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1. RESUMEN

El alto impacto ambiental de los derrames anuales que se generan de las industrias
petroleras ecuatorianas constituye uno de los problemas mas grandes de contaminacion
ambiental, con las provincias amazénicas como las mas afectadas por estos incidentes. La
constante lucha por la conservacion de la biodiversidad de los suelos arcillosos que resultan
contaminados ha incrementado el uso y el desarrollo de nuevas técnicas de biorremediacién
para su recuperacion. La bioestimulacion es uno de los tratamientos mas efectivos, que
resulta ambientalmente seguro y econdémico, para mejorar la estructura de los suelos
contaminados mediante la adicion de nutrientes o sustratos que estimulen el crecimiento y la
actividad metabolica de los microorganismos autdctonos de las zonas impactadas. En el
presente trabajo, se evalud la técnica de bioestimulacion como una estrategia de
modificacion de la estructura de suelos arcillosos contaminados con hidrocarburos
acumulados en biopilas para su biorremediacion. Se determinaron los mejores tratamientos
en base a las caracteristicas fisicoquimicas de los suelos, la actividad respiratoria de la
microbiota autdctona y el recuento de los microorganismos presentes en el suelo tras los
tratamientos de bioestimulacién en terrarios y, posteriormente, se escalé a los mejores hasta
biopilas piloto. El tamafio de las particulas y sus agregados se analizaron al inicio y al final
del experimento mediante la técnica de granulometria para identificar los cambios
estructurales conseguidos. Como resultado, en fase de terrarios, se obtuvo a Rhizobium y
Bacillus como los tratamientos de bioestimulacion mas interesantes a evaluar en funcion de
los pardmetros densidad aparente, porcentaje de espacio poroso, espacio libre o gas,
produccion de CO; y recuento de bacterias, que mostraron cambios significativos como para
su escalamiento a biopilas. En esta fase, los niveles de TPH registraron una disminucion por
efecto de la aplicacion de los tratamientos de bioestimulacion. En términos generales, se
registr6 un aumento de la poblacion microbiana y su actividad metabdlica en los suelos en
estudio y se produjo un cambio minimo en la estructura de estos en funcién de algunos de
los aspectos fisicoquimicos analizados.

Palabras clave: bioestimulacion, biopilas, granulometria, hidrocarburos, recuentos.



1. ABSTRACT

The high environmental impact of the annual spills generated by Ecuador's oil
industries is one of the biggest environmental pollution problems. The Amazonian provinces
are the most affected by these incidents. The constant struggle for the conservation of the
biodiversity of contaminated clay soils has increased the use and the development of new
bioremediation techniques for their recovery. Biostimulation is one of the most effective,
environmentally safe and economical treatments to improve the structure of contaminated
soils by adding nutrients or substrates that stimulate the growth and metabolic activity of
native microorganisms . In the present work, the biostimulation technique was evaluated as
a strategy for modifying the structure of clay soils contaminated with hydrocarbons
accumulated in biopiles for bioremediation. The best treatments were determined based on
the physicochemical characteristics of the soils, the respiratory activity of the indigenous
microbiota and the count of microorganisms present in the soil after the biostimulation
treatments in terrariums and, subsequently, scaled up to a pilot biopile level. Soil particle
size and aggregates were analyzed at the beginning and at the end of the experiment using
the granulometry technique to identify the structural changes achieved. As a result, in the
terrarium phase, Rhizobium and Bacillus were the most interesting biostimulation treatments
to evaluate according to the parameters bulk density, percentage of pore space, free space or
gas, CO2 production and bacterial counts, which showed significant positive changes and
were chosen to scale up to biopiles. In this phase, TPH levels decreased as a result of the
application of the biostimulation treatments. In general terms, there was an increase in the
microbial population and its metabolic activity in the soils under study, and there was a
minimal change in their structure according to some of the physicochemical aspects
analyzed.

Key words: biopiles, biostimulation, granulometry, hydrocarbons, counts.



3. INTRODUCCION

El crecimiento de la industria petroquimica incrementa productos y desechos
derivados de los procesos de produccién masiva que, lastimosamente, aumentan el riesgo de
derrames y otras afecciones ambientales (Galindo y Rueda, 2012; Suarez, 2013). Segun datos
del Ministerio de Medio Ambiente y Agua, se han reportado oficialmente 1169 derrames
entre 2005 y 2015 en Ecuador. De esos, el 81% corresponden a la Amazonia ecuatoriana
(Pontes, 2020). La contaminacion ambiental generada por los hidrocarburos derivados del
petroleo se traduce en el deterioro de las condiciones naturales de los suelos.

El alto impacto ambiental de los derrames anuales de las industrias petroleras
ecuatorianas constituye uno de los problemas méas grandes de contaminacién ambiental
(Naranjo, 2017). Las provincias amazonicas, que son las méas afectadas por accidentes
petroleros, se ven inmersas en una constante lucha por la conservacion de la biodiversidad
de los suelos arcillosos que resultan contaminados (Alier, Walter, Di Pierri, Fontaine y
Herrero, 2008). De hecho, en 2014, Petroamazonas EP (actual EP PETROECUADOR)
desarroll6 una propuesta para rehabilitar y reparar los dafios ocasionados en el ambiente
décadas atras. Desde entonces, con el proyecto “Amazonia Viva” (PAV) se han alcanzado
importantes hitos como la descontaminacién de mas de 1.5 millones de metros cubicos de
suelo en sitios denominados “CGP” (Centros de Gestion de Pasivos) y la eliminacion de

1232 fuentes de contaminacion (EP PETROECUADOR, 2023).

La biorremediacion como alternativa que emplea la actividad de microorganismos,
como actinomicetos, hongos y bacterias para la degradacién de hidrocarburos, puede
aplicarse de diversas maneras. De acuerdo con Calvache (2015), Camparia (2016) y la FAO
(2009), la estructura de los suelos arcillosos esta caracterizada, principalmente, por su
tendencia a formar agregados de consistencia dura y firme a partir de las particulas de suelo.
La compactacion de estos agregados se evidencia en la falta de porosidad del suelo, poca
oxigenacion y escaso crecimiento microbiano (Buendia, 2012). Ademas, la gran capacidad
de retencién de agua, la mala aireacion y la poca permeabilidad resultante impiden el
desarrollo de los microorganismos autdctonos con capacidad biodegradadora. Se debe
agregar que los suelos contaminados por hidrocarburos representan un reto adicional para la
biorremediacion, debido precisamente a la estructura de los suelos de caracteristica arcillosa
(Galindo y Rueda, 2012).



La necesidad de plantear una alternativa a la costosa estrategia de aireacion mecanica
para modificar la estructura de los suelos contaminados con hidrocarburos surge a partir de
la baja rentabilidad de las técnicas empleadas. Estas requieren de recursos humanos,
financieros y de maquinaria especializada que, inclusive, resultan potencialmente invasivos

con la naturaleza (Brutti, Beltran y Garcia de Salamone, 2018).

La formacion de biopilas es un metodo efectivo de biorremediacion (Iturbe, Flores,
Chévez y Roldan, 2002). Su funcion es disminuir las concentraciones de hidrocarburos
presentes en el suelo mediante un proceso bioldgico controlado. La técnica consiste en la
formacion de pilas de suelo contaminado y material degradable para reducir la concentracion
de contaminantes derivados del petroleo. En el fondo de las pilas, se coloca un aislante para
el control de lixiviados y su aireacion puede ser activa, por volteo mecénico de la pila, o
pasiva, mediante tubos perforados de aireacion con distribucion permanente de nutrientes,
microorganismos y aire (Suarez, 2013). Sin embargo, las bajas tasas de biorremediacion de
los suelos arcillosos en biopilas generan la necesidad de instaurar un método efectivo para
cambiar, en primera instancia, las condiciones caracteristicas de estos suelos (Cabanillas y
Pissani, 2015).

La bioestimulacion es uno de los tratamientos mas efectivos que resulta
ambientalmente seguro y econémico, para mejorar la estructura de los suelos contaminados
con hidrocarburos, compuestos mayoritarios del petréleo (50-98%) (Cabanillas y Pissani,
2015). De hecho, actualmente, se ha incrementado el uso de técnicas de biorremediacion
como ésta para la recuperacion de suelos contaminados en biopilas (Cando, 2011). Se basa
en la adicion de nutrientes o sustratos que estimulen el crecimiento y la actividad metabdlica
de los microorganismos autdctonos de las zonas afectadas, para mejorar la estructura y

agregacion de las particulas del suelo (Cabanillas y Pissani, 2015).

Por su parte, la bioaumentacion tiene como fundamento la adicion a la matriz
contaminada de masas microbianas exdgenas y enddgenas, previamente identificadas, para
obtener una recuperacion considerable del suelo original, modificar su estructura e influir
directamente en la mejora de su textura arcillosa (Bermddez, 2012; Gémez, Gaviria y
Cardona, 2009). En contraste, la bioestimulacion se limita a proveer condiciones iddneas

(nutrientes o sustratos) que estimulen el crecimiento y la actividad metabdlica de ciertos



microorganismos ya existentes en el suelo contaminado, que puedan actuar como

potenciadores de remediacion (Bermudez, 2012).

Cando (2011) y Ciancaglini (2010) mencionan que las propiedades fisicas y quimicas
de los suelos contaminados como textura, pH y permeabilidad son factores que deben
considerarse para la aplicacion de diferentes tratamientos de biodegradacion. En ese sentido,
una de las formas en que la estructura del suelo puede acondicionarse para facilitar procesos
de biorremediacion constituye la produccién de exopolisacaridos (EPS) (Naranjo, 2017). Los
EPS son biopolimeros capaces de interactuar con particulas de arcilla para formar micro y
macro agregados de suelo que favorecen la permeabilidad y evitan la desecacion de las

particulas de arcilla (Chenu, 1993).

Justamente, Pseudomonas, Azotobacter, Rhizobium y Bacillus son generos
bacterianos destacados por su capacidad de producir EPS como producto de su metabolismo
secundario (Mathews et al.,, 2013). Ademas, se han estudiado con detenimiento las
condiciones que favorecen la optimizacion de su produccién en suelos contaminados con
hidrocarburos (Gonzélez, 2019; Molina, 2020; Zaldumbide, 2020; Ortega, 2022). Por ello,
resultan atractivos para iniciativas enfocadas en el cambio de estructura de suelo como

estrategia para agilizar procesos de biorremediacion.

Al conseguir una mejora real de la estructura de los suelos afectados por los derivados
del petréleo, los porcentajes de degradacién de hidrocarburos mejorarian considerablemente
(Cabanillas y Pissani, 2015). Por tanto, esta investigacion podria haber resultado beneficiosa
en términos de velocidad de remediacién que, a su vez, derivaria en disminucion de la
contaminacion ambiental y la reduccion del impacto socio ecoldgico producido por los
hidrocarburos. La simulacién de las condiciones éptimas para la produccion de EPS por
microorganismos de suelos arcillosos contaminados por hidrocarburos (Gonzalez, 2019;
Molina, 2020; Zaldumbide, 2020; Ortega, 2022) y la comprobacién de los efectos de su
bioestimulacion en la estructura de suelos en terrarios y biopilas, permitié disponer de una
alternativa de mejora de la estructura de este tipo de suelos. De esta manera, la aceleracion
de otros procesos de biorremediacion y el avance en el estudio de microorganismos o
consorcios microbianos ya presentes en un medio contaminado factibilizarian,

potencialmente, solventar el problema de la remediacion lenta (Ruiz, 2019; Suarez, 2013).



