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RESUMEN

El objetivo de la investigacion fue evaluar el efecto de la bioestimulacion en la
capacidad degradativa del petréleo Diesel (PD) por parte de consorcios
microbianos e identificar los microorganismos involucrados en la degradacion de
este mediante PCR. Para la investigacion, se seleccionaron las cepas obtenidas
en trabajos previos provenientes del Laboratorio de Microbiologia Ambiental de la
E.P. de Biologia de la UNSCH. Estas cepas fueron seleccionadas en base a
investigaciones anteriores y se tuvo en cuenta la capacidad de biodegradacion de
petréleo Diesel que habian demostrado previamente. Se instalaron cuatro
tratamientos, dos con bioestimulantes, nitrato de amonio y superfosfato triple
(NH4NO y SFT) y dos controles (negativo y positivo). Cada tratamiento consistio
en cuatro subgrupos de 21 unidades experimentales cada uno, a los cuales se les
agrego petroleo Diesel en diferentes concentraciones (5%, 10%, 15% y 20%). Los
recipientes fueron inoculados con los microorganismos individualmente y en
grupo, lo que dio lugar a siete subtratamientos diferentes (M1, M2, M3, M12, M13,
M23 y M123). El propésito era obtener diferentes concentraciones de PD en cada
subgrupo para los cuatro tratamientos iniciales. Se utilizé la técnica de extraccion
agitacion-centrifugacion para extraer PD de muestras de suelo con
concentraciones diferentes (5%, 10%, 15%, 20%). La cuantificacion del PD se
realizé por medio del método gravimétrico y se expresaron las concentraciones en
mg/Kg de suelo seco (mg kg-1 de s.s.). Se logré identificar a las bacterias
Stenotrophomonas acidaminiphila, Pseudomonas putida y Pseudomonas
aeruginosa, correspondientes a la cepa 1, cepa 2 y cepa 3 respectivamente. Los
tratamientos bioestimulados con NH,NO y SFT alcanzaron una mayor tasa de
remocién neta (RN) de petroleo Diesel que el control positivo. A concentraciones
del 5% y 10%, todos los tratamientos bioestimulados alcanzaron una tasa de RN
del 54,716% y 83,662%, respectivamente, en un tiempo de 28 a 70 dias, mientras
gue el control positivo tardd 56 dias en alcanzar el mismo nivel de RN para la
concentracion 5%. Para concentraciones mas altas de petréleo Diesel, la tasa de
RN disminuy6 para todos los tratamientos, pero los tratamientos bioestimulados
aun lograron una mayor tasa de RN que el control positivo. El tratamiento M123
fue el que present6 el mejor desempefio en todos los casos, lo que indica que la
combinacién de las tres cepas bacterianas fue la mas efectiva para la
biodegradaciéon del PD. El andlisis de ANOVA se realiz6 para los resultados del
dia 70 en cada una de las concentraciones de PD, el valor de significancia para
las tres concentraciones de petréleo Diesel fue menor a 0.001, lo que indica que
hay diferencia estadistica.

Palabras clave: Bioestimulacién, petréleo Diesel, PCR, superfosfato triple, nitrato
de amonio, agitacion-centrifugacién, gravimétrico, biodegradacion.

Xiii



l. INTRODUCCION

La contaminacién por hidrocarburos es una problematica global y ampliamente
distribuida geograficamente. Los derrames de petrdleo son una de las causas
principales de la contaminacién del suelo y el agua, y se producen debido al uso
y transporte de petréleo y sus derivados, roturas de contenedores, fallas en
tuberias subterraneas y diversos procesos industriales. Estos eventos ocurren con
una frecuencia cada vez mayor, aumentando el riesgo de problemas de salud para
las personas, incluyendo la inhalacién de vapores, la ingestion de hidrocarburos
disueltos en el agua y el contacto dérmico (Acosta et al., 2011, citando a Chen 'y
Liao, 2006).

Segun Cardenas (2017), las consecuencias de un derrame de petréleo afectan
especialmente a las algas y las plantas, las cuales son parte fundamental del
ecosistema. La presencia de una capa de petréleo sobre el agua impide la entrada
de la luz solar y, por lo tanto, la realizacion de la fotosintesis, lo que genera una
afectacién en los organismos primarios y una contaminacién en toda la cadena
alimentaria. Ademas, la pelicula de petréleo crudo sobre la superficie del agua y
la tierra forma una capa que impide el crecimiento de nuevas plantas y animales.
Segun Honty (2016), citado por Cardenas (2017), la exploracién petrolera se
encuentra actualmente paralizada debido a la necesidad de implementar multiples
herramientas ambientales en cada etapa de la industria, que se requieren para
mitigar los dafios ambientales causados por la explotacién de este recurso. Se
informa que en los dltimos 15 afios hasta el 2016 se han registrado mas de 150
derrames de petroleo en nuestro pais. Por consiguiente, se han generado
iniciativas para abordar la problematica de la contaminacion ambiental, las cuales
son de gran relevancia y han generado gran interés, puesto que permiten mejorar
el equilibrio del ecosistema y, por ende, el bienestar de toda la poblacién
(Samanez, 2008). Segun Arcilla (2016), existen diversos productos para llevar a

cabo la biorremediacién de suelos contaminados por hidrocarburos, sin embargo,
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es necesario hacer un anadlisis previo de las caracteristicas fisicoquimicas

especificas del suelo que se desea tratar, la concentracion del contaminante, el

potencial de los microorganismos degradadores presentes y la cantidad de

nutrientes disponibles, entre otros factores que pueden limitar el proceso. De esta

forma, se puede determinar si es suficiente incentivar el crecimiento de las

bacterias autdctonas de la zona o si es necesario la inoculacion de bacterias

exdgenas, lo que resulta indispensable para asegurar la eficacia del tratamiento y

cumplir con los tiempos de ejecucion adecuados.

En este estudio cuantitativo se evalu6 la capacidad degradadora de bacterias,

obtenidas del Cepario del Laboratorio de Microbiologia Ambiental, en suelos

contaminados artificialmente con petréleo crudo. Para estimular el crecimiento de

microorganismos nativos y exodgenos, se utilizé la bioestimulacion, un método de

biorremediacion que incorpora nutrientes inorganicos como nitratos y fosfatos. La

investigacion se llevé a cabo en el Laboratorio de Microbiologia Ambiental de la

Facultad de Ciencias Bioldgicas, Escuela Profesional de Biologia de la UNSCH.

La comprension del proceso permitird disefiar estrategias para aprovechar las

propiedades degradativas de los microorganismos Yy, por lo tanto, se justifica el

interés en este estudio como un aporte al conocimiento de microorganismos

degradadores de petréleo. Con estos resultados, se podran establecer

mecanismos potenciales de biorremediacion que contribuyan a la conservacién de

nuestro medio ambiente.

Los obijetivos fueron.

Objetivo general:

Evaluar el efecto de la bioestimulacién en la capacidad degradativa por consorcios

microbianos del petréleo Diesel, Ayacucho 2019.

Objetivos especificos:

1. Evaluar el efecto del nitrato de amonio (bioestimulador) en la actividad
degradativa de consorcios microbianos sobre el petréleo Diesel.

2. Evaluar el efecto del superfosfato triple (bioestimulador) en la actividad
degradativa de consorcios microbianos sobre el petréleo Diesel.

3. ldentificar los microorganismos de mejor respuesta a la bioestimulacién en la

degradacion del petréleo Diesel.
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II.  MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes

Samanez (2008), en su trabajo titulado “Biodegradacion bacteriana por
bioestimulacién en suelos contaminados con petréleo crudo”, menciona que se ha
evaluado la capacidad degradadora de bacterias, frente a los hidrocarburos
componentes del petréleo de manera cuantitativa y cualitativa, mediante el uso de
la bioestimulacion con nitrégeno, fésforo y potasio y la bioaumentacion. Para el
proceso de biodegradacion bacteriana, se seleccionaron consorcios bacterianos
de acuerdo con su capacidad degradativa y emulsificante (Pseudomonas
aeruginosa TX-5, Acinetobacter calcoaceticus T2X-1, Bacillus sp. TX-4) y, por otro
lado, para el proceso de bioestimulacion se seleccion6 una mezcla de
componentes inorganicos y se formuld la concentracion de estos fertilizantes
inorgénicos, de la siguiente manera (C/N: 100:1 y NPK: 20:20:1). Los resultados
en los terrarios de experimentacion determinaron que el terrario B+F, tuvo mayor
porcentaje de biodegradaciéon (71,4%), seguido del terrario N+F (66,7%), el
terrario B-F (61,9%), N-F (52,3%) y CA (28%). Los componentes del petréleo que
sufrieron mayor degradacion fueron: n-pentano, n-hexano y n-decano. La
poblacion bacteriana tanto heterétrofa como oleofilica llegd a su mayor cantidad a
los 30 dias del experimento. La reintroduccién de microorganismos nativos tiene
mayor efectividad en la biodegradacion de crudo de petréleo, cuando el
microorganismo dispone de fertilizantes inorganicos.

Roy et al. (2018), en su estudio llamado “Biostimulation and bioaugmentation of
native microbial community accelerated bioremediation of oil refinery sludge”,
indican que la investigacion consisti6 en una estrategia de biorremediacion
disefiada para el tratamiento de residuos de refinerias de petréleo ricas en
hidrocarburos, se investigé mediante enfoques de bioestimulacion y
bioaumentacion. La atenuacion total (46-55%) de hidrocarburos de petréleo (TPH)

se logr6 mediante la modificacion de fosfato, nitrato o nitrato + fosfato en el lodo
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con una mayor abundancia (hasta un 12%) de fermentativos, degradacion de
hidrocarburos, reduccién de sulfatos, asimilacion de CO. y Microorganismos
metanogénicos (Bacillus, Coprothermobacter, Rhodobacter, Pseudomonas,
Achromobacter, Desulfitobacter, Desulfosporosinus, T78, Methanobacterium,
Methanosaeta, etc.). Junto con los nutrientes, la bioaumentacion con
biosurfactante y los hidrocarburos que utilizan las cepas de Bacillus originaron una
reduccién del 57% al 75% de TPH. La investigacion filogenética de las
comunidades mediante la reconstruccion de estados no observados (PICRUSY)
reveld una asignacion de genes mejorada para transportadores (0,45-3,07%),
transportadores ABC (0,38-2,07%), metano (0,16-1,06%), acido graso (0,018-
0,15%), nitrogeno (0,07-0,17%), butanoato (0,06-0,35%), propanoato (0,004-
0,26%) y degradacién de algunos xenobioticos (0,007-0,13%).

Safdari et al. (2018), en su investigacion denominada “Development of bioreactors
for comparative study of natural attenuation, biostimulation, and bioaugmentation
of petroleum-hydrocarbon contaminated soil”, mencionan que las modalidades del
estudio fueron: (1) atenuacion natural (NA); (2) bioestimulacién (BS) con oxigeno
y nutrientes; (3) bioaumentacion (BA) con aislamientos que degradan los
hidrocarburos; (4) una combinacién de bioestimulacion y bioaumentacion (BS-BA).
El balance de masa total de hidrocarburos de petroleo (TPH) sobre los
biorreactores mostré que aproximadamente el 2% de los 20,000 mg/Kg de suelo
inicial se eliminé por adveccion debido a las aguas subterraneas sintéticas que
fluian a través del suelo, y el resto de la disminucién de TPH fue provocado por la
biodegradacién. Los modos BS-BA mostraron el mayor porcentaje de
biodegradacién de TPH (89,7 + 0,3%) en comparaciéon con los modos NA (51,4 +
0,6%), BS (81,9 + 0,3%) y BA (62,9 + 0,5%). Ademas, un aumento en la poblacién
microbiana fue una evidencia de la biodegradacién de TPH por microorganismos.
Arcilla (2016), en su estudio llamado “Andlisis comparativo de la eficiencia de
productos para la biorremediacion de suelos contaminados con Diesel (un 1202)
utilizando métodos de bioestimulacion y bioaumentacion a escala piloto”, indica
gue tuvo como objeto realizar un andlisis comparativo de la eficiencia de productos
para la biorremediacion de suelos contaminados con diésel. Mediante la
simulacién de area, dispersiéon de productos comerciales y monitoreo durante 98
dias en microcosmos, se evaluaron los tres tratamientos de biorremediacion
(atenuacién natural, bioaumentacion y bioestimulacién). Se evidenciaron que los

tres presentaron resultados eficientes con porcentajes de reduccion de TPH's
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mayores al 70%, teniendo en cuenta las ventajas costo-beneficio se propone como
alternativa de biorremediacién para este caso la atenuacion natural, al presentar
una poblacién inicial de microorganismos nativos que se adaptaron a la
concentracion del diésel, lo toleraron y lo redujeron al 90% de TPH’s, dentro de
las condiciones (temperatura, pH, humedad, tipo de suelo) empleadas en este
estudio.

Benyahia y Embaby (2016), en su trabajo titulado “Bioremediation of Crude Oil
Contaminated Desert Soil: Effect of Biostimulation, Bioaugmentation and
Bioavailability in Biopile Treatment Systems”, mencionan que la investigacion tuvo
como objetivo evaluar los méritos relativos de la bioaumentacion, la
bioestimulacion y la biodisponibilidad aumentada de surfactante de un suelo
desértico contaminado por petréleo crudo a través del tratamiento con biopilas. El
sistema de biopila bioaumentado condujo a una reduccion total del hidrocarburo
del petréleo (TPH) del 77% durante 156 dias, mientras que el sistema con
monooleato de polioxietileno (20) sorbitan (Tween 80) produjo una disminucion del
56% en el TPH. El sistema bioestimulado con microorganismos autéctonos
produjo una reduccion del 23% en la TPH. El sistema de control dio un 4% de
reduccién de TPH. La adicién de Tween 80 llevé a una tasa de respiracion que
alcanzo su punto maximo en 48 dias en comparacion con 88 dias para el sistema
bioaumentado y la respiracion disminuyo6 rapidamente debido al agotamiento del
nitrdgeno. El hidrocarburo residual en los sistemas de biopilas estudiados contenia
poliaromatica (HAP) en cantidades que pueden considerarse peligrosas. Se
descubrié que el nitrégeno es un nutriente limitante en la biorremediacion de
suelos del desierto.

Jiang et al. (2016), en su investigacion denominada “Insights into the
biodegradation of weathered hydrocarbons in contaminated soils by
bioaugmentation and nutrient stimulation”, indican que se estudi6 el potencial para
la biotransformacion de residuos de hidrocarburos degradados en los suelos
recolectados en dos sitios comerciales de refineria de petréleo (Suelo Ay B) se
estudi6 en experimentos de microcosmos. El suelo A habia sido sometido
previamente a biorremediacién en el sitio y se creia que no era posible una
degradacion adicional mientras que el suelo B no habia sido sometido a ninguin
tratamiento. Se aplicaron a los microcosmos una serie de estrategias de
enmienda, que incluyeron bioaumentacion con degradador de hidrocarburos,

bioestimulacion con nutrientes y molienda del suelo, como estrategias de mejora
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de la posible biodegradacion. Las concentraciones de hidrocarburos en cada
grupo de enmienda se controlaron a lo largo de 112 dias de incubacion. Los
microcosmos tratados con bioestimulacion (BS) vy bioestimulacion /
bioaumentacion (BS p BA) mostraron las reducciones mas significativas en las
fracciones de hidrocarburos alifaticos y aromaticos. Sin embargo, se demostré que
la molienda del suelo reduce la efectividad de un tratamiento con nutrientes en la
extension de la biotransformacion hasta en un 25% y un 20% para las fracciones
de hidrocarburos alifaticos y arométicos, respectivamente.

