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INTRODUCCION

Ecuador es un pais exportador de petroleo. Lasa$ivabtenidas por la venta de petroleo

crudo y sus derivados son la principal fuente deeisos para nuestro pais (17).

En la amazonia ecuatoriana las contaminacionessmasas se producen a causa de la
extraccion y manejo del petréleo. La contaminag@onhidrocarburos y metales pesados
es un problema que afecta gravemente a los suelasmagnitud depende del area
contaminada, las concentraciones y tipo de hidbaces, este es el caso del
campamento Sacha 161 que sufrio un derrame delgmetrausando la contaminacion
que afectd una superficie de 1,25 hectareas lequevale a 12500 m2 y un volumen de

aproximadamente 24000°rde suelo hoy inutilizable.

Entre las posibles técnicas de tratamiento apksaplara la descontaminacion de un
determinado espacio natural, merecen especial idtehas procesos de degradacion

bioldgica, ya que son utiles para muchos tiposdeluos organicos (45).

Son procesos naturales que no suponen un impaciorad sobre los ecosistemas y que
se pueden realizar a un bajo coste. En muchos,gaiseden llevarse a cabo en el sitio
donde se ha producido la contaminacién, con lo cgalelimina la necesidad de

transportar materiales peligrosos. Los tratamiedo$®iodescontaminacién se basan en

la accion de microorganismos o plantas sobre leatag contaminantes (45).

Evidentemente, el proceso biologico para tratarcmmpuestos toxicos, debe competir
con los métodos existentes, en términos de econgméiciencia. Los procesos
biolégicos tienen las ventajas de requerir inveessomoderadas de capital, bajo consumo

de energia, ser ambientalmente seguros y no gamesiduos (45).
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Por su capacidad enzimatica, los hongos constitugperde los grupos microbianos mas
importantes. El génerdPleurotus especificamentePleurotus ostreatus,ha sido
ampliamente estudiado con este propdsito, esta rofaga su eficacia en la
biodegradacion de algunos componentes quimicos gemostrado ser efectivo en la
remocién de hidrocarburos aromaticos policiclidd8R®s) y metales pesados de suelos

contaminados con petroleo.

Se han realizado estudios en paises productorpstd#eo como es el caso de México
donde se ha logrado que esta variedad de hplegwotus ostreatugrezca en suelos

contaminados con hidrocarburos con una eficiencasiderable. También se ha
estudiado esta variedad como biorremediador deosuebntaminados con metales
pesados como es el caso de Puerto Rico, en eleglogr® comprobar para el caso del
plomo y cobre que en una cantidad mayor a 100 mglKgabo de dos semanas
disminuyeron 7,1% y 8,4% respectivamente (35).

Las primeras investigaciones sobre biorremediagidmuestro pais fueron realizadas en los
laboratorios de biologia de la Universidad CatdtieaQuito en la década de los ochenta,
Petroecuador con un 50% de fondos provenientes@eOMNG europea, hizo las primeras
contrataciones de este tipo de servicios a urcadim, constituyéndose éste en factor limitante

para la aplicacion de esta técnica de remediacion.

En la Facultad de Ciencias de la ESPOCH se hdizaéa varias investigaciones
relacionadas al cultivo deleurotus ostreatyscon fines de aprovechamiento de residuos
lignoceluldsicos, y desde hace tres afios se reaimeaestigaciones en el campo de la
biorremediacion microbiana en suelos contaminados bidrocarburos utilizando

bacterias nativas.

Aprovechando las experiencias en las investigasigne se desarrollan en el laboratorio
de biotecnologia de la Facultad de Ciencias y eitr@ede Servicios Técnicos y
Transferencia Tecnologica Ambiental (CESTTA), estestigacion demostro la eficacia
del hongoPleurotus ostreatupara biorremediar suelo contaminado con petroldo de
Pozo Sacha 161.
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La innovacién de la presente investigacion radieéekuso de hongos para remediar
suelos contaminados con petréleo, en el orientategano, por consiguiente, se mejoro

los periodos de remediacion por la caracteristcardcimiento acelerado del hongo.

Debido a su capacidad de desarrollarse sobre mesidgricolas y forestales de bajo
coste, ademas de que sus inéculos puedan ser mloslmeasivamente mediante técnicas
convencionales de uso industrial habitual y poaresbmprobada la eficacia en la
biodegradacion de algunos componentes quimicos @6)que el hongdleurotus
ostreatusfue escogido para la realizacion de este estudimemostrar ademas los
beneficios de la biorremediacién por medio del dsaeste hongo como un método de
limpieza de suelos contaminados con petréleo ycgmstituyen ademas una alternativa

viable y economica.

En la presente investigacion se determinaron tpsesites objetivos:

1. OBJETIVOS GENERALES:

Biorremediar suelos contaminados con hidrocarbdevsados del petréleo de la linea

de flujo del pozo Sacha 161 utilizando el hongtelirotus ostreatus

2. OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1. Determinar quimicamente la concentracion de hidboagas derivados de petrdleo
en el suelo objeto de estudio.

2. Realizar pruebas en laboratorio para la determinade la biorremediacion
utilizando el hongd?leurotus ostreatus.

3. Determinar la eficacia del hongo Pleurotus ostseatomo agente biorremediador de
los suelos contaminados con petrdleo, del derraenéadinea de flujo del pozo
Sacha 161 del oriente ecuatoriano.

4. Determinar la eficiencia de esta técnica como Utexnativa apropiada para la

biorremediacion de suelos contaminados con petrdleo
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CAPITULO |

1. MARCO TEORICO

1.1 LA CONTAMINACION POR HIDROCARBUROS

El suelo es uno de los elementos fundamentaleardbiente, y tampoco esta libre del
problema de la contaminacion que afecta a la vetae las formas mas elementales,
tales como los microorganismos, que intervienenosnciclos basicos de materia y

energia, hasta las especies mas desarrolladas.

Una circunstancia agravante de este problemaieduatria, sobre todo la contaminacion

producida por la industria quimica y petroquimica ge deposita sobre el terreno.

Las fugas y/o derrames de petréleo durante su pecaiiy manejo y utilizacion
ocasionan contaminacion tanto en las zonas prodscttomo en las consumidoras, el

deterioro de la vegetacion, los microorganismassyahimales (3) (49) (6).

Quimicamente, el petroleo es una mezcla complejehideocarburos, es decir, de
compuestos ricos en carbono e hidrogeno, aunquegerotros elementos minoritarios

como azufre, oxigeno y nitrégeno, asi como traeasetales.

Es compleja porque dada la capacidad del carborforder cuatro enlaces con otros

atomos de carbono, se pueden organizar como cadewaso ciclos.

Los alcanos son la familia mas numerosa en el Ipetrérudo y se conocen como
parafinas, pueden ser lineales, ramificados ocoiliy su longitud varia de 1 a 40

carbonos, aunque se ha logrado detectar cader@@sadebonos.

14



Los alquenos son conocidos como olefinas y sorfugrde valiosa de reactantes para la

industria sintética.

Los hidrocarburos pueden ser alifaticos (saturaghesturados y los correspondientes
ciclicos). Los ciclos saturados se conocen como-geicanos, ciclo-parafinas o naftenos y
son un componente minoritario del petréleo crudos lcompuestos aromaticos son
derivados del benceno, un anillo de seis carbonas por tres enlaces sencillos y tres

enlaces dobles alternados.

Los anillos pueden encontrarse fusionados ents elkustituidos con cadenas alifaticas.
Los hidrocarburos policiclicos aromaticos (HAPg)ad nucleo-aromaticos comprenden

del 10 al 25% del petrdleo crudo y son las fracesomas pesadas.

El contenido de azufre y de metales pesados aféstalor del petrdleo crudo y de sus

fracciones, ya que los procesos de remocion sdnsmss(4).

La penetracion del petréleo en el subsuelo estérmdetada por su viscosidad v,
generalmente, es retenido en el horizonte suparfiel suelo en donde se separa en tres
fases: la volatil, que consta de los primeros cuatralcanos, se fotooxida

volatilizandose en la atmosfera.

La fraccion disuelta (compuestos de 5 a 17 caros®slifunde en la solucion del suelo
a través del agua presente; mientras que la féisa,sategrada por los hidrocarburos de
mas de 18 carbonos, se adhiere o adsorbe en la whaltisuelo (36) (24). Estos ultimos

son los que poseen capacidad téxica y carcinogénica

Por su capacidad de adhesion y sorcion de la rmabeganica constituyen el mayor

problema potencial en suelos (42), los microorgaassy el hombre.

La vida media del petréleo en un suelo dependeaslecdracteristicas de este ultimo:

proporcion de materia organica y arcilla, actividagtrobiana, temperatura, oxigeno,
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fotooxidacién, actividad enziméatica y peso molecdlal petréleo. Puede fluctuar desde

unas cuantas semanas hasta mas de diez afnos.

1.2 LA BIORREMEDIACION

Un suelo agricola es considerado contaminado steexinas de 2500 mg/kg de
hidrocarburos totales del petrdleo (25), 0.08 mglkgbenzo (a) pireno y | mg/kg de
hidrocarburos aromaticos policiclicos (48); dichulse puede presentar alteraciones de

sus propiedades fisicas, quimicas y biolégicas (59)

Existen consecuencias ambientales del derramamientsudo; en el caso del suelo, los

hidrocarburos impiden el intercambio gaseoso coattadsfera, iniciando una serie de

procesos fisico-quimicos simultaneos, como evagorggpenetracion, que dependiendo del
tipo de hidrocarburo, temperatura, humedad, textekrguelo y cantidad vertida pueden ser
procesos mas o menos lentos lo que ocasiona unar moaicidad, ademas de tener una
moderada, alta o extrema salinidad, lo que dificgli tratamiento, debido a que altos
gradientes de salinidad pueden destruir la estauttuciaria de las proteinas, desnaturalizar
enzimas y deshidratar células, lo cual es letal parchos microorganismos usados para €l

tratamiento de aguas y suelos contaminados (56).

La biorremediacidon es una alternativa biol6gica guede realizarse in situ, y ex situ e

involucra el uso de microorganismos para elimimataminantes organicos del suelo.

Los microorganismos alteran y destruyen las modécihiidrocarbonadas en diversos
metabolitos, llegando incluso, a derivarlos en wioxde carbono, iones minerales y
agua: compuestos inocuos para el ambiente (16) (51)

Las bacterias y los hongos son dos de los prirespgtiupos frecuentemente involucrados

en la oxidacibn y consecuente mineralizacion de Hidrocarburos arométicos

policiclicos.
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Las practicas de biorremediacién consisten enaldesmicroorganismos como plantas,
hongos, bacterias naturales o modificadas genéticgEmpara neutralizar sustancias
toxicas, transformandolas en sustancias menosa®xic inocuas para el ambiente y la

salud humana (50).

La biorremediacion puede clasificarse de acuerdoorglanismo que efectie la

degradacion del compuesto xenobidotico.

La fitorremediacion, es el uso de plantas parafaocion de contaminantes de suelo y

aguas, es una técnica apropiada para la remocigretides pesados.

Existen especies animales que actian como ageesesrdaminantes, ya que pueden
desarrollarse en medios con fuerte toxicidad y @osen su interior microorganismos
capaces de retener metales pesados; tal es eldeato lombriz de tierrd.umbricus

terrestris que absorbe los contaminantes a través de ldsgeji los acumula en sus vias

digestivas.

Las bacterias son las mas empleadas en el proeebmmlemediaciéon, aunque también se
han empleado otros microorganismos como hongoas atganobacterias y actinomicetes

para la degradacion de compuestos toxicos enlel sue

La biorremediacidon del suelo, puede ser divididaestnategias in situ y ex situ. In situ
corresponde a la biorremediacion referente a tiatédos que no requieren excavacion
del suelo contaminado; ex situ es un método dordexsava el suelo o el material a
tratar y se lo maneja en un sistema controlado con@ocelda de landfarming o algun

tipo de biorreactor.

Las técnicas de biorremediacion in situ presentenmiayor ventaja sobre las ex situ por

el menor costo y la disminucion de la generaciéredeluos a eliminar en la superficie.
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La biorremediacion in situ es mas aplicada yagilinicroorganismos autdéctonos que en
el suelo pueden degradar un gran numero de corestiees del lodo, pero su eficacia y su

poblacion son afectadas en funcién de la conceatrae los contaminantes (11).