En el pais, la caracterizacion de microorganismos con capacidad de degradar
hidrocarburos para tratamientos de biorremediacion o técnicas que permitan maximizar las
tasas de recuperacion de suelos es limitada (Beristain, 2009; Naranjo, 2017). Por ello, se
planted este estudio analitico del método de bioestimulacién enfocado en fomentar la
produccion de EPS en terrarios y biopilas de suelos contaminados con hidrocarburos, como
estrategia que permitiera mejorar la estructura de suelos y constituyera una verdadera

alternativa para acelerar los tratamientos de biorrecuperacion (Naranjo, 2017).

3.1. OBJETIVOS

3.1.1. OBJETIVO GENERAL

Evaluar la bioestimulacion como estrategia de modificacion de la estructura
de suelos arcillosos contaminados con hidrocarburos, acumulados en biopilas para su

biorremediacion.

3.1.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar cual de las estrategias de bioestimulacion previamente
establecidas para la optimizacion de la produccion de exopolisacaridos por parte de
Pseudomonas, Azotobacter, Rhizobium y Bacillus consigue, a nivel de terrarios, el
mejoramiento de la estructura del suelo arcilloso contaminado con hidrocarburos

independientemente de los microorganismos presentes en él.

Evaluar, a nivel de biopilas, la efectividad de la exposicion de los
microorganismos del suelo contaminado a condiciones Optimas para la excrecion de

EPS en el cambio de la estructura edafica.

3.2. HIPOTESIS
Al menos una de las estrategias de bioestimulacion evaluadas tiene el potencial de
mejorar la estructura de suelo sin afectar la biodisponibilidad de los hidrocarburos presentes

y, con ello, puede contribuir a la potenciacién de procesos de biorremediacion.



4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Area de estudio

El suelo utilizado en esta investigacion provino del CGP 184 ubicado en el cantén
Joya de los Sachas, provincia de Orellana, donde se acopian lotes de suelo contaminado
provenientes de las distintas fuentes de contaminacion que se encuentran en intervencion por
parte del PAV. Las biopilas que se manejan para los procesos de biorremediacion se
distribuyen en forma de trapecio, donde la base inferior mide cerca de 4 m; la base superior,
2 m; el largo ocupa entre 50 y 80 m y, generalmente, alcanzan 2 m de altura. Con estas
dimensiones, el volumen de suelo promedio que se acopia estd entre los 300 y 400 m?
(Efficacitas, 2021).

En los CGP cercanos al Bloque 60 Sacha, ubicado a 254 msnm, las condiciones
climaticas anuales rodean los 25 °C de temperatura media, se registra en promedio un 94%

de humedad relativa y un aproximado de 507 mm de precipitaciones al afio (Efficacitas,
2021).

4.2. Toma de muestras

Para el muestreo de suelo por parte del personal del PAV, se hicieron modificaciones
al protocolo de Escalante (2002). De esta manera, se obtuvo una muestra compuesta de 60
kg de suelo contaminado que fue recolectado de las biopilas, ubicadas en el Bloque 60-

Sacha, que permanecen en proceso de biorremediacion.

La muestra compuesta obtenida fue enviada en forma de submuestras, colocadas en
bolsas herméticas estériles, para su transportacion en oscuridad y frio para mantener la
humedad hasta el laboratorio de Microbiologia del Campus Nayon de la Pontificia
Universidad Catolica del Ecuador (PUCE). Una vez en el laboratorio, se reconstituyé la
muestra compuesta, se la pulverizé y homogeniz6. Los 60 kg fueron distribuidos en 18
terrarios, como indica la Figura 1, entre seis tratamientos por triplicado: Control,
Pseudomonas, Azotobacter, Rhizobium, Bacillus y Combinado, en funcion de las mejores

condiciones para bioestimular la produccion de EPS por los géneros bacterianos



potencialmente implicados (Anexo 1). Se reservaron, ademas, 3 kg de  material
edafico homogenizado para determinar, por triplicado, sus condiciones fisicoquimicas y
microbiolodgicas iniciales y 3 kg extra para determinar su composicion por tamafio de
particulas mediante granulometria, también por triplicado. Tras los ensayos
de bioestimulacién, se repitieron por triplicado los anélisis fisicoquimicos, microbioldgicos

y de granulometria del suelo de cada tratamiento a partir de muestras de 1 kg del suelo.
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Figura 1. Disefio experimental con la distribucion y composicion
de los tratamientos en fase de terrarios. Tiempo de duracion,
frecuencia de aplicacion de tratamientos y riego.

Para la fase de biopilas o experimentacion en campo, el suelo fue obtenido,
homogenizado y distribuido por personal del PAV de EP PETROECUADOR con ayuda de
maquinaria pesada. El equipo se encargd de ubicar las biopilas piloto en la plataforma de
escalamiento de las instalaciones del Blogue 60, donde se llevé a cabo la aplicacion de los

tratamientos de bioestimulacion y su respectivo monitoreo (Figura 2).
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Figura 2. Disefio experimental con la distribucion y composicion
de los tratamientos en fase de biopilas. Tiempo de duracion,
frecuencia de aplicacion de tratamientos y riego.

4.3. Analisis fisicoquimicos del suelo contaminado

Para evaluar las condiciones fisicoquimicas de los suelos contaminados con
hidrocarburos, se tomaron en cuenta las siguientes variables: densidad real, densidad
aparente, porcentaje de espacio poroso, permeabilidad, saturacion de petréleo, saturacién de
agua y espacio libre o gas (Flores y Alcald, 2010). El andlisis de estos factores se realiz6
tanto a la llegada de las muestras de suelo como al finalizar los ensayos en terrarios y
biopilas, para comprobar si se produjeron cambios en la estructura del suelo en los diferentes
tratamientos de bioestimulacion bajo analisis. EI Centro de Investigacion Quito (CIQ) de EP
PETROECUADOR proporciond estos resultados. Por otro lado, los analisis de
granulometria se llevaron a cabo en el Laboratorio de Resistencia de Materiales, Mecanica
de Suelos, Pavimentos y Geotécnica de la PUCE, segun el protocolo establecido por la
Sociedad Americana para Pruebas y Materiales (ASTM, por sus siglas en inglés) (2017).

Se realizé también una medicion de la biodisponibilidad de los hidrocarburos totales
de petréleo (TPH) para los ensayos en campo, para determinar el grado en el que estos
compuestos quimicos estuvieron presentes en la matriz de suelo y pudieron ser absorbidos,
metabolizados o se encontraron disponibles para la interaccion con sistemas biologicos

(Gomez, 2003). Estos datos fueron proporcionados por el Centro de Investigacion de
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Tecnologias Ambientales del Proyecto Amazonia Viva (CITGAV) de EP
PETROECUADOR vy se realizaron, también, antes y después de la aplicacion de los

tratamientos de bioestimulacién establecidos.

4.4. Recuento de bacterias y hongos

Se realizé un recuento total en placa de hongos y bacterias que se encontraban en las
muestras de suelo contaminado antes de iniciar los tratamientos de bioestimulacién y al
finalizar el experimento. De esta manera, se pudo determinar si se produjeron cambios entre

la poblacion microbiana inicial y final.

Para el recuento bacteriano, se partié de una muestra de 10 g de suelo contaminado
tanto antes como después de la aplicacion de los tratamientos. De acuerdo con el protocolo
planteado por Bottomley, Angle y Weaver (2020), la muestra de suelo pesada fue diluida en
90 ml de agua peptonada al 0,1%, llevada a agitacion en vortex y, a partir de la solucién
obtenida, se realizaron diluciones seriadas en base 10 hasta la dilucion 10°°. Las diluciones
10*hasta 10°° fueron sembradas en superficie con asa de Drigalsky en Agar Infusion Cerebro
Corazon (BHI, por sus siglas en inglés) y llevadas a incubacion a 27 °C por 48 horas.
Después del periodo de incubacion, se observaron las placas en busca de colonias con
morfologia caracteristica bacteriana y se realizd el recuento tanto a las 24 como a las 48

horas.

Por otro lado, para el recuento de hongos, se partié de una muestra de 10 g de suelo
contaminado diluida en 90 ml de Tween 80% y llevada a agitacion en vortex. A continuacion,
se realizaron diluciones seriadas en base 10 hasta la dilucion 104, A partir de las tres Gltimas
diluciones, se realizaron siembras en superficie con asa de Drigalsky en Agar Rosa de
Bengala y fueron llevadas a incubacion durante siete dias a 27 °C. Posteriormente, se
observaron colonias con morfologia caracteristica de hongos y levaduras para su respectivo
registro cada 24 horas por un periodo de siete dias (Sylvia, Fuhrmann, Hartel y Zuberer,
2005).
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4.5. Respiracion de suelo

Como resultado de la degradacion de sustratos organicos que estuvieron presentes en
el suelo, al igual que los nutrientes que fueron incorporados por cada tratamiento, se produjo
una cantidad determinada de dioxido de carbono que dependi6 directamente de la microflora
predominante en el medio, asi como también factores climaticos y edaficos. Naturalmente,
el suelo poseia una determinada comunidad microbiana que produjo didxido de carbono,
independientemente de la via metabdlica y las condiciones aerdbicas a las que estuvo
sometido (Sylvia et al., 2005). La cantidad de dioxido de carbono producido permitié medir
la actividad global de la flora microbiana presente en el suelo de acuerdo con las condiciones

de bioestimulacion experimentadas.

Para este analisis, segun el protocolo de Gonzélez et al. (2021) con modificaciones,
se partio de una submuestra de 25 g de la muestra de suelo original (para el anlisis inicial)
y las muestras de suelo obtenidas de cada terrario y biopila al finalizar el periodo de
experimentacion (para el analisis final). A estas se les agregd nitrato de amonio (NH4NO3)
al 0,025% y, con un atomizador, se debié humedecer el suelo hasta un 60 — 70 % de su
capacidad de campo. Posteriormente, se transfirid el suelo tratado a un frasco de 1L de
capacidad y, sobre su superficie, se colocé un vaso de precipitado o frasco pequefio con 15
ml de hidréxido de sodio (NaOH) 0,5 N. Se cerraron los frascos herméticamente y se los
Ilevd a incubacion a 27 °C o a temperatura ambiente durante siete dias.

Transcurrida una semana, se determind la cantidad de diéxido de carbono (CO3)
producido mediante titulacion. Con los datos obtenidos, se aplico la formula:

mgde Co CO2=(B-V)NE
donde B es el volumen (ml) de acido requerido para titular el NaOH del control absoluto; V
es el volumen (ml) de &cido requerido para titular el NaOH del suelo tratado; N la normalidad
del &cido y E, la constante de peso equivalente con la que se pudieron expresar los datos en

funcion de C (E = 6) o CO2 (E = 22) que se produjeron.

