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INTRODUCCION

Entre los problemas ambientales que van en aumento a nivel mundial,
tenemos que hacer especial mencion a la contaminacion y pérdida de

suelos por hidrocarburos y residuos solidos peligrosos.

La contaminacién de suelos por hidrocarburos es una de las principales
causas de pérdida del recurso con capacidad agricola en nuestro pais. Esta
pérdida se produce durante toda [a cadena de actividades ligadas a la
exploracion, extraccién, transporte y comercializacion del petrdleo y sus
derivados. La industria hidrocarburifera, a nivel mundial, busca las mejores
alternativas para la remediacién del efecto contaminante provocado por los
derrames y/o fugas del combustible, en aras de lograr operaciones mas
limpias y eficientes para la sostenibilidad empresarial (Sueyoshi & Wang,
2014).

En cuanto a la contaminacién por pérdidas indeseadas de petrdleo, es de
esperar que los paises con mayor produccién como Israel, Arabia Saudita
o Los Emiratos Arabes Unidos presenten un alto riesgo de sufrir dafios
ambientales, debido principalmente al desarrolio extensivo e intensivo de
esta industria en dichos paises (OPEC, 2014). En este panorama, surge un
caso particular, que es el existente en Io_s‘paises de América Latina, como
el Perd, que registran una menor produccidon de petréleo, pero estas
actividades se desarrollan en zonas de enorme diversidad biolégica y
cultural, lo que eleva exponencialmente el riesge total asociado al
desarrollo de estas actividades, a niveles incluso mayores que los
presentados en paises productores de primer orden (Finer & Orta-Martinez,
2010).

En el Perq, la distribucidon de actividades petroliferas se concentra en las
zonas del zécalo oceanico, costa y amazonia, las cuales poseen reservas



probadas con un total de mas de 741 millones de barriles de petréleo. Mas
del 50% de estas reservas probadas se encuentran en.la amazonia.
(MINEM, 2013). Entonces, si a la abundancia del recurso en la zona, la
contextualizamos en su realidad de mega diversidad bioldgica y cultural,
escasa fiscalizacion ambiental, gestion gubernamental deficiente vy
mltiples limitaciones técnico-cientificas en el desarrollo de las actividades,
los casos de contaminacion por pérdidas indeseadas de petréleo se ven

incrementados y agravados, afectando especialmente al recurso suelo.

Un evento que refleja esta realidad ocurrié en |a zona central de 1a region
Loreto en el afio 2013, donde la fuga de petroleo afecté a la Reserva
Nacional Pacaya Samiria, la cual posee una de {as mas altas tasas de
diversidad biolégica en el mundo y es hogar de numerosas comunidades
nativas y tradicionales, por lo cual la regién fue declarada en emergencia
ambiental (MINAM, 2013). Casos similares han continuado registréndose
hasta la actualidad en diversas locaciones, especiaimente en el Oleoducto
Nor Peruano (Progresiva 440 + 785 del tramo I, Progresiva Km 206+031
del ramal Norte) ocasionando pérdidas ambientales, econdémicas y en todos
los sectores en general, ademas de generar tensiones entre las
comunidades locales y el gobierno (PETROPERU, 20186).

Los lodos activados, subproductos generados en el tratamiento de aguas
residuales domésticas, se caracterizan por presentar una alta carga
microbiana, asi como altas concentraciones de macronutrientes como
nitrégeno, fésforo y potasio; estas caracteristicas son aprovechadas legal
e institucionalmente por paises como México, que promulgé ia norma:
NOM-004-SEMARNAT-2002 que contiene Limites Maximos Permisibles
(LMP) de contaminantes para el aprovechamiento de este residuo, asi
como especificaciones para su disposicion final, llegandolo a considerar
como un recurso. Otros vecinos de la region como Cuba y Venezuela
plantean aplicaciones dosificadas de este residuo como agente de



biorremedicién en suelos contaminados por hidrocarburos, demostrando
que los lodos residuales propiciaron la estimulacién de los microorganismos
nativos del suelo y estos ultimos a su vez fueron los responsables de
degradar los hidrocarburos {Cardenas, Araujo, & Bohdrquez, 2010)
(Martinez-Prado, Perez-Lopez, & Pinto-Espinoza, 2011).

En este contexto, esta investigacion tiene dos intereses: mitigar la
contaminacién por hidrocarburos de petréleo en suelo y reaprovechar los
lodos activados. Siendo el objetivo de esta investigacion, determinar la
eficiencia de biorremediacién de suelos contaminados por hidrocarburos a
través de la aplicacién dosificada de lodos activados. Para determinar la
eficiencia del tratamiento propuesto, evaluaremos la disminucion de las
fracciones media y pesada de hidrocarburos totales de petrdleo (TPH)
durante 1a duraciéon del tratamiento. Finalmente, encontraremos la dosis

optima, entre las aplicadas, de lodos activados por masa de suelo.



RESUMEN

En esta investigacion se evalué el proceso de biorremediacion aerdbica de
un suelo contaminado con hidrocarburos (crudo de la refineria La
Pampilla), empleando iodos residuales provenientes de una planta de
tratamiento de aguas residuales domeésticas de la capital (PTAR Manchay),

como fuente alterna de macro y micronutrientes.

La contaminacion del suelo fue una simulacién de derrames accidentales
de crudo sobre suelos amazénicos, provenientes del municipio de
Naranijillo, provincia Rioja, region San Martin. Se realizaron experimentos a
escala laboratorio, en la ciudad del Callao durante 90 dias de los meses de
verano, en los cuales se evaluaron el efecto de la adicién de nutrientes
provenientes del lodo residual, el comportamiento de los hidrocarburos
totales del petréieo (TPH), el potencial de hidrogeniones, temperatura del
proceso y el tamafo de la particula durante el proceso de degradacion.

Se demostré que la adicidn de lodos residuales propicid ta estimulacién de
los microorganismos nativos del suelo, cuyos consorcios fueron los
responsables de degradar los hidrocarburos, obteniendo remociones
superiores al 46% y 49% para TPH F2 y F3 respectivamente. Los
hidrocarburos fueron empleados como fuentes de carbono y donadores de
electrones, acoplando las reacciones de 6xido-reduccién con el oxigeno
que fungié como aceptor de electrones.

LLos valores de TPH F2 y F3 de los suelos al final del tratamiento exceden
el ECA para suelos agricolas, pero satisfacen el ECA para suelos
comerciales, industriales o extractivos, por lo que se recomienda este
tratamiento como alternativa para casos de accidentes que involucren
derrames o fugas en la industria hidrocarburifera, en aras de satisfacer la

normativa ambiental nacional y dar sostenibilidad al proceso productivo.



ABSTRACT

In this research was assessed the process of aerobic bioremediation of soil
contaminated with hydrocarbons {crude oil of refinery La Pampilla) using
sludge from a wastewater treatment plant domestic wastewater from the
capital (WWTP Mancﬁay), as an alternative source of macro and

micronutrients.

Soil contamination was a simulation of accidental oil spills on Amazonian
soils, from the municipality of Naranjillo, province Rioja, San Martin region.
Experiments at laboratory scale were performed in the city of Callao for 90
days in the summer months, in which were evaluated the effect of the
addition of nutrients from the sludge, the behavior of total petroleum
hydrocarbons (TPH) , the potential of hydrogen ions, the process

temperature and particle size during the degradation process.

It was shown that the addition of sewage sludge led to the stimulation of
native soil microorganisms, whose consortia were responsibie for degrading
hydrocarbons, obtaining removal exceeding 46% and 49% for TPH F2 and
F3 respectively. The hydrocarbons were used as carbon source and
electron donors, coupling redox reactions served with oxygen as an electron
acceptor.

The values of TPH F2 and F3 soil at the end of treatment exceed the SEQ
for agricultural soils, but satisfy the SEQ for commercial, industrial or
extractive soil, so this treatment is recommended as an alternative in case
of accidents invoiving spills or leaks in the hydrocarbon industry, in order to
meet nationai environmental standards and sustainability of the production
process.
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CAPITULO |
PLANTEAMIENTO DE LA INVESTIGACION

1.1. Identificacién del problema

El Pert esta localizado dentro de una de las mas prolificas tendencias en
hidrocarburos en América del Sur. La mega tendencia subandina de
Ameérica del Sur posee 18 cuencas sedimentarias con potencial de
hidrocarburos, localizandose las zonas productivas en 4 regiones: Costa
norte, Selva Centro, Norte y Sur (PERUPETRO, 2010}, concentrandose la
mayor cantidad de reservas probadas de petréleo en la zona norte del pais
(MINEM, 2014).

El riesgo de contaminacion del ambiente se ve aumentado por la creciente
actividad petrolera, en cualquiera de las diversas fases del ciclo de
produccién y consumo; derrames de petréleo crudo por el deterioro de
oleoductos, descargas de efluentes contaminados, asi como diversas
contingencias durante la produccién, transporte y almacenamiento de este
recurso natural (Wedel, Mosquera, & Goldsmith, 1988).

En el Pery, los derrames y fugas de petréleo crudo se registran desde 1978
hasta la actualidad a través de diversas instituciones como el lIAP,
OSINERGMIN y OEFA. Un ejemplo de estos se dio en la Quebrada Cunico,
Loreto, donde la falta de mantenimiento del oleoducto ocasioné el derrame
de al menos 10 mil barriles de petréleo, afectando un area aproximada de
2 hectéreas (Meier, 2014). Otra serie de casos son los continuos derrames
de crudo en el Lote 1AB, a cargo de la transnacional PlusPetrol, que desde
2007 al 2011 han registrado‘ 112 derrames segun el informe “impactos
Petroleros en Territorios Indigenas: Experiencias del Programa de
Vigilancia Territorial del rio Corrientes”, afectando asi 4 cuencas: Pastaza,
Corrientes, Marafidn y Tigre, las dos primeras fueron declaradas en
emergencia ambiental (Zevallos, 2013).
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Los derrames y/o fugas inesperadas generan una serie de impactos al
ecosistema, afectando principalmente al agua y al suelo, alterando su

estructura y bioprocesos (ICTA, '2009).

A nivel general, el efecto de los hidrocarburos en las matrices de agua y

suelo puede tener tres diferentes intensidades, los cuales son;

Efectos directos letales: Son aquellos que provocan mortalidad al impedir
la respiraciéh o modificar la resistencia térmica, como sucede por ejemplo
en el caso de las aves marinas. Se trata de un efecto fisico, derivado de la
impregnacion o sofocacion, al entrar el organismo en contacto directo con
el hidrocarburo, sin necesidad, en muchos casos, de que se produzca la

ingestién de los contaminantes.

Efectos directos subletales: Son aquellos motivados por el contacto
directo, fundamentalmente a nivel de los tejidos corporales internos, tras la
ingestion de los hidrocarburos por el organismo, sin que lleguen a provocar
la muerte del mismo, aunque si alteraciones genéticas, bioquimicas o

fisiolégicas que pueden reducir su viabilidad y eficacia biologica.

Efectos indirectos: Son los mas abundantes, fundamentalmente
perturbaciones sobre los ecosistemas. Las alteraciones de la biclogia de
las poblaciones y su consecuencias demogréficas, en Ultimo término,
desembocaran en cambios en la estructura de las comunidades ecoldgicas
y, por lo tanto, en una alteracién de la red de interrelaciones existentes.
Entre los principales procesos afectados, cabe destacar (MAGRAMA -
Espafia, 2014): '

v Alteraciones del habitat.
v Alteraciones en los niveles de productividad
v Cambios en las redes tréficas, probablemente una de las claves para

comprender los impactos en el ecosistema a medio y largo plazo
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A nivel microbiano, un derrame de petréleo causa una disminucién del
namero de bacterias fijadoras de nitrégeno de vida libre, encargadas de
asimilar y reciclar nutrientes en los ciclos bicgeogquimicos; afectandose asi
la fertilidad de! suelo. (Vazquez-Luna, Montiel-Flores, Vazquez-Luna, &
Herrera-Tenerio, 2011). Alteraciones en la cantidad y calidad
microbiolégica del suelo afectara, en funcién del tiempo, a la biodiversidad
asociada a su interior como a la que se encuentra en su superficie y por

ende mermara la capacidad agricola o productiva en generai que posea.

Ante las situaciones anteriormente expuestas, surge la necesidad de contar
con técnicas que minimicen los efectos adversos de la contaminacién por
hidrocarburos en el suelo. Entre las técnicas mas estudiadas para la
mitigacion de este tipo de contaminacidn, podemos citar a la extraccién de
hidrocarburos al vacio, el lavado del suelo contaminado con agua, la
incineracién, la recuperacidén electrocinética, entre otras. Siendo todos
estos tratamientos fisicos y/o quimicos, con los cuales se han conseguido
resultados positivos, pero su elevado coste econémico, junto con el hecho
de que no se consideran totalmente respetuosas con el ambiente,
constituyen hoy en dia un obstaculo muy a tener en cuenta para su empleo.
En la actualidad se tiene un interés creciente en la aplicacién de técnicas
biologicas, ya que son mas sencillas, econdmicas y respetuosas con el
ambiente; sin embargo, la eficacia de estas esta en continua comprobacién,
ya que dependen grandemente de factores como el tipo de contaminante,
el lugar de aplicaciéon y las condiciones del medio (Lloyd, Lovley, &
Macaskie, 2003). A nivel nacional, comparados con vecinos de la region,
las tecnicas biolégicas de remediacién de suelos son poco estudiadas y a
su vez desarrolladas aisladamente. La utilizacién de los lodos activados

para la bicrremediacion de suelos, no ha sido estudiada en el Peru.
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1.2. Formulacién del problema
1.2.1. Problema General

v iCuan eficiente sera la biorremediacion al aplicar lodos activados en

suelo contaminado con hidrocarburos (TPH)?

1.2.2. Problemas Especificos

v ¢ Cual sera la dosis optima de aplicacion de lodos activados para una
eficiente biorremediacion en suelo contaminado con hidrocarburos (TPH)?
v ¢ Cual sera la variacion de las propiedades nativas del suelo respecto a
las obtenidas luego del proceso de biorremediacion con lodos activados?

1.3.Objetivos de la investigacion
1.3.1. Objetivo general

v Determinar la eficiencia de biorremediacion al aplicar lodos activados en

suelo contaminado con hidrocarburos (TPH).

1.3.2. Objetivos especificos

v'Determinar la dosis 6ptima de aplicacién de lodos activados para una
eficiente biorremediacion en suelo contaminado con hidrocarburos (TPH).
v'Determinar la variacion de las propiedades nativas del suelo respecto a

ias obtenidas luego del proceso de biorremediacién con lodos activados.

1.4. Justificacion

Las razones por las cuales se ha planteado y fundamentado la presente

investigacion son las siguientes:

1.4.1. Justificacién Legal

La biorremediacién de suelos mediante el uso de lodos activados para
suelos contaminados con hidrocarburos permitird dar cumplimiento a la
normativa nacional vigente, teniendo en especial consideracién el D.S. N°
002-2013 MINAM “Estandares de Calidad Ambiental (ECA) para Suelo”,
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para los parametros “Fraccion de Hidrocarburos F2” y “Fraccién de

Hidrocarburos F3” de la mencionada norma.

1.4.2. Justificacion Teorica

La contaminacion del suelo por hidrocarburos del petroleo es uno de los
problemas ambientales mas comunes en el mundo (USEPA, 2000), siendo
los hidrocarburos totales de petroleo (TPH) uno de los grupos mas
comunes de los contaminantes organicos persistentes (Huang, El-Alawi,
Gurska, Glick, & Greenberg, 2005). Ante estas évidencias, se justifica la
importancia de desarrollar soluciones adecuadas para la eliminacion 0
control de estos contaminantes en el suelo, siendo la biorremediacion una
de ellas, que destaca como una tecnologia relativamente nueva, eficiente
y ecoldgica, en la cual se busca degradar el contaminante a través de la
actividad microbiana. Para fomentar este desarrollo microbiano se requiere
la aplicacion de macro y'micronutrientes, siendo los lodos activados
provenientes del tratamiento de aguas residuales una posible fuente de
nutrientes, ademas de presentar una alta carga microbiana propia, que
mejoraria la capacidad conjunta para la degradacién del hidrocarburo

contaminante.

1.4.3. Justificacion Tecnoldgica

El desarrollo de biotecnologias que generen la menor cantidad de efectos
o subproductos residuales en el ambiente y asi mismo, que sean
técnicamente sencillas, representan una alternativa muy atractiva para el
pais en general y especificarhente para industrias del sector hidrocarburo
y diversas actividades relacionadas.

1.4.4. Justificacion Socio Econémica

Las personas tienen derecho a gozar de un ambiente equilibrado y
adecuado para el desarrollo de {a vida (Constitucion Politica del Per( 1993,

Art. 2), por lo cual es de vital importancia la disminucién y adecuado manejo
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de residuos peligrosos, principalmente organicos, como son los suelos
contaminados  por  hidrocarburos y  residuos  principaimente
biocontaminados, como son los lodos activados. Lé biorremediacion es un
proceso generalmente sencillo y economicamente Iviable, siendo estas
condiciones adecuadas para el desarrollo de una investigacion basica en
la que se busca récuperar la condicién agricola del suelo, evitando de esta
forma que la poblacién expanda la actividad agricola a zonas con distinta
capacidad de uso, especiaimente hacia los bosques amazonicos y areas

naturales protegidas.

1.5.Importancia

El aspecto mas importante de la presente investigacion es el
aprovechamiento de residuos peligrosos, como lo son el suelo empetrolado
y los lodos activados, para obtener a través de su interaccion, un suelo apto
para uso Industrial, comercial o extractivo. Otro aspecto de gran
importancia es el desarrolio experimental de una técnica de tratamiento in
situ para' sitios degradados, toda vez que este tipo de experiencias en el
Per( son Iimitadas; a pesar de la gran cantidad de ionas afectadas por
derrames de crudo, en donde se opta principaimente pbr ta disposicién final
de los suelos empetrolados en rellenos de seguridad, ocasionando
pérdidas a nivel ambiental y econémico-productiva.

1.6. Limitaciones

Se realizé una investigacion basica a escala de laboratorio, recreando
condiciones de contaminacién petrolifera en suelos, ya que no es factible
econémicamente su realizacion en el area de la problematica.

Los laboratorios de la FIARN carecen de equipos, materiales y reactivos
necesarios para realizar los analisis de interés para la investigacién, motivo
por el cual se realizaron los analisis minimos necesarios para determinar la

eficiencia del proceso, asi como contrastar las hipétesis.
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CAPITULO I
MARCO TEORICO

21. Antecedentes del estudio

Para el desarrollo de esta investigacion cientifica se realizod la revision de
referencias na010na|es e internacionales, las cuales incluyen una serie de
estudios, articulos cientificos, normas legales, guias Y protocolos
relacionados a 1as tematicas de piorremediacion de suelos, contaminacion
por- hidrocarburos, caracterizacion de lodos, técnicas de muestreo,

metodologias de analisis fisicoquimicos, entre otras.

Entre los estudios encontrados podemos citar el trabajo realizado a escala
piloto en la Unidad Minera Goldcorp México, en ‘el cual se tratd suelo
contammado con hidrocarburos, producto de un derramé accidental, a
través de la aphcamon de biosdlidos bajo condiciones aerobias, analizando
parametros como la relacion carbono nitrégeno (C N), entre otros. Al final
de la experiencia sé alcanzé tasas de remocion de hidrocarburo del 66% al
93% (Martinez—Prado, Perez-Lopez, & Pinto-Espinoza, 2011).

