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RESUMEN

La contaminacion debido a derrames de petréleo y sus derivados,
correspondiente a las actividades hidrocarburiferas, generan un problema
critico en el ambiente y la salud, es por ello que se procedi6 a estudiar una
alternativa para la recuperacién de sitios contaminados con petroleo

mediante el uso de la biorremediacion.

El objetivo general de la investigacion es evaluar el efecto de la aplicacion,
en el proceso de remediacion, el hongo Auricularia sp. en suelo agricola
contaminado por petroleo, analizando la fraccién 2 y 3 de hidrocarburo
como indicadores, bajo las condiciones del laboratorio de microbiologia
ambiental de la Facultad de Ingenieria Ambiental y de Recursos Naturales

de la Universidad Nacional del Callao.

La metodologia consistié en la preparacion de suelo contaminado a
diferentes niveles iniciales de concentracion de petréleo, con la ausencia y
presencia del hongo Auricularia sp., dando un total de cuatro (04)
tratamientos: T1: 12 g/kg de petréleo y presencia de Auricularia sp.; T2:
12 g/kg de petrdleo y ausencia de Auricularia sp.; T3: 18 g/kg de petréleo y
presencia de Auricularia sp. y T4: 18 g/kg de petréleo y ausencia de
Auricularia sp, siendo el T2 y T4 los controles. Cada uno de los tratamientos
tuvo tres (03) réplicas, dando un total de doce (12) unidades

experimentales.



La F2 y F3 se analizo al inicio y después de catorce (14) semanas del
proceso de biorremediacién, de cada uno de los tratamientos. De los
resultados se determind que la presencia de la Auricularia sp. fue efectiva
en la degradacion de petréleo, disminuyendo la concentracion de F2 y F3
de petroleo en 64,2% y 51,2%, respectivamente, en el T1y 47,3% y 36,7%,

respectivamente, en el T3.



ABSTRACT

Pollution due to oil spills and their derivatives, corresponding to
hydrocarbon activities, generate a critical problem in the environment and
health, which is why we proceeded to study an alternative for the recovery

of oil contaminated sites using bioremediation.

The general objective of this research work was to evaluate the effect of the
application, in the remediation process, the fungus Auricularia sp. in
agricultural soil contaminated by oil, analyzing fraction 2 and 3 of
hydrocarbons as indicators, under the conditions of the environmental
microbiology laboratory of the Faculty of Environmental Engineering and

Natural Resources of the National University of Callao.

The methodology consisted in the preparation of contaminated soil at
different initial levels of oil concentration, with the absence and presence of
the fungus Auricularia sp., Giving a total of four (04) treatments: T1: 12 g /
kg of oil and presence of Auricularia sp .; T2: 12 g/ kg of oil and absence of
Auricularia sp.; T3: 18 g / kg of oil and presence of Auricularia sp. and T4:
18 g/ kg of oil and absence of Auricularia sp, being T2 and T4 the controls.
Each of the treatments had three (03) replicas, giving a total of twelve (12)

experimental units.



The F2 and F3 were analyzed at the beginning and after fourteen (14)
weeks of the bioremediation process, of each of the treatments. From the
results it was determined that the presence of Auricularia sp. It was effective
in the degradation of oil, decreasing the concentration of F2 and F3 of oil in
64,2% and 51,2%, respectively, in T1 and 47,3% and 36,7%, respectively,
in T3.
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I. PLANTEAMIENTO DE LA INVESTIGACION

1.1. Determinacién del problema

En la actualidad se observa que el medio fisico est4d siendo
impactado por diferentes factores, ya sea por la explotacién de recursos o
el mal uso de estos, lo cual se va incrementando afio a afo, siendo en
algunos casos un impacto irreversible que afecta a la flora y fauna

circundante, ademas de perjudicar la salud de las personas.

La agricultura representa la mayor proporcion de uso de la tierra por el
hombre. Solo los pastos y los cultivos ocupaban el 37 por ciento de la
superficie de tierras de labranza del mundo en 1999 (Segun la FAO). La
agricultura es un mecanismo de reduccién de la contaminacion, debido a

gue ayuda a reducir la erosién y mejora la estructura del suelo.

Uno de los principales casos de contaminacion a nivel mundial es lo
sucedido en México, ocasionado por una empresa petrolera llamada
PEMEX, este accidente ocurrid el 31 de diciembre del 2011, donde se
produjo un derrame de petroleo, el cual llegé a contaminar 3.5 hectareas a
lo largo del rio Coatzacoalcos en la ciudad de Veracruz-México, donde
hasta el dia de hoy se sigue haciendo una exhaustiva remediacion de las
areas afectadas.

En nuestro pais uno de los componentes ambientales mas importantes es
el suelo, ya que se utiliza para diversas actividades, como la ganaderia y
ampliamente en la agricultura. Recientemente se ha visto interés en
proteger este medio por parte del estado, aprobando asi en el afio 2013 los
Estdndares de Calidad Ambiental (ECA) para suelos mediante el D.S.
N°002-2013-MINAM, llegandose a dar guias para poder realizar un
adecuado monitoreo de este componente, considerando las caracteristicas
del suelo y su uso. Actualmente se cuenta con el D.S N°011-2017-MINAM,
gue son los Estandares de Calidad Ambiental vigentes, el cual derogé
al D.S. N°002-2013-MINAM.
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Un caso reciente de derrame de petréleo crudo en nuestro pais es el
reportado el 18 de febrero del 2018, terreno correspondiente a la
comunidad Nuevo Nazareth, a la altura del kilometro 12 del Ramal Norte
del Oleoducto Norperuano (ONP), cerca al distrito de Andoas, provincia
Datem del Marafion (Loreto) del Lote 192, el cual impact6 a 12
comunidades ubicadas en la cuenca del rio Pastaza (poblacion aproximada
de una poblacién de 3 765 personas), en sembrios de cacao y en aguas

del rio Pastaza.

Para dar una solucién a los casos mencionados anteriormente nos hemos
visto en la necesidad y responsabilidad de dar una contribucion a esta
problematica, es asi como aplicando la biorremediacion mediante el uso de
Auricularia  sp. en suelos agricolas contaminados por petréleo,

evaluaremos una forma eco-amigable para el tratamiento de estos.
1.2. Formulacién del problema

Para Bisquerra (2004), la formulacion del problema enmarca una
estructura y precision del problema a estudiar, debido a esto, se presenta

las siguientes preguntas a ser resultas segun las variables encontradas.
1.2.1. Problema General

¢,Cuadl es el efecto de la aplicacion de la biorremediacion mediante

el uso de Auricularia sp. en suelos agricolas contaminados por petréleo?
1.2.2. Problemas Especificos
Los problemas especificos son los siguientes:

e (Cual es el efecto de la aplicaciéon de la biorremediacion mediante el
uso de Auricularia sp. en suelos agricolas contaminados por petréleo
sobre la fraccion de hidrocarburo 2, a la concentracion de 12 g/kg de
petréleo?

e ¢ Cual es el efecto de la aplicacion de la biorremediacion mediante el

uso de Auricularia sp. en suelos agricolas contaminados por petréleo

12



sobre la fraccion de hidrocarburo 2, a la concentracion de 18 g/kg de
petréleo?

¢, Cudl es el efecto de la aplicacion de la biorremediacién mediante el
uso de Auricularia sp. en suelos agricolas contaminados por petroleo
sobre la fraccion de hidrocarburo 3, a la concentracion de 12 g/kg de
petréleo?

¢,Cual es el efecto de la aplicacion de la biorremediacién mediante el
uso de Auricularia sp. en suelos agricolas contaminados por petroleo
sobre la fraccion de hidrocarburo 3, a la concentracion de 18 g/kg de

petréleo?

1.3. Objetivos de lainvestigacion

1.3.1. Objetivo General

Determinar el efecto de la aplicacion de la biorremediacion mediante

el uso de Auricularia sp. en suelos agricolas contaminados por petroleo.

1.3.2. Objetivos Especificos

Los objetivos especificos son los siguientes:

Determinar el efecto de la aplicacidon de la biorremediacion mediante el
uso de Auricularia sp. en suelos agricolas contaminados por petréleo
sobre la fraccion de hidrocarburo 2, a la concentracion de 12 g/kg de
petréleo.

Determinar el efecto de la aplicacion de la biorremediacion mediante el
uso de Auricularia sp. en suelos agricolas contaminados por petroleo
sobre la fraccion de hidrocarburo 2, a la concentracién de 18 g/kg de
petréleo.

Determinar el efecto de la aplicacion de la biorremediacion mediante el
uso de Auricularia sp. en suelos agricolas contaminados por petréleo
sobre la fraccion de hidrocarburo 3, a la concentracion de 12 g/kg de

petréleo.
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e Determinar el efecto de la aplicacion de la biorremediacion mediante el
uso de Auricularia sp. en suelos agricolas contaminados por petréleo
sobre la fraccion de hidrocarburo 3, a la concentracién de 18 g/kg de

petroleo.
1.4. Justificacion

La tesis titulada “biorremediacion mediante el uso de Auricularia sp.
en suelos agricolas contaminados por petréleo” se basa en los siguientes

argumentos que a continuacién se presentan:
1.4.1. Por su naturaleza

La naturaleza de esta investigacion es la biorremediacion de suelos
contaminados con petréleo, debido a que es un tema sensible a diferentes
niveles, ecosistemas y para diferentes personas, de manera directa e

indirecta.
1.4.2. Por su magnitud

La presente tesis de investigacién se implementara de manera ex
situ (laboratorio implementado) en un volumen aproximado de 10,5 | de
suelo agricola. Su magnitud tiene un aporte significativo debido a que
biorremediara el suelo donde se implementard y esto a su vez se puede
implementar en areas mas extensas donde se presenten suelos agricolas

contaminados con hidrocarburos con ayuda de esta Auricularia sp.
1.4.3. Por su vulnerabilidad
La presente investigacion no considerara los siguientes temas:

e Nutrientes (bioestimulacion).

¢ Indicadores biologicos (plantas).

e Suelo residencial o comercial/industrial.
e Realizarlo de manera in situ.

e Tiempo de evaluacion mayor a cuatro (6) meses.

14



1.4.4. EconGmicay sociopolitica

La presente tesis promueve la biorremediacion de suelos agricolas,
ya que estos suelos es donde se utilizan para generar recursos alimenticios
para las personas, ya sea de manera directa e indirecta, por ello la
importancia de mantener este tipo de suelo en buenas condiciones y libre
de contaminantes, debido a que esto genera una pérdida econdémica para
las personas y al estado de manera indirecta porque un suelo al estar
contaminado con petroleo se vuelve infértil y hace que se genera pérdida
de recursos como alimentos y especies; ademas de ello este tipo de

tratamiento de suelo es mucho mas econdmica que las quimicas.
1.5. Importancia

La importancia de esta investigacion se ve reflejada en las
necesidades que se tratan de satisfacer, donde los ejes mas importantes

son los siguientes:
1.5.1. Importancia Ambiental

Las propuesta innovadora y eco amigable, para para dar una
solucion a un a problemética ambiental como es un suelo agricola

contaminado con petréleo correspondiente a malas practicas o accidentes.
1.5.2. Importancia Social

El tratamiento de suelo agricola contaminado con petréleo utilizando
Auricularia sp. ayuda a darle una solucion rapida, oportuna y sin poner en
riesgo actividades propias de la zona al momento de buscar recuperar el

suelo y buscar que se vuelva a las condiciones iniciales previas al incidente.
1.5.3. Importancia Econémica

El aprovechamiento de recursos naturales y propio de zonas calidas,
donde mayormente se realizan las actividades de extraccion de
hidrocarburos, hace que este tratamiento sea rentable y al alcance de las

zonas afectadas.
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Il. MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes del estudio

2.1.1. Antecedentes Internacionales

Nustez desarrollé la tesis “Biorremediacion para la degradacion de
hidrocarburos totales presentes en los sedimentos de una estacién de
servicio de combustible” de la estacion de servicio de combustible
INTEGRA de Dosquebradas — Risaralda — Colombia. EI método de
investigacion fue experimental, cuyo objetivo fue el de evaluar el efecto de
la biorremediacion y bioestimulacion de sedimentos contaminados con
hidrocarburos. Se utilizd la Bioaumentacion donde se adiciond
microorganismos adaptados a hidrocarburos, mientras que para la técnica
de bioestimulacion, se adiciond un nutriente (Urea), se le afiadia agua y se
realizaba un volteo manual, a la misma vez se realizé un seguimiento de la
temperatura, pH y porcentaje de humedad una vez por semana, la duracién
total de la investigacion fue de veintitrés (23) semanas. Pasadas las
veintitrés (23) semanas las tasas de degradacion de Hidrocarburos Totales
variaron entre 79,7%y 93,4%. Presentdndose la mas alta en el experimento
en la réplica del experimento. Se adicion6 Nutriente (Urea) mas
Microorganismos (SSMN). (Nustez Cuartas, 2012)