La reintroduccion de microorganismos aislados dsitim contaminado ayuda a resolver
este problema ya que los microorganismos puederadi@glos constituyentes y tienen

una gran tolerancia a la toxicidad.

La biorremediacion es una tecnologia de controtatgaminacion que utiliza sistemas
biolégicos para catalizar la degradacion o tramsémion de compuestos toxicos a

formas menos dafinas.

Uno de los objetivos del uso de la biorremediac#s aumentar y mejorar la
biodegradacion por los organismos nativos (micrajlolo que se conoce como
biorremediacion intrinseca, o por medio de la adiade organismos (bioaumentacion)

para complementar el proceso.

A diferencia de otras tecnologias convencionaleemcc la incineracién, la
biorremediacion se puede llevar a cabo en el lugamo y aunque el niumero de
compuestos toxicos que esta tecnologia puede maeejimitado, es costo-efectiva

cuando se aplica.

1.2.1 METODOS DE BIORREMEDIACION

Los métodos mas empleados en biorremediacién son:

1. BIOFILTRACION.- El aire contaminado pasa a biorreactores dondéora

microbiana degrada los contaminantes volatiles@udid de carbono, agua y biomasa.

2. BIOVENTING.- Proceso de biorremediacién in situ que consiste la&en
ventilacion forzada del suelo mediante la inyeccdim Q en la zona no saturada

mediante pozos de inyeccion; la aireacion favofaadegradacion de los hidrocarburos
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por volatilizacion y migracion de la fase mas wJblatel contaminante, y por
biodegradacion, ya que al incrementar la oxigemade&l suelo se estimula la actividad

microbiana.

3. BIOSPARGING.- Método in situ que combina el efecto de la vanidn con la
utilizacion de  microorganismos autoctonos pararatsy compuestos organicos
absorbidos por el suelo en la zona saturada. [ereésire y los nutrientes se inyectan en

la zona saturada para mejorar la actividad de losoorganismos presentes.

4. BIOPILAS.- Método de biorremediacion ex situ en condicionesaturadas, se

fundamenta en la reduccion de la concentraciorodeaminantes derivados del petréleo
de suelos excavados mediante el uso de la biodegéad La técnica consiste en la
formacion de pilas de material biodegradable deedsiones variables formadas por
suelos contaminados y materia organica, compoststnse aplica una aireacion activa

volteando la pila, o pasiva por tubos de aireacion.

5. ATENUACION NATURAL.- Técnica de biorremediacion in situ de bajo costo,
su caracteristica principal es la utilizacion decpsos fisico-quimicos de interaccion
contaminante-suelo donde los procesos ocurren meafmatural, se conocen también

como procesos de biotransformacion natural (11).

1.3 APLICACIONES DE HONGOS EN TRATAMIENTOS DE
BIODESCONTAMINACION

Aunque buena parte de los estudios de descontagmnbipldgica se han centrado en
bacterias por la facilidad que ofrecen para estuglia vias metabdlicas y llevar a cabo
construcciones genéticas que permitan degradar ciispmente determinados

contaminantes, la capacidad de los hongos paraforamar una gran variedad de
compuestos organicos hasta £P H,O ofrece un potencial indiscutible para su

utilizacion en procesos de tratamiento de contacionas.
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Ese potencial radica fundamentalmente en las earsiitas de su sistema enzimatico y
en su vigoroso crecimiento que les permite, a sraél desarrollo de su micelio,
colonizar diferentes tipos de sustratos y accedes aompuestos que constituyen las

contaminaciones mas frecuentes de los suelos.

El elevado valor de la relacion superficie/voluneetular de los hongos filamentosos los
convierte en eficaces degradadores en determinadosos como los suelos

contaminados.

Por otra parte, los hongos tienen una capacidad motgble para acumular metales
pesados como cadmio, cobre, mercurio, plomo y 2mcue esta demostrado por los

aislamientos realizados en minas de cobre, zidoraq@

Los hongos tienen muchas ventajas que facilitan usu en  biorremediacion, por
ejemplo: los hongos estan presentes en sedimeot@ia@s y en habitats terrestres,
ademas poseen ventajas sobre las bacterias pected de que sus hifas pueden penetrar

el suelo contaminado y producir enzimas extracedalgue degradan los contaminantes.

Se ha demostrado que los hongos blancos de puidaiaiienen la capacidad de atacar

un amplio espectro de hidrocarburos poliaromatiess).

Los HAPs son compuestos organicos hidrofébicos attim grado de mutagenicidad y
toxicidad que han sido liberados en el medio antbiangran escala; algunos ejemplos

son fenantreno, fluoreno y antraceno.

Los hongos son ademas, muy buenos en la acumuldeidmetales pesados como

cadmio, cobre, mercurio, plomo y zinc (65).

1.4 HONGOS LIGNINOLITICOS Y COMPUESTOS XENOBIO TICOS

Los hongos ligninoliticos han desarrollado un sisteenzimatico Unico y no especifico

que funciona en el ambiente extracelular. El meraai del sistema degradador de
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lignina est4 basado en la produccién de radic#édess|

Este mecanismo permite que estas enzimas seaiticataénte activas sobre una gran
diversidad de sustratos organicos. La enorme ddastsestructural de los contaminantes

gue son degradados por estos hongos, les confiarsaupotencial en biorremediacion.

Estos hongos han sido efectivos en la degrada@damd diversidad de contaminantes

ambientales peligrosos (Tabla 1) (20).

TABLA No. 1. COMPUESTOS XENOBIOTICOS DEGRADADOS POR CU LTIVOS DE HONGOS DE
LA PODREDUMBRE BLANCA.

Compuesto xenobidtico Especié‘ Referencia
Fenoles clorinados
Pentaclorofenol Pc, Ps, Po, Th, Cs Mileski y cols., [23]
Triclorofenol Pc Field y cols., [10]
Diclorofenol Pc Field y cols., [10]
Cloroguayacoles Pc Field y cols., [10]
Bifenilos policlorinados
Aroclor 1254 Pc, Tv, Pb, Fg Eaton, [24]
Tetracloro bifenilo Pc Bumpus y col., [25]
Colorantes
Colorantes azo Pc, Po, Tv Cripps y cols., [33];
Spadaro y cols., [34]
Colorantes poliméricos Pc Glenn y Gold, [35]
Cristal violeta Pc Bumpus y Brock, [36]
Violeta acido 7 Tv Zhangy Yu, [37]

FUENTE: MENSAJE BIOQUIMICO, VOL. XXX (2006)
Pc, Phanerochaete chrysosporium; Ps, Phanerochaete sordia; Po, Pleurotus ostreatus; Th,

Trametes hirsuta; Cs, Ceriporiopsis subvermispora; Tv, Trametes versicolor; Pb,
Phlebia brevispora; Fg, Funalia gallica; Ba, Bjerkandera adusta; Cl, Chrysosporium lignosum.
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1.5 LACASA

Las fenol oxidasas son enzimas que catalizan ldaodn de un amplio espectro de
compuestos fendlicos y aminas aromaticas utilizaidxigeno molecular como aceptor

de electrones, reduciéndolo a agua (63).

La lacasa es una fenol oxidasa que debe su nomdue &ue descubierta, hace mas de
un siglo, en el arbol japonés de la laBus vernicifera(70). Esta enzima contiene
atomos de cobre y se encuentra ampliamente distaben las plantas superiores,
diversas clases de hongos y algunas bacterias (B@llas las lacasas son
glicoproteinas extracelulares (55) con pesos mtaezs entre 60 y 80 kDa, y del 15

al 20% de su peso molecular esta dado por carlzabgl(63).

La lacasa fungica (bencendiol:oxigeno oxidorredi&ta es una fenol oxidasa
extracelular producida por el micelio de basidiatos, ascomicetos y deuteromicetos
(13). Los mejores productores de esta enzimal@® hongos ligninoliticos (39)
(40).

Bioguimicamente, la lacasa es una enzima que oxida variedad de compuestos
aromaticos. Cataliza la remocion de un electrom pnoton de hidroxilos fendlicos o de
grupos amino aromaticos, para formar radicalesedibfenoxilo y radicales amino,
respectivamente. Este grupo de enzimas, posee citatnos de cobre en su estado de

oxidacion que les confiere una coloracion azul.

Esta enzima oxida no solamente acidos fendlicostpxifendlicos, sino que también los
descarboxila (2) y ataca sus grupos metoxilo méeglida desmetilacion (40) o
desmetoxilacion. Todas estas reacciones puedeasssgar un paso importante en la

transformacion inicial de la lignina (52).

La lacasa también reacciona con polifenoles y atmmpuestos aromaticos derivados
de la lignina, los cuales, pueden ser polimerizaddgspolimerizados, o incluso actuar

como mediadores redox de bajo peso molecular (14).
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La utilizacion de sistemas mediador-lacasa es liemativa promisoria para procesos
biotecnoldgicos con aplicaciones ambientales. Egitos, los de blanqueo de la pulpa de
papel (14), la decoloracion de colorantes texti(&3) (60) y la oxidacion de

hidrocarburos polinucleoaromaticos (67).

1.6 OXIDACIC')N’ BIOCATALITICA DE HIDROCARBUROS
POLIAROMATICOS

Los hidrocarburos poliarométicos (HPAs) sormponentes del petroleo crudo, la
creosota y el carbon. Compuestos ampliamente laliglios en el ambiente. La mayoria
de la contaminacion por HPAs esta originada pousal extensivo de combustibles
fésiles como fuente de energia. Su alta persisteeii el ambiente se debe a su alta

hidrofobicidad, lo que hace muy lenta su bioddgcgdn microbiana.

Su remocién del ambiente es prioritaria debal que muchos de los HPAs tienen

propiedades tdxicas, mutagénicas y carcinogénicgs (

Compuestos como el pireno, benzo(a)pireno, acemgftéenantreno, antraceno y
fluorantreno pueden ser oxidados por enzimas carachsa . La habilidad de estas

enzimas para oxidar los HPAs depende de la nahardle cada compuesto.

El Pl es una medida (electron-Volts) de la energg@erida para sustraer un electrén del
orbital molecular mas alto de un compuesto. Laaexidn de un electron del sistema

de los compuestos aromaticos genera un radicalndedi La capacidad de los HPAs
para formar radicales catidnicos se relaciona apiPls que a su vez, depende de la

distribucion de carga de los electromedel compuesto.

1.7 IMPORTANCIA DE LOS HONGOS EN LA NATURALEZA

Debido a que los hongos viven de la descomposid&ia materia organica en sus

diversas formas, incluyendo la basura, hojarasadrgs sustratos, estos organismos
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constituyen la clave para la reincorporacion de rfegeriales organicos en el suelo,

favoreciendo asi la formacion o el enriquecimiadgdales suelos.

Existen especies de hongos que son parasitaseareimales y otras en vegetales. Las
primeras constituyen por su importancia toda upa@alidad en la medicina, ya que son
muchas las especies de hongos que atacan al hdalbsegomo las llamadas “tifas” o el

“pie de atleta”.

Sin embargo, ninguno de los hongos macroscopicesiderados como comestibles, son

capaces de producir ninguna enfermedad en el hombre

Los basidiomicetos que causan la podredumbre bldada madera (que corresponde
aproximadamente al 96% de las Poliporaceas), somdpecies con las caracteristicas
mas adecuadas para ser utilizadas en diferentesgu® biotecnoldgicos, incluidos los de

biodescontaminacion.

En este sentido, la investigacion de la ecologimiglogia de dichos hongos juega un
papel relevante en el desarrollo de biotecnologia&rgentes como la obtencién y
blanqueo enzimatico de pulpas, decoloracién deeefes industriales (papeleros,
cerveceros, azucareros), degradacion de contateghanganicos y biotratamiento de

colorantes industriales.

Los hongos de podredumbre blanca poseen la capgat#ddegradar mayoritariamente la
lignina, un polimero polifendlico heterogéneo que wo de los tres componentes

principales de los sustratos lignocelulésicos.

Pleurotus ostreatuses un hongo comestible, al respecto se han rdalimauchas
investigaciones relacionadas con su valor nutradignsu importancia economica en la

industria alimentaria.