Otra investigacion evalué la influencia de diferéntes concentraciones de
lodos activos (0,5 Y 10% wiw) en la degradacion de hidrocarburos en suelos
con diferentes concentraciones de contamtnante (15y 30 g/kg). a través de
ta medicion de TPH, empleando cromatografia de gases y analisis de
dilucién para la estimacion de microorganismos. Luego de su aplicacion por
un periodo de 120 dias se legd a la conclusién de que una mayor
concentracion de lodos promueve una “mayeor degradacion del

ntammante y debido a la presencia de bactenas hidrocarburo- © oxidantes
y micromicetos, que lograron reducciones entre 11.7% a 13.3%
(Ambrazamene Zukauska1te &Jakubauskalte 2013).

A nivel regional, en Venezuela, s€ estudio a escala de faporatorio 1a
aplicacion de lodos residuales Y fertilizantes para la remediacion de suelos

contaminados por hidrocarburos. Se trabajé con 6 muestras en total,
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variando la concentracion de lodos (0%, 30% y 70%) y aplicacion de
feﬁilizante (fosfato diatémico) en 7.5%w/w. Durante el estudio, que dur6 3
meses, se evaluaron heterbtrofos meséfilos, concentracion de TPH, pH y
humedad, aplicandose también riego y labranza manual manteniendo
condiciones optimas de humedad y aireacion. A travéfs de este estudio se
determind una mayor remocién de hidrocarburos (63%) en las muestras
con mayor concentracion de lodos activos con aplicaéién de fertilizantes,
asi mismo se comprobd la transformacion parcial;de las resinas en

compuestos aromaticos (Cardenas, Araujo, & Bohdrquez, 2010).

En Colombia también se ha trabajado la biorremediacion de suelos
contaminados con hidrocarburos a través de ‘bioestirhulaci‘én, realizando
experiencias a escalé de laboratorio, donde se evaluo el efecto de la adicion
de nutrientes (N y P) en forma de sales inorganicas simples y un fertilizante
inorganico compuesto. Se emplearon mesocosmos (envases) con suelo
contaminado, el estudio se realizé por 125 dias, donde se cuantifico TPH
por el método ASTM 1995 y EPA 1994, ademas de parametros
fisicoquimicos y biologicos. Observandose una mayor tasa de degradacion
de TPH durante los primeros 28 dias, luego de los cuales el pH tiende a
disminuir por debajo de 5,0 grados, trayendo como consecuencia la
inhibicién microbiana. El agregar nutrientes en forma de sales inorganicas
fue el que logré mayor degradacion de TPH (entre 39% y 41%) (Vallejos,
Salgado, & Roldan, 2005).

En el Per( se han realizado diferentes investigaciones sobre la aplicacion
de la biorremediacién para el tratamiento de suelos contaminados por
hidrocarburos, entre ellas tenemos la aplicacion de microorganismos EM
para suelos contaminados con Diésel 2 en Arequipa, donde la
concentracion de TPH vari6 de 234 508 a 6 981 mg/Kg en 4 meses, durante
el invierno (Rodriguez, 2009). En la regién Callao 'se ha aplicado fa
biorremediacion agregando asemin vy estiércol:, reduciendo las
concéntraciones a niveles que no son toxicos para las plantas (5000 mg/kg
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de suelo), teniendo como control el crecimiento de maiz por un pericdo de
2 meses. En ambos estudios se llega a la conclusion que la aplicacién de
la biorremediacion es factible tanto técnica como economicamente.
(Rodriguez, 2009) (Buendia R., 2012).

La presente investigacion se desarrolla en base al aporte de las miltiples
investigaciones mencionadas, eligiendo por conveniencia operacional una
escala de laboratorio, con la evaluacion de los siguientes parametros:
concentracion de fracciones media y pesada de hidrocarburos totales de
petrdleo (TPH F2 y F3), crecimiento microbiano y su identificacion basica,
temperatura y pH del proceso, proporcién entre carbono, nitrégeno y fosforo
(C:N:P). Los sistemas seran humectados y aireados durante el proceso.

2.2. Marco conceptual
2.2.1. Suelo

Segun la normativa peruana se define al suelo de la siguiente manera:
Material no consolidado compuesto por particulas inorganicas, materia
organica, agua, aire y organismos, que comprende desde la capa superior
de la superficie terrestre hasta diferentes niveles de profundidad (MINAM,
2013).

Los suelos se dividen en élases segun sus caracteristicas generales. La
clasificacion se suele basar en su morfologia y composicién, con énfasis en
las propiedades mensurables por ejemplo, la profundidad, el color, la
textura, |la estructura y la composicién quimica (Bustamante, 2007). Siendo
propiedades de relevancia para esta investigacion las siguientes:

» pH del suélo.- El pH del suelo generalmente se refiere a su grado de
acidez o alcalinidad. Quimicamente, se define como el log10 de iones
hidrégeno (H*) en la solucién del suelo. La escala de pH va desde 0 a 14;
un pH de 7 se considera neutral. Si los valores de pH son mayores a 7, la

solucion se considera basica 0 alcalina; si estén por debajo de 7, |la solucién
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es acida. Es importante reconocer que debido a que la escala de pH se
expresa en unidades logaritmicas, un cambio de sélo unas pocas unidades
de pH inducira cambios significativos en el entorno quimico sensible de los
procesos biolégicos. Por ejemplo, un suelo con pH 5 es 10 o 100 veces

mas acido que un suelo con pH 6 o 7, respectivamente (USDA, 2011).

Entre las fuentes de iones H+ en la solucidn del suelo se incluyen al acido
carbonico producido cuando el didxido de carbono (COz}, producto de la
descomposicion de materia organica y respiracion de la rizésfera, se
disuelve en el agua del suelo. Otra fuente de iones H+ es la nitrificacion del
amonio de los fertilizantes, ademas de las liberaciones propias de la raiz,
la reaccién de los iones de aluminio (Al*3) con agua, mineralizacién de la
materia organica, la reaccion de compuestos azufrados, el agua de lluvia y
la lluvia acida. Algunos suelos son mas resistentes a una.caida o un
aumento en el pH, gracias a su capacidad de tampén (USDA, 2011).

s Materia Organica del Suelo (MOS).- Es el componente organico del
suelo. La MOS es necesaria para todas las funciones del suelo y es el
indicador mas importante de la salud del suelo. Se compone de
proporciones variables de: pequefios residuos de planta (frescos),
pequenos organismos vivos del suelo, materia organica en descomposicién
(activa) y la materia organica estable (humus) en distintas fases. Algunas
de las funciones mas importantes que la MOS cumple son: Suministro de
nutrientes, asegurar la disponibilidad de capacidad hidrica, mantener la
union de los componentes del suelo, previehe la erosidn y retiene carbono
atmosférico (USDA, 2014).

La MOS contiene compuestos carbonados con diferentes niveles de
degradabilidad, desde muy facilmente descomponibles a extremadamente
resistentes (recalcitrantes). Cada co-mpo'nente carbonado tiene un diferente
tiempo de residencia en el suelo y realiza diferentes funciones (USDA,
2014).
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» Capacidad de agua disponible.- Cantidad maxima de agua disponible
que un suelo puede proporcionar. Es un indicador de la capacidad del suelo
para retener el agua y hacerla suficientemente diéponible para el uso
vegetal (USDA, 2008).

El agua disponible es el agua contenida en el suelo entre su capacidad de
campo y punto de marchitez permanente. Capacidad de campo es el agua
relativamente constante que existe en un suelo deshués de que ha sido
completamente saturado y dejado drenar libremente, por fo general durante
48 horas. Punto de marchitez permanente es el contenido de agua de un
suelo en el que las plantas se marchitan y son incapaces de recuperarse
aun cuando se les suministre suficiente humedad. La capacidad de agua
se expresa generalmente como una fraccién de volumen o porcentaje, o
como una profundidad {cm) (FAO, 2005).

« Textura del suelo.- La textura del suelo determina la capacidad de
absorcidn y retencién de agua, la cantidad de aire que contiene el suelo, su
capacidad portante y parcialmente su fertilidad, puede variar de una
composicidn arenosa, limosa o arcilosa a una mezcla de estas en
diferenteé proporciones (USDA, 2008).

En texturas gruesas (suelos arenosos y grava) la lixiviacion es mas rapida
que en texturas finas (suelos arcillosos), siendo estos dltimos quienes
poseen mayor capacidad de retener los contaminantes y prevenir su

alcance a aguas subterraneas (Bustamante, 2007).

El contenido de arcilla esta correlacionado con la capacidad de campo, area
superficial especifica, capacidad de intercambio catidnico influyendo en la
adsorcién de iones. Para compuestos organicos no polares, generalmente
no existe correlacion entre el contenido de arcilla y la adsorcion. Dadas
estas caracteristicas, se ha determinado que el Per( es un pais pobre en
buenos suelos, a pesar de su gran extension. De las 128 521 560 ha del
pais, sblo 25 525 000 ha (19,86%) son aptas para la agricultura y la
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ganaderia. Muestré de ello, son los suelos amazonicos donde la agricultura
es una labor de bajas productividades debido: (i) a las altas temperaturas y
precipitaciones y (i} a la historia geoldgica de ia region (Brack & Mendiola,
Ecologia del Perd, 2000). De éstos, solo 6% de la superficie se caracteriza
por un alto contenido de carbono organico disponible lo que les otorga una
gran capacidad de resistencia a la pérdida de nutrientes (Glaser, 2007).

En la Costa del Peri podemos observar que hay un intensivo
aprovechamiento agricola. Los suelos son fértiles y de alta calidad, debido
a los sedimentos minerales depositados por los 53 rios que bafan sus
tierras. En la Costa norte (Piura y Tumbes) los suelos son arcillosos y
alcalinos. En la Costa sur existen suelos volcanicos de reaccion neutra
(MINAGRI, 2015).

2.2.2. Hidrocarburos

Los hidrocarburos son compuestos formados por atomos de carbono e
hidrégeno, de gran abundancia en la naturaleza, presentes principalmente
en el petréleo. Se consideran como una mezcla compleja de QaSes, liquidos
y solidos, existiendd cantidades combinadas de nitrégeno, oxigeno y
azufre, ademas de contener compuestos de hierro, niquel, vanadio y otros
metales (PEMEX, 1998).

En el Perd existen 18 cuencas sedimentarias con potencial de
hidrocarburos, la mayoria de ellas en la selva. La extraccion de los mismos
se desarrolla desde hace mas de 140 afios, principalmente en la costa
norte, selva central, selva norte y selva sur. Teniendo un total de reservas
probadas de 390 750.4 MSTB en la zona selva (MINEM, 2013).

o Petréleo sin refinar.-

El petréleo es un liquido oleoso bituminoso de origen natural compuesto
por diferentes sustancias organicas, se encuentra en grandes cantidades

bajo la superficie terrestre y se emplea como combustible y materia prima
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para la industria (Oro'sco & Soria, 2008). Presenta una composicion que
varia segln el yacimiento del cual se extrae, pudiendo considerarse una
composicién promedio; 85%C, 12%H y 3% S+O+N ademas de varios

elementos metalicos en trazas.

Su viscosidad varia desde un liquido tan fluido como la gasolina hasta uno
que casi no fluye. El numero de Grados APl (°APl) es un parametro
importante para caracterizar a los crudos; un mayor numero de °API
representa menor viscosidad y un mayor valor comercial. El valor de la
gravedad especifica, relacion entre el peso del crudo con respecto al peso
del agua a una temperatura de referencia, varia entre 1.0366 (5°API) y
0.7389 (60°API) para crudos normales (Gonzalez, 2005).

En el Perd, el mayor aporte a la produccion de petréleo crudo corresponde
al Lote 1-AB, segui'do por el Lote X, Lote 8 y por el Lote Z-2B, en la zona
norte del Perd (MINEM, 2014b), el cual es transportado hacia las siete
refinerias en el pais, entre ellas: Refineria Talara y Refineria La Pampilla,
origen del crudo utilizado en esta investigacion (REPSOL, 2013).

La Pampilla se abastece de diversos tipos de crudo con bajo contenido de
azufre para cumplir con las especificaciones de calidad de los productos
refinados. Los ‘crudos cercanos como el “Loreto” (selva peruana) y los
“Oriente” y “Napo” del Ecuador, tienen alto contenido de azufre, que por si
solos producen un diésel 2 que supera los limites permitidos (5000 ppm),
por lo que la mayor parte del crudo adquirido en el 2014 fue importado, y
sdlo el 0.3% provino de proveedores peruanos (crudo "Mayna”), ya que el
operador estatal dispone en Talara de la mayor parte del crudo nacional de
bajo azufre, quedando sélo un porcentaje reducido que cumple con los
requerimientos de calidad para la Refineria La Pampilla.

El crudo de La Pampilla presenta un 95.77% de hidrocarburos saturados
aliciclicos, una gravedad APl de 19°, verificando lo anteriormente
mencionado (Escalante, 2002).
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« Hidrocarburos totales de petroleo (TPH).-

Se usa para describir a un grupo extenso de varios cientos de sustancias
quimicas derivadas originalmente del petréleo crudo. En este sentido, los

TPH son realmente un gran conjunto de sustancias quimicas.

La cantidad de TPH que se encuentra en una muestra sirve como indicador
general del tipo de contaminacién que existe en el sitio. Sin embargo, la
cantidad de TPH que se mide suministra poca informacién acerca de como
hidrocarburos de petréleo especificos pueden afeciar a la gente, los
animales y las plantas {Escorza-Nufiez, 2007). Es por esto, que la medicion
de TPH es un indicador apropiado para los fines de este estudio, por
representar el grado de contaminacion por fugas o'derrames de petréleo
y/o derivados y ademéas, estar normado en la legislacion peruana.

En resumen, el analisis fisicoquimico de TPH incluye:

v Compuestos hidrocarburos parafinicos, nafténicos y aromaticos,

¥v' La mayoria de productos liquidos de petrdleo (gésolinas, kerosene,
combustible para aviones, gasoil y aceites |lubricantes),

v Compuestos oxigenados. Adicionalmente, ekcluye la deteccidén de

compuestos clorados y pesticidas.
2.2.3. Lodos activados

El tratamiento del agua residual tiene siempre como subproducto la
formacion de lodos residuales, residuos peligrosos los cuales implican un
costo adicional para su manejo, tratamiento y disposicion.

Los lodos generados en el tratamiento de aguas residuales domésticas
poseen una composicidn variable segun la fase del trétamiento.(Oropeza

(Garcia, 2006), teniendo la siguiente carabterizacién (Ver Tabla 2.1).

Los lodos primarios son aqueilbs provenientes de clarificadores primarios y
contienen entre 3 y 8% de sdlidos, de los que aproximadamente 70% son
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organicos. Los lodos secundarios contienen entre 2% a 5% de sdiidos, que
contiene un 90% de materia organica.

Tabla 2.1: Caracterizacion y composicién de lodos activados .

: Lodos
, Lodos . Lodos-
Parametros - : Secundarios o -
‘ Prgrn_anos | (mezcla) Dlgendos
pH unidadés | ‘55-6.5 65-7.5 6.8-76
Contenido de % 92-96 | 975-98 | 94-97
agua . .
S8V . %ss 70-80 80-90 55 -85
Grasas " %ss 12 -14 © '3-5 4-12
Proteinas %ss 4-14 20 - 30 8-20
_ Carbohidratos %$$ 8-10 6-8 5-8
Nitrbgeno %sSs 2-5 1-6 3-7
Fésforo -  %ss | 05-15 1.5-25 05-1.5
Bacterias | \yoroomi | 10°-10° | 100-1000 | 10-100
patégenas A
Metales pesados 0 nn. }
(Zn. Cu, Pb) %8S .0.2 -2 02-2 02-2

Fuente: Hemandei M.A. 1992

Un examen microscéopico de lodos revela que estos poseen una poblacién
heterogénea de miicroorganismos, que cambian continuamente en funcién
de las variaciones de la composicién de las aguas residuales y de' las
condiciones ambientales. Por lo general los mic'f,oorganisrﬁos presentes
son bacteriés, hongos, algas, protozoos y rotiferos, de éstos, las bacterias
son probablemente las mas importantes encontrandose en todos los tipos
de procesos de tratamiento biolagico (Ramalho, 1996).

2.2.4. Contaminacion de suelo por hidrocarburos

Uno de los problemas de contaminacién anibie_ntal mas importantes a nivel
mundial es el vertido de hidrocarburos totales de pétréieo en ecosistemas
terrestres y acuaticos. (Victoria & Salgado, 2005). Para los ecosistemas
terrestres las pfincipales fuéntes de contaminacién son las actividades de
extraccion, transporte, aimacenamiento, refinamiento de petroleo, derrame
de tuberias corroidas y tiraderos de desechos ‘aceitosos semisdlidos.
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Una vez en el medio terrestre, la transferencia o movilizacion del
hidrocarburo, sustancia hidréfoba, dependera de las caracteristicas del
suelo como: porosidad, textura, agua disponible; también de las
caracteristicas del hidrocarburo, tales como: volumen vertido, composicion,
viscosidad, entre otros; ademas de las condiciones ambientales como:
temperatura, humedad, intensidad del viento (Cando Rodriguez, 2011).

El impacto directo de los hidrocarburos en la flora, proviene de su capacidad
de disolver tejidos vegetales, ocasionado dafio a la membrana celular que
dificulta la transpiracién y aumento de la respiracion, dandose el fenomeno
de sofocacion. Su efecto en animales y en hombre es similar, dependiendo
de las vias de exposicion al contaminante, pud'iendo aumentar su toxicidad
alolargo de la cadena alimentaria. Pese a esto, se considera al suelo como
un sistema depurador, que actua mediante mecanismos de degradacion
bidtica o abidtica, adsorcion, complicacion e insolubilizacién de sustancias,
pero cuya capacidad depuradora se ve inhibida a causa de altas
concentraciones de contaminante (Castro, 2007).

Figura 2.1: Comportamiento de hidrocarburos en el ambiente

—

ESCORRENTIA VOLATIZACION
SUPERFICIAL

Mntcnd Orgdnica
SORCION

C.0O.: Contaminante organico
Fuente: Brady, 1998. Identificacién de fuentes contaminantes de hidrocarburos en el suelo.
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Ante esta realidad, surge la necesidad de contar con técnicas que
minimicen los efectos adversos de la contaminacion por hidrocarburos en
el suelo. Entre las técnicas mas difundidas para la mitigacién de este tipo
de contaminacién, podemos citar la extraccion de hidrocarburos por vacio,
el lavado del suelo contaminado con agua, la incineracion, la recuperacién
electrocinética, entre otras. Siendo todos tratamientos fisicos y/o quimicos
con los cuales se han conseguido efectos positivos, pero su elevado coste
econoémico sumado al hecho de gue no se consideran técnicas totalmente
respetuosas con el medioambiente, constituyen hoy en dia un obstaculo
muy a tener en cuenta para su empleo (Rodriguez', 2009). Es por esto que
en la actualidad, se tiene un interés creciente en la aplicacion de técnicas
bioldgicas, ya que son relativamente mas sencillas, econémicas Yy
ciertamente mas respetuosas con el ambiente.

2.2.5. Biorremediacion

El término biorremediacion se utiliza para describir una variedad de
sistemas que utilizan organismos vivos (plantas, hongos, bacterias, etc.)
para degradar, transfonnaf 0 remover compuestos organicos toxicos a
productos metabdlicos inocuos o menos toxicos. Este proceso bioldgico
depende de las actividades catabélicas de los organismos empleados, v
por ende de su capacidad para utilizar los contaminantes como fuente de
alimento y energia (SEMARNAT, 2007).

Entre los sistemas tenemos: fitorremediacién, micorremediacion,
biocestimulacion y bicaumentacion; aplicadas en técnicas como: bioventeo,
biopilas, compostaje, biorreactores y biolabranza, las cuales pueden

aplicarse de forma tanto in situ como ex situ.
¢ Técnicas de Biorremediacion.-

Existen diferentes técnicas aplicadas para ia biorremedicion de

hidrocarburos, entre eltas tenemos: las biopilas, que consisten en formar
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monticulos con el suelo contaminado y estimular la actividad microbiana,
aireando y/o adicionando nutrientes y humedad; similar a la biolabranza
ya que ambas se llevan a cabo ex situ, utilizan el oxigeno contenido en el
aire y estimulan el crecimiento de bacterias aerobias, ias cuales degradan
los constituyentes del petréleo; pero su diferencia radica en la forma de
suministrar el oxigeno, es decir, en la biolabranza se suministra el oxigeno
labrando o arando el suelo contaminado, mientras que en las biopilas el
aire se inyecta o extrae a través de.tubos perforados o ranurados que

atraviesan el monticulo. (Roldan Martin & lturbe Arguelles, 2013).

