.
Por ejemplo, el punto de ebullicion del butano es — 0,5 °C mientras que el punto de
ebullicion del nonano es 150,8 °C.

Se ha encontrado una relacion entre el tamafio de las moléculas de los hidrocarburos
y el estado fisico en que se encuentran a 20°C a la presion de 1 atm. En general, en esas
condiciones, los hidrocarburos en estado gaseoso tienen las moléculas mas pequefias,
formadas por 1 a 4 atomos de C; con moléculas mas grandes, entre 5y 16 atomos de C
se encuentran en estado liquido, mientras que los hidrocarburos en estado solido tienen
moléculas constituidas por méas de 16 atomos de C.

La cuantificacion de los hidrocarburos de petrdleo se realiza por la sumatoria de las

areas de los picos, los cuales resaltan la presencia de un elemento especifico.

18. El Fueloil 6

Los fueldleos refinados consisten en residuos que quedan después de la destilacion o
mezclas de residuos y destilados. EI FO6 es el residuo luego de la destilacion del petrdleo
crudo para obtener gasolina, naftas y diésel. Por esta razon, la composicion del FOG6 es
méas compleja y su contenido de impurezas es mayor (Cedefio, 2017). En la Tabla 2 se

listan las caracteristicas mas relevantes del FO6.
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Tabla 2. Caracteristicas del Fueloil 6.

Identificacion Resultado  Unidad
Gravedad API, @ 60° F * 11,5 Grados
Viscosidad Cinematica @ 50°¢ * 628,4 centistokes
Agua y sedimento * 0,05 % volumen
Cenizas * 0,056 % masa
Residuo de carbén Conradson * 15,5 % masa
Asfaltenos * 12,8 % masa
Vanadio * 242 Ppm

Sodio * 17 Ppm
Niquel * 79 Ppm
Azufre * 1,96 % masa
Parafinas ** 5,9 % volumen
Alquilbencenos ** 1,9 % volumen
Naftalenos ** 2,6 % volumen
Fenantrenos ** 11,6 % volumen
Otros Hidrocarburos Aromaticos ** 57,8 % volumen

Fuente: (Central Térmica Termoesmeraldas, 2014) *(Todd, Chessin, y Colman, 1999)**

El rango de carbonos (nimero de atomos de carbono) dentro de esta fraccion varia
desde C20 hasta C40, distribuido aproximadamente en un 25% de hidrocarburos
aromaticos policlicos (HAP), 15% de parafinicos, 45% de nafténicos y 15% de
compuestos que contienen metales, oxigeno o azufre, Los (HAP) son compuestos
peligrosos y persistentes del FO6 que pueden ocasionar riesgos de salud a las personas y
ocasionar perjuicios al ambiente. Su uso comercial e industrial se limita a condiciones
donde la fuente de calor sea lo suficientemente fuerte producir la combustion (Todd,
Chessin, y Colman, 1999).

METODOLOGIA

La temaética de investigacion se caracterizO por ser exploratoria, su objetivo fue
examinar un tema o problema de investigacion poco estudiado. Los estudios exploratorios
sirven para familiarizarnos con fendmenos relativamente desconocidos, obtener
informacion sobre la posibilidad de llevar a cabo una investigacion mas completa respecto
de un contexto particular, investigar nuevos problemas (Sampieri, Fernandez, y Baptista,
2010).

1. ldentificacion y aislameinto de P. aureginosa.

Para el aislamiento de la cepa bacteriana se tom6 una muestra al azar de suelos
contaminados con hidrocarburos proveniente de la empresa publica CELEC EP
Termoesmeraldas (Figura 3). De esta muestra se extrajo una muestra de 1 g para el cultivo
en placas, y se llevd a dilucién en solucién salina (agua + NaCl) a una concentracion de
5%. después de agitacion en el equipo vortex se llevé 1 ml de cada dilucion por medio de
micro-pipeta al cultivo en cajas petri con agar cetrimida en diluciones de 107 hasta 10 .
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Figura 3. Toma de muestras de suelo contaminado de la empresa CELEC EP Termoesmeraldas.

