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RESUMEN

Ecuador, como pais productor de petroleo, ha sido afectado por derrames de hidrocarburos que impactan
negativamente la calidad de los suelos. El presente estudio evaluo la eficiencia de bioproductos
comerciales basados en bacterias, hongo, enzimas bacterianas y la combinacion de estos en la
degradacion de hidrocarburos totales de petroleo (TPH) en suelo limo-arcilloso contaminado con diésel,
bajo condiciones ex situ. El experimento se desarrollé durante 50 dias en microcosmos con condiciones
controladas, utilizando un disefio experimental con cinco tratamientos y tres repeticiones, para un total
de 15 unidades experimentales. La cuantificacion del porcentaje de degradacion de T'H se realizo
mediante analisis espectrofotométrico. Los resultados mostraron diferencias en la eficiencia de los
tratamientos, siendo el tratamiento con hongo el que present6 el mayor porcentaje de degradacion
(31.12%), seguido del tratamiento mixto (27.94%), enzimas bacterianas (26,08%) y bacterias (22,38%).
Se registro el crecimiento microbiano del suelo, identificandose bacterias del genero Bacillus y el hongo
Trichoderma sp. Los parametros fisico-quimicos del suelo se mantuvieron estables durante el ensayo,
mientras que la materia organica y el carbono organico disminuyeron como resultado de la actividad
microbiana. Los resultados evidencian que los tratamientos bioldgicos ex situ representan una
alternativa eficiente, sostenible y ambientalmente amigable para la remediacion de suelos contaminados

con diésel.
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Implementation of a Living Pharmacy and the Development of Life Skills: A
Systematic Review

ABSTRACT

Ecuador, as an oil-producing country, has been affected by hydrocarbon spills that negatively impact
soil quality. This study evaluated the efficiency of commercial bioproducts based on bacteria, fungi,
bacterial enzymes, and their combination in the degradation of total petroleum hydrocarbons (TPH) in
diesel-contaminated silty-clay soil under ex situ conditions. The experiment was conducted over 50 days
using controlled microcosms and an experimental design consisting of five treatments with three
replicates, for a total of 15 experimental units. The percentage of TPH degradation was quantified
through spectrophotometric analysis. The results showed differences in treatment efficiency, with the
fungal treatment presenting the highest degradation percentage (31.12%), followed by the mixed
treatment (27.94%), bacterial enzymes (26.08%), and bacteria (22.38%). Microbial growth in the soil
was observed, identifying bacteria belonging to the genus Bacillus and the fungus Trichoderma sp. Soil
physicochemical parameters remained stable throughout the experiment, while organic matter and
organic carbon decreased as a result of microbial activity. The findings demonstrate that ex situ
biological treatments represent an efficient, sustainable, and environmentally friendly alternative for the

remediation of diesel-contaminated soils.
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INTRODUCCION

La contaminacion por hidrocarburos derivados del petroleo constituye una problematica ambiental
global debido a su impacto negativo sobre los ecosistemas, la salud humana y la estabilidad
socioambiental. En paises petroleros como Ecuador, los derrames de crudo representan una fuente
recurrente de contaminacion, asociados principalmente a fallas operativas, fugas en sistemas de
almacenamiento y deficiencias en el mantenimiento de oleoductos. La presencia de hidrocarburos totales
del petroleo (TPH) en el suelo es particularmente critica debido a su compleja composicion quimica
incluyendo alcanos, compuestos aromaticos, resinas y asfaltenos, su alta toxicidad y su persistencia en
el ambiente (Quispe, 2020).

Estos contaminantes alteran las propiedades fisicoquimicas del suelo, reducen su fertilidad, afectan la
actividad microbiana y favorecen procesos de lixiviacion que pueden extender la contaminacion hacia
aguas subterraneas y ecosistemas acuaticos. Ademas, presentan efectos mutagénicos, teratogénicos y
carcinogénicos en organismos vivos (Wang et al., 2017). Frente a esta problemadtica, la biorremediacion
emerge como una alternativa sostenible y costo-efectiva en comparacion con métodos fisicos y
quimicos, los cuales suelen ser mas invasivos y generar contaminacion secundaria.