Una variante con muchas técnicas es la fitorremediacion, la cual utiliza
especies vegetales para transformar o degradar compuestos organicos a
nivel rizosférico, para posteriormente volatilizarlos o acumularios en
distintas partes del vegetal. En el caso de compuestos organicos, el
proceso se lleva a cabo principalmente en la rizésfera, zona donde la
actividad microbiana es incrementada gracias a los exudados de la raiz
(Ferrera - Cerrato, 1995).

2.2.6. Biorremediacion de suelos contaminados por hidrocarburos

La biodegradacion de hidrocarburos de petréleo esta condicionada por
diferentes variables: pH, humedad, aceptores de electrones y nutrientes
(Avila, 1999). Cuando existen derrames de hidrocarburos en el suelo se
observa una elevada concentracién de carbono y carencia de nitrégeno y
fosforo, necesarios para el metabolismo microbiano, por este motivo se
opta por la bioestimulacion, que es suministrar nutrientes limitantes y
aceptores de electrones que estimulen el metabolismo y el crecimiento de
microorganismos, acelerando la degradacion del contaminante si las
condiciones ambientales son favorables (Gémez, 2001).
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¢ Fundamento bioquimico de la Biorremediacion.-

En la cadena respiratoria, o transportadora de electrones de las células, se
va a producir una serie de reacciones de oxido-reduccion, cuyo fin es la
obtencion de energia. La cadena la inicia un sustrato organico
(hidrocarburos), que es externo a la célula y que actua como dador de
electrones, de modo que la actividad metabdlica de la célula acaba
degradando y consumiendo dicho sustrato. Dependiendo del aceptor de
electrones se pueden tener procesos aerobios, con oxigeno y anaerobios
en presencia de sulfatos y diéxidos de carbono (Maroto & Rogel, 2004).

La tasa de biodegradacion aerobia depende de la complejidad de la
molécula contaminante y de la disponibilidad de aceptores de electrones.
(Nustez, 2012).

Figura 2.2: Bioquimica de la degradacion de alcanos

. OH
O, +2H+ |
R—CHz"""CHZ_CH3 W R_CHZ_CH— CH3
Alcano 2 Alcohol secundario
1- 2H+
0 0
T 0, + 2H+ H
R—CH, — 0—C—CH; +-7=— R—CH,~C—CH,
Acetilester 2 {2-cetona)
Metilcetona
+ H,0

R—CH,—OH + CH, — COQH ——» — f-oxidacion
Alcoho! primario Acido acético

- 2H+
- Hzo
R—CHO ——s R — COOH ~—+ —— R#-oxidacién

Adehide ~ 2H*  Acido carboxilico

Fuente: Burgos, 2008. Biodegradacién de Hidrocarburos.
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La concentracidon y composicion de la comunidad microbiana esta
influenciada por diversos factores, cuyo estado determina la tasa de

transformacion de contaminantes (Maroto & Rogel, 2004):

v’ Nutrientes: Ademas del carbono, esencial para la sintesis celular, son
requeridos generalmente el nitrégeno y fésforo. Una adicion de fuentes
inorganicas de N y P, tiene por lo general efectos positivos en las tasas de
biodegradacion del hidrocarburo, contrariamente, el exceso de estos
nutrientes ocasionara una posible inhibicion del proceso (Margesin &
Schinner, 2001). Segun USEPA, las proporciones de C:N:P en suelos
saludables son muy variadas, considerandose de modo habitual entre:
100:15:0.5 a 100:15:1.

La proporcion entre carbono organico y materia organica del suelo se
puede calcular a través de utilizar un factor de correccién igual a 1.724,
asumiendo que la materia organica tiene 58% de carbono organico. Es asi
que: MOS/COS = 1.724 (Kellogg Soil Survey Laboratory, 2014).

v pH del suelo: El maximo crecimiento de la mayor parte de los
microorganismos se da en un intervalo de pH situado entre 6 y 8.

v Temperatura: Se tiene un .crecimiento dptimo de microorganismos
mesofilos entre 15°C y 45°C, decreciendo la biodegradacion por

desnaturalizacion de las enzimas a temperaturas superiores a los 40°C.

v' Humedad: E| agua forma parte del protoplasma bacteriano y sirve como
medio de transporte atraves del cual los compuestos organicos y nutrientes
son movilizados hasta el interior de las células. Un exceso de humedad
inhibira el crecimiento bacteriano al reducir la concentracién de oxigeno en
el suelo.

Segun (lsraelsen & Hansen, 1985), podemos estimar una humedad
apropiada en suelo para biorremediacion en suelo franco de 10% a 30%
(wiw).
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v Estructura quimica del hidrocarburo: Influye en la biodegradabilidad
del hidrocarburo, los parametros que mas van a afectar son la
halogenacién, la existencia de ramificaciones, la baja solubilidad en el agua

y la diferente carga atomica.

Algunas especies de microorganismos pueden metabolizar un numero
limitado de hidrocarburos, de manera que la presencia de poblaciones
mixtas con diferentes capacidades metabdlicas o; especificamente una
amplia capacidad enzimatica, es necesatia para degradar
significativamente mezclas compiejas de hidrocarburos como el crudo o sus
derivados. La degradacion de hidrocarburos se lleva acabo principalmente
por bacterias, seguidas por los hongos, levaduras y algas, entre otros (Rios,
2005) (Nustez, 2012).

De acuerdo a la susceptibilidad al ataque microbiano, los hidrocarburos se
han clasificado en forma decreciente, en funcion de su estructura, en: n-
alcanos, alcanos ramificados, aromaticos de bajo peso molecular y alcanos
ciclicos. Sin embargo esto no es unaregla, ya que esto depende de factores
como: concentracion del hidrocarburo, estado fisico del hidrocarburo, la
‘temperatura, oxigeno disuelto disponible, nutrienteé como N, PyK, yen
menor grado, la salinidad, la presidn, actividad del égua y pH. (Fernando,
2010). '

Para que los microorganismos puedan degradar alcanos primero deben de
oxidar con oxigeno el dltimo carbono de la molécula gracias al complejo
multienzimatico que no hacen mas que incorporar esta molécula de
oxigeno. Asi se obtiene un hidrocarburo con un grupo alcoho! siendo asi
una molécula mas reactiva. Mediante otras enzimas este grupo alcohol se
oxida mas hasta grupo aldehido y finalmente carboxilico. Asi se obtiene
una molécula similar a un acido graso y puede ser degradado a acetil-CoA
por B-oxidacion (Burgos, 2008).
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Entre los principales grupos de microorganismos degradadores de
hidrocarburos tenemos (Orosco & Soria, 2008):

v' Bacterias: Del géhero Pseudomonas, Rhodococcus, Acinetobacter o
Bacillusentre, entre otras. Estas bacterias producen bioemulsificantes y
biosurfactantes que disminuyen la tension superficial entre el petréleo y el
medio acuoso facilitando el acceso microbiano a la fuente de carbono

insoluble para su degradacion.

v Hongos: Destacan los géneros Apergillus, Penicililum y Candida (dentro

de las levaduras).

v Algas microscépicas: Principalmente cianobacterias.

En muchos casos la preéencia de microorganismos contribuye no solo a la
degradacion del hidrocarburo sino también a la fijacion de nutrientes, como
es el caso de Pseudomohas, Bacilfus y Gordonia que, segun Acuia &
Pussi, mostraron capacidad de biodegradar hidrocarburos en ausencia de
nitrégeno y de realizar la fijacién biolégica de este nutriente, siendo los
responsables de generar nitrégeno biodisponible en los suelos con baja
concentracién del mismo y asi incrementar su biomasa y la de otros
microorganismos degradadores, bicestimulando la degradacién de los

hidrocarburos preséentes.

Las bacterias, hongos y otros microorganismos se encargan de transformar
los componentes organicos del hidrocarburo en: CO2, H20 y humus, de la

siguiente manera:

Figura 2.3: Reaccidon de biodegradacion de hidrocarburos

Residuos aceitosos Microorganismos + enmiendas
(Aerobicos) (quimicas y organicas)

= 03 + H,0 + Humus

Fuente: Bioremediation in soil contaminated with hydrocarbons in Colombia. Trujilic Toro. 2012

El crecimiento microbiano se puede medir a través de la técnica del
Namero Mas Probable (NMP), la cual es una estrategia eficiente de
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estimacion de ‘ densidades poblacionales especialmente cuando una
evaluacién cuantitativa de células individuales no es factible. La técnica se
basa en la determinacién de presencia o ausencia en réplicas de diluciones
consecutivas de atributos particulares de microorganismos presentes en

muestras de suelo u otros ambientes.

Algunas de las ventajas del NMP son: (i} La capacidad de estimar tamafos
poblacionales basados en atributos relacionados a un proceso
(selectividad); por ejemplo se puede determinar la densidad poblacional de
organismos que pueden nodular leguminosas en una muestra de suelo
usando el método de infeccidn de plantas, (i) provee una recuperacion
uniforme de las poblaciones microbianas de suelos diversificados, (iii)
determina solo organismos vivos y activos metabdlicamente, y (iv) suele
ser mas rapido e igual de confiable que los métodos tradicionales de

esparcimiento en platos de cultivo, entre otros.

2.2.7. Marco Legal

A nivel nacional contamos con las siguientes normativas que procuran la
conservacion y calidad del ambiente:

» Constitucién Politica del Peri..- El numeral 22 del articulo 2° de Ia
mencionada normativa sefiala que toda persona tiene derecho a gozar de
un ambiente equilibrado y adecuado al desarrollo de su vida.

» Ley N°28611, Ley General del Ambiente.- Segun el articulo | del Titulo
Preliminar de la Ley N° 28611 toda persona tiene el 'derecho irrenunciable
a vivir en un ambiente saludable, equilibrado y adecuado para el pleno
desarrollo de la vida y el deber de contribuir a una efectiva gestién
ambiental y de proteger el ambiente, asi como a sus componentes
asegurando particularmente la salud de las personas en forma individual y
colectiva, la conservacién de la diversidad biolégica, el aprovechamiento

sostenible de los recursos naturales y el desarrollo sostenible del pais.
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eLey Organica de Hidrocarburos, Ley N° 26221.- Es la norma base que
regula las actividédes de hidrocarburos en el territoric nacional. Esta Ley
establece que los titulares de actividades de hidrocarburos estan obligados
a salvagdardar el interés nacional; y atender la seguridad y salud de sus
trabajadores; y cumplir con las disposiciones sobre protéccion al medio

ambiente.

*Reglamento para la Proteccion Ambiental en las Actividades de
Hidrocarburos.- EiA Decreto Supremo No. 039-2014:EM que establece las
especificaciones que se deberan tomar en.cuenta para desarrollar dichas
actividades, buscando la proteccion del ambiente en el entorno préximo del
proyecto, ademas, sefiala los requ'isito_s para la presentacion de
instrumentos de gestion-ambiental est_ableciehdo los entes encargados de
la supervisién y fiscalizacién ambiental.

« Estandares de Calidad Ambiental para Suelo.- El D.S. N° 002-2013-
MINAM establece el nivel de concentracion de ciertos parametros para el
suelo en su condicion de cuerpo receptor, de taf forma que no representen
riesgo significativo para la salud de personas ni del ambiente. De acuerdo
al uso y parametros de estudio de esta investigécidr; tenemos parametros
caracteristicos para esta investigacion (Ver Tabta 2.2):

_Tabla 2.2; Estandéres de Calidad Ambiental para. Suelo

. - Usos de Suelo
. Parameétro - . suelo . | oo | oouelo | Método de
I sgricols | Gy | industiay | - €MSAY0
F.‘ e~ hd 5 = Parques | Extractivo .
raccién de hidrocarburos :
(C10-C28) (mg/Kg MS) ° 1200 1200 5000 EPA 8015-M
Fraccién de hidrocarburos F3
(C28-C40) (mg/Kg MS) 3000 | 3000 6000 EPA 8015-D

Donde: MS = Materia seca a 105°C ‘Fuente: D.S. N;002-2013—MINAM



2.3. Definiciones de términos basicos

Para el presente marco conceptual se ha tenido en cuenta la revision de
una serie de términos (tiles para la investigacion cientifica de los cuales

resaltan los siguientes términos mas relevantes:

+ Aprovechamiento.- Es el uso del lodo activado como mejorador o
acondicionador de los suelos, por su contenido de materia organica y
nutriente, o en cualquier actividad que presente un beneficio (SEMARNAT,
2002). '

s Atenuacion natural.- La atenuacién natural es un método de
remediacién pasiva que depende de los procesos naturales para degradar
y disminuir los contaminantes en el suelo y el agua subterranea (Kao,
2001). Los resultados de [a atenuacion natural dependen de la presencia o
ausencia de los microorganismos degradadores adecuados, oxigeno
disuelto y el nivel de nutrientes y de la biodisponibilidad de los
contaminantes (Menéndez, y otros, 2007).

+ Bacterias heterétrofas aerobias.- En base a la clasificacion de
necesidad de oxigeno y la fuente de carbono para el crecimiento
microbiano las bacterias heterétrofas aerobias son aquellas que no
producen su propioc alimento, obteniendo el carbono necesario para su
metabolismo de fuentes organicas, que para el caso de la investigacion
sera el hidrocarburo, y aerobias ya qué requieren del oxigeno como aceptor
de electrones de su proceso metabélico (MAGRAMA, 2000).

* Bicaumentacién.- La actividad microbiana es estimulada por la adicién
de materia organica al suelo. La materia organica mejora mucho las
propiedades quimicas y fisicas del suelo tales como la capacidad de
retencién de agua, aireacion, PH, la capacidad de recambio iénico (Brady
& Weil, 1998). Estas propiedades influyen directamente sobre las
poblaciones de los microorganismos endégenos y pueden mejorar su

35



capacidad para degradar hidrocarburos y otros contaminantes basados en
el carbono (Weeiman, Ulery, Barcellona, & Duerr-Auster, 2001).

« Bioestimulacion.- La bicestimulacion es el método mas empleado para
reducir la concentracién del contaminante (Cunningham & Philip, 2000). En
la bioestimulacién la actividad natural de los microorganismos es
estimulada por la circulacién de soluciones a través del suelo contaminado,
para que nutrientes (nitrégeno y fésfbro), oxigeno, entre otros puedan ser
empleados para estimular la biorremediacion (Salinas, y otros, 2008).

» Biorremediacion.- La biorremediacion se basa en la activacion de la
degradacion microbiana de compuestos en sitios contaminados, a traves
de mejorar factores ambientales, como son la concentracion de
nutrimentos, el contenido de agua, el pH, la temperatura, el intercambio de
oxigeno y la disponibilidad de los contaminantes hacia los microorganismos
(Riser, 1992).

o Carbono organico del suelo (COS).- Se considera un indicador
importante de la calidad del suelo y la sostenibilidad agricola, ya que mejora
la estabilidad de los agregados y la retencion de agua del suelo, y
proporciona un depésito para los nutrientes del suelo (Liu, y otros, 2006).
La disponibilidad de nutrientes y almacenamiento de carbono dependen dei
contenido de materia organica del suelo (MOS), que se puede dividir en la
reserva labil y las reservas de humus. La reserva labil se descompone
facilmente por microorganismos, mientras que la reserva de humus es mas
resistente a la descomposicion y por lo tanto permite el almacenamiento de
carbono en el suelo (Oades, 1993). En el caso de nuestra investigacién, se
espera una alta elevacion de COS por el aporte de las cadenas carbonadas
del petréleo contaminante, cantidad que ira disminuyendo durante el
proceso de biorremédiacién. '
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« Contaminante del suelo.- Cualquier sustancia quimica que no
pertenece a la naturaleza del suelo o cuya concentracion excede la del nivel
de fondo susceptible de causar efectos nocivos para la salud de las
personas o el ambiente es un potencial contaminante del suelo (MINAM,
2013).

« Cromatografia de gases.- Es una técnica donde la muestra se volatiliza
y se inyecta en la cabeza de una columna cromatografica. La elucién se
produce por el flujo de una fase movil que es un gas inerte, y a diferencia
de la mayoria de los tipos de cromatografia, la fase mévil no interacciona
con las moléculas del analito; su Unica funcion es la de transportar el analito
a través de la columna. Por esta razén, la cromatografia de gases se
emplea cuando los componentes de la mezcla problema son volatiles o
semivolatiles y térmicamente estables a temperaturas de hasta 350-400°C.
(Laboratorio de Técnicas Instrumentales de la Universidad de Valladolid,
2016)

* Degradacion aerobia.- Conjunto de transformaciones bioquimicas de
la materia organica presente en lodos y suelos contaminados con petréleo,
gue tiene como productos finales el CO2 y H20, producto de la actividad
microbiana en presencia de oxigeno.

* Disposicion final.- la accién de depositar de manera permanente lodos
en sitios autorizados (SEMARNAT, 2002).

* Dosis.- Cantidad o porcién de algo, material o inmaterial (RAE, 2014).
En el caso especifico de esta investigacion, se refiere al | cociente,
expresado en porcentaje, entre la masa de lodo sobre la masa de suelo
contaminado.

*» Ecotoxicidad.- Es el efecto de compuestos quimicos téxicos sobre los
seres vivos, especialmente en cuanto a poblaciones, comunidades y
ecosistemas. La ecotoxicidad es la resuitante del estrés de los téxicos que
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actian en el ambiente, ya sea su origen natural o antropogénica. Podemos
clasificar los contaminantes en dos tipos. Primarios, se vierten desde los
focos de emisién al ambiente y Secundarios, se forman en el ambiente por

reacciones quimicas (sintesis, oxidacion, fotélisis o hidrélisis).

» Eficiencia.- La virtud y facultad para lograr un efecto determinado o bien,
la accién con que se logra ese efecto (RAE, 2014). Cualidad de hacer algo
bien y efectivamente, evitando perder tiempo, dinero o energia (Pearson,
2016).

« Eficiencia de Biorremediacion.- Para efectos de esta investigacion,
definiremos la eficiencia de biorremediacion en base a la evidencia en el
porcentaje de disminucion de la concentracion del contaminante de interés
(TPH F2 y F3), el comportamiento de las caracteristicas fisicoquimicas tales
como pH, C:N:P y propiedades organolépticas como el color y olor; todo lo
anterior considerando que se emplea un residuc como insumo principal

para el tratamiento.

+ Flora microbiana de lodos.- Compuesta principalmente por coliformes .
fecales, los cuales son bacterias patégenas presentes en el intestino de
animales de sarigre caliente y humanoes, en forma d.e bacilos cortos, Gram
negativos no esporulados, que pueden identificarse por su tolerancia a
temperaturas de 42°C-45° C (SEMARNAT, 2002).

» Fraccion de hidrocarburos F2.- También llamado hidrocarburos
fraccion media, es una mezcla de hidrocarburos cuyas moléculas
contengan entre diez y veintiocho atomos de carbono (C10 a C28) (MINAM,
2013).

s Fraccion de hidrocarburos F3.- También llamado hidrocarburos
fraccion pesada, es una mezcla de hidrocarburos cuyas moléculas
contengan entre veintiocho y cuarenta atomos de carbono (C28 a C40)
(MINAM, 2013).
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o Hidrocarburos.- Los hidrocarburos son compuestos formados por
atomos de carbono e hidrogeno, de gran abundancia en la naturaleza,

presentes principalmente en el petréleo (PEMEX,- 1998).

e Lodos activados.- Subproducto del tratamiento biolégico de
aguas residuales domésticas, con contenido variable de humedad y una
alta carga de microorganismos de especies muy variadas, que degradan la
materia organica a través de procesos aerobios (Long, 1991).