Sarkar et al. (2016), en su trabajo titulado “Enrichment and Characterization of
Hydrocarbon-Degrading Bacteria from Petroleum Refinery Waste as Potent
Bioaugmentation Agent for In Situ Bioremediation”, mencionan que su objetivo fue
caracterizar la comunidad microbiana en los residuos de refineria y evaluar el
alcance de la bioestimulacion basada en la biorremediacion in situ. Las muestras
recuperadas de la laguna de aguas residuales de la refineria de Guwabhati
revelaron un ambiente de reduccion de hidrocarburo enriquecido, limitado por el
oxigeno y la humedad. La capacidad de biodegradacion intrinseca de los
microorganismos indigenas mejoré significativamente (> 80% de reduccién en
TPH en 90 dias) con la enmienda de nitrato. La utilizacién preferida de ambos
hidrocarburos de longitud mas alta (> C30) y de cadena media (C20-30) fue
evidente a partir del andlisis GC-MS. La electroforesis en gel de gradiente
desnaturalizante y los analisis de perfiles fisiolégicos a nivel comunitario indicaron
un claro cambio en la composicion de la comunidad y las capacidades metabdlicas
después de la enmienda de nitrégeno (N). La secuenciacién profunda de alto
rendimiento del gen 16S rRNA mostr6 que la comunidad nativa estaba compuesta
principalmente por bacterias anaerobias facultativas que reducen los
hidrocarburos, syntrophic, methanogenic, nitrato / hierro / azufre, y archaebacteria,
afiliadas a g- y d- Proteobacteria y Euryarchaeota respectivamente. Se detectaron
genes para el metabolismo de alcanos aerébicos y anaerébicos (alkB y bssA),
metanogénesis (mcrA), desnitrificacion (nirS y narG) y fijacion de N» (nifH).
Concomitante con la degradacién de hidrocarburos, la disminucion de la disolucién
de O y el aumento del potencial de oxidacion-reduccién (ORP) marcado con un
enriguecimiento de fijacibn de N, los miembros anaerdbicos aerdbicos /
facultativos reductores de nitratos [por ejemplo, Azovibrio, Pseudoxanthomonas y
Comamonadaceae miembros] fueron evidentes en microcosmos maodificados en
N.
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Colla et al. (2014), en su estudio llamado “Bioremediation assessment of diesel—
biodiesel-contaminated soil using an alternative bioaugmentation strategy”,
mencionan que investigaron la efectividad de la bioaumentacidon sucesiva, la
bioaumentacion convencional y la bioestimulacion de la biodegradacién de B10
en el suelo. Ademas, la estructura de la comunidad microbiana del suelo se evalu6
mediante electroforesis en gel con gradiente de desnaturalizacion de la reaccion
en cadena de la polimerasa. El experimento se realizé durante 32 dias. El
consorcio Themicrobial se identificO basandose en la secuenciacion del gen 16S
rRNA y consisti6 en Pseudomonas aeruginosa, Achromobacter xylosoxidans y
Ochrobactrum intermedium. La introduccién de nutrientes (bioestimulacion)
promovié un efecto positivo en las poblaciones microbianas. Los resultados
indican que la estructura y dinamica de la comunidad edafica fueron diferentes
segun los tratamientos empleados. El andlisis de hidrocarburos totales de petroleo
(TPH) indicé un nivel de biodegradacion de 35,7 y 32,2% para los tratamientos de
bioestimulacién y bioaumentacion sucesiva, respectivamente. La bioaumentacion
sucesiva mostré efectos positivos sobre la biodegradacién, con una reduccion
sustancial en los niveles de TPH.

Jasmine & Mukherji (2014), en su investigacibn denominada “Evaluation of
bioaugmentation and biostimulation effects on the treatment of refinery oily sludge
using 2n full factorial design”, mencionan que probaron tres estrategias, las cuales
fueron la bioaumentacion con consorcios microbianos indigenas (MO) aislados de
lodos aceitosos, bioestimulacion con nutrientes (NP) y bioestimulacién con el
surfactante Triton X-100 (TX). Los principales efectos y los efectos de varias
interacciones de los factores sobre la degradacién del petréleo y el crecimiento
microbiano en suspension se evaluaron durante un estudio de 30 dias. El principal
efecto de la bioestimulacion con nutrientes en forma de nitrato y fosfato, asi como
la bioestimulacion con Triton X-100, fue positivo y significativo cuando se
seleccionaron la degradacion del aceite y el crecimiento microbiano en suspension
como las variables de respuesta. Sin embargo, el principal efecto de la
bioaumentacion solo fue significativo para la degradacion del aceite, pero fue
insignificante para el crecimiento microbiano a un nivel de confianza del 90%. La
interaccion binaria MO NP y las interacciones ternarias MO NP-TX fueron positivas
y significativas, lo que indica el efecto sinérgico de estas estrategias sobre la

degradacion del petréleo y el crecimiento microbiano.
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Asquith y cols. (2012), en su trabajo titulado “Comparative Bioremediation of
Petroleum Hydrocarbon-contaminated Soil by Biostimulation, Bioaugmentation
and Surfactant Addition”, indican que se realizé un experimento de biopilado a
escala de banco para comparar la capacidad de diferentes técnicas para mejorar
la biorremediacion de hidrocarburos de petréleo en un suelo contaminado
cronicamente. Después de 195 dias, se produjo una eliminacion del 10% -32% de
los TPH (hidrocarburos totales de petrdleo) en el suelo no modificado (control). La
bioestimulacion mediante la adicibn de nutrientes inorganicos mejoré la
eliminacion de TPH (49%). La adicion de enmiendas organicas que incluyen
residuos verdes al 25% y 50% (p / p) y un producto comercial llamado
DaramendTM tuvo un efecto bioestimulador adicional (50% -66%, 34% -59% y
69% -80% de eliminacion de TPH respectivamente). La bioaumentacion con dos
cultivos microbianos degradantes de hidrocarburos de petréleo disponibles en el
mercado con nutrientes mejoro6 la eliminacion de TPH en el caso de RemActivTM
(60% -69%), pero tuvo un efecto marginal con Recycler 102 (49% -55%). El efecto
de un surfactante no iénico en el suelo modificado con residuos verdes fue variable
(52% -72% de reduccién de TPH), pero se demostrd su potencial para mejorar la
biodegradacién al promover la biodisponibilidad de contaminantes. La alta
degradaciéon de los hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP) agregados
artificialmente ocurri6 después de 106 dias (75% -84%), pero las diferencias
significativas entre el control y los tratamientos no fueron aparentes.

Lladé et al. (2012), en su investigacion denominada “A diversified approach to
evaluate biostimulation and bioaugmentation strategies for heavy-oil-contaminated
soil”, sefialan que con el objetivo de mejorar la degradacién de los hidrocarburos,
ensayaron los siguientes tratamientos de biorremediacion: i) adicion de nutrientes
inorganicos; ii) adicion del biosurfactantMAT10 a base de ramnolipidos; iii)
inoculacion de un consorcio microbiano (TD) degradador de hidrocarburos
alifaticos; y iv) la inoculacion de una cepa conocida del hongo de la podredumbre
blanca de Trametes versicolor. Después de 200 dias, todos los ensayos de
biorremediacion lograron entre un 30% y un 50% de biodegradacion de
hidrocarburos de petréleo (TPH), con la inoculacién de T. versicolor que mas la
degradd. La bioestimulacion y la inoculacion de T. versicolor promovieron el
género Brevundimonas al mismo tiempo que otras a-proteobacterias, 8
proteobacterias y Cytophaga Flexibacter-Bacteroides (CFB), asi como los grupos

Actinobacteria. Sin embargo, la inoculacion de T. versicolor, que produjo la mayor
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degradacién de hidrocarburos en el suelo, también promovid grupos bacterianos
grampositivos autdéctonos, como Firmicutes y Actinobacteria.

Pino et al. (2012), en su estudio llamado “Comparacién entre bioestimulacién y
bioaumentacion para la recuperacion de suelos contaminados con Diesel*”,
sefialan que el objetivo del trabajo fue evaluar la biorremediacion con
bioestimulacion y bioaumentacibn como metodologia para la recuperaciéon de
suelos contaminados con Diesel. Durante 30 dias se monitore0 la concentracion
de microorganismos, y de hidrocarburos dando como resultado que el mejor
tratamiento fue el de adicién de nutrientes con cascara de banano, logrando una
degradacion del 93%, la mas alta con respecto a los otros tratamientos. Los
resultados sugieren que una adecuada aplicacion de nutrientes contribuye al
desarrollo de la poblacién microbiana en el suelo con capacidad de degradar
Diesel aumentando la efectividad del proceso.

Garcia et al. (2011), en su trabajo titulado “Evaluacion de la bioestimulacion
(nutrientes) en suelos contaminados con hidrocarburos utilizando respirometria”,
evidencian que se evalu6 el proceso de bioestimulacion por nutrientes utilizando
fertilizantes inorganicos compuestos (FIC) N:P:K 28:12:7 y sales inorganicas
simples (SIS) NH4sNO; y K;HPO4 en suelos contaminados con hidrocarburos
utilizando respirometria. El suelo fue contaminado con lodos aceitosos a una
concentracion 40.000 mgTPH/kgps. Para cuantificar el consumo de oxigeno se
utilizaron dos respirémetros de medicién manométrica HACH® 2173b y OXITOP®
PF600 durante ensayos de 13 dias (n=3). Se analizaron parametros fisicoquimicos
(pH, nutrientes y TPH) y microbioldgicos (heterodtrofos y degradadores) al inicio y
al final de cada ensayo. SIS y el control sin nutrientes presentaron las mayores
tasas de respiracion, en el equipo HACH se obtuvieron valores de 802,28 y 850,72
mgO2kgps-1d-1 respectivamente, y en OXITOP fueron de 936,65 y 502,05
mgO2kgps-1d-1, respectivamente, indicando que los nutrientes de SIS
estimularon el metabolismo microbiano. Por otro lado, FIC present6 los recuentos
y tasas de respiracion mas bajas (188,18 y 139,87 mgO2kgpsd?! en HACH y
OXITOP, respectivamente), esto pudo estar relacionado a un efecto inhibitorio
generado por la acumulacién de amoniaco, limitando el crecimiento de la
poblaciéon degradadora.

Couto et al. (2010), en su investigacion denominada “Mesocosm trials of
bioremediation of contaminated soil of a petroleum refinery: comparison of natural

attenuation, biostimulation and bioaugmentation”, mencionan que para evaluar la
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eficiencia de la biorremediacion se realizaron los siguientes procedimientos de la
siguiente manera: (1) atenuacion natural; (2) aireacion manual; (3) bioestimulacién
agregando (3.1) solo nutrientes; y (3.2) nutrientes y un surfactante no iénico; y (4)
la bioaumentacion en presencia de (4.1) nutrientes agregados o (4.2) nutrientes y
un surfactante no iénico se evaluaron después de un periodo de 9 meses de
experimento. Para la bioaumentacion, se utilizé un producto bacteriano comercial.
Para la evaluacién de la degradacion de TPH, el suelo se dividi6 en cuatro
fracciones correspondientes a diferentes profundidades: 0-5; 5-10; 10-15; y 15—
20 cm. Los valores medios de los porcentajes de degradacion de PHC variaron
entre 20 y 50% en la superficie y entre 10 y 35% por debajo de 5 cm de
profundidad. La atenuacion natural fue tan eficiente como la mayoria de los
tratamientos probados (aproximadamente el 30% de degradaciéon de TPH) que se
superaron solo por bioaumentacibn combinada con nutrientes y agentes
tensioactivos (aproximadamente el 50% de degradacion de TPH). Una mayor
degradacion de TPH en la superficie sugiere que una combinacion de suficiente
dioxigeno propicia para la degradacion aerdbica, con luz solar necesaria para la
produccién de oxidantes fotoquimicos fuertes como el ozono, contribuyé a mejorar
la degradacién. Una combinacion de suelo que gira con bioaumentacion junto con
nutrientes y enmiendas de surfactante puede resultar en una mejora adicional de
la tasa de degradacion de PHC.

Xu & Lu (2010), en su trabajo titulado “Bioremediation of crude oil-contaminated soil:
Comparison of differen biostimulation and bioaugmentation treatments”, sefialan
que la bioestimulacién con fertilizante inorganico y la bioaumentacién con
hidrocarburos que utilizan bacterias indigenas se emplearon como opciones de
remediacién durante 12 semanas en un suelo contaminado con petréleo crudo. La
biodegradacién se mejord con el cultivo de bacterias de vida libre y el biportador
con una eliminacion total de hidrocarburos del petréleo que oscila entre el 26% y
el 61% después de un tratamiento de 12 semanas. La eliminacion de aceite
también se mejord cuando el polvo de cascara de mani solo se us6 como agente
de carga, lo que aceleré la velocidad de transferencia de masa de agua, oxigeno,
nutrientes e hidrocarburos, y proporcioné nutricion para la microflora. La actividad
de la deshidrogenasa en el suelo se mejoré notablemente mediante la aplicacion
de material portador.

Gomez et al. (2009), en su estudio denominado “Evaluacion de la bioestimulacién

frente a la atenuacion natural y la bioaumentacién en un suelo contaminado con
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una mezcla de gasolina - Diesel”, evidencian que se realizé la biorremediacién de
un suelo contaminado con la mezcla de combustibles gasolina-Diesel a escala de
laboratorio, para evaluar la bioestimulacion frente a la atenuacion natural y la
bioaumentacion. La reduccion en la concentracion de los Hidrocarburos Totales
de Petréleo (HTP) en un periodo de tres meses fue del 52,79 % para el tratamiento
por atenuacién natural, 60,45 % para el tratamiento por bioestimulacion y del 64,92
% para el tratamiento por bioaumentacion. Para la inoculacion del tratamiento por
bioaumentacion se aislé una bacteria con capacidad para degradar hidrocarburos,
la cual fue identificada como Bacillus sp.

2.2. Marco conceptual

2.2.1. Suelo

Segun Ramirez (1997), el suelo es una combinacion de componentes naturales
gue incluyen materiales organicos y minerales que cubren una gran parte de la
superficie terrestre. El suelo es fundamental para el crecimiento de la vegetaciéon
en areas abiertas y en lugares modificados por la actividad humana, y contiene
una variedad de materiales vivos. El suelo es un sistema abierto, trifasico y
tridimensional. De acuerdo con Smith y Smith (2007) la formacién del suelo
comienza con la meteorizacién de las rocas y los minerales, que incluye tanto la
degradaciéon mecénica de los materiales rocosos como su madificacion quimica.
La meteorizacion mecanica es causada por la accibn combinada del agua, el
viento y la temperatura, que fragmentan la superficie de las rocas. La
metearizacion quimica, por otro lado, se refiere a la alteracion de los minerales
por reacciones quimicas., las particulas transportadas por el viento, como el polvo
y la arena, también pueden contribuir al desgaste de la superficie de la roca.

e Composicién del suelo

Lladé Fernandez (2012), propone que el suelo es un medio altamente complejo
gue se compone principalmente de tres fases: soélida, liquida y gaseosa. Estas
fases pueden organizarse de diversas formas y adquirir diferentes proporciones
para dar lugar a una gran variedad de tipos de suelo. Una de las formas de
clasificacion de los suelos es segun el tamafio de las particulas que forman su

fase solida, tal como se presenta en la Tabla 1.
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Tabla 1. Clasificacion de las particulas del suelo, segun sistemas de USA e Internacional
(Sierra, 2019).

Fraccion de suelo Sistema del Dpto. USA Sistema internacional
Diametro en mm Diametro en mm
Arena muy gruesa 1,0-2,0
Arena gruesa 05-1,0 0,2-2,0
Arena mediana 0,25-0,5
Arena fina 0,1-0,25 0,02 -0,2
Arena muy fina 0,1 - 0,005 0,002 - 0,02
Limo 0,002 - 0,05
Arcilla < 0,002 < 0,002

Piedras y graba > 2,0 mm, ya no son considerados como parte del suelo.

De acuerdo con Llad6é Fernandez (2012), la materia organica y los compuestos
minerales presentes en el suelo se disponen en el espacio formando una
estructura porosa que puede contener agua y aire. El agua que se encuentra en
estos poros contiene sales minerales y nutrientes, lo que permite el desarrollo de
la actividad metabdlica de los microorganismos que habitan el suelo.

Microcolonias

£

- rl'culasg O :

arcilla

Figura 1. Esquema de un habitat microbiano del suelo (Madigan et al., 2015).

2.2.2. Petroleo

La comunidad de Madrid (2002), explican que la historia del petroleo se remonta
a hace mas de 200 millones de afios, cuando gran parte de la Tierra estaba
cubierta de agua. Los procesos geoldgicos y la accion bacteriana sobre la materia
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organica en el fondo del mar dieron origen a esta mezcla de hidrocarburos que ha
sido fundamental para el desarrollo de la sociedad occidental moderna. El petroleo
es un liquido viscoso, que puede ser verde, amarillo, marrén o negro, y esta
compuesto por hidrocarburos con diferentes proporciones de atomos de carbono
e hidrégeno. Aunque siempre hay hidrocarburos en los yacimientos petroliferos,
no se han encontrado nunca dos yacimientos con exactamente la misma
composicion, debido a la presencia de otros compuestos organicos con elementos

como el azufre, el niquel o el vanadio.

e Composicién del petréleo crudo

Composicion general

Segun Céardenas (2017), Caselles y sus colaboradores (1995), sefialaron que el
petroleo crudo es una sustancia liquida de color oscuro y alta viscosidad que
posee una compleja composicion, compuesta principalmente por hidrocarburos.
Estos compuestos representan entre el 50 y el 98% de la composicion del petréleo,
lo que lo convierte en uno de los principales contaminantes en diferentes
ambientes. Asimismo, indicaron que la composicion elemental del petréleo crudo
esta compuesta principalmente por carbono, hidrégeno, azufre, oxigeno y
nitrégeno, en proporciones que oscilan entre el 84 y el 87%, el 11y el 14%, el 0y
el 8%, y el 0y el 4%, respectivamente. Los principales componentes del petréleo

estan divididos en grupos, tal como se muestra en la Tabla 2:

Tabla 2. Composicién de las fracciones quimicas contenidas en un crudo de petréleo

(Casellas y cols., 1995 citado por Cardenas 2017).