Su cultivo ha adquirido relevancia en esta indasthiededor del mundo en los pasados
afos y continla en expansidh, ostreatuses el tercer hongo cultivado mas importante

para propadsitos alimentarios.
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Nutricionalmente es rico en proteinas, fibra, Himkade carbono, vitaminas y minerales,

ademas de tener un sabor y olor unicos (18).

En el area de la medicina se ha encontrado quetretrgPleurotus lleva a cabo
actividades antibacteriales, antivirales, antituates, hematoldgicas e

hipocolesterolémica (18).

1.8 DESCRIPCION BOTANICA DEL HONGO

Es fundamental que el hongo que se va a cultivadesdifique correctamente desde el
punto de vista taxondmico, ya que de ello depemdeasatécnicas que se utilizaran en el

cultivo.

Nombre cientifico: Pleurotus ostreatusar. Florida

Nombres comunessetas, hongo ostra, orejas blancas, orejas degrajas de patacas,

orejas de cazahuate, orejas de izote.

Sistematica: la identificacion de las distintas especies degbenes necesaria para

decidir si son 0 no apropiados para el consuma (54)

REINO: Fungi

SUBREINO: Fungi Superior
CLASE: Basidiomycetos
SUBCLASE: Eubasidiomycetos
ORDEN: Agaricales

FAMILIA: Pleurotuceae
GENERO:Pleurotus
ESPECIEOstreatus
VARIEDAD: Florida
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FOTOGRAFIA No. 1: Pleurotus ostreatus

FOTOGRAFIA No. 2: PRODUCCION DE Pleurotus ostreatus EN CONDICIONES CONTROLADAS

26



1.9 CARACTERISTICAS DEL Pleurotussp

La produccion de este hongo es el resultado déiliaagion de los residuales de facil
biodegradacion, la cual en un ambiente particuéaquiere de la presencia de los
microorganismos apropiados, que en muchas ocasipoesen consistir en una

comunidad microbiana compleja.

Para que esto suceda el ambiente debe ser aptw pard el crecimiento de los
microorganismos como para la produccién de reaesiguiimicas de transformacion en

velocidades significativas.

Hay que tener en cuenta factores que son muy iamed en los que se citan:
caracteristicas del sustrato, concentracion deentgs, temperatura, pH, humedad, entre
otros.

Las ventajas de cultivétleurotus con respecto a otros hongos son las siguientes:

- Son agentes bioldgicos capaces de convertir mabegi@nica no comestible y de
bajo valor econdmico en un producto con un impoetaalor agregado,

- No se requiere de sustratos preformados. Se puediinar en sustratos sin
fermentar previamente.

- Fructifica bien en residuos con bajo contenido itlégeno produciendo frutos con
alto contenido de ese elemento.

- Se caracteriza por un rapido crecimiento micelis facilita una colonizacion activa
de los residuos lignoceluldsicos y otro tipo dedess contaminados.

- Los requerimientos de temperatura y humedad nestnachos e inflexibles.

- Pueden tolerar altas concentraciones dedda atmdsfera ambiental.

- La cosecha de cuerpos fructiferos es sencilla.

- El sustrato remanente después de finalizado eb cichstituye un residuo con un
alto grado de descontaminacion.
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1.10 GENERALIDADES SOBRE SU CULTIVO

El cultivo de esta seta es posible realizarlo dferehtes técnicas, pero en todas ellas lo
fundamental consiste en sembrar el micelio sobresustrato humedo (casi siempre
pasteurizado), incubarlo a 20-25° C, mientras peetr cubierto con plastico y, por
altimo, mantenerlo descubierto en sitios muy hursedérescos, generalmente a, menos

de 15° C, hasta que salgan las setas.

1.10.1 SIEMBRA E INCUBACION

La siembra consiste en mezclar el micelio con strato ya preparado, de un modo
uniforme. La cantidad de micelio comercial variarerl y 4 % del peso humedo. A
mayor cantidad el desarrollo del hongo sera madadpabundante pero la temperatura
también sera mayor, lo que perjudicara al desardal micelio.

El micelio se prepara en laboratorio, germinandoelsporas en placas con agar-maltosa
u otros medios de cultivo. Después se hace crebee granos de cereales esterilizados,
y una vez colonizados se realiza la incubacion rrambiente cerrado para evitar la

contaminacion o la deshidratacion y para mantenathumedad del 85 %.

La duracién de esta etapa puede variar, pero esragess de cuatro semanas, tiempo que
tarda el micelio en cubrir toda la caja (el sustrs¢ torna completamente blanco) y en
empezar a aparecer unos puntos pequeiiitos y emamhritamados primordios (las

primeras manifestaciones de los cuerpos fructifdeolas setas) ya que indican que es el

momento de llevarlas a fructificacion (54).

1.10.2 FRUCTIFICACION

Una vez que el sustrato es invadido por el micdkb hongo hay que cambiar las
condiciones del cultivo, proporcionando un ambigor@picio y adecuado para lograr

una excelente produccion.
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Se aumenta la humedad relativa, para lo cual segi¢as ventanas a fin de evitar la
deshidratacion y mantener la humedad por encim@@eb, igualmente, se proporcionan
condiciones de semipenumbra para inducir la foidmacde los cuerpos fructiferos

(setas).

Durante el periodo de fructificaciones se pretendatener temperaturas maximas de 20
°C a 22 °C, humedad del 90 % al 100 % y semipera(siy).

1.11 CONDICIONES AMBIENTALES PARA EL CRECIMIENTO DE HONGOS

Las condiciones ambientales Optimas para el creaitmide hongos se las miden a traves
de factores fisicos o0 quimicos, como temperatwmeddad, pH, etc.; sin embargo hay
otro tipo de condiciones ambientales extremada&s tebmo una escasez de nutrientes

esenciales.

1.11.1 TEMPERATURA

La mayoria de los hongos son mesofilos; crecenngdeaturas moderadas en un
intervalo de 10 a 40°C. Para fines practicos, |lgama de los hongos crecen bien a
temperatura ambiente. Mientras que las temperatier@® a 37°C, que por lo comdn son

idéneas para las bacterias, son inadecuadas parombiongos.

Pocos hongos son termofilos y crecen en el interglal20 a 50°C, con una temperatura

optima de (o cerca de) 40°C y un limite maximo @ 62°C (54).
1.11.2 CONCENTRACION DE IONES HIDROGENO
Las respuestas de los hongos al pH son en grandanqubr otros factores no

relacionados, sin embargo, en el laboratorio mutloogjos crecen en un intervalo de pH
de 4,5 a 8,0., y muestran un amplio intervalo deptimo de 5,5 a 7,5.
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Una buena parte de la informacion acerca del pMigme de estudios sobre las enzimas

de los hongos que por lo general tienen un pH apéntre 5,0 y 5,5.

Muchos otros factores son afectados por el pHuyerido la permeabilidad de la
membrana y el grado de disociacion de las moléaraisnes. Por lo tanto, es posible
que un hongo sea incapaz de absorber nutrientesiges a un cierto valor de pH, o
bien encuentre niveles toxicos de compuestos, diggeao del grado de toxicidad en la

forma disociadas o en la no disociada.

Ademas, los hongos a menudo alteran el pH del merd& que crecen y los hacen por:

- Absorcion selectiva e intercambio de iones,
- Produccién de C&b NHg,
- Produccién de acidos organicos

En cuanto al crecimiento a niveles extremos de Iphy, varios hongos acidofilos o
tolerantes al acido, pero so6lo hay unos cuantosagaso los hay) verdaderamente
basofilos (54).

1.11.3 AIREACION

La mayoria de los hongos son aerobios estrictgsjesen de oxigeno cuando menos en

pequefias cantidades para su crecimiento.

1.11.4 HUMEDAD

Existen varias formas de definir la disponibiliddd agua para un organismo. Los
micblogos a menudo se han referido a humedadvel@iR) en equilibrio, en cuyo caso
el 70% de HR es, para fines practicos, el limiteeriar para el crecimiento de los
hongos, aunque algunos crecen con mucha lentituné &R menor de 65%. Los hongos
muestran un comportamiento muy variado con resgetaadisponibilidad de agua, pero

en general son mas tolerantes a la escasez deagwaros organismos (54).
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1.11.5 LUZ

La parte visible del espectro (longitudes de onteee380 y 72%m) tiene poco efecto,
hasta donde se sabe, en el crecimiento vegetaiviesdhongos, aunque puede tener

efectos importantes en la esporulacion.

La radiacion ultravioleta en la region de 200 — 308 tiene efectos mucho mas
pronunciados en el crecimiento vegetativo. Estéaacamh produce mutaciones y dafo

letal al resultar afectado el DNA.

A diferencia del crecimiento vegetativo, el desidorale las estructuras reproductoras

sexuales y asexuales es a menudo afectado par (a4u

TABLA No. 2: RANGO OPTIMO DE LOS PRINCIPALES FACTORES QUE A FECTAN EL CRECIMIENTO
DE LAS ESPECIES DEL GENERO Pleurotus

PARAMETRO RANGO
Temperatura 20 -26
Humedad relativa 85 - 90%
Humedad del sustrato 50 - 60%
Luz Suficiente para leer, al menos durante una tiairéa
Renovacion del aire 6 veces el volumen de la salh@ra

1.12 MARCO LEGAL

Con el fin de regular las actividades hidrocartauei$ en el Ecuador, susceptibles de
producir impactos ambientales en el area de infliaedirecta, el Gobierno expide segun
decreto ejecutivo N° 2982, publicado en el regisficial N° 766 del 24 de agosto de

1995 el “Reglamento Ambiental para las Operacidtiesocarburiferas en el Ecuador”,
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dicho reglamento fue reformado segun registro alfigb5 el 13 de febrero del 2001,
tomando el nombre de “Reglamento Sustitutivo al l&agnto Ambiental para las
Operaciones Hidrocarburiferas en el Ecuador” (ledi® 1215) (RAOHE), actualmente
vigente, en el que se incluyen normas técnicas emtdles, parametros y limites
permisibles, formatos, métodos y definiciones detérminos utilizados en la industria
hidrocarburifera (25).

Los limites permisibles aplicables a suelos contadws con hidrocarburos se
encuentran en la Tabla 6 del RAOH, Decreto 121%5aderdo al uso posterior a darse al
suelo remediado, enlistados en la siguiente téb.

TABLA No. 3: TABLA 6: LIMITES PERMISIBLES PARA LA IDENTIFICACION Y REMEDIACION DE
SUELOS CONTAMINADOS EN TODAS LAS FASES DE LA INDUSTRIA
HIDROCARBURIFERA, INCLUIDAS LAS ESTACIONES DE SERVICIOS.

) EXPRESADO USsoO uso ECOSISTEMAS
PARAMETRO UNIDAD )

EN AGRICOLA | INDUSTRIAL SENSIBLES
Hidrocarburos
totales deg TPH mg/Kg <2500 <4000 <1000
Petroleo
Hidrocarburos
Aromaticos HAPs mg/Kg <2 <5 <1
Policiclicos
Cadmio Cd mg/Kg <2 <10 <1
Niquel Ni mg/Kg <50 <100 <40
Plomo Pb mg/Kg <100 <500 <80

Fuente: Tabla 6 - RAOHE, Decreto Ejecutivo N° 1215, R#gisOficial 265 del 13- 02- 2001.
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CAPITULO Il

2. MATERIALES Y METODOS

2.1 LUGAR DE LA INVESTIGACION

La presente investigacion se desarrollé en losréboos de Biotecnologia de la

Facultad de Ciencias y en el laboratorio de la Fadule Agronomia pertenecientes a la
Escuela Superior Politécnica de Chimborazo deudad de Riobamba ubicada a 2756
m.s.n.m. con una temperatura promedio de 13 °C°C1humedad relativa promedio de

30 — 40% y una presion atmosférica de 540 mm Hg.

Los andlisis fisico-quimicos del suelo se realina los laboratorios del CESTTA de la
ESPOCH.

Las muestras de suelo fueron tomadas de la lintajdelel pozo Sacha 161:
2.1.1 UBICACION GEOGRAFICA

Ubicacion de la zona:El Canton Joya de los Sachas esta ubicado al nerdesla

Provincia de Orellana, formando parte de la cueletaio Napo.