Agar cetrimida es un medio de cultivo idoneo para el aislamiento e identificacion de
bacterias Pseudomona aeruginosa, debido a que es un medio selectivo para este tipo de
bacteria, y estimula la generacion de pigmentos, de esta manera se produce una tonalidad

verdosa en la medida que la bacteria crece (Figura 4).

Figura 4. Crecimiento de Pseudomona aeruginosa en agar cetrimida.

El proceso de identificacion de la cepa bacteriana se realizd mediante la aplicacion
del kit API-20e (bioMérieux® sa, 2002), que sirve para la identificacién de distintos
géneros de bacterias y bacilos gram-negativo. Este kit funciona mediante 20 micro-

capsulas gue contienen distintos reactivos deshidratados (Figura 5).

15



Figura 5. Kit API-20E antes de la adicion de la solucién bacteriana.

Estos reactivos al entrar en contacto con las bacterias producen una reaccion que
genera una coloracion especifica de la bacateria en estudio. Se considera una reaccion
positiva en aquellos donde ha ocurrido un cambio de color. En base a los colores
generados por cada reaccién y el sistema de numeracién (Figura 6) para pruebas con
resultados positivos se obtiene un codigo numérico que permite la identificacion de la

bacteria en estudio (Anexo 1).
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* Se le asigna este ndmero si el resultado de |a prueba fue positivo; si el resultado fue negativo el valor asignado es cero.

Figura 6. Sistema de numeracién de las pruebas positivas, para determinar el nimero de identificacién de
enterobacterias por el sistema de identificacién bioquimica API-20E. Fuente: (Giles, 1995)

Una vez identificada y aislada la bacteria, se procedié a la obtencion de un mayor

namero de colonias a partir de colonias aisladas en agar cetrimida.

2. Bio-aumentacion y alimentacion de la cepa aislada

Para el proceso de bio-aumentacion se prepar6 una solucion con agua y melaza a 300
ppm. Luego, el contenido de 2 cajas Petri con colonias de P. aeruginosa fue trasvasado a
un recipiente de 150 ml con melaza (Figura 7). Posteriormente, el recipiente y su
contenido y llevado a incubacion durante 4 h a 36°C para alcanzar una aclimatacion y
mayor desarrollo de colonias bacterianas previo a su inoculacion en el suelo. El proceso
se logré a partir de la elaboracion de un medio liquido, compuesto de melaza disuelta en
agua a una concentracion de 300 ppm (Figura 7a). EI medio liquido seleccionado posee
un alto contenido de carbohidratos y azlcares, los cuales permiten que la bacteria

Pseudomona aeruginosa se desarrolle. Adicionalmente, el in6culo fue mantenido en
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incubacion por 4 horas a 36°C. La bio-aumentacion fue verificada a partir de la diferencia
entre el nimero de UFC agregadas al inoculo inicialmente (Figura 7b - UFC agregados
al inéculo: 433x10* UFC (caja 1) + 68x10° UFC (caja 2) = 11,13x10% UFC) y el nimero
de UFC después del tiempo de incubacion (Figura 7c UFC después del proceso de bio-
aumentacion: 1031x108 UFC/ml).

(b)

(c)L

Figura 7. Bio-aumentacion de p. aeruginosa en inoculo de melaza.

3. Preparacion de suelos

Se recolectaron 25 kg de suelo en estado natural y sin contaminar con FO6 de los
espacios Central Térmica Termoesmeraldas. De igual manera se colectaron 25 kg de
arena de silice comercializada por la empresa ecuatoriana Sika Ecuatoriana S.A. Antes
de su uso, las muestras fueron tamizadas (2 mm) y esterilizadas en autoclave por 4 hy a
115 °C.

17



4. Suelo natural y arena de cuarzo

Se prepararan 3 muestras de 188 g de suelo y arena de cuarzo previamente tratadas.
Cada una de las muestras se contaminé con 12 g de FO6, para obtener muestras
contaminadas con 6 % en peso de FOG.