Fraccién Composicion
n-alcanos, alcanos ramificados e
Saturados isoprenoides y cicloparafinas o cicloalcanos,
hopanos.
- Monoaromaticos, diaromaticos, hidrocarburos
Aromaticos P L
aromaticos Policiclicos
. Agregado de iridinas, uinilinas,
Resinas greg P q

carbazonles, tiofenos, sulféxidos y amidas
Agregados de HAP, Acidos naftalénicos,

Asfaltenos sulfuros, é&cidos grasos, metaloporfirinas,
fenoles polihidratados

Composicion por familias de hidrocarburos
Segun Torres y Zuluaga (2009), Clarck y Brown (1977) y Howe-Grant (1996), nos
mencionan que el estudio mas detallado del petréleo agrupd los hidrocarburos del

petréleo en diferentes familias. Estas familias incluyen parafinas volatiles (alcanos
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no ramificados y ramificados, hasta Cio), parafinas no volatiles (alcanos lineales y
ramificados entre Cio- Cao), naftenos (cicloalcanos o cicloparafinas), oleofinas
(alguenos) y aromaticos (monoaromaticos Yy poliaromaticos). Asimismo,

componentes de las resinas y los asfaltenos se clasifican en un grupo aparte.

Alcanos
CHy CH;- CH CH4(CH 3 -CH ,
Metano Etano Propano
[+ [+ [+ [ c
1 L
C-CI—C-C c-:i-c-lc-c c-¢-¢c*-¢-c*-€-¢ C-C
[+ [+ [
Isobutano Isc-octano Pristano

Ciclo Alcanos

o O OO

Ciclopentano Ciclohexano Decalina
Aromaticos
Benceno Naftaleno Antraceno
Indano Fluoreno

Pireno

Figura 2. Estructura quimica de los principales grupos de hidrocarburos del petréleo
(Botello, 2005).

De acuerdo con lo propuesto por Howe-Grant (1996) y mencionada por Torres y
Zuluaga (2009), los hidrocarburos del petréleo se agrupan en diferentes familias:
e Parafinas volatiles

Representan hasta un 30% del crudo de petréleo. Son n-alcanos e isoprenoides
(alcanos ramificados) de un tamafio C1-Cyo (de 1 a 10 atomos de carbono). Es la
fraccion mas volatil del crudo y por lo tanto la mas susceptible de pérdidas

abioticas por volatilizacion.



e Parafinas no volatiles

Son aquellos n-alcanos e isoprenoides entre C11-Ca0. LOS componentes entre Cia-
Ci1s son de volatilidad intermedia. Los n-alcanos oscilan entre C11-Ca0, aunque se
han descrito cadenas mas largas y pueden constituir entre el 15-20% de crudos
no degradados. Los isoprenoides varian de Ci2-C2, y constituyen entre 1-2% del
crudo, llegando a 15% en crudos degradados.

e Naftenos (cicloalcanos)

Esta familia esta compuesta por las cicloparafinas o cicloalcanos. Los compuestos
més abundantes de esta familia son los ciclopentanos alquilados
(fundamentalmente metilados), que pueden llegar a representar un 31% del crudo.
Los compuestos mono y diciclicos corresponden al 50-55% de esta fraccion, los
triciclicos al 20% vy los tetraciclicos al 25%.

¢ Oleofinas (alquenos)

Estan poco presentes en el crudo de petréleo, encontrdndose en concentraciones
traza. Adquieren importancia en los productos resultantes del refinado, ya que se
generan durante el proceso de cracking, existiendo hasta un 30% en gasolinas y
un 1% en fueles.

e Hidrocarburos aromaticos

El crudo de petréleo contiene una mezcla muy compleja de hidrocarburos
aromaticos. Esta fraccién la componen moléculas que contienen uno o varios
anillos bencénicos en su estructura. Asi encontramos hidrocarburos
monoaromaticos (un anillo bencénico), diaromaticos (2 anillos bencénicos) y
poliaromaticos (HAPs, con mas de dos anillos bencénicos).

e Resinas y asfaltenos

Se trata de mezclas complejas, integradas por nucleos policiclicos o
naftenoaromaticos. Contienen cadenas hidrocarbonadas con heteroatomos de
oxigeno, nitrégeno y azufre (componentes NOS del petréleo) y a veces estan
asociadas con pequefias concentraciones de metales como el vanadio y el niquel.
Constituyen entre un 10% en crudos poco degradados o ligeros, hasta un 60% en

crudos muy degradados.

2.2.3. Petroleo y la biodegradacion microbiana
Segun Dua et al. (2002) mencionado por Vallejo et al. (2005), la presencia de

hidrocarburos en el ambiente representa graves problemas tanto para los

ecosistemas como para las compafiias. Por lo tanto, es necesario buscar y aplicar
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procesos como la biorremediacién, la cual proporciona una solucidon segura,
efectiva y econdmica para remediar los suelos contaminados con petroleo. El
objetivo principal de la biorremediacién es acelerar la degradacion total o parcial
del contaminante organico, disminuyendo su toxicidad, movilidad e impacto
ambiental.

Vallejo et al. (2005), indican que la degradacion microbiana es uno de los procesos
mas importantes de descontaminacion natural, que puede ser mejorado mediante
la aplicacién de tecnologias de biorremediacion. El petréleo crudo es un
contaminante complejo que contiene una variedad de compuestos, lo que lo hace
atil como un sustrato para evaluar el potencial de las cepas microbianas de interés

en la biorremediacion.

e Consorcio microbiano

Segun Ochoa y Montoya (2010), un consorcio microbiano es una comunidad
natural formada por dos o0 mas poblaciones microbianas de diferentes especies
gue actuan juntas en un sistema complejo y que se benefician de las actividades
de los demés. La asociacion refleja un estilo de vida sinérgico o sintréfico en el
gue el crecimiento y el flujo de nutrientes se llevan a cabo de manera mas efectiva
y eficiente que en poblaciones individuales. Los consorcios microbianos pueden
realizar funciones complicadas que las poblaciones individuales no pueden, y la
vida en asociacion puede aumentar la resistencia a las fluctuaciones ambientales
y promover la estabilidad de los miembros. Los miembros del consorcio se
comunican entre si mediante el intercambio de sustancias o sefiales moleculares
y ejercen un control positivo o negativo sobre el crecimiento y el metabolismo de
otros miembros. La produccién total del consorcio depende de la combinacion de
tareas realizadas por los miembros individuales. Los consorcios también tienen la
capacidad de realizar funciones gque requieren multiples pasos gracias a especies

microbianas especializadas. Esta informacion se puede observar en la Figura 3.
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a. Poblacion m

b. Consorcio

Wil
:

Figura 3. Procesamiento de reacciones complejas por (a) una poblacién o (b) un

consorcio microbiano (Ochoa & Montoya, 2010).

La generacién de un producto (P) puede requerir de multiples pasos para convertir
el sustrato (S), a través de la sintesis secuencial de intermediarios (X1 y X2). (a)
Una poblacion individual es responsable de la sintesis de todas las enzimas
necesarias para llevar a cabo las reacciones intermedias. (b) Cada poblacion esta
dedicada a un solo paso. Las reacciones desempefiadas por cada poblacion
pueden coordinarse por la comunicacién intercelular. Un consorcio microbiano
como el que se ilustra en (b) tiene dos ventajas potenciales. Primero, limita el
namero de elementos externos en cada poblaciéon, lo cual protege de un
desequilibrio metabdlico. Tal desequilibrio, con frecuencia, deriva en un retardo
del crecimiento y en una baja produccién. Segundo, la division del trabajo
simplificara la optimizacion de cada reaccion en la conversion, mediante la
especializacién de la maquinaria bioguimica de cada poblacion (Ochoa &
Montoya, 2010).

e Biorremediacion
Madigan et al. (2015), definen la biorremediacién como el proceso microbiano para
la eliminacion de contaminantes ambientales, ya sean materiales naturales como

los productos derivados del petroleo, o quimicos xenobidticos. Este proceso



estimula las actividades de los microorganismos autoctonos en el medio ambiente.
Si bien existen muchas sustancias toxicas que pueden ser eliminadas mediante la
biorremediacién, los mayores logros se han observado en la eliminaciéon de
vertidos de petréleo crudo o fugas de grandes tanques de almacenamiento de

hidrocarburos.

e Metabolismo aerdbico de hidrocarburos

Oxigenasas y oxidacién de hidrocarburos alifaticos.

Las oxigenasas son enzimas que facilitan la incorporacion de oxigeno molecular
(O2) a compuestos organicos e inorganicos. Existen dos clases principales de
oxigenasas: las dioxigenasas, que incorporan ambos atomos de O; en la
molécula, y las monooxigenasas, que introducen solo uno de los dos atomos de
O2 en un compuesto organico, reduciendo el segundo atomo de O; a agua, para
la mayoria de las monooxigenasas, el donante de electrones requerido es NADH
o NADPH (Madigan et al., 2015).

En el proceso inicial de oxidacién de un hidrocarburo alifatico saturado, un atomo
de O; se incorpora tipicamente en un atomo de carbono terminal, catalizado por
una monooxigenasa. El producto resultante es un acido graso de la misma
longitud que el hidrocarburo original. Posteriormente, el 4cido graso se somete a
la beta-oxidacion, que implica la separacién de dos carbonos del acido graso en
cada paso. Durante este proceso, se genera NADH, que luego se utiliza en la
cadena de transporte de electrones para la conservacion de energia. Cada ciclo
de beta-oxidacion libera acetil-CoA y un nuevo acido graso dos carbonos mas
cortos que el original. El acetil-CoA producido en la beta-oxidacion se oxida a
través del ciclo del acido citrico o se destina a la sintesis de nuevos componentes

celulares (Madigan et al., 2015).
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Redox state Reaction B o
HaG—(CHy)—GH,—CH,—COOH
Hydrocarbon CHs—BH, + NADH + |00 Fatty acid of (n + 4) carbons
n-Octane (©2) ATP = HS—CoA (oA activation
Menooxygenase o]
H,C—(CHy)y 1BHy— OHyL5-GCoA
Alcohol CHyBHOH + NAD' +  HJO .
_Octanol FADH Formation of
n-detano o double bond
Dehydrogenation Il
- HaC—(CHa)y—EH=CH,—C~S-CoA
NADH
H.0
H k 2 Addition of
| hydroxyl group
Aldehyde C;HisC=0 ('[)H o]
n-Octanal HaG—(CHy),BH—CHyG~5-Coh
H0 = Dehydrogenation
e NADH I = NADH Oxidation

to keto group

OH o)

‘ i

Acid c;H, 8= HaC—(CH)s —CH.‘,—E-vS—CoA
n-Octanoic acid

ATP CoA Generation of
acetyl-CoA 0

Acid Beta-oxidation HgC—(CH;),,—&—S—COA + HQC—E'“S—CDA —— 2 COp + 8 H

to 4 acetyl-CoA "
Oxidation in citric acid
fsee partbl Aeelyl-GoA
ycle (see Figure 3.22)
(a) Hydrocarbon oxidation (b) Fatty acid oxidation

Cleavage to yield acetyl-CoA and
fatty acid of (n + 2) carbons for
new round of beta-oxidation

CoA

Y

Figura 4. Actividad monooxigenasa y beta oxidacion. (a) Pasos en la oxidacién de un

hidrocarburo alifatico, el primero de los cuales esta catalizado por una monooxigenasa. (b)

La oxidacion de acidos grasos por beta-oxidacién conduce a la formacion sucesiva de
acetil-CoA (adaptado de Madigan et al., 2015).

Factores que influyen en la biorremediacidn

Los factores ambientales que se requieren para crear condiciones ideales de

crecimiento microbiano incluyen, segin Rodriguez (2008):

pH: Afecta de manera importante la actividad microbiana. No existen
condiciones preestablecidas que sean Optimas para todos los tipos de
microorganismos, pero en general el crecimiento es efectivo en un intervalo de
pH entre 6.0 y 8.0.

Temperatura: Uno de los factores mas importantes que afecta el metabolismo
de los microorganismos y la tasa de biodegradacién. Las bacterias crecen en
intervalos de temperatura entre 20 y 30 °C (condiciones mesodfilas). En
temperaturas superiores a 40°C decrece la biodegradacion por
desnaturalizacion de las enzimas y se inhibe a temperaturas menores de 0°C.
Humedad: Se requieren condiciones minimas de humedad para el crecimiento
de microorganismos. El agua es un elemento fundamental en la estructura
bacteriana (protoplasma) y una de sus funciones es ser medio de transporte
de compuestos organicos y nutrientes hasta el interior de la célula. Cuando
hay exceso de humedad se inhibira el crecimiento bacteriano por reduccion en

la concentracién del oxigeno en el suelo.
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¢ Oxigeno: Empleado en procesos biolégicos e importante en ciertas reacciones
de oxidacion -reduccién catalizada por enzimas. Los microorganismos oxidan
compuestos organicos e inorganicos, de donde obtienen energia para cumplir
con sus funciones para el crecimiento. En este proceso de oxidacion se liberan
electrones que ayudan a una cadena de reacciones al interior de la bacteria.
Un ejemplo en el metabolismo aerobio el oxigeno (O) es el aceptor y el agua
(H20) es el producto.

e Importancia de nutrientes inorganicos: El metabolismo microbiano se dirige
principalmente a la reproduccion y requieren que los nutrientes se encuentren
disponibles para ser asimilados y sintetizados. Entre los mas importantes
estan el fosforo y el nitrégeno.

e Microorganismos degradadores de HTPs

Segun Lladé Fernandez (2012), actualmente se han descrito numerosos géneros
bacterianos como capaces de degradar HAPs, con una gran diversidad de
bacterias capaces de degradar los HAPs de bajo peso molecular. Aunque en los
altimos veinte afios se ha avanzado mucho en el conocimiento del metabolismo
bacteriano de HAPSs, el conocimiento actual sobre el metabolismo flungico es
mucho menor. No obstante, en la biorremediacion de HAPs en ambientes
acuaticos y en suelos, los hongos son igual de importantes que las bacterias. En
la Tabla 3 se presentan los principales microorganismos degradadores de

petroleo.
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Tabla 3. Bacterias reportadas en biorremediacién de suelos y agua contaminados con

hidrocarburos (Rodriguez Gonzales, Zarate Villarroe, & Bastida Codina, 2022) (Garcia y

Aguirre, 2014).

Bacteria biorremediadora

Acidovorax carolinensis
Acinetobacter baumannii
Acinetobacter calcoaceticus
Acinetobacter sp.
Actinobacteria
Actinomycetes
Alcaligenes faecalis
Alcanivorax borkumensis
Alcanivorax dieselolei
Alcanivorax hongdengensis
Altererythrobacter sp.
Alteromonas sp.
Arthrobacter sp.
Bacillus sp.
Burkholderia cepacia
Burkholderia kururiensis
Burkholderia sp.
Burkholderia unamae
Burkholderia xenovorans
Dietzia
Janibacter sp.
Micrococcus sp.
Mycobacterium Gilvum
Mycobacterium sp.
Mycobacterium Gilvum
Nocardioides sp. Strain

Novosphingobiumaromaticivorans

Ochrobactrum intermedium
Planctomyces sp.
Planococcus
Pseudomona putida
Pseudomonas Aeruginosa
Pseudomonas butanavora
Pseudomonas sp.
Ralstonia picketii
Ralstonia sp.
Rhizobium pakna-mense
Rhizobium sp.
Rhizobium tropici
Rhodococcus aetherivorans
Rhodococcus jostii
Rhodococcus opacus
Rhodococcus sp.
Rhodococcus wratislaviensis
Rhodococcus aetherivorans
Rhodococcus opacus
Sinorhizobium sp.
Sphingobium yanoikuyae
Sphingomonas paucimobilis
Sphingomonas sp.
Sphingomonas Paucimobilis
Stenotrophomonas
Yersinia frederiksenii

2.2.4. Marco Legal

En el Decreto Supremo N° 011-2017-MINAM, se establecen los Limites Maximos
Permisibles para parametros organicos e inorganicos de muestras de suelo;
donde se indica que los hidrocarburos de petréleo deben tener como Limites

Méaximos Permisibles valores que van de 200 a 6 000 mg/kg de peso seco, de
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acuerdo con el uso de suelo y tipo de fraccién de hidrocarburo (Decreto Supremo
N° 011-2017-MINAM, 2017).
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. MATERIALES Y METODOS
3.1. Ubicacion
El trabajo de investigacion fue realizado en el Laboratorio de Microbiologia
Ambiental del Area Académica de Microbiologia, Facultad de Ciencias Bioldgicas
de la Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga

3.2.  Procedencia de las cepas microbianas
Los in6culos empleados en el estudio fueron obtenidos del cepario del Laboratorio

de Microbiologia Ambiental de la Escuela Profesional de Biologia de la UNSCH.
Para la seleccion de las cepas utilizadas en el trabajo, se tuvieron en cuenta
trabajos previos realizados, y uno de los criterios utilizados fue la capacidad de
biodegradacion de petréleo Diesel que presentaron dichas cepas en
investigaciones anteriores. En base a este criterio, se seleccionaron las siguientes
cepas:

- Cddigo: C1

- Cddigo: C2

- Cddigo: C3
3.3. Ensayos de degradacién del petréleo Diesel
3.3.1. Preparacién del in6culo de las cepas

Los in6culos de las cepas fueron obtenidos siguiendo el protocolo descrito por
Vasquez et al. (2010) y Narvaez et al. (2008):
e Se seleccion6 una cepa del cepario y se realiz6 su reactivacion.
e Los indculos de las cepas fueron preparados realizando la resuspension
de la cepa en 10 mL de caldo nutritivo y se incubd a 37°C durante 24 h
para obtener un cultivo joven.
e Luego, se afadio6 el cultivo joven a 612 mL de caldo nutritivo (dependiendo
del tratamiento que se esté preparando, se agregaron 612, 306 o0 204 mL
de caldo nutritivo) y se incubé a 37°C hasta alcanzar una concentracion de
15 x 108 UFC/mL en la escala de Mc Farland.
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Una vez que se obtuvo la concentracion deseada, se conservo la solucion
para su posterior inoculacién en los diferentes tratamientos.
Estos pasos se repitieron para cada una de las cepas de acuerdo con la

cantidad de in6culo requerida, segun se indica en la Tabla 4.