Superficies:

Urbana 440,7 Has
Rural 119.848 Has
Total 120.560 Has.
Altitud: 270 m.s.n.m.
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Limites:

Norte: Provincia de Sucuosb
Sur: Canton Puerto Erseo de Orellana
Este: Provincia de Suciosb
Oeste: Canton Puerto Fisoode Orellana

Ubicacion del Pozo Sacha 161iene la siguiente ubicacion geografica:

Longitud: 76° 52' 57" W
Latitud: @ 18'21" S

Provincia: Orellana
Canton: La Joya de los Sachas

Geo-referencia: El Pozo Sacha 161 se encuentra ubicado a 5,0 kmorakste de la

ciudad La Joya de los Sachas, a 5 minutos de larivigipal a la ciudad de Shushufindi.
Localizacion cartografica: 290480E/9969870N

Superficie sujeta a remediacion:

1,25 hectéreas.

Para las pruebas con suelo contaminado se prepagdpacio con paredes y techo de
plastico de invernadero, la temperatura y humee@adostrol6 utilizando una olla con

agua y calentandola con una hornilla eléctrica.

La luz se controld cubriendo el invernadero costata negro.
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FOTOGRAFIA No. 3: MANTENIMIENTO DE CALOR Y HUMEDAD DENTR O DEL INVERNADERO

2.2  MATERIALES UTILIZADOS

5.

El suelo utilizado en la investigacion de biorremaebn fue utilizado para pastoreo
por los duefios del terreno (Familia Merizalde). guedel derrame se observa
pérdida de biodiversidad (flora y fauna).

La cepa dé°. ostreatusvar. Florida que se utilizé para este estudie,danada por
el laboratorio de la Facultad de Agronomia de I®#@SH, dicha cepa a su vez,
proviene de la cepa CP 184PRleurotus ostreatus var. floriddonada por el Centro
de Estudios de Biotecnologia Industrial de la Ursidad de Oriente de Santiago de
Cuba a la ESPOCH.

La tusa de choclaZe€a maysproviene del mercado del canton Sacha.

La melaza es un subproducto de la produccion deaazles la principal fuente de
energia de los microorganismos que participan efefamentacion. La melaza
utilizada en este estudio fue adquirida en la P@zantal de la ciudad de Riobamba.
La levadura utilizada fue Lavadura granulada ate@a Fleischman.

El agua crea las condiciones favorables para erdé® de la actividad y reproduccion

microbiolégica, ayuda ademéas a homogeneizar la Hadthde todos los ingredientes que

componen el sustrato. Para la elaboracion de lasesgse utiliz6 agua destilada,
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mientras que para la humectacion de los suelosilsm @gua corriente, proveniente de

la vertiente natural ubicada dentro de los predeok ESPOCH.

2.3  DISENO EXPERIMENTAL

2.3.1 VARIABLES DE CONTROL

TABLA No. 4: VARIABLES DE CONTROL

VARIABLES DEPENDIENTES

TPHs

Masa fungica

VARIABLES INDEPENDIENTES

pH

Humedad

Temperatura

2.3.2 RESPUESTAS EXPERIMENTALES

En el presente proyecto, la respuesta experimsatatidié en funcién de la reduccién
de la concentracion de TPH en el suelo, utilizagdeongoPleurotus ostreatyscon el
fin de cumplir con los parametros establecidos erReglamento Sustitutivo del
Reglamento Ambiental para las operaciones Hidrac#dras en el Ecuador Decreto N°

1215.
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2.3.3 ANALISIS DE DATOS

Se utilizo el analisis de varianzas ADEVA para deiear si existen diferencias

significativas en los resultados.

Para la determinacion de las concentraciones mésafales se utilizé la Prueba de
Tukey.

2.4 ESQUEMA DE DISTRIBUCION DE LA [INVESTIGACION DE

LABORATORIO

- Concentracion del indculdleurotus ostreatysC1l, C2, C3, C4.
-  ReéplicasR1, R2, R3

TABLA No. 5: DISTRIBUCION DE LAS MUESTRAS DE SUELO

ClL: R1 R2 R3
C2: R1 R2 R3
C3: R1 R2 R3
C4. R1 R2 R3
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2.5 DIAGRAMA DE FLUJO DEL PROCESO PLANTEADO

GRAFICO No. 1: DIAGRAMA DE FLUJO DEL PROCESO PLANTEADO
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2.6

TOMA DE MUESTRAS Y CARACTERIZACION DEL SUELO

En la toma de muestras para la caracterizaciorsukdb se aplicé el Procedimiento
Especifico de Ensayo PEE/LAB-CESTTA/02 Muestresdelos que el LAB-CESTTA

utiliza en su sistema de Calidad.

2.6.

1 MUESTREOS EN CALICATAS

Se realiz6 las excavaciones relativamente granai@srpmover secciones de suelo en las

cuales fue necesario realizar exdmenes detallagldssdcaracteristicas del mismo. Este

tipo de excavaciones que revelan el perfil delsselllaman calicatas.

1.

Antes de realizar la excavacion se, aseguré quereno se encuentre libre de
lineas de tension, cafierias, etc., tanto debajo gamencima de la superficie.

Se procedio abrir 21 calicatas de aproximadamemtede ancho y cerca de 2 por

debajo de la zona de muestreo seleccionada y limpia

Se usO una pala para quitar de 2 a 5 cm del esgdedarpared vertical del suelo de

donde se va a tomar la muestra.

Se tomo6 la muestra usando el muestreador mas aldle@das necesidades de

ensayo.

Para la toma de muestras usadas en las pruebasbal@tbrio se recolectaron
aproximadamente 500 libras de suelo contaminado.

Las muestras fueron tomadas seleccionando el so&scontaminado, lo que se
evidencio por la coloracion oscura del mismo. Lagstras fueron empacadas en
fundas de plastico para ser transportadas a lasatrios de Biotecnologia de la
ESPOCH en un lapso de 48 horas.
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FOTOGRAFIA No. 4: TRABAJOS DE REMOCION DEL SUELO

FOTOGRAFIA No. 5: DIFERENCIA DE COLOR ENTRE EL SUELO CONTA MINADO Y NO
CONTAMINADO
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2.6.2 MUESTREO DE SUELOS EN INVESTIGACION

Inicialmente, se extendio el suelo a tratar y smdgeneizd utilizando una pala. Se
determiné los TPH antes de la inoculacion tomanu muestra compuesta de toda la
muestra de suelo. Después de la inoculacién, sendiet los TPH semanalmente.

2.7 PREPARACION DE LAS MUESTRAS DE SUELO

Una forma adecuada de esterilizar suelos es perilestcion fraccionada, debido a que
una primera esterilizacion matara los microorgangsnpero algunos de ellos podrian
resistir por diferentes razones, por eso se reddizaegunda esterilizacion 24 horas
después, debido a que el bajar la temperaturamiosoorganismos aun presentes
vuelven a germinar pero pierden su resistencidgpque serian eliminados, y luego se

realiza una tercera esterilizacion para aseguramesodos han sido eliminados.

El suelo esterilizado se usé para las pruebasarniio un inéculo fungico en medio
liguido y garantizar que la variacion de TPH esdpobo Unicamente de la actividad de

P. ostreatus

Las demas pruebas se realizaron utilizando suelesterilizado, para determinar la
variacion de TPH producto de la actividad Rleostreatus conjuntamente con la de la

flora bacteriana nativa presente en las muestras.

1. Para las pruebas con indculo liquido se pesé yndidfuna cantidad determinada de
suelo esterilizado para cada ensayo.

2. Diariamente, se controlé la temperatura dentroimietrnadero. No se controlo la

humedad puesto que esta se mantuvo estable derntadunhda.

3. Semanalmente, se tom6 una pequefia muestra de waldaysse dejé secar a

temperatura ambiente para la determinacion defb$. T
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4. Para las pruebas utilizando sustrato en medio gélas muestras de suelo no

esterilizado se pesaron y distribuyeron en catesplasticas.

5. Diariamente, se controlé la temperatura dentro ideérnadero, aumentando o

disminuyendo la circulacion de aire.
6. La humedad se control6 diariamente por adiciongia.a

7. Semanalmente, se tom6 una pequeiia muestra de gealdaysse dejo secar a

temperatura ambiente para la determinacion defb$. T

8. Los pesos y volumenes se determinaron utilizandohalanza y un recipiente de

forma regular.

2.8 METODOS

TABLA No. 6: METODOS DE ANALISIS

PARAMETRO METODO

pH Potenciométrico
EPA 9545 D
Humedad Potenciométrico
Temperatura Termometro calibrado
APHA 2550 B, Ed.21
Peso Gravimeétrico
Masa fungica Cultivos en agar selectivo y métoavignétrico
Volumen Métrico
Densidad Gravimeétrico
Hidrocarburos Totales TNRCC 1005, Junio 2001
EPA Method No 1311 Ed.1, 1992
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CAPITULO 1lI

3. PARTE EXPERIMENTAL

3.1 REACTIVACION DEL MICELIO Pleurotus ostreatuwar. florida

Los hongos necesitan nutrientes ricos en carbaroggia razon se escogio el agar PDA

debido a su alto contenido de dextrosa (fuente)de C
3.1.1 MATERIALES, EQUIPOS, REACTIVOS

- Botellas de gatorade con tapa
- Cajas petri

- Asa para inoculacién

- Mechero de alcohol

- Cepas d®. ostreatuwvar. florida.
- Balanza digital (Camry)

- Autoclave (Tuttnauer 2540 MK)
- Cémara de flujo laminar (Streamline EN 1822 1 Cla%3)
- Estufa de cultivo (Memmert)

- Agua destilada

- Agar PDA (Difco)

- Cloranfenicol (capsula)

3.1.2 PROCEDIMIENTO

a. Preparar 200 ml de agar PDA y esterilizar en aat@cl20 minutos a 12C.
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Dejar enfriar a temperatura ambiente.
A 45°C afiadir cloranfenicol: 1 capsula/500 ml.
Distribuir el agar en las cajas Petri trabajandoc@miciones asépticas.

Con un asa inocular el agar colocando el micelaaharriba.

- ® 2 0 T

Sellar las cajas e incubar a°e8

3.2 PREPARACION DE INOCULOS

El “sustrato” es el material sobre el cual crecemitelio. Las propiedades fisico-
quimicas del sustrato son las que determinan qngdsoco que microorganismos pueden

crecer en él. Como sustrato se utilizé granoside perlado.

3.2.1 MATERIALES EQUIPOS Y REACTIVOS

- Recipiente pequefio de plastico
- Vaso desechable

- Botellas de gatorade con tapa
- Espétula

- Cepa deP. ostreatuyar. Florida
- Trigo perlado

- Balanza digital

- Céamara de flujo laminar

- Mechero de alcohol

- Estufa de cultivo

- Agua destilada

3.2.2 PROCEDIMIENTO

a. Escoger los granos de trigo, retirando las basuaasas, piedras y otros elementos

presentes en la muestra que se va a preparar.
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Remojar el trigo en agua caliente durante 10 mswonoviéndolo para facilitar la
flotacién de basuras, enjuagar con agua calieree®R el paso dos veces.

Pesar 1509 de trigo para cada botella que se tibzan

Esterilizar en autoclave (20 minutos a 12}

En la camara de flujo laminar, preparar los indsutortando la cepa con una

espatula en porciones pequefias, las que seramdakluego en cada botella.

FOTOGRAFIA No 6: PREPARACION DE LOS INOCULOS

Con la espatula, pasar varias porciones de la adpabotella, removiéndola para
gue queden cubiertas.
Conservar las botellas en posicién horizontal aptaturas entre 25 — @B hasta

gue todo el trigo esté colonizado.

FOTOGRAFIA No. 7: DISPOSICION DE LAS BOTELLAS PARA LA INCUV ACION
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h. Incubar en oscuridad total.

3.3 PRUEBA PRELIMINAR

Se realiza una prueba inicial de manera rapida pbsa&rvar el comportamiento del

micelio en el suelo contaminado.