Una vez aclimatada la bacteria, y habiéndose desarrollado en el medio artificial, se
procedid a agregar el indculo en muestras contaminadas artificialmente. Por medio de una
pipeta se procedi6 a agregar 20 ml de indculo a muestras de suelo de 200 g contaminadas,
luego se realiz6 un mezclado para homogenizar la dispersion del indculo por toda la
muestra. Las muestras se mantuvieron durante todo el experimento en un ambiente

controlado de incubacion a temperatura constante de 36°C (Figura 8 y 9).
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Figura 9. Muestras inoculadas de suelo contaminadas con FOG6 e inoculadas con P. aeruginosa.
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5. Disefio Experimental

Para el registro de los ERD se registraron 10 veces consecutivas los ERD sin
modificar la posicién de la muestra, luego la muestra se rotara 90° y se registraron
nuevamente un total de 10 espectros, asi prosiguié asi sucesivamente hasta registrar 40
espectros por cada muestra.

Las muestras de suelo y sus dos replicas, asi como, la muestra de arena de cuarzo y
sus dos replicas, una vez qué fueron contaminadas con FO6, en el dia 0 se inocularon con
P. aeruginosa. Para el monitoreo de la biorremediacion, se midié la cantidad de
hidrocarburo (CH) en las seis muestras, usando el ERD vy el indicador de hidrocarburos
UNACH (IHU) por cinco dias consecutivos (los dias 0, 7, 14, 21y 23); después de haber
sido inoculadas con P. aeruginosa. En la Tabla 3 se lista el nimero total de ERD
registrados.

Tabla 3. Numero total de Espectros de Reflectancia Difusa registrados para cada material analizado.

Posicion Registros repetidos del Espectros Ne de N2 de espectros Dias de N2 total
Angular espectros (repeticiones) por muestra muestras por dia monitoreo espectros
09 10
90¢ 10
1809 10
2709 10 40 6 40*6 = 240 5 5*240=1200

6. Determinacion de la cantidad de hidrocarburos usando el indice de
Hidrocarburos UNACH.

El indice de hidrocarburos UNACH (IHU) se fundamenta en la firma espectral del
FOG6 en el ERD (Cedefio, 2017). El algoritmo y ecuaciones desarrollaron en Cedefio
(2017).
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RESULTADOS Y DISCUSION
1. Asilamiento, identificaciéon, bioaumentacion e inoculacion

La disolucion en solucién salina de 1 g de suelo contaminado y posterior cultivo en
cajas petri con agar cetrimida en diluciones de 107 hasta 10° permitio el aislamiento de
bacterias del genero pseudomona. La identificacion de la cepa asilada usando el kit

API20E confirmé que la cepa aislada fue aeruginosa.

En la Figura 10, se puede observar las coloraciones adoptadas por los diferentes
reactivos en el kit de identificacién. Una vez identificados los codigos correspondientes
a cada coloracién, estos se usaron como datos de entrada en un macro que se encuentra

en la pag http://www.biomerieux-usa.com/clinical/api. Los resultados de este macro

confirmaron qué la combinacién de colores obtenida correspondié en un 99.7 % a la P.
aeruginosa (Figura 11).

Figura 10. Kit API-20E, se muestran las reacciones producidas por la actividad bacteriana.
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Figura 11. Resultados de la introduccion del codigo en el sistema web para la prueba AP1-20E.
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Mediante el in6culo de melaza se logré que las unidades formadoras de colonias
aumentara significativamente de 11,13x10° UFC a 1031x10° UFC/ml después de 4 horas
de incubacion a 36 °C. Este resultado confirma que el inoculo de melaza es muy
conveniente para la bio-aumentacion de pseudomona aeruginosa. Una vez obtenido el

inoculo, se dispersaron homogéneamente 20 ml de este en cada una de las muestras

contaminadas.

2. Registro del espectro de reflectancia difusa

Arena de cuarzo

En la Figura 12, se representa el ERD de tres muestras de AC en su estado natural y
completamente secas. Se puede apreciar que la reflectancia aumenta en la medida que la
longitud de onda aumenta, en correspondencia con una disminucion de la absorcion en
esta region del espectro electromagnético. Este resultado es similar al obtenido por

Cedefio (2017) en muestras de arena de cuarzo completamente secas.