4.6. Montaje del ensayo

El modelo matematico utilizado en la aplicacion de los tratamientos fue el Disefio

Completamente al Azar (DCA), cuyos requisitos se adecuan a la investigacion experimental
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(Buendia, 2012). En fase de terrarios, por cada uno de estos, se utilizaron 3 kg de suelo
contaminado con hidrocarburos proveniente de la muestra compuesta de las biopilas de
origen para cada tratamiento por triplicado, con un control o testigo con suelo contaminado
para obtener resultados estadisticamente significativos (Sdnchez-Otero, 2016). Es decir, los
tratamientos establecidos en condiciones de laboratorio fueron cinco més el testigo, cada uno

por triplicado, con el terrario como unidad experimental.

Por otro lado, en fase de biopilas, se montaron grupos de tierra de aproximadamente
1 m2 con el mismo volumen de suelo contaminado con hidrocarburos, donde se formaron
biopilas para los dos mejores tratamientos obtenidos en la fase de terrarios (Rhizobium y
Bacillus), con un control o testigo con suelo contaminado para obtener resultados
estadisticamente significativos (Sanchez-Otero, 2016). En otras palabras, se evaluaron a
nivel de biopilas los dos mejores tratamientos obtenidos en la fase de terrarios mas el testigo,
cada uno por triplicado, con la biopila como unidad experimental (Figura 3).

aHzosums |~
(R3)
<M

s

Figura 3. Distribucion aleatoria de las biopilas con cada tratamiento
de bioestimulacion por triplicado en la plataforma de escalamiento
del campo Sacha, Bloque 60 de EP PETROECUADOR.

Para los ensayos en campo, se disefio un sistema de aireacion con tuberia que se
colocd dentro de las biopilas piloto para favorecer el paso de aire y tener una mejor
distribucion de los nutrientes al aplicar los tratamientos de bioestimulacion. De esta manera,
se asegurd que el suelo de las unidades experimentales y los resultados de las muestras
analizadas no se vean alterados por la experimentacion y la aplicacion de tratamientos en los

ensayos estaticos en campo (Figura 4).
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Figura 4. Sistema de aireacion por tuberias de Policloruro de Vinilo (PVC) para
ensayos estaticos en campo.

En las condiciones originales determinadas para cada género microbiano, se tenia un
control completo sobre el pH y la temperatura de los suelos analizados. Sin embargo, para la
bioestimulacion en biopilas, se debi6 trabajar en condiciones ambientales donde estos
factores, que dependen de la concentracion de agua, debieron mantenerse en relacion
constante y tan baja como fuera posible para no ser alterados (Fernandez et al., 2006). Por
esta razon, se aplicaron modificaciones en las condiciones éptimas de crecimiento
previamente establecidas, en cuanto a pH y temperatura, de los tratamientos de

bioestimulacion a nivel de terrarios.

Ademas, fue importante considerar que los microorganismos requieren de humedad
(una concentracion alta de agua) para transportar sus nutrientes, desarrollar sus procesos
metabdlicos y mantener su estructura celular. Por tanto, los terrarios, al igual que las biopilas,
se rociaron con agua cada dos o tres dias, para evitar un exceso de humedad en el suelo. Esto
fue deseable porque se ocuparia el poco espacio poroso disponible entre las particulas de
arcilla, lo que alteraria constantemente la temperatura y el pH, limitaria la permeabilidad del

aire y reduciria la eficiencia de la aireacién (Fahnestock, 1998).

4.7. Andlisis estadisticos

Se utilizd6 un Disefio Completamente Aleatorio (DCA) como herramienta de
organizacion de la aplicacién de tratamientos y analisis estadistico para determinar cual de
las formulaciones de bioestimulacion analizadas presentd una mejora sustancial en la

estructura del suelo arcilloso contaminado con hidrocarburos a nivel de terrarios y biopilas.
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Se utiliz6 la herramienta de analisis estadistico IBM SPSS Statistics para analisis
paramétricos como el ANOVA de un factor y las pruebas no paramétricas como la de
Kruskal Wallis para detectar diferencias significativas entre tratamientos, al igual que las
pruebas post-hoc de Tukey y su equivalente no paramétrico respectivo (Sanchez-Otero,
2016). El tipo de anlisis estadistico a realizarse lo determind el cumplimiento de los

supuestos de normalidad y homogeneidad de los datos.

5. RESULTADOS

En las Tablas 1 a 6, se muestran los resultados de los analisis fisicoquimicos
obtenidos por parte del Laboratorio de Resistencia de Materiales, Mecanica de Suelos,
Pavimentos y Geotécnica de la PUCE, el CITGAV y el CIQ de EP PETROECUADOR,
ademas de los resultados obtenidos en los andlisis microbioldgicos realizados en el
Laboratorio de Microbiologia Agricola del Campus PUCE Nayon.

De acuerdo con los resultados de granulometria y caracterizacién fisicoquimica de
las muestras iniciales de suelo contaminado con hidrocarburos, el suelo sujeto a
experimentacion tanto en terrarios como en biopilas se compuso, en su mayoria, por granulos
finos, con porcentajes medios de particulas de arena y valores bajos de particulas de grava
(Tabla 1). Estas caracteristicas se ajustan a un suelo de textura fina a media, también llamado
limo arcilloso (ASTM, 2020).

Tabla 1. Analisis de granulometria por tamizado de las muestras inicial y final de suelo

contaminado sometido a los diferentes tratamientos de bioestimulacion en terrarios y

biopilas.
Fase Muestra  Tratamiento " ‘7 Finos (%) Grava (%)
X c X c X c
Terrarios Inicial SC 28.00 - 71.00 -

Final Control 33.00 6.56 67.00 6.56

Pseudomonas 28.33 058 71.67 0.58

Azotobacter  39.33 1.15 60.67 1.15

Rhizobium 3833 058 61.67 0.58

Bacillus 3733 231 6267 231

Combinado 34.33 4.16 65.67 4.16
Biopilas Inicial SC 51.00 0.00 4750 0.71 1.50 0.71
Final Control 30.33 289 69.00 3.61 1.00 1.73
Rhizobium 30.33 153 6933 153 0.00 0.00
Bacillus 29.33 379 68.33 0.58 2.33 3.21

X , promedio; G, desviacion estandar; SC, suelo contaminado.
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En terrarios y biopilas, se registraron porcentajes similares de granulos finos, arena
y grava en el suelo sometido a los diferentes tratamientos de bioestimulacion (Tablas 1y 2),
sin que se produjeran cambios granulométricos perceptibles entre antes y después de la
aplicacion de los tratamientos, salvo para los tratamientos Azotobacter, Rhizobium y Bacillus
(Tabla 3). Sin embargo, para los parametros arena y finos en fase de biopilas, se detectaron
diferencias con respecto a la muestra contaminada inicial en todos los tratamientos aplicados
incluido el control. En el caso de las particulas de grava, tras la experimentacion en terrarios,
no se encontraron particulas de grava en los analisis granulométricos; mientras que en las
biopilas si se hallaron, pero no se registraron diferencias significativas en el suelo entre antes

y después de someterse a los tratamientos de bioestimulacién (Tabla 3).

Tabla 2. Significacion estadistica de los analisis paramétricos (ANOVA: F) y no
paramétricos (Kruskal-Wallis: H) realizados para la comparacién entre tratamientos de

bioestimulacion en terrarios y biopilas.

Terrarios Biopilas
;%r;ililzlgcljrou Estadistigo Significancia Estadisti(.:o Significancia
comparativo comparativo

Arenal H 0.12 H 0.85
Finos? H 0.12 H 0.72
Grava3 - - H 0.28
pa* H 0.01 F 0.81
pr H 0.08 F 0.10
® Efectiva® H 0.01 F 0.50
K? F 0.08 F 0.10
So8 H 0.07 H 0.07
Sw? F 0.00 H 0.05
Salo F 0.00 H 0.04
Rht! H 0.17 H 0.03
Rb'? H 0.02 F 0.00
co;” F 0.03 H 0.08
TPHY i - F 0.69

1, particulas de arena; 2, particulas de finos; 3, particulas de grava; 4, pa: densidad aparente; 5, pr: densidad real; 6, ®
Efectiva: espacio poroso; 7, K: permeabilidad; 8, So: saturacion de petrdleo; 9, Sw: saturacién de agua; 10, Sa: espacio
libre 0 gas; 11, Rh: Recuento de hongos; 12, Rb: Recuento de bacterias; 13, CO,: di6xido de carbono; 14, TPH:
Hidrocarburos Totales de Petrdleo.

Por otro lado, las muestras de suelo analizadas demostraron poseer altos niveles de
TPH (Tabla 4). Hubo una reduccién en la contaminacion entre antes y después de la
aplicacién de los tratamientos de bioestimulacion, desde niveles de 978.24 +/- 47.77 mg/kg

de la muestra inicial hasta 710.27 +/- 76.81 mg/kg en el caso del tratamiento Bacillus (Tabla



4), aunque no se registraron diferencias significativas entre los tratamientos de

bioestimulacion ensayados (Figura 5, Tabla 2).

Tabla 3. Significacion estadistica del andlisis comparativo (Prueba T para muestras
dependientes) de las muestras de suelo tras ser sometidas a los diferentes tratamientos de

bioestimulacion con respecto a la muestra inicial en terrarios y biopilas.

Terrarios Biopilas
3 - o
— c L = - ° — IS o
- =] o >
Parametro = = 3 5 = I = = =
5 3 S Q Q = S 2 3]
S > <] p= o = $) < 8
2 S = s} S Z s}
o < O

Arenal 0.32 042 000 000 002 012 | 0.01 0.00 0.01
Finos? 0.40 0.18 000 000 0.03 0.16 | 0.01 0.00 0.00

Grava® - - - - - - 053 006 074
pa* 004 001 009 002 08 033 | 026 026 025
pr 000 043 045 019 016 046 | 1.00 027 0.8
) 002 000 001 068 08 014 | 030 033 059

Efectiva®

K7 006 021 084 030 051 038 | 005 011 0.02
So? 010 010 013 008 011 009 | 026 034 001
Swe 003 001 001 004 004 003 | 002 005 001
Salo 009 000 000 048 006 002 | 000 007 001
Rhit - 0.03 0.36 - 033 045 | 003 017 001
Rb12 002 001 011 002 022 001 | 012 002 006
co,” 059 003 000 033 001 - 0.08 0.0 0.0
TPH ; ; ; - - - 001 001 0.04

1, particulas de arena; 2, particulas de finos; 3, particulas de grava; 4, pa: densidad aparente; 5, pr: densidad real; 6,
® Efectiva: espacio poroso; 7, K: permeabilidad; 8, So: saturacion de petrdleo; 9, Sw: saturacion de agua; 10, Sa:
espacio libre o gas; 11, Rh: Recuento de hongos; 12, Rb: Recuento de bacterias; 13, CO,: didxido de carbono; 14,
TPH: Hidrocarburos Totales de Petrdleo.

110000

1000,00 ?

900,00

800,00 i
700,00 ﬁ ?

600,00

TPH (mgfkg)

sC Control Ehizobium Bacillus
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Figura 5. Niveles de TPH de la muestra de suelo en el suelo
contaminado antes (SC) y después de someterlo a los
diferentes tratamientos de bioestimulacion en la biopilas.
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Tabla 4. Promedio y desviacion estandar de las variables fisicoquimicas de las muestras inicial y final de suelo contaminado con hidrocarburos

sometido a los diferentes tratamientos de bioestimulacion en terrarios y biopilas.

Promedio Terrarios Biopilas
e Inicial Final Inicial Final
ATEEB desviacion N . . L .