« Lodos Residuales.- Son sélidos con un contenido variable de humedad,
extraidos de las aguas residuales de los sistemas de alcantarillado urbano
o municipal, de las plantas potabilizadoras y de las plantas de tratamiento
de aguas residuales, que no han sido sometidos a procesos de

estabilizacion.

» Numero mas probable (NMP).- Es una estrategia eficiente de
estimacion de densidades poblacionales especialmente cuando una
evaluacion cuantitativa de células individuales no es factible. La técnica se
basa en la determinacion de presencia o ausencia en réplicas de diluciones
consecutivas de atributos particulares de microorganismos presentes en
muestras de suelos u otros ambientes. Por lo tanto, un requisito importante
de este método es la necesidad de poder reconocer un atributo particular
de la poblacién en el medio de crecimiento a utiIizarSe. En el caso de esta
inveStigacién, el atributo particular empleado es la pelicula en la superficie
y turbiedad generada en las diluciones, debido é la proliferaciéon de
microorganismos. (Quistian Garcia, 2014)

¢ pH del suelo.- El cambio en el pH proveniente de la adicién de residuos
se correlaciona con la concentracion de aniones organicos en el residuc y
el contenido de nitrogeno del residuo. En nuestra investigacion, se realizé
una caracterizacion de la concentracion de nitrégeno presente en el lodo

activado a adicionar, siendo el resultado de 4.19,
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s Potenciometria.- La potenciometria es una técnica electro analitica que
consiste en la medicion de la diferencia de potencial existente entre los
electrodos de una celda electroquimica. Ef potenciémetro se conforma por
un electrodo de referencia, un electrodo indicador y un dispositivo para
medir esa diferencia de potencial. El electrodo de referencia debe poseer
un potencial conocido, retornar a su potencial original después de haber
estado sometido a corrientes pequenas y que sus propiedades varien poco
con la temperatura. Un electrodo indicador ideal responde de forma rapida
y reproducible a los cambios de actividad del ion analito. Aunque ningun
electrodo indicador es absolutame'nte especifico en su respuesta,
actualmente se dispone de unos pocos que son marcadamente selectivos
(Martinez Rodriguez, 2012).

¢ Suelo franco.- Los suelos francos son aquellos que poseen porcentajes
equilibrados de sus elementos constituyentes y debido a esto, propiedades
compensadas y excelentes condiciones agronomicas (Rucks, Garcia, &
Kaplan, 2004) .

» Textura del suelo.- La textura representa el porcentaje en que se
‘encuentran los elementos que constituyen el suelo; arena gruesa, arena
media, arena fina, limo, arcilla. Se dice que un suelo tiene una buena textura
cuando la proporcién de los elementos que lo constituyen le dan la
posibilidad de ser un soporte capaz de favorecer la fijacion del sistema
radicular de las plantas y su nutricién (Rucks, Garcia, & Kaplan, 2004).

+ Propiedades organolépticas.- Hace referencia a cualquier propiedad
de un alimento u otro producto percibida mediante los sentidos, incluidos
su sabor, color, olor y textura (FAQ, 2009).

« Olor.- Impresion que los efluvios producen en el olfato (RAE, 2014).
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» Color.- Propiedad de la luz transmitida, reflejada o emitida por un objeto,
que depende de su longitud de onda, que posee la capacidad de

impresionar los érganos visuales (RAE, 2014).
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CAPITULO i
VARIABLES E HIPOTESIS

3.1. Definicion de las variables

3.1.1. Variable independiente: Lodos activados
Definicion _conceptual - Subproducto del tratamiento biolégico de

aguas residuales domeésticas, con contenido variable de humedad y una
alta carga de microorganismos de especies muy variadas, que degradan la

materia organica a través de procesos aerobios.

3.1.2 Variable dependiente: Biorremediacién de suelo contaminado con

hidrocarburos. ,
Definicion conceptual.- Se evidencia en el grado de disminucién de la

concentracion de TPH en suelo contaminado con hidrocarburos.

3.1.3 Variable interviniente: Tiempo

Definicién conceptual.- Periodo de aplicacion del tratamiento de
biorremediacion seleccionado, asi como los plazos asignados para la
evaluacién progresiva del mismo.

3.2. Operacioén de variables

3.2.1 Variable independiente: Lodos activados
Definicion operacional: La aplicacion de 3 diferentes dosis de lodos

activados en relacion a tres masas homogéneas de suelo contaminado
(15Kg).

Dimension: Dosis de lodos activados.

Indicadores:
*Dosis: 20%, 30% y 40% de lodo activado en relacion a tres masas
homogéneas de suelo contaminado.
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3.2.2 Variable dependiente: Biorremediacion de suelo contaminado con

hidrocarburos.

Definicion operacional: Es la disminucion de la concentracion de TPH (F2 y

F3) del suelo contaminado, en relacién a la concentracién inicial.

Dimensiones: Concentracion de contaminante.

Indicadores:

*Concentracion final de TPH: expresada en mg/Kg de suelo contaminado.

Tabla 3.1: Cuadro Resumen Variables, Dimensiones, Indicadores y Medida

Elaboracién. Propia

VARIABLE - " "DIMENSION INDICADOR MEDIDA
Independiente | Lodos activados Dosis D;sus Yo (WM}
. . . Concentracion final
. Biorremediacion | Concentracién de
Dependiente de TPH contaminante de TPH (F'2-F3) mgfKg
Yn, Y'n
Interviniente Tiempo : T'eg‘p° dias
n
Elaboracién. Prapia
Tabla 3.2: Operacion de Variables
.. .-VARIABLE VARIABLE ‘ ,
INDEPENDIENTE | INTERVINIENTE | VARIABLE DEPENDIENTE
Concentracion Tiempo Concg:;rlacrtﬁn Concentracion final
o p
de lodos (Ywiw) (dias) TPH-F2 (%) | TPH-F3 (%) Y
" " Y'n
2115 :1 . Y
. Z2:30 2 Y2
X1:20 Z3:80 Y3 Y's
Z4:90 Ya Y
Z:15 Ys Y's
. Z2:30 Ys Y's
X2:30 760 v v
Z4:90 v Ve
Z1:15 Yo Y
Z2:30 Y10 Y'1o
Xi:40
? 23_:60 Y1 Y'11
2490 Y2 Y'2
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3.3. Hipétesis general e hipétesis especificas

3.3.1 Hipdtesis general:

v La aplicacién de lodos activados permitira una eficiente biorremediacion
en suelo contaminado con hidrocarburos (TPH).

3.3.2. Hipodtesis especifica:

v' La aplicacion de la dosis optima de lodos activados permitira una
eficiente biorremediacion en suelo contaminado con hidrocarburos
(TPH).

v" La variacién de las propiedades nativas respecto a las obtenidas luego
del proceso de biorremediaciéon con lodos activados permitird el uso

agricola del suelo.



CAPITULO IV
METODOLOGIA

4.1.Tipo de investigacién

El presente trabajo desarrolla una investigacién basica de tipo

experimental, correlacional y a escala de laboratorio.

Esto permitird crear una situacién con las condiciones exactas que desea
y en la cual controla algunas variables y manipula otras. Es decir, se crean
situaciones artificiales para tener la posibilidad de probar, elaborar y refinar
el conocimiento con el propésito de incrementar la comprensién del

comportamiento de las variables relevantes.

4.2. Diseiio de la investigacion

Para la realizacion del presente trabajo de tesis se utilizara el método

cientifico, complementando con el método deductivo e inductivo.

El estudio se realizara acondicionado un area en la parte posterior de la
FIARN-UNAC, durante la estacion de verano (febrero-abril),
manteniéndose la temperatura en un rango de 19°C a 23°C. E! area de
trabajo sera delimitada teniendo en cuenta una adecuada sefializacién a
través de pictogramas de seguridad, cercado del area de trabajo y uso
permanente de un recipiente especial para los residuos peligrosos que
pudiesen generarse de nuestras actividades.

Los insumos que se emplearan para el desarrollo de la investigacion son
los siguientes:

* Suelo.- Procedente del Centro Poblado Naranjillo, Distrito Nueva
Cajamarca, Provincia Rioja, Regién San Martin.

¢ Petroleo no refinado.- Proveniente, a través de una donacion, de la
Refineria La Pampilla, ubicada en Ventanilla, Callao. Es un crudo
denominado Amenan de AP ligero.
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* Lodos activados.- Proveniente de la Planta de Tratamiento de Aguas

Residuales Domésticas Manchay, ubicada en Pachacamac - Lima.
4.3. Poblacion y muestra

La poblacién en estudio esta conformada por el suelo recolectado del
Centro Poblado Naranjillo, Distrito Nueva Cajamarca, Provincia Rioja,
Regién de San Martin, el cual fue seleccionado debido a la vulnerabilidad
ante escenarios de contaminacién que presentan los suelos de la cuenca
del Huallaga, reflejados en la variacién de sus propiedades (pH, textura,
C.E., relacién C:N:P) y perdida de biodiversidad.

En esta zona se desarrollan actividades agropecuarias segun la
Zonificacion Ecolégica Econdmica realizada por el Gobierno Regional de
San Martin el 2005, donde el suelo se caracteriza fisicamente por una
coloracién pardo a pardo oscuro sobre pardo amarillento; de textura media
a moderadamente fina; quimicamente, presentan una baja saturacion de
bases, de reaccién extremadamente 4cida que grada a fuertemente acida,
con una alta saturacién de aluminio. La capa superficial ‘se caracteriza por
presentar contenidos: medios de materia organica, bajo contenido de
fasforo, alto de potasio y se considera de baja fertilidad natural: y
ambientalmente

La muestra se constituye por 60 Kg de suelo recolectados, siguiendo un
muestreo exploratorio y sistematico, de distribucion de patrén regular (D.S.
N° 002-2013-MINAM “Estandares de Calidad Ambiental para suelo”. Guia
para Muestreo de Suelo). Se realizara un muestreo compuesto,
distribuyendose la toma en cuatro cuadrantes de una rejilla imaginaria,
tomandose 15 Kg de cada cuadrante. Réspecto al muestreo sistematico,
se tomaron muestras de una manera directa y ordenada a partir de una
regla deterministica, para nuestro caso cuatro cuadrantes de una rejilla
imaginaria de 100 x 100 m2, es decir 1 muestra por Hectérea del suelo de
cultivo. Para el muestreo se procedera al desbroce del cuadrante,
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realizacién de una calicata con una superficie de 0.50x0.50 m?, donde se
recolectara la muestra de los primeros 0.30 m. La muestra sera trasladada
al area de estudio por via terrestre en sacos opacos hemnéticamente

sellados para su adecuada conservacion.
4.4, Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos
4.4.1. Técnicas de laboratorio

Para el analisis de concentracidn de TPH en suelo se usara un andlisis
cromatografico de gases bajo el Método EPAB015-C, para el control del
crecimiento microbiano se empleara la técnica del Nimero Mas Probable
para 10 diluciones con 95% de confianza, la medicién de temperatura bajo
el Standard Methods N° B2250, medicion de pH por el método EPA 9045C.

Los compuestos de interés en esta investigacién cumplen con los requisitos
para poder ser analizados por la técnica de cromatografia de gases.

Para las mediciones de pH que se realizaron en esta investigacién, se
utilizaron electrodos de vidrio de pH que miden la concentracién de H+
relativa a sus referencias, los cuales deben ser calibrados periddicamente
para asegurar la precision, usando buffers de calibracién.

4.4.2. Instrumentos utilizados

Para la recoleccién de datos se utilizara: Cromatégrafo de gases, marca
SHIMADZU, Modelo GC-2010 con limite de deteccién de 1.77 mg/Kg;
termémetro de mercurio, marca GIARDINO, de 30 x 0.6 cm, de escala de
1°C en 1°C, de rango de -10°C a 100°C; potenciémetro tipo lapicero, marca
OEM, de sensibilidad de +0.01 unidades con compensacion de temperatura
automatica, registro de rango de 1 a 14; autoclave, marca DIONET, de
capacidad de 50 L, con control de temperatura; incubadora, marca
Memmert de rango de temperatura: hasta +60 °C y microscopio optico
binocular Compuesto, marca Amscope resolucion de 40x A 1000x.
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4.4.3. Informes, guias, reportes

Para la caracterizacién de suelo, lodo activado y petrdleo crudo se solicitd
la realizacion de los mismos a los Laboratorio UNALM y la FIPP- UNI, segun

metodologias sefialadas {(Ver Tabla 4.1).

Tabla 4.1: Téqnicas e instrumentos de recoleccion de datos

AI‘I;|ISIs_ Parametro Método Equipo
Standard
Fisico Temperatura Methods N° Tenrzg;gsgg de
B2250
Quimico pH EPA 9045C Potenciometro
Quimico TPH-F2 Eon 8015.C Cromategrafo
. de gases
Quimico TPH-F3
Microorganismos Dilucién en
Microbiolégico Heterétrofos medio liquido Autoclave
: Incubadora
aerobios (NMP)
Identificacion de Siembra en . .
Microbiolégico | degradadores de Placas I\é:;rcc:?:;g?
hidrocarburos Tincién Gram

Efaboracién: Propia

4.5. Procedimiento de recoleccion de datos

4.5.1. Estudios Preliminares

a. Determinacién de las propiedades del suelo nativo

Para la determinacion de las caracteristicas fisicoquimicas del suelo se
tomd una muestra de 500 g de suelo sin contaminar en bolsas de polietileno
transparente, plana, de calibre 175 con cierre hermético, y fue llevado a
analizar al Laboratorio de Andlisis de Suelos, Plantas, Aguas y Fertilizantes
de la Facultad de Agronomia de la Universidad Nacional Agraria La Molina.

La caracterizacién microbioldgica se realizo por la técnica del nimero mas
probable para 10 diluciones en el laboratorio de Microbiologia Ambiental de
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la FIARN, asi como la identificacidn de microorganismos GRAM con la

Prueba de Tincion Gram.

Para el analisis microbiologico se preparé una solucion estéril de suelo,
tomando 10 mg de suelo en 250 mi de agua destilada autoclavado a 120°C
por 15 minutos, Iuegb se colocd 9@ ml esta solucion en cada uno de los 10
tubos de ensayo, rotulandolos de 10" a 10°1%; al primero (10"') se le agrego
1 g de suelo y se agito vigorosamente, de este se tomo6 1 ml y se agregé al
siguiente tubo, asi sucesivamente hasta el tubo 10-°.Posteriormente de
cada tubo con las diluciones se tomd 1 ml de muestra que se sembré por
triplicado en tubos de ensayo con 9 ml de caldo nutritivo. Posteriormente

se llevé a incubar a 37°C por 7 dias.

La Tincién Gram se aplicé a las muestras diluidas a 10-'% a 10-'2, se tomo
una alicuota de cada dilucion y se sembré por duplicado en placas con agar
nutritivo, las cuales fueron incubadas a 37°C por 3 dias. Posteriormente de
cada colonia diferente identificada se tomé una asada y se coloco en un
portaobjetos con una alicuota de agua destilada, se fijé al calor y luego se
aplico 1 gota de violeta genciana, se esperé 1 minuto y se enjuagé con
agua destilada, luego se agregé una gota de lugol, se esperé 1 minuto y se
enjuagé con agua destilada, se agrego alcohol cetona por un minuto y por

Ultimo 1 gota de safranina y se enjuagé y fijo al calor para observar al
MICroscopio.

Asimismo se evaluaron otros parametros relevantes para la investigacién
(Ver Tabla 4.2).
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Tabla 4.2; Métodos y

resultados del andlisis de suelo nativo

Parametro Método | Medicion | Parametro | Método | Medicion
) oy i K ca* |
pH {1:1) Potenquetro 414 (meq/100g) 0.05
i Mg*?
C.E. (1:1) Extracto acuoso | 0.1 dS/m (meq/100g) Fotometria 0.45
Materia orgénica | Walkley y Black | 2.07% k* deliama | 949
9an vy Hi (meq/100g) :
. Nao
Fésforo Olsen 2.6 ppm (meq/100g) 0.02
. Extracci6én con Al + H*
Potasio acetato 132 ppm (meg/100g) Yuan 19
. . . Suma de
% Nitrégeno Micro-Kjeldahl 0.16 cationes - 2.61
. . Suma de
Clase textural Hld(Ometro Franco bases - 0.71
Capacidad de . o ..
Intercambio Saturacién con 14.08 o sgtur_actén ) 5
Catiénico _acetalo ases

Fuente: Informe de Analisis UNALM: HR. 48566-0090-1 5-2015

b. Determinacién de la composicién del hidrocarburo

Para la determinacién de composicion y caracterizaciéon del hidrocarburo

empleado se tomé una muestra de 1 L en un envase de plastico y se llevd

a analizar al Laboratorio de Normalizacion de Petroleo y Derivados de la

Facultad de Petroquimica de la Universidad N‘acibﬁal de ingenieria. (Ver

Tabla 4.3)

Tabla 4.3: Métodos y resultados del analisis de hidrocarburos
~Pardmetro Método Unidades | Medicién |
Gravedad API ASTM-D1298-2b *API 37.6
Azufre Total ASTM D4294-10 | (% masa) 0.151
Aguay Sedimentos | ASTM D1796-11 (%vol) 0.01
Presién de Vapor Reid | ASTM D323-06 KPa 48
Poder calorifico bruto | ASTM D240-090 |  Mu/Kg 39.529

Elaboracién: Informe CERTIPETRO S/N

C. Dete_rminacién de la concentracion de TPH en suelo contaminado

con hidrocarburos

Para la recoleccién de datos de interés a la mvestlgacmn se prepararan las
unidades de analisis de Ia siguiente manera:
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La muestra de 60 kg de suelo se tamizo, para remover objetos de diametro
mayor a 2 mm y, Iﬁego se'contaminé_con petréleo.crudo (Ver Tabla 4.4)
hasta una concentracion de 20823 y 9354 mg/kg de TPH F2 y F3
respectivamente, la cual se encuentra dentro de Ios.?rangos registrados en
derrames de hidrocarburos en la Cuenca del Rio Méraﬁén, realizados por
OEFA y OSINERGMIN, donde la mayoria de los puntos evaluados registran
concentraciones entre 15 a 25 veces el ECA-Suelos paré TPH F2 (18 000
a 30 000 mg/Kg) y de 3 a 4 veces para TPH F3 (9 000 a 12 000 mg/Kg) (Lu,
2014). :

] Tabla 4.4 Concentracnﬁn de TPH en suelo contammado

e | ECA-
oo T Cuantas veces
I Parémetro o Umdad Muestra Suelo
Sl . agricola equivale al ECA
Fracclén de Hldrocarburo : 20823 | 1200 17.35
{C10-C28) mg/Kg
[ Fraccién de Hidrocarburo :
(C28-C40) 9 354 3000 312

Fuente: Informe de Ensayo N°09580-2015-GAG

El suelo contaminado se distribuyé en 3 baldes de polietileno de alta
densidad que contengan 15 Kg cada uno, séleccionz‘gndo este material por
su baja permeabilidad y minima adsorcion de TPH (Margesin & Schinner,
2001). A los baldes se les realizara 6 perforaciqr_jes laterales, a dos
diferentes niveles, donde se colocaran tubos de PB&: de 0.15 m para que
la muestra a tratar reciba mejor ingréso de aire. |

Una vez realizado el montaje de los baldes, se aplic?ron lodo activado en
las siguientes concentraciones: 20%, 30% y 40% (F’eso de lodo/Peso de
suelo). T '

d. Determinacion de la composicién del lodo activado

Para la caracterizacién fisico quimica de los lodos provenientes de la Planta
de Tratamiento de Aguas Residuales de Manchay se'tomé una muestra de
500 ml de lodos frescos en un frasco boca ancha- émbar de vidrio, el cual
fue llevado en un envase aislado al Laboratorio de Analisis de Suelos,
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Plantas, Aguas y Fertilizantes de la Facultad de Agronomia de la
Universidad Nacional Agraria La Molina para un anilisis especial de

materia organica.