La biorremediacion aprovecha la capacidad metabodlica de microorganismos para utilizar los
hidrocarburos como fuente de carbono y energia, facilitando su degradacion. En este contexto, el uso de
bioproductos comerciales basados en bacterias, hongos y enzimas representa una estrategia prometedora
para acelerar estos procesos (Chen et al., 2015; Wang et al., 2017). Es una técnica limpia, no muy
costosa, accesible y en algunas ocasiones no requiere de sustancias adicionales, por su composicion, ya
que se usan microrganismos para degradar a los compuestos contaminantes presentes, debido a que las
moléculas de los hidrocarburos resultan ser una excelente fuente de carbono y energia, lo que posibilita
el desarrollo de los microorganismos al metabolizar estos compuestos toxicos (Abad, 2008).

En esta biorremediacion experimental, se usd tres bioproductos que son altamente utilizados en la
industria acuicola y en la agricultura. EI primer bioproducto: Terminate, que es una mezcla que contiene
cuatro tipos de bacterias liofilizadas del género Bacillus, este bioproducto es altamente utilizado en la

industria acuicola en el cultivo de camarones o peces. El segundo bioproducto Trichofull, es a base de

un microhongo del género Trichoderma sp., el cual es utilizado en la industria agricola y por ultimo




Biobac A, un bioproducto a base de enzimas bacterianas y metabolitos utilizado mayormente en la
industria acuicola.

En las ultimas décadas, multiples investigadores han documentado y registrado el comportamiento
microbiano en la degradacion de los hidrocarburos, dando excelentes resultados, como en el estudio
realizado por Arrieta et al., 2012, en la cual caracteriz6 un consorcio bacteriano integrado por los géneros
Flavobacterium sp. Sanguibacter soli, Staphylococcus aureus, Bacillus sp, Enterobacter sp, y
Arthorbacter sp, los cuales degradaron el diésel del suelo. Las especies de hongos como Favolus
tenuiculus y Trichoderma sp producen enzimas ligninoliticas, incluyendo lipasas, lacasas y peroxidasas,
las cuales descomponen compuestos complejos como los hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAPs)
(Palacios Carlos & Silvia Llerena., 2024). Las enzimas, ya sean producidas por bacterias u hongos, son
fundamentales en el proceso de biorremediacion (Peixoto, R. S., Vermelho, A. B., & Rosado, A. S.
2011).

Los suelos afectados por derrames de diésel se consideran como peligrosos para la vida microbiana y
vegetal, lo que los hace inadecuados, por lo que, la biorremediacion mediante bacterias, hongos y
enzimas bacterianas se presenta como una opcion sostenible y econdmicamente viable, capaz de
descomponer hidrocarburos complejos sin producir contaminacion adicional (Pefia Murillo et al., 2025).
En este estudio, el suelo presenta una concentracion inicial de 2571 mg/kg y se plantea una reduccion
de las concentraciones de cada tratamiento en un periodo de tiempo de 50 dias, realizando una
biorremediacion ex situ. Sin embargo, la implementacion efectiva de estas nuevas biotecnologias en
nuestro pais se ve limitada por la falta de protocolos estandarizados, capacitacion técnica especializada
y estudios que optimicen el uso de microorganismos y sus enzimas para la biorremediacion. Es necesario
fortalecer la investigacion cientifica para aportar informacion que contribuya a lograr manejos mas
amigables con el medio ambiente. El objetivo principal es analizar | la eficiencia de la biorremediacion
de suelos contaminados con hidrocarburos mediante la aplicacidon individual de bacterias, hongos y

enzimas bacterianas de productos comerciales, determinando cual de estos tratamientos presenta el

mayor porcentaje de biodegradacion.




METODOLOGIA

Area de estudio

El estudio se desarrollo en el Megaterio de EP Petroecuador, ubicado en el canton La Libertad, provincia
de Santa Elena, Ecuador (2°13'06" S, 80°53'05” W). El suelo utilizado correspondié a un material
previamente contaminado con diésel y almacenado en una biopila destinada a procesos de remediacion.
Tipo de estudio

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

Disefio experimental

Se empleo un disefio experimental completamente al azar bajo condiciones ex situ, con el objetivo de
evaluar la eficiencia de bioproductos comerciales en la degradacion de hidrocarburos totales de petréleo
(TPH). Se establecieron cinco tratamientos: control sin aplicacion de bioproductos (C), bacterias
(Bacillus sp.) (B), hongos (Trichoderma sp.) (H), enzimas bacterianas (E) y un tratamiento combinado
de bacterias, hongos y enzimas (M). Cada tratamiento contd con tres réplicas, para un total de 15
unidades experimentales.