ATk SC Control Pseudomonas Azotobacter Rhizobium Bacillus Combinado SC Control  Rhizobium  Bacillus
pal X 1.38 1.53 1.71 1.57 1.29 1.37 1.48 1.35 1.48 1.44 1.44
c 0.06 0.01 0.04 0.08 0.04 0.03 0.13 0.06 0.09 0.11 0.05
pr? X 2.63 2.77 2.57 2.55 2.58 2.72 2.69 2.63 2.63 2.67 2.73
c 0.02 0.02 0.09 0.15 0.03 0.07 0.12 0.02 0.03 0.06 0.05
0] X 49.90 44.83 36.09 36.42 50.08 49.69 45.07 48.62 43.79 45.94 47.40
Efectiva® c 1.98 0.76 0.84 1.28 1.37 0.74 2.64 2.56 3.63 4,91 0.96
K4 X 52708.64 15857.08 57787.68 54439.72 36602.04 64790.77 78710.43 | 5854.83 17235.01 45133.25 47619.18
c 6563.17 15658.92 4848.41 19270.73 16199.44 26685.40 41988.09 543.92  5260.61 24089.33 11565.99
So® X 16.84 0.00 1.10 3.06 3.61 0.36 1.20 1.36 12.83 3.33 34.53
c 9.89 0.00 0.76 0.56 3.18 0.59 0.98 0.24 15.69 2.52 4,54
Swé X 15.03 56.93 93.46 79.83 29.71 67.74 58.27 20.33 23.84 44.25 29.96
c 6.67 10.20 5.21 4.64 1.60 13.50 10.55 0.56 16.18 10.55 2.42
Sa’ X 68.13 43.07 5.44 17.12 66.68 31.90 40.53 78.31 63.33 52.42 35.51
c 4.62 10.20 5.96 5.19 1.82 13.62 11.21 0.58 0.76 12.89 6.57
Coy° X 4.03 2.75 6.60 7.70 4.95 8.25 - 52.25 1.10 3.30 7.70
c 0.00 2.33 1.91 1.39 0.78 2.67 - 7.00 1.56 4.61 2.87
TPH? X 978.24 755.25 729.35 710.27
o a7.77 45.42 59.78 76.81

X, promedio; o, desviacion estandar; SC, suelo contaminado; 1, pa: densidad aparente expresada en gramos por centimetro clbico (g/cm?®); 2, pr: densidad real expresada en g/cm?; 3, ® Efectiva: espacio poroso
expresado en porcentaje (%); 4, K: permeabilidad expresada en miliDarcy (mD ); 5, So: saturacion de petréleo expresado en %; 6, Sw: saturacion de agua expresada en %; 7, Sa: espacio libre o gas expresado en %; 8,
CO,: didxido de carbono expresado en mg,9, TPH: Hidrocarburos Totales de Petréleo expresados en mg/kg.
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Se encontraron diferencias significativas entre el suelo contaminado original y el
sometido a experimentacion en terrarios, incluido el control, en los parametros saturacion de
agua, densidad aparente (salvo los tratamientos Azotobacter, Bacilllus y Combinado),
espacio poroso (salvo Rhizobium y Bacillus) y recuento de bacterias (salvo Azotobacter y
Bacillus; Figura 6) (Tabla 3). La permeabilidad y la saturacion de petréleo no evidenciaron
cambio alguno. Para espacio libre o gas, los Unicos tratamientos en no registrar diferencias
fueron el control y Rhizobium. Lo mismo sucedio con los tratamientos control, Rhizobium'y
Bacillus para espacio libre o gas. Resalto que solo en el tratamiento control se evidenciaran
cambios en densidad relativa y solo Pseudomonas tuvo efecto en el recuento de hongos. En

lo que respecta a la produccion de CO», los cambios no fueron detectables para los
tratamientos control y Rhizobium (Figura 7).
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Recuento de Bacterias (UFC/g)

w
=
&

— -
0,0E0 —_

sC Control Pseudomonas  Azotobacter  Rhizobium Bacillus Combinado
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Figura 6. Recuento de bacterias en el suelo contaminado
antes (SC) y después de someterlo a los diferentes
tratamientos de bioestimulacion en terrarios.
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Figura 7. Cantidad de CO: producida en el suelo
contaminado antes (SC) y después de someterlo a los
diferentes tratamientos de bioestimulacion en terrarios.
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En las biopilas, no se registraron diferencias entre tratamientos y el suelo original
para los parametros densidad aparente, densidad real y espacio poroso (Tabla 3). Cambios
muy significativos se observaron en saturacion de petroleo solo tras el tratamiento Bacillus
y los tratamientos de bioestimulacion si marcaron una diferencia en el recuento de bacterias
(Figura 8) y la produccion de CO- (Figura 9). Por otra parte, el Unico tratamiento en no
registrar cambios tras la experimentacion fue Rhizobium en permeabilidad, espacio libre y
recuento de hongos (Tabla 3).

278

1.E8 ?
=

aC Control Ehizobium Bacillus

Recuento de Bacterias (UFC/g)
w
]

Tratamientos

Figura 8. Recuento de bacterias en el suelo contaminado
antes (SC) y después de someterlo a los diferentes
tratamientos de bioestimulacion en biopilas.
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Figura 9. Cantidad de CO: producida en el suelo
contaminado antes (SC) y después de someterlo a los
diferentes tratamientos de bioestimulacion en biopilas.

En el analisis de resultados tras la experimentacion, en la fase de terrarios, al

comparar entre tratamientos de bioestimulacion (Tablas 2, 4 y 5; Anexo 2), se encontraron
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diferencias significativas para los parametros densidad aparente, saturacion de agua, espacio
libre o gas, produccion de CO> (Figura 7) y recuento de bacterias (Figura 6), mientras que
para densidad real, porcentaje de espacio poroso, permeabilidad, saturacion de petréleo y

recuento de hongos no se registraron diferencias.

Tabla 5. Promedio y desviacion estandar de los recuentos de bacterias y hongos de las
diferentes diluciones de muestra inicial y final de suelo contaminado sometido a los

diferentes tratamientos de bioestimulacion en terrarios y biopilas.

Terrarios Biopilas
Muestra  Tratamiento Hongos (UFC/g) Bacterias (UFC/qg) Hongos (UFC/g) Bacterias (UFC/qg)
X c X c X c X c
Inicial SC 66 x 108 - 36 x10° 40x10° <100 - 30 x 10° -
Control <100 - 50x10°5 9.1x10° 5 x 10* 1.6 x 104 23 x 108 1.3 x 107
Pseudomonas | 90x104 23x10% 36x10° 42x10°6
Final Azotobacter 36x10° 51x10% 10x107 6.5%x107
Rhizobium <100 - 40 %105 8.1x105 86 x 10* 7.0 x 105 33 x 107 7.7 x 107
Bacillus 35x10°5 45x10% 68x10° 6.7x107 34 x 10* 1.9 x 10° 78 x 108 3.2x107
Combinado 28x104 4.0x10° 76x10° 1.5x107

UFC, Unidades formadoras de colonia; X , promedio; G, desviacion estandar; SC, suelo contaminado.

En el analisis de resultados tras la experimentacion, en la fase de biopilas, solo los
parametros espacio libre, recuento de bacterias y recuento de hongos registraron diferencias
significativas entre los tratamientos de bioestimulacion (Tabla 2, 4 y 5; Anexo 3). Con
respecto a diferencias entre tratamientos y control, se confirmaron con menor espacio libre
para el tratamiento Bacillus, con 78 x 108 +/- 3.2 x 107 UFC/g en recuento de bacterias
(Tablas 4 y 5; Anexo 3) y mayor nimero de colonias flngicas y bacterianas en el tratamiento
Rhizobium, con 86 x 10* +/- 7.0 x 10° UFC/g y 33 x 107 +/- 7.7 x 10, respectivamente
(Figura 9).

6. DISCUSION

Segun Lo6pez (2002), una buena calidad del suelo estd determinada por distintos
factores quimicos, fisicos y bioldgicos que influyen entre si. Las condiciones fisicoquimicas
y microbiologicas de un suelo estan estrechamente relacionadas para mantener un buen
funcionamiento del ecosistema interno del suelo, una absorcién y retencién de nutrientes
efectiva, el paso de diferentes componentes a través de éste y su funcionalidad para el uso

que se requiera. En este sentido, para mantener una buena estructura del suelo, se espera
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mantener bajos ciertos parametros fisicoquimicos como la densidad aparente, la densidad
real y los puntos de saturacion. Mientras que, por otro lado, se procura que los factores como
la permeabilidad, la porosidad y los espacios vacios se mantengan cerca de los valores
Optimos establecidos para cada uno de estos pardmetros. Adicionalmente, para los factores
biol6gicos como actividad microbiana y recuento de microorganismos, es ideal que exista
un aumento en la diversidad y cantidad de hongos y bacterias para mantener una buena
calidad de suelo (Vifas, 2005; Flores y Alcala, 2010; Rucks et al., 2004 y INTAGRI, 2017).

6.1. Granulometria y textura de suelo

En este estudio, se observo que, después de dos meses de aplicacion de tratamientos
de bioestimulacion, los porcentajes de particulas finas, arena y grava en el suelo no
cambiaron significativamente. La formacion de un suelo depende de la interaccion de
factores naturales y antrépicos que influyen en su textura y granulometria. Algunos de estos
incluyen la resistencia del suelo, procesos de meteorizacion, condiciones ambientales,
composicién de la roca madre o tipo de suelo, actividades humanas, procesos geoldgicos y

bioldgicos y el tiempo de evolucién u observacion (INTAGRI, 2017; Six et al., 2004).

Dicho esto, existen varias razones por las que se podria justificar la falta de cambio
aparente en el suelo sujeto a experimentacién. Por un lado, los resultados de los tratamientos
de bioestimulacion pueden variar segun el tipo, el propésito y la composicion del
bioestimulante utilizado. Algunos tienen como objetivo aumentar la actividad microbiana,
mientras que otros pretenden tener un impacto en la estructura del suelo (Du Jardin, 2015).
En este caso, los tratamientos de bioestimulacion utilizados se enfocaron principalmente en
estimular la microbiota del suelo para evidenciar una mejora en su estructura. Por esta razon,
es posible que los efectos sobre la granulometria no presentaran una alteracion evidente, a
diferencia de otro estudio en que los bioestimulantes del suelo indujeron un efecto positivo

en la estructura del suelo y en la creacién de sus agregados (Findura et al., 2022).

Por otra parte, estan los factores ambientales como la humedad, la temperatura, el
oxigeno y el pH del suelo que influyen directamente en la actividad microbiana y la
velocidad de los procesos de agregacion del suelo (Six et al., 2004; Torres-Guerrero et al.,
2013). Los cambios en la granulometria pueden verse afectados por estos aspectos si las

condiciones climaticas no son favorables para la influencia de los bioestimulantes en la
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microbiota durante la experimentacion. Muchos microorganismos son termo-sensibles de tal
forma que los niveles Optimos de temperatura favorecen la actividad microbiana y la
formacion de agregados, mientras que, en niveles extremos, sus actividades metabolicas
pueden resultar inhibidas o limitadas. Por otra parte, una humedad adecuada resulta esencial
para la microbiota del suelo. En caso de falta humedad, se ralentiza la formacion y el
desarrollo de agregados por efecto de los microorganismos, mientras que por humedad en
exceso se produce una compactacion del suelo que afecta negativamente en su estructura. La
disponibilidad de oxigeno, por su parte, es indispensable para que se lleven a cabo los
procesos aerobicos de la microbiota autdctona y los niveles de pH influyen directamente en
la diversidad de una comunidad microbiana y su composicion. De esta manera, si las
condiciones ambientales no son adecuadas para la proliferacion y la actividad de los
microorganismos bioestimulados o si estas condiciones limitan la actividad microbiana en
general, los cambios en la granulometria y la estructura del suelo podrian no ser tan evidentes

a corto plazo (Fahnestock, 1998 y Cabanillas y Pissani, 2015).