] Espectro de reflectancia difusa
0.7 4

Arena de cuarzo
ACI
064 —— AC2
{—— AC3
0.5

0.4

0.3 1

Reflectancia, %

0.2 4

0.1

0.0

L S A L L B B A L LA L
500 1000 1500 2000 2500

Longitud de onda, nm

Figura 12. Espectros de reflectancia difusa de muestras de arena de cuarzo en su estado natural.

Arena de cuarzo + fueloil 6 (6%)

En la Figura 13, se representa el ERD de la AC + FO6 (6%). En esta Figura, se puede
observar que la reflectancia se mantiene muy baja en un rango de longitudes de onda de
350 nm a 1000 nm, debido a que el FO6 es un gran absorbedor de radiacion
electromagnética en la region del visible del espectro electromagnético. Posteriormente,

la reflectancia aumenta progresivamente en la medida que la longitud de onda aumenta.
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Sin embargo, existen dos minimos parciales en el ERD que se manifiestan a 1700 nmy
2300 nm. Estos minimos corresponden con tonos y sobre tonos de absorcion del FOG6.
Resultados similares fueron reportados por (Asadzadeh y de Souza Filho, 2017; Cedefio,
2017; Cloutis, 1989; Horig et al., 2001) en la deteccidén de bandas de absorcion de enlaces

C-H.

074 Espectro de reflectancia difusa
Arena de cuarzo + fueloil 6 (6%)
ACI + FO6
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°
o
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0.2 4 _
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O T e e S e e e LA M s s e |
500 1000 1500 2000 2500

Longitud de onda, nm

Figura 13. Espectro de reflectancia difusa de muestras de arena de cuarzo + Fueloil 6 al 6 % p/p.

Arena de cuarzo + fueloil 6 (6%) + melaza

En la Figura 14, se representan los ERD de tres muestras de AC+FO6(6%)+Melaza.
En esta Figura, se aprecia que existe muy baja reflectividad en la region del visible debido
a la naturaleza opaca del FO6. También, se aprecia que existen dos minimos parciales a
1700 nmy 2300 nm caracteristicos del FO6. En términos globales, se puede apreciar una

reduccion en la reflectividad cuando se agrega la melaza.
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Figura 14. Espectro de reflectancia difusa para muestras de AC + FOG6 al 6% + Melaza.

Arena de cuarzo + fueloil 6 (6%) + melaza + p. aeruginosa.

En la Figura 15, se representa el ERD registrado en tres muestras de
AC+FO6(6%)+Melaza+ P. aeruginosa. En el ERD se aprecia que existe muy
reflectividad en la region del visible debido a la naturaleza opaca del FO6. También, se
aprecia que existen dos minimos parciales a 1700 nmy 2300 nm caracteristicos del FO6.
Sin embargo, se observan dos minimos prominentes a 1400 nm y 1900 nm que

corresponden con picos de absorcion del agua y grupos OH".

0.7+ Espectro de reflectancia difusa
Arena de cuarzo + fueloil 6 (6%) +melaza + p. aeruginosa
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Figura 15. Registro del espectro de reflectancia difusa para muestras de AC + FO6 al 6% + Melaza + p.
aeruginosa el dia 0.
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Suelo natural

En la Figura 16, se muestra el ERD de muestras de SN. En esta Figura, se aprecia que
la reflectancia aumenta en la medida que la longitud de onda incrementa, alcanza un
maximo alrededor de los 1800 nm y comienza a disminuir en la region de valores de
longitud de onda mayores a 1800 nm. Se observan dos minimos prominentes a 1400 nm
y 1900 nm que corresponden con picos de absorcion del agua y grupos OH". Resultados
similares fueron reportados por Cedefio (2017) en muestras del mismo tipo de suelo.