3.3.1 MATERIALES EQUIPOS Y REACTIVOS

- Plastico de invernadero

- Pala

- Canastillas de plastico

- Romana digital (Wei Heng)

- Humidimetro- phmetro (Boeco)
- Suelo contaminado

- Inéculos deP. ostreatusen trigo
- Residuos de cacao

- Agua destilada

3.3.2 PROCEDIMIENTO

a. Extender el suelo contaminado sobre plastico y lygmeizar, cuidando que la
granulometria final no sea muy pequeiia.

b. Mezclar y homogeneizar con residuos de cacao enpupgorcion del 25% en
volumen.

c. Afadir agua hasta alcanzar una humedad del 75%.

d. Colocar plastico perforado en la base de las gagistribuir el suelo en cantidades
aproximadamente iguales.

e. Tomar pequefias porciones de inéculos y coloraa snperficie de los suelos.

f. Incubar las muestras y controlar diariamente quaitaedad del ambiente esté entre
80 — 90% y la temperatura entre 28 2G0
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FOTOGRAFIA No. 8: GRANULOMETRIA

3.4 INOCULACION CON Pleurotus ostreatuEN AGAR- PETROLEO

Se usa agar-agar enriquecido con petréleo.

3.4.1 MATERIALES EQUIPOS Y REACTIVOS

- Cajas petri

- Balanza digital

- Botellas de vidrio

- Espéatula

- Autoclave

- Camara de flujo laminar
- Estufa de cultivo

- In6culos deP. ostreatuen agar PDA
- Agua destilada

- Agar-agar

- Petroleo
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3.4.2 PROCEDIMIENTO

Preparar 120 mL de agar-agar y repartir en 3 feadeovidrio.
Afadir a cada una concentracion entre 0,5 a 2,8lenhetréleo.
Esterilizar en autoclave a 1Z1durante 20 minutos.

o 0o T p

Distribuir el agar-petréleo en cajas petri, agitand botella antes de cada
dosificacion.
e. Inocular las cajas con micelio &e ostreatus

f. Incubar a 28 y en ausencia de luz.

3.5 INOCULACION EN AGAR PDA

3.5.1 MATERIALES EQUIPOS Y REACTIVOS

- Cajas petri

- Balanza digital

- Botellas de vidrio

- Espétula

- Autoclave

- Camara de flujo laminar

- Estufa de cultivo

- Inéculos de las cajas con agar petroleo
- Agua destilada

- Agar PDA (Difco)

3.5.2 PROCEDIMIENTO

a. Preparar 100 mL de agar PDA para 4 cajas petri.
b. Inocular los in6culos extraidos de las cajas can pgtroleo.

c. Incubar a 2& y en ausencia de luz.
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3.6 PREPARACION DE UN INOCULO FUNGICO EN MEDIO L iQUIDO

Se prepara un inéculo fungico en medio liquido ebmbjetivo de inocular la mayor

cantidad de sustrato.
3.6.1 MATERIALES EQUIPOS Y REACTIVOS

- Erlenmeyer de 2000 mL

- 10 erlenmeyer de 250 mL

- Tapones de esponja

- Papel aluminio

- Espatula

- Levadura

- Cepas d®. ostreatuyar. florida
- Agitador magnético

- Vaso de precipitacién de 25 mL
- Autoclave

- Camara de flujo laminar

- Estufa de cultivo

- Agua destilada

- Fuente de carbono
3.6.2 PROCEDIMIENTO

Colocar 1500 mL de agua destilada en un erlenmeyer.
Agregar levadura y calentar la solucién utilizandoagitador magnético.

Distribuir 150 mL del caldo en cada erlenmeyeratapcubrir con papel aluminio.
Esterilizar a 12%C.

a
b
c. Pesar una fuente de carbono, calentar en bafio ynagiéer en el erlenmeyer.
d
e
f. Enfriar los caldos, cortar el micelio y agregaos érlenmeyers.

g. Agitar en el shaker e incubar a°28
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FOTOGRAFIA No. 9: AGITACION Y OXIGENACION DE LAS MUESTRAS

3.7 ESTERILIZACION DEL SUELO CONTAMINADO
HIDROCARBUROS

3.7.1 MATERIALES EQUIPOS Y REACTIVOS

Fundas polifan

- Cinta adhesiva

- Fundas de jaladera

- Canastillas de plastico

- Espétula

- Autoclave

- Suelo contaminado con hidrocarburos

- Agua destilada

3.7.2 PROCEDIMIENTO

a. Pesar 25009 de suelo por funda polifan.

CON
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b. Afadir 500g de agua destilada a cada funda y smllacinta adhesiva.
c. Colocar cada funda en una funda de jaladera peitdgfasu manipulacién al colocar
y sacarlas del autoclave.

d. Realizar una esterilizacién durante 40 minutosdusrocasiones.

3.8 DETERMINACION DE LA MASA FUNGICA

La masa fungica por unidad de volumen presentel @ndeulo se mide por método

gravimetrico.

3.8.1 MATERIALES, EQUIPOS Y REACTIVOS

- Papel filtro

- Embudo de vidrio

- Probeta de 100mL

- Vaso de precipitacion de 150mL
- Balanza digital

- Estufa de cultivo

- Agua destilada

3.8.2 PROCEDIMIENTO

Pesar el papel filtro @
Tomar 100mL de in6culo liquido vy filtrar.
Secar en una estufa el papel con el filtrado°& §®r 1 hora.

Pesar el papel con el filtradog(P

® 2 0 T W

Determinar la concentracion.

3.8.3 CALCULOS

_Pr—Pho
Cr = 1%
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Donde:

C: = Concentracion en gramos de masa fangica pomaatu
P: = Peso del papel filtro con el filtrado
» = Peso del papel filtro

V = Volumen filtrado

3.9 INOCULACION DE SUELOS ESTERILIZADOS

3.9.1 MATERIALES EQUIPOS Y REACTIVOS

- Espétula

- Probeta de 150mL

- Muestras de suelos esterilizados
- Canastillas de plastico

- Fundas de plastico negro

3.9.2 PROCEDIMIENTO

Limpiar y desinfectar el espacio de trabajo.
Tomar una muestra compuesta de suelo de las festadizadas.
Secar la muestra para medir TPH inicial.

Agregar el inoculo a las fundas y homogenizar lasnas.

® 2 0 T oW

Colocar las fundas en canastillas plasticas y flaviacubacion a €.

3.10 DETERMINACION DE TPH

3.10.1 MATERIALES EQUIPOS Y REACTIVOS

- Espatula
52



Papel aluminio

Mortero

Viales de secado

Pipetas Pasteur

Pipetas volumétricas de 5mL

Viales para pesado

Filtros

Tamiz

Jeringas (Wheaton W851012)

Pipeteadores

Balanza analitica (OHAUS Mod. Adventurer Pro)
Limpiador ultrasonico (Branson 8510)

Agitador (Vortex Mixer Mod. VM 300))
Cromatdgrafo de gases (THERMO Mod. GC — FOCUS)

Hexano

3.10.2 PROCEDIMIENTO

- ® 2 0 T p

@

Tomar una muestra compuesta de cada funda y deldla

Secar las muestras a temperatura ambiente porrd8.ho

Triturar y tamizar.

En viales pesar 1g de cada muestra y afadir Snilegtano a cada una.

Agitar por 1 minuto en agitador Vortex y 5 minuasel limpiador ultrasénico.
Tomar 1,5mL de cada solucion, filtrar y recogevehes debidamente rotulados.

Determinar los TPH en el Cromatdgrafo de gases.

3.11 PREPARACION DEL SUSTRATO

3.11.1 MATERIALES Y REACTIVOS

Tanque de metal de 50 GL.
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Hornilla a gas

Fundas polifan

Cepas dé. ostreatusen trigo
Tusa de choclo triturada
Agua

Fungicida Benomil

3.11.2 PROCEDIMIENTO

® 2 0 T oW

—h

Triturar la tusa de choclo, cuidando que la gramelvia obtenida sea gruesa.

Dejar en remojo por 24 horas.

Escurrir y llevar a temperatura de ebullicion pdrora y 20 minutos.

Escurrir y sumergir en una solucion de Benom@,8P% durante 1 hora.

Escurrir nuevamente y extender para eliminar etexace humedad y dejarla al 40 —
50% de humedad (Higroscopica).

Mezclar el sustrato con el indculo al 5% en peso.

Enfundar y llevar a incubacion, colgando las fundas ausencia de luz, con
temperaturas entre 24 — 28°C y con humedad amb=it@0%.

No dejar las fundas asentadas, recostadas o aasnad

Al segundo dia de incubacion perforar las fundag¢bs medianos) para permitir el
ingreso de oxigeno y humedad. También es recorbendafundar el sustrato en
fundas previamente perforadas.

Una vez por semana se debe desmenuzar el sustaeoepitar el efecto de
momificacion que consiste en una especie de petcifin del sustrato que impide la
correcta circulacion de aire y humedad.

Cuando todo el sustrato esté invadido, retirarflalas para su utilizacion y el

sobrante debe ser conservado en refrigeraciég a 4
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FOTOGRAFIA No. 10: COLOCACION DE LAS FUNDAS PARA INCUB ACION

3.12 INOCULACION DE SUELOS NO ESTERILIZADOS

3.12.1 MATERIALES Y REACTIVOS

- Canastillas de plastico

- Plastico de invernadero

- Fundas grandes de plastico negro

- Romana digital

- Indculos deP. ostreatusen tusa de choclo.
- Agua

- Pala

- Recipiente de forma regular
3.12.2 PROCEDIMIENTO
a. Extender y homogeneizar el suelo con una pala.

b. Colocar plastico perforado en cada canastilla.

c. Pesar 6 kg de suelo y marcar el nivel para detemsitn volumen.
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Tomar el mismo volumen de sustrato para cada Cpgsar.
Mezclar el suelo con el sustrato, homogeneizartgroenar el nuevo volumen.
Pesar 600g de in6culo y marcar su volumen parardigter su densidad.

Pesar la cantidad determinada de inoculo para c@dadesmenuzarlo y mezclarlo
con el suelo.

Inocular y homogeneizar.
Incubar a 28C, 85 — 90% de humedad y cubrir las canastillasptéstico negro.

Diariamente agregar 150mL de agua a cada caja rpardener la humedad del
sustrato.

FOTOGRAFIA No. 11: INOCULACION
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CAPITULO IV

4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 CARACTERIZACION DEL SUELO

Los resultados del suelo contaminado con hidrocasbueferente a las densidades
demuestran que la densidad real es inferior atéblesida para un suelo mineral, estas
variaciones se presentan en suelos arcillosos @lebid cantidad de materia orgéanica,
mientras que el valor de densidad aparente es h@ara suelos arcillosos. El valor de

porosidad del suelo evidencia un suelo compactadmdo establece Buckman (15).

El suelo contaminado con hidrocarburos es ligeréenéanido, este comportamiento es
tipico para suelos de climas humedos como lo esSacha, debido a que las

precipitaciones son altas como para lixiviar laselsacomo lo establece Buckman (15).

Eweis (27) establece que la capacidad de campaipasaelo va de 18 a 30% en funcion
del contenido de arcilla, por lo que el valor de&22'&n el suelo caracterizado es un valor

normal para un suelo arcilloso.

Los resultados de MO estan dentro de los valoresales para un suelo arcilloso,
establecido en Eweis (27). Dentro del andlisis ageronutrientes C/N/P/K relaciéon
100/10/1/1, se determiné la deficiencia de nitr@geexceso de fésforo y equilibrio de

potasio.

El valor de 4208 mg/Kg de TPH es superior al linpgemisible establecido en la Tabla
6, Decreto 1215. Los valores de metales pesadasamdue se encuentran dentro de los

limites permisibles de dicho decreto.
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Los resultados se detallan a continuacién en |3&aTdb.7.

TABLA NO. 7: DESCRIPCION DE LOS VALORES DE FONDO

PARAMETROS VALORES DE
FONDO

Profundidad Linea Base
TPH 4208
HAP’s 0,0137
Cd <0,8
Ni 6,79
Pb 2,78
pH 5,87
% N 0,089
P total mg/Kg 2250
P asimilable meq/100g 11
k asimilable meqg/100g 0,157
k total mg/Kg 1025
% de arena 30
% limo 48,000
% de Arcilla 2
Textura FRANCO LIMOSO
% Materia Organica 4,060
Heterétrofos Totales UFC 1x710

En las tablas 8 y 9 (Anexos 1 y 2), se presentarrdsultados de los analisis de los
parametros indicados en el proyecto de caractébizgara la remediacion del derrame

en el Pozo Sacha 161.