Finalmente, es importante destacar que el tiempo de experimentacion debe ser el
suficiente para detectar cambios significativos en los aspectos analizados. Con frecuencia,
las propiedades del suelo cambian lentamente, especialmente en respuesta a tratamientos
bioldgicos. La magnitud del cambio de alguna de estas propiedades depende directamente
de la resiliencia del suelo y los procesos restaurativos y degradantes presentes en él (Six
et al., 2004; Ldpez, 2002). Algunas pueden presentarse a corto plazo y otras en el largo plazo.
Es asi como los efectos de bioestimulacion en la actividad microbiana pueden tardar méas
tiempo en convertirse en cambios observables en la distribucién de particulas del suelo o en

su composicion granulométrica (Lopez, 2002).

6.2. Hidrocarburos totales de petrdleo (TPH)

De acuerdo con la norma de calidad ambiental (Acuerdo Ministerial No. 097-A
[2015] del Ministerio del Ambiente), los criterios de calidad del suelo son valores de fondo
aproximados (niveles ambientales representativos para un contaminante en el suelo) o limites
analiticos de deteccion para un contaminante presente en el suelo. Para los TPH en esta
normativa, se establece que el limite maximo permisible (LMP) para suelos de uso

residencial es de 230 mg/kg; para suelos con fines comerciales, 620 mg/kg; para suelos de
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uso industrial, 620 mg/kg; y para suelos con fines agricolas, 150 mg/kg. En fase de biopilas,
se observo que las muestras finales de los tratamientos control, Rhizobium y Bacillus se
encontraban entre los 700 y 760 mg/kg de TPH, lo que supera los LMP establecidos en el
Acuerdo Ministerial No. 097-A.

Sin embargo, en estas muestras, la cantidad de TPH mostrd una disminucion aparente
como resultado del riego constante y los tratamientos de bioestimulacion. Esto podria
explicarse por una variedad de procesos, incluida la fotodegradacion, la biodegradacion, la
volatilizacién o evaporacion, la lixiviacion y el tiempo de residencia del suelo contaminado
(Maldonado, 2003). En la biodegradacion, por ejemplo, los microorganismos presentes en el
suelo son capaces de metabolizar los hidrocarburos y degradarlos con el tiempo, con lo que
disminuyen su concentracion en el medio. Al aplicar un riego constante a las biopilas piloto,
se estimula la actividad microbiana que requiere de agua para llevar a cabo sus procesos
metabdlicos como la produccién de EPS, la formacion de biopeliculas, la descomposicion
de materia organica, la fijacion de minerales, las interacciones microbianas y el

mantenimiento del ciclo de los nutrientes (Umer y Rajab, 2012).

Como se muestra en los resultados del estudio de Maldonado (2003), otra razén por la que
la concentracion o el nivel de contaminantes en el suelo disminuye es que el agua de lluvia
y el riego pueden arrastrar los hidrocarburos disueltos a capas mas profundas del suelo o
incluso fuera del perfil de este en un proceso llamado lixiviacion. Gdmez, Gaviria'y Cardona
(2009), por su parte, mencionan que la atenuacion natural también es un método de
remediacion pasiva que depende de procesos naturales para degradar y reducir los
contaminantes en el suelo y el agua subterranea. Este proceso depende de la presencia o
ausencia de microorganismos degradantes adecuados, el nivel de oxigeno disuelto, el nivel
de nutrientes y la biodisponibilidad de los contaminantes en el medio. Es asi como los niveles
de TPH de los tratamientos de bioestimulacién y el control mostraron una reduccién

aparente.

La cantidad de estos contaminantes presentes en el suelo Gnicamente se registro en
fase de biopilas porque, al estudiarse en las condiciones ambientales naturales del PAV, se
podrian observar la relacion y la influencia directa entre los tratamientos de bioestimulacion,

la actividad microbiana y la degradacion de hidrocarburos de los ensayos en campo. En fase
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de terrarios, el fin principal fue el evaluar la bioestimulacion en funcion de la mejora

estructural del suelo.

6.3. Andlisis fisicoquimicos

La densidad real (pr) corresponde a la masa de particulas de suelo existentes por
unidad de volumen, sin contar con los poros (Baridon, 2019). Generalmente, la densidad real
de las particulas de suelo es 2,65 g/cm?®. Sin embargo, para suelos de arena gruesa es 2,655
g/cm?; para suelos de arena fina 2,659 g/cm?®; para limo 2,798 g/cm?® y para arcilla 2,837
g/cm® (N(fez, 2001). Este fue uno de los aspectos analizados en las condiciones
fisicoquimicas de los suelos contaminados, pues influye de manera directa en la porosidad
del suelo. Provoca que, a medida que la densidad real aumenta, la porosidad disminuya, lo
que resulta en una disminucion de la cantidad de espacio disponible para el flujo de agua y
aire en el suelo (INTAGRI, 2017).

Los valores obtenidos en el suelo limo arcilloso de esta investigacion (2,55 — 2,77
g/cm?) resultan dentro del rango de valores dptimos de pr tanto de suelos arenosos como
limosos. Por esta razén, no fue un factor decisivo en esta investigacion. Como menciona
Castillo (2005), la textura y la composicion de las particulas del suelo influyen en los

parametros fisicoquimicos analizados.

Por otra parte, la densidad aparente (pa) es un parametro que representa la masa del
suelo por unidad de volumen total, con los espacios porosos incluidos (Pinot, 2000). En los
resultados de terrarios, se registraron valores altos de densidad aparente (1,53 +/-0,01a 1,71
+/- 0,04 g/cm?®) que, en su mayoria, indican un ambiente pobre para el crecimiento de raices,
menor porosidad, aireacion reducida y baja capacidad de infiltracion y retencién de agua
(FAO, 2009; FAO, 2023). Los valores normales para suelos de textura franco arcilloso y
arcillo limoso estan entre 1,30 y 1,40 g/cm?® y para suelos arcillosos, entre 1,20 y 1,30 g/cm?®
(Flores y Alcala, 2010).

En fase de biopilas, se registraron valores dentro del rango 6ptimo establecido para
un suelo limo arcilloso (1,44 +/- 0,05 hasta 1,48 +/- 0,09 g/cm?®). Aun asi, este parametro no

resultd definitorio en esta experimentacion. Al ser uno de los parametros analizados con
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frecuencia para medir la calidad de los suelos, se sabe que los valores que puede tomar
dependen de muchos factores. A diferencia de la densidad real que es méas constante, la
densidad aparente es altamente variable. A pesar de esta condicion, la compactacion del
suelo, a menudo, se mide por el aumento de los valores de pa y es considerada una medida

eficaz para la fertilidad de los suelos (Vogel y Smith, 2002; Llanes, 2012).

Por otro lado, el porcentaje de espacio poroso (@ Efectiva) se refiere a la proporcion
de volumen ocupado por los espacios porosos en relacion con el volumen total del suelo
(Baridon, 2019). Es asi como una mayor porosidad indica un mayor volumen de espacios
porosos Y, por lo tanto, una mayor capacidad para el flujo de agua y aire en el suelo. Segun
Olson (1985), un valor adecuado permite la retencion y el almacenamiento de agua en el
suelo, lo que es esencial para procesos biogeoquimicos como la degradacion de los

hidrocarburos por microorganismos.

En los resultados obtenidos, se evidenciaron valores de porosidad de rango medio a
alto (40 a 51%) de @ Efectiva. Flores y Alcala (2010) sefialan los valores 6ptimos de este
factor en funcion de la clase textural de los suelos. Entre estos, el porcentaje ideal de
porosidad en suelos de textura arcillo limosa estd en un rango de 49 a 53%; para suelos
arcillosos, en valores de 51 a 55%; y para suelos de textura franco arcillosa, de 47 a 54%.
Con los rangos sefialados, los porcentajes entre 30 y 40% representan una porosidad baja; de
40 a 50%, porosidad media; y de 50 a 60%, porosidad alta.

Sin embargo, a pesar de que este parametro no registré modificaciones en la
experimentacion, se conoce que es usado con frecuencia para determinar la calidad de los
suelos y asegurar con mayor facilidad sus funciones de captar, almacenar y transportar
distintos componentes a través de él. Ademas, los cambios en el espacio poroso pueden ser
causados por compactacion o por saturacion de los poros con agua (Gonzalez et al., 2011;
Rucks et al., 2004).

La permeabilidad (K), por su parte, es la capacidad de un suelo para permitir el flujo
de agua o fluidos a través de él (Sarmiento, 2017). En el caso de los suelos arcillosos
contaminados con hidrocarburos, la permeabilidad puede reducirse debido a la presencia de
los contaminantes. Estos pueden obstruir los poros del suelo y afectar su capacidad de
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drenaje. Ademas, los suelos arcillosos en si mismos tienen una estructura compacta y una

baja permeabilidad inherente (Rivas y Loyola, 2022).

En este aspecto, los valores de 0,0036 a 0,036 cm/h se consideran de permeabilidad
baja; de 3,60 a 36,0 cm/h, permeabilidad alta; y valores superiores o iguales a 36,0 cm/h, de
permeabilidad muy alta. La permeabilidad definida por la ley de Darcy (factor de conversion:
1 darcy equivalente a 0.831 m/dia), establece que los valores dptimos para cada tipo de suelo
estan entre 0,23 cm/h para suelos franco arcillosos; 0,15 cm/h para suelos de clase franco
arcillo limoso; 0,09 cm/h para arcillo limoso y 0,06 cm/h para arcillas (Flores y Alcald,
2010).

La permeabilidad registrada por el suelo experimental resulto estar por encima de los
valores establecidos para los distintos tipos de suelo. En el informe emitido por el CIQ, donde
se analiz6 este parametro, se reportd que la medicién de la permeabilidad en las muestras
analizadas fue aparente, esto debido a que en el proceso de secado de la muestra se formaban
pequefias grietas que causaron que los valores de permeabilidad tendieran a elevarse. En el
estudio elaborado por Palacio-Haro et al. (2019), se demuestra que la cantidad de particulas
de arena que tiene un suelo cumplen un papel fundamental para el mejoramiento de su
permeabilidad. Por esta razon, al evaluar los tratamientos de bioestimulacion en un suelo de
caracteristica estructural limo arcillosa, con un porcentaje medio o bajo de particulas de

arena, es posible que el parametro analizado no demostrara una alteracion evidente.

Otro parametro analizado fue la saturacién de agua (Sw). Esta se refiere a la fraccion
0 porcentaje del volumen de los poros de un suelo que esta ocupada por agua en relacién con
el volumen total de los poros (Valencia, 2019). Al considerarse como la cantidad méxima de
agua que un suelo puede retener, existen valores que van desde menos del 10% de saturacién
para suelos arenosos hasta 150% de saturacion para suelos muy arcillosos y/o con un alto

contenido de materia organica (Flores y Alcala, 2010).