Iustracion 1
Ensayo de Bioestimulacion

T. ENZIMAS
CONTROL T. BACTERIAS T. HONG MIX ENZIMAS
o o BACTERIANAS

Nota. Modelo del disefio experimental de cada tratamiento.




Muestreo y caracterizacion del suelo

El muestreo se realizé a una profundidad de 0—30 cm, recolectandose un total de 90 kg de suelo
contaminado. Previo al montaje experimental, se caracterizaron las propiedades fisicoquimicas del
suelo, incluyendo pH, humedad, materia organica, textura y contenido inicial de TPH, utilizando
métodos estandarizados. El contenido de TPH fue determinado mediante analisis espectrofotométrico
en el Laboratorio de Restauracion Ambiental de EP Petroecuador.

Montaje de microcosmos y aplicacion de tratamientos

Para el ensayo experimental se distribuyeron 6 kg de suelo en bandejas de aluminio, las cuales fueron
asignadas aleatoriamente a cada tratamiento. Los bioproductos comerciales se aplicaron semanalmente
a una dosis de 5 mL por bandeja durante un periodo de 50 dias. El suelo del tratamiento control fue
removido semanalmente sin adicion de bioproductos. Durante el ensayo se mantuvieron condiciones
controladas de pH, temperatura y humedad.

Analisis microbioldégicos

El crecimiento de la microbiota bacteriana y fungica fue monitoreado cada 8 dias mediante recuento de
unidades formadoras de colonias (UFC/g), utilizando agar TSA para bacterias y agar PDA para hongos.
La identificacion microbiana se realizd6 mediante tincion de Gram para bacterias y tincion con azul de
lactofenol para hongos, complementdndose con pruebas bioquimicas de catalasa.

Analisis de hidrocarburos totales de petroéleo (TPH)

El contenido de TPH fue evaluado al inicio del experimento, durante el proceso y al finalizar el ensayo,
empleando analisis espectrofotométrico. La eficiencia de biodegradacion se expresdé como porcentaje
de reduccion de TPH respecto a los valores iniciales.

Analisis estadistico

Los datos obtenidos fueron evaluados mediante pruebas de normalidad (Shapiro—Wilk) y homogeneidad
de varianzas (Levene). Para determinar diferencias significativas entre tratamientos se aplico un analisis
de varianza de una via (ANOVA), seguido de una prueba post hoc de Tukey, considerando un nivel de

significancia de p < 0,05. Todos los analisis estadisticos se realizaron utilizando el software MINITAB

version 19.0.




RESULTADOS Y DISCUSION

La identificacion morfologica de los microorganismos presentes en los tratamientos se realizaron
mediante observacion microscopica. En las muestras correspondientes al tratamiento bacteriano se
observaron células bacilares compatibles con bacterias Gram positivas y Gram negativas, predominando
morfologias bacilares tipicas del género Bacillus (Figura 2).

Ilustracion 2

Microfotografias de bacterias aisladas del tratamiento bacteriano. (4) Células bacilares observadas

mediante tincion de Gram, con predominio de bacilos Gram positivos, (B) Detalle microscopico de
agrupaciones celulares compatibles con el género Bacillus. Aumento 1000 x.

Imégenes de colonias obtenidas y teniidas por medio de Ia Tincion de Gram.

A)

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

En el tratamiento fingico se evidenciaron la presencia de hifas septadas, con abundante formacion de
conidios y estructuras reproductivas caracteristicas del género Trichoderma sp., confirmando la

viabilidad y actividad del bioproducto aplicado (Figura S2).




Hlustracion 3
Microfotografias del tratamiento fiingico.
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Nota. (4) Hifas septadas observadas mediante tincion con azul de lactofenol; (B) Estructuras conidiales caracteristicas del

género Trichoderma sp. Aumento 400 x.

La aplicacion de los tratamientos bioldgicos produjo diferencias en la reduccion de los hidrocarburos
totales de petréleo (TPH) en el suelo contaminado con diésel durante los 50 dias de ensayo ex situ. El
tratamiento control presentd una reduccién promedio del 5,02%, lo que evidencia una degradacion

minima asociada a procesos naturales del suelo.