Tabla 4. Cantidad en mL que se prepar6 de cada cepa en caldo nutritivo para los

distintos tratamientos.

TRATAMIENTO CEPAS
C1 C2 C3
M1 612mL
M2 612mL
M3 612mL
M12 306mL 306mL
M13 306mL 306mL
M23 306mL 306mL
M123 204mL 204mL 204mL

3.3.2. Preparacion de la muestra de arena fina
Se recolectaron muestras de arena fina y se procedié a su preparacion de la

siguiente manera:

La muestra de arena fina fue recolectada en bolsas de polietileno, con un
peso de 850 g por bolsa. Luego, se procedi6 a esterilizar la muestra para
eliminar los microorganismos presentes.

Después de 24 h a la esterilizacion, se colocé 850 g de muestra de arena
fina en cada taper con dimensiones de 20cm x 15cm x 10cm (largo, ancho
y alto).

Se formaron cuatro grupos de 84 tapers cada uno, y una vez que se tuvo
un grupo completo de 84 tapers, se dividié en cuatro subgrupos de 21
tapers cada uno. A cada subgrupo se le agregd petroleo Diesel en
diferentes concentraciones (5%, 10%, 15% y 20%, respectivamente), con
el objetivo de obtener las diferentes concentraciones en cada subgrupo

para los tres tratamientos que se habian formado inicialmente.

3.3.3. Preparacion de las concentraciones de petroleo Diesel
Una vez que se prepard la muestra de suelo y el indculo, se llevé a cabo el

procedimiento indicado en las tablas 5, 6, 7y 8.
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Tabla 5. Preparacién de los tratamientos para nitrato de amonio.

TRATAMIENTO Muestra de i
arena fina (g) 5% 10% 15% 20%
850** M1-5A M1-10A M1-15A M1-20A
M1* 850** M1-5B M1-10B M1-15B M1-20B
850** M1-5C M1-10C M1-15C M1-20C
850** M2-5A M2-10A M2-15A M2-20A
M2* 850** M2-5B M2-10B M2-15B M2-20B
850** M2-5C M2-10C M2-15C M2-20C
850** M3-5A M3-10A M3-15A M3-20A
M3* 850** M3-5B M3-10B M3-15B M3-20B
850** M3-5C M3-10C M3-15C M3-20C
850** M12-5A M12-10A M12-15A M12-20A
M12* 850** M12-5B M12-10B M12-15B M12-20B
850** M12-5C M12-10C M12-15C M12-20C
850** M13-5A M13-10A M13-15A M13-20A
M13* 850** M13-5B M13-10B M13-15B M13-20B
850** M13-5C M13-10C M13-15C M13-20C
850** M23-5A M23-10A M23-15A M23-20A
M23* 850** M23-5B M23-10B M23-15B M23-20B
850** M23-5C M23-10C M23-15C M23-20C
850** M123-5A M123-10A M123-15A  M123-20A
M123* 850** M123-5B M123-10B M123-15B M123-20B
850** M123-5C  M123-10C M123-15C M123-20C

A: repeticién uno del tratamiento.

B: repeticion dos del tratamiento.

C: repeticion tres del tratamiento.

%PC: porcentaje de petroleo Diesel en cada subtratamiento.

*: contienen 50 mL de microorganismos aislados a partir del consorcio.
**: concentracién de nitrato de amonio (0,069/Kg)

oA wWNE

38



Tabla 6. Preparacién de los tratamientos para superfosfato triple.

TRATAMIENTO Muest'ra de % PD
arena fina (g) 5% 10% 15% 20%
850** M1-5A M1-102 M1-15A M1-20A
M1* 850** M1-5B M1-10B M1-15B M1-20B
850** M1-5C M1-10C M1-15C M1-20C
850** M2-5A M2-102 M2-15A M2-20A
M2* 850** M2-5B M2-10B M2-15B M2-20B
850** M2-5C M2-10C M2-15C M2-20C
850** M3-5A M3-102 M3-15A M3-20A
M3* 850** M3-5B M3-10B M3-15B M3-20B
850** M3-5C M3-10C M3-15C M3-20C
850** M12-5A M12-10A M12-15A M12-202
M12* 850** M12-5B M12-10B M12-15B M12-20B
850** M12-5C M12-10C M12-15C M12-20C
850** M13-5A M13-10A M13-15A M13-202
M13* 850** M13-5B M13-10B M13-15B M13-20B
850** M13-5C M13-10C M13-15C M13-20C
850** M23-5A M23-10A M23-15A M23-202
M23* 850** M23-5B M23-10B M23-15B M23-20B
850** M23-5C M23-10C M23-15C M23-20C
850** M123-5A M123-10A  M123-15A M123-202
M123* 850** M123-5B M123-10B  M123-15B M123-20B
850** M123-5C M123-10C M123-15C M123-20C

ok wnNE

A: repeticién uno del tratamiento.
B: repeticion dos del tratamiento.
C: repeticion tres del tratamiento.

%PC: porcentaje de petréleo Diesel en cada subtratamiento.

*: contienen 50 mL de microorganismos aislados a partir del consorcio.

**: concentracion de superfosfato triple (0,048g/Kg)
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Tabla 7. Preparacién de los tratamientos para el control positivo.

TRATAMIENTO Muest'ra de % PD
arena fina (g) 5% 10% 15% 20%
850 M1-5A M1-10A M1-15A M1-20A
M1* 850 M1-5B M1-10B M1-15B M1-20B
850 M1-5C M1-10C M1-15C M1-20C
850 M2-5A M2-10A M2-15A M2-20A
M2* 850 M2-5B M2-10B M2-15B M2-20B
850 M2-5C M2-10C M2-15C M2-20C
850 M3-5A M3-10A M3-15A M3-20A
M3* 850 M3-5B M3-10B M3-15B M3-20B
850 M3-5C M3-10C M3-15C M3-20C
850 M12-5A M12-10A M12-15A M12-20A
M12* 850 M12-5B M12-10B M12-15B M12-20B
850 M12-5C M12-10C M12-15C M12-20C
850 M13-5A M13-10A M13-15A M13-20A
M13* 850 M13-5B M13-10B M13-15B M13-20B
850 M13-5C M13-10C M13-15C M13-20C
850 M23-5A M23-10A M23-15A M23-20A
M23* 850 M23-5B M23-10B M23-15B M23-20B
850 M23-5C M23-10C M23-15C M23-20C
850 M123-5A M123-10A M123-15A  M123-20A
M123* 850 M123-5B M123-10B  M123-15B M123-20B
850 M123-5C M123-10C M123-15C M123-20C

A: repeticién uno del tratamiento.

B: repeticion dos del tratamiento.

C: repeticion tres del tratamiento.

%PC: porcentaje de petréleo Diesel en cada subtratamiento.

*: contienen 50 mL de microorganismos aislados a partir del consorcio.

arONE
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Tabla 8. Preparacién de los tratamientos para el control negativo.

Muestra de % PD
TRATAMIENTO )
arena fina (g) 5% 10% 15% 20%
850 T1-5A T1-102 T1-15A T1-20A
T1 850 T1-5B T1-10B T1-15B T1-20B
850 T1-5C T1-10C T1-15C T1-20C

A: repeticién uno del tratamiento.
B: repeticion dos del tratamiento.
C: repeticién tres del tratamiento.
%PC: porcentaje de petroleo Diesel en cada subtratamiento.

Eal N

3.3.4. Evaluacion de los tratamientos
Los tratamientos fueron evaluados en intervalos de 14 dias durante un periodo de
70 dias para obtener informacién sobre la degradacion del petréleo crudo.

3.4. Andlisis de la arena fina sometida a degradacién del petréleo Diesel
3.4.1. Determinacién del porcentaje de humedad de la arenafina (Fernandez
et al., 2006)
En la medicion de la cantidad de agua presente en los suelos, se utilizé el método
gravimétrico. El proceso llevado a cabo fue el siguiente:
e Se pesé 1 g de muestra sobre un papel o charola de aluminio a peso
constante.
e Posteriormente, la muestra fue sometida a una temperatura de 80°C en la
estufa durante un tiempo de 12 a 24 h.
o Después de sacar la muestra de la estufa, se enfrié6 en un desecador y se
peso junto con el papel.
¢ Los porcentajes de humedad en el suelo se calcularon mediante la diferencia
de pesos utilizando la siguiente férmula:

% Humedad del suelo = (peso inicial - peso final) / peso inicial * 100

3.4.2. Preparacion de las muestras de arena fina para la extraccion de
petréleo Diesel (Fernandez et al., 2006)
Aunque el analisis de hidrocarburos puede hacerse con muestras hiumedas, se
recomienda secarlas y molerlas para obtener muestras mas homogéneas. El
secado de suelo para extraccion fue llevado a cabo de la siguiente manera:
e La muestra (5-10g de arena fina) fue extendida en papel aluminio y puesta
a secar a 30°C, a la sombra, durante 48 h.
e Luego, la muestra fue molida en un mortero hasta obtener particulas finas.

¢ Finalmente, la muestra seca fue colocada en un frasco seco y limpio.
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3.4.3. Extraccién del petroleo Diesel mediante la técnica agitacién-
centrifugacion (Fernandez et al., 2006)

El método utilizado se basd en la extraccién de hidrocarburos no volatiles y

semivolatiles de muestras sdlidas (arena fina), mediante la agitacion de la muestra

con un solvente en un matraz o tubo para producir extracciones sucesivas, y

separando el solvente del suelo por centrifugacion. El proceso de extraccion se

llevé a cabo de la siguiente manera:

e Se tom6 una muestra de 2 g de arena fina seca y previamente triturada en
un mortero, y se coloc6 en un tubo eppendorf para centrifugar de 15mL. A
esta muestra se le agregaron 3g de Na»SO. anhidro, y se mezclé con
agitacion en un vértex hasta homogenizar.

e Se agregaron 5 ml de diclorometano y se volvié a agitar en el vortex durante
45 segundos para que el solvente se incorporara bien con el suelo.

e La muestra se centrifugd a 150 x g durante 10 minutos. Luego se retir6 el
sobrenadante y se colocé en un vial de vidrio.

e Se lavo la arena fina dos veces mas, y se obtuvieron aproximadamente 15

ml de sobrenadante (extracto organico).

3.4.4. Calculo de los hidrocarburos totales del petroleo Diesel (HTPs)
(Fernandez et al., 2006)

El método gravimétrico es recomendado para la medicién de HTPs en muestras

muy aceitosas 0 acuosas que contienen hidrocarburos pesados, o cuando se

utiliza el hexano como solvente. El procedimiento para la extraccion y

cuantificacién de HTPs se llevd a cabo de la siguiente manera:

e Se puso a peso constante el vial donde se coloco el extracto organico
obtenido. Para ello se coloc6 el vial en la estufa a 80°C durante 4 horas.
Luego se retir6 el vial y se dejé enfriar a temperatura ambiente. Se peso el
recipiente y se repitid el proceso hasta que el peso no cambiara, anotando
el peso del recipiente (RA).

¢ Una vez que el extracto organico estuvo en un vial a peso constante, se
evaporé completamente el solvente (diclorometano) en una estufa a 80°C
durante 48 h.

e Se pesO nuevamente el vial con el extracto libre de solvente, anotando el
peso (RB).
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Para calcular la concentracion de hidrocarburos totales del petréleo en la muestra,
se considero la cantidad de suelo que se utilizé para la extraccion y la humedad
de la muestra. El resultado se expresé en mg de HTP/kg de suelo seco y se calcul6
de la siguiente manera:
HTPs (mg kg-1 de s.s.) = (RB—-RA) * (FC)/ (P * FH).

Donde:

e HTPs (mg kg-1 de s.s.) = hidrocarburos totales del petréleo en mg/ kg de

suelo seco.

e RA = peso (g) del recipiente vacio a peso constante.

e RB = peso (g) del recipiente con el extracto organico concentrado.

e P =cantidad de suelo extraido (g).

e FH = factor de correccién de humedad (1-(%humedad/100)).

e FC = factor de correccion para transformar a kg de s.s. = 1 000.

3.5. Identificacion de microorganismos
Se trabaj6 con tres cepas catalogadas de la siguiente manera:

- C1 dos muestras (R1) (R2)

- C2 dos muestras (R1) (R2)

- C3 dos muestras (R1) (R2)

Todas las muestras fueron remitidas al laboratorio Umbrella Genomics Company
para su identificacién. En el cual se procedi6 de la siguiente manera para la
extraccion de ADN:

e Se recolectd una muestra de 1 mL de un cultivo bacteriano joven en un tubo
estéril de 1,5 mL. Posteriormente, esta muestra fue sometida a una
centrifugacion a 800 x g durante 10 min. El sobrenadante resultante se
trasvaso a un nuevo tubo estéril de 1,5 mL, y se procedio a eliminar el pellet.

e En una etapa posterior, se llevo a cabo una segunda centrifugacion a 8 000
X g durante 15 min. Después de esto, se elimind el sobrenadante y se
procedio a eluir el pellet en 0,2 mL de PBS (Phosphate Buffer Saline).

e Seguidamente, se realizaron las siguientes acciones: se afiadieron 0,18 mL
de solucion de Digestién y 0,02 mL de solucién de Proteinasa K, y se
homogeneizé la mezcla suavemente mediante un vortex. La mezcla se

incubo a 56°C durante 40 minutos con agitacion a 600 rpm.
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A continuacion, se afiadieron 0,02 mL de solucion de RNasa A, y se
homogeneizb nuevamente con un vortex suave, permitiendo una incubacion
adicional de 10 minutos a temperatura ambiente sin agitacion.

e Posteriormente, se incorporaron 0,2 mL de solucion de Lisis a la muestra.
Se homogeneiz6 suavemente durante 30 segundos y se afiadieron 0,4 mL
de etanol al 50%, seguido de una homogeneizacion por vortex.

e La mezcla total se transfiri6 a una columna de purificacion insertada en un
microtubo colector de 2 mL, que se centrifugé a 6 000 x g durante 1 min.
Luego, se desechd el tubo colector que contenia el liquido de desecho, y la
columna de purificacion se transfirié a un nuevo microtubo colector de 2 mL.

¢ En la siguiente etapa, se afiadieron 0,5 mL de Wash Buffer | (que incluye
etanol absoluto) y se sometié a una centrifugacién a 8 000 x g. Nuevamente,
se elimin6 el tubo colector con el liguido de desecho, y la columna de
purificacion se transfirié a un nuevo microtubo colector de 2 mL.

e Seguidamente, se afadieron 0,5 mL de Wash Buffer Il (que también
contiene etanol absoluto) y se sometidé a una centrifugacién a 20 000 x g
durante 3 minutos. Luego, se descarté el tubo colector que contenia el
liquido de desecho, y la columna de purificacion se transfirio a un microtubo
de 1,5 mL.

e Finalmente, se afiadieron 0,1 mL de Elution Buffer en el centro de la columna
de purificacion, y se incub6 durante 3 minutos a temperatura ambiente.
Luego, se realiz6 una ultima centrifugacion a 8 000 x g durante 1 minuto. La
columna de purificacion fue descartada, y el ADN extraido se almaceno a
una temperatura de -20°C

Se evaluo la calidad del ADN extraido de las 08 muestras en funcién de su tamafio
molecular. Luego, se llevé a cabo el PCR convencional utilizando primers
universales para el Gen 16S rRNA. Posteriormente, se procedié al
secuenciamiento del gen 16S rRNA. Este proceso de secuenciacion del ADN del
gen 16S rRNA se realizé utilizando los primers externos 785F y 907R. La calidad
de los resultados de secuenciacion se considerd 6ptima cuando el valor de calidad
era superior a 20 (QV>20). El ensamblaje de las secuencias de ADN se llevo a

cabo utilizando el software Geneious Prime.
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3.6. Andlisis estadistico

3.6.1. Registro de datos

Se registraron los datos de lectura de cada uno de los tratamientos.