En las tablas subsiguientes 10, 11 y 12, se piaséos resultados de la caracterizacion
quimica ambiental de los suelos que la realizé abokatorio LAB-CESTTA, con
muestras entre 0 y 4,5 m de profundidad.
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TABLA No. 10: ANALISIS DE RESULTADOS DE LAS MUESTRAS TOMADA
FUERA DEL SECTOR CONTAMINADO

S COMO LINEA BASE

LINEA BASE

TPH HAP’s Cd Ni

mg/Kg mg/Kg mg/Kg mg/Kg Pb mg/Kg
VALORES MAXIMOS 546,79 0,0137 <0,8 6,79 <20
VALORES MINIMOS 546,79 0,0137 <0,8 6,79 <20
PROMEDIO 546,79 0,0137 <0,8 6,79 <20

TABLA No. 11: ANALISIS GENERAL DE RESULTADOS
ANALISIS GENERAL DE RESULTADOS
TPH HAP’s Cd Ni Pb

mg/Kg mg/Kg mg/Kg mg/Kg mg/Kg
VALORES MAXIMOS 115099,62 1,8307 2,26 149,28 56,23
VALORES MINIMOS 96,90 0,0113 <0,8 2,09 1,20
PROMEDIO 8781,40 0,3623 1,40 13,39 6,94

TABLA No. 12: COMPARACION DE RESULTADOS OBTENIDOS DE TODAS

TOMADAS A DIFERENTES PROFUNDIDADES CON EL
AMBIENTAL PARA OPERACIONES HIDROCARBURIFERAS DINAPA 1215.

porcentaje de cumplimiento)

COMPARACION CON LIMITES PERMISIBLES (expresado en

USO AGRICOLA

TPH HAP’s Cd Ni Pb
53% 100% 98% 98% 100%
USO INDUSTRIAL
TPH HAP’s Cd Ni Pb
71% 100% 100% 98% 100%
ECOSISTEMAS SENSIBLES
TPH HAP’s Cd Ni Pb
36% 96% 93% 98% 100%

LAS MUESTRAS
REGLAMENTO
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Los valores del porcentaje de cumplimiento indigaa los TPH de la zona contaminada
en el pozo Sacha 161 se encuentran fuera de ldedimaximos permisibles para todo

tipo de suelo.

4.2 REACTIVACION DEL MICELIO

El crecimiento miceliar es normal, lo que indicaeda cepa es activa, pese a haber
permanecido en refrigeracion por un tiempo proldogaEl micelio es de color blanco y
de aspecto algodonoso, caracteristico Rle ostreatus obteniéndose ademas la

colonizacion completa de la caja en un lapso de diigs.

FOTOGRAFIA No. 12: CRECIMIENTO EN 24 HORAS

FOTOGRAFIA No. 13: CRECIMIENTO EN 48 HORAS.
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FOTOGRAFIA No. 14: COLONIZACION EFECTIVA EN 10 DIAS

4.3  PREPARACION DE INOCULOS

Como sustrato se utilizé granos de trigo perladas propiedades fisico-quimicas del

sustrato son las que determinan que hongos o guearganismos pueden crecer en él.

El crecimiento miceliar es normal, el inicio dedalonizacién es visible en 24 horas

como se puede observar en las fotografias 15 y 16.

FOTOGRAFIA No. 15: CRECIMIENTO EN 24 HORAS
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FOTOGRAFIA No. 16: CRECIMIENTO EN 96 HORAS

4.4  PRUEBA PRELIMINAR

Para esta prueba se prepar6 el suelo contaminaghz]andolo con un 25% en volumen
de residuos de cacao traido de una plantacionr@estalerrame. Las muestras no fueron

esterilizadas y dado que se trato de una pruehtoeke no se peso los inéculos.

Los micelios crecen rapidamente durante los cyaireros dias, pero luego se detiene
y en el transcurso de los siguientes dias el niacisaparece, por tal razon, se decidio

realizar otras pruebas en el laboratorio directaensobre petroleo.

FOTOGRAFIA No. 17: CRECIMIENTO INICIAL
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Dado a que el crecimiento micelial no fue favoralde suelos investigados fueron
empacados en fundas plasticas y llevados a lafqriata donde se realizan los trabajos

de investigacion del CESTTA en el campamento Sa6hgara su disposicion final.

4.5 INOCULACION CON Pleurotus ostreatuEN AGAR- PETROLEO

Se observé un desarrollo miceliar inusual, puest® p se observa el micelio blanco
caracteristico sino un micelio ramificado de calecuro de caracteristicas distintas a las

deP. ostreatusEste resultado se obtuvo en un lapso de dos s&sman

En el laboratorio de la Facultad de Agronomia deE®BPOCH, se trabaja en la
produccion y comercializacion de otros hongos a#dos en actividades agricolas, lo
cual sugiere que los resultados obtenidos fuerodyato de una posible contaminacion.

En las fotografias que se presentan a continuae@bserva el desarrollo Be ostreatus
a una concentracion de 20000 ppm de petroleo. Servbigual desarrollo miceliar &e
ostreatusa 40000 y 60000 ppm.

FOTOGRAFIA No. 18: INICIO DIC/14/2009 — 20000 ppm
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FOTOGRAFIA No. 19: FINAL DIC/28/2009 — )
20000ppm — REPLICA 1 FOTOGRAFIA No. 20: FINAL DIC/28/2009 —
20000ppm — REPLICA 2

4.6 INOCULACION EN AGAR PDA

Para descartar la posible contaminacion, se reaépicas en agar PDA utilizando
in6culos de los micelios obtenidos en agar petndliz para determinar el causante de
estos resultados. Los resultados fueron similanesag cuatro cajas, obteniéndose el
crecimiento deP. ostreatusen un tiempo normal de 10 dias. Esto nos indieaajulas
pruebas preliminares, el micelio no murid, sino geeadapté a un nuevo sustrato y
crecié en una forma no esperada, por lo que no gedo observar a simple vista.

FOTOGRAFIA No. 21: DIA 1 MICELIO DE COLOR OSCURO
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FOTOGRAFIA No. 22: DIA 4 CRECIMIENTO DE FOTOGRAFIA No. 23: DIA 10 COLONIZACION
MICELIO BLANCO CARACTERISTICO DE P. EFECTIVA
ostreatus

Debido a estos resultados, se decidio realizamueaa prueba inoculand®. ostreatus
en agar petroleo para observar la velocidad creaitmiy compararlo con la velocidad de
crecimiento en agar PDA.

4.7 PRUEBAS DE CRECIMIENTO EN AGAR PETROLEO
En las cajas con agar PDA, la velocidad de crecioieniceliar es igual. En agar
petréleo no se observa crecimiento miceliar, pétmshalo que se caracteriza por tener
una coloracién mas clara que la zona que aun salbanvadida.
En las cajas con agar petréleo, los micelios crecem mismo ritmo pero con una

velocidad mayor que en el agar PDA, lo que se ecidepor el tamafo del halo,

indicAndonos quP. ostreatuses mas invasivo en agar petroleo que en agar PDA.
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Tanto en las pruebas preliminares sobre suelo wamé@o como en agar petréleo, no

existe crecimiento miceliar, por lo tanto no huhecfificacion.

AGAR PDA AGAR PETROLEO

FOTOGRAFIA No. 24: DiA 1
INOCULACION USANDO LA MISMA CEPA DE P.
ostreatus

AGAR PDA AGAR PETROLEO

FOTOGRAFIA No. 25: DIA
7 INOCULACION USANDO LA MISMA CEPA DE
P. ostreatus

AGAR PETROLEO

AGAR PDA

FOTOGRAFIA No. 26: DIA 10
INOCULACION USANDO LA MISMA CEPA DE P.
ostreatus

AGAR PETROLEO

AGAR PDA

FOTOGRAFIA No. 27: DIA 14
INOCULACION USANDO LA MISMA CEPA DE
P. ostreatus
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En los ensayos preliminares, no hubo crecimientzelal pero la actividad continud sin
ser visible debido a que este cambia su estruparemadaptarse al nuevo sustrato.

La continuidad de esta actividad micelial se demdosbn los resultados obtenidos dos
meses después de la realizacion de estas pruebkss que se obtuvo un crecimiento
micelial en agar petréleo. El crecimiento de mxels lento y en poca cantidad. El nuevo
micelio no es invasivo y su desarrollo se da dearapuntual, su crecimiento es en

forma vertical.

A continuacién se presenta las fotografias delimieato micelial deP. ostreatusa los

60, 80 y 100 dias en agar petroleo.

FOTOGRAFIA No. 28: DESARROLLO MICELIAR FOTOGRAFIA No. 29: DESARROLLO MICELIAR

FOTOGRAFIA No. 30: DESARROLLO MICELIAR EN AGAR PETROLEO 1 00 DIAS DESPUES
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En el sustrato no se observaron cambios signWestsino los relacionados al tamafio
del micelio debido a su crecimiento.

FOTOGRAFIA No. 31: TAMANO INICIAL DEL FOTOGRAFIA No. 32: TAMANO DEL MICELIO
MICELIO 100 DIAS DESPUES
4.8 PREPARACION DE UN INOCULO FUNGICO EN MEDIO LiQ UIDO

Luego de 48 horas de incubacion, se observa uimgesito atipico, aparecieron grumos
y N0 una masa uniforme caracteristicddestreatus

FOTOGRAFIA No. 33: CRECIMIENTO EN MEDIO LIQUIDO
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La incubacion continudé por 48 horas méas y se oldselerecimiento de micelios d&
ostreatusen las paredes de los erlenmeyer, pero la presdagyrumos en el caldo no es

comun.

4.9 PRUEBAS A PARTIR DE LOS INOCULOS EN MEDIO LiQU IDO

Para descartar una posible contaminacion se tonh@sayrumos como inoculos para una

nueva siembra en agar PDA.

Luego de 48 horas de incubacion, el comportamitrécsimilar en todas las cajas, los

cultivos no estuvieron contaminados, por lo qudinaaron en incubacion.

Después de 72 horas, se observé el crecimientdfake deP. ostreatugpero se decide

continuar con la incubacion para observar resutado

Después de 7 dias de incubacién, se observé éinieeto deP. ostreatusen todas las

cajas, lo que demuestra que los grumos fueron iosceéP. ostreatus

En las fotografias 34, 35 y 36, se observa el griecito deP. ostreatusa las 48 horas, 72

horas y 7 dias.

4.10 INOCULACION DE SUELOS ESTERILIZADOS

Se continto con la siguiente fase de la investigague consistié en la inoculacién de
suelos contaminados con hidrocarburos de petraidiaando el inéculo fungico en

medio liquido y la determinacion de TPH.

Cuando se agreg6 agua destilada a la probeta @amger todo el inéculo, se observo
que los grumos tomaban la forma del micelio blaalgwdonoso caracteristico del

ostreatuscomo se visualiza en la fotografia No 37.
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FOTOGRAFIA No. 34: INCUBACION 48 HORAS

FOTOGRAFIA No. 35: INCUBACION 72 HORAS

FOTOGRAFIA No. 36: INCUBACION 7 DIAS
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FOTOGRAFIA No. 37: ASPECTO DEL MICELIO EN MEDIO LIQUIDO

4.11 DETERMINACION DE TPH DE MUESTRAS ESTERILIZADA S

Dado que los suelos fueron esterilizados iniciabm@ara este andlisis, e inoculados con
P. ostreatuse confirma que el micelio fue el Unico agenterkbimediador presente y no
hubo interaccién con ningan otro microorganismo.

Los resultados de la determinacién de TPH se nmarestr el cuadro No. 1. (Anexo 3)

A continuaciéon se presenta las graficas de dismonude TPH del Blanco (Grafica No

2), concentracion C1 (Grafica No 3), concentraci@n(Grafica No 4), concentracion C3
(Grafica No 5), concentracion C4 (Grafica No 6)uyahte 58 dias (Gréafica No. 7).
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GRAFICO No. 2: CURVA DE DISMINUCION DE TPH PARA LA MUESTRA BLANCO
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GRAFICO No. 3: CURVA DE DISMINUCION DE TPH PARA LA CON CENTRACION C1




GRAFICO No. 4: CURVA DE DISMINUCION DE TPH PARA LA CONCENTRACION C2
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GRAFICO No. 5: CURVA DE DISMINUCION DE TPH PARA LA CON CENTRACION C3
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GRAFICO No. 6: CURVA DE DISMINUCION DE TPH PARA LA CONCEN TRACION C4
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GRAFICO No. 7: COMPARACION DE LA DISMINUCION DE TPH CON LAS DIFERENTES
CONCENTRACIONES DE INOCULO
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En todas las muestras, los TPH disminuyen rapidsrdhirante la primera semana, esto
se debe a la volatilizacion de la fraccion liviate petroleo ¢- C,, presente. Durante
las siguientes semanas, la disminucion es mas teiielo ya que la degradacion se

realiza en la fraccién pesada de petréleo.