Wang et al publicaron el articulo “Bioremediation of diesel and
lubricant oil-contaminated soils using enhanced landfarming system”. El
método de investigacion fue experimental, cuyo objetivo fue evaluar el
potencial de la aplicacién de un mejoramiento de la tierra para biorremediar
suelos contaminados por lubricante y diésel. Se realizé un estudio de
microcosmos para evaluar las condiciones Optimas de tratamiento con la
adicion de diferentes aditivos y estudiar la efectividad de la aplicacion del
landfarming mejorado para la limpieza de suelos contaminados con
Hidrocarburos Totales de Petréleo cominmente conocido por sus siglas
TPH. Los resultados demuestran que los aditivos de los lodos activados y

el compost podrian dar lugar al aumento de las poblaciones microbianas
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del suelo y aumentar la eficiencia de degradacion de la TPH (hasta un 83%
de la eliminacion de TPH con 175 dias de incubacién) con un TPH inicial
de 4100 mg / kg. (Wang, Kuo, Hong, Chang, & Kao, 2016)

Simbafia presentd la tesis “Biorremediacion de Suelos
Contaminados con Hidrocarburos de la Parroquia Taracoa en Francisco de
Orellana, Mediante EI Hongo Pleurotus Ostreatus”. EI método de
investigacion fue experimental, cuyo objetivo fue Biorremediar el suelo
contaminado con hidrocarburos de la parroquia Taracoa en Francisco de
Orellana, mediante el hongo Pleurotus ostreatus. Se realiz6 mediante
biopilas, donde se usaron sustrato de alverja (tratamiento A), bagazo
(tratamiento B) y cacao (tratamiento C), los cuales fueron replicados tres
veces, en celdas de 2 kg cada una, durante un periodo de seis semanas.
Los resultados demostraron que el tratamiento C fue el mas eficiente en la
degradacion de TPH (hasta un 92,11%), le siguio el tratamiento A (hasta
un 85,14%) y el tratamiento B (hasta un 76,2%), lo cual demuestra al hongo

Pleurotus ostreatus como un buen biorremediador. (Simbafa, 2016)
2.1.2. Antecedentes Nacionales

La Revista del Instituto de Investigacion de la Universidad Nacional
Mayor de San Marcos, publicé el articulo “Biorremediacion de suelos
contaminados por hidrocarburos mediante el compost de aserrin y
estiércol” aplicado en la Refineria la Pampilla en el Callao EI método de
investigacion fue experimental, cuyo objetivo fue evaluar el uso de compost
de aserrin y estiércol en la biorremediacion de suelos contaminados por
hidrocarburos. Se aplico el modelo estadistico de Disefio Experimental
Completamente al Azar (DCA), con tres repeticiones y doce tratamientos
sumando un total de 36 grupos experimentales, por un periodo de dos
meses. Los resultados de la dosificacion del suelo contaminado por
hidrocarburos, estiércol y aserrin en promedio disminuyeron 22.5% el
contenido de hidrocarburos en el suelo, empleando solo estiércol disminuy6

16.5% y usando solamente aserrines disminuy6 9.6%. El mejor tratamiento
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fue el tratamiento (T3) suelo contaminado méas vacaza mas aserrin de
bolaina, puesto que la concentracion inicial de hidrocarburos totales de
petréleo (TPH) fue de 21.81 gr de TPH/kg de suelo, ha disminuido en 16.28
gr de TPH/kg de suelo, que representa una reduccion del 25%. Siendo este

tratamiento lo mas recomendable a usar. (Buendia R., 2012)

Samanez presentd la tesis “Biodegradacién bacteriana por
bioestimulacion en suelos contaminados con petréleo crudo”, donde se
empled la capacidad degradadora de la las bacterias (bioaumentacion)
Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter, calcoaceticus y Bacillus sp.,
asimismo se utilizé la bioestimulacion (C/N : 100:1 y NPK: 20:20:1). Los
resultados de la investigacion, donde se alcanzé una degradacion de 71,4%
de petrdleo de la combinacion de bacterias con fertilizantes inorganicos;
asimismo las bacterias nativas con fertilizantes inorganicos obtuvieron una
degradacion de 66,7% de petréleo, luego la bioaumentacion logré una
degradacion de 61,9% de petréleo, siguiéndolo con una degradacion de
52,3% la bioaumentacion de bacterias nativas y finalmente el control

abidtico con una degradacion del 28%. (Samanez, 2008)
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2.2. Bases Legales

2.2.1. Ley General del Ambiente N° 28611

La Ley General del Ambiente aprobado mediante Ley N°28611, el
15 de octubre del 2005.

En el articulo IX, del Principio de Responsabilidad Ambiental, menciona que
“El causante de la degradacién del ambiente y de sus componentes, sea
una persona natural o juridica, publica o privada, esta obligado a adoptar
inexcusablemente las medidas para su restauracion, rehabilitacion o
reparacion segun corresponda o, cuando lo anterior no fuera posible, a
compensar en términos ambientales los dafios generados, sin perjuicio de
otras responsabilidades administrativas, civiles o penales a que hubiera
lugar”. (Ministerio del Ambiente, 2005).

2.2.2. Estandar de Calidad Ambiental para Suelos

El Estandar de Calidad Ambiental para Suelos (ECA-Suelo), fue
aprobado mediante el D.S. N° 011-2017-MINAM para suelo Industrial y uso
agricola, el 02 de diciembre del 2017, los cuales se muestran en la Tabla 1
(MINAM, 2017).

Los ECA para suelo se consideran un referente obligatorio para el disefio y
aplicacion de instrumentos ambientales y son aplicables para los
parametros asociados a las actividades productivas, extractivas y de

servicio.
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Tabla 1
Estandares de Calidad Ambiental para Suelo

Usos del Suelo (mg/kg)

Parametros
Agricola  Industrial/Extractivo
Organicos
Benceno 0,03 0,03
Tolueno 0,37 0,37
Etilbenceno 0,082 0,082
Xileno 11 11
Naftaleno 0,1 22
Fraccion de hidrocarburos F1
(C5-C10) 200 500
Fraccion de hidrocarburos F2
(C10-C28) 1200 5 000
Fraccion de hidrocarburos F3
(C28-C40) 3 000 6 000
Benzo(a)pireno 0,1 0,7
Bifenilos policlorados — PCB 0,5 33
Aldrin 2 10
Endrin 0,01 0,01
DDT 0,7 12
Heptacloro 0,01 0,01
Inorganicos
Cianuro libre 0,9 8
Arsénico total 50 140
Bario total 750 2 000
Cadmio total 1,4 22
Cromo VI 0,4 1,4
Mercurio total 6,6 24
Plomo total 70 1200

Fuente: D.S. N°011-2017-MINAM
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2.2.3. Guia de Muestreo de Suelos

La Guia para Muestreo de Suelos, aprobada mediante el R.M. N°
085-2014-MINAM, el 9 de abril del 2014 (Ministerio del Ambiente, 2014a).

Esta guia es aplicale para el muestreo de suelos en proyectos y para sitios
contaminados en los que la autoridad competente determine que no se
cumplieron con los objetivos de remediacion previstos en el instrumento de

gestion ambiental.

Establece el muestreo de identificacion, de detalle, de nivel de fondo y de
comprobacion de la remediacion. Asimismo, especifica los criterios para la
determinacion del nimero de muestras, asi como medidas de calidad para

la toma y el manejo de muestras de suelos.

2.2.4. Guia para la Elaboracion de los Planes de Descontaminacion

de Suelos

La Guia para la Elaboracién de los Planes de Descontaminacion de
Suelos, aprobada mediante el R.M. N° 085-2014-MINAM, el 9 de abril del
2014 (Ministerio del Ambiente, 2014b).

Esta guia establece lineamientos para la actuacién de los titulares de
actividades extractivas, productivas o de servicios responsables de la
descontaminacion de suelos contaminados, donde se evidencia que un

sitio supera las concentraciones establecidas en el ECA-Suelo.

El Pla de Descontaminacion de suelos consta de tres fases, las cuales son:
Fase de identificacion (Previo a la elaboracién del PDS), Fase de

caracterizacion (Elaboraciéon del PDS) y Fase de remediacién
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2.3. Bases Tebdricas

2.3.1. Biorremediacion

Como precisa:

La biorremediacion es el uso de organismos vivos, principalmente
microorganismos, para degradar los contaminantes ambientales en formas menos
toxicas. Utiliza bacterias y hongos o plantas naturales para degradar o desintoxicar
sustancias peligrosas para la salud humana y/o el medio ambiente (Vidali, 2011)
En el parrafo anterior el autor nos ilustra que la biorremediacion es un
tratamiento utilizado en los diferentes campos de la ingenieria ambiental
mediante el cual se puede llegar a descontaminar diferentes medios,

utilizando mayormente microorganismos.

Uno de los tratamientos mas adecuados para descontaminar el suelo
contaminado y gue es menos agresivo por las caracteristicas que presenta,
es la biorremediacion debido al uso de degradadores de origen natural,
tales como hongos o bacterias, que son introducidos con el fin de consumir,
degradar y descomponer los contaminantes, a niveles en los que no
presente un riesgo para la salud y la calidad del medio ambiente (Garzén,

Rodriguez Miranda, & Hernandez Gémez, 2017).

2.3.1.1. Microorganismos en la Biorremediacion

Los microorganismos usados en biorremediacion se dividen en cuatro

grupos importantes (L6pez, 2007):
e Bacterias

Las bacterias son los organismos mas abundantes en el suelo, donde
mayormente se encuentran en comunidades heterogéneas, donde algunos
trabajan conjuntamente como agentes degradadores primarios, y otros

como secundarios.

Son capaces de procesar sustancias dafinas para el medio ambiente de
manera quimica convirtiéndolos en productos inocuos como metales

pesados, azufre, entre otros.
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e Hongos

Los hongos actuan sin afectar a las plantas o animales. Estos emplean la

materia organica como fuente de carbono y energia.

Las setas, mohos y levaduras son los hongos mas abundantes en el suelo,

pero cabe recalcar que en menor cantidad que las bacterias.

Las hifas en el suelo contaminado enzimas extracelulares que atentan los
contaminantes. Adema4s, los hongos son activos a pH mas &cidos a
comparacion de las bacterias, donde especies crecen a pH menor de 5, y

son mas sensibles a la variacién del contenido en humedad.
e Algas

Las algas son unicelulares y otras son filamentosas, donde la mayoria de
son acuaticas, y otras en menor cantidad en el suelo. El diéxido de carbono
(CO2) y/o aniones bicarbonatados (HCO™3) sirven como fuente de carbono
para su crecimiento, y la energia proviene de la adsorcién de la luz por

pigmentos fotosintéticos produciendo oxigeno.
e Protozoos

Los protozoos son microorganismos que se alimentan de otros organismos,
donde necesitan de agua para sus acciones metabolicas, donde pueden
llegar a consumir gran cantidad de bacterias en el afio, donde la mayor
tendencia se da en la rizosfera donde se puede encontrar una fuente de

alimento preparada para los microorganismos (Eldor, 2007).
2.3.1.2. Bioestimulacion

Como precisa:

Se basa en la estimulacion de la actividad catabdlica de los microorganismos
indigenas mediante la adicién de minerales nutrientes limitantes, el suministro de
oxigeno u otros aceptores de electrones y el mantenimiento de condiciones

adecuadas de temperatura, pH y humedad (Jaime Leal et al., 2017).
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Como lo indica la definicion anterior, los microorganismos ya existentes o
nativos, son estimulados mediante la aplicacion de bioestimulante, el cual
puede ser nutrientes, que estaran en funcion de las caracteristicas y

necesidades nutricionales del microorganismo a bioestimular.
2.3.2. Auricularia Spp.

La Auricularia spp. presenta un gran potencial para la
biorremeadiacion debido a que presenta un potencial para la produccion de
biomasa (absorcién de contaminante dentro de la biomasa) y metabolitos
secundarios (ocurre generalmente debido a condiciones de agotamiento de

nutrientes).

Auricularia spp. es una seta producida a escala industrial, es conocida
como hongo oreja u oreja gelatinosa de palo. Se ha realizado la descripcion
de alrededor de quince especies, entre ellas se encuentran: A. auricula, A.
polytricha, A. delicata, A. mesentérica, A. cornea, A. peltata, A.
fuscosuccinea, y A. auricula-judae; siendo las dos primeras las mas

producidas y estudiadas a nivel mundial (Ortiz et al., 2016).

Una de las caracteristicas mas representativas es que posee un sistema

enzimatico capaz de degradar madera en descomposicion.

Segun Stamets, su composicidn nutricional es: 8-10 % de proteina; 0,8-1,2
% de grasa,; 84-87 % de carbohidratos; 9-14 % de fibra y 4-7 % de cenizas.

2.3.2.1. Pardmetros de Operacion

Las condiciones ambientales que son requeridas por la cepa segun el
Banco de Recursos Genéticos de Auricularia spp. con fines industriales,

son las que se muestran a continuacion (Ortiz et al., 2016).
e pH

El rango oscila entre un pH acido y neutro. Para alcanzar este rango, se le
puede adicionar urea y carbonato de calcio al medio de cultivo, debido a

gue ayuda a estabilizar el pH gracias al efecto tampén que se genera.

24



e Temperatura

Este parametro afecta la germinacion de las esporas, las cuales se inhiben
fuera del rango de los 10 a 40 °C, siendo 30 °C la temperatura 6ptima de
germinacion. Otras caracteristicas que se ven afectadas por este parametro
es el color y la estructura del hongo, debido a que a temperaturas bajas el
carpoforo se torna mas oscuro y grueso, donde el rango Optimo de
temperatura varia entre 25 a 30 °C.

e Humedad

Esto esta relacionado con la cantidad de agua en la que se encuentra la
cepa. Si se presenta un bajo nivel de agua, esto afecta la capacidad del
micelio para absorber y transportar nutrientes, por lo que el micelio se seca;
por otro lado, un alto nivel de agua dificulta la circulacion del oxigeno y del
CO2 en el sustrato. La humedad relativa menor al 80% podria causar la

deshidratacion y evitar el desarrollo de la seta.

e |ntensidad de Luz

Este pardmetro estimula la fructificacion de Auricularia sp, cuando la
intensidad de luz es superior a 500 lux durante el periodo de incubacion,
puede dar lugar a la formacion prematura de primordios. También se
relaciona con el color y la estructura del hongo, pues una mayor exposicion

se promueve la formacién de carp6foros mas oscuroeta.