3.6.2. Andlisis de similaridad

Los resultados obtenidos en el estudio fueron presentados en tablas y/o gréficos,
que fueron generados mediante técnicas de estadistica descriptiva, analisis de

varianza (p<0.05) y Tukey utilizando el software estadistico SPSS 23.
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V. RESULTADOS
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Ayacucho-2019.
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Tabla 9. Porcentajes de remocién neta de petréleo Diesel en los diferentes tratamientos y

subtratamientos con microorganismos degradadores de petréleo Diesel. Ayacucho-2019.

X STX  TIEMPO PP
5% 10% 15% 20%
%NH,NO, 5 100,000 100,000 54,565 48,769
%SFT , S 5 100000 100,000 57,709 47,507
wep odias S© 100000 74312 35962 30,868
ML %CN b 45284 16338 15551 29,960
%NH,NO, s 54716 83662 39014 18,809
%SFT 70 dias %: S & 54716 83662 42,158 17,547
%CP 8% 4716 57974 20411 0908
%NH,NO, 5 100,000 100,000 61,863 55,699
%SET , S 100000 100,000 63,057 51,433
wep 0dias 2 © 100,000 76255 37,905 32,811
M2 %CN o 45284 16338 15551 29,960
%NH,NO, 5 4716 8366 46312 25739
%SFT  70dias 2 8 § 54716 83662 47506 21473
%CP S 54716 59917 22354 2,851
%NH,NO, 5 100,000 100,000 53,486 44,468
%SFT , S 5 100000 100,000 54,159 40,563
wep odias 2 100000 74123 35773 30,679
M3 %CN b 45284 16338 15551 29,960
9%6NH,NO5 g sA716 8362 37935 14508
%SFT  7odias 3 8 § 54716 83662 38608 10,603
%CP ® 54716 57,785 20222 0,719
%NH,NO, 5 100,000 100,000 68,105 60,712
%SET , S 5 100000 100,000 69,997 59,764
wep  0dias 2 100000 78286 3993 34842
M12 %CN ;2 45,284 16,338 15,551 29,960
%NH,NO; . 5 54,716 83,662 52,554 30,752
%SFT  70dias  C é g 54,716 83,662 54,446 29,804
%CP S 54716 61,948 24385 4,882
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Continuacion de la Tabla 9. Porcentajes de remocién neta de petréleo Diesel en los
diferentes tratamientos y subtratamientos con microorganismos degradadores de petroleo
Diesel. Ayacucho-2019.

9%PD
X STX  TIEMPO - o o —~—
%NH,NO> s 100,000 100,000 67,940 59,021

wSFT S 5 100000 100,000 67,810 59,232

%CP % 22 100000 77332 38982 33,3888

M3  %CN b 45284 16338 15551 29,960
%NH,NO, 5 54716 83662 52389 29061

%SFT  70dias 3 é g 54,716 83,662 52,259 29,272

%CP S 54716 60,994 23431 3,928
%NH,NO, s 100,000 100,000 67,815 59,216

wSFT g 5 100000 100,000 E8502 58539

%CP ©2 100000 76568 38218 33,124

M23  %CN b 45284 16338 15551 29,960
%NH,NO, g SA7l6 8362 52264 29256

%SFT  70dias 2 8 § 54716 83662 52951 28,579

%CP ® 54716 60230 22,667 3,164
%NH,NO, s 100,000 100,000 74,511 64,314

wSFT S 5 100000 100,000 76775 63,526

%CP ©° 100000 81265 42915 37,821

M123  %CN b 45284 16338 15551 29,960
%NH,NO, 5 54716 83662 58960 34354

%SFT  70dias 38 § 54716 83662 61224 33566

%CP S 54716 64,927 27,364 7,861
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Figura 19. Calidad de ADN revelado mediante electroforesis de agarosa al 1%. En el cual
M es el Marcador de tamafio molecular de 1Kb, 4; ADN de la muestra control positivo, 3;
ADN de la muestra C-1(R1), 2; ADN de la muestra C-2(R1) y 1 ADN de la muestra C-
3(R1).
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Figura 20. Productos de PCR amplificados para el gen 16S rRNA. En el cual M es el
Marcador de tamafio molecular de 1Kb, 5; ADN de la muestra control negativo, 4; ADN de
la muestra control positivo, 3; ADN de la muestra C-1(R1), 2; ADN de la muestra C-2(R1)
y 1 ADN de la muestra C-3(R1).
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Tabla 10. Identificacion por analisis BlastN de los primers de la Muestra.

Nombre

Cobertura

Similaridad

(%)

Identificacion

PD1_785F

PD1_907R

100%

100%

96.50%

95.36%

Stenotrophomonas
acidaminiphila

(KT380546.1)

Stenotrophomonas
acidaminiphila

(KT380546.1)

PD2_785F

PD2_907R

100%

100%

99.06%

96.50%

Pseudomonas

putida
(IX276777.1)

Pseudomonas

putida
(LC507960.1)

PD3_785F

PD3_907R

100%

100%

100.00%

100.00%

Pseudomonas

aeruginosa

(CP093395.1)
Pseudomonas

aeruginosa
(CP093395.1)
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V. DISCUSION

Se realiz6 la extraccion de petréleo Diesel de muestras de suelo contaminadas
intencionalmente con diferentes concentraciones (5%, 10%, 15% y 20%)
utilizando la técnica de extraccidén agitacidn-centrifugacion, que demostré ser
efectiva incluso para concentraciones muy bajas de esta mezcla de hidrocarburos,
lo que la hace una técnica rapida y simple para estos propésitos. La medicion de
la cantidad del petréleo Diesel se llevé a cabo mediante el método gravimétrico,
expresandose las concentraciones en mg/kg de suelo seco (mg kg-1 de s.s.). Se
advierte la importancia de repetir las mediciones de peso y controlar la
temperatura durante la evaporacién del solvente para obtener resultados precisos.
Autores como Fernandez et al. (2006), destacan el desarrollo de técnicas
economicas y rapidas para la extraccion de contaminantes en suelos, como la
técnica de extraccion agitacion-centrifugacion. La gravimetria, aunque sencilla y
econdmica, no es adecuada para la medicién precisa de hidrocarburos en bajas
concentraciones y se recomienda su uso por encima de 50,000 mg kg-1 (5%).
Ademas, Pardo et al. (2004), mencionan que el método gravimétrico utilizado
sigui6 el procedimiento descrito en la seccion 5520E de los Standard Methods. La
extraccion de hidrocarburos del suelo se realiz6 mediante agitacion orbital
(SHAKER) utilizando diclorometano como solvente.

En la presente investigacion se han evaluado la capacidad de degradacion de
petréleo Diesel de tres cepas microbianas individuales y combinadas en
consorcios, estimuladas con nitrato de amonio (NH,NO) o superfosfato triple
(SFT), en concentraciones de 0,06 g/Kg y 0,048 g/Kg, respectivamente, a
temperatura ambiente por un lapso de 70 dias.

En las Figuras 6, 8 y 10, se reportan los porcentajes de remocion de petréleo
Diesel con las cepas Cl1, C2 y C3 bioestimuladas, correspondientes a los
tratamientos M1, M2 y M3 respectivamente. Para el caso de la biorremediacion

del suelo contaminado con 5% de diésel de petroleo, la cepa C1 (M1) logré
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remover el 100 % del contaminante a los 28 dias, al igual que la cepa C2 (M2) y
en el caso de la cepa C3 (M3) logré eliminar el 100% del contaminante a los 42
dias; en los tres tratamientos el comportamiento fue similar con ambas sustancias
bioestimulantes; mientras que en el control (diésel de petrdleo al 5% mas cepas
microbianas y sin bioestimulantes) la degradacion del 100% del contaminante fue
a los 56 dias; estos resultados evidencian que las sustancias utilizadas
bioestimulan positivamente a las cepas indicadas logrando mejorar la capacidad
degradativa. Para el caso de la biorremediacion del suelo contaminado con 10%
de diésel de petroleo, la cepa C1 (M1) logré remover el 100 % del contaminante a
los 70 dias, al igual que las cepas C2 y C3 (M2 y M3); en los tres tratamientos el
comportamiento fue similar con ambas sustancias bioestimulantes; mientras que
en el control (diésel de petréleo al 10% mas cepas microbianas y sin
bioestimulantes) la degradacién del contaminante estuvo dentro del rango de
74,123 a 76,255% a los 70 dias para los tres tratamientos; estos resultados
evidencian que las sustancias utilizadas bioestimulan positivamente a las cepas
indicadas logrando mejorar la capacidad degradativa.

La evaluacién de la biorremediacion del suelo contaminado con 15% de petréleo
Diesel, a los 70 dias de observacién se ha logrado remover el 54,565% y 57,709%
con la cepa C1 (M1) bioestimuladas con NHsNO o SFT, respectivamente; el
61,863% Yy 63,057% con la cepa C2 (M2) respectivamente y el 53,486% y 54,159%
con la cepa C3 (M3), respectivamente; valores mas altos en comparacion a los
obtenidos en el control con un rango de 35,773 a 37,905% de degradacion del
contaminante, resultados que evidencian la capacidad bioestimuladora de las
sustancias utilizadas. La evaluacion de la biorremediacion del suelo contaminado
con 20% de petréleo Diesel, a los 70 dias de observacion se ha logrado remover
el 48,769% y 47,507% con la cepa C1 (M1) bioestimuladas con NH4sNO o SFT,
respectivamente; el 55,699% y 51,433% con la cepa C2 (M2) respectivamente y
el 44,468% y 40,563% con la cepa C3 (M3) respectivamente; valores mayores en
comparacion a los obtenidos en el control con un rango de 30,679 a 32,811% de
degradacion del contaminante, resultados que evidencian la capacidad
bioestimuladora de las sustancias utilizadas.

En las figuras 12, 14, 16 y 18 se reportan los porcentajes de remocion de petréleo
Diesel con los consorcios C1-C2, C1-C3, C2-C3 y C1-C2-C3 bioestimuladas,
correspondientes a los tratamientos M12, M13, M23 y M123, respectivamente.

Para el caso de la biorremediacién del suelo contaminado con 5% de diésel de
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petréleo, los consorcios C1-C2 (M12), C1-C3 (M13), C2-C3 (M23) y C1-C2-C3
(M123), lograron remover el 100 % del contaminante a los 28 dias,; en los cuatro
tratamientos el comportamiento fue similar con ambas sustancias bioestimulantes;
mientras que en el control (diésel de petroleo al 5% mas cepas microbianas y sin
bioestimulantes) , en el mismo dias, la degradacion solo alcanzé el 33,772% del
contaminante; estos resultados evidencian que las sustancias utilizadas
bioestimulan positivamente a las cepas indicadas logrando mejorar la capacidad
degradativa. Para el caso de la biorremediacion del suelo contaminado con 10%
de diésel de petréleo, los consorcios C1-C2 (M12), C1-C3 (M13), C2-C3 (M23) y
C1-C2-C3 (M123) lograron remover el 100 % del contaminante a los 70 dias, en
los cuatro tratamientos el comportamiento fue similar con ambas sustancias
bioestimulantes; mientras que en el control (diésel de petréleo al 10% mas cepas
microbianas y sin bioestimulantes) la degradacion alcanz6 un rango de 76,568 a
81,265% del contaminante; estos resultados evidencian que las sustancias
utilizadas bioestimulan positivamente a las cepas indicadas logrando mejorar la
capacidad degradativa.

La evaluacién de la biorremediacion del suelo contaminado con 15% de petréleo
Diesel, a los 70 dias de observacién se ha logrado remover el 68,105% y 69,997%
con el consorcio C1-C2 (M12) bioestimuladas con NH:NO o SFT,
respectivamente; el 67,940% y 67,810% con el consorcio C1-C3 (M13)
respectivamente; el 67,815 y 68,502% con el consorcio C2-C3 (M23)
respectivamente; vy, el 74,511 y 76,775% con el consorcio C1-C2-C3 (M1,2,3)
respectivamente; valores mas altos en comparacion a los obtenidos en el control
con un rango de 38,218 a 42,915% de degradaciéon del contaminante, resultados
que evidencian la capacidad bioestimuladora de las sustancias utilizadas. La
evaluacion de la biorremediacion del suelo contaminado con 20% de petréleo
Diesel, a los 70 dias de observacién se ha logrado remover el 60,712% y 59,764%
con el consorcio C1-C2 (M12) bioestimuladas con NHisNO o SFT,
respectivamente; el 59,021% y 59,232% con el consorcio C1-C3 (M13)
respectivamente; el 59,216% y 58,539% con el consorcio C2-C3 (M23)
respectivamente; vy, el 64,314% y 63,526% con el consorcio C1-C2-C3 (M1,2,3)
respectivamente; valores mas altos en comparacion a los obtenidos en el control
con un rango de 33,124 a 37,821% de degradacién del contaminante, resultados

que evidencian la capacidad bioestimuladora de las sustancias utilizadas.
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Entre los tratamientos con cepas individuales (M1, M2 y M3), se observé que el
tratamiento M2 presentd los mejores resultados en términos de degradacién del
petréleo Diesel, mientras que en el tratamiento M3 se obtuvo un menor porcentaje
de degradacion. En cuanto a los tratamientos con consorcios microbianos (M12,
M13, M23y M123), el tratamiento M123 fue el que presento los mejores resultados
de remocidén en comparacion al resto de los tratamientos, alcanzando el 100% de
degradacién del petréleo Diesel para las concentraciones de 5y 10% a los 28 y
70 dias, respectivamente; ademas, se obtuvieron porcentajes de degradacién del
74,511% y 64,314% con NH,NO para las concentraciones de 15 y 20%,
respectivamente, y con SFT los porcentajes de remocién fueron del 76,775 y
63,526% para las concentraciones de 15 y 20%, respectivamente. En
comparacion, el tratamiento sin bioestimulacién para las mismas concentraciones
tuvo porcentajes de remocién del 42,915 y 37,821%, respectivamente. Por lo
tanto, se puede afirmar que los bioestimulantes mejoran la capacidad degradadora
de estos microorganismos.

Referente al tema, Baca (2019), realiz6 un estudio que evalud las caracteristicas
guimicas, microbiolégicas y la toxicidad del suelo experimental (suelo mas
petroleo), ademas de la eficacia de la bioaumentacién y la bioestimulacién en la
degradacion biologica del contaminante. Encontr6 que las bacterias
hidrocarbonoclasticas lograron utilizar el petréleo en un lapso de entre 60 y 90
dias, El suelo tenia un contenido de hidrocarburos totales de 38,899 mg kg-1
(3,89%), una poblacién microbiana total de 2,4x10° NMP g-1 y una poblacién de
bacterias hidrocarbonoclasticas de 1,5x10° NMP g-1. La mayor poblaciéon de
microorganismos totales e hidrocarbonoclasticos se logré a los 60 y 90 dias,
respectivamente, evidenciandose este hecho mediante un bioensayo en donde se
utilizé semillas de Raphanus sativus L. “rabanito” lo que resulté en un aumento en
los indices de germinacién y una disminucién en los niveles de toxicidad. El
tratamiento de bioaumentacién con un consorcio mixto mas bioestimulacién logré
una baja toxicidad a los 90 dias y una eficacia del 78% en la degradacion del
petréleo, demostrando su eficacia en la biodegradacion del petrdleo; estos
resultados son similares a los obtenidos en la presente investigacion, donde el
consorcio C1-C2-C3, a los 70 dias logré remover el 76,775% bioestimulado con
nitrato de amonio.

Por otro lado, Recalde y Condor (2017), examinaron tres técnicas de remediacién

ex situ para eliminar hidrocarburos totales de petréleo (TPH) de suelos en el
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proyecto Amazonia Viva de Petroamazonas E.P. Considerando cuatro
tratamientos; el tratamiento de bioestimulacibn de consorcios microbianos
(tratamiento 3) mostré la mayor tasa de degradacion del TPH, con una reduccién
del 38%; el compostaje en biopilas (tratamiento 1) tuvo una tasa de degradacion
del 37%, mientras que la bioaumentacion y bioestimulacion combinadas
(tratamiento 4) obtuvieron una reduccién del 35%. ElI tratamiento de
bioaumentacion (tratamiento 2) mostré la menor tasa de degradacion del
contaminante en un tiempo periodo de 240 dias; como se puede apreciar, la
bioestimulacion incrementa la capacidad degradadora del TPH por los
microorganismos, situacion similar a lo hallado en la presente investigacion.