0.30 L
Espectro de reflectancia difusa

Suelo natural
SNI
—— SN2
—— SN3

0.25 4

0.20 +

0.15+

Reflecctancia, %

0.10 +

—T T T T T T T T T T 1
500 1000 1500 2000 2500

Longitud de onda, nm

Figura 16. Espectro de reflectancia difusa para muestras de suelo natural.

Suelo natural + fueloil 6 (6%)
En la Figura 17, se observar una disminucion global en la reflectancia cuando se

compara con el ERD en la Figura 16 (sin FO6). Sin embargo, es notable que la regién en
el ERD que va de 2200 nm a 2300 nm se desarrolla de una manera diferentes a como se
desarrolla en la Figura 16. Se observan dos minimos parciales a 1700 nm y 2300 nm en

correspondencia a la firma espectral del FO6 (Cedefio 2107).
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Figura 17. Registro del espectro de reflectancia difusa para muestras de SN + FOG6 (6%).

Suelo natural + fueloil 6 (6%) + melaza

En la Figura 18 se muestra el ERD de las muestras de SN+FO6+ML. En esta figura,
se aprecia una disminucion global de los valores de reflectancia, los minimos parciales
debidos al agua y todas las caracteristicas que exhiben los ERD en la Figura 17. No son
apreciables caracteristicas que se puedan atribuir a una posible firma espectral de los

constituyentes de la melaza.
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Figura 18. Espectro de reflectancia difusa para muestras de SN + FO6 (6% ) + Melaza.
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Suelo natural + fueloil 6 (6%) + melaza + p. aeruginosa

El ERD de las muestras de SN + FO6 + ML + p. aeruginosa se muestra de la Figura
19. De manera similar, como ocurri6 en las muestras de arena de cuarzo (Figura 15), los
valores de reflectancia no se ven afectados ante la presencia de p. aeruginosa, y la

variacién mas significativa se ve producida por la humedad agregada con la inoculacion.
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Figura 19. Espectro de reflectancia difusa de muestras de SN + FO6 al 6% + Melaza + P. aeruginosa el
dia 0.

3. Monitoreo de la biorremediacion

Arena de Cuarzo.

Siguiendo el procedimiento delineado en la metodologia, se calculd el IHU y CH, con
el proposito de monitorear la birremediacion de las muestras de AC contaminadas con
FOG6, una vez inoculadas con p. aeruginosa. En la Tabla 4 se muestran los valores del
IHU para cada replica, asi como su valor promedio una vez transcurrido 0, 7. 14, 21y 23
dias de la inoculacion (Tabla 4). Se puede apreciar que los valores del IHU disminuyen
en la medida que aumenta los dias transcurridos después de la inoculacion, en
correspondencia con la biodegradacion del FO6. Los valores calculados de la CH se listan
en la Tabla 5, donde se evidencia que el CH en las muestras se ha reducido en promedio
en un 13,6 % en 23 dias. Este valor bajo de remocion se puede deber, entre otros factores,
a la naturaleza inerte del de la AC y a un valor desfavorable del pH. Pues, el proceso de
biodegradacion es controlado por la temperatura, pH y disponibilidad de nutrientes como
Ny P, entre otros (DARSA 2014)
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Tabla 4. Calculo del IHU en muestras de arena de cuarzo contaminadas con FOB.

Réplicas Dia 0 Dia7 Dia 14 Dia 21 Dia 23

1 48,030 47,847 45,075 43,111 42,491

2 48,066 47,327 44,261 43,651 43,322

3 49,297 49,496 46,634 45,074 44,485

Valor medio |HU 48,464 48,224 45,324 43,946 43,433

Tabla 5. Valores de CH calculado en muestras de arena de cuarzo contaminadas con Fueloil 6.

Réplicas Dia0 Dia7 Dia 14 Dia 21 Dia 23
1 5,2490 5,2220 4,8187 4,5406 4,4542
2 5,2543 5,1454 4,7027 4,6165 4,5702
3 5,4379 5,4679 5,0439 4,8186 4,7345
Promedio CH *  5,3137 5,2784 4,8551 4,6586 4,5863
(0,1076) (0,1685) (0,1735) (0,1437) (0,1408)
a a b b b

*Entre parentesis se expresa la desviacion estandar. Letras iguales se interpretan como que no existen diferencias
significativas.