2.3.2.2. Taxonomia

La taxonomia correspondiente a la Auricularia es la que se muestra

a continuacion:

e Division: Basidiomycota

e Subdivision: Basidiomycotina

e Clase: Phragmobasidiomycetes
e Subclase: Incertae sedis

e Orden: Auriculariales
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e Familia: Auriculariaceae

La funcion principal de esta seta es la oxidacion de compuestos fendlicos y
no fendlicos de bajo y medio potencial redox, asi como de colorantes
sintéticos de alto potencial redox derivados de antraquinonas (Maté Mate,
2013).

Esta seta contiene la enzima DyP (dye-decolorizing peroxidase), lo que
confiere una mayor plasticidad catalitica a este importante conjunto de

enzimas
2.3.3. Petréleo Crudo

Como precisa:

El petréleo crudo es una mezcla extremadamente compleja y variable de
compuestos organicos, donde la mayoria de los ellos son hidrocarburos, que
varian en peso molecular desde el gas metano hasta los altos pesos moleculares
de alquitranes y bitimenes. Estos hidrocarburos pueden presentarse en un amplio
rango de estructuras moleculares: cadenas lineales y ramificadas, anillos
sencillos, condensados o aromaticos (Torres Delgado & Zuluaga Montoya, 2009).
El petréleo es un producto generado por varios procesos en un largo
periodo de tiempo, sometido a ciertas condiciones ambientales. Este es una

mezcla de compuestos organicos mayoritariamente hidrocarburos.

2.3.3.1. Clasificacion

La clasificacibn se da segun su base, donde cada base posee
caracteristicas fisicas y quimicas definidas, donde a cada uno de estos

tipos de petréleo se les da un determinado uso.

e Crudos de Base Nafténica

Llamados también cicloparafinicos. Este tipo de petrdleo contiene una gran
cantidad de fracciones volatiles, es decir que se evaporizan rapidamente y
en ciertos casos pueden llegar a ser tan livianos que son casi pura nafta.

Este tipo de crudo en usado mayormente para combustion interna en
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motores. Se encuentran generalmente en Perud, California y Golfo de
México.

e Crudos de Base Parafinica

En este tipo los mas livianos se queman sin formar humo, otros resisten el
calor. Este tipo de crudo en usado mayormente para elaborar lubricantes.
Se encuentran generalmente en Pensilvana, West Virginia y centro de

Estados Unidos.

e Crudos de base Asfaltica

Este tipo de petrdleo estd conformado por una estructura compleja, que
contiene azufre, alquitrdn y asfalto; estos dan la mayor cantidad de
combustibles pesados. Se encuentran generalmente en México,

Venezuela, California y el Caribe.

e Crudos de Base Mixta

En este tipo de petréleo se esta considerando los que estdn compuestos

por crudos nafténicos, parafinicos y asfaltictos en proporciones igualadas.

2.3.3.2. Fraccion de Hidrocarburos

Las fracciones de hidrocarburo se dividen en tres, como se define a

continuacion.
e Fraccion de Hidrocarburos F1 o Hidrocarburos Fraccion Ligera

Segun como lo define en la Guia para la Elaboracion de los Planes de
Descontaminacion de Suelos, como una mezcla de hidrocarburos que
contienen entre cinco y diez atomos de carbono (Cs a Cio). Estos
hidrocarburos deben analizarse en los productos desconocidos derivados

del petréleo, petrdleo crudo, gasavion, gasolvente, gasolinas, gas nafta.
e Fraccion de Hidrocarburos F2 o Hidrocarburos Fraccion Media

Segun como lo define en la Guia para la Elaboracion de los Planes de

Descontaminacion de Suelos, como una mezcla de hidrocarburos que
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contienen entre diez y veintiocho atomos de carbono (Cio a Cz2s). Estos
hidrocarburos deben analizarse en la mezcla de productos desconocidos
derivados del petréleo, petréleo crudo, gasoéleo, diesel, turbosina,
gueroseno, mezcla de creosota, gasavion, gasolvente, gasolinas, gas

nafta.

e Fraccion de Hidrocarburos F3 o Hidrocarburos Fraccion Pesada

Segun como lo define en la Guia para la Elaboracion de los Planes de
Descontaminacion de Suelos, como una mezcla de hidrocarburos que
contienen entre veintiocho y cuarenta atomos de carbono (Czs a Cao). Estos
hidrocarburos deben analizarse en la mezcla de productos desconocidos
derivados del petréleo, petréleo crudo, combustdleo, parafinas, petrolatos,

aceites derivados del petrdleo.
2.3.4. Suelo

El suelo es el lugar donde el hombre realiza diversas actividades y habitan

ecosistemas, siendo asi, el medio natural més importante.

Como precisa:

El suelo es uno de los ecosistemas mas complejos de la naturaleza y uno de los
habitats mas diversos de la tierra: alberga una infinidad de organismos diferentes
gue interactlan entre si y contribuyen a los ciclos globales que hacen posible la
vida (FAO, 2015).
En el parrafo anterior, la Organizacién de las Naciones Unidas para la
Alimentacion y la Agricultura (FAO), menciona la importancia del suelo en
los diferentes ecosistemas que existen, y que son el soporte para que exista

la vida en los diferentes niveles dentro de la cadena alimenticia.

Ademas, cabe recalcar que este ecosistema, esta compuesto por materia

organica, organismos vegetales y animales, minerales, aire y agua.

El suelo se ha formado por accién de procesos erosivos, que han

desintegrado las rocas superficiales. Las plantas y animales al morir, son
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desintegrados por los microorganismos y transformados en materia

organica.
2.3.5. Contaminacion de Suelo con Petréleo

La contaminacion del suelo con Petrdleo se debe mayoritariamente
a la explotaciéon de petroleo, debido a que posee el mayor riesgo potencial
de contaminacion de suelos, por accion de las actividades propias de las
operaciones de esta industria, como los es la perforacion, explotacion,

transporte, refinado y comercializacion.

Las afectaciones que se pueden observar en el suelo es el crecimiento
vegetal, debido a la presion de oxigeno, aumento de la presion de HC
gaseosos, disminucion del intercambio gaseoso de la raiz, disminucion del
intercambio de nutrientes entre el suelo y la solucién por encapsulado de
agregados y generando adicionalmente una marcada deficiencia de
nutrientes para el crecimiento vegetal (Mendoza & Portal, 2000).

2.4. Definiciones
Algunos de los términos utilizados en esta tesis son:

e Biorremediacion: La biorremediacion es una técnica para limpiar
suelos contaminados de una forma muy practica ya que se usan a los
mismos microorganismos que viven en el suelo y el subsuelo (Iturbe
Arguelles, 2010).

e Bioaumentacion: La bioaumentacion es la eliminacion acelerada de
compuestos no deseados de sitios de desechos peligrosos
contaminados o biorreactores utilizando organismos autéctonos o
aléctonos de tipo salvaje o genéticamente modificados (Boon, Goris, De
Vos, Verstraete, & Top, 2000).

e Contaminante: Cualquier sustancia quimica que no pertenece a la
naturaleza del suelo o cuya concentracién excede la del nivel de fondo
susceptible de causar efectos nocivos para la salud de las personas o
el ambiente (MINAM, 2013).
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Estandar de Calidad Ambiental (ECA): Es la medida que establece el
nivel de concentracion o del grado de elementos, sustancias o
parametros fisicos, quimicos y biolégicos, presentes en el aire, agua o
suelo, en su condicién de cuerpo receptor, que no representa riesgo
significativo para la salud de las personas ni al ambiente. Segun el
parametro en particular a que se refiera, la concentracion o grado podra
ser expresada en maximos, minimos o rangos (Ministerio del Ambiente,
2005).

Hidrocarburos de fraccion media (F2): Mezcla de hidrocarburos
cuyas moléculas contengan entre diez y veintiocho carbonos (C10 a
C28). Los hidrocarburos fraccion media deben analizarse en los
siguientes productos: mezcla de productos desconocidos derivados del
petréleo, petréleo crudo, gasoleo, diesel, turbosina, queroseno, mezcla
de creosota, gasolvente, gasolinas, gas nafta, entre otros (MINAM,
2017).

Hidrocarburos de fraccién pesada (F3): Mezcla de hidrocarburos
cuyas moléculas contengan entre veintiocho y cuarenta &tomos (C28 a
C40). Los hidrocarburos fraccion pesada deben analizarse en los
siguientes productos: mezcla de productos desconocidos derivados del
petréleo, petrdleo crudo, parafinas, petrolatos, aceites del petréleo,
entre otros (MINAM, 2017).

Suelo: 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, 2017).

Suelo Agricola: Suelo dedicado a la produccion de cultivos, forrajes y
pastos cultivados. Es también aquel suelo con aptitud para el
crecimiento de cultivos y el desarrollo de la ganaderia. Esto incluye
tierras clasificadas como agricolas, que mantienen un habitat para
especies permanentes y transitorias, ademas de flora y fauna nativa,

como es el caso de las areas naturales protegidas (MINAM, 2017).
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Hidrocarburo: Comprende todo compuesto organico, gaseoso, liquido
o soélido, que consiste principalmente de carbono e hidrogeno

(Presidencia de la Republica, 1993)

Setas: Son una pequefa parte de un ser vivo mas grande, el hongo.
Las setas son el fruto del hongo que hay bajo tierra y que en la mayoria
de los casos, contribuye de forma muy importante al fortalecimiento de
los bosques, haciendo pactos de unidon hongo-arbol, a los que llamamos
micorrizas. Estas micorrizas, permiten al arbol crecer mas fuerte y

soportar niveles de estrés superiores (Campos & Arregui, 2010).
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I1l.  VARIABLES E HIPOTESIS

3.1. Variable de lainvestigacién

Para demostrar y comprobar la hipétesis formulada, se determind las

siguientes variables.

Variable Independiente: X = Biorremediacion mediante el uso Auricularia
sp.

Dichas especies de hongos reconocidos como de “pudricién blanca”
son lignicolas saprofiticas o parasitas. Estos son considerados los mas
eficientes descomponedores de madera duras como los residuos agricolas,

permitiendo el acceso a la celulosa (Rosero Delgado, 2016).

Esta variable es la que biorremediara al suelo contaminado con petréleo

(variable dependiente).
Variable Dependiente: Y = Suelo contaminado con petréleo

El crudo de petroleo se caracteriza por ser una matriz (compuesto)
contaminante que contiene una elevada diversidad de compuestos, por lo
gue es un sustrato ideal para evaluar el potencial catabdlico de cepas o
consorcios microbianos de interés en biorremediacion (Torres Delgado &

Zuluaga Montoya, 2009).

Esta variable estara sujeta a los cambios positivos que pueda generar la
Auricularia sp. (Variable independiente), sobre él, ya que mejorara la

calidad del suelo.
3.2. Operacionalizacion de variables

En la Tabla 2 se presentan las variables e indicadores de la presente

investigacion.
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Tabla 2
Variables e Indicadores

Variables Indicadores

» Adaptabilidad de la
Auricularia sp.

» Factor de
bioacumulacion de

Biorremediaci6on mediante la

Variables o : )
aplicacion de Auricularia sp.

Independiente

(X1). petréleo de la Auricularia
sp.
» Concentracion inicial y
Variable Suelo contaminado con final de F2.
Dependiente petréleo (Y). » Concentracion inicial y

final de F3.

3.3. Hipotesis
3.3.1. Hipoétesis General

‘La aplicacion de la biorremediacion mediante el uso de

Auricularia sp. es efectiva en suelos agricolas contaminados por petréleo”.
3.3.2. Hipétesis Especificos
Las hipotesis especificas son:

e La aplicacion de la biorremediacion mediante el uso de Auricularia sp.
es efectiva en suelos agricolas contaminados por petréleo sobre la
fraccion de hidrocarburo 2, a la concentracion de 12g/kg de petréleo.

e La aplicacion de la biorremediacion mediante el uso de Auricularia sp.
es efectiva en suelos agricolas contaminados por petréleo sobre la
fraccion de hidrocarburo 2, a la concentracién de 18g/kg de petréleo.

e La aplicacion de la biorremediacion mediante el uso de Auricularia sp.
es efectiva en suelos agricolas contaminados por petrdleo sobre la

fraccién de hidrocarburo 3, a la concentracién de 12g/kg de petréleo.
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e La aplicaciéon de la biorremediaciéon mediante el uso de Auricularia sp.
es efectiva en suelos agricolas contaminados por petrdleo sobre la

fraccion de hidrocarburo 3, a la concentracion de 18g/kg de petréleo.
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IV.METODOLOGIA

4.1. Tipo de investigacion

La presente investigacion es de tipo experimental, ya que se desea
corroborar los efectos de su intervencidon mediante la manipulacién de las
condiciones de investigacion, controlando una o mas variables
independientes, ademés se observa la variable dependiente para
determinar los efectos resultantes (Behar Rivero, 2008).