Asi mismo, Castafio (2018), evalu6 la eficiencia de la bioestimulacion frente a la
atenuacion natural en la degradacion de Hidrocarburos Totales de Petréleo (HTP)
en lodos de una estacién de servicio en Girardot - departamento de Cundinamarca
(Colombia). Se implementaron cuatro tratamientos experimentales, y los
resultados mostraron una degradacion del HTP en todos los tratamientos, con los
tratamientos bioestimulados mostrando una degradacién mayor en comparacion
con el tratamiento de atenuacion natural. El tratamiento suplementado con Fosfato
Dibasico de Potasio y Urea logré una degradacion del 96,8%, siendo el mas
adecuado para la técnica de bioestimulacion. Los otros tratamientos tuvieron
porcentajes de remocion del 74%, 93,9% y 78,4%, respectivamente, en
comparacion con el tratamiento de control, que tuvo una remocion del 41,4% el
experimento tubo un periodo de evaluacion de 75 dias; situacién muy similar a lo
observado en la presente investigacion.

En la Tabla 9, se reportan los porcentajes de remocién neta (%RN) de petréleo
Diesel en los diferentes tratamientos, y los valores que arrojaron los controles
positivos y negativos; para el caso del control positivo (CP) se inocularon las
diferentes cepas microbianas, al igual que los tratamientos problema pero no se
les agregaron los bioestimulantes y para el caso del control negativo (CN) no se
agrego cepas microbianas y tampoco el bioestimulante con la finalidad de conocer
cuanto petréleo se pierde por factores abiéticos y asi determinar el %RN a cargo
de las cepas microbianas y los consorcios.

Los %RN alcanzados fueron: para los tratamientos M1, M2, M12, M13, M23 y
M123 a la concentracién 5% de petroleo Diesel el %RN tanto para los tratamientos

bioestimulados con NH,NO o SFT fue de 54,716% a los 28 dias, el tratamiento
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M3 logré el mismo %RN a los 42 dias, mientras que, el CP alcanzé el mismo %RN
a los 56 dias.

Para los tratamientos M1, M2, M3, M12, M13, M23 y M123 a la concentracion 10%
de petréleo Diesel el %RN, en todos los casos bioestimulados con NH,NO o SFT
fue de 83,662% a los 70 dias mientras que los CP, en el mismo tiempo, alcanzaron
un %RN en un rango de 57,785 a 64,927%, evidenciando que estas cepas y
consorcios cuando son bioestimulados realizan de manera mas eficiente el
proceso de degradacién de petréleo Diesel.

Al dia 70 y con concentracién de petrdleo Diesel de 15% los resultados fueron,
para el control positivo el %RN varié en un rango de 20,222% a 27,364%; en el
tratamiento M1, bioestimulado con NH,NO o SFT el %RN fue de 39,014% y
42,158% respectivamente, en el tratamiento M2 el %RN fue de 46,312 y 47,506%
respectivamente, en el tratamiento M3 el %RN fue de 37,935 y 38,608%
respectivamente, en el tratamiento M12 el %RN fue de 52,554 y 54,446%
respectivamente, en el tratamiento M13 %RN fue de 52,389 y 52,259%
respectivamente, en el tratamiento M23 el %RN fue de 52,264 y 52,951%
respectivamente y en el tratamiento M123 el %RN fue de 58,960 y 61,224%
respectivamente; pudiéndose evidenciar que los tratamientos bioestimulados
presentan mejor %RN en comparacién al CP y de los tratamientos bioestimulados
el que mejor %RN alcanz6 fue el tratamiento M123 (consorcio de tres cepas
microbianas).

Al dia 70 y con concentracién de petrdleo Diesel de 20% los resultados fueron,
para el CP el %RN vari6é en un rango de 0,719% a 7,861%, para el tratamiento M1
bioestimulado con NH,NO o SFT el %RN fue de 18,809 y 17,547%
respectivamente, para el tratamiento M2 el %RN fue de 25,739 y 21,473%
respectivamente, para el tratamiento M3 el %RN fue de 14,508 y 10,603%
respectivamente, para el tratamiento M12 el %RN fue de 30,752 y 29,804%
respectivamente, para el tratamiento M13 el %RN fue de 29,061 y 29,272%
respectivamente, para el tratamiento M23 el %RN fue de 29,256 y 28,579%
respectivamente y para el tratamiento M123 el %RN fue de 34,354 y 33,566%
respectivamente; podemos observar que en el CP se obtiene un %RN mucho
menor, cuando la concentracion de contaminante es alta puede ocurrir que se
produzca inhibicion del desarrollo microbiano (disminuya su capacidad de
metabolizacién) o si es muy alta que intoxique a los microorganismos y estos

mueran (LaGrega et al, 1996); también mencionar que los tratamientos
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bioestimulados presentan mejor %RN en comparacion al CP y de los tratamientos
bioestimulados el que mejor %RN presenta es el tratamiento M123 que es la
combinacién de todos los microorganismos.

El andlisis de varianza a un intervalo de confianza del 95%, arroja un valor de
significancia para las tres concentraciones de petréleo Diesel (10, 15 y 20%)
menor a 0,001, lo que indica que hay diferencias significativas entre los grupos
analizados; esto indica que al menos uno de los tratamientos es estadisticamente
diferente de los demas en términos de la variable que se esta estudiando. Para
poder saber qué tratamientos son diferentes estadisticamente se utilizé la prueba
de Tukey a una confianza del 95%, en donde observamos que para la
concentracion de petrdleo Diesel (PD) al 10% no existe diferencia entre los
tratamientos sometidos a bioestimulacion con NH,NO o SFT, pero si existe
diferencia significativa de los tratamientos bioestimulados con el control positivo.
Para la concentracién de PD al 15 y 20 % encontramos que si hay diferencias
significativas entre los tratamientos sometidos a bioestimulacién y los controles
positivos a acepcién de los tratamientos M13-NH,NO3, M23-NH,NO; y M13-SFT
los cuales no presenta diferencia para la concentracién de PD al 15% y para la
concentracion de PD al 20% los que no presentan diferencia son M13-SFT y M23-
NH4NO3;; por lo cual, podemos mencionar que los tratamientos sometidos a
bioestimulacion presentan mejores resultados que los tratamientos controles para
las tres concentraciones mayores de petréleo Diesel.

Respecto al tema, Narvaez et al. (2008), observaron una reduccion total del
92,15% de n-alcanos alifaticos en ensayos de degradacion al final del periodo de
incubacioén de 21 dias. La contribucién bacteriana fue del 68,61% (%RN), mientras
que los factores abiéticos representaron el 23,54%. No se encontraron diferencias
significativas en la remocion de hidrocarburos aromaticos entre el control abiético
y el tratamiento con bacterias, con valores de biodegradacién poco relevantes.
Estos resultados son similares a los obtenidos en la presente investigacion.
Ademas, Ruberto et al. (2003), en una investigacion similar realizada en la
presente tesis, informaron una disminucién inicial significativa en la concentracion
de hidrocarburos en el suelo en todos los sistemas durante los primeros 10 dias
del estudio, con una pérdida del 54% al 61%. La actividad microbiana indigena
redujo el THC en un 35%, mientras que la bioaumentacion con la cepa B-2-2 causé
una disminucion del 65%, eliminando el 75% de la fraccion del contaminante del

suelo al final del estudio.
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Por otro lado, Samanez (2008), investigo la biodegradacién de hidrocarburos en
suelos contaminados con petroleo utilizando la bioestimulacién con nitrégeno,
fésforo y potasio y la bioaumentacidn con bacterias. Los resultados mostraron que
la reintroduccién de bacterias nativas con fertilizantes inorganicos tuvo la mayor
tasa de biodegradacion de petréleo (71,4%), seguida de bacterias nativas con
fertilizantes inorganicos (66,7%), bacterias bioaumentadas sin fertilizantes
inorganicos (61,9%), bacterias nativas sin fertilizantes inorganicos (52,3%), y un
control abidtico (28%); podemos indicar también, que en este caso, la tendencia
de los resultados son similares a los reportados en la presente investigacion.

Roy et al. (2018), lograron una atenuacion total del 46-55% de hidrocarburos de
petroleo (TPH) mediante enfoques de bioestimulacién y bioaumentacion en
residuos de refineria ricos en hidrocarburos. La modificacion de fosfato, nitrato o
nitrato + fosfato en el lodo y la interaccion metabdlica de los microorganismos
nativos fueron clave para esta biorremediacion acelerada. Estos resultados
concuerdan con los obtenidos en la presente investigacion ya que también se
empled fuente de nitrégeno y fosforo como bioestimulante y se obtuvieron
resultados similares.

Sarkar et al. (2016), en su estudio se destaco que la comunidad indigena de lodos
de refineria era intrinsecamente diversa, pero se podia lograr una tasa apreciable
de biorremediacion in situ al suministrar fuentes adecuadas de N, algo similar
ocurre en la presente investigacion donde | adicionar fuentes de nitrégeno
incrementa el proceso de degradacion.

Jasmine & Mukherji (2014), probaron tres estrategias de degradacion de aceite:
bioaumentacion con consorcios microbianos indigenas (MO), bioestimulacién con
nutrientes (NP) y bioestimulacién con el surfactante Triton X-100 (TX). La
bioestimulacién con nutrientes y Triton X-100 tuvo un efecto sinérgico positivo y
significativo en la degradacion del petrdleo y el crecimiento microbiano; estos
resultados evidencian la importancia del uso de fuentes de P y N para una
bioestimulacion de microorganismos degradadores de petrdleo; corroborado
también con lo indicado por Rodriguez (2008), quien menciona que el
metabolismo microbiano se dirige principalmente a la reproduccion y requieren
gque los nutrientes se encuentren disponibles para ser asimilados y sintetizados.
Entre los mas importantes estan el fésforo y el nitrégeno.

En la Tabla 10, se muestran los resultados de la identificacion de las cepas

microbianas, utilizadas en los diversos tratamientos, mediante el andlisis BlastN;
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lograndose identificar las siguientes bacterias: Cepa 1 Stenotrophomonas
acidaminiphila, Cepa 2 Pseudomonas putida y Cepa 3 Pseudomonas aeruginosa.
En el tratamiento M1 se emple6é Stenotrophomonas acidaminiphila, tratamiento
M2 Pseudomona putida, tratamiento M3 Pseudomona aeruginosa, tratamiento
M12 Stenotrophomonas acidaminiphila y Pseudomona putida, tratamiento M13
Stenotrophomonas acidaminiphila y Pseudomona aeruginosa, tratamiento M23 y
Pseudomona putida y Pseudomona aeruginosa y tratamiento M123
Stenotrophomonas acidaminiphila, Pseudomona putida y Pseudomona
aeruginosa.

Las cepas bacterianas, degradadoras de petroleo Diesel, identificadas en la
presente investigacion fueron también reportadas como tal por otros
investigadores; a mencionar, Mangwani et al. (2014), llevaron a cabo un estudio
sobre la degradacion de hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP) utilizando la
bacteria marina Stenotrophomonas acidaminihila NCW-702 en biopeliculas. Los
resultados mostraron que las biopeliculas bacterianas de Sten. acidaminiphila
NCW-702 fueron mas eficientes que las células planctonicas para la degradacion
de PAH, degradando el 71.1% de fenantreno y el 40.2% de pireno, en
comparacion con el cultivo plancténico que degradé el 38.7% de fenantreno y el
29.7% de pireno.

En el estudio de Hakima et al. (2017), se aislaron microorganismos capaces de
utilizar hidrocarburos a partir de suelo contaminado de una refineria de petréleo
en Libia. Pseudomonas putida mostr6 un desempefio superior en términos de
crecimiento en hidrocarburos (1,0 x 1010 CFU (ml)), actividad emulsionante E24
(86%) y capacidad para transformar hidrocarburos en cultivo puro. Este estudio
sugiere el potencial uso de P. putida como inoculante en la biorremediacion del
suelo contaminado con petréleo.

Ademas, Ajeel et al. (2017), aislaron 24 cepas bacterianas Gram negativas de
suelos contaminados y observaron una tasa de biorremediacién superior al 80%
al utilizar una cepa identificada como Pseudomonas aeruginosa.

Por otro lado, Ebadi et al. (2017), trabajaron con cuatro cepas de Pseudomonas
aeruginosa que producian biosurfactantes y observaron que la inoculacion del
suelo contaminado con este consorcio bacteriano ayudd a mitigar los efectos
perjudiciales de la salinidad sobre la biodegradacion de hidrocarburos de petréleo,
aumentando la tasa de degradacion en un 30%; ademas, Almamoori et al. (2018),

utilizaron bacterias Pseudomonas aeruginosa y hongos Penicillium expansum
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para tratar suelo contaminado con petréleo crudo. Los resultados mostraron que
el tratamiento con bacterias llevd a una eliminacion completa de muchos
compuestos de hidrocarburos arométicos policiclicos (HAP), mientras que el

tratamiento con hongos no fue efectivo en la degradacion de los HAP.
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VI.  CONCLUSIONES

1. El uso de nitrato de amonio y superfosfato triple como bioestimulantes
demostré aumentar la actividad degradativa de los consorcios microbianos en
el petroleo Diesel. Los tratamientos bioestimulados lograron tasas de remocién
neta mas altas que el control positivo, especialmente a concentraciones del
5% y 10%, todos los tratamientos bioestimulados alcanzaron una tasa de RN
del 54,716% y 83,662%, respectivamente, en un tiempo de 28 a 70 dias,
mientras que el control positivo tardoé 56 dias en alcanzar el mismo nivel de
RN para la concentracién 5%.

2. La combinacién de tres cepas bacterianas (Tratamiento M123) fue la mas
efectiva en la biodegradacion del Diesel. Estos hallazgos sugieren que la
bioestimulacion puede ser una estrategia valiosa para mejorar la degradaciéon
microbiana del petréleo Diesel, pero se necesita mas investigacion para su
aplicacion 6ptima y su impacto ambiental y en la salud humana. Ademas, la
identificacion de microorganismos eficaces en la degradacion es fundamental
para el éxito de esta técnica.

3. El estudio identific6 las cepas bacterianas, como Stenotrophomonas
acidaminiphila, Pseudomonas putida y Pseudomonas aeruginosa, que fueron
mas efectivas en la degradacion del Diesel. Comprender la composicion
microbiana y su respuesta a la bioestimulacion podria llevar al desarrollo de
estrategias mas especificas y efectivas para la eliminacion del petréleo Diesel

en el medio ambiente.
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VIl. RECOMENDACIONES

Mejorar la técnica de extraccion agitacion-centrifugacion: Ademas de seguir
el protocolo establecido, se recomienda realizar una cuidadosa seleccion de
los volimenes de diclorometano y pesos de tierra utilizados en el proceso.
Estos parametros pueden afectar los resultados finales, por lo que es
importante garantizar su precision y consistencia.

Se recomienda que cada laboratorio realice una validacion de la técnica de
extraccion agitacion-centrifugacion para asegurar la calidad de los resultados
obtenidos. Esto implica verificar la exactitud y precision de los datos
generados en comparacién con estandares reconocidos. Ademas, se
recomienda implementar un control de calidad interno utilizando muestras de
suelo de referencia para monitorear y mejorar la precision y exactitud de los
resultados.

Establecer un sistema de organizacion y registro de las cepas bacterianas
aisladas durante el proceso de biorremediacién y bioestimulacién. Esto
permitira acceder facilmente a informacion relevante sobre las caracteristicas
y capacidades de degradacion de cada cepa. Esto ampliara las posibilidades
de contar con una variedad de cepas eficientes y adaptadas a diferentes
situaciones de contaminacion.

Se recomienda continuar la investigacion y desarrollo de nuevas técnicas y
enfoques para mejorar la eficiencia y efectividad de la degradacion de
hidrocarburos en el petréleo Diesel. Esto puede incluir la exploracion de
nuevas cepas bacterianas, la optimizacion de los procesos de estimulacion y

la integracion de tecnologias complementarias.
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ANEXOS

Anexo 1. Diagrama de la técnica de extraccion agitacion-centrifugacion

Agregar 3 gr de Na2SO0a4
Pesar 2 gr del suelo 'y (sulfato de sodio
trasvasar a un tubo anhidro).

eppendorf de 15mL.

Agregar 5mL de Homogenizar por un
diclorometano. minuto.

e

Homogenizar por un

minuto y centrifugar a
3500 rpm por 10
minutos.

Retira el sobrenadante a un vial
el cual previamente fue pesado.

Lavar 2 veces mas el
residuo sélido hasta
obtener aproximadamente
15 ml extracto organico.

Colocar en un horno a
80°C por 48 h.
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Anexo 2. Diagrama del método gravimétrico.