La muestra blanco tiene el mismo comportamiento s muestras inoculadas,

probablemente debido a una contaminacionReoostreatusiurante los muestreos.

Las concentraciones C3 y C4 son las que han dap nesultado en la disminucion de
TPH, demostrando quimicamente que la actividachedtzia deP. ostreatusdegrada al

petréleo para tomar el carbono necesario para sabolesmo.

Al final del proceso de degradacion, las propiedaatganolépticas de color y olor del
suelo mejoraron considerablemente hasta tenera@teristicas de un suelo normal.
Estos cambios son considerados como las pruelieasfide qué. ostreatuse alimenta

del carbono contenido en el petroleo.

El analisis estadistico se detalla en la Tabla Bloniediante un Analisis de Varianza y

en la Tabla No 14, con el analisis de la Pruebautey.

TABLA No. 13: ANALISIS DE VARIANZA PARA LAS MUESTRAS ESTERILI ZADAS

Ho: Ho,25 = Ho,5 = Ho,75 = M1,0

Hi: Por lo menos una concentracion es diferente.

FV GL SC CM F
Concentraciones 4 64519794.52 16129948.631  0.268 (ns)
Error 20 1202737932.27 60136896.614
Total 24 1267257726.79

CV=61.27%
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FV: Fuente de variacion
GL: Grados de libertad
SC: Suma de cuadrados
CM: Cuadrado medio

F: F calculado

CV: Coeficiente de variacion

Del Andlisis de Varianza se determina que F tiamgalor NO SIGNIFICATIVO por lo

gue aceptamos la hipoétesis nula que “No existearatitias significativas entre las

distintas concentraciones”.

El coeficiente de variacion es muy alto debido adan diferencia entre los valores

iniciales y finales de TPH, lo que significa quéiarremediacién fue considerable.

Para la determinacion de las concentraciones mésafales se utilizé la Prueba de

Tukey.

TABLA No. 14: PRUEBA DE TUKEY PARA LAS MUESTRAS ESTERILIZADAS

CONCENTRACION MEDIA RANGO
1 14710 a
3 13300 a
2 13090 a
5 12350 a
4 9829 a

Todas las medias son estadisticamente iguales, Iogue no hay diferencias

significativas entre concentraciones.
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4.12 RESULTADOS DE LA DETERMINACION DE TPH DE MUES TRAS NO
ESTERILIZADAS

El suelo present6 una alta contaminacién, lo quevatencié por el olor y por su color
negro. Present6 ademas una granulometria muy peguefique dificultaria la
oxigenacion y paso de la humedad durante el progesotal razén se decidié que el

suelo seria mezclado con sustrato en proporciguedeis en volumen.

F :

FOTOGRAFIA No. 38: COLORACION OSCURA DE LA MUESTRA

Se realizé una prueba de infiltracion pero su daanatria lo hace impermeable, ademas
por el grado de contaminacion, el suelo no podraismectado puesto que el petrdleo y

el agua son inmiscibles.

Se realizaron varias pruebas utilizando diferestestratos, siendo la tusa de choclo la

gue dio mejor resultado.

El sustrato (tusa de choclo) fue preparado poniénelo remojo por 24 horas y 1 hora en

solucién de Benomil al 0,02%.
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Se inocul6 los sustratos a diferentes concentrasiof, 7, 11 y 17 % en volumen con

tres réplicas cada uno. Se eligio estos valoresmaseguir un orden légico predecible.

Una vez por semana se desmenuzé el sustrato ptaaehefecto de momificacién que
consiste en una especie de petrificacion del sosiee impide la correcta circulacién de

aire y humedad.

Cuando todo el sustrato estuvo invadido (fotogrhlda39), se retird las fundas para su

utilizacién y el sobrante fue conservado en refdgn a 4C.

FOTOGRAFIA No. 39: SUSTRATO INVADIDO

El in6culo se agregd al suelo, tomando la precauci® controlar la humedad y la
temperatura para la incubacién con el fin quePelostreatusrealice el proceso de

degradacion del petréleo.

Se midié la degradacion analizando los TPH en oadiad de control y los resultados se
presentan en el cuadro No 2. (Anexo 4).

A continuacién se presenta las graficas de dismonude TPH del Blanco (Grafica No
8), concentracién C1 (Grafica No 9), concentradh(Grafica No 10), concentracion
C3 (Grafica No 11), concentracion C4 (Grafica Ny dirante 49 dias.
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GRAFICO No. 8: CURVA DE DISMINUCION DE TPH PARA LA MUESTRA BLANCO
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GRAFICO No. 9: CURVA DE DISMINUCION DE TPH PARA LA CONCEN TRACION 1
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GRAFICO No. 10: CURVA DE DISMINUCION DE TPH PARA LA CONC ENTRACION 2
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GRAFICO No. 11: CURVA DE DISMINUCION DE TPH PARA LA CONC ENTRACION 3
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GRAFICO No. 12: CURVA DE DISMINUCION DE TPH PARA LA CONC ENTRACION 4

C4
35000
31717,22
30000
25000
T 20000
o
= 15000
10942,71
10000 8840,51
°000 4364,07
1772:722028,19.1316,44
O T T T T T T T 1045,2
! 2 3 4 5 6 7 8
SEMANAS

Todas las concentraciones lograron bajar los TPstahwalores inferiores al limite
maximo permisible en suelos para uso agricola lesidb en el RAOHE 1215.

Estos procesos no necesitaron tratamientos mesanicguimicos, los unicos factores
gue se controlaron fueron temperatura y humedaduéohace que este mecanismo de
biorremediacion sea factible en el Oriente ecuamari por presentar condiciones

favorables de temperatura y humedad.

Dado que todas las concentraciones lograron biedemlos suelos contaminados, este
método se presenta como una buena alternativa neaxgerarlos y retomar las
actividades agricolas de los habitantes de la zgeagerando un beneficio social,

econdmico y ambiental.

Las unidades experimentales C3 (1058,07 mg/kg) y1045,25 mg/kg) fueron las que

dieron los mejores resultados.
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El analisis estadistico se detalla en la Tabla Bloniediante un Analisis de Varianza y

en la Tabla No 16, con el analisis de la Pruebautey.

TABLA No. 15: ANALISIS DE VARIANZA PARA LAS MUESTRAS NO ESTER ILIZADAS

HO: o = Hroo = H119% = Ha7%

Hi: Por lo menos una concentracion es diferente.

FV GL SC CM F Probabilidad
Concentraciones4 2282551663.51570637915.88 24.93 0.000
Error 30 686799363.08) 22893312.10

Total 34 2969351026.59

CV =50.77%

Del Andlisis de Varianza se determina que F catltutéene un valor significativo por lo
que rechazamos la hipdtesis nula y decimos quegpanenos una concentracion es

diferente.

En este caso, la muestra blanco es diferente delasis muestras, ya que su valor de
15742,19 mg/kg es superior a los valores finalelmertuatro unidades experimentales.
Podemos apreciar en la grafica 7 de la unidad Blgoe la curva no es la normal, esto
es debido a que las muestras tomadas a analizarndPideron representativas de la

totalidad de la unidad.

El coeficiente de variacion es alto por la diferarentre los TPH iniciales y finales, por

lo que podemos decir que la biorremediacion esiderable.

Para la determinacion de las concentraciones mésafales se utilizé la Prueba de

Tukey. (Tabla No 16).
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TABLA No. 16: PRUEBA DE TUKEY AL 5% PARA LAS MUESTRAS NO EST ERILIZADAS

CONCENTRACION MEDIA RANGO
1 25360 a
3 7948 b
2 5083 b
4 4400 b
5 4330 b

La concentracién de la unidad experimental No difesente a las demas, por lo tanto, a
excepcion de la concentracion 1 (BLANCO) todas dasnas concentraciones son
favorables en el proceso de biorremediacion.

En las unidades experimentales no esterilizadagR¥$ bajaron mas, ya que la flora
microbiana nativa presente en el suelo junto cdh ektreatusontribuyeron a degradar

en menor tiempo el petroleo presente.

Los mejores resultados se obtuvieron con las ueglagperimentales C4 y C5.

4.13 EFICIENCIA DEL PROCESO

Los porcentajes de eficiencia para las unidadesrearpntales con suelo esterilizado y

no esterilizado se presentan en la Tabla No 17.

83



TABLA No. 17: PORCENTAJE DE EFICIENCIA EN LA BIORREMEDIACION EN SUELOS
ESTERILIZADOS Y NO ESTERILIZADOS

SUELO ESTERILIZADO
UNIDADES PORCENTAJE DE
EXPERIMENTALES EFICIENCIA
B 95,53
C1l 94,46
Cc2 95,18
C3 96,88
C4 97,45
SUELO NO ESTERILIZADO
UNIDADES PORCENTAJE DE
EXPERIMENTALES EFICIENCIA
B 50,36
Cl 95,20
C2 95,32
C3 96,66
C4 96,70

Son muchas las técnicas utilizadas para trataroblgma de los hidrocarburos, entre las
cuales podemos comparatr:

CHIU, S., y otros, (19) utilizaron en laboratorim wompost de hongoBRleurotus
pulmonarius y bacterias para tratar suelos contaminados amitea logrando la
remocioén por parte de un 3% de compost de hoR@gsgotus pulmonariusde 56—64%
de TPH. Ademas por medio de este consorcio de rmctg hongos inoculados en
muestras de suelos esterilizados, se logré que estastras tengan una mayor remocion

de los contaminantes que la alcanzada por otrdagobes microbianas en menos de un
mes.
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En la presente investigacion se utilizé un inocéd. ostreatusen suelos esterilizados,
logrando una disminucion de TPH de un valor inicial 107239,48 mg/kg a 2729,22

mg/kg con una remocion entre el 94,5 a 97,5% de @fHos meses.

Steliga, T. y otros, (64), trataron ex-situ suelos un alto nivel de impurezas de petroleo
de 102417 — 132472 TPH, inoculando los suelos doprdparaciones basadas en
hongos y bacterias nativas, logrando la disminudé&iPH en un 93,8-94,3% en nueve
meses. En nuestra investigacion se ha logrado mismi el TPH en suelos no
esterilizados utilizand®. ostreatus y microorganismos nativos del suelo de 31717,32
mg/kg a 1045,25 mg/kg con una remocion entre 992 2% de TPH en dos meses.

GAVILANES, V. y PAREDES, A., (31), utilizaron resids organicos domésticos, y la
técnica de biopilas como tratamiento de biorrenw@dilapara suelos contaminados con
hidrocarburos de petréleo que contenian TPH >50Q¢kgn en el Pozo Sacha 161
logrando biodegradar hasta el 98 % de TPH encua#tses. La presente investigacion
utilizo el mismo suelo contaminado del Pozo Sadbia don un valor superior de TPH,
utilizdndose Unicamente indculos Be ostreatuscomo agente biorremediador. No se
utilizaron consorcios bacterianos, las bacterias attuaron en este proceso fueron las
bacterias nativas presentes en las muestras deysaefrado de remocion de 96,6 % es
similar, pero en menor tiempo, lo que demuestral@udlizacion deP. ostreatuges una
excelente alternativa para biorremediar suelos acoimados con hidrocarburos de
petréleo.
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CAPITULO V

5. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1 CONCLUSIONES

1. Los resultados de los andlisis realizados por & TJEA para la caracterizacion del
suelo objeto de biorremediacion, indican que lderea de TPH (107239,48 mg/kQ)
de la zona contaminada en el pozo Sacha 161 esténpima del limite maximo
permisible establecido en el RAOHE decreto 121%a pap industrial (4000 mg/kg),
ademas de poseer un nimero de bacterias hetesdtrbfa 10), insuficiente para un

proceso de biorremediacion.