Asimismo, la investigacion es también de caracter explicativo, ya que su
interés se centra en explicar porque ocurre un fenbmeno y en qué
condiciones se manifiesta o porque se relacionan dos o mas variables

(Hernandez Sampieri, 2014).

4.2. Disefio de la investigacion

En la Figura 1 se muestra el disefio de investigacion:
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Fase 1: Procedimientos Previos

Auricularia

Petréleo

Suelo

Almacenado
en Tubos de
Ensavo

Trigo + Agua
Tri | (hidratacion —
ngo - 24 horas)
—

Pesado de
Petréleo (57,6
y 86,49)

Recoleccién
de Suelo
Adaricola

A\ 4

Cultivo en
Placas Petri

3 semanas

Trigo en
Bolsas
(100g/bolsa)

Fase 2: Preparacion

Fase 3: Biorremediacion

Auricularia +
Trigo
(bolsa)

Petroleo + Suelo
(mezcla 12y
18a/Ka)

Inoculacién
de la Cepa
en el Suelo

Fase 4: Final

14 semanas

Suelo
biorremediado
(tratado)

Figura 1 Esquema del Disefio de Investigacion
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4.2.1. Fase 1: Procedimientos Previos

Los procedimientos previos llevados a cabo en la Fase 1 fueron los
siguientes:

4.2.1.1. Reactivacion del micelio Auricularia sp.

Se procedi6 a cultivar la cepa del hongo Auricularia sp., la cual se
encontraba en tubos de ensayo y luego se procedio6 a colocarlas en placas
Petri de 9 cm de diametro con Agar Papa Dextrosa (PDA). Para esto se
realizaron los siguientes pasos:

e Se prepar6 100 ml de agar papa dextrosa para luego esterilizarlo en el
autoclave a una temperatura de 121°C durante 30 minutos. Después se
dejé enfriar a temperatura ambiente;

e Se distribuy6 el agar en placas Petri (en condiciones asépticas) y se
dejé enfriar hasta que adquiriera una consistencia gelatinosa; y

e Con un asa se inocul6 la cepa de Auricularia sp. en las placas con el

agar.

Finalmente, se esperd durante 2 semanas hasta que el micelio colonizo

toda la placa (Ver Figura 2).

Figura 2 Placas Petri con Auricularia sp.
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4.2.1.2. Preparacion del sustrato (trigo)

Los granos de trigo fueron seleccionados retirando ramas y/o
piedras, luego se hidrataron durante 12 horas, para después dejarlo secar
por 8 horas. El trigo fue colocado en bolsas de polipropileno de 500 g de

capacidad para ser esterilizadas en la autoclave a una temperatura de 121°

C durante 30 minutos (Ver Figura 3).

Figura 3 Trigo en Bolsas

4.2.1.3. Obtencion de la muestra de Crudo de Petroleo

La muestra de petréleo se obtuvo como donacion del laboratorio de
la Facultad de Ingenieria de Petroleo, Gas Natural y Petroquimica de la
Universidad Nacional de Ingenieria. (Ver Figura 4).
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Figura 4 Petrdleo utilizado

4.2.1.4. Recoleccién de muestras de Suelo y Caracterizacion

Se recolectaron muestras de suelo de la Universidad Nacional

Agraria la Molina (UNALM), segun lo siguiente:

e Se procedid a limpiar la zona de ramas, piedras y/o hierbas, en un area
aproximada de 1x1 m;

e Se realizé la excavacion de un éarea de 0,4x0,4 m con 0,3 m de
profundidad; y

e Se homogeniz6 la muestra y se descart6 las grabas, para luego tomar
aproximadamente 15 kg. (Ver Figura 5)

La caracterizacion del suelo se presenta en la seccién 5.1.
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Figura 5 Suelo Agricola de la UNALM

Una muestra del suelo recolectado fue llevada al laboratorio para ser
analizada y caracterizada. Los pardmetros evaluados y los métodos de

analisis empleados se muestran en la Tabla 3.
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Tabla 3

Parametros y Métodos de Analisis

Caracteristicas

Método Empleado

Textura
Salinidad

pH

Calcareo total
(CaCO0:s)

Materia organica

Fosforo disponible

Potasio disponible

Capacidad de
intercambio catiénico
(CIC)

K*y Na* cambiables

Caz* y MgZ+
cambiables

Acidez Cambiable
F2

F3

Método del hidrébmetro

Medida de la CE en un extracto acuoso de
relacion suelo: agua 1:1 en volumen

Medida potenciométrica en la suspension suelo:
agua de relacién 1:1 en volumen

Método gaso - volumétrico utilizando un
calcimetro

Método de Walkley y Black. Oxidacion del
carbono organico con dicromato de potasio en
medio sulfarico y determinacion del dicromato
residual por titulacion con sulfato ferroso.
Método de Olsen modificado. Extraccion con
NaHCO3 0.5 M pH 8.5 y determinacion del P en
el extracto por colorimetria.

Extraccion con acetato de amonio INpH 7 y
determinacion de K en el extracto por
espectrometria de emision atdbmica en llama.
Saturacién con acetato de amonio 1IN pH 7'y
determinacién del amonio adsorbido por
desplazamiento con KClI, reaccion con
formaldehido y titulacion acido-base.
Extraccion con acetato de amonio 1IN pH 7'y
cuantificacion por espectrofotometria de emision
atomica en llama.

Extraccion con acetato de amonio INpH 7 y
cuantificacion por espectrofotometria de
absorcion atémica en llama.

Extraccion con KCI 1N y cuantificacion por
titulacion &cido-base.

EPA 8015 C, Rev 3. Nonhalogenated Organics
by Gas Chromatography. 2007

EPA 8015 C, Rev 3. Nonhalogenated Organics
by Gas Chromatography. 2007
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En la Tabla 4 muestra categorias de calificacion de algunos parametros del

suelo evaluado. Asimismo, los resultados de caracterizacion se presentan

en la seccion 5.1.

Tabla 4
Calificacion de Algunos Parametros de Caracterizacion
Pardmetro Unidad Valor Clasificacion Referencia
<55 Fuertemente acido
5,6 -6,0 Moderadamente acido
6,1-6,5 Ligeramente acido United States
pH i 6,6 -7,3 Neutro Department of
(1:1) 7,4-78 Ligeramente alcalino Agriculture,
79-84 Moderadgmente 2017
alcalino
>8,5 Fuertemente alcalino
: <5 Muy bajo Cornell
Capggdad cmole kar 5-15 Bajo University
. . 1 9 15 - 25 Medio Copperative
intercambio i
catiénico 25-40 Alto Extension,
> 40 Muy alto 2007
0,0-0,5 Extremadamente bajo Woods and
. 0,5-1,0 Bajo
Materia . Research
L % peso 1,0-2,5 Moderadamente bajo
Organica Laboratory,
25-6,0 Moderado 1997
> 6,0 Alto
0 No calcareo
=0-2 Ligeramente calcéreo Food and
~2-10 Moderadamente Agriculture
Carbonatos % peso calcareo Organization
~10-25 Fuertemente calcareo of the United
> o5 Extremadamente Nations, 2006
calcareo
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4.2.2. Fase 2: Preparacion

4.2.2.1. Preparacion del suelo contaminado

Se procedio a pesar el petroleo y el suelo (por separado) con el

objetivo de obtener suelo contaminado con petréleo a dos concentraciones.

Se peso un total de 15 kg de suelo, la cual fue dividida en dos bandejas

(7,5 kg cada uno). Luego se procedio a pesar el petroleo necesario para

cada bandeja, y de esta manera obtener las concentraciones deseadas:

)] 12 gramos de petroleo por kilogramo de suelo y

1)) 18 gramos de petrdleo por kilogramo de suelo.

Los calculos realizados se muestran en la Tabla 5.

Tabla 5
Calculos de suelo
. Petroleo
Concentracion . )
Calculos necesario
(9/kg)
(9)
12 g de petroleo Xg
kg de suelo 7,5 kg de suelo
12 P 7,5 kg de suelo x 12g de petroleo 90
B 1 kg de suelo
X =90 g de petroéleo
18 g de petréleo Xg
kg de suelo 7,5 kg de suelo
18 P 7,5 kg de suelo * 18 g de petroleo 135

1 kg de suelo

X =135 g de petroéleo

Luego se procedié a agregar el petrdleo en el suelo y a mezclarlos para que

se homogenice. (Ver Figura 6).
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Figura 6 Preparacion del Suelo

Una vez obtenido el suelo contaminado, se procedié a tomar
muestras para su envio al laboratorio Servicios Analiticos Generales S.A.C.
(SAG) (Ver Figura 7), el cual se encuentra certificado por INACAL. Los
parametros analizados fueron las fracciones de hidrocarburos 2y 3 (F2'y
F3).

Figura 7 Muestra Enviada a Andlisis
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4.2.2.2. Inoculacién de la cepa en el sustrato

Pasadas las dos (02) semanas de incubacion de las placas Petri con
la cepa de Auricularia sp., se procedié a la inoculacion de esta en el

sustrato.

En la camara de flujo laminar, se colocoé las placas Petri colonizadas y las
bolsas (8 bolsas) con trigo, Dentro de la camara se procedio a cortar las
laminas de sustrato colonizado en cuatro (04) fracciones, para luego
inocular las bolsas que contienen trigo con la Auricularia sp. en igual

cantidad.

Figura 8 Inoculacidn de la Cepa en el Sustrato (trigo)

Finalmente se cerraron las bolsas y se dejaron incubar en oscuridad total,
a una temperatura de 25°C durante tres (03) semanas o hasta que el trigo
se presento invadido totalmente por el hongo (esto se determiné mediante

observacion constante que se le brindé a las bolsas).

Por otro lado, se dej6é una parte del trigo sin inocular, aproximadamente

1,5kg (este sirvio como blanco).
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4.2.3. Fase 3: Biorremediacion

Con la finalidad de cumplir los objetivos planteados, se estudiaron
dos (02) factores: la aplicacion de Auricularia sp. y la concentracion inicial
de petréleo. El primer factor consté de dos (02) niveles: 0 %p/p de
Auricularia sp. (control) y 10% p/p de Auricularia sp. ElI segundo factor
constdé de también dos (02) niveles: 12 g/kg (1,186 p/p) de petréleo y
18 g/kg (1,768 p/p) de petrdleo. De esta manera se establecié un arreglo
factorial de 2x2, lo cual significd un total de cuatro (04) tratamientos, con
tres (03) repeticiones cada uno, por lo que se obtuvo un total de doce (12)
unidades experimentales. (Ver Tabla 6).

Tabla 6
Tratamientos

Concentracion del

. . Petroleo Numero de Tiempo de
Tratamientos Inoculo (g/kg) Réplicas Biorremediaciéon
(% p/p) 9g P
T1 10 12 3 14 semanas
T2 0 12 3 14 semanas
T3 10 18 3 14 semanas
T4 0 18 3 14 semanas

4.2.3.1. Inoculacién del trigo en el suelo contaminado por petréleo

Se procedio a colocar el suelo contaminado en envases de vidrio de

2 litros de capacidad, luego se agrego el trigo de la siguiente manera:

e Trigo con el hongo (Auricularia sp.) en los tratamientos: T1y T3

e Trigo sin el hongo en los tratamientos: T2 y T4.

Las cantidades en cada uno de los tratamientos se muestran en la Tabla 7.
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Tabla 7
Cantidad de Suelo, Petroleo y Trigo por Tratamiento

. Peso de suelo Petroleo Trigo
Tratamientos
9) (9) (9)
T1 1250 15,0 125
T22 1250 15,0 125
T3 1250 22,5 125
T4* 1250 22,5 125

aSe le agrego trigo sin la cepa.

Finalmente se procedio a tapar todos los envases con gasas, para evitar la
entrada elementos extrafios, ademas de asegurar la aireacion del suelo
(Ver Figura 9).

Figura 9 Unidades Experimental al Inicio del Proceso

4.2.3.2. Proceso de biorremediacion

El proceso experimental se desarroll6 desde el 04 de abril al 12 de

julio del 2018, dando un total de catorce (14) semanas.

Se mantuvo en un ambiente a similares condiciones de temperatura
durante las catorce (14) semanas. Ademas, se mantuvo la humedad a un
promedio de 20%, en cada uno de los frascos; esto se logré agregando

agua destilada periédicamente.
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Asimismo, se realizé el analisis de la F2 y F3 al inicio y al final del proceso

de biorremediacion.

4.3. Poblacion y muestra

4.3.1. Poblacién

La poblacién estudiada en la presente tesis comprende el suelo
agricola de la Universidad Nacional Agraria la Molina, que cuenta con un
area aproximada de 2 000 m? de donde se obtuvo la muestra

representativa.
4.3.2. Muestra

Para la obtencion de la muestra se considerd un area en especifico
de la Universidad Nacional Agraria la Molina, donde se realiz6 una calicata
de la cual se retiraron 15 kg en total.

4.4. Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos

La toma de muestra de suelos para el presente estudio se basoé en
la Guia de Muestreo de Suelos (D.S. 085-2014-MINAM) publicado por el
Ministerio del Ambiente.

Los equipos y materiales para la toma de muestra fueron: espatula, frasco
de vidrio ambar, papel aluminio, guantes, alcohol, mechero, cadena

custodia y compresa.