Pesar los viales vacios y poner Luego de colocar los viales

a peso constante (Ra). con el extracto organico en

un horno a 80°C por 48 h
volver a pesar los viales (Rs).

Luego de obtener los datos se calcula de la siguiente manera:
HTPs (mg kg-1 de s.s.) = (RB —RA) * (FC) / (P * FH).
Donde:
e HTPs (mg kg-1 de s.s.) = hidrocarburos totales del petréleo en mg/

kg de suelo seco.

¢ RA = peso (g) del recipiente vacio a peso constante.

RB = peso (g) del recipiente con el extracto organico concentrado.

P = cantidad de suelo extraido (g).

FH = factor de correccion de humedad (1-(%humedad/100)).

FC = factor de correccién para transformar a kg de s.s. = 1 000.
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Anexo 3. Muestras de arena fina colocadas en sus

posteriormente se contaminaron con petréleo Diesel.

N

|

!.'

respectivos recipientes y
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Anexo 4. Preparacion y adiciéon de bioestimulantes a las muestras de arena fina.
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Anexo 5. Toma de muestras para la extraccion y cuantificacién de petréleo Diesel

de los diferentes tratamientos.

| —,
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Anexo 6. Promedios de las concentraciones de petréleo Diesel residual (mg/kg?
s.S.) en los subtratamientos sometidos a bioestimulacion con nitrato de amonio,
superfosfato triple, blanco positivo y blanco negativo con microorganismos

degradadores de petréleo Diesel del tratamiento M1, Ayacucho-2019.

Concentraciones de petroleo Diesel
X STX TIEMPO

5% 10% 15% 20%

NH.NO4 27,474 62,996 118,332 148,018

SFT 0 di 21,591 56,613 120,563 142,634
fas

CP 31,787 79,969 125,073 184,080

CN 36,691 81,946 132,766 188,991

NH.NO; 12,746 50.784 110,392 139,247

SFT 10,104 45,768 112,732 138,396
14 dias

CP 26,569 69,306 123,707 158,396

CN 34,539 81,863 132,630 188,795

NH,NO; 0,000 34,897 94,193 118,348

SFT 0,000 32,653 96,725 119,476
28 dias

CP 21,052 54,380 115,350 152,300

M1 CN 32,513 71,878 117,564 162,848

NH,NO; 0,000 19,585 82,873 104,783

SFT 0,000 16,980 81,318 101,824
42 dias

CP 10,365 44,023 99,395 146,508

CN 29,448 71,732 112,567 155,661

NH.NO; 0,000 8,054 65,347 86,724

SFT 0,000 6,789 67,286 86,358
56 dias

CP 0,000 35,450 89,787 135,910

CN 26,199 69,692 112,336 148,597

NH,NO; 0,000 0,000 53,764 75,832

SFT 0,000 0,000 50,987 74,873
70 dias

CcP 0,000 20,542 80,095 125,875

CN 20,076 68,557 112,120 132,370

TX: Tratamiento.

STX: Subtratamiento

M1: Tratamiento con microorganismos de la Cepa 1 (C1)
NH4NO3: Nitrato de Amonio

SFT: Superfosfato triple

CP: Control positivo

CN: Control negativo

NoorwNE

87



Anexo 7. Porcentajes de remocién de petroleo Diesel en los diferentes
subtratamientos con microorganismos degradadores de petréleo Diesel del

tratamiento M1, Ayacucho-2019.

%PD

TX  STX  TIEMPO 5% 10% 15% 20%

Porcentaje de remocion de petréleo Diesel
en los diferentes tratamientos

%NH,NO3 53,607 19,385 6,710 5,926
%SFT 53,203 19,156 6,495 2,971
14 dias
%CP 16,416 13,334 1,092 13,007
%CN 5,865 0,101 0,102 0,104
%NH,NO; 46,393 25,219 13,689 14,119
%SFT 46,797 23,166 13,277 13,265
28 dias
%CP 17,356 18,665 6,682 3,348
%CN 5,522 12,185 11,348 13,729
%NH,NO; 0,000 24,306 9,566 9,164
%SFT 0,000 27,684 12,779 12,376
M1 42 dias
%CP 33,621 12,951 12,757 3,181
%CN 8,354 0,178 3,764 3,803
%NH,NO; 0,000 18,304 14,811 12,201
%SFT 0,000 18,001 11,639 10,843
56 dias
%CP 32,608 10,720 7,682 5,821
%CN 8,855 2,489 0,174 3,738
%NH4NO; 0,000 12,785 9,789 7,359
%SFT 0,000 11,992 13,519 8,052
70 dias
%CP 0,000 18,642 7,749 5,511
%CN 16,688 1,385 0,163 8,586

TX: Tratamiento.

STX: Subtratamiento

%PD: Porcentaje de remocion de petroleo Diesel residual en mg/kg™ s.s.

M1: Tratamiento con microorganismos de la Cepa 1 (C1)

%NH4NO3: Porcentaje de remocion de petréleo Diesel por bioestimulacion con nitrato de Amonio
%SFT: Porcentaje de remocidn de petréleo Diesel por bioestimulacion con superfosfato triple
%CP: Porcentaje de remocion de petrdleo Diesel sin bioestimulacién de microorganismos

%CN: porcentaje de remocion del control negativo del experimento, no contiene microorganismos

ONO TN
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Anexo 8. Promedios de las concentraciones de petréleo Diesel residual (mg/kg?
s.S.) en los subtratamientos sometidos a bioestimulacion con nitrato de amonio,
superfosfato triple, blanco positivo y blanco negativo con microorganismos

degradadores de petréleo Diesel del tratamiento M2, Ayacucho-2019.

Concentraciones de petrdleo Diesel
X STX TIEMPO

5% 10% 15% 20%
NH,NO, 24364 59,836 130,642 157,634
SFT , 19274 52,074 126,746 150,047
cp Odias 51787 79969 125073 182,08
CN 36,691 81,946 132,766 188,991
NH,NO, 14387 49,837 105827 139,236
SET 9,826 50265 112,73 139,074
cp A9 oece0 69306 123,707 158,396
CN 34539 81,863 132,63 188,795
NH,NO, 0 31372 96,782 117,348
SFT , 0 20,837 94,671 115,476
cp  BdEs 1052 54,38 115,35 152,3
CN 32513 71,878 117,564 162,848
M2 T H.NO, 0 21384 79473 108,783
SFT 0 15363 83,623 106,824
cp  H2dEBS 0365 aa023 99395 146,508
CN 20,448 71,732 112,567 155,661
NH,NO; 0 5,063 62,675 81,724
SET , 0 5982 69,729 83,358
cp  odies 0 35,45 89,787 135,91
CN 26,199 69,692 112,336 148,597
NH,NO, 0 0 49,824 69,832
SFT , 0 0 46,823 72,873
cp  (odies 0 20,542 80,095 125,875
CN 20,076 68557 112,12 132,37

TX: Tratamiento.

STX: Subtratamiento

%PD: Promedio de porcentaje de petrdleo Diesel residual en mg/kg™s.s.
M2: Tratamiento con microorganismos de la Cepa 2 (C2)

NH.NO3: Nitrato de Amonio

SFT: Superfosfato triple

CP: Control positivo

CN: Control negativo

ONOTAWNE
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Anexo 9. Porcentajes de remocién de petroleo Diesel en los diferentes
subtratamientos con microorganismos degradadores de petréleo Diesel del

tratamiento M2, Ayacucho-2019.

%PD

TX  STX  TIEMPO 5% 10% 15% 20%

Porcentaje de remocion de petréleo Diesel
en los diferentes tratamientos

%NH,NO, 40,950 16,711 18,995 11,671
%SET 49,019 3,474 11,058 7,313
14 dias
%CP 16,416 13,334 1,092 13,007
%CN 5,865 0,101 0,102 0,104
%NH,NO, 59,050 30,859 6,024 13,885
wSFT 50,981 39,229 14,248 15,727
%CP 85 17356 18,665 6,682 3,348
%CN 5,522 12,185 11,348 13,729
%NH,NO, 0,000 16,692 13,249 5,433
L, WSFT 0,000 27,795 8,717 5,766
%CP 85 33621 12951 12,757 3,181
%CN 8,354 0,178 3,764 3,803
%NH,NO, 0,000 27276 12,858 17,166
%SET 0,000 18,015 10,962 15,639
56 dias
%CP 32,608 10,720 7,682 5,821
%CN 8,855 2,489 0,174 3,738
%NH,NO; 0,000 8,461 9,837 7,544
%SET 0,000 11,487 18,072 6,088
70 dias
9%CP 0,000 18,642 7,749 5,511
9%CN 16,688 1,385 0,163 8,586

TX: Tratamiento.

STX: Subtratamiento

%PD: Promedio de porcentaje de petrdleo Diesel residual en mg/kg™s.s.

M2: Tratamiento con microorganismos de la Cepa 2 (C2)

%NH4NO3: Porcentaje de remocion de petréleo Diesel por bioestimulacion con nitrato de Amonio
%SFT: Porcentaje de remocidn de petréleo Diesel por bioestimulacion con superfosfato triple
%CP: Porcentaje de remocidn de petréleo Diesel sin bioestimulacién de microorganismos

%CN: porcentaje de remocion del control negativo del experimento, no contiene microorganismos

©ONO AWM
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Anexo 10. Promedios de las concentraciones de petrdleo Diesel residual (mg/kg
1's.s.) en los subtratamientos sometidos a bioestimulacién con nitrato de amonio,
superfosfato triple, blanco positivo y blanco negativo con microorganismos

degradadores de petréleo Diesel del tratamiento M3, Ayacucho-2019.

Concentraciones de petroleo Diesel
X STX TIEMPO

5% 10% 15% 20%
NH,NO, 31,364 63,897 124642 147,634
SFT , 24274 56038 117,746 143,047
cp Odias 51787 79969 125073 182,08
CN 36,691 81,946 132,766 188,991
NH,NO, 22249 52,801 115689 147,098
SET 20,688 52,229 116,592 142,936
cp A9 oece0 69306 123,707 158,396
CN 34539 81,863 132,63 188,795
NH,NO, 7515 34336 102,644 126,21
SFT 6725 31,801 101,533 129,338
cp 28U 508 54,38 115,35 152,3
CN 32513 71,878 117,564 162,848
M3 T H.NO, 0 21348 87,625 117,935
SFT 0 15327 86,775 120,976
cp  H2dEBS 0365 aa023 99395 146,508
CN 20,448 71,732 112,567 155,661
NH,NO, 0 8927 70,827 99,876
SET , 0 8646 75881 9551
cp  odies 0 35,45 89,787 135,91
CN 26,199 69,692 112,336 148,597
NH,NO, 0 0,032 57976 81,984
SFT , 0 0,029 53975 85025
cp  (odies 0 20,542 80,095 125,875
CN 20,076 68557 112,12 132,37

TX: Tratamiento.

STX: Subtratamiento

M3: Tratamiento con microorganismos de la Cepa 3 (C3)
NH4NO3: Nitrato de Amonio

SFT: Superfosfato triple

CP: Control positivo

CN: Control negativo

NoorwNE
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Anexo 11. Porcentajes de remocion de petréleo Diesel en los diferentes
subtratamientos con microorganismos degradadores de petréleo Diesel del

tratamiento M3, Ayacucho-2019.

%PD

TX  STX  TIEMPO 5% 10% 15% 20%

Porcentaje de remocion de petréleo Diesel
en los diferentes tratamientos

%NH,NO, 29,062 17,365 7,183 0,363
%SFT 14,773 6,797 0,980 0,078
14 dias
%CP 16,416 13,334 1,092 13,007
%CN 5,865 0,101 0,102 0,104
%NH,NO; 46,977 28,898 10,466 14,149
%SFT 57,522 36,454 12,789 9,506
28 dias
%CP 17,356 18,665 6,682 3,348
%CN 5,522 12,185 11,348 13,729
%NH,NO; 23,961 20,326 12,050 5,605
Vi3 %SFT 42 di 27,705 29,398 12,534 5,846
%CP 1as 33,621 12,951 12,757 3,181
%CN 8,354 0,178 3,764 3,803
%NH,NO; 0,000 19,439 13,477 12,232
%SFT 0,000 11,922 9,252 17,803
56 dias
%CP 32,608 10,720 7,682 5,821
%CN 8,855 2,489 0,174 3,738
%NH,NO; 0,000 13,921 10,310 12,119
%SET 0,000 15,377 18,604 7,330
70 dias
%CP 0,000 18,642 7,749 5,511
%CN 16,688 1,385 0,163 8,586

TX: Tratamiento.

STX: Subtratamiento

%PD: Promedio de porcentaje de petrdleo Diesel residual en mg/kg™s.s.

M3: Tratamiento con microorganismos de la Cepa 3 (C3)

%NH4NO3: Porcentaje de remocion de petréleo Diesel por bioestimulacion con nitrato de Amonio
%SFT: Porcentaje de remocidn de petréleo Diesel por bioestimulacion con superfosfato triple
%CP: Porcentaje de remocidn de petréleo Diesel sin bioestimulacién de microorganismos

%CN: porcentaje de remocion del control negativo del experimento, no contiene microorganismos

©ONO AWM
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Anexo 12. Promedios de las concentraciones de petréleo Diesel residual (mg/kg
1's.s.) en los subtratamientos sometidos a bioestimulacién con nitrato de amonio,
superfosfato triple, blanco positivo y blanco negativo con microorganismos

degradadores de petréleo Diesel del tratamiento M12, Ayacucho-2019.

9%PD
X STX  TIEMPO — 10% . o

NH,NO, 20237 56989 149,505 157,798

SFT , 24147 49,227 145609 149,211

cp Odias 51787 79969 125073 182,08

CN 36,691 81,946 132,766 188,991
NH,NO, 19,26 46,99 112,69 132,4

SET 14,699 47,418 119,593 132,238

cp AU ecee 69306 123,707 158,396

CN 34539 81,863 132,63 188,795

NH,NO, 0 28525 103,645 110,512

SFT , 0 26,99 101,534 108,64
cp  BdEs 1052 54,38 115,35 152,3

CN 32513 71,878 117,564 162,848

M2 HNO, 0 18537 86,336 101,947
SFT 0 12,516 90,486 99,988

cp  A2d@S 0365 as023 99395 146,508

CN 20,448 71,732 112,567 155,661
NH,NO, 0 2,216 69,538 74,388

SET , 0 3,135 76592 76,522

cp  oodias 0 35,45 89,787 135,91

CN 26,199 69,692 112,336 148,597
NH,NO, 0 0 47,687 61,996

SFT , 0 0 43,686 60,037

cp  odias 0 20,542 80,095 125,875

CN 20,076 68557 112,12 132,37

TX: Tratamiento.

STX: Subtratamiento

%PD: Promedio de porcentaje de petrdleo Diesel residual en mg/kg™s.s.
M12: Tratamiento con microorganismos de la Cepa 1 (C1) y Cepa 2 (C2)
NH.NO3: Nitrato de Amonio

SFT: Superfosfato triple

CP: Control positivo

CN: Control negativo

ONOTAWNE
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Anexo 13. Porcentajes de remocion de petréleo Diesel en los diferentes
subtratamientos con microorganismos degradadores de petréleo Diesel del
tratamiento M12, Ayacucho-2019.

%PD

TX STX TIEMPO 5% 10% 15% 20%

Porcentaje de remocidn de petréleo crudo en
los diferentes tratamientos

%NH,NO; 34,125 17,545 24,625 16,095
%SET , 39,127 3,675 17,867 11,375
wep 98 6416 13334 1,092 13,007
%CN 5,865 0,101 0,102 0,104

%NH,NO, 65875 32401 6,050 13,871
wSFT 60873 41438 12402 15815
%CP 17,356 18,665 6,682 3,348
%CN 5,522 12,185 11,348 13,729

%NH,NO, 0,000 17,526 11,578 5428
%SFT , 0,000 29,403 7,587 5,799

Mi2o e 2298 53601 12051 12,757 3,181
%CN 8,354 0,178 3,764 3,303

%NH,NO, 0,000 28639 117236 17,148
%SET , 0,000 19,057 9,542 15,727
wep 09 3608 10,720 7,682 5,821
%CN 8,855 2,489 0,174 3,738

%NH,NO, 0,000 3,888 14616 8170
%SET 0,000 6368 22599 11,048
wep 09 o000 18642 7,749 5,511
%CN 16,688 1,385 0,163 8,586

TX: Tratamiento.

STX: Subtratamiento

%PD: Promedio de porcentaje de petrdleo Diesel residual en mg/kg™s.s.