En la Figura 20, se muestra el ERD de la AC contaminada con FOG6 e inoculada con
p. aeruginosa, registrados a 0, 7, 14, 21 y 23 dias después de la inoculacion. Se puede
apreciar como la reflectancia global aumenta en la medida que la biodegradacion
progresa. Los minimos de reflectancia a 1400 nm y 1900 nm correspondeintes a tonos de
absorcion del agua y grupos OH- desaparecen son el tiempo. Estos resultados sugieren
que el medio en que se encuentran las p. aeruginosa en las muestras de AC+FO6+Mz+
p. aeruginosa no estan favoreciendo la biodegradacion del FO6. Entre los factores que el
valor del pH del medio (DARSA 2014).
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Figura 20. Registro de los espectros de reflectancia difusa en muestras de arena de cuarzo en estado
natural (AC), contamiandas con FO6 e inoculadas con p. aeruginosa una vez trascurrido 0, 4, 7, 11, 14,
18 y 23 dias de su inoculacién.
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Suelo natural

En la Tabla 6, se muestran los valores del IHU para cada muestra, asi como su valor
promedio una vez transcurrido 0, 7. 14, 21y 23 dias de la inoculacion. Se puede apreciar
que los valores del IHU disminuyen en la medida que aumenta los dias transcurridos
después de la inoculacion. Lo que sugiere que las pseudomonas estan biodegradando el
FO6. Los valores calculados de la CH se listan en la Tabla 7. En esta Tabla se aprecia
que la cantidad de hidrocarburo en las muestras de suelo contaminadas con FO6
disminuyo 45.8 % en los 23 dias de ensayo. DAS (2011) report6 que la p. aeruginosa en
su ciclo catabdlico produce Rhamnolips, un enzima considerada biosurfactante que le

permite tomar el carbono del hidrocarburo.

Tabla 6. Calculo del IHU para las muestras de suelo contaminadas con FOG6.

Réplicas Dia 0 Dia7 Dia 14 Dia 21 Dia 23
1 13,282 10,863 9,722 9,308 8,495
2 12,832 9,494 9,608 9,165 8,533
3 13,548 11,190 9,511 9,126 8,401

Valor medio IHU 13,221 10,516 9,614 9,200 8,476

Tabla 7. Valores del CH calculado para las muestras de suelo contaminadas con FO6

Réplicas Dia 0 Dia7 Dia 14 Dia 21 Dia 23
1 5,099 3,885 3,333 3,136 2,754
2 4,868 3,224 3,278 3,068 2,772
3 5,236 4,045 3,232 3,050 2,710
Valor medio CH 5,068 3,718 3,281 3,085 2,745
(0,1860) (0,4352) (0,0506) (0,0454) (0,0319)
a b bc c c

*Entre parentesis se expresa la desviacion estandar. Letras iguales se interpretan como que no existen diferencias
significativas.

En la Figura 21, se muestra el ERD del SN contaminado con FO6 e inoculada con p.
aeruginosa, registrado a 0, 7, 14, 21 y 23 dias después de la inoculacion. Se aprecia en la
Figura 26 que la reflectancia aumenta en la medida que trascurren mas dia después de la
inoculacion. La biorremediacion hace que el ERD se méas similar al suelo natural sin

contaminar.
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Figura 21. . Registro de los espectros de reflectancia difusa en muestras de suelo natural (SN),
contamiandas con FO6 e inoculadas con p. aeruginosa una vez trascurrido 0, 4, 7, 11, 14, 18 y 23 dias de
su inoculacion.

4. Firma espectral de la Melaza

En la Figura 22, Se muestra el ERd de la melza que resulté de la subtraccion del
espectro AC del espectro de AC+MZ. Aunque, en el ERD de la melaza no se aprecian
caracteristicas que puedan ser atribuidas a la interaccion de la radiacion con las moléculas
de los componentes de la melaza, en el espectro que resulto de la primera derivada del
ERd de la melaza, se aprecian minimos a 1140 nmy 1750 nm que se atribuyen a la melaza
(Figura 22).