Para la obtencidén de las muestras que se enviaron a analizar, se tomaron
cantidades iguales de suelo de cada una de las tres (03) réplicas por
tratamiento (esta muestra sera de 500g, segun requerimiento del
laboratorio para el analisis). El total de muestras analizadas para esta

investigacion fue de 6 muestras de 500g cada una. (Ver Foto 9).
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| \, Muestra de
>
500gr

Figura 10 Toma de muestra

El andlisis de las fracciones de Hidrocarburos (F2 y F3) se realiz6 en el
laboratorio acreditado Servicios Analiticos Generales (SAG), el cual se

encuentra ubicado en Av. Naciones Unidas 1565, Cercado de Lima.
45. Procesamientos de recoleccion de datos

El procedimiento de recoleccion de datos se realiz6 en las
instalaciones del laboratorio de Microbiologia de la Facultad de Ingenieria
Ambiental y de Recursos Naturales (FIARN) de la Universidad Nacional del
Callao (UNAC).

El control de los tratamientos se realizara a través de dos (02) andlisis en
las cuales se determinara la concentracion de las fracciones de
hidrocarburos: F2 (Hidrocarburos fraccion media) y F3 (Hidrocarburos
fraccion pesada), durante el plazo de aproximadamente catorce (14)

semanas. La frecuencia de dicho analisis sera de la siguiente manera:

e Control 1: Al inicio del proceso de biorremediacion.
e Control 2: Al final del proceso de biorremediacion (14 semanas

después).

49



Asimismo, se plantea hacer seguimiento de la temperatura con una

frecuencia semanal.
4.6. Procesamiento estadistico y analisis de datos

El plan de andlisis estadisticos de datos se realizara con la obtencion
de los resultados sobre los parametros medidos en el los distintos
experimentos, los cuales serd procesados con la aplicacion del paquete
estadistico Minitab 18.

El ordenamiento de los instrumentos se realizé de la siguiente manera:
Ordenamiento de datos, determinacion en medidas de tendencia central,
de dispersion en forma global y por tratamientos, la comparacion de
graficas obtenidas, con las cuales se realizard la discusion y la

comprobacién de nuestra hipétesis.
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V. RESULTADOS

Los resultados obtenidos se presentan a continuacion:
5.1. Caracterizacion del Suelo

Los resultados de caracterizacion de suelo se muestran en la Tabla 8 .

Tabla 8
Resultados de Caracterizacion del Suelo
Parametro Unidad Suelo
pH - 7,6
Conductividad Eléctrica dS m+? 0,72
CaCOs g kgt 46,0
Materia Organica g kgt 1,6
P disponible mg kg 1,2
K disponible mg kg? 56
Arena (A) g kg? 400
Andlisis Mecéanico Limo (L) g kg? 430
Arcilla (Ar) g kgt 170
Clase Textural* - Franco
CIC medida cmolc kg 10,88
CIC efectiva cmolc kgt 10,88
Ca*? cmolc kgt 8,97
Cati Mg*? cmolc kgt 1,40
Intercillrgggsbles K* cmolckg™ 0.29
Na* cmolc kg? 0,23
Al*e + HY cmolc kg 0,00
Saturacion de Bases % 100
Acidez cambiable % 0
Fraccion de hidrocaburos 2 mg/kg N.D.
Fraccion de hidrocaburos 3 mg/kg N.D.

Nota: N.D.: no detectado

El suelo analizado tuvo textura franca y pH neutro. Su capacidad de
intercambio catiénico (CIC) efectiva fue baja (10,88 cmolc kg?), propio de

suelos con baja habilidad de retener nutrientes y pobre en materia organica.
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El nivel de materia organica fue bajo. El contenido de carbonatos se

clasific6 como calcareo.
5.2. Control Visual del Crecimiento de la Auricularia sp.

Durante el proceso de biorremediacién se evalué visualmente el

proceso de crecimiento del hongo (ver Figura 11, Figura 12 y Figura 13).

Figura 11 Inicio del Proceso de Biorremediacion

Figura 12 Luego de 4 Semanas del Proceso de Biorremediacion
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Figura 13 Crecimiento de la Auricularia sp. Tratamiento 3

5.3. AnalisisdelaF2y F3 en el suelo contaminado

5.3.1. Anaélisis Inicial

Tal como se indicé al inicio del Experimento se procedi6é a hacer el
analisis de suelo de cada uno de los tratamientos, con el objetivo de
conocer la concentracion inicial de la F2 y F3 de hidrocarburos presente.
Las concentraciones promedio obtenidas a partir del analisis de las tres
réplicas realizadas en cada tratamiento se muestran en la Tabla 9.
Asimismo, en el Anexo 2 se muestran los resultados de laboratorio

correspondiente a este periodo.
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Tabla 9
Concentraciones Iniciales Promedio

Tratamiento F2 F3
(mg/kg) (mg/kg)
T1 2255,0 2447,0
T2 2255,0 2447,0
T3 3386,0 2774,0
T4 3386,0 2774,0

5.3.2. Analisis Final

Luego de pasadas las catorce (14) semanas del proceso de
biorremediacion, se procedi6 al analisis de suelo. Las concentraciones
promedio obtenidas a partir del analisis de las tres (03) réplicas realizadas
en cada tratamiento se muestran en la Tabla 10. Asimismo, en el Anexo 3

se muestran los resultados de laboratorio, correspondiente a este periodo.

Tabla 10
Concentraciones Finales Promedio
: F2 F3
Tratamiento (mg/kg) (mg/kg)
T1 807,2 1193,0
T2 1557,0 1451,0
T3 1785,1 1757,0
T4 3030,0 2569,0

5.3.3. Niveles de Reduccion de F2y F3

A partir de los andlisis de concentracion inicial y final en cada uno de
los tratamientos realizados, se procedi6 a calcular los niveles de reduccién

absoluto y porcentual de la F2 y F3 mediante las siguientes formulas:
Reduccion Absoluta.= Ci — Cf;

Ci—Cf
Ci

% Reduc.= x100 ...(1)
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Con aplicacion de la formula (1) se obtuvo los resultados presentados en la
Tabla 11, el Gréfico 1 y Gréfico 2.
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Tabla 11

Reduccion Absolutay Porcentual de F2 y F3 (mg/kg)

_ F2 F3
Tratamiento — ) : . ) .
Inicio Final Reduccién % Inicio Final Reduccioén %
T1 22550 807,2 1447.8 64,2 2447.0 1193,0 1254.,0 51,2
T2 2255,0 1557,0 698,0 31,0 24470 1451,0 996,0 40,7
T3 3386,0 1785,1 1600,9 47.3 27740 1757,0 1017,0 36,7
T4 3386,0 3030,0 356,0 10,5 2774,0 2569,0 205,0 7.4
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VI. DISCUSION DE LOS RESULTADOS

6.1. Contrastacion de hipétesis con los resultados

La contrastacién de la Hipodtesis “La aplicacion de la biorremediacion
mediante el uso de Auricularia sp. es efectiva en suelos agricolas
contaminados por petroleo” se realiz6 mediante pruebas estadisticas las
cuales fueron: el Andlisis de Varianza (ANOVA) y la Prueba Tukey. Los

resultados de estas se muestran a continuacion.
6.1.1. Concentracién de F2

Analisis de Varianza (ANOVA)

Se planted la hipétesis nula (Ho) y la hipotesis de investigacion (Hi)

de la siguiente manera:

e Ho: Existen diferencias entre los promedios de los tratamientos, P> 0,05

e Hi: Existen diferencias entre los promedios de los tratamientos, P<=0,05

Luego, se realizé el analisis de varianza para determinar si existe diferencia
entre los tratamientos o si todos estos son iguales, con el fin de rechazar o
aceptar, la hipotesis nula en cada uno de los casos. Los valores usados en

el andlisis se indican en la Tabla 12.

Tabla 12
Reduccion Neta de la F2

Tratamientos

Repeticiones

T1 T2 T3 T4
R1 1447,8 698,0 1600,9 356,0
R22 1592,6 767,8 1761,0 391,6
R3* 1303,0 628,2 1440,8 320,4

a Valores calculados considerando un +/- 10 de error del laboratorio

El analisis de varianza se realizo en el programa Minitab 18. Los resultados

obtenidos se muestran en la Tabla 13.
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Tabla 13
Resultados del Cuadro ANOVA para la F2

Origen de Suma de Grados Promedio Valor
las Cuadrados de de los F  Probabilidad Critico

Variaciones Libertad Cuadrados para F

Entre 3194715,2 3 1064905,1 80,8  2,5E-06 4,06

grupos

Dentrode 1454605 8 13182,6

los grupos

Total 3300175,6 11

Como se aprecia en la tabla anterior, el valor P es menor a 0,05 (2,5E-06),
por lo que se rechaza la hipétesis nula (HO) y se acepta la hipétesis de

investigacion (Hi), con lo que se concluye que al menos uno de los

tratamientos es diferente.

Una vez rechazada la hipétesis nula (HO), se procede a realizar la Prueba
de Tukey con la finalidad de identificar que tratamiento o tratamientos son
los que presentan una diferencia significativa respecto a los demas, y asi

verificar si el uso de Auricularia Sp. ayuda en la degradacion de la

concentracion de F2.

Prueba de Tukey

Los pasos por seguir son los siguientes:

a) Calcular la Diferencia Honestamente Significativa (HSD, por sus

siglas en inglés).

La HSD, se calcula mediante la siguiente férmula:

o Mse
HSD = Multiplicador * — (2)

Donde:

Multiplicador = valores criticos para la prueba de Tukey (Ver Anexo 4);

Suma de cuadrados dentro de los grupos
Mse = gTF -3y

Grados de libertad dentro de los grupos

n = NUmero de elementos (repeticiones) en cada uno de los grupos
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Por lo tanto, aplicando la ecuacion (2) la HSD para la F2, es de:

o Mse 105460,48
HSD = Multiplicador * — = 4,53 « B T— = 300,29

b) Céalculo de media aritmética en cada uno de los tratamientos.

Segun lo mostrado en la Tabla 12, se muestra la Tabla 14, que se

muestra a continuacion.

Tabla 14
Promedios por Tratamiento
Tratamiento T1 T2 T3 T4
Promedio 1447,80 698,00 1600,92 356,02

c) Obtencion de la Tabla Tukey

La elaboracion de la tabla Tukey se calcula con el valor absoluto de
la resta entre las medias entre tratamientos | X|, tal como se muestra en la
Tabla 15.

Tabla 15
Tabla del Método Tukey
T1 T2 T3 T4
T1 [XT1-XT2]| |XT1-XT3]| |XT1-XT4|
T2 - |XT2-XT3]| |XT2-XT4|
T3 - - |XT3-XT4|
T4 - - -

En la Tabla 16 se muestra los resultados de la aplicacién del método Tukey

para la F2.
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Tabla 16
Resultados del Método Tukey para la F2

T1 T2 T3 T4
T1 749,8 1531 1091,8
T2 - 902,9 342,0
T3 - - 1244.9
T4 - - -

d) Identificacién de Tratamientos Significativamente Diferentes

Finalmente, la identificacion de los Tratamientos Significativamente
Diferentes se realiza a partir de la resta entre y las medias |X|y el HSD, en
donde los valores positivos son los tratamientos que presentan diferencia
entre si. Asimismo, a mayor valor, mayor es la diferencia entre tratamientos
(ver Tabla 17).

Tabla 17
Comparacion Medias y HSD
Comparaciones Prueba Tukey HSD Diferencia

T1-T2 749,8 300,29 449,51
T1-T3 153,12 300,29 -147,17
T1-T4 1091,78 300,29 791,49
T2-T3 902,92 300,29 602,63
T2-T3 341,98 300,29 41,69
T3-T4 1244,9 300,29 944,61

Nota: Los valores en color X presentan una diferencia significativa.

Se prestara principal atencion en la comparacion de los T1y T2 versus los
tratamientos T3 y T4, respectivamente, ya que de estas comparaciones se
podra saber si el uso de Auricularia sp. (a diferentes concentraciones
iniciales de petroleo) es significativo. Asimismo, también se considera la
comparacion entre los tratamientos T1 y T2, los cuales cuentan con

Auricularia sp. aunque con concentraciones diferentes (Ver Grafico 3).
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Grafico 3 Comparacion Medias y HSD

Del Gréfico 3 se puede apreciar que la mayor diferencia entre tratamientos
ocurrio entre el T3 (Ci: 18 mg/kg y presencia de Auricularia sp.) y T4 (Ci:
18 mg/kg y ausencia de Auricularia sp.), por lo que se demuestra que la
accion del hongo en el T3, favorecio considerablemente en la reduccién de
la F2. Ademas, como se observo en los resultados la reduccion en el T3

aumentoé en aproximadamente 36% mas, respecto del T4.

En el caso de la comparacion del T1 (Ci: 12 mg/kg y presencia de
Auricularia sp.) y T2 (Ci: 12 mg/kg y ausencia de Auricularia sp.), se pudo
observar que la accién de la Auricularia sp. ayudd a la reduccion de la

concentracion de F2 en el T1 en un 33% mas, respecto del T2.