En general, una proporcién cercana al 40% de la capacidad de campo se utiliza en
suelos de granulometria fina (elevado porcentaje de arcillas y limos), mientras que en suelos
arenosos se utiliza una proporcion cercana al 60% de la capacidad de campo del suelo (Vifias,
2005). Este parametro se ve afectado por el tipo y el contenido de arcilla, asi como por el

tipo y el contenido de materia organica. En suelos arcillosos, existe una alta capacidad de
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retencion de agua de las particulas de arcilla en comparacion con otros tipos de suelo. Sin
embargo, se compactan facilmente al manipularlos en condiciones humedas y, asi, se limita
la disponibilidad de oxigeno y disminuye su actividad microbiana (Rucks et al., 2004;
INTAGRI, 2017). Los porcentajes de Sw que presentd el suelo sometido a bioestimulacién
fueron desde 15,03% +/- 6,67 hasta 93,46% +/- 5,21 en fase de terrarios y de 20,33% +/-
0,56 a 44,25% +/- 10,55 en fase de biopilas, que facilmente se comparan con valores de bajos
a medios en saturacion de agua como se esperaba. Entre mayor cantidad de arcilla, mayor
cantidad de agua retenida. Por ello, los suelos arenosos suelen saturarse méas rapidamente
que un suelo arcilloso (INTAGRI, 2017).

Durante la experimentacion, en fase de terrarios y biopilas, este pardmetro se vio
afectado directamente por la frecuencia de riego que se utilizé para mantener un ambiente
himedo adecuado para el desarrollo microbiano. Iturbe, Flores, Chavez y Roldan (2002)
destacan que para una buena actividad microbiana y una biodegradacion aerdbica se necesita
mantener el contenido de humedad entre el 70 y 90 % de la capacidad de campo del suelo.

Para lograr esto, se riegan las biopilas con 100 litros de agua una vez a la semana.

Para los ensayos en campo de este estudio, en cambio, se regd cada dos dias segun el
nivel de humedad que se podia observar en las biopilas. Es decir, no hubo una medicion
constante debido al clima cambiante de la Amazonia. De la misma manera, en el caso de los
terrarios, no se pudo tener un control riguroso de humedad de cada unidad experimental en
condiciones de laboratorio. Por esta razon, no se consider6 un analisis decisivo para
determinar los mejores tratamientos en funcion de la mejora de la estructura de los suelos

arcillosos contaminados con hidrocarburos.

El espacio libre o gas (Sa), segiin Rucks et al. (2004), se refiere al volumen de poros
no ocupados por agua ni por hidrocarburos. Una mayor cantidad de espacio libre permite la
circulacion del aire en el suelo que es esencial para garantizar una buena aireacion y difusion
de gases esenciales con los que se mantienen las actividades bioldgicas del suelo y una
actividad microbiana efectiva. Para este parametro, la FAO (2009) menciona que los
porcentajes menores a 2% suponen un espacio vacio muy bajo; valores de 2 a 5 %, bajo; de

5 a 15%, medio; de 15 a 40%, alto; y valores superiores a 40%, muy altos.
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En este parametro especificamente, se obtuvieron diferencias estadisticamente
significativas tanto en fase de terrarios como en biopilas, lo que resulté fundamental para la
definicion de los mejores tratamientos de bioestimulacion. En fase de terrarios, se observo
que el tratamiento con mayor porcentaje de Sa fue el de Rhizobium con 66,68 +/- 1,82%. Sin
embargo, no fue estadisticamente diferente al del suelo no tratado; mientras que, en las
biopilas, el tratamiento Bacillus condujo a menor espacio libre (31,90 +/- 13,62%) disponible
que el suelo contaminado sin tratar (43,07 +/-10,20). Por tanto, en campo, este tratamiento

de bioestimulacion suscité cambios detectables al hacerlo pasar de muy alto a alto.

Esto se puede explicar porque existen casos en los que la disminucién del espacio
vacio entre las particulas del suelo no es considerada como un efecto negativo
necesariamente. Al relacionar este parametro con los porcentajes de espacio poroso,
permeabilidad y produccion de CO., donde los valores del tratamiento Bacillus fueron en su
mayoria altos, se puede inferir que la disminucion del espacio libre o gas pudo haber sido el
resultado de procesos naturales del suelo, la mejora de retencion de nutrientes y agua y, con
esto, a su vez, mantuvo una mayor compactacion y permeabilidad. En este contexto, la
disminucion del espacio libre se interpreta como un indicio de actividad microbiana que se
desarroll6 en este entorno, ademas de que la alta permeabilidad del suelo también sugiere

que la retencion de recursos es mas eficiente (Jaramillo, 2002).

La saturacion de petroleo (So), por su parte, se refiere a la fraccion de poros de un
suelo que esta ocupada por petréleo. Se expresa, generalmente, como un valor decimal o
como un porcentaje (Flores, 2019). Una reduccion de la saturacion de petr6leo mediante la
degradacion microbiana de los hidrocarburos contribuye a mejorar la estructura del suelo
arcilloso y promueve una recuperacion mas efectiva del suelo contaminado. La capacidad
degradadora de las poblaciones microbianas frente a la biodisponibilidad de los
contaminantes constituye el fundamento sobre el que se sustentan las técnicas y tecnologias

de biorremediacion (Cabanillas y Pissani, 2015).

Una limitacion que tienen las técnicas bioldgicas de biorremediacion en comparacién
con las técnicas fisicoquimicas es el tiempo requerido para alcanzar una biodegradacion
aceptable de acuerdo con las normativas vigentes y la modificacion notoria de las
propiedades intrinsecas del suelo (Vifias, 2005). Esta experimentacion tuvo como objetivo

modificar la estructura del suelo contaminado para facilitar la biorremediacion. No obstante,
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al limitar la investigacion a tratamientos de bioestimulacion que engloban las condiciones
Optimas preestablecidas para la produccion de EPS de géneros microbianos-cepa especificos
y aplicarlos en una matriz sin previa caracterizacion microbiana, resulta dificil atribuir que
se bioestimulé Unicamente a los microorganismos con capacidad degradadora y generos

microbianos productores de EPS.

Se adiciona a esto el hecho de que Moreno, Gonzélez y Blanco (2004) destaquen que
algunos microorganismos pueden utilizar derivados del petréleo como fuente de carbono,
convertirlos en compuestos facilmente asimilables y favorecer su eliminacién. En los
tratamientos de bioestimulacion aplicados como parte de las condiciones establecidas para
la produccion de EPS, tenian en su composicién distintas fuentes de nitrégeno, carbono y
sales que pudieron haber reemplazado al contaminante como la fuente principal de energia
para su metabolizacién. En otras palabras, se considera que la bioestimulacion no resultd
efectiva como para alterar la saturacién de petroleo en funcién de los géneros blanco
establecidos para cada tratamiento porque los bioestimulantes aplicados fueron
aprovechados, en su mayoria, por la microbiota, la microfauna y la microflora propias del
suelo contaminado y, de esta manera, los cambios obtenidos en funcién de mejoria de la

estructura del suelo contaminado no fueron los esperados.

6.4. Respiracion de suelo y recuentos microbianos

Vifias (2005) recomienda seguir una serie de pasos para llevar a cabo una
biorremediacion efectiva de suelos contaminados. En primer lugar, se plantea tener una
caracterizacion microbiolégica del suelo contaminado y determinar la cantidad de
microorganismos degradadores presentes en él. Una vez caracterizada la microbiota
autoctona, hay que determinar la proporcién de los biodegradadores respecto a la poblacién
microbiana total del medio y evaluar si estos se encuentran metabdlicamente activos o serian
activables en condiciones de bioestimulacion. Después de esto, se evallan los
contaminantes, su biodisponibilidad y degradabilidad. Por ultimo, en funcion de estos
resultados, se analizan los factores fisicoquimicos y microbiologicos que puedan llevar a
cabo la biodegradacion y alterarla en funcién de la recuperacién de las propiedades naturales

del suelo y la mejoria de su calidad intrinseca.
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En otras palabras, para llevar a cabo cualquier estudio de biorremediacion, es crucial
determinar si la poblacion microbiana presente en el suelo es capaz de degradar los
contaminantes presentes en él y si esta comunidad es suficiente para completar el proceso de
biorremediacion en un tiempo razonable (Wrenn y Venosa, 1996). Dicho esto, la
bioestimulacion cumple un papel fundamental para el desarrollo de los microorganismos con
capacidad degradadora y es tanto mas efectiva cuanto estos mas utilicen los contaminantes

del medio a su favor.

Los tratamientos de bioestimulacion aplicados al suelo contaminado con
hidrocarburos incluyeron diferentes fuentes de carbono como melaza y sacarosa, fuentes de
nitrbgeno como extracto de levadura y sales minerales como el sulfato de magnesio
(MgSO0s), que se destacan como elementos imprescindibles para llevar a cabo los procesos
metabolicos de cualquier organismo vivo (Caycedo, Constanza y Trujillo, 2021). Se
aplicaron estas fuentes de nutrientes segin las mejores condiciones establecidas en
investigaciones anteriores para estimular la produccién de EPS por parte de distintos géneros
microbianos, , entre ellos, Pseudomonas (Gonzalez, 2019), Azotobacter (Molina, 2020),
Rhizobium (Zaldumbide, 2020) y Bacillus (Ortega, 2022), como estrategia de mejora de la

estructura de los suelos contaminados.

Como se sabe, los microorganismos pueden utilizar los contaminantes de su entorno
como alimento para su desarrollo y crecimiento, transformandolos en formas menos tdxicas
y, en el mejor de los casos, mineralizandolos hasta didxido de carbono y agua (Cabanillas y
Pissani, 2015). En terrarios y biopilas, se observé un incremento evidente de la poblacion
microbiana en los recuentos bacterianos y flngicos justamente porque, al adicionar
nutrientes como melaza, sacarosa 0 extracto de levadura como fuentes asimilables de
energia, se estimularon los procesos de crecimiento, multiplicacion y desarrollo metabdlico
de los microorganismos autdctonos del suelo. Como resultado de estos procesos, en el
parametro de respiracion de suelo, se detectaron diferencias estadisticamente significativas
entre los tratamientos Azotobacter y Bacillus y el control en la fase de terrarios, lo que

demostro que la bioestimulacion generd mayor actividad microbiana en el suelo tratado.

Ramos y Zuhiga (2008) sefialan que la produccion de CO; es una estimacién de la
actividad microbiana y, por lo tanto, de la presencia microbiana en un ecosistema. Esta

actividad varia segun una diversidad de factores, incluido el uso del suelo, la mineralogia, la
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cobertura vegetal, las practicas de manejo, la calidad de los desechos que ingresan al sistema
y los factores ambientales. Sin embargo, en fase de biopilas, este fendmeno resultd
imperceptible. En este sentido, el mismo estudio menciona que se ha reportado que la
actividad microbiana, medida por el CO2 desprendido, esta fuertemente influenciada por el
potencial hidrico del ecosistema. Si se toman en cuenta las inconsistencias que se presentaron
en cuanto al mantenimiento de una concentracién de humedad adecuada para el desarrollo
de los microorganismos en fase de biopilas, es posible que se hayan visto alterados los

niveles de CO> por estas circunstancias.