La melaza es aproximadamente 60 a 63 % p/p en azlcares (principalmente sacarosa),
6 a9 % p/p en peso de glucosa o dextrosa, 5 — 10 % p/p de fructosa y no azucares. La
sacarosa contien un gran niumero de unidades de CH> y sus tonos de “stretching” fueron

reportados por Cloutis (1989) en la region alrededor de 1750 nm.

5. Firma espectral de la p. aeruginosa

En la Figra 23, se muestra el ERD de la p. aeruginosa obtenido de la sustraccién del
espectro de AC+FO6+Mz del espectro AC+FO6+Mz+ p. aeruginosa en dia 0. Con la
ayuda de la primera derivada del ERD de la p. aeruginosa se encontraron caracteristicas
que son atribuidas a la interaccion de la p. aeruginosa con la radiacidn electromagnética

(2690 nm, 2140 nm y 2260 nm). En particular a longitudes de onda mayores a 2300 nm
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el ERD se desarrolla de una manera que es atribuible a la p. aeruginosa. Cloutis (1989)
reportd que en estas regiones se manifiestan tonos y sobre tonos de absorcion de grupos

funcionales CH; y CHs.
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Figura 22. Espectro de reflectancia difusa de la melaza y su primera derivada.
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Figura 23. Espectro de reflectancia difusa de la pseudomona aeruginosa y su primera derivada.
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CONCLUSIONES

La Pseudomona aeruginosa se puede emplear como agente de biorremediacion y usar
en la restauracion de ecosistemas contaminados con fueloil 6.

El proceso de biorremediacion representa una solucion técnica viable para la
disposicion y saneamiento de los suelos contaminados con fueloil 6, ya que la tasa de
recuperacion fue de 45.8 % en un tiempo de 23 dias, siendo necesario para ello una
inversion minima inicial.

Los resultados confirman que el inoculo de melaza es muy conveniente y practico
para la bio-aumentacion de pseudomona aeruginosa.

La metodologia usada para la bioaumentacién mostro tener un gran potencial para la
remediacion de suelos contaminados con fueloil 6. Eliminacion efectiva de contaminantes
se puede obtener usando indculos microbianos aislados del ambiente donde ha ocurrido
la contaminacion por un largo periodo de tiempo. Una bioaumentacion exitosa depende
fuertemente de la habilidad del inoculo de sobrevivir en suelos contaminados.

Le tratamiento de los espectros de reflectancia difusa registrados permitio encontrar
elementos de la firma espectral de la melaza y de la pseudomona aeruginosa. Estos
resultados pueden ser importantes en aplicaciones préacticas que implique el control y
dosificacion de la melaza, asi como la distincion y conteo unidades formadoras de
colonias de pseudomona aeruginosa usando la reflectancia difusa.

La reflectancia difusa es una tecnologia prometedora para el desarrollo de técnicas
portatiles y satelitales orientadas al monitoreo de la biorermediacion de suelos
contaminados con fueloil 6.

RECOMENDACIONES

1. Ampliar los estudios orientados a la identificacion de la firma espectral de los
microorganismos biodegradadores de hidrocarburos del petr6leo para obtener
nuevas tecnologias de monitoreo de procesos de birremediacion.

2. En los procesos de biorremediacion se involucran un gran namero de factores
fisicos, quimicos y ambientales que puede afectar seriamente el proceso de
biodegradacion del hidrocarburo del petréleo, asi, se recomienda la ampliacion de
los estudios que permitan optimizar las condiciones para una biodegradacién mas
eficiente y efectiva de los hidrocarburos.

3. Profundizar en estudios orientados a la identificacion de la relacién entre el tipo
de suelo y el biotratamiento mas conveniente para el logro de la birremediacion.
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ANEXO 1. Tabla de lectura para las pruebas bioquimicas del sistema APl 20e

ANEXOS.