Asimismo, de la comparacion entre los tratamientos T1 (Ci: 12 mg/kg y
presencia de Auricularia sp.) y T3 (Ci: 18 mg/kg y presencia de Auricularia
sp.) se pudo observar que la accidbn de la Auricularia sp. no fue
significativamente diferente, esto considerando que las concentraciones de

F2 y F3, al inicio del proceso de biorremediacion, fueron diferentes.
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6.1.2. Concentracién de F3

Anélisis de Varianza (ANOVA)

Se planted la hipotesis nula (HO) y la hipotesis de investigacion (Hi)

de la siguiente manera:

e HO: Existen diferencias entre los promedios de los tratamientos, P> 0,05

e Hi: Existen diferencias entre los promedios de los tratamientos, P<=0,05

Se realiz6 el analisis de varianza para determinar si existe diferencia entre
los tratamientos o si todos estos son iguales, con el fin de rechazar o
aceptar, la hipotesis nula en cada uno de los casos. Los valores utilizados

se indican en la Tabla 18.

Tabla 18
Reduccion Neta de la F3

Tratamientos

Repeticiones

T1 T2 T3 T4
R1 1254,0 996,0 1017,0 205,0
R22 1379,4 1095,6 1118,7 225,5
R3* 1128,6 896,4 915,3 184,5

a Valores céalculados considerando un +/- 10 de error

El analisis de varianza se realiz6 en el programa Minitab 18. Los resultados

obtenidos se muestran en la Tabla 19.

Tabla 19
Resultados del Cuadro ANOVA parala F3
Origen de Suma de Grados Promedio Valor
las Cuadrados de de los F  Probabilidad Critico
Variaciones Libertad Cuadrados para F
Entre Grupos 1881450 3 627150 68,9 4,6E-06 4,06
Dentro delos 4554 9 8 9102,1
Grupos
Total 1954266,9 11
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Como se aprecia en la tabla anterior, el valor P es menor a 0,05 (4,6E-06),
por lo que se rechaza la hipétesis nula y se concluye que al menos uno de

los tratamientos es diferente.

Una vez rechazada la hipétesis nula (HO), se procede a realizar la prueba
de Tukey con la finalidad de identificar que tratamiento o tratamientos son
los que presentan una diferencia significativa respecto a los demas, para
verificar si el uso de Auricularia Sp. ayuda en la disminucion de

concentracion de F3.

Prueba de Tukey

Como se mencion6 previamente se siguen los siguientes pasos:

a) Calcular la Diferencia Honestamente Significativa (HSD, por sus

siglas en inglés).

La HSD, se calcula mediante la formula (2):

Mse 66397,79
HSD = Multiplicador * — = 4,53 * —5 = 249,52

b) Célculo de media aritmética en cada uno de los tratamientos.

Tabla 20
Promedios por Tratamiento
Tratamiento T1 T2 T3 T4
Promedio 1254.0 996,0 1017,0 205,0

c) Obtencion de la Tabla Tukey

En la Tabla 21 se muestra los resultados de la aplicacién del método Tukey

para la F3.
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Tabla 21

Resultados del Método Tukey para la F3

T1 T2 T3 T4
T1 259,0 237,9 1049,0
T2 - 21,0 791,0
T3 - - 812,0
T4 - - -

d) Identificacién de Tratamientos Significativamente Diferentes

Finalmente, la identificacion de los Tratamientos Significativamente

Diferentes se realiza a partir de la resta entre y las medias |X| y el HSD, en

donde los valores positivos son los que tratamientos que presentan

diferencia entre si. Asimismo, a mayor valor, mayor es la diferencia entre

tratamientos.

Tabla 22
Comparacion Medias y HSD
Comparaciones IX] HSD Diferencia

T1-T2 258,0 2495 8,5
T1-T3 237,0 2495 -12,5
T1-T4 1049,0 2495 799,5
T2-T3 21,0 2495 -228,5
T2-T3 791,0 2495 541,5
T3-T4 812,0 2495 562,5

Nota: Los valores en color X presentan una diferencia significativa.

Al igual que con la F2, se prestara principal atencion en la comparacion de

los T1 y T2 versus los tratamientos T3 y T4, respectivamente, ya que de

estas comparaciones se podra verificar si el uso de Auricularia sp. (A

diferentes concentraciones iniciales de petroleo) es significativo. Asimismo,

también se considera la comparacion entre los tratamientos T1 y T2, los

cuales cuentan con Auricularia sp. aunque con concentraciones diferentes.
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Grafico 4 Comparacion Medias y HSD

Del Gréfico 4 se puede apreciar que la mayor diferencia entre tratamientos
ocurrio entre el T3 (Ci: 18 mg/kg y presencia de Auricularia sp.) y T4 (Ci:
18 mg/kg y ausencia de Auricularia sp.), por lo que la accién del hongo en
el T3 favoreci6 considerablemente en la reduccion de la F3. Ademas, como
se observd en los resultados la reduccion en el T3 se elevdo en

aproximadamente 29% mas, respecto del T4.

En el caso de la comparacion del T1 (Ci: 12 mg/kg y presencia de
Auricularia sp.) y T2 (Ci: 12 mg/kg y ausencia de Auricularia sp.), se pudo
observar que la accion de la Auricularia sp. ayudé a la reduccion de la F3

en el T1 en un 11% mas, respecto del T2.

Asimismo, de la comparaciéon entre los tratamientos T1 (Ci: 12 mg/kg y
presencia de Auricularia sp.) y T3 (Ci: 18 mg/kg y presencia de Auricularia
sp.), se desprende que la concentracion de hidrocarburo inicial, 12 y 18
mg/Kg, respectivamente, para la F3, no es significativamente relevante en

la accion de la Auricularia sp. durante la biorremediacion.
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6.2. Contrastacion de resultados con otros estudios similares

Respecto a la realizacion de estudios similares a la presente
investigacion, se puede mencionar el estudio titulado “Biorremediacion de
suelos contaminados con hidrocarburos de la Parroquia Taracoa en
Francisco de Orellana, mediante el hongo Pleurotus ostreatus”
realizado por Simbafa en la ciudad de Riobamba, Ecuador (Simbafia,
2016).

Dicha investigacion estuvo enfocada en evaluar la accion del hongo
Pleurotus ostreatus en la biorremediacion de suelo contaminado con
hidrocarburos, mediante la técnica de biopilas. Se utilizaron tres tipos de
sustrato: arveja, bagazo y cacao, constituyéndose en tres tratamientos los
cuales fueron triplicados, obteniéndose un nueve unidades experimentales.
Luego obtenidos los resultados del andlisis de TPH (Hidrocarburos totales
de petréleo) antes y después de la biorremediacion, se procedié a
determinar si existia una diferencia significativa entre los tratamientos y se
aplicé el modelo estadistico TUKEY, con el objetivo de encontrar el
tratamiento mas adecuado. Se obtuvo que porcentajes de reduccién de 76,
85y 92% (dependiendo del tipo de sustrato), demostrando que el hongo es

eficaz en la remediacién de hidrocarburos totales de petréleo.

De esta manera se puede observar que los resultados de aplicacién de
biorremediacion en suelo contaminados con hidrocarburos fueron
ligeramente mayores que los obtenidos en la presente tesis, en los que se
obtuvo un rango de reduccion, de la F2 'y F3 de 51 a 64%. Asimismo, cabe
resaltar que si bien existen diferencias metodolégicas entre ambas
investigaciones como: tipo de sustrato y tiempo de biorremediacion; existe

una relacion en los resultados tal y como se menciono.

Por otro lado, como indica el articulo “Biorremediacion de suelos
contaminados por hidrocarburos mediante el compost de aserrin y
estiércol” realizado por Buendia (2012), se realizdé un experimento a nivel

de bioensayos, en la Universidad Nacional Agraria La Molina, en el cual se
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evalué el poder de biorremediacién del compost de aserrin y estiércol en la
degradacion de hidrocarburos (TPH) en suelos contaminados con
hidrocarburos, durante un periodo de dos meses. Los resultados obtenidos
indicaron que el compost con vacaza mas aserrin de bolaina, obtuvo la
mayor reduccion (de 21,81 g de TPH/kg de suelo a 16,28 g de TPH/kg de
suelo), representando un 25% de reduccion de TPH, mientras que en los
suelos tratados con aserrin y estiércol organico se presento un reduccion
de 22,5%. De esta manera se puede observar que la presente
investigaciéon tuvo un porcentaje de reduccién mas elevado respecto de la
investigacion realizada por Buendia (2012), aunque se debe precisar que
el porcentaje inicial de hidrocarburos en dicha investigacion fue de

aproximadamente 50% mas (Buendia R., 2012).
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VIl. CONCLUSIONES

La presente tesis ha formulado las siguientes conclusiones:

El hongo Auricularia sp. tiene la capacidad de remediar los suelos
contaminados por hidrocarburos (F2 y F3), lo cual demuestra que
nuestra hipotesis es correcta.

El hongo Auricularia sp. tiene mayor efectividad de remediacion de
suelos contaminados con petréleo que la atenuacién natural o el
landfarming.

El Tratamiento 1 presentd una degradacion de la F2 de petréleo de
64,2%.

El Tratamiento 1 presenté una degradacion de la F3 de petréleo de
51,2%.

El Tratamiento 3 presenté una degradacion de la F2 de petrdleo de
47,3%.

El Tratamiento 3 presenté una degradacion de la F3 de petrdleo de
36,7%.

La mejor remocién de la F2 se presentdé en el Tratamiento 1 (Ci:
12 mg/kg y presencia de Auricularia sp.).

La mejor remocion de la F3 se presentd en el Tratamiento 1 (Ci:
12 mg/kg y presencia de Auricularia sp.).

La mejor remocién absoluta de la F2 se present6 en el Tratamiento 3
(Ci: 18 mg/kg y presencia de Auricularia sp.), con un valor de
1600,9 mg/kg.

La mejor remocion de la F3 se presentd en el Tratamiento 1 (Ci:
12 mg/kg y presencia de Auricularia sp.), con un valor de 1254,0 mg/kg.
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VIiIl. RECOMENDACIONES

La presente tesis ha formulado las siguientes recomendaciones:

e Realizar la caracterizacion del suelo contaminado considerando todos
los parametros establecidos en el ECA para Suelo, D.S. 011-2017-
MINAM, tales como pardmetros orgénicos (benceno, tolueno,
etilbenceno, xileno, naftaleno, entre otros) e inorganicos (cianuro libre,
arsenico, bario cadmio, entre otros).

e Continuar con la investigacién teniendo en cuenta la proporcion
peso/peso entre el suelo contaminado y sustrato con Auricularia sp.

e Realizar la investigacion considerando diferentes tipos de suelo como
variables, con el objetivo de identificar el suelo en el que la Auricularia
sp. tiene una mayor eficiencia.

e Realizar la investigacion con diferentes concentraciones, que no sean
ni a 12mg/kg y 18mg/kg.

e Realizar el experimento considerando otras variables (temperatura,

humedad, etc.) propias de la Auricularia sp.
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Anexo 1: Matriz de Consitencia

Problema

Objetivo

Hipotesis de Investigacion

Metodologia

Operacionalizacion de Variables

Problema General

Objetivo General

Hipétesis General

Tipo

Variable

Indicador

Variable Independiente (X)

¢ Cual es el efecto de la aplicacion
de la biorremediacion mediante el
uso de Auricularia sp . en suelos
agricolas contaminados por
petréleo?

Determinar el efecto de la aplicacion
de la biorremediacion mediante el
uso de Auricularia sp. en suelos
agricolas contaminados por
petréleo.

La aplicacion de la biorremediacion
mediante el uso de Auricularia sp.
es ef efectiva en suelos agricolas

contaminados por petréleo

La presente investigacion es
experimental, ya que se desea corroborar
los efectos de su intervencion mediante
la manipulacién de una o mas variables
independientes y se observa la variable
dependiente para determinar los efectos
resultantes

Biorremediacion mediante
el uso Auricularia sp .

-Adaptabilidad de la
Auricularia sp.
-Factor de bioacumulacion
de petréleo de la Auricularia
sp.

Problemas Especificos

Objetivos Especificos

Hipdtesis Especificas

¢ Cudl es el efecto de la aplicacion
de la biorremediacion mediante el
uso de Auricularia sp. en suelos
agricolas contaminados por
petréleo sobre la fraccién de
hidrocarburo 2, a la concentracion
de 12 g/kg de petréleo?

Determinar el efecto de la aplicacion
de la biorremediacion mediante el
uso de Auricularia sp. en suelos
agricolas contaminados por petréleo
sobre la fraccién de hidrocarburo 2,
a la concentracion de 12 g/kg de
petréleo.

La aplicacién de la biorremediacion
mediante el uso de Auricularia sp.
es efectiva en suelos agricolas
contaminados por petréleo sobre la
fraccién de hidrocarburo 2, a la
concentracion de 12g/kg de
petréleo.

¢ Cual es el efecto de la aplicacion
de la biorremediacién mediante el
uso de Auricularia sp. en suelos
agricolas contaminados por
petréleo sobre la fraccion de
hidrocarburo 2, a la concentracion
de 18 g/kg de petréleo?

Determinar el efecto de la aplicacion
de la biorremediacién mediante el
uso de Auricularia sp. en suelos
agricolas contaminados por petréleo
sobre la fraccion de hidrocarburo 2,
a la concentracién de 18 g/kg de
petréleo.

La aplicacion de la biorremediacion
mediante el uso de Auricularia sp.
es efectiva en suelos agricolas
contaminados por petréleo sobre la
fraccion de hidrocarburo 2, a la
concentracion de 18g/kg de
petréleo.