Tabla 1
Porcentajes finales obtenidos de cada tratamiento experimental
) . REDUCCION
TRATAMIENTO 1 ANALISIS I ANALISIS TPH 3 ANALISIS S — FROMEDIO
TPH mgkg mg'kg TPH mgkg — L]

CONTROL 1 24033 20565 21643 13 20%%

CONTROL 2 21866 20573 21610 L17% 5.02%
CONTROL 3 26187 20565 26003 0,70%

T. BACTERIAS | 19283 17792 11740 39.18%

T. BACTERIAS 2 18470 16638 15403 17,508 12.38%
T. BACTERIAS 3 18112 17293 16220 10,45%

T. HONGOS 1 20771 15948 11743 43 46%

T. HONGOS 2 21406 13452 18307 13,54% 31,12
T.HONGOS 3 21260 17196 13330 36,36%

T.ENZIMAS 1 21570 20301 20440 5,24%

T.ENEIMAS 2 24133 10077 13633 43,51% 26,08%
T. ENZIMAS 3 23110 10212 16293 29, 50%

T.MIX 1 21430 21287 12013 39 14%

T.MIX 2 22840 23473 16513 27,000 1704%
T.MIX3 4m 18793 18610 16, 369

Nota. Valores obtenidos de cada tratamiento experimental, en porcentajes promediados totales.




Entre los tratamientos evaluados, el tratamiento con hongos (7richoderma sp.) alcanzd el mayor
porcentaje promedio de reduccion de TPH (31,12%), seguido del tratamiento combinado de bacterias,
hongos y enzimas (27,94%) y del tratamiento con enzimas bacterianas (26,08%). El tratamiento con
bacterias (Bacillus sp.) presentd la menor eficiencia entre los bioproductos evaluados, con una reduccion
promedio del 22,38%.

Hlustracion 4
Valores de TPH registrados durante la experimentacion y prueba de tratamientos.
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Nota. Letras iguales indican que no existe diferencias estadisticamente significativas segin ANOVA de una via y test posterior

de Tukey (p<0,05).

El analisis estadistico mostré diferencias significativas entre los tratamientos (ANOVA, p < 0,05). La
prueba post hoc de Tukey indic6 que el tratamiento con hongos presentd una eficiencia
significativamente mayor en la degradacion de TPH en comparacion con el control, mientras que los
tratamientos con enzimas y el tratamiento combinado mostraron valores intermedios de reduccion.

Durante el ensayo se registrd el crecimiento de la microbiota bacteriana y fiingica en los tratamientos
bioldgicos, observandose un incremento progresivo de las unidades formadoras de colonias (UFC/g) a
lo largo del tiempo. La identificaciéon microscopica permitiéo confirmar la presencia de bacterias del
género Bacillus y del hongo Trichoderma sp., evidenciando su adaptacion al suelo contaminado y su

participacion activa en el proceso de biodegradacion.
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Ilustracion 5
Curva de distribucion de la carga bacteriana de cada tratamiento.
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Nota. La linea azul indica una carga bacteriana baja en relacion con la linea verde con un alto valor de la carga bacteriana.

Los parametros fisicoquimicos del suelo, incluyendo pH, temperatura, humedad y conductividad
eléctrica, se mantuvieron relativamente estables durante el experimento. En contraste, la materia

organica y el carbono organico mostraron una disminuciéon progresiva, asociada a la actividad

metabolica de los microorganismos durante la degradacion del diésel.




Ilustracion 6
Valores de temperatura, humedad, pH y materia orgénica registrados durante la experimentacion y prueba de tratamientos.
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Los resultados obtenidos en el presente estudio evidencian que el suelo contaminado con diésel presento
condiciones fisicoquimicas adecuadas para la aplicacion de un tratamiento de biorremediacion ex situ.
La textura limo-arcillosa, junto con la estabilidad del pH, la temperatura y la conductividad eléctrica,
favorecio la adaptacion, el crecimiento y la actividad metabdlica de los microorganismos aplicados. La
elevada concentracion inicial de materia organica y carbono organico se asocio directamente con la
presencia de hidrocarburos, los cuales fueron utilizados como fuente de carbono durante el proceso de
biodegradacion.

La reduccion de los hidrocarburos totales de petrdleo (TPH) mostré diferencias significativas entre los
tratamientos evaluados, destacdndose el tratamiento con Trichoderma sp., que alcanzo la mayor
eficiencia de degradacion (31,12%), seguido del tratamiento combinado de bacterias, hongos y enzimas
(27,94%), las enzimas bacterianas (26,08%) y las bacterias (Bacillus sp.) con un 22,38%. Estos
resultados concuerdan con el analisis de varianza, el cual evidencio diferencias estadisticamente
significativas en la degradacion de TPH, mientras que los parametros fisicoquimicos permanecieron
estables.