Pruebas Sustratos Reacciones/enzimas Resultados
Negativo Positivo
ONPG Ortonitrofenol-p- B-galactosidasa incoloro Amarillo (1)
galactosido
ADH arginina Arginina dehridrolasa amarillo Rojo/naranja
)
LDC lisina Lisina descarboxilasa Amarillo Naranja
oDC ornitina Ornitina descarboxilasa Amarillo Rojo/naranja
)
CIT Citrato sddico Utilizacion de citrato Verde Azul-
palido/amarillo verde/verde(3)
H.S Tiosulfato sédico Produccion de H,S Incoloro/grisaceo | Depdsito negro
URE Urea Ureasa amarillo Rojo/naranja
TDR/lectura inmediata después de
TDA triptofano Triptofano deaminasa agregar el reactivo TDA (5)
amarillo | Marrén oscuro
IND triptotano Produccion de indol IND/lectura 2 min después de
agregar el reactivo IND (5)
amarillo Anillo rojo
VP Piruvato sodico Produccion de acetoina | VP1 MAS vp2/ lectura 10 min desués
de agregar los reactivos VP1y VP2
(5).
Incoloro Rosado/rojo
GEL Gelatina de Kohn gelatinasa No hay difusion de Difusion de
pigmento negro | pigmento negro
GLU Glucosa Fermentacion/oxidacion(4) | Azul/azul-verdoso Amarillo
MAN Manitol Fermentacion/oxidacion(4) | Azul/azul-verdoso Amarillo
INO Inotisol Fermentacion/oxidacion(4) | Azul/azul-verdoso Amarillo
SOR sorbitol Fermentacion/oxidacion(4) | Azul/azul-verdoso Amarillo
RHA Ramnosa Fermentacion/oxidacion(4) | Azul/azul-verdoso Amarillo
SAC Sacarosa Fermentacion/oxidacion(4) | Azul/azul-verdoso Amarillo
MEL Melibiosa Fermentacion/oxidacion(4) | Azul/azul-verdoso Amarillo
AMY Amigdalina Fermentacion/oxidacion(4) | Azul/azul-verdoso Amarillo
ARA arabinosa Fermentacion/oxidacion(4) | Azul/azul-verdoso Amarillo

(2). Un amarillo muy palido debe considerarse como positivo.
(2) un color naranja después de 24h de incubacion debe considerarse como negativo.

(3) La lectura debe hacerse en la ctipula (aerobiosis).

(4) la fermentacion empieza en la parte inferior de los tubos, la oxidacion en la cpula.
(5) TDA: Cloruro férrico; IND: Reactivo de Kovac’s; VP1: Hidroxido de potasio
40%; VP2:a-naftol.
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ANEXO 2. Reactivos: VP1: Hidréxido de potasio 40%.TDA: Cloruro férrico
10%; IND: Reactivo de Kovac’s.

Fuente: Autor

ANEXO 3. Extraccién de muestras para identificacion mediante sistema API 2e.

Fuente: Autor
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ANEXO 4. Introduccion del aspado de la muestra en solucion salina.

Fuente: Autor

ANEXO 5. Aplicacion del medio de solucién salina con microorganismos en el kit
API 20-e.

Fuente: Autor
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ANEXO 6. Aplicacion de reactivo TDA (Cloruro Férrico 10%) para lectura de

reaccion,

Fuente: Autor

ANEXO 7. Presentacion del kit API 20E.

Fuente: Autor
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ANEXO 8. Preparacion de agar cetrimida para cultivo de bacterias del género

Pseudomona.

Fuente: Autor.

ANEXO 9. Equipo de radiometria para medicion de ERD’s, en muestras de suelo y

arena de cuarzo.

Fuente: Autor

39



ANEXO 10. Cambio de coloracion en el proceso de contaminacidn controlada con

Fo6 en arena de cuarzo.

Fuente: Autor

ANEXOANEXO 11. Cambio de coloracion en el proceso de contaminacion controlada con Fo6 en suelo
natural.

Fuente: Autor
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