2. Se observo la actividad del honge. ostreatuscomo degradador de los
hidrocarburos presentes, y al trabajar con suealtesikzados, se determiné que por
si solo es capaz de degradar los hidrocarburoa basin 97%, y en interaccion con
la flora bacteriana nativa presente en bajas caoe®l se logra degradar los TPH en
un porcentaje similar pero en tiempos menores a uUtkzados en otras
investigaciones, demostrando asi, su importanciaocbiodegradador de suelos
contaminados con hidrocarburos de petréleo, yapgesenta ademas la ventaja de

no necesitar tratamientos quimicos 0 mecanicos lsjosp

3. De las distintas pruebas que se han realizadogiemer micelios d@. ostreatus
el crecimiento ha sido diferente dependiendo detfrato y la morfologia ha variado

como un mecanismo de adaptacion a cada medio.

4. Las unidades experimentales C3 (3337,74 mg/kg)4y (£729,22 mg/kg) en
muestras esterilizadas son las que han dado megoltado en la disminucion de
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TPH, acercandose al valor del limite maximo peftotésgstablecido en la tabla 6 del
RAOHE 1215 para disposicion de suelos para usostndl (<4000 mg/kg),
logrando una remocién en un lapso de ocho semaphs9@i9% y 97,4%

respectivamente.

Las unidades experimentales en suelos no estdokz&3 (1058,07 mg/kg) y C4
(1045,25 mg/kg) fueron las que dieron los mejoessitados, bajando los TPH hasta
valores inferiores a los establecidos en sueloa pap agricola (<2500 mg/kg),
logrando una remocién en un lapso de siete semderbs96,6% y 96,7%

respectivamente.

No existe una diferencia significativa en la rendocile TPH entre los dos métodos:
suelo estéril (97,4%) vy suelo no estéril (96,7%). funcibn de tiempo, costos
(proceso de esterilizacion) y logistica es convépiepara una biorremediacion

ex-situtrabajar con suelos no esterilizados.
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5.2 RECOMENDACIONES

1. Es necesario contar con un micelio joven del hqraya la realizacion de todas las
pruebas, de manera que el numero de réplicas quealeen a lo largo de la

investigacién no sean mayores a siete.

2. Las muestras de suelo contaminado deben ser tomadge de un tiempo
prudencial al derrame, debido a que gran parte addrdccion voléatil de los
hidrocarburos ya no estara presente.

3. De ser posible, se debe contar con una camaraljoeldminar exclusiva para este
trabajo, de manera que se elimine las probabilglatde contaminacién con otros

hongos o microorganismos.

4. Desarrollar la investigaciéex-situcon voliumenes altos de suelos contaminados.
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CAPITULO VI

6. RESUMEN

El Centro de Servicios y Transferencia Tecnolodioabiental (CESTTA), a traves del
Ministerio del Ambiente presentd un proyecto cuyetivo fue demostrar que, usando
el hongoPleurotus ostreatugomo alternativa para remediar suelos contaminadas
hidrocarburos de petréleo, mejoran los tiemposidedmediacion, dada la capacidad de

éste para producir enzimas ligninoliticas que diggranidrocarburos.

Se utilizé suelo contaminado de la zona del derraiomo indculo se utilizdé cepas de
Pleurotus ostreatuyar. florida, y el tratamiento fuex-situen los laboratorios de la

Escuela Superior Politécnica de Chimborazo (ESPOCH)

Se aplic6 métodos deductivo y experimental, el isisalestadistico se realizd con
ADEVA 'y prueba de Tukey para determinar concerdraes optimas.

Se determind la concentracion de hidrocarburodetotde petroleo (TPH), mediante

técnicas cromatograficas, antes y después detriertiéo con el hongo.

Se utilizaron muestras esterilizadas y se inocaolaan 0.25, 0.5, 0.75y 1.0 g de masa
fungica en 30009 de sustrato respectivamente,idgrbajar entre 94,5 - 97,5% de TPH
en dos meses y con una eficiencia del proceso @8@®597.5%.

Se utilizaron ademas muestras no esterilizadasfwgen inoculadas con 4, 7, 11y 17

% en volumen de inéculo, bajando los TPH entre®5-296.7%, con una eficiencia del

proceso de 95% - 97% también en un lapso de dossmes
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Estos resultados demuestran la eficiencia de eStedm de biorremediacion, que utiliza
como inoculo el hong®leurotus ostreatysque se lo obtiene de sustratos considerados
como residuos de la actividad agricola, para reaneldis suelos contaminados con
hidrocarburos de petréleo, generando en los hdbgase la zona un beneficio social,

economico y ambiental.
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SUMMARY

The Service and Environmental Technology Transterébenter (CESTTA), through the
Environment Ministry presented a Project whose @bje was to demonstrate that using
the fungusPleurotus ostreatuas an alternative to remediate the contaminatdsl with

oil hydro-carbides improves the bioremediation smgiven its capacity to produce

ligninolitic enzymes which degrade the hydrocarbide

The contaminated soil of the spill zone was us&d an inoculating ingredient strains of
Pleurotus ostreatuwar. florida. The treatment wasx-situin the laboratories of the

Escuela Superior Politécnica de Chimborazo (ESPOCH)

The deductive and experimental methods were apptieel statistical analysis was

carried out with ADEVA and the Tukey test to deterenoptimum concentrations.

The concentration of total oil hydro-carbides (TPW#as determined through the

chromatographic techniques before and after thgusitreatment.

Sterile samples were used and were inoculatedW28h, 0.5, 0.75 and |.0g fungus mass
in 3000g substrate respectively diminishing betw8érb - 97.5% TPH in two months
with a process efficiency of 95.5% - 97.5%.

Non sterile samples which were inoculated with 4,17 and 17% in inoculating
ingredient volume, diminishing the TPH between 96.2 96.7% with a process
efficiency of 95% - 97%, also in a two-month period

These results show the efficiency of this bioreragdn method which uses the
inoculating ingredient fungusPleurotus ostreatusobtained from the substrates
considered as residues of the agricultural actbatsemediate contaminated soils with oil
hydro-carbides generating in the people of the z@nesocial, economic and

environmental benefit.
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8. ANEXOS

ANEXO No 1.

TABLA No. 8: RESULTADOS DE LOS ANALISIS DE NUTRIENTES

CAPITULO VIII

No MUESTRA | Ph %N P total P asimilable K Asimilable K Total
mg/Kg meq/100g meq/100g mg/Kg
1 5,87 | 0,089 2250 11,0 0,157 1025
2 6,60 | 0,060 1578 5,5 0,162 784
3 6,42 | 0,052 2050 8,9 0,152 1100
4 6,71 | 0,059 2490 8,9 0,089 788
5 6,64 | 0,093 3154 11,87 0,225 1223
6 6,54 | 0,049 916 44 0,173 854
7 5,85 | 0,082 2258 10,9 0,068 1356
8 6,10 | 0,126 1542 3,3 0,099 845
9 6,18 | 0,232 1617 3,6 0,085 729
10 6,21 | 0,048 | 4002 11,321 0,164 945
11 6,63 | 0,102 2738 10,36 0,153 1987
12 6,39 | 0,139 1987 10,4 0,234 1003
13 6,17 | 0,115 1974 7,9 0,209 1654
14 7,04 | 0,077 1890 5,4 0,047 984
15 6,43 | 0,074 | 2290 7,8 0,054 544
16 6,48 | 0,053 | 4694 10,2 0,195 1422
17 6,79 | 0,058 2192 8,69 0,266 984
18 6,47 | 0,108 1642 4,9 0,225 984
19 6,49 | 0,052 1930 8,8 0,194 647
20 6,63 | 0,098 2910 12,4 0,140 1114
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ANEXO No 2.

TABLA No. 9: RESULTADOS DE LOS ANALISIS DE TEXTURA DEL AREA A REMEDIAR

No % de % limo % de Textura % Materia
MUESTRA arena Arcilla Organica
1 30 48,00 2 FRANCO LIMOSO 4,060
2 28 52,00 4 FRANCO LIMOSO 6,050
3 30 50,00 6 FRANCO LIMOSO 6,530
4 34 46,00 2 FRANCO LIMOSO 4,240
5 30 54,00 4 FRANCO LIMOSO 6,040
6 28 58,00 2 FRANCO LIMOSO 4,380
7 26 60,00 4 FRANCO LIMOSO 6,040
8 32 64,00 2 FRANCO LIMOSO 6,060
9 26 56,00 2 FRANCO LIMOSO 7,030
10 32 66,00 2 FRANCO LIMOSO 4,880
11 28 56,00 4 FRANCO LIMOSO 5,740
12 30 54,00 2 FRANCO LIMOSO 7,030
13 32 64,00 4 FRANCO LIMOSO 5,060
14 34 62,00 2 FRANCO LIMOSO 4,050
15 38 58,00 4 FRANCO LIMOSO 5,010
16 28 60,00 2 FRANCO LIMOSO 6,020
17 32 56,00 4 FRANCO LIMOSO 5,040
18 26 62,00 2 FRANCO LIMOSO 7,900
19 38 56,00 6 FRANCO LIMOSO 7,700
20 28 58,00 4 FRANCO LIMOSO 5,400

103



ANEXO No 3.

CUADRO No. 1 RESULTADOS DE LOS ANALISIS DE TPH DE MUESTRAS ESTERIL IZADAS

TPH DE MUESTRAS ESTERILIZADAS
FECHA CONCENTRACION TPH DIAS
16-mar-10 107239,48 0
B 26367,87
Cc1 32922,46
23-mar-10 Cc2 20391,76 7
c3 16413,47
c4 20888,25
B 19400,91
Cc1 11044,23
30-mar-10 Cc2 15388,01 7
c3 10536,34
c4 14318,68
B 15235,2
C1 9969,54
06-abr-10 Cc2 14780,84 7
Cc3 9246,9
Ca 12217,82
B 7750,74
c1 9368,54
13-abr-10 Cc2 10787,65 7
Cc3 9609,9
Ca 11602,28
B 4788,42
C1 5939,67
11-may-10 Cc2 5163,42 30
c3 3337,74
c4 2729,22
58 dias
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ANEXO No 4.

CUADRO No. 2 RESULTADOS DE LOS ANALISIS DE TPH DE MUESTRAS NO EST ERILIZADAS

TPH DE MUESTRAS NO ESTERILIZADAS
FECHA CONCENTRACION TPHs DIAS
28-oct-10 B 31717,22 0
B 25884,56
C1 11971,52
08-nov-10 c2 18502,97 7
C3 9970,65
Ca 10942,71
B 34170,58
Cc1 8111,37
15-nov-10 c2 15189,52 7
Cc3 6925,34
C4a 8840,51
B 24628,43
C1 5929,26
22-nov-10 c2 7647,07 7
C3 4804,65
Ca 4364,07
B 27866,09
C1 3851,02
29-nov-10 c2 5680,85 7
Cc3 3822,39
C4 1772,72
B 26632,92
C1 2898,11
06-dic-10 c2 5020,93 7
C3 2708,92
c4 2028,19
B 22576,64
C1 1602,23
13-dic-10 c2 2115,51 7
Cc3 1510,12
C4 1316,44
B 15742,19
C1 1520,63
20-dic-10 Cc2 1481,48 7
C3 1058,07
Ca 1045,25
49
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ANEXO No 5. FOTOGRAFIAS

FOTOGRAFIA A: PESO DEL SUSTRATO HUMEDO EN PREPARACION DE INOCUL OS

FOTOGRAFIA B: EQUIPO PARA ESTERILIZACION EN PREPARACION DE | NOCULOS
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FOTOGRAFIA C: PREPARACION DE LAS CAJAS EN PRUEBAS PRELIMINARES

FOTOGRAFIA D: AGITACION DEL INOCULO FUNGICO EN MEDIO L iQUIDO
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FOTOGRAFIA E: PASTEURIZACION DE LAS MUESTRAS

FOTOGRAFIA F: INOCULACION
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FOTOGRAFIA G: CRECIMIENTO DE UN INOCULO FUNGICO EN MEDIO LIQUIDO

FOTOGRAFIA H: DISPOSICION DE LAS FUNDAS PARA INCUBACION
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FOTOGRAFIA I: TANQUE PARA PREPARACION DEL SUSTRATO

FOTOGRAFIA J: PREPARACION DEL SUSTRATO
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FOTOGRAFIA K: PREPARACION DEL SUSTRATO

FOTOGRAFIA L: SUELO INOCULADO
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