La eficiencia observada en los tratamientos bacterianos puede explicarse por la capacidad metabolica
de especies del género Bacillus para utilizar hidrocarburos como fuente de carbono y energia, asi como
por su produccion de biosurfactantes y enzimas degradativas, caracteristicas ampliamente reportadas en
la literatura (Sakthipriya et al., 2015; Vizuete-Garcia, 2020). Estudios previos han demostrado la
diversidad y adaptabilidad de bacterias degradadoras de hidrocarburos en suelos contaminados, lo cual
respalda la respuesta observada en el presente trabajo (Chaillan et al., 2004; Tourova et al., 2016, 2018).
Por otro lado, la mayor eficiencia del tratamiento fingico se atribuye a la elevada capacidad adaptativa
de Trichoderma sp., su rapida colonizacion del sustrato y su habilidad para secretar enzimas
extracelulares oxidativas capaces de degradar compuestos complejos, incluidos hidrocarburos
aromaticos policiclicos (HAP). Estos hallazgos coinciden con lo reportado por Castro y Rivillas (2012)
y Dacco et al. (2020) quienes destacan el potencial del género Trichoderma en procesos de
biorremediacion de ambientes contaminados con hidrocarburos.

Si bien el tratamiento combinado de bacterias, hongos y enzimas presentd una reduccion significativa

de TPH, su eficiencia fue inferior al tratamiento fungico individual. Este comportamiento sugiere que




la interaccion microbiana no siempre genera efectos sinérgicos inmediatos, dependiendo del tipo de
contaminante, del sustrato y de la dinamica competitiva entre microorganismos, tal como lo indican Ule
(2021) y Cafiar (2025). No obstante, estudios como el de Dai et al. (2020) demuestran que los sistemas
combinados pueden alcanzar mayores eficiencias en periodos de tratamiento mas prolongados.

En general, los resultados confirman que el control de las condiciones fisicoquimicas en sistemas ex situ
contribuye significativamente a la estabilidad del proceso y a la eficiencia de biodegradacion en periodos
cortos de tiempo, coincidiendo con lo reportado por Muifioz (2016). Asimismo, la correlacion positiva
entre el crecimiento microbiano y los pardmetros del suelo evidencia que la biodegradacion estd
estrechamente ligada a la adaptacion y actividad metabdlica de los microorganismos en el medio
contaminado.

Finalmente, aunque el presente estudio demuestra el alto potencial de Trichoderma sp.y Bacillus sp. en
la biorremediacion de suelos contaminados con diésel, se recomienda profundizar en estudios
moleculares y bioquimicos que permitan comprender con mayor detalle las rutas metabodlicas
involucradas y optimizar futuras aplicaciones a escala ambiental.

CONCLUSIONES

El presente estudio demostré que la biorremediacion ex situ mediante el uso de bioproductos
comerciales constituye una alternativa efectiva para la reduccion de hidrocarburos totales del petroleo
(TPH) en suelos contaminados con diésel, bajo condiciones controladas. En un periodo experimental de
50 dias, todos los tratamientos evaluados lograron reducciones significativas de TPH, alcanzando una
degradacion cercana al 30%, lo que evidencia su capacidad para potenciar los procesos naturales de
biodegradacion.

El tratamiento con Trichoderma sp. presentd la mayor eficiencia de degradacion (31,12%), seguido del
tratamiento combinado de bacterias, hongos y enzimas (27,94%), enzimas bacterianas (26,08%) y
bacterias (Bacillus sp.) con 22,38%. Estas diferencias indican que la eficiencia del proceso depende
principalmente de la composicion microbiana de los bioproductos aplicados, mientras que los
parametros fisicoquimicos del suelo (pH, temperatura, humedad y conductividad eléctrica), al

mantenerse estables, favorecieron la actividad microbiana sin influir de forma directa en la magnitud de

la reduccion de TPH.




Asimismo, se observo un incremento de la microbiota bacteriana y fingica en todos los tratamientos, lo

que confirma la adaptacion y activacion metabolica de los microorganismos frente a la disponibilidad

de hidrocarburos como fuente de carbono. En conjunto, los resultados resaltan la importancia del control

de las condiciones ex situ para lograr una biorremediacion eficiente en periodos relativamente cortos.

Para finalizar, los bioproductos microbianos comerciales evaluados presentan un alto potencial para ser

integrados en programas de gestion ambiental y recuperacion de suelos contaminados con

hidrocarburos, ofreciendo una alternativa sostenible y ambientalmente amigable para la remediacion de

ecosistemas degradados.
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