La caracterizacion microbiolégica del lodo activado se realizd en el
Laboratorio de Microbiologia Ambiental de la FIARN, donde se realizo la
técnica del nimero mas probable (NMP) para 10 diluciones, asi como la
Prueba de Tincion Gram. Como muestra de interés 'se tomaron 250 mi de
lodos frescos en un fraséo ambar de boca ancha de vidrio. Para determinar
el NMP, se utilizé 1 ml de muestra, el cual fue vertido en un tubo de ensayo,
adicionando 9 mi de agua destilada, obteniendo asi la dilucién 10-!. De igual
forma, se extrajo 1ml de Ia dilucidn 10" y se llevé a un nuevo tubo, donde
se adicionaron otros 9ml de agua destilada, obteniendo asi 1a dilucién 102.
Este procedimiento se replicd hasta llegar a obtener 10 diluciones
decimales consecutivas de la muestra, es decir, desde 10-" hasta 1019,

Posteriormente, de cada una de las 10 diluciones iniciales, se extrajeron
3ml para sembrar 3 tubos de ensayo que contenian @mi de caldo nutritivo,
es decir se aplico 1ml de cada dilucion original en 9ml de caldo nutritivo por
triplicado. Luego, estas 30 pruebas fueron llevadas a incubar a 37°C por 7
dias.

La Tincion Gram se aplict a las muestras diluidas a 1019 a 102, se tomé
una alicuota de cada dilucién en un-portaobjetos diferente y se fijé al calor,
se aplico 1 gota de violeta genciana, se esperé 1 minuto y se enjuago con
agua destilada, luego se agregd una gota de lugol, se esperd 1 minuto y se
enjuago con agua destilada, se agregd alcohol cetona por un minuto y por
ultimo 1 gota de safranina y se enjuago y fijo al calor para observar al
microscopio. Asimismo se evaluaron otros parametros relevantes en la
investigacion (Ver Tabla 4.5).
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Tabla 4.5: Métodos y resullados del analisis de lodo activado

Pardmetro . | Método - Medlctén _ Unidades
pH Potenciométrica ' 668 Unidades de pH
_Nitrégeno Micro-Kjeldaht 1736.00 ' mg/L
Materia organica Walkley y Black 1.39 % PNV
Fésforo Olsen 333.70 mg/L
 Potasio Extraccion con acetato 102.50 mg/L
Carga microbiana | Nimero mas Probable: 356.00 ~ NMP/100 m!

Fuente: Informe de analisis de Laboratorio UNALM: H.R. 48777-2015

4.5.2. Determinar la eficiencia de biorremediacién en suelo
contaminado con hidrocarburos (TPH) al aplicar lodos activados

Evaluacion de la eficiencia de-tﬁié‘rremediat‘:itﬁn alos 15, 30, 60 y 90 dias de
iniciado el proces'd, a través de: (i) anélisis de :comparacién entre la
remocién de TPH (F2-F3), obtenido por cromafografia de gases en el
Laboratorio Servicios Analiticos Generales SAC, y (i) la concentracién
normalizada de microrganismos, mediante la técnica del numero mas
probable en el Iéboratoriko de microbiologia ambiental de la FIARN. Se
analizé cada dosis de ledo aplicada (20%,. 3'0%',"‘40%‘ WAW), tomando
muestras de 500 g de cada unidad de anéllsrs en frascos de vidrio ambar-
boca ancha conservados a 4°C. '

Tabla 4.6: Técnicas utilizadas bara la determinacién de eficiencia de biorremediacion

.. Parametro . Método Unidades
Concentracionde TPH |~ EPAB015-C° | malKg
Carga microbiana- | Numero mas probable | '~ NMP/100 ml
Poblacién Gram - _ Tincién Gram Gram + 6 Gram -

Elaboracién: Propia,

4.5.3. Determmar la dosis 6ptima de aplicacién de lodos activados
para una eficiente biorremediacion en suelo contaminado con
hidrocarburos (TPH)

Evaluacion de la dosis optima de aplicacién de lodos activados, a través de
la comparacién de concentracion de. TPH (F2-F3) a los 15, 30, 60 y 90 dias
de iniciado el proceso versus la dosis de lodo activado (WIW).

53



La concentracion de TPH (F2 y F3) se emplet analisis de cromatografia de
gases en el Laboratorio Servicios Analiticos Generales S.A.C; a los 15, 30,
60 y 90 dias de aplicadas las dosis de lodos (20%, 30%, 40% W/W), en
cada unidad de analisis de suelo contaminado con petréleo crudo, se
tomaron muestras de 500 g de cada unidad de analisis en frascos de vidrio

ambar-boca ancha conservados a 4°C.

Tabla 4.7: Técnicas utilizadas para la determinacién de la dosis 6ptima de lodos

_Parametro =~ | Método | = Unidades i
Concentracién de TPH | EPA 8015-C | mg de TPH/Kg de suelo seco
Concentracion de lodo - kg de lodo/kg de suelo empetrolado (W/W)

Elaboracion: Propia

4.5.4. Determinar la variacién de las propiedades nativas del suelo
respecto a las obtenidas luego del proceso de biorremediacion con
lodos activados

Determinacion de las propiedades nativas del suelo, como: Carga
microbiana, relacién C:N:P, temperatura, pH y color. Asimismo, se

monitorearon todas estas propiedades durante el desarrollo del tratamiento

a. Temperatura.- Se monitoreo de manera interdiaria en cada una de las
unidades de analisis, del inicio al final del tratamiento durante 90 dias, a
través de termdmetro de mercurio, marca GAIRDINO, de 30 x 0.6 cm, de
escala de 1° en 1°, de rango de -10°C a 100 °C.

b. Color.- Se monitored de manera quincenal en cada una de las unidades
de analisis, durante los 90 dias de tratamiento, a través de comparaciones
con los valores de color de |a tabla Munsell.

¢. pH.- Se monitoreé de manera interdiaria en cada una de las unidades
de analisis, del inicio al final del tratamiento durante 90 dias, analisis a
través de potencidmetro tipo lapicero, marca OEM, de sensibilidad de +0.01
unidades con compensacion de temperatura automatica, registro de rango
de 1a14.
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d. Crecimiento microbiano.- Se determiné la carga microbiana e
identificacion de microorganismos GRAM del suelo nativo antes del inicio,
durante y al final del tratamiento (90 dias) para cada una de las unidades
de analisis, a través de la técnica del nimero mas probable (NMP) para 10
diluciones. Estas pruebas fueron realizadas por los autores en el
Laboratorio de Microbiclogia Ambiental de la FIARN.

Para determinar la carga microbiana se preparé una solucién estéril de
suelo,h tomando 10 mg de suelo en 250 ml de agua destilada y llevado a
autoclave a 120°C por 15 minutos, luego se colocd 9 mi de esta solucion
estéril 10 tubos de ensayo, rotulandolos de 101 a 10-'%; al primero (10) se
le agregd 1 g de suelo y se agité vigorosamente, formando una mezcla. De
esta mezcla (10') se tomé 1 ml y se agregé al siguiente tubo, asi
sucesivamente hasta el tubo 10-'%. Posteriormente de cada uno de los 10
tubos con las diluciones se tomaron 3 ml de muestra que se sembraron por
triplicado en tubos de ensayo con 9 ml de caldo nutritivo. Finalmente se

llevaron a incubar todos los cultivos a 37° por 7 dias.

Para realizar la técnica de Tincion Gram, previamente se procedié a diluir
hasta 10-'2. Se tomé una alicuota de cada dilucién (10-1%, 10" y 10-2) y se
sembré por duplicado en placas con agar nutritivo, las cuales fueron
incubadas a 37 °C por 3 dias. Luego se realizd una resiembra de cada
colonia en placas Petri con agar nutritivo y un cuadrado 4 cm? impregnado
con petréleo crudo en su tapa, fue llevado a incubar por 3 dias a 37°C.
Posteriormente de cada colonia diferente identificada se realizé una
resiembra en agar de sales basicas con 1% de petréleo y fue llevado a
incubar por 3 dias a 37°C. De estas ultimas se tomo una asada de cada
colonia diferente y se colocé en un portaobjetos con una alicuota de agua
destilada, se fij6 al calor y se aplicé 1 gota de violeta genciana, se esperd
1 minuto y se enjuagé con agua destilada, luego se agregd una gota de
lugol, se esperé 1 minuto y se enjuagé con agua destilada, se agrego
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alcohol cetona por un minuto y por ultimo 1 gota de safranina y se enjuagd
y se fij6 al calor para observar al microscopio con la lente de 100X.

. Relacién C:N:P.- Se analizd la concentracion de Carbono, Nitrogeno y
Fosforo en suelo sin contaminar, al inicio del experimento, y a los 90 dias
de aplicado el tratamiento en cada unidad de analisis. Para ello, se tomaron
muestras de 500 g de suelo y fueron llevadas al Laboratorio de Analisis de
Suelos, Plantas, Aguas y Fertilizantes de la Facultad de Agronomia de la
Universidad Nacional Agraﬁa La Molina. (Ver Tabla 4.8}

De los resultados obtenidos se determiné la relacion C:N:P antes y después
de aplicado el tratamiento para cadar unidad de analisis.

Tabla 4.8: Metodologiéﬁempleada en el andlisis de C:N:P

lirarsme o NI I M <G oJIR LUR id5uésT
Nitrogeno " Micro-Kjeldaht mg/L
Materia organica | Walkley y Black % PV
Fosforo QOlsen mg/L

Elakoracién: Propia

Interdiariamente, cada una de las 3 unidades de analisis fueron
humedecidas y aireada manualmente, esto proporcioné ias condiciones
optimas para el desarrollo de microorganismos degradadores de
hidrocarburos para temperaturas entre 25°C y 37°C, debe mantenerse una
humedad entre el 10% y 20% y una adecuada aireacion, ya que la
biorremediacién de los hidrocarburos es considérada un proceso aerobio,
donde bacterias y hongos catabolizan los hidrocarburos alifaticos, ciclicos
y aromaticos mediante reacciones de oxidacién (Hamsen, 1991).

4.6. Plan de analisis estadisticos de datos

Para el analisis de datos se ha considerado una prueba de contraste
tomando como referencia el valor asighado para suelo de uso agricola
segunelD.S. N° 002-2013-MI'NAM, considerando fa concentfacién de TPH
F2yF3.
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CAPITULO V
RESULTADOS

5.1. Determinar la eficiencia de biorremediacién en suelo contaminado
con hidrocarburos (TPH) al aplicar lodos activados

Tabla 5.1: Remocién de TPHF2 y F3 vs.:

Crecimiento microbiano

. . 15 dias 30 dias 60 dias 90 dias
co";:?;:’a:w" % de Remocion | C.N. | % de Remocién | C.N. | % de Remocién | C.N. ] % de Remocién | C.N.
scvado | P11 [ T | e [T [t | S [TPNT roups | & [T [ TPH | de

C1 (20%) 8.8 08 | 23] 153 6.7 |47 [28B1] 176 491 322 404 | 24
C2 (30%) 20.5 185 | 48 | 28.9 210 | 51 |31.0 25.9 51| 393 | 451 | 4.1
C3 (40%) 33.2 275 | 6.3 | 41.4 319 |66 |41.4 40.6 6.6 | 46.2 499 | 64

Donde: C.N. de m.o.: Crecimiento normmalizado de microorganismos

Fuente: Informe de andlisis SAG: 09580-2015, 09813-2015, 09986-2015, 092190-2015, 091934-2015

En la tabla 5.1 se puede apreciar que, segun lo definido para eficiencia de
biorremediacién, las remociones totales de TPH al cabo del proceso (80
dias) varian entre 32% a 46% para TPH F2 y 40% a 50% para TPH F3.
Manteniendo, en todas las unidades de andlisis, una relacion directamente
proporcional entre la dosAis aplicada, la concentracién de microorganismos
y la remocién de hidrocarburos totales del petréleo a través del tiempo.

5.2, Determinar la dosis 6ptima de aplicacién de lodos activados para

una eficiente biorremediacién en suelo contaminado con
hidrocarburos (TPH).
Tabla 5.2: Concen_tracién de TPH en suelo contaminado (mg/Kg ms)
"Cdnt:e'n'traclén. . Concentracién de TPH (mg/Kg MS)
. delodo 0 dias 15 dias 30 dias 60 dias 90 dias
activadotw) " r2 T Fa | F2 | F3 | F2 | F3 | F2 | F3 | F2 | Fa
C1 {20%) 20823 | 9354 | 18982 | 9433 | 17647 | 8725 | 14977 | 7706 | 14121 | 5579
C2 (30%) 20823 | 9354 | 16546 | 7625 | 14812 | 7394 | 14360 | 6933 | 12641 | 5133
C3 (40%) 20823 | 9354 | 13910 | 6783 | 12207 | 6374 | 12207 | 5556 | 11242 | 4890
Donde: MS: Materia seca a 105 °C

Fuente: Informe de andlisis SAG: 09580-2015, 09813-2015, 09986-2015, 092190-2015, 091934-2015

En la Tabla 5.2 se puede apreciar que la concentracién de TPH mantiene,
en todas las unidades de andlisis, una relacién directamente proporcional
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entre la dosis de lodo activado aplicada y la remocién de hidrocarburos
totales del petréleo de cadena media y pesada a través del tiempo.

5.3. Determinar la variacién de las propiedades nativas del suelo
respecto a las obtenidas luego del proceso de biorremediacién con
lodos activados.

5.3.1. Temperatura

Tabla 5.3.1: Registro interdiario_ dq temperatura qlqrante perioda de evaluacién (90 dias)

Concentracién de °
lodo activado Temperatura (°C) ‘
{wiw) T | T2 | 73| T4{T5| 76| T7 (T8 | T9 |T10|Ti1|T12{T13|T14|T15|T16 | T38| T19
C1(20%) 24 |24 125(125|24 |24 125|25|24126|27 |27 |29 |26(|24|221}23|22
1 C2 (30%) 25 | 231252524124 |24 |125|24 26|27 |27 |27126|23 222322
| C3 (40%) 25 124 (27 124 |24 (24|24 |25 |24 |27 |27 |27 |27 |27 123122 |23]|22
Elaboracién: Propia
Tabla 6.3.2: Registro interdiario de temperatura durante periodo de evaluacion (90 dias)
Concentracién de ) T rc)
lodo activado emperatura (C)
(wiw) Tad (T21|T22| T23 [T24 (725|726 | 727 {T28 | T29 | T30 | T31 | 732|133 | 7234 | T35 | T36
C1 (20%) 22 127128 24 (232212223 |24 2223122222121 (2121
C2 (30%) 22 1271271235623 |21 (222223 22232222 212121721
C3 (40%) 22 (27128 25 | 22212222123 |22|23]22|22T21 (21121 (24

-Elaboracién: Propia

5.3.2. Color

Figura 5.1: Color en cada unidad de anélisis

- 4 €

Ay - _NER0A L0S 45 DIAS .
Fuente: Registro fotografico propio
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En la Figura 5.1 se puede apreciar la variacion del color de las unidades de

analisis al pasar los dias, que la concentracion de TPH mantiene, en todas

las unidades de andlisis, una relacion directamente proporcional entre ia

dosis de lodo activado aplicada y la remocion de hidrocarburos totales del

petréleo de cadena media y pesada a través del tiempo.

5.3.3. pH
Tabta 5.4.1: Registro interdiario de pH durante el periodo de evaluacion (90 dias)
Concentracion pH |
de lodo ; PP
activado (wiw) | P1 | P2 |P3[ P4 | P5 | P6 | P7 [ P8 | P9 | P10 | P11|P12| P13 | P14 | P15 P16 | P18
- C1 495,481 - | 49 |486)|494)|4.94[4.73(425(/4251423|4.09(|5.13|3.93]|4.77/5.04]|5.08
Cc2 4.98]4.14] - [5.03|4.84|525(4.86|4.7814.421444|415| 4.1 |5.26|4.02|5.01)|5.12|5.14
C3 525(5231 - |533|4.15| 5.0 {4.78(4.95(482|484|492|466|6.18|4.76| 55 |529(5.486
Elaboracién: Propia
_ Tahla 5.4.2: Registro interdiario de pH durante periodo de evaluacion (30 dias)
Concentracién | . pH ) E
de lodo ‘
activade (wiw) | P19 | P20 | P21 P22 | P23 [ P24 [ P25 [ P2 [ P27 | P28 [ P2 P30 | P31 | P32 | P33 | P34 P35 | P36
-1 512[511|4.09(5.01(4.95|5.07{5.02]| 5.1 |5.08|4.09|5.04 5.08| 51 (5.11]|5.13|5.09/5.08 |5.16
C2 - [518(5.13| 41|52 |51 [512]|5.2115.07(5.16|4.17{5.12]5.14{518]|5.13|5.11|5.2415.13|5.18
Cc3 .15.46165.4814.66)5.27 |5.41|5.21[5.25(5.33| 55 (4.51(529|546|546|548|5.48(545(5.48|543
Elaberacién: Propia
§.3.4. Crecimiento microbiano y tincién Gram
Tabla 5.5: Crecimiento microbiano en unidades de andlisis (NMP/100ml}
Tiempo (Dias) _
Concentracion de lodo ;
activado (wiw) AlosQ [ Alos15 | Alos30 | Alos 60 | A los90
C1 {20%) 356.19 9.95 107.94 | 140.60 10.83
C2 (30%) 356.19 | 116.37 | 158.76 | 168.45 58.83
C3 {40%) 356.19 | 536.48 | 711.40 | 756.38 | 603.81
Donde: MS: Materia seca a 105 °C : :
Fuente: Andlisis propio en laboratorio FIARN - 2015
Tabla 5.6: Porcentaje-_ de muestras positivas a prueba de tincion GRAM
Con:e:lt:’aclén Alos15dias | Alos 30dias | Alos 60 dias | A los 90 dias |
e lodo - - = '
activado (wiw) |Gram-| Gram+ | Gram- | Gram+ | Gram-'| Gram+ | Gram-| Gram+
C1(20%) 75% | 25% 70% 30% | 75% { 25% | 68% | 32%
C2 (30%) 33% | 67% 40% 60% | 37% | 63% | 30% | 70%
C3 (40%) 20% | 80% 30% 70% | 25% | 75% | 22% | 78%

Fuente: Anslisis propio en laboratorio FIARN - 2015
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5.3.5. Relacion C:N:P

Tabla 5.7. Relacaén C:N:Penlosi msumos de tratamlento ¥ umdades de anansss

¥ ”i‘d%ﬁ%%ﬁ 1 %CAR;gNO leggeeﬁ'b F(‘)s:oao "f"'N"P C, N

SUELO BASE | 120 0.16 0.00026° | 4615:615:1 | 8:1
Acl}?\?fbo 0.80 0.174 0.0337 24:51 | 54
C1 (20%) 2.17 0.15 . 0.00036 | 6028:417:1 | 14:1
C2 (30%) 178 0.14 00005 | 3560:280:1 | 13:1 -
3 (40%) 3.46 0.17 0.00057 | 5964:218:1 | 20:1

Fuente: Anaiisis de laboratorio UNALM H R. 48566 -008C-15-2015, H.R. 49766 049C-15-2015

Grafica 5.1: Concentracion C:N:P en log insumos de tratamiento

| 1.4

% de Nutriente

CARBOND

NITROGEND

0.00026 0.0337
.