Donde:
Y: Variable dependiente
X: Variable independiente

Asimismo, la investigacion es también de
caracter explicativo ya que su interés se
centra en explicar porque ocurre un
fenémeno y en qué condiciones se
manifiesta o porque se relacionan dos o
més variables

Variable Independiente (Y)

Suelo contaminado con
petréleo

-Concentracion inicial y final
de F2
-Concentracion inicial y final
de F3

¢ Cudl es el efecto de la aplicacion
de la biorremediacién mediante el
uso de Auricularia sp. en suelos
agricolas contaminados por
petréleo sobre la fraccion de
hidrocarburo 3, a la concentracion
de 12 g/kg de petréleo?

Determinar el efecto de la aplicacion
de la biorremediacion mediante el
uso de Auricularia sp. en suelos
agricolas contaminados por petréleo
sobre la fracciéon de hidrocarburo 3,
a la concentracién de 12 g/kg de
petréleo.

La aplicacién de la biorremediacion
mediante el uso de Auricularia sp.
es efectiva en suelos agricolas
contaminados por petréleo sobre la
fraccion de hidrocarburo 3, a la
concentracion de 12g/kg de
petréleo.

¢ Cual es el efecto de la aplicacion
de la biorremediacion mediante el
uso de Auricularia sp. en suelos
agricolas contaminados por
petréleo sobre la fraccion de
hidrocarburo 3, a la concentracién
de 18 g/kg de petréleo?

Determinar el efecto de la aplicacion
de la biorremediacion mediante el
uso de Auricularia sp. en suelos
agricolas contaminados por petréleo
sobre la fraccion de hidrocarburo 3,
a la concentracién de 18 g/kg de
petréleo.

La aplicacion de la biorremediacion
mediante el uso de Auricularia sp.
es efectiva en suelos agricolas
contaminados por petréleo sobre la
fraccién de hidrocarburo 3, a la
concentracion de 18g/kg de
petréleo.




ANEXO 2

INFORME DE ENSAYO N° 113908-2018
CON VALOR OFICIAL

RAZON SOCIAL : RAMOS JIMENEZ CRISTHIAN JAHIR

DOMICILIO LEGAL : JR. CAPITAN QUINONEZ MZA. 11 LOTE. 28 URB. ZARUMILLA (FRENTE A LA IGLESIA REINA
DE LOS APOSTOLES) LIMA

SOLICITADO POR : RAMOS JIMENEZ CRISTHIAN JAHIR

REFERENCIA : RESERVADO POR EL CLIENTE

PROCEDENCIA : LIMA

FECHA DE RECEPCION DE MUESTRAS : 2018-04-04

FECHA DE INICIO DE ENSAYOS 1 2018-04-04

MUESTREADO POR : EL CLIENTE

1. METODOLOGIA DE ENSAYO:

Ensayo Método L.C. Unidades
Hidrocarburos totales de petréleo - EPA 8015 C, Rev 3. Nonhalogenated Organics by Gas 1.79 mg/k
TPH DRO (C;9-Cas)* Chromatography. 2007 ' 9/%9
Hidrocarburos totales de petréleo - EPA 8015 C, Rev 3. Nonhalogenated Organics by Gas 1.79 ma/k
TPH (Czs-Cao)? Chromatography. 2007 : 9/kg

L.C.: limite de cuantificacion.

II. RESULTADOS:

Producto declarado Suelo Suelo
Matriz analizada Suelo Suelo
Fecha de muestreo 2017-04-04 2018-04-04
Hora de inicio de muestreo (h) 17:13 17:58
Condiciones de la muestra Conservada Conservada
Cédigo del Cliente C1 c2
Cédigo del Laboratorio 17071318 17071319
Ensayos Unidades Resultados
e e
Hidrocarburos totales de petréleo -
TPH (Czs'Cao)Z mg/kg 2447 2774

Resultados de suelos en base seca.
(1) Fraccion de hidrocarburos F2 (Cyo-Cag)-
(2) Fraccion de hidrocarburos F3 (Cyg-Cyp)-

Lima, 20 de Abril del 2018
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ANEXO 3

INFORME DE ENSAYO N° 123950-2018
CON VALOR OFICIAL

RAZON SOCIAL
DOMICILIO LEGAL
SOLICITADO POR

: CRISTHIAN JAHIR RAMOS JIMENEZ
: JR. CAPITAN QUINONEZ MZA. I1 LOTE 28 URB. ZARUMILLA- LIMA
: CRISTHIAN JAHIR RAMOS JIMENEZ

REFERENCIA : RESERVADO POR EL CLIENTE
PROCEDENCIA : UNIVERSIDAD DEL CALLAO
FECHA DE RECEPCION DE MUESTRAS 1 2018-07-12

FECHA DE INICIO DE ENSAYOS 1 2018-07-12

MUESTREADO POR . EL CLIENTE

1. METODOLOGIA DE ENSAYO:

Ensayo Método L.C. Unidades
EPA-821-R-10-001 Method 1664 Rev. B. N-Hexane
. Extractable Material (HEM; Oil and Grease) and'Silica Gel
Hidrocarburos Totales Treated N-Hexane Extractable Material (SGT-HEM; Non- 7.0 mg/kg
polar Material) by Extraction and Gravimetry,2010.
Hidrocarburos totales de petréleo - EPA 8015 C, Rev 3. Nonhalogenated, Organies,by Gas 1.79 ma/k
TPH (Cy0-Cag) Chromatographym2007 : a/kg
Hidrocarburos totales de petréleo - EPA 8015 C, Rev 3. Nonhalogenated Organics by Gas 1.79 ma/k
TPH (Cag-Cao) Chromatography. 2007 : 9/kg
L.C.: limite de cuantificacién.
II. RESULTADOS:
Producto declarado Suelo Suelo Suelo Suelo
Matriz analizada Suelo Suelo Suelo Suelo
Fecha de muestreo 2018-07-12 2018-07-12 2018-07-12 2018-07-12
Hora de inicio de muestreo (h) 11:35 11:35 11:40 11:50
Condiciones de la muestra Conservada Conservada Conservada Conservada
Cddigo del Cliente C1A C2A CiB C2B
Cédigo del Laberatorio 1807671 1807672 1807673 1807674
Ensayos Unidades Resultados
Hidrocarburos Totales mg/kg 6243 6215 4501 7682
Hidrocarburos totales de petroleo’-
. . 30
TPH DRO (Cy0-Cas)’ mg/kg 807.2 1785.1 1557 30
Hidrocarburos totales de,petroléo’- K 1193 1757 1451 2569
TPH (Ca-Cao)? ma/ke

Resultados de Suelo reportado en base seca.
(1) Fraccion de hidrocarburos F2 (Cyo-Cyg).
(2) Fraccién de hidrocarburos F3 (Cyg-Cao)-

Lima, 31 de Julio del 2018

Pégina 1 de 1



ANEXO 4

Valores criticos para la prueba de Tukey

qa(Vl, V2)
Vi
v, a
| | 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
1 0.05 18.00 29.98 32.82 37.08 40.41 43.12 45.40 47.36 49.07 | 50.59
0.01 90.03 135.0 164.3 185.6 202.2 215.8 227.2 237.0 245.6 253.2
2 0.05 6.10 8.33 9.80 10.88 11.74 12.44 13.03 13.54 13.99 14.39
0.01 14.04 19.02 22.29 24.72 26.63 28.20 29.53 30.68 31.69 | 32.59
3 0.05 4.50 5.91 6.82 7.50 8.04 8.48 8.85 9.18 9.46 9.72
0.01 8.26 10.62 12.17 13.33 14.24 15.00 15.64 16.20 16.69 17.13
4 0.05 3.93 5.04 5.76 6.29 6.71 7.05 7.34 7.60 7.83 8.03
0.01 6.51 8.12 9.17 9.96 10.58 11.10 11.55 11.93 12.27 12.57
5 0.05 3.64 4.60 5.22 5.67 6.03 6.33 6.58 6.80 6.99 7.17
0.01 5.70 6.97 7.80 8.42 8.91 9.32 9.67 9.97 10.24 10.48
6 0.05 3.46 4.34 4.90 5.31 5.63 5.89 6.12 6.32 6.49 6.65
0.01 5.24 6.33 7.03 7.56 7.97 8.32 8.61 8.87 9.10 9.30
7 0.05 3.34 4.16 4.68 5.06 5.36 5.61 5.82 6.00 6.16 6.30
0.01 4.95 5.92 6.54 7.01 7.37 7.68 7.94 8.17 8.37 8.55
8 0.05 3.26 4.04 4.53 4.89 5.17 5.40 5.60 5.77 5.92 6.05
0.01 4.74 5.63 6.20 6.63 6.96 7.24 7.47 7.68 7.87 8.03
9 0.05 3.20 3.95 4.42 4.76 5.02 5.24 543 5.60 5.74 5.87
0.01 4.60 543 5.96 6.35 6.66 6.91 7.13 7.32 7.49 7.65
10 0.05 3.15 3.88 4.33 4.65 491 5.12 5.30 5.46 5.60 5.72
0.01 4.48 5.27 5.77 6.14 6.43 6.67 6.87 7.05 7.21 7.36
11 0.05 3.11 3.82 4.26 4.57 4.82 5.03 5.20 5.35 5.49 5.61
0.01 4.39 5.14 5.62 5.97 6.25 6.48 6.67 6.84 6.99 7.13
12 0.05 3.08 3.77 4.20 4.51 4.75 4.95 5.12 5.27 5.40 5.51
0.01 4.32 5.04 5.50 5.84 6.10 6.32 6.51 6.67 6.81 6.94
13 0.05 3.06 3.73 4.15 4.45 4.69 4.88 5.05 5.19 5.32 543
0.01 4.26 4.96 5.40 5.73 5.98 6.19 6.37 6.53 6.67 6.79
14 0.05 3.03 3.70 4.11 4.41 4.64 4.83 4.99 5.13 5.25 5.36
0.01 4.21 4.89 5.32 5.63 5.88 6.08 6.26 6.41 6.54 6.66
15 0.05 3.01 3.67 4.08 4.37 4.60 4.78 4.94 5.08 5.20 5.31
0.01 4.17 4.83 5.25 5.56 5.80 5.99 6.16 6.31 6.44 6.55
16 0.05 3.00 3.65 4.05 4.33 4.56 4.74 4.90 5.03 5.15 5.26
0.01 4.13 4.78 5.19 5.49 5.72 5.92 6.08 6.22 6.35 6.46




ANEXO 4

Vi
\ o
! ! 12 13 14 15 16 17 18 19 20
1 0.05 51.96 53.20 54.33 55.36 56.32 57.22 58.04 58.83 59.56
0.01 260.0 266.2 271.8 277.0 281.8 286.3 290.4 294.3 298.0
2 0.05 14.75 15.08 15.38 15.65 1591 16.14 16.37 16.57 16.77
0.01 33.40 34.13 34.81 3543 36.00 36.53 37.03 37.50 37.95
3 0.05 9.95 10.15 10.35 10.53 10.69 10.84 10.98 11.11 11.24
0.01 17.53 17.89 18.22 18.52 18.81 19.07 19.32 19.55 19.77
4 0.05 8.21 8.37 8.52 8.66 8.79 8.91 9.03 9.13 9.23
0.01 12.84 13.09 13.32 13.53 13.73 13.91 14.08 14.24 14.40
5 0.05 7.32 7.47 7.60 7.72 7.83 7.93 8.03 8.12 8.21
0.01 10.70 10.89 11.08 11.24 11.40 11.55 11.68 11.81 11.93
6 0.05 6.79 6.92 7.03 7.14 7.24 7.34 7.43 7.51 7.59
0.01 9.49 9.65 9.81 9.95 10.08 10.21 10.32 10.43 10.54
7 0.05 6.43 6.55 6.66 6.76 6.85 6.94 7.02 7.09 7.17
0.01 8.71 8.86 9.00 9.12 9.24 9.35 9.46 9.55 9.65
8 0.05 6.18 6.29 6.39 6.48 6.57 6.65 6.73 6.80 6.87
0.01 8.18 8.31 8.44 8.55 8.66 8.76 8.85 8.94 9.03
9 0.05 5.98 6.09 6.19 6.28 6.36 6.44 6.51 6.58 6.64
0.01 7.78 7.91 8.03 8.13 8.23 8.32 8.41 8.49 8.57
10 0.05 5.83 5.93 6.03 6.11 6.20 6.27 6.34 6.40 6.47
0.01 7.48 7.60 7.71 7.81 7.91 7.99 8.07 8.15 8.22
11 0.05 5.71 5.81 5.90 5.99 6.06 6.14 6.20 6.26 6.33
0.01 7.25 7.36 7.46 7.56 7.65 7.73 7.81 7.88 7.95
12 0.05 5.62 5.71 5.80 5.88 5.95 6.03 6.09 6.15 6.21
0.01 7.06 7.17 7.26 7.36 7.44 7.52 7.59 7.66 7.73
13 0.05 5.53 5.63 5.71 5.79 5.86 5.93 6.00 6.05 6.11
0.01 6.90 7.01 7.10 7.19 7.27 7.34 7.42 7.48 7.55
14 0.05 5.46 5.55 5.64 5.72 5.79 5.85 5.92 5.97 6.03
0.01 6.77 6.87 6.96 7.05 7.12 7.20 7.27 7.33 7.39
15 0.05 5.40 5.49 5.58 5.65 5.72 5.79 5.85 5.90 5.96
0.01 6.66 6.76 6.84 6.93 7.00 7.07 7.14 7.20 7.26
16 0.05 5.35 5.44 5.52 5.59 5.66 5.72 5.79 5.84 5.90
0.01 6.56 6.66 6.74 6.82 6.90 6.97 7.03 7.09 7.15