Ademas, es importante considerar que, al aplicar los tratamientos de bioestimulacion
en cantidades mayores de tierra cuando las condiciones iniciales de los tratamientos se
establecieron en ambiente de laboratorio y enfocadas a géneros bacterianos especificos, es
posible que las condiciones ambientales de los ensayos en campo afectaran directamente la
actividad de los microorganismos. Al tener que prescindir del control de condiciones como
la temperatura y el pH del medio, que resultan esenciales a la hora de favorecer el buen
crecimiento de una poblacion microbiana (Cabanillas y Pissani, 2015), es poco probable que
se pueda atribuir cualquier cambio observado exclusivamente a los tratamientos de

bioestimulacion empleados.

Finalmente, se puede decir que se escogieron los tratamientos Rhizobium y Bacillus
para experimentar en los ensayos en campo con biopilas piloto por destacar en estudios
anteriores como géneros con potencial biorremediador, facilmente cultivables y con bajos
requerimientos nutricionales (Zaldumbide, 2020; Ortega, 2022). Ademas, fueron
determinantes los resultados observados en parametros fisicoquimicos como el porcentaje
de espacio poroso, el espacio libre o0 gas y la saturacion de agua, donde se destacd el
tratamiento Rhizobium, asi como aquellos obtenidos en los parametros microbioldgicos del
tratamiento Bacillus, por su participacion en el aumento de la poblacion microbiana de los
suelos contaminados con hidrocarburos mediante mayor produccion de CO2y recuentos

bacterianos.
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7. CONCLUSIONES

En términos generales, se puede decir que, debido a la aplicacion de los tratamientos
de bioestimulacidn, se registrd un aumento en los parametros densidad aparente (a excepcion
del tratamiento Rhizobium), permeabilidad y saturacién de agua, a pesar de que se esperaba

su disminucién para una mejora de la estructura de los suelos arcillosos.

Los recuentos bacterianos y fungicos y la produccion de CO2 como indicadores de la
actividad microbiana del suelo registraron una mejoria en la calidad de la microbiota propia
del suelo y su diversidad microbioldgica. Por el contrario, aspectos como espacio poroso (a
excepcion del tratamiento Rhizobium) y espacio libre o gas registraron una disminucién. Se
esperaba que estos parametros aumentaran para una mejor condicion de aireacion, retencion

y flujo de nutrientes o formacién de agregados del suelo.

Al establecer las condiciones éptimas de produccién de EPS de cada microorganismo
en condiciones controladas y con los géneros microbianos implicados aislados, estos
aprovechan al maximo los nutrientes o sustratos que se les otorga. Sin embargo, al aplicar
estas mismas condiciones de bioestimulacion en un suelo sin caracterizacion microbiana, los
nutrientes son aprovechados por toda la microbiota presente en este medio, de tal manera
que no se puede asegurar la méxima produccién de EPS de los géneros blanco establecidos
para formar agregados de suelos de mayor tamafio y mejorar, asi, la estructura del suelo.

A nivel de terrarios, se observaron diferencias estadisticamente significativas en los
tratamientos Rhizobium y Bacillus, respecto a los demas, siendo estos los seleccionados para
Ilevar la experimentacion a fase de campo. Estos tratamientos fueron escogidos en funcién
de la disminucion de la densidad aparente de los suelos, la transformacion de los suelos a
porcentajes ideales de espacio poroso y el aumento del espacio libre o gas, al igual que de la

cantidad de microorganismos presentes en ellos y el incremento de su actividad metabdlica.

A nivel de biopilas, Unicamente se produjo cambio en la cantidad de
microorganismos presentes en las matrices contaminadas y el espacio libre o gas. Se

observaron diferencias entre tratamientos en los anélisis de recuentos de hongos y bacterias
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y, en el caso de los andlisis fisicoquimicos, en el volumen de poros no ocupados por agua ni

por hidrocarburos.

Los tratamientos de bioestimulacion aplicados segun las condiciones ptimas para la
excrecion de EPS de géneros microbianos previamente establecidas consiguieron modificar
la estructura de los suelos contaminados con hidrocarburos en determinados aspectos

fisicoguimicos, mas no en cuanto a agregados de suelo o su granulometria.

Por ultimo, se puede recalcar que hubo una disminucion en los niveles de TPH del
suelo al finalizar la aplicacion de los tratamientos de bioestimulacién en las biopilas piloto
en fase de campo. Por esta razén, se puede decir que los tratamientos aplicados produjeron

una disminucion de la biodisponibilidad de hidrocarburos.

Los resultados de este estudio sugieren que el tipo de bioestimulante utilizado, la
composicion de las particulas del suelo, las condiciones ambientales y el tiempo de
experimentacidn son las razones por las que no hubo cambios en los porcentajes de particulas

de finos, arena y grava despueés de la bioestimulacion.

Finalmente, al obtener los resultados de caracterizacion fisicoquimica vy
granulométrica de los suelos, se observd que la matriz utilizada en este proyecto de
investigacion corresponde a un suelo de clasificacion limo arcilloso. Por esta razon, se
recomienda que, al llevar esta experimentacion a escalas mayores, se considere hacer un
mapeo del tipo de suelo y su composicion, al igual que un muestreo riguroso de los puntos
aleatorios de la matriz heterogénea que puedan asegurar que la muestra sea representativa de

la fuente de contaminacidon que se pretende biorremediar.
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ANEXOS

Anexo 1. Tratamientos establecidos, de acuerdo con las condiciones Optimas para la
produccion de exopolisacéridos en Pseudomonas (Gonzélez, 2019), Azotobacter (Molina,
2020), Rhizobium (Zaldumbide, 2020) y Bacillus (Ortega, 2022).

Tratamientos Blanco Composicion
microbiano

Tl Pseudomonas 20 g/l de melaza

T2 Azotobacter 20 g/l de melaza + 0,14 g/l de MgSOa4

T3 Rhizobium 10 g/l de sacarosa + 1 g/l de extracto de
levadura

T4 Bacillus 30 g/l melaza + 3 g/l de extracto de
levadura
30 g/l melaza + 10 g/l de sacarosa + 0,14

T5 Combinado g/l de MgSQOg4 + 2 g/l de extracto de
levadura

Control - Suelo contaminado




Anexo 2. Comparaciones paramétricas y no paramétricas con resultados post hoc entre
tratamientos de bioestimulacion de la fase de terrarios en SPSS.

Recuento de hongos

Resumen de prueba de hipotesis

Hipdtesis nula Pruebha Sig. Decision
Frueba de
La distribucién de RecHongos es la \w:ﬁiga‘-ara Retener la
1 misma entre |as categorias de muestrgs 73 hipdtesis
Tratamientos. independient nula.

S

Se muestran significaciones asintdtica

s. El nivel de significacidn es de 05.

Densidad real

Resumen de prueba de hipotesis

Hipatesis nula Prueba Sig. Decisién
Prugha de
La distribucién de DReal es |a l\'l(k;:ﬁiial-ara Retener la
1 misma entre las categorias de muestrgs 078 hipdtesis
Tratamientos independisnts nula.
s

0859 muestran significaciones asintdticas. El nivel de significacidn es de |

Recuento de bacterias

Resumen de prueba de hipoétesis

Densidad aparente

Resumen de prueba de hipétesis

Tratamientos.

Hipétesis nula Prueba Sig. Decision
Prueba de
La distribucion de RecBacterias es \Pi;:ﬁ\ksal-ara Rechazar la
1 |a misma entre |as categorias de muestrgs 016 " hipotesis

independiente il
H

Hipétesis nula Prueba Sig. Decisién
Prueba de
La distribucidn de DAparente es la ﬁ:ﬁ‘ksal'am Rechazar la
1 misma entre las categorias de mueslrgs 011 " hipdtesis
Tratamientos. nula.

independiente
s

Se muestran significaciones asintdticas. El nivel de significacidn es de 05,

Recuento de bacterias — Pos hoc de Kruskal-Wallis

Muestia -Musstraz  Estadistico  Evor  Desv Estadistico  sig.  Sig.ajust

Rhizobium-Control 2333 4359 53 592 1.000
Rhizobium-Pseudomonas 7000 4359 1606 108 1000
Rhizoblum-Bacillus -9.000 4359 -2.068 03% 584
Rhizobium-Combinado 12,000 4350 2753 008 089
Rhizobium-Azotobacter 12067 4350 2,508 004 055
Control-Psoudomonas 4687 4350 1,071 284 1,000
Control-Bacillus 6667 4350 1529 126 1.000
Control-Combinado 6667 4,359 2218 027 399
Control-Azotobacter -10,333 4,359 231 018 266
Psoudomonas-Bacillus 2000 359 ase 545 00
Eaiomon. 5000 4359 1147 251 000
e oo, 5667 4350 1,300 94 000
Bacillus-Combinado 3000 4359 888 491 1000
Bacillus-Azotobacter 3667 4359 841 400 1.000
Combinado-Azotobacter 667 4350 153 e78 1,000

Cads i prueta i Nipdtesis nula de quelas istribucnes de la Muesira 1y a Mugstra 2 son s
mismas.

Se muestran las significaciones sintdticas (pruebas bilsterales). El nivel de significacién es 05
Los valores de significacion se han ajustado mediante a comaccion de Bonferroni para vanas

pruebas

Se muestran significaciones asintéticas. El nivel de significacidn es de 05

Densidad aparente — Pos hoc de Kruskal-Wallis

Muestra 1Muestraz  Estadistico  Eror - Desv. Estadistico g5 sig, ajust.

Rhizobium-Bacillus -3,333 4,357 - 765 444 1,000
Rhizobium-Combinado 738 4387 aee3 0% 1,000
Rhizobium-Control 9,000 4357 2,086 039 583
Rhizobium-Azotabacter 10338 4387 2312 o1 265
Rhizobium-Pseudomonas 15,000 4357 3443 001 009
Bacillus-Combinado 4000 4387 918 a8 1,000
Bacillus-Control 5667 4357 1,301 193 1,000
Bacillus-Azotobacter 7.000 4357 1.607 108 1,000
Bacillus-Psoudomonas 11667 4387 2678 007 "
Combinado-Control 1887 4357 383 702 1.000
Combinado-Azotobacter 3000 4357 T — 1,000
Combinado Te67 a5t e ot
Control-Azotobacter 1333 4357 -,308 760 1,000
Control-Pseudomonas -6,000 4357 1377 168 1,000
Feil i 4667 4387 1071 284 1,000

C‘ada fila prueba la hipdtesis nula de que las distribuciones de la Muestra 1 y la Muestra 2 son las
mismas.