& SUELO BASE m1ODO ACTIVADO

FOSFORD

Fuente: Andlisis de laboratorio UNALM
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Gréfica 5.2: Concentracién C:N en las unidades de analisis

% de Nutrientes

CARBONO

B C1{20%)

wC2 (30%)

0.15

C3 {40%}

0.14 017

IS e Eecoy®

NITROGENO

Nota: Solo se presenta la relacién C:N puesto que la cantidad de fosforo ne es apreciable

Fuente: Analisis de laboratorio UNALM
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CAPITULO VI
DISCUSION DE RESULTADOS

6.1. Contraste de hipotesis con resultados

6.1.1. Para la Hipotesis General

‘La aplicacion de fodos activados permitira una eficiente biorremediacién

en suelo contaminado con hidrocarburos (TPH). “

Para discutir ia hipotesis general con respecto a los resultados obtenidos,
evaluaremos el porcentaje de remocién de TPH (F2 y F3) y el crecimiento
microbiano normalizado a través del tiempo, para cada unidad de analisis

estudiada.

En las Graficas 6.1, 6.2 y 6.3 se puede apreciar que, segln lo definido para
eficiencia de biorremediacion, las remociones totales de TPH al cabo del
proceso (90 dias), son 32%, 39% y 46% para TPH F2 y de 40%, 45% y
50% para TPH F3, en cada unidad de andlisis respectivamente. Con
respecto al comportamiento de los microorganismos, se puede decir que
para el caso de las unidades de andlisis C1 y C3, este comportamientos se
ajusta correctamente a las curvas de crecimiento microbiano
generalizadas, pudiendo identificar fases de crecimiento, estacionaria y
decadencia.

Por lo tanto, se puede apreciar que en las tres unidades de analisis, se
mantiene una relacion directamente proporcional entre la dosis aplicada, el
crecimiento normalizado de microorganismos y la remocion de
hidrocarburos totales del petrolec a través del tiempo, lo que afirma la
eficiencia del tratamiento empleado.
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__ Gréfica 6.1: Unidad de anglisis C1(20%)
‘Unidad de analisis C1 (20%)
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Elaboracién: Propia‘ *

Grafica 6.2: Unidad de analisis C2 (30%)__
| Unidad de Analisis C2 (30%)
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Elaboracién: Propia
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_._Grafica 6.3: Unidad de analisis C3 (40%)_

Unidad de analisis C3 {40%)
60 - - 6.65
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* Crecimiento normalizade de microorganismos

Elaboracién: Propia

6.1.2. Para la Hipétesis especifica 1

“La aplicacion de la dosis éptima de lodos activados permitira una eficiente

bioremediacién en suelo contaminado con hidrocarburos (TPH)”

‘Para determinar la dosis Optima de lodos activados, se realiza una
evaluacién considerando las cohcentraci_ones de TPH F2 y F3 (mg/Kg)
durante el proceso de biorremediacién y el porcentaje de Io.aos activédos
aplicado en cada unidad de analisis.



. Gréfica 6.4: Concentracion de TPH F2 por unidad de analisis
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Elaboracién: Propia
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Segun el analisis de la Graficas 6.4 y 6.5, tenemos la menor concentracion
absoluta de contaminante en la dosis de 40% de lodo activado con respecto
al suelo a tratar (C3). Sin embargo, consideramos mas Util e importante
analizar la relacion existente entre la remocién maxima obtenida y la dosis

de lodos activados aplicados en si misma, teniendo:

Tabla 6.1: Relacién dosis y porcentaje de remocién de TPH

P % Lodo % Total removido
Codigo | aplicado [ TPHF2 | TPHF3
C1 20 32 40
c2 30 39 25
c3 40 46 50

Elaboracién: Propia

Evaluando |a Tabla 6.1 podemos observar la relacion constante con que
varia el porcentaje de remocién con respecto a la proporcion de lodos
activados aplicados, siendo asi que para cada 50% mas de lodo aplicado,
las remociones s6lo se elevan 7% y 5% para TPH F2 y F3 respectivamente.
Cabe mencionar, que por medio de estas aproximaciones podemos inferir
que las dosis de lodos activados necesarias para efectuar remociones
considerables de TPH en suelos contaminados pueden ser incluso
menores al 20% con respecto al peso de suelo a tratar.

Por lo tanto, la mejor eficiencia de biorremediacion se obtiene con la dosis
de 20% de lodo activado (C2). Debido a que esta utiliza un 100% menos
de agente tratante y logra una remocién sélo 10% ¥ 14% por debajo de la
obtenida por la unidad de analisis C4, para TPH F2 y F3 respectivamente
(Ver Tabla 6.1).

6.1.3. Para la Hipétesis especifica 2

‘La variacién de las propiedades nativas respecto a las obtenidas luego del
proceso de biorremediacion con lodos activados permitira el uso agricola
def suelo.”

Para la evaluacion y discusion de esta hipStesis se contrastaran las

propiedades fisicas (organolépticas), quimicas y biolégicas del suelo nativo
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original, con las obtenidas al final del tratamiento, considerando que el
suelo nativo tenia ya un uso agricola.

a. Propiedades fisicas (organolépticas) en las unidades de analisis

o Textura: El suelo nativo original posee una textura natural franca,
apropiada para la agricultura. Al inicio del tratamiento se tenia suelo
contaminado con hidrocarburos (empetrolado), de textura entre arena
gruesa a grava fina (2 a 5 mm), a causa de! hidrocarburo, sin llegar a
formarse aglomeraciones individuales de suelo (PED).

Al finalizar el estudio, 90 dias, se pudo observar la formacidn de
aglomeraciones individuales de suelo (PED), retornando en un gran
porcentaje a su textura franca original.

Se evidencia mejora de esta propiedad, favoreciendo asi la aireacién y
consecuente remediacién del suelo. (Ver Figura 6.1)

Figura 6.1: Textura en unidades de analisis

A LOS 30 D(As i;

‘\w.

7\ *E 2 sm LOS 45 DfAs

Fuente: Registro fotografico propio

» Temperatura: El suelo nativo original se encuentra en promedio a 23°C.
Durante todo el tratamiento, esta propiedad se mantiene casi constante,
con un valor promedio de 24,5°C. Se observaron los valores mas elevados
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durante a la mitad del tratamiento evaluado, es decir a los 45 dias, con un
valor promedio de 28°C. EiI comportamientc de ‘la temperatura es
consistente con el desarrollo microbiano observado paralelamente. Este
rango de temperatura es propicio para el tratamiento bioldgico y la actividad

agricola en general. (Ver tabla 5.3)

¢ Color: El suelo nativo original posee una coloracion café clara. Al inicio
del tratamiento, se observd en el suelo empetrolado una coloracion parda
oscura, de apariencia oleosa vy brillosa, caracteristicas propias del crudo.

Al finalizar el estudio, 90 dias, se observaron coloraciones café de claras a
oscuras, mas propias de suelos amazénicos francos arcillosos y que en

definitiva son mas apropiadas para la agricultura.

o Olor: El suelo nativo original posee un olor leve a petricor debido a su
humedad. Al inicio del tratamiento el suelo contaminado poseia un olor
intenso a diésel, facilmente identificable con el de crudo petrolifero.

Al finalizar el estudio, 90 dias, se percibieron olores similares al inicial, pero
con intensidades muchos menores en cada unidad de analisis. Cabe
mencionar que durante algunos dias al inicio y medio del tratamiento, el
olor predominante paso a ser el olor de los lodos activados aplicados. La
disminucion notable del olor de crudo representa mejores condiciones para
las actividades agricolas.

b. Propiedades quimicas en las unidades de analisis:

* pH: El suelo nativo original posee un pH de 4.14, tipico de los suelos
amazonicos en general. Al inicio del tratamiento se observé un pH de 5.0,
lo que representa una importante disminucion de la acidez inmediata.

Al finalizar el estudio, 90 dias, se observaron valores promedio de 5.9. Los
valores obtenidos favorecen el crecimiento microbiano e intercambio
catidnico del suelo, adicionalmente, debemos considerar que a estos
valores de pH se amplia la gama de cultivos posibles. (Ver Tabla 5.4)
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e C:N:P: El suelo nativo original posee una relacion C:N:P igual
4615:615:1, lo que es lo mismo a una relaciéon C:N igual a 8:1, lo que
representa bajas cantidades de materia organica (Carbono) y fésforo. Se
compararon los resultados obtenidos al final del proceso de tratamiento
realizado al cabo de 90 dias con los valores estimados, segun bibliografia,

para niveles de C:N:P de suelos aptos para uso agricola. (Ver Tabla 5.7)

La proporcién sugerida para C:N:P surge de las recomendaciones de
instituciones como la Agencia de Proteccion Ambiental de los Estados
Unidos, que estima que dicha proporcién debe oscilar entre 100:1:0,5 vy
100:10:1 (USEPA, 1995).

Los valores de C:N:P resultantes de las unidades de analisis al cabo de 90
dias son los siguientes, interpretados de forma independiente: En cuanto al
carbono, los valores se encuentran entre un 40% y 100% sobre la
proporcion deseada. En cuanto al nitrogeno, los valores se mantienen
estables consiguiendo una proporcién cuasi dptima. En cuanto al fésforo,
su presencia es escasa tanto originalmente como luego de ia aplicacion del
lodo activado.

A pesar de la aparente falta de nutrientes en el sistema, la capacidad del
suelo para degradar hidrocérburos son cuasi Optimas (Margesin &
Schinner, 2001) (Leys, Leen, Verstraete, & Springael, 2005). Es necesario
resaltar esta capacidad, ya que los suelos utilizados en este estudio,
pertenecientes a la Regidén San Martin, son clasificados por este Gobierno
Regional como suelos con escasa materia organica, presente sobre todo
en la capa superficial, bajos niveles de fosforo y baja fertilidad natural
(Gobierno Regional de San Martin - Instituto de Investigaéic’:n de la
Amazonia Peruana, 2005). '

Los valores incrementados de materia organica (carbono) resultan en una
mejora sustancial para el aprovechamiento agricola de los suelos tratados.
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» TPH {F2 y F3): Al inicio del tratamiento se observd que el suelo
empetrolado poseia 20823 mg/kg MS de TPH F2 y 9354 mg/kg MS de TPH
F3. A fin de determinar |a validez de las concentraciones alcanzadas se
somete a un anéliéis estadistico “Prueba de hipétesis”, con un nivel de
significancia de 1%, para la evaluacién de las variables de concentraciéon
de TPH F1 y TPH F2, tomando como como média muestral equivalente a
los valores sefialados por el D.S. N° 002-2013-MINAM para suelos de uso
agricola que son 1200 mg/kg MS y 3000 mgfkg MS para TPH F2 y F3

respectivamente.

Andlisis para la fraccion de TPH F2:

La hipétesis nula es “La rhedia poblacional es menor o igual a 1200 mg/Kg
MS para THP F2". La hipotesis alternativa es “La media poblacional mayor
de 1200 mg/Kg MS para TPH F2". Las dos hipbtesis se expresan como
sigue:

mg de TPH F2

Ho: ut < 1200
o' Kg de MS

mg de TPH F2

Hp:u > 1200
oK Kg de MS

Ante lo expuesto, la regla de decision es: Rechazar {a hipétesis nula y
aceptar la hipdtesis alternativa.

En el grafico de contraste se muestra que la concentracién de TPH F2 al
finalizar el proceso de biorremediacion es mayor que el ECA-Suelo para
suelo de uso agricola, que representa el valor medio del indicador, por lo
tanto se rechaza la hipétesis nula y se acepta la hipétesis alternativa. Se
concluye que la hipétesis para este indicador no se ha demostrado,
contrastando esta con el resultado.
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Grafica 6.6: Concentracion de TPH-F2 — ECA Suelo
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Fuente: Anélisis de laboratorio SAG / Elaboracién: Propia

Andlisis para la fraccién de THP F3:

La hipétesis nula es "La media poblacional es menor o igual a 3000 mg/Kg
MS para THP F3". La Hipotesis alternativa es “La media poblacional mayor
de 3000 mg/Kg MS". Las dos hipétesis se expresan como sigue:

mg de TPH F3

U<
Hot p < 3000 =S

mg de TPH F3

Hg:u > 3000 Rg de M5

Ante lo expuesto, la regla de decisién es: Rechazar la hipétesis nula y
aceptar la hipétesis alternativa.

En el grafico de contraste se muestra que la concentracién de TPH F3 al
finalizar el prdceso de biorremediacion es mayor que el ECA-Suelo para
suelo de uso agricola, que representa el valor medio del indicador, por lo
tanto se rechaza la hipétesis nula y se acepta la hipdtesis alternativa. Se
concluye que la hipétesis para este indicador no se ha demostrado,
contrastando esta con el resultado.
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. . Grafica 6.7: Concentracion de TPH F3 — ECA Suelo
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Fuente: Andlisis de laboratorio SAG / Elaboracién: Propia

Cabe considerar que esta investigacién no evalué el tratamiento en
periodos mayores y que los valores iniciales de contaminante excedian
entre 2 a 10 veces |a concentracion esperada. Finalmente queda mencionar
en esta discusion de resultados, que los ECA para Suelo (D.S. N°002-2013-
MINAM) indican tan sélo valores referenciales para sefialar contaminacion
ambiental, incluyendo al ser humano. Es asi que valores que exceden estos
estandares no conlievan necesariamente a un estado inmediato de
contaminacion del sitic. Para la mejor determinaciéon del valor de un
parametro, por sobre el cual, un sitio se encuentre en estado contaminado,
es necesario realizar especificamente un Estudio de Evaluacion de Riesgos
a la Salud y el Ambiente (ERSA), instrumento de Gestién Ambiental
recientemente introducido en la normativa nacional, que a la fecha ya posee
una guia para su implementacién.

-¢. Propiedades microbiolégicas:

El suelo nativo original posee consorcios microbianos variados, con una
concentracion NMP/100m! equivalente a 356.19. Al inicio del tratamiento,
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el crecimiento microbiano se vio afectado por la adicién del lodo activado,
ya que este posee su propio conjunto de consorcios microbianos, que en
cierta forma compiten con la flora nativa'del suelo contaminado. Durante el
tratamiento se observé que las poblaciones microbianas se elevan y
estabilizan, conforme mejoran los valores de los otros parametros fisicos y
quimicos de interés. Al finalizar el tratamiento se observa un decaimiento
en las poblaciones microbianas, producito, posiblemente, de la limitacién de
nutrientes, como el nitrégeno, o simplemente a una estabilizacién de las
mismas debido a la disminucién del contaminante (40%), que sirve como
su alimento principal (Ver Tabla V-5).

!
:

)ﬁréﬁca 6.8: Crecimiento microbiano en los tratamiento aplicados

] )
: T e e S e o e
i

\?
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n
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>
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Concentracion normalizada de
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Ci c2 c3

Fuente: Andlisis de labaratoric FIARN / Elaboracién: Propia

Como se observa en las Gréficas 6.1, 6.2 y 6.3, el crecimiento microbiano
siguié el comportamiento esperado, siendo la unidad de analisis C1 en ia
cual se observa un mejor comportamiento caracteristico de las poblaciones

microbianas, con etapa de crecimiento, estabilizacion y . descenso
poblacional.
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A través de pruebas de tincién y catalasa se pudo observar la
predominancia de bacterias Gram+ en C2 y C3 (Enterobacterias) y Gram-
en C1 (Pseudomas, Staphylococcus) (Ver Tabla 5.6).

Al final del tratamiento, 90 dias, las tasas de crecimiento microbiano
presentan claras tendencias hacia su disminucién con el tiempo, cuestion
que es entendible luego del pico de actividad presenciado durante los -
primeros 30 dias del tratamiento. Todo parece indicar que haria falta de
algan nutriente o labor que posibilite su crecimiento, péra que el tratamiento
pueda continuar hasta alcanzar porcentajes de remocién alin mayores con
el tiempo.

Figura 6.2: Andlisis microbiol6gico en laboratorio FIARN

Fuente: Regiélro fotografico propio

Por lo tanto, las propiedades del suelo biorremediado por aplicacién de
lodos activados al cabo de 90 dias, no permitirian su usP agricola intensivo,
toda vez que los Estandares de Calidad Ambiental peruanos para
concentracién de TPH F2 y F3 resultan superiores a lo normado. Sin
embargo, tratdndose de suelos en pleno proceso.de remediaciéon y
habiendo aicanzado valores significativamente menores a la situacién

contaminada originai, el cultivo de especies herbaceas temporales con
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asociaciones nitrificantes en su rizosfera, facilitaria la recuperacion

deseada.

6.2. Contraste de resultados con otros estudios similares
6.2.1. Para la Hipotesis general

‘La aplicacion de lodos activados permitird una eficiente biorremediacion

en suelo contaminado con hidrocarburos (TPH)".

Para contrastar la hipétesis general con respecto a los resultados obtenidos
en otros estudios similares de manera mas consistente, debemos

establecer importantes consideraciones previas:

« Se seleccionaron los estudios con tratamientos por biorremediacion que
utilicen lodos activados frescos como insumo principal.

« Se contrastd sdlo con aquellos estudios que utilicen una metodologia de
analisis cromatografico de gases para determinar las concentraciones de
TPH, dejando de lado a aquellos que utilicen técnicas gravimétricas o de
otra indole. Esto debido a que el empleo de otras técnicas analiticas de
medicién de TPH genera valores no homogéneos y que no consideran
todas las cadenas de hidrocarburos, que si son consideradas por la
cromatografia de gases.

*Se centré la discusion principalmente en torno a los porcentajes de
remocion de TPH obtenidos al cabo de 90 dias de tratamiento,
considerando como factores relevantes a la localizacién, tipo de suelo y
temperatura ambiental media del tratamiento.

Una vez hechas estas consideraciones, podemos mencionar que la
eficiencia de remocién de TPH obtenida va desde 46% para la fraccién
media, hasta 50% para la fraccion pesada; siendo valores proximos a los
53% alcanzados en la investigacién de (Cardenas, Araujo, & Bohorquez,
2010).

En el presente estudio se dosifican Gnicamente lodos activados frescos
sobre el suelo contaminado, en contraste a lo realizado por (Martinez-
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Prado, Perez-Lopez, & Pinto-Espinoza, 2011) y (Cardenas, Araujo, &
Bohorquez, 2010) quienes adicionan nutrientes inorganicos, en forma de
fosfatos y nitratos, alcanzando remociones de TPH préximas a 80% y 63%
respectivamente. Esta mayor remocion se puede deber a que ellos
trabajaron con masas reducidas, de 1Kg y 8Kg respectivamente,
manten.iendo ademads, en el caso de (Martinez-Prado, Perez-Lopez, &

Pinto-Espinoza, 2011) el sistema a capacidad de éampo constante.

Un aspecto importante que determina la eficiencia de los tratamientos
biolégicos es justamente la incorporacion de un conjunto de
microorganismos, que en el mejor de los casos, acelerara la degradacién
de los hidrocarburos contaminantes, ya sea por elevar la carga microbiana
simplemente y/o por lograr degradar compuestos que la flora microbiana
autéctona del suelo contaminado no consiga degradar. Este aspecto,
presente en esta investigacién, es también estudiado en (Ambrazaitiens,
Zukauskaité, & Jakubauskaité, 2013} , quienes logran eficiencias maximas
de 20% y 30% al cabo de 90 dias, empleando dosis de 5% y 10% de lodos
activados respectivamente. Segun lo contrastado y a pesar de las bajas
remociones registradas, en este estudio se verifica que la dosis creciente
de lodos activados aplicados afecté estadisticamente al numero total de
bacterias oxidantes de hidrocarburos y actinobacterias, quienes junto a los
micromicetos son las principales responsables de la degradacion de Ia
fraccion pesada de los TPH (F3) que es justamente la mas 'dificil de

degradar por la complejidad de sus estructuras moleculares.
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Tabla 6.2: Tabla resumen de eficiencia de biorremediacién

Rémociéri'-"l-Periadadéifg',‘ Toemica> - 1 Tivode | TEMP-
A:tor. Pais “maxima | evaluacion { erhm::a ;ﬂelo msdna.‘
o 1. 6 | (dias) | o
' : Bioestimulation
1 Pert 50 90 con lodos Franco 24
, arcilloso
activados frescos
Bioesﬁmulacién
2 Venezuela 53.2 a0 con lodos - 28
activados frescos
Bioestimulacion
3 Lituania 30.7 90 con lodos a':r;':)‘;% 26
activados frescos
Bioestimulacion
con lodos
4 México 80 ' 50 activados frescos Pl.fenoso 28
X . imoso
: mas nutrientes
inorganicos

Elaboracidn: Propia
Leyenda:

1. Geronimo, & Vasquez, 2015

2. Cérdenas, Araujo, & Bahorquez, 2010

3. Ambrazaitiené, Zukauskaité, & Jakubauskaité, 2013
4. Martinez-Prado, Pérez-Lopez, & Pinto-Espinoza, 2011

Con todo lo analizado, podemos. afirmar que el tratamiento presentado en
esta investigacién es eficiente, debido a que se encuentra a la par de
tratamientos llevados a cabo-a nivel mundial, en condiciones muy similares
de temperatura media ambiental;- naturaleza de los lodos activados
aplicados, duracién del tratamiento, entre otros.