ANEXO 4

A1
v, a
! ! 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
17 0.05 2.98 3.63 4.02 4.30 4.52 471 4.86 4.99 5.11 5.21
0.01 4.10 4.74 5.14 5.43 5.66 5.85 6.01 6.15 6.27 6.38
18 0.05 2.97 3.61 4.00 428 4.49 4.67 4.82 4.96 5.07 5.17
0.01 4.07 4.70 5.09 5.38 5.60 5.79 5.94 6.08 6.20 6.31
19 0.05 2.96 3.59 3.98 4.25 4.47 4.65 4.79 4.92 5.04 5.14
0.01 4.05 4.67 5.05 5.33 5.55 5.73 5.89 6.02 6.14 6.25
20 0.05 2.95 3.58 3.96 4.23 4.45 4.62 4.77 4.90 5.01 5.11
0.01 4.02 4.64 5.02 5.29 5.51 5.69 5.84 5.97 6.09 6.19
24 0.05 2.92 3.53 3.90 4.17 4.37 4.54 4.68 4.81 492 5.01
0.01 3.96 4.54 491 5.17 5.37 5.54 5.69 5.81 5.92 6.02
30 0.05 2.89 3.49 3.84 4.10 4.30 4.46 4.60 4.72 4.83 4.92
0.01 3.89 4.45 4.80 5.05 5.24 5.40 5.54 5.65 5.76 5.85
40 0.05 2.86 3.44 3.79 4.04 4.23 4.39 4.52 4.63 4.74 4.82
0.01 3.82 4.37 4.70 493 5.11 5.27 5.39 5.50 5.60 5.69
60 0.05 2.83 3.40 3.74 3.98 4.16 431 4.44 4.55 4.65 4.73
0.01 3.76 428 4.60 4.82 4.99 5.13 5.25 5.36 5.45 5.53
120 0.05 2.80 3.36 3.69 3.92 4.10 4.24 4.36 448 4.56 4.64
0.01 3.70 4.10 4.50 471 4.87 5.01 5.12 5.21 5.30 5.38
0 0.05 2.77 3.31 3.63 3.86 4.03 4.17 4.29 4.39 4.47 4.55
0.01 3.64 4.12 4.40 4.60 4.76 4.88 4.99 5.08 5.16 5.23




ANEXO 4

Vi

A o
! ! 12 13 14 15 16 17 18 19 20
17 0.05 5.31 5.39 5.47 5.55 5.61 5.68 5.74 5.79 5.84
0.01 6.48 6.57 6.66 6.73 6.80 6.87 6.94 7.00 7.05
18 0.05 5.27 5.35 5.43 5.50 5.57 5.63 5.69 5.74 5.79
0.01 6.41 6.50 6.58 6.65 6.72 6.79 6.85 6.91 6.96
19 0.05 5.23 5.32 5.39 5.46 5.53 5.59 5.65 5.70 5.75
0.01 6.34 6.43 6.51 6.58 6.65 6.72 6.78 6.84 6.89
20 0.05 5.20 5.28 5.36 5.43 5.49 5.55 5.61 5.66 5.71
0.01 6.29 6.37 6.45 6.52 6.59 6.65 6.71 6.76 6.82
24 0.05 5.10 5.18 5.25 5.32 5.38 5.44 5.50 5.54 5.59
0.01 6.11 6.19 6.26 6.33 6.39 6.45 6.51 6.56 6.61
30 0.05 5.00 5.08 5.15 5.21 5.27 5.33 5.38 5.43 5.48
0.01 5.93 6.01 6.08 6.14 6.20 6.26 6.31 6.36 6.41
40 0.05 491 498 5.05 5.11 5.16 5.22 5.27 5.31 5.36
0.01 5.77 5.84 5.90 5.96 6.02 6.07 6.12 6.17 6.21
60 0.05 481 4.88 4.94 5.00 5.06 5.11 5.16 5.20 5.24
0.01 5.60 5.67 5.73 5.79 5.84 5.89 5.93 5.98 6.02
120 0.05 4.72 4.78 4.84 4.90 4.95 5.00 5.05 5.09 5.13
0.01 5.44 5.51 5.56 5.61 5.66 5.71 5.75 5.79 5.83
o0 0.05 4.62 4.68 4.74 4.80 4.85 4.89 4.93 4.97 5.01
0.01 5.29 5.35 5.40 5.45 5.49 5.54 5.57 5.61 5.65




ANEXO 4

Tabla VIL.- Valores criticos para la prueba de Duncan.
Ua(Vla VZ)

Al
\f} o

1 0.05 18.0 18.0 18.0 18.0 18.0 18.0 18.0 18.0 18.0 18.0 18.0 18.0 18.0 18.0
0.01 90.0 90.0 90.0 90.0 90.0 90.0 90.0 90.0 90.0 90.0 90.0 90.0 90.0 90.0

2 0.05 6.09 6.09 6.09 | 6.09 6.09 6.09 6.09 6.09 6.09 6.09 6.09 6.09 6.09 6.09
0.01 14.0 14.0 14.0 14.0 14.0 14.0 14.0 14.0 14.0 14.0 14.0 14.0 14.0 14.0

3 0.05 4.50 4.50 4.50 | 4.50 4.50 4.50 4.50 4.50 4.50 4.50 4.50 4.50 4.50 4.50
0.01 8.26 8.5 8.6 8.7 8.8 8.9 8.9 9.0 9.0 9.0 9.1 9.2 9.3 9.3

4 0.05 393 4.01 4.02 | 402 | 402 | 4.02 | 4.02 4.02 4.02 4.02 4.02 4.02 4.02 4.02
0.01 6.51 6.8 6.9 7.0 7.1 7.1 72 72 7.3 7.3 7.4 7.4 7.5 7.5

5 0.05 3.64 3.74 3.79 3.83 3.83 3.83 3.83 3.83 3.83 3.83 3.83 3.83 3.83 3.83
0.01 5.70 5.96 6.11 6.18 6.26 6.33 6.40 6.44 6.5 6.6 6.6 6.7 6.7 6.8

6 0.05 3.46 3.58 3.64 | 3.68 3.68 3.68 3.68 3.68 3.68 3.68 3.68 3.68 3.68 3.68
0.01 5.24 5.51 5.65 5.73 5.81 5.88 5.95 6.0 6.0 6.1 6.2 6.2 6.3 6.3

7 0.05 3.35 3.47 3.54 3.58 3.60 3.61 3.61 3.61 3.61 3.61 3.61 3.61 3.61 3.61
0.01 4.95 5.22 5.37 5.45 5.53 5.61 5.69 5.73 5.8 5.8 59 59 6.0 6.0

8 0.05 3.26 3.39 347 | 3.52 3.55 3.56 3.56 3.56 3.56 3.56 3.56 3.56 3.56 3.56
0.01 4.74 5.0 5.14 5.23 5.32 5.40 5.47 5.51 5.5 5.6 5.7 5.7 5.8 5.8

9 0.05 3.20 3.34 3.41 3.47 3.50 3.52 3.52 3.52 3.52 3.52 3.52 3.52 3.52 3.52
0.01 4,60 4.86 4.99 5.08 5.17 5.25 532 5.36 5.4 5.5 5.5 5.6 5.7 5.7

10 0.05 3.15 3.30 337 | 343 3.46 3.47 3.47 3.47 3.47 3.47 3.47 3.47 3.47 3.48
0.01 4.48 4.73 4.88 | 4.96 5.06 5.13 5.20 5.24 5.28 5.36 5.42 5.48 5.54 5.55

11 0.05 3.11 3.27 3.35 3.39 3.43 3.44 3.45 3.46 3.46 3.46 3.46 3.46 3.47 3.48
0.01 4.39 4.63 4.77 | 4.86 4.94 5.01 5.06 5.12 5.15 5.24 5.28 5.34 5.38 5.39

12 0.05 3.08 3.23 333 3.36 3.40 3.42 3.44 3.44 3.46 3.46 3.46 3.46 3.47 3.48
0.01 4.32 4.55 4.68 | 476 | 4.84 | 492 | 4.96 5.02 5.07 5.13 5.17 522 5.24 5.26

13 0.05 3.06 3.21 3.30 3.35 3.38 3.41 3.42 3.44 3.45 3.45 3.46 3.46 3.47 3.47
0.01 4.26 4.48 4.62 | 4.69 474 | 484 | 4.88 4.94 4.98 5.04 5.08 5.13 5.14 5.15

14 0.05 3.03 3.18 327 | 333 3.37 3.39 3.41 3.42 3.44 3.45 3.46 3.46 3.47 3.47
0.01 421 4.42 4.55 | 4.63 470 | 4.78 | 4.83 4.87 491 4.96 5.00 5.04 5.06 5.07

15 0.05 3.01 3.16 3.25 3.31 3.36 3.38 3.40 3.42 3.43 3.44 3.45 3.46 3.47 3.47
0.01 4.17 4.37 4.50 | 4.58 4.64 | 472 4.77 4.81 4.84 4.90 4.94 4.97 4.99 5.00

16 0.05 3.00 3.15 3.23 3.30 334 | 337 3.39 3.41 3.43 3.44 3.45 3.46 3.47 3.47
0.01 4.13 4.34 445 | 454 | 460 | 4.67 | 4.72 4.76 4.79 4.84 4.88 4.91 4.93 4.94




ANEXO 4

Vi

17 0.05 2.90 3.13 322 | 3.28 3.33 3.36 3.38 3.40 3.42 3.44 3.45 3.46 3.47 3.47
0.01 4.10 4.30 441 4.50 | 456 | 4.63 4.68 4.72 4.75 4.80 4.83 4.86 4.88 4.89

18 0.05 2.97 3.12 321 3.27 3.32 3.35 3.37 3.39 3.41 3.43 3.45 3.46 3.47 3.47
0.01 4.07 4.27 4.38 4.46 4.53 4.59 4.64 4.68 4.71 4.76 4.79 4.82 4.84 4.85

19 0.05 2.96 3.11 3.19 | 3.26 3.31 3.35 3.37 3.39 3.41 3.43 3.44 3.46 3.47 3.47
0.01 4.05 4.24 425 | 4.43 450 | 4.56 | 4.61 4.64 4.67 4.72 4.76 4.79 4.81 4.82

20 0.05 2.95 3.10 3.18 3.25 3.30 3.34 3.36 3.38 3.40 3.43 3.44 3.46 3.46 3.47
0.01 4.02 4.22 4.33 4.40 4.47 4.53 4.58 4.61 4.65 4.69 4.73 4.76 4.78 4.79

22 0.05 2.93 3.08 3.17 | 3.24 3.29 3.32 3.35 3.37 3.39 3.42 3.44 3.45 3.46 3.47
0.01 3.99 4.17 428 | 436 | 442 | 448 | 453 4.57 4.60 4.65 4.68 4.71 4.74 4.75

24 0.05 2.92 3.07 3.15 3.22 3.28 3.31 3.34 3.37 3.38 3.41 3.44 3.45 3.46 3.47
0.01 3.96 4.14 4.24 4.33 4.39 4.44 4.49 4.53 4.57 4.62 4.64 4.67 4.70 4.72

26 0.05 291 3.06 3.14 | 321 3.27 3.30 3.34 3.36 3.38 3.41 3.43 3.45 3-46 3.47
0.01 3.93 4.11 421 430 | 436 | 441 4.46 4.50 4.53 4.58 4.62 4.65 4.67 4.69

28 0.05 2.90 3.04 3.13 3.20 3.26 3.30 333 3.35 3.37 3.40 3.43 3.45 3.46 3.47
0.01 391 4.08 4.18 4.28 434 | 439 443 4.47 451 4.56 4.60 4.62 4.65 4.67

30 0.05 2.89 3.04 3.12 | 3.20 3.25 3.29 3.32 3.35 3.37 3.40 3.43 3.44 3.46 3.47
0.01 3.89 4.06 4.16 | 422 | 432 | 436 | 441 4.45 4.48 4.54 4.58 4.61 4.63 4.65

40 0.05 2.86 3.01 3.10 3.17 3.22 3.27 3.30 3.33 3.35 3.39 3.42 3.44 3.46 3.47
0.01 3.82 3.99 4.10 4.17 4.24 4.30 434 437 4.41 4.46 451 4.54 4.57 4.59

60 0.05 2.83 2.98 3.08 3.14 3.20 324 | 3.28 3.31 3.33 3.37 3.40 3.43 3.45 3.47
0.01 3.76 3.92 4.03 | 412 | 4.17 | 4.23 4.27 431 434 4.39 4.44 4.47 4.50 4.53

100 0.05 2.80 2.95 3.05 3.12 3.18 3.22 3.26 3.29 3.32 3.36 3.40 3.42 3.45 3.47
0.01 3.71 3.86 3.98 4.06 4.11 4.17 4.21 4.25 4.29 4.35 4.38 4.42 4.45 4.48

o0 0.05 2.77 2.92 3.02 | 3.09 3.15 3.19 3.23 3.26 3.29 3.34 3.38 3.41 3.44 3.47
0.01 3.64 3.80 3.90 | 3.98 4.04 | 4.09 | 4.14 4.17 4.20 4.26 431 4.34 4.38 4.41