Se muestran las significaciones asintoticas (pruebas bilaterales). EI nivel de sianificacion es 05
Los valores de significacon se han ajustado mediante Ia comeccion de Bonferroni para varias
pruebas,

Saturacion

de petroleo

Resumen de prueba de hipotesis

% Arena

Resumen de prueba de hipotesis

Hipdtesis nula Pruebha Sig. Decision
Prueba de
La distribucicn de SatPetréleo es la [uskak Retener la
! 5 Wallis para :
1 misma entre las categorias de e 066 hipdtesis
Tratamientos independiente nula.

s

Se muestran significaciones asintdticas. El nivel de significacion es de 05

Hipdtesis nula Prueba Sig. Decision
Prueba de
La distribucion de Arena es la w:ﬁiial-ara Retener la
1 misma entie las categorias de mueslrgs 123 hipotesis
Tratamientos independiente nula
s

DSE? muestran significaciones asintdticas. El nivel de significacion es de |
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% Finos

Resumen de prueba de hipotesis

Permeabilidad

Permeabilidad

ANOVA de un factor

Hipatesis nula Prueba Sig. Decision
Suma de Media
Prueba de cuadrados gl cuadratica F Sig
La distribucién de Finos es |a Kruskal- Retener la Inter-grupos 7372458158 5 1474491632 2619 080
1 misma entre las categorias de rnvl?él‘sst[gzra 123 hipdtesis Intra-grupos | 6755202657 12 | 562033554,7
Tratamientos. independiente nula. Total 14127660814 17
s
Se muestran significaciones asintdticas. El nivel de significacion es de ,
0s.
Espacio poroso CO2
Resumen de prueba de hipotesis ANOVA
Hipétesis nula Prueha Sig. Decisién co2
Suma de Media
Erueﬁa‘de cuadrados al cusdratica F Sig.
La distribucion de EspacioPoroso ruska- Rechazar la
1 eslamisma entre las categorias de x,]\"j!grggra 010 " hipdtesis ELELLEE 38,007 4 14502 3434 0
Tratamientos. independiente nula. Dentro de grupos 71,793 17 4,223
s Total 129,800 21
Se muestran significaciones asintéticas. El nivel de significacidn es de 05
] . CO: - Post hoc Tukey
Espacio poroso — Pos hoc de Kruskal-Wallis
. co2
Prueba Error  Desv. Prueba
Muestrat-Muestra2 tipico Sig. Sig. ady. HSD Tu keya‘b
Pseudomonas-Azotobacter 333 4389 -076 939 1.000 Subconjunto para alfa=0.05
Pseudomonas-Combinado 000 4360 A e 1m0 Tratamientos M 1 2
Psoudomonas-Control 6,333 4,359 1,453 146 1,000 Control 2 2'?50
Rhizobium 2 4,950 4,950
Pseudomonas-Bacillus 12,000 4,359 2,753 006 089
Fseudomonas 3] 6,417 6,417
P idomonas-Rhizobium -12333 4,359 -2,829 005 070
s © Azotohacter B 7,700
Azotobacter-Combinado -5.667 4,359 1,300 194 1,000 Bacillus [ 8,250
Azotobacter-Control 6000 435 1376 169 1,000 Sig. 149z 276
Se visualizan las medias para los grupos en los
Azotobacter Bacillue 11,867 4,350 2677 007 12 . -
subconjuntos homogeneos.
Azotobacter-Rhizobium 12000 4359 2753 006 089 a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media
armanica = 3,333.
Combinado-Control 333 4,359 076 839 1,000 . . »
b. Los tamafios de grupo no soniguales. Se utiliza la
Combinado-Bacillus 6000 4359 1,376 169 1,000 media arménica de los tamafios de grupo. Los
niveles de error de tipo | no estan garantizados.
Combinado-Rhizobium 6333 4,359 1453 146 1,000
Control-Bacillus -5.667 4,359 1,300 194 1,000
Control-Rhizobium 6,000 4,350 1,376 169 1,000
Bacillus-Rhizobium 333 4,359 076 939 1,000
gaua fila prueba la hipotesis nula que las distribuciones de la Muestra 1 y la Muestra 2 son las
S Mosstran las significancias asintoticas (pruebas de 2 caras). €l nivel de signficancia es 05
Saturacion de agua Espacio libre 0 gas
ANOVA de un factor ANOVA de un factor
SatAgua EspacioLibreGas
Suma de Media Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig. cuadrados gl cuadratica F Sig
Inter-grupos 7169,830 5 1433 966 19,168 J000 Inter-grupos 6804,015 5 1378.803 17.185 000
Intra-grupos 897,736 12 74,811 Intra-grupos 962,223 12 80,185
Total B067,566 17 Total 7856.238 17

Saturacién de agua - Post hoc Tukey

Espacio libre o gas - Post hoc Tukey
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SatAgua

HSD de Tukey®
Subconjunto para alfa = 0.05

Tratamientos N 1 2 3
Rhizobium 3 | 297133
Control 3 56,9267
Combinado 3 58,2733
Bacillus 3 67,7400
Azotobacter 3 79,8267 70,8287
Pseudomonas 3 93,4567
Sig. 1,000 061 431

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos
homogéneos.

a. Usa el tamafio muestral de la media arménica = 3,000.

EspacioLibreGas
HSD de Tukey®

Subconjunto para alfa = 0.05
Tratamientos N 1 2 3 4
Pseudomonas 3 5,4367
Azotobacter 3 | 171167 | 17,1167
Bacillus 3 31,9000 | 31,8000
Combinado 3 40,5333 | 40,5333
Control 3 43,0733 | 43,0733
Rhizobium 3 66,6767
Sig 615 065 655 062

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos

a. Usa el tamafio muestral de la media arménica = 3,000.

Anexo 3. Comparaciones paramétricas y no paramétricas con resultados post hoc entre
tratamientos de bioestimulacion de la fase de biopilas en SPSS.

Recuento de hongos

Resumen de prueba de hipotesis

Hipétesis nula Prueba Sig. Decision
Prueba de
La distribucidn de RecHongos es la Wgﬁlial-ara Rechazar la
1 misma entre las categorias de muestrgs 027 " hipdtesis
Tratamientos. indzpendiente nula.
s

Se muestran significaciones asintéticas. El nivel de significacidn es de 05

Recuento de hongos — Pos hoc de Kruskal-Wallis

Espacio libre

Resumen de prueba de hipétesis

Hipétesis nula Prueba Sig. Decision
Prueba de
La distribucidn de EspacioLibre es \If\;:ﬁiksa‘-ara Rechazar la
1 lamisma entre las categorias de muestrgs 039 " hipdtesis
Tratamientos independiente nula
s

Se muestran significaciones asintdticas. El nivel de significacion es de 05

Espacio libre — Pos hoc de Kruskal-Wallis

Estadistico  Error  Desv. Estadistico
Muestra 1-Muestra2 (-StACBECO  Eror Desy Sig.  Sig. ajust.
Control-Bacillus -3,000 2236 -1,342 ,180 539
Control-Rhizobium -6,000 2,236 -2,683 007 022
Bacillus-Rhizobium 3,000 2236 1,342 ,180 539

las misma
Se muestran las

Cada fila prueba la hipétesis nula de que las distribuciones de la Muestra 1y la Muestra 2 son
S

(pruebas El nivel de significacion es

05.
Los valores de sic se han ajustado
pruebas.

Muestra 1-Muestra  Estadistico  Error  Desv. Estadistico

2 contraste  Error de contraste Sig. Sig. ajust.
Bacillus-Rhizobium 2333 2238 1,043 297 890
Bacillus-Control 5667 2,236 2,534 011 034
Rhizobium-Control 3333 2,236 1491 A38 408

la correccion de Bonferroni para varias

Cada fila prueba la hipdtesis nula de que las distribuciones de la Muestra 1y la Muestra 2
Ssoﬂ las miSmx'IiS
e as es

(pruebas El nivel de si es,

05,
Los valores de significacion se han ajustado la de para varias
pruebas

Saturacion de petrdleo

Resumen de prueba de hipotesis

Saturacion de agua

Resumen de prueba de hipotesis

Hipétesis nula Prueha Sig. Decision
Prueba de
La distribucidn de SatPetrgleo es la [Tuskak Retener la
: ‘Wallis para e
1 misma entre las categorias de EEEE 086 hipdtesis
Tratamientos independiente nula
s

Hipétesis nula Prueba Sig. Decision
Prueba de
La distribucién de SatAgua es la \lf\;:ﬁiksal-ara Retener la
1 misma entre las categorias de muestrgs 051 hipdtesis
Tratamientos. independiante nula.

Se muestran significaciones asintdticas. El nivel de significacidn es de 05.

S

Se muestran significaciones asintéticas. El nivel de significacién es de 05

9% Finos

Resumen de prueba de hipotesis

% Arena

Resumen de prueba de hipotesis

Hipotesis nula Prueha Sig. Decision
Prueba de
La distribucién de Finos es la \ergﬁiia‘-ara Retener la
1 misma entre las categorias de muestrgs 719 hipédtesis
Tratamientos. indzpendisnte nula.
s

Se muestran significaciones asintdticas. El nivel de si
05.

ignificacian es de |

Hipétesis nula Prueha Sig. Decision
Prueha de
La distribucin de Arena es 3 fuuskak Retener la
; b Wallis para Py
1 misma entre las categorias de muestras 854 hipotesis
Tratamientos independiente nula
H

Se muestran significaciones asintdticas. El nivel de significacion es de |
05.
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% Grava

Resumen de prueba de hipodtesis

Hipatesis nula Prueba Sig. Decision
Prueba de
La distribucidn de Grava es la w:ﬁil{sal-ala Retener la
1 misma entre las categorias de muestrgs 281 hipdtesis
Tratamientos nula.

independiente
s

USE? muestran significaciones asintdticas. El nivel de significacion es de |

CO2

Resumen de prueba de hipotesis

Hip étesis nula Prueba Sig. Decision
Prueba de
La distribucién de CO2 es la misma \F;\:’gﬁlksalrala Retener la
1 entre las categorias de mUEStIES 075 hipdtesis
Tratamientos. independiente nula
s

Se muestran significaciones asintdticas. El nivel de significacién es de 05

Densidad Real Densidad Aparente
ANOVA ANOVA
DReal DAparante
Sumade Meclja Suma de Media
cuadrados al cuadratica F Sig. cuadrado! al cuadratica F Sig.
Entre grupos 014 2 007 3408 103 Entre grupos 2 002 225 805
Dentro de grupos 013 6 002 Dentro de grupos [ .oog
Total 027 8 Total 050 g
Permeabilidad % Espacio poroso
ANOVA ANOVA
Permeabilidad EspacioPoroso
Suma de Media Sumade Media
cuadrados al cuadratica F Sig cuadrados al cuadratica F Sig
Entra grupos 1707689288 2 B53844644.1 3453 100 Entre drupos 19.786 2 9,893 7T 501
Dentro de grupos 1483483943 6 2472473238 Dentro de grupos 76,367 8 12,728
Total 3191173231 g otal 56,153 8
Recuento de bacterias TPH
ANOVA
ANOVA TPH
; Suma de Media
RecBacterias cuadrados al cuadratica F Sig.
Media
cuat ol cuadritica : sig Entre grupos 3057584 2 1528,792 398 688
Entre grupos 1 B57E+17 2 8,285E+16 34,606 001 Dl e iy o 23072225 8 3845371
Dentro de giupos 1 437E418 8 2,304E+15 Total 26129,809 8
Tolal 1801E+17 8

Recuento de bacterias - Post hoc Tukey

RecBacterias

HSD Tukey®
Subconjunto para alfa=0.05

Tratamientos N 1 2
Control 3 2326666667
Bacillus 3 7B33333333
Rhizobium 3 334666666,7
Sig. 408 1,000

Sevisualizan las medias para los grupos &n los
subconjuntos homoagéneos

a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media
armanica = 3,000.