6.2.2. Para la Hipétesis especifica 1

"La aplicacion de la dosis éptima de lodos aclivados permitirg una eficiente
biorremediacién en suelo contaminado con hidrocarburos {TPH)”.

Para contrastar esta hlpote3|s especifica, respecto a los resultados
obtenldos en estudlos similares, se realizd Ia rewsmn de aquellos que
comparan diferentes dosis de aplicacién de Iodos actlvados a fin de
determinar si en un estudio la mayor dosis de lodos se asocua a una mayor
tasa de remocion.
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En el experimentc realizado por (Ambrazaitiené, Zukauskaité, &
Jakubauskaité, 2013), en suelo empetrolado a 15 y 30 g/Kg, se aplicaron
dosis de lodos activados de 5% y 10%; a los 90 dias se obtuvieron
remociones totales entre 20% y 30%, respectivamente. En la unidad de
analisis empetrolada a 15 g/Kg, se observo que al duplicar la dosis de lodo
activado, el porcentaje de remocidn se mantiene casi constante
(elevandose en solo 0.7%). En la unidad de analisis empetrolada a 30 g/Kg,
se observé que al duplicar la dosis de lodo activado, el porcentaje de
remocion presento una variacién significativa (elevandose en 9%). Ante ello
se puede inferir que una dosis 6ptima de aplicacion de lodo activado

depende directamente de la concentracion del contaminante en el suelo.

(Cardenas, Araujo, & Bohérquez, 2010) realizaron experimentos con dosis
de 30% y 70% de aplicacion de lodos, obteniendo tasas de remocion entre
41% y 54% de petrdieo en un periodo dé_ 90 dias. Demostrando que los
lodos activados ejercieron una influencia muy significativa (P<0,001) sobre
la eficiencia de la biorremediacién del suelo contaminado con
hidrocarburos. Ante ello se puede inferir que una mayor aplicacién de lodos
activados, 2.3 veces la dosis basica, sélo genera una ligera mejora en la
remocién de hidrocarburo, 1.25 veces la remocién basica. Lo cual
demuestra una no linealidad en la relacion de dosis vs remocién de
hidrocarburos.

Con todo lo analizado y luego de verificar en las experiencias de otros
autores, que la elevacion considerable de la dosis de lodos activados
aplicada no genera una respuesta de igual magnitud en la remocién total
de hidrocarburos, podemos reafirmar que, para la presente investigacion,
la dosis de 20% de lodos activados (C1) es la dptima entre las estudiadas,
pues permite una eficiente biorremediabién en suelo contaminado con
hidrocarburos y a su vez emplea la menor cantidad de agente tratante
(100% menos uso de lodos activados con respecto a C4).

78



6.2.3. Para la Hipoétesis especifica 2

“La variacién de las propiédaqés_ nativas respecto a las obtenidas luego del
proceso de biorremediacion con lodos activados permitiré el uso agricola

del suelo.”

Para contrastar ésta-hipéteéi‘s' especifica, se realizé6.una busqueda de los

resultados y valores para su.ielos de uso agricola presentes en estudios y

documentos de valor academlco los cuales puedan ser comparados con lo

obtenido en el presente estud|o Cabe mencuonar que para ‘muchos de‘los

parametros estudiados no existen valores referencaales de ampna
" aceptacion, debido a la gran variedad de valores para propledades de
suelos en general, y los suelos amazonicos, en especifico, han sido poco

estudiados cientificamente.

:_Tabla 6.3: Indlcadores de suelo sequn uso :

Parametro -Urbano Agricola _Natural

PRI, R Limosa ~ R : )
B Textura ND F'ranco Limosa — Fr(aa?co arcillosa
- arcillosa ¥

848 ‘Temperatura

u i m q . o, L}
2-2.35 | media anual ND ND 25C-27.2°C©@
BE g Parda a parda oscura
= - Col - '
e ~‘_§: or ND ND sobre pardo amaritlento (©
- '7 Tl Olor ND ND 1. ND

o pH . ND 5-8® 5-7M

- M. ND (Cualquier . | -100:15:0.5 - . L .

7 é o C:N:P | otra proporcien) | 100:10:1 © (Cualquier otra proporcin)
& 8 | Concentraci ;

" 2E: | 6ndeTPH 1'20%‘@9”(9 1200 mg/Kg. ND

83 1L _Fam MS ,

o Concentraci - L

- 3 000 mgfKg "3 000 mg/Kg

: ~én de TPH ND

" FaH MS MS

/3

g 8

L % 7 Flora - Bacterias (Del género Pseudomonas ‘Rhodococcus,

o g ©| bacteriana ® Acinefobacter o Bacillusentre, entre otras)

g, g ‘ - Hongos (Del genero Apergillus, Penicilitum y Candida)

o -

Fuentes: (% ®) 0} Zorificacion Ecolbgica Econdmica, Gobiern‘o' Reéibnal de San Martin,

2005. © AP, 1995, () Infoagro.com, 2017 P !nfoégro.com‘(Va_lores para suelos de zonas
humedas), ) USEPA, 1995. ™ ECA’S Suelo. Orosco & Soria, 2008.
Leyenda: ND — No determinado en referencias
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a. Propiedades fisicas (organolépticas) en las unidades de analisis

De acuerdo a lo sefialado en la Tabla 6.3, muchas de las propiedades
fisicas del suelo no estan definidas para un suelo de uso agricola,
dependiendo estas de la zona en estudio y el tipo de cultivo que se desee

sembrar.

De acuerdo a estudios realizados por el Gobierno Regional de San Matrtin,
Perl, para actividades agricolas en esta zona se requiere de un suelo de
textura limosa — franco arcillosa, para el cultivo de arroz, maiz, palma

aceitera, entre otros.

Segun la Tabla 4.5, al inicio de la experiencia se tiene un suelo con textura
franco y al finalizar franco arcillosa (61% de arena, 28% limo y 11% arcilla),

encontrandose dentro del rango establecido para un suelo con uso agricola.

De lo anterior se concluye que, al cabo de 90 dias de tratamiento, el suelo
retoma en gran medida su textura franca original y estructuralmente forma
PEDs granulares; la temperatura se mantiene dentro de los valores optimos
para el desarrollo microbiano; el color café del suelo nativo fue retomado
en gran medida y finalmente, el olor del suelo ha perdido en gran medida
el olor caracteristico del crudo.

b.Propiedades quimicas en las unidades de analisis

» - pH.- El suelo nativo original posee un pH de 4.14, tipico de los suelos
amazonicos en general. Ai finalizar el estudio, 90 dias, se observaron
valores de pH promedio de 5.9.

Segun (Perry, 2012) los valores de pH dptimos para cultivo en suelos con
alto contenido de arcilla, como el estudiado, se encuentran entre 5.5 y 7.0,
‘es decir siempre tendientes a la acidez. Por lo tanto podemos afirmar que
el pH del suelo, luego del proceso de biorremediacion con lodos activados,
poseera una mejor capacidad agricola. Incluso podemos afirmar, que para



fines agricolas, posee ahora una mejor capacidad que en su estado natural

previo a la contaminacion

« C:N:P.- El suelo nativo original posee una relacién C:N:P igual
4615:615:1, lo que es lo mismo a una relacién C:N igual a 8:1, lo que
representa bajas cantidades de materia organica (carbono) y fosforo.

Para entender a mayor profundidad las proporciones de C:N:P mostradas
en el presente estudio y poder a su vez compararias con aquellas obtenidas
en estudios similares (Ver Tabla 6.4), debemos comprender la diferencia
de una proporcién C:N:P en un suelo saludable y otro contaminado, con
hidrocarburos en este caso. La proporcién antes mencionada de 100:10:1,
surge como recomendacion estandar para una gran gama de suelos
saludables, mientras que en suelos contaminados con hidrocarburos la
presencia de carbono se eleva enormemente, razon por la cual, incluso
luego de un tratamiento biolégico, la concentracién de carbono seguird
siendo alta, reflejando asi valores marcadamente distantes con el estandar,
como los resuitantes en el presente estudio.

Tabla 6.4: Valores de C.N:P en suelos saludables y tratados

SR 1215 ra WY RSN C :N J [ F-uotc W |
Suelos saludables
diversos <10a 100 > USEPA, 1995
Suelo sziudable de .
similares caracteristicas <10.17a1067> Carvajal, 2008
Suelo contaminado que <1447 a 20,35> Propia
recibe biorremediacién <4480a 4510 > Nustez, 2012

Elaboracién: Propia

Abordando mas profundamente ias causas que ocasionan valores de
exceso para C:N:P, se deben mencionar las siguientes:

Los resultados mostrados corresponden a un analisis hecho a los 90 dias,
lapso en que el proceso de biorremediacién se encuentra atin en su etapa
de mayor intensidad o préxima a estabilizarse, donde existe gran
acumulacion de carbono organico (Nustez, 2012).
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Se observaron variaciones no significativas en las concentraciones de
fosforo en el proceso, es entonces la concentracién de nitrogeno organico
aquella que llegado a un punto, limita la cadena de procesos de
degradacidén microbiologica de la enorme cantidad de carbono acumulado
y ofros procesos de sintesis organica (Thompson & Troeh, 1988).

En base al analisis realizado al comportamiento de los nutrientes, se hace
evidente la necesidad de apoyar el proceso mediante el aporte de nitrégeno
organico, preferiblemente a través de fijacion natural del N2 atmosférico,
puesto que se requiere dar lugar a la sintesis de moléculas organicas mas
complejas que utilicen el carbono organico abundante en esta etapa del

proceso, es decir a los 90 dias de iniciado.

En cuanto a la duracion del tratamiento realizado, se encuentra ciertamente
bajo la media presentada en otros estudios similares, que fijan el horizonte
final de evaluacion entre 75, 120, 180 y 300 dias, recalcando que para
obtener valores de C:N:P acorde a los estandares deseados, se debe aln
continuar el tratamiento (Martinez-Prado, Perez-Lopez, & Pinto-Espinoza,
2011) (Gbémez, 2001) (Lee, Kwon, Young-Min, Hae-Suk, & Woo-Sung,
2011) (Ortega, 2012)

Por lo tanto, segun la discusion precedente, podemos afirmar que la
relacion de C:N:P del suelo, luego del proceso de biorremediacion con
lodos activados, facilitara un mejor uso agricola. Esto debido a |a
incorporacion de los principales nutrientes para suelos, en especial carbono
organico, originado por la oxidacién de los TPH.

» TPH (F2 y F3).- Al inicio del tratamiento, el suelo empetrolado posee
concentraciones de 20823 y 9354 mg/Kg MS, para TPH F2 y F3
respectivamente. Al finalizar el estudio, 90 dias, las unidades de analisis
presentan valores promedios de 12658 y 5134 mg/Kg MS para TPH F2 y
F3 respectivaménte. '
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Segun los ECA para suelos {MINAM, 2013) los valores de TPH éptimos
para suelos agricolas son 1200 y 3000 (mg/Kg MS) para TPH F2 y F3
respectivamente, por lo que bajo la normativa nacional vigente, nos
encontramos ante suelos contaminados que no se encuentran

recomendados para su uso agricola.

En nuestro pais, (Rodriguez, 2009) utiliz6 un indculo de microorganismos
eficientes (EM), producto comercial que incluye 80 especies de
microorganismos, para tratar un derrame de 9000 galones de diésel (D2)
ocurrido en mayo del 2009 en la quebrada del Toro, Camané, Arequipa. La
técnica empleada fue una variacién de biopilas con aireacidon. Obtuvo una
remocién de TPH proxima a los 79,7% a los 90 dias de tratamiento, con
una concentfacién de TPH final neta de 50 017 mg/kg. Pese a la enrome
remocion, los valores finales de TPH se encuentran muy por encima de los
exigidos por los ECA para suelos. Cabe mencionar, que no se hace
diferenciacién de las fracciones de TPH indiViduaEmeﬁte, ‘pues se realizaron
los andlisis por técnicas gravimétricas, lo que dificulta su comparacién con
la norma. Pese a los altos valores referenciales de TPH en general, el autor
hizo entrega del lote tratado a la Municipalidad de Camana, cual reutilizd
este insumo en sus parques y jardines, aprovechando asi los aitos niveles
de nutrientes obtenidos por la actividad microbiana.

En un tratamiento mixto, fitorremediacién con aplicacion de diversas
fuentes de nutrientes,' (Buendia, 2012) utiliza un conjunto de residuos
organicos para biorremediar suelos contaminados con hidrocarburos.
Segun su experiencia, obtuvo mejores resultados con la aplicacion de
estiércol de vaca mas aserrin, un 25% de remocién de TPH en 60 dias, con
una concentraciéon de TPH final neta de 16 280 mg/kg. De esta forma no
iguala la eficiencia alcanzada en la presente investigacion ni logra cumplir
los valores normados en los ECA para suelos. No se hace diferenciacion
de las fracciones de TPH individualmente, pues se realizaron los analisis

por técnicas gravimétricas, lo que dificulta su comparacion con la norma.
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Pese a los altos valores de TPH en general, el autor utiliza especies
vegetales para una fitorremediacién asistida desde el inicio del tratamiento,
demostrando que cultivos, como el maiz, pueden prosperar bajo estas
condiciones con diferentes grados de crecimiento.

Por lo tanto, podemos afirmar que las concentraciones de TPH F2 y F3 del
 suelo, luego del proceso de biorremediacion con lodos activados,
disminuyeron notablemente, sin llegar a cumplir para un uso agricoia
optimo. Cabe mencionar que los antecedentes evaluados, afirman que es
posible realizar el cultivo de especies vegetales en concentraciones de TPH
similares a las obtenidas en el presente estudio, aportando esta practica a

mejorar la remediacion de suelo
c.Propiedades microbiolégicas

£l suelo nativo posee una carga microbiana variada, propia de suelos de la
region amazénica. Caracterizandose por presentar bacterias como
Pseudomonas, Rhodococcus, Acinetobacter o Bacillusentre, entre otras y
hongos del genero Apergillus, Penicililum y Candida (Orosco & Soria,
2008). Al finalizar el estudio, a los 90 dias, se observaron poblaciones
microbianas variadas con predominancia de GRAM NEGATIVAS,
asociadas a la presencia de pseudomonas, entre otras; las cuales durante
el periodo de analisis tuvieron el comportamiento tipos para el crecimiento
microbiano.

Segun (Brock, 1987) microorganismos juegan un papel indispensable en
los cicios biogeoquimicos, tanto del carbono, nitrogenc como de muchos
otros elementos, encontrando en el suelo alrededor dé 106 a 109 bacterias
por gramo de suelo, encontrandose mas bacterias Gram positivas que en
otro habitat. Y cuando el suelo estd contaminado se emplea como
indicador biologico de impacto para el crecimiento de flora y calidad de
suelo.



Experiencias como la de (Hernandez-Acosta, 2003), han demostrado que
durante los procesos de biorremediacion de suelo contaminado con
hidrocarburos se han logrado aislar cepas de bacterias Pseudomonas sp.
(bacilo gram negativo, colonias de borde redondo entero, forma circular,
color crema, colonias pequefas), asi coma Agrobacterium sp.(bacilo gram
negativo, colonia de borde redondo y entero. Forma circular convexo, color
crema, textura mucoide). Asimismo la adicion de bacterias del género
Pseudomonas (aportadas en lodos activados) llevan a cabo procesos de
biodegradacion que contribuyen a la remocién de cantidades importantes
del contaminante que asociado a la incorporacion de plantas flevan a cabo

proceso eficientes.

En otros casos como la experiencia de (Nustez, 2012) se demuestra que
en periodos cortos de aplicacién del tratamiento bioestimulante se tiene un
comportamiento creciente de la flora microbiana degradadora a diferencia
de nuestro estudio donde se tienen picos de crecimiento hasta los 60 dias

fogrando mayores tasas de remocion.

Por lo tanto, podemos afirmar que el crecimiento microbiano del suelo,
luego del proceso de biorremediacion con lodos activados, se mantiene
6ptimo para la incorporacién de plantas no presentando bacterias dafiinas
para la salud, donde algunos autores sefialan la asociacién con plantas
nitrificantes para mejor el proceso dé biorremediacién.
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CAPITULO ViI
CONCLUSIONES

7.1.Hipotesis General

‘La aplicacion de lodos activados permitira una eficiente biorremediacion

en suelo contaminado con hidrocarburos (TPH) ”.

l.a biorremediacién de suelos contaminados con petrdleo crudo, a través
de la aplicacion de lodos activados, llega a ser un proceso altamente

eficiente y sostenible.

Se concluye lo anterior, ya que el tratamiento logra remover, en séto 90
dias, hasta un 50% de la concentracidn neta hidrocarburos totales del
petréleo (TPH F2 y F3), ademas de restituir y/o mejorar ciertas propiedades
organolépticas det suelo. Resaltando, que para este tratamiento se utilizé
un residuo como insumo principal, lo que demuestra una practica de
reaprovechamiento de residuos potencialmente peligrosos, como los lodos

activados, ademas de minimizar costes para la disposicion de los mismos.

La eficiencia final del proceso del proceso de biorremediacion resulta tener

una relacién directa con el tiempo de evaluacién establecido.
7.2.Hipétesis Especifica 1

“La aplicacién de la dosis 6ptima de lodos activados permitird una eficiente

biorremediacion en suelo contaminado con hidrocarburos (TPH)”

La dosis de 20% W (lodo activado)W(suelo empetrolado) se verifica como
la dosis optima, entre las estudiadas, para permitir una eficiente
biorremediacion en suelos contaminado con hidrocarburos (TPH).

Se concluye lo anterior, toda vez que en esta unidad de anslisis se observa
la mejor tasa relativa de remocion de TPH F2 y F3, al cabo de 90 dias.

Las remociones netas de TPH F2, al cabo de 90 dias, se elevaron sélo 7%

por cada 50% adicional de lodo activado aplicado inicialmente; asi como,
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las remociones netas de TPH F3, al cabo de 90 dias, se elevaron sélo 5%

por cada 50% adicional de lodo activado aplicado inicialmente.
7.3.Hipotesis Especifica 2

“La variacién de las propiedades nativas respecio a las obtenidas luego del
proceso de biorremediacion con lodos activados permitira el uso agricola

del suelo.”

Las propiedades obtenidas luego del proceso de biorremediacion con lodos

activados no permitira el uso agricola del sueio; principalmente, a causa de

fos valores de TPH F2 y F3 superiores a lo normado en el ECA para suelos. .
Cabe mencionar, que propieédades como el olor, color, textura, temperatura,

pH y poblacion microbiana del suelo han mejorado notablemente respecto

a las condiciones iniciales de contaminacion. |
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CAPITULO ViIi
RECOMENDACIONES

Del desarrollc de la experiencia de biorremediacion de suelos
contaminados con crudo de petréleo a través de la aplicacion de lodos
activados, se tienen las siguiéntes recomendaciones para la mejora del
proceso:

s Se debe caracterizar a detalle el suelo a remediar e identificar el
consorcio microbiano incorporado gracias al lodo activado aplicado, con la
finalidad de brindar las condiciones de crecimiento necesarias para dichos
microorganismos en especifico y de esta forma, se garanticen la mejor

capacidad de degradacion del contaminante.

Considerar y evaluar con detenimiento todas las condiciones propias del
tratamiento seleccionado a realizarse, entre las mas importantes se debe
procurar, en la medida de lo posible, estabilidad térmica ambiental,
fomentar la aireacién permanente, realizar actividades mecanicas para
mejorar la estructura del suelo y tratar a capacidad de campo. Todo lo
anterior a propésito de obtener las mayores tasas de remocion con la menor
cantidad de lodos activados posible, considerando que no siempre existen
plantas de tratamiento de aguas residuales (PTAR) préximas a la zona del
tratamiento. orado gracias al lodo activado aplicado, con la finalidad de
brindar las condiciones de crecimiento necesarias para dichos
microorganismos en especifico y de esta forma, se garanticen la mejor
capacidad de degradacién del contaminante.

* Se recomienda realizar una Evaluacién de Riesgo, la Salud y el
Ambiente (ERSA) en la zona a remediar, a fin; de identificar las
concentraciones reales y especificas de contaminante que llegarian a
ocasionar dafio directo a la salud ambiental, inéluyendo la humana. Todo
esto debido a que los ECA para Suelos solo contienen valores referenciales

de contaminacion a nivel nacional, mas no de manera especifica ni certera



para cada zona del pais ni mucho menos para la realidad de cada proyecto,

que en el caso de hidrocarburos, son muy variadas.

«Complementar el presente tratamiento con fitorremediacion, usando
especies vegetales con asociaciones nitrificantes de preferencia, a partir de
los 70 a 100 dias de haber iniciado el tratamiento. Ya que en este periodo
existe una gran acumulacidén de carbono organico en suelo, que puede ser
aprovechade en la sintesis de estructuras vegetales mas complejas,
logrando en definitiva mayor degradacion del hidrocarburo contaminante.
Recomendamos utilizar esta técnica preferentemente antes de recurrira la
adicion de compuestos inorganicos comerciales, los cuales pueden

desestabilizar el proceso
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ACTIVIDADES
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PRESUPUESTO

C cz=o |

BlCRioa3 M| Grtidad | [Precis uiitario] | il costo Tl
MATERIALES - '
Agua destilada Litro 10 $/.5.00 $/.50.00
Bolsa hermética para 5008 Unidad 3 . §/.0.50 5/.1.50
Baldes Unidad 5 - 5/.5.00 $/. 25.00
| Tubo de PVC 3metros Unidad 3 '$/.1.00 5/.3.00
Soguilla Unidad 2 5/.0.50 S/.1.00
Gaveta Unidad 1 S/.25.00 $/.25.00
Martillo . Unidad 1 S/. 15.00 5/.15.00
Matraz 250m| Unidad 2 5/.10.00 $/.20.00
Bagueta " Unidad 3 $/.5.00 5/.15.00
Vaso de precipitado 100m| Unidad 3 S/. 10.00 s/.30.00
Frasco dmbar boca ancha’ Unidad 1 $/.12.00 §/.12.00
Guantes Caja x 50 Unid. 1 §/.12.00 ' §/.12.00
Mandil Unidad 4 S/.2.00 S/.8.00
Mascarilla Caja x 50 Unid. 1 5/.9.00 S/.9.00
Paleta Unidad 1 S/. 5.00 s/.5.00 .
Balanza Unidad 1 5/.75.00 S/.75.00
Papel aluminio Rollo x Smetros 1 §/.10.00 $/.10.00
Papel toalla | Rollo x 1,5metros| 2 $/.2.00 S/.4.00
T T EQUIPOS
Potenciémetro Unidad 1 $/.140.00 $/.140.00
Termémetro de alcohol Unidad 1 5/.15.00 5/.15.00
7=t ANALISIS DE LABORATORIO B
Caracterizacidn fisicoquimica de sh_elo - Servicio 5 S/. 60.00 5/.300.00
Caracterizacién TPH de suelo Servicio 1 $/.270.00 S/.270.00
Caracterizacién fisicoquimica de lodo Servicio 1 S/.75.00 S/.75.00
Caracterizacién micfobiolégica de lodo Servicio 1 §/.75.00 /. 75.00
Anilisis periédico de TPH Servicio 20 /. 270.00 $/. 5,400.00
‘ L MEDIO DE CULTIVO )
Agar Nutritivo 500g Frasco 1 5/.170.00 $/.170.00
TOTAL" S/. 6,765.50
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ANEXO 1: MATRIZ DE CONSISTENCIA

DETERMINACIAN DE (A ERLIENCIA DE BI!]RREMEDIAﬁﬂH EDN ‘U]_I]D'S ACTIVADOS EN SUELD CONTAMINADD POR HIDROCARBURDS

= General &Cuén eficiente sera la biorremediacion af aplicar lodos activados en suelo contaminadn con hidrocarburos (TPH)?
= éCusl sera la dosis dptima de aplicacitn de ldos activados para una eficiente biorremediacitn en suelo contaminado con hidrocarburas (TRH)?
= _
£ Especificos . : - .
a- ¢Cual serd la variacitn de las propiedades nativas de! suelo respecto a las obtenidas luega del proceso de biorremediacian con ledos activados?
- General Beterminar la eficiencia de biorremediacitn al aplicar Indos activados en suglo contaminads con hidracarburos (TPH).
% Detérminar |a dosis dptima de aplicacin de lodos activados para una eficiente biorremediacitn en suelo contaminada can hidrocarburos (TPH).
Y
S Especic . . . - ,
= pecticos Determinar la variacitn de las propiedades nativas del suelo respecto a las obtenidas |uego del praceso de biorremediacitn con lodos activados.
s General La aplicacitin de lodos activados permitira una eficiente biorremediacién en suelo contaminada con hidrocarburos (TPH).
2 .
E La aplicacin de la dosis tptima de lodos activados permitira una eficiente biorremediacitin en suelo contaminado con hidrocarburos (FPH).
= Especificos La variaci6n dz las propiedades nativas del suelo respecto a las obtenidas luego del proceso de biarremediacion con lodos activados permitira su uso
agricala,
e Independiente Lodos activados
—
% Interviniente Tiempo
=X
= Dependiente Biorremediacion de suelo contaminada con hidrocarburos
Independiente Concentracitn de lodo aplicado (% W/W)
INDICADDRES
Dependiante Concentracién de TPH (mg/Kg)
METODOLDGIA Disefio experimental realizado a escala de laboratorin,
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ANEXO 2: REGISTRO FOTOGRAFICO

Figura 1: Insumos para unidades de anéfisis

T “'{.}gé:mff RS ‘F  Vista "]
4baldes de aceite de 18L conGperforamones Iaterales i superior U

R —— m

- y 777Pté| mrf -
Lodos actwados frescos “ L etroleo sin refinar~

b

—

Fuente: Registro fotografico propio

Figura 2: Unidades de analisis al inicio del tratamiento

Cl1=20% Lodo c2 30% Lodo C3 = 40% Lodo

Fuente: Registro fotogréfico propia
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ANEXO 3: PROCEDIMIENTOS EXPERIMENTALES

P.E. N° 01: Determinacion del pH

Para la determinacién del potencial de hidrogeniones de cada una de las

unidades de analisis:
Se utilizaron los siguientes materiales y equipos:

- Potenciometro de bolsillo

- Agua destilada

- Bagueta

- Vasos de precipitado de 250 ml

Y se realizo el siguiente procedimiento:

Tomar una muestra de suelo (20g aproximadamente)
Adicionar agua destilada (50mL aproximadamente)
Agitacion uniforme y constante durante 2 minutos
Dejar en reposo el vaso durante 2 minutos

Introducir delicadamente el potenciometro en la fase clarificada

SR T

Anotar el valor mostrado, una vez se estabilice
Consideraciones:

v Antes de iniciar los andlisis y cada vez que exista duda de los
resultados, el potenciémetro debe ser calibrado con sus soluciones
tampoén establecidas. '

v Antes de iniciar los analisis, las unidades deben ser aireadas, mediante
movimientos enérgicos del suelo, para asi elevar su representatividad.

v Los materiales de vidrio y el potenciémetro deben ser cuidadosamente
enjuagados con agua destilada antes y después del procedimiento.

v El procedimiento debe ser realizado inmediatamente consecutivo en
cada una-de las unidades de analisis, para evitar variaciones debido a
la temperatura ambiental.
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v El procedimiento debe ser realizado de la unidad de analisis con pH
mas neutro hacia aquella mas extrema, para asi e\)itar un desajuste del
potenciémetro.

v Para la preparacion de la muestra se considera la relacién 1:1 de suelo
y agua, de- acuerdo a la Sociedad Americana de Materiales,
considerando una densidad del suelo de 2,6g/mi.

Registro Fotografico:

Figura 1: Toma de muestra de suelo en vaso de precipitado

e .azit

Figura 2: Adicién de agua
destilada, relacion 1:1 Figura 3: Agitacién uniforme
.'#E_'!'_-l‘_ oo CL o= RSPy

{-—,--—_'-qi Wo— et T e R it | By

e,
]
W
i

T AT T -

)
3 i

——

Thesd E e ntar Iiégistrol T
fotografico propio

i

" Fuente: Registro fotografico
propio
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Figura 4: Medicion de pH con equipo
calibrado para cada medicién
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P.E. N° 02: Determinacion de la temperatura

Para la determinacién de la temperatura en cada una de las unidades de

analisis:
Se utilizaron los siguientes materiales:

- Termoémetro de mercurio

- Cucharén
Y se realizé el siguiente procedimiento:

1. Realizar un orificio dentro del suelo analizado con ayuda del
cucharén individual para cada unidad de analisis.

2. Introducir verticalmente el termdmetro hasta alcanzar la altura media
de la unidad de andlisis. .

3. Mantener en esa posicion durante 1 minuto.

4. Retirar el termémetro y anotar el valor indicado.
Consideraciones:

v El termometro debe ser cuidadosamente enjuagados con agua
destilada antes y después del procedimiento, esperando 1 minuto antes
de repetir. '

v El procedimiento debe ser realizado inmediatamente consecutivo en
cada una de las unidades de analisis, para evitar variaciones debido a
la temperatura ambiental.

v Cada vez que exista duda de los resultados, el procedimiento debe ser
repetido.

v Para el procedimiento se establecié de acuerdo al Standard Method N°
B2250.
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Registro Fotografico:
Figura 1: Limpieza del Figura 2: Orificio intermedio
con agya destilada en la unidad de analisis

Fuente: Registro fotografico Fuente: Registro fotografico

Figura 3: Medicién de
temperatura por el tlempo

R - 4-'#%“: sy Mﬂﬁ-w,

ok et

uénte’ Registro fotografico
propio
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P.E. N° 03: Remocion mecanica

A cada una de las unidades de analisis se le aplico aireacion manual.

Se utilizaron los siguienies materiales:
- Paletas
- Malla de orificios de 2 mm de diametro

Y se realiz6 el siguiente procedimiento:

Mezclar en forma circular, de las paredes al centro, por 2 minutos.
2. Dar 4 vueltas en sentido horario, llevando el contenido de la unidad
de analisis desde abajo hacia arriba.
3. Al mes realizar un tamizado con la malla para mejorar las

condiciones aerobias.

Consideraciones:

v Utilizar una paleta diferente para cada unidad de anélisis,

v El procedimiento debe ser realizado con cuidado de no salpicar el
contenido, fuera de la unidad de analisis.

v Verificar en la aireacion que se abarque todos los estratos de la unidad

de analisis para asegurar las mejore condiciones aerobias.

Figura 1: Remocidn mecanica en forma circular

I TR ,-.; o
e o
A = & ; 5 _': A
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P.E. N° 04: Hidratacion

A cada una de las unidades de analisis se le aplicé agua destilada a partir
de la segunda semana de iniciado el tratamiento. Se hidraté con 5%V
(semana 2° a 4°) y 10% (semana 5° en adelante) de agua destilada.

Se utilizaron los siguientes materiales:

- Paletas
- Agua destilada
- Vaso de precipitado

Y se realizd el siguiente procedimiento:

1. Medir el volumen de agua destilada en el vaso de precipitado.
2. Agregar a la unidad de analisis en 3 partes mientras de mueve la
muestra para que se humecte homogéneamente.

Consideraciones:

v Considerar el volumen de agua a aplicar, en base a la masa de cada
unidad de anélisis. |
v El procedimiento debe ser realizado con cuidado de no salpicar el
. contenido fuera de la unidad de énélisis.

v Procurar distribuir homogéneamente el agua destilada.
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Registro Fotografico:

Figura 1: Aforo de agua destilada a
apllcar en vaso de preC|p|tado
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‘Fuente: Regxstro fotogréf co proplo

Figura 2: Remocion homogénea
durant_g Ia hldratac:lén en cada unldad
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Fuente Reglstro fotograﬁco propIO
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P.E. N° 05: Analisis Microbiolégico

Recuento de microorganismos heterétrofos mesoéfilos aerobios

totales en medio liguido

Objetivo:

Determinar el crecimiento microbiano en base al NMP de microorganismos

por cada 100 ml de muestra de suelo analizada.

Materiales;

Tubos de ensayo con tapa
Caldo nutritivo

Rejillas

Papel platino

‘Balanza

Incubadora
Autoclave

Pipeta

Propipeta

Matraz de 250 ml
Espatula

Agua destilada

Procedimiento:

1.

Pesar un gramo de suelo y se siembra en un tubo de ensayo
conteniendo 9 ml de solucién de suelo base estéril rotulado con 101
que corresponde al primer nivel de dilucion.

2. Agitar continuamente por 5 minutos y se deja reposar.

3. Tomar 1 ml del sobrenadante con otra pipeta estéril y se lo agrega

al segundo tubo con de solucién de suelo base estéril rotulado como
102, o

Se procede de la misma manera hasta el tubo correspondiente a la
Gltima dilucién 10-10,
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5. Una vez que se dispone de estos 10 tubos conteniendo la solucién
del suelo se procede a sembrar una alicuota, por duplicado, de cada
uno de ellos en caldo nutritivo realizando la técnica de dilucion limite

en un medio liquido

Calculo del numero mas probable

1. Sembrar como minimo tres tubos para cada dilucion.

2. Al cabo de una semana leer los resultados, tomandose como
positivos los tubos en los que ha habido desarrollo (se ven turbios
debido a la proliferacién de microorganismos y pelicula en la
superficie). 7

3. Se toma nota, para cada dilucién, del nﬂnﬁero de tubos positivos (+)
y se introducen los datos en la hoja de calculo de Excel programada
para el calculo estadistico del NMP.

Registro Fotografico: (Ver paginas siguientes)
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Figura 1: Andlisis microbiolégico

Preparacion de diluciones para
cada unidad de anélisis
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4.1.

ANEXO 4: INFORMES DE ENSAYO DE LABORATORIO

Caracterizacion fisicoquimica de suelo nativo

UNIVERSIDAD NACIONAL AGRARIA LA MOLINA
FACULAAD DL AGRONOMIA - DEPARTAMENTO DE SUEL0S
LANIRATORID I ANALISIS DE SUBLOS, PLAMTAS AGUAS Y FERTILIZANTHS

ANALISIS DE SUELOS : CARACTERIZACION

Solickanie : CARMEN VASOQUEZ SILVA
Ccpartirmenio ;1 SAN MARTIN Provincla : RIOJA
Distritn H Prodio
Referenciy : H.R. 48566-009C-15 Ro't; 11766 Facha  : 1102H5
Himeo do Muesim 11 Anglsis Moctnico | Gisse | CIC | Catlanta Cardiablos Symp { Surw | W
! Lo Claves ML) cco, Imo | P K JArena] Umo [Accitin] Tertura| [ ca? [wg? | & [ no” JAr?+H| dn da |8 De
: (| asm] % Rlppnlppm ] % | % } % megfi00g Coticons| Fixses | Bases
v [As00] (374 o10] 000 [207] 76 | 132 | 30 | a0 | 21 | Fr. [ 1408] 005 | 0.45] 048] 002] 190 | 281 [0 | 5|

- Ndmero da Nuesta

Lagh, Clavey

1350

N
%
£.16

A= Arena s AFr w Arens Franca ; FrA s Franth Adnoss 11, = I‘m:nL.'-l‘mLi\'mo:lﬂJmo:leA-melﬂhm:ﬁ.ﬂr.-anNﬂm
FrArt. = Franco Arclio Uimsso "As A, = A0 Atontsd  ArL, ¥ Amilid Limigso ; A, = Azeif one

Av. La Molina sfn Campus UNALM - Tolf.: 614-7800 Anexo 222 Teledax: 349-5622  o-mall; Inhsuclo@lamolina.edu.pe
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4.2. Caracterizacion de lodo

UN IVER IDAD NACIONAL AGRARIA LA MOLINA
FACULTAD DEAGRONOMIA
BORATORIO DE ANALISIS DE SUELOS. PLANTAS, AGUAS Y FERTILIZANTES

INFORME DE ANALISIS ESPECIAL DE

MATERIA ORGANICA
SOLICITANTE : CARMEN VASQUEZ SILVA
PROCEDENCIA : LtMA
MUESTRA DE : LODO
REFERENCIA : H.R. 48777
BOLETA : 1831
FECHA : 04/03/15
No
LAB CLAVES pH N P K MO,
ma/l mgiL mg/L % PV
109 6.68 1736.00 | 33370 102.50 1.39

Av. La Molina sfn Campus UNALM
Teff.: 614-7800 Anexo 222 Telefax: 349-5622
e-mail: labsuelo@lamolina.adu.pe
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4.3. Concentracién inicial de TPH F2 y F3 en suelo

’ LABORATORIO DE ENSAYO ACREDITABO POR
mm CTMLE e £} ORGAN|SMO PERUANG OF ACREDITACION

INDECOP! - SNA
EDWE CON REGISTRO N* LE-047-

11
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4.4,

LABORATORIO DE ENSAYQ ACREDITADO POR

mmc:ouuuncas SEERLES ue £) ORGANISMO PERUANO DE ACREDITACION

Concentracién TPH F2 y F3 en unidades de andlisis a los 15 dias.
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PROCIDENCTA 3 BARCTLA DE INVISTIGACION - FIARN « UNAL T
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4.5. Concentracion TPH F2 y F3 en unidades de analisis a los 30 dias.

LABORATORIO DE ENSAYO ACREDITADD POR
SIPVCEN AKALITIOCS SEMRELE o ] DRGANISMO PERUANO DE ACREDITACION

INDECOPI - SNA
CONREGISTRO N°* LE-047 .
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INFORME DE ENSAYO N° 09986-2015 -- —~  -— - o
CON VALOR OFICIAL
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RATOMN SOCIAL 1 O ASESORIA 8 CONSULTORIA ELAL -
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REFERENCLA T AHALISIS DE SLUELOS 2
PROCEDENCTA * PLASTA FIARN
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TECMA OF IMITIO 8 ENSAYOS : 20150319
WUTSTREADG PO : CL GLIEWTE
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4.6.

Concentracién TPH F2 y F3 en unidades de analisis a los 60 dias.
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4.6. Concentracién TPH F2 y F3 en unidades de analisis a los 60 dias.
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4.7. Concentracion TPH F2 y F3 en unidades de analisis a los 90 dias
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4.8.
(C3).

Concentracion TPH F2 y F3 en unidades de analisis a los 90 dias
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4.9,

Caracterizacion fisicoquimica de unidades de andlisis al término del tratamiento (C1y C2).
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4.10. Caracterizacion fisicoquimica de unidades de analisis al término del tratamiento (C3).
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