M12: Tratamiento con microorganismos de la Cepa 1 (C1) y Cepa 2 (C2)

%NH4NO3: Porcentaje de remocion de petréleo Diesel por bioestimulacion con nitrato de Amonio
%SFT: Porcentaje de remocidn de petréleo Diesel por bioestimulacion con superfosfato triple
%CP: Porcentaje de remocion de petrdleo Diesel sin bioestimulacién de microorganismos

%CN: porcentaje de remocion del control negativo del experimento, no contiene microorganismos

ONO TN
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Anexo 14. Promedios de las concentraciones de petréleo Diesel residual (mg/kg
1's.s.) en los subtratamientos sometidos a bioestimulacién con nitrato de amonio,
superfosfato triple, blanco positivo y blanco negativo con microorganismos

degradadores de petréleo Diesel del tratamiento M13, Ayacucho-2019.

9%PD
X STX  TIEMPO — 10% . o
NH,NO, 309,983 60,989 142,505 130,126
SFT , 34893 53227 132,609 123,539
cp Odias 51787 79969 125073 182,08
CN 36,691 81,946 132,766 188,991
NH,NO, 30,006 50,99 108,69 119,728
SET 25,445 51418 115593 119,566
cp AU ecee 69306 123,707 158,396
CN 34539 81,863 132,63 188,795
NH,NO; 0 32,525 99,645 97,84
SFT , 0 30,99 97,53 95968
cp  BdEs 1052 54,38 115,35 152,3
CN 32513 71,878 117,564 162,848
M3 H.NO, 0 22,537 82,336 89,275
SFT , 0 16516 86,486 87,316
cp 229 0365 44023 99395 146,508
CN 20,448 71,732 112,567 155,661
NH,NO, 0 6216 65538 62,216
SET , 0 7135 72,592 63,85
cp  oodias 0 35,45 89,787 135,91
CN 26,199 69,692 112,336 148,597
NH,NO, 0 0 45,687 53,324
SFT , 0 0 42,686 50,365
cp  odias 0 20,542 80,095 125,875
CN 20,076 68557 112,12 132,37

TX: Tratamiento.

STX: Subtratamiento

%PD: Promedio de porcentaje de petrdleo Diesel residual en mg/kg™s.s.
M13: Tratamiento con microorganismos de la Cepa 1 (C1) y Cepa 3 (C3)
NH.NO3: Nitrato de Amonio

SFT: Superfosfato triple

CP: Control positivo

CN: Control negativo

ONOTAWNE
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Anexo 15. Porcentajes de remocion de petréleo Diesel en los diferentes
subtratamientos con microorganismos degradadores de petréleo Diesel del
tratamiento M13, Ayacucho-2019.

%PD

TX STX TIEMPO 5% 10% 15% 20%

Porcentaje de remocidn de petréleo crudo en
los diferentes tratamientos

%NH,NO, 24953 16,395 23,729 7,091
%SET 27,077 3,399 12,832 3,216
14 dias
%CP 16,416 13,334 1,092 13,007
%CN 5,865 0,101 0,102 0,104
%NH,NO, 75,047 30,276 6,347 16,821
wSFT 72,923 38379 13,618 19,102
%CP 45 17356 18,665 6,682 3,348
%CN 5,522 12,185 11,348 13,729
%NH,NO, 0,000 16377 12,146 6,582
g WSFT 0,000 27,193 8,331 7,003
%CP S 33621 12951 12,757 3,181
%CN 8,354 0,178 3,764 3,803
%NH,NO, 0,000 26,761 11,788 20,794
%SET 0,000 17,625 10,477 18,995
56 dias
%CP 32,608 10,720 7,682 5,821
%CN 8,855 2,489 0,174 3,738
%NH,NO, 0,000 10,192 13,930 6,833
%SFT 0,000 13,405 225552 10,916
70 dias
%CP 0,000 18,642 7,749 5,511
%CN 16,688 1,385 0,163 8,586

TX: Tratamiento.

STX: Subtratamiento

%PD: Promedio de porcentaje de petrdleo Diesel residual en mg/kg™s.s.

M13: Tratamiento con microorganismos de la Cepa 1 (C1) y Cepa 3 (C3)

%NH4NO3: Porcentaje de remocion de petréleo Diesel por bioestimulacion con nitrato de Amonio
%SFT: Porcentaje de remocidn de petréleo Diesel por bioestimulacion con superfosfato triple
%CP: Porcentaje de remocion de petrdleo Diesel sin bioestimulacién de microorganismos

%CN: porcentaje de remocion del control negativo del experimento, no contiene microorganismos
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Anexo 16. Promedios de las concentraciones de petréleo Diesel residual (mg/kg
1's.s.) en los subtratamientos sometidos a bioestimulacién con nitrato de amonio,
superfosfato triple, blanco positivo y blanco negativo con microorganismos

degradadores de petréleo Diesel del tratamiento M23, Ayacucho-2019.

9%PD
X STX  TIEMPO — 10% . o
NH,NO, 309,983 60,989 142,505 130,126
SFT , 34893 53227 132,609 123,539
cp Odias 51787 79969 125073 182,08
CN 36,691 81,946 132,766 188,991
NH,NO, 30,006 50,99 108,69 119,728
SET 25,445 51418 115593 119,566
cp AU ecee 69306 123,707 158,396
CN 34539 81,863 132,63 188,795
NH,NO; 0 32,525 99,645 97,84
SFT , 0 30,99 97,53 95968
cp  BdEs 1052 54,38 115,35 152,3
CN 32513 71,878 117,564 162,848
M3 T NHNO, 0 22,537 82,336 89,275
SFT , 0 16516 86,486 87,316
cp 229 0365 44023 99395 146,508
CN 20,448 71,732 112,567 155,661
NH,NO, 0 6216 65538 62,216
SET , 0 7135 72,592 63,85
cp  oodias 0 35,45 89,787 135,91
CN 26,199 69,692 112,336 148,597
NH,NO, 0 0 45,687 53,324
SFT , 0 0 42,686 50,365
cp  odias 0 20,542 80,095 125,875
CN 20,076 68557 112,12 132,37

TX: Tratamiento.

STX: Subtratamiento

%PD: Promedio de porcentaje de petrdleo Diesel residual en mg/kg™s.s.
M23: Tratamiento con microorganismos de la Cepa 2 (C2) y Cepa 3 (C3)
NH.NO3: Nitrato de Amonio

SFT: Superfosfato triple

CP: Control positivo

CN: Control negativo
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Anexo 17. Porcentajes de remocion de petréleo Diesel en los diferentes
subtratamientos con microorganismos degradadores de petréleo Diesel del
tratamiento M23, Ayacucho-2019.

%PD

TX STX TIEMPO 5% 10% 15% 20%

Porcentaje de remocidn de petréleo crudo en
los diferentes tratamientos

9%NH,NO5 29224 14,961 19,739 12,268
%SET 32,523 3,062 8,805 6,392
14 dias
%CP 16,416 13,334 1,092 13,007
%CN 5,865 0,101 0,102 0,104
%NH,NO; 70,776 27,627 7,497 14,596
wSFT 67,477 34580 15876 16,811
%CP 45 17356 18,665 6,682 3,348
%CN 5,522 12,185 11,348 13,729
9%NH,NO, 0,000 14,944 14,347 5,711
g ST 0,000 24,501 9,712 6,163
%CP S 33621 12951 12,757 3,181
%CN 8,354 0,178 3,764 3,803
9%NH,NO, 0,000 24,419 13,923 18,044
%SET 0,000 15,880 12214 16,717
56 dias
%CP 32,608 10,720 7,682 5,821
%CN 8,855 2,489 0,174 3,738
9%NH,NO5 0,000 18,049 12,309 8,597
%SET 0,000 21,976 21,895 12,456
70 dias
%CP 0,000 18,642 7,749 5,511
%CN 16,688 1,385 0,163 8,586

TX: Tratamiento.

STX: Subtratamiento

%PD: Promedio de porcentaje de petrdleo Diesel residual en mg/kg™s.s.

M23: Tratamiento con microorganismos de la Cepa 2 (C2) y Cepa 3 (C3)

%NH4NO3: Porcentaje de remocion de petréleo Diesel por bioestimulacion con nitrato de Amonio
%SFT: Porcentaje de remocidn de petréleo Diesel por bioestimulacion con superfosfato triple
%CP: Porcentaje de remocion de petrdleo Diesel sin bioestimulacién de microorganismos

%CN: porcentaje de remocion del control negativo del experimento, no contiene microorganismos
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Anexo 18. Promedios de las concentraciones de petréleo Diesel residual (mg/kg
1's.s.) en los subtratamientos sometidos a bioestimulacién con nitrato de amonio,
superfosfato triple, blanco positivo y blanco negativo con microorganismos

degradadores de petréleo Diesel del tratamiento M123, Ayacucho-2019.

%PD
X STX  TIEMPO — o =7 o
NH,NO, 3811 62,836 136,649 148962
SFT , 33,02 55074 132,753 140,375
cp Odias 51787 79969 125073 182,08
CN 36,691 81,946 132,766 188,991
NH,NO, 28133 52,837 99,834 123,564
SET 23572 53265 106,737 123,402
cp A9 oece0 69306 123,707 158,396
CN 34539 81,863 132,63 188,795
NH,NO, 0 34372 90,789 101,676
SFT , 0 32,837 88678 99,304
cp  BdEs 1052 54,38 115,35 152,3
CN 32513 71,878 117,564 162,848
MI23 —SH.NO, 0 24384 7348 93,111
SFT , 0 18363 77,63 91,152
cp Y29 0365 44023 99395 146,508
CN 20,448 71,732 112,567 155,661
NH,NO, 0 8,063 56682 66,052
SET , 0 8982 63736 67,686
cp  odies 0 35,45 89,787 135,91
CN 26,199 69,692 112,336 148,597
NH,NO, 0 0 34831 53,16
SFT , 0 0 30,83 51,201
cp  (odies 0 20,542 80,095 125,875
CN 20,076 68557 112,12 132,37

TX: Tratamiento.

STX: Subtratamiento

%PD: Promedio de porcentaje de petrdleo Diesel residual en mg/kg™s.s.

M123: Tratamiento con microorganismos de la Cepa 1 (C1), Cepa 2 (C2) y Cepa 3 (C3)
NH.NO3: Nitrato de Amonio

SFT: Superfosfato triple

CP: Control positivo

CN: Control negativo
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Anexo 19. Porcentajes de remocion de petréleo Diesel en los diferentes
subtratamientos con microorganismos degradadores de petréleo Diesel del
tratamiento M123, Ayacucho-2019.

%PD

> STX  TIEMPO 5% 10% 15% 20%

Porcentaje de remocién de petréleo crudo en
los diferentes tratamientos

9%6NH,NO, 26,179 15913 26,941 17,050
wSFT 28613 3,285 19,597 12,091
%CP 16,416 13,334 1,092 13,007
9%CN 5,865 0,101 0,102 0,104

%NH,NO, 73,821 29,386 6,619 14,694
wSFT 71387 37092 13603 16811
9%CP 17356 18,665 6,682 3,348
%CN 5,522 12,185 11,348 13,729

%NH,NO, 0,000 15895 12,667 5,750
%SFT , 0,000 26281 8322 6,163

M3 ep %2 33601 12951 12,757 3,181
%CN 8,354 0,178 3,764 3,803

%NH,NO, 0,000 25974 12293 18,165
%SET , 0,000 17,033 10,466 16,717
wep 098 35608 10720 7,682 5,821
%CN 8,855 2,489 0,174 3,738

9%6NH,NO, 0,000 12,832 15991 8655
%SET 0,000 16309 24,787 11,744
wep 098 o000 18642 7,749 5,511
9%CN 16,688 1,385 0,163 8,586

TX: Tratamiento.

STX: Subtratamiento

%PD: Promedio de porcentaje de petrdleo Diesel residual en mg/kg™s.s.

M123: Tratamiento con microorganismos de la Cepa 1 (C1), Cepa 2 (C2) y Cepa 3 (C3)

%NH4NO3: Porcentaje de remocion de petréleo Diesel por bioestimulacion con nitrato de Amonio
%SFT: Porcentaje de remocidn de petréleo Diesel por bioestimulacion con superfosfato triple
%CP: Porcentaje de remocion de petrdleo Diesel sin bioestimulacién de microorganismos

%CN: porcentaje de remocion del control negativo del experimento, no contiene microorganismos
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Anexo 20. Pruebas de normalidad para de la concentracién de petréleo Diesel de
10%.

Shapiro-Wilk
TRATAMIENTO ] ]
Estadistico gl Sig.
10% PD M123-CP 901 3 .389
M123-NH4NO; .964 3 .637
M123-SFT .962 3 .625
M12-CP 911 3 421
M12-NH4NO3 .994 3 .847
M12-SFT .832 3 194
M13-CP .948 3 .559
M13-NH4NO3 .893 3 .363
M13-SFT .852 3 .246
M1-CP .949 3 .563
M1-NH4NO3 .969 3 .661
M1-SFT .817 3 .156
M23-CP 919 3 449
M23-NH4NO3 953 3 .584
M23-SFT .959 3 .613
M2-CP 1.000 3 1.000
M2-NH4NO3 .958 3 .605
M2-SFT .943 3 .540
M3-CP .842 3 .220
M3-NH4NO3 .812 3 144
M3-SFT .805 3 126
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Anexo 21. Pruebas de normalidad para de la concentracién de petréleo Diesel de
15%.

Shapiro-Wilk
TRATAMIENTO ] ]
Estadistico gl Sig.
15% PD M123-CP .963 3 .629
M123-NH4NO; .890 3 .353
M123-SFT .982 3 743
M12-CP .993 3 .843
M12-NH4NO3 .959 3 .613
M12-SFT .959 3 .608
M13-CP .994 3 .848
M13-NH4NO3 901 3 .389
M13-SFT .936 3 511
M1-CP .981 3 734
M1-NH4NO3 .875 3 .310
M1-SFT .996 3 .883
M23-CP .836 3 .203
M23-NH4NO3 .986 3 774
M23-SFT .998 3 .925
M2-CP .992 3 .833
M2-NH4NO3 1.000 3 .963
M2-SFT .826 3 178
M3-CP 951 3 574
M3-NH4NO3 .982 3 744
M3-SFT .839 3 .213
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Anexo 22. Pruebas de normalidad para de la concentracién de petréleo Diesel de
20%.

Shapiro-Wilk
TRATAMIENTO ] ]
Estadistico gl Sig.
20% PD M123-CP .992 3 .830
M123-NH4NO; 901 3 .388
M123-SFT .935 3 .507
M12-CP 945 3 547
M12-NH4NO3 .987 3 .783
M12-SFT .988 3 794
M13-CP .953 3 .580
M13-NH4NO3 .999 3 .952
M13-SFT .939 3 525
M1-CP .999 3 .947
M1-NH4NO3 .954 3 .587
M1-SFT .873 3 .304
M23-CP .983 3 .753
M23-NH4NO3 .867 3 .287
M23-SFT .986 3 778
M2-CP 1.000 3 .962
M2-NH4NO3 .934 3 .505
M2-SFT 916 3 437
M3-CP .998 3 918
M3-NH4NO3 .888 3 .347
M3-SFT .815 3 .150
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Anexo 23. Andlisis de varianza para los porcentajes 10%, 15% y 20% de petrdleo Diesel tratamientos y subtratamientos.
ANALISIS DE VARIANZA

Suma de

Media

cuadrados Gl cuadratica F Sig.
Eiie 7594.551 20 379.728 338593.631 <.001
grupos
10% PD
° Dentro de 0.047 42 0.001
grupos
Total 7594.598 62
. 11903.170 20 595.158 333820.173 <.001
grupos
15% PD
0 Dentro de 0.075 42 0.002
grupos
Total 11903.245 62
ENE 8855.222 20 442761 331679.315 <.001
grupos
20% PD
° Dentro de 0.056 42 0.001
grupos
Total 8855.278 62
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Anexo 24. Comparaciones multiples Tukey para el porcentaje de petrdleo Diesel

10 % entre tratamientos y subtratamientos.

Agrupar informacioén utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%

TRATAMIENTO N Media Agrupacion
M12-NH,NO3 3 83662 A

M12-SFT 3 83662 A

M13-NH,NO; 3 83662 A

M3-NH,NO; 3 83662 A

M3-SFT 3 83662 A

M123-NH,NO; 3 83.662 A

M23-SFT 3 83662 A

M2-SFT 3 83.662 A

M1-NH,NO; 3 83662 A

M23-NH,NO; 3 83662 A

M2-NH,NO; 3 83662 A

M13-SFT 3 83.662 A

M123-SFT 3 83662 A

M1-SFT 3 83662 A

M123-CP 3  64.927 B

M12-CP 3  61.948 C

M13-CP 3  60.994 D

M23-CP 3  60.230 E
M2-CP 3 59.917 F
M1-CP 3 57974 G
M3-CP 3 57.785 H

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.
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Anexo 25. Comparaciones multiples Tukey para el porcentaje de petroleo Diesel 15 % entre tratamientos y subtratamientos.

TRATAMIENTO N Media Agrupacién

M123-SFT 3 61224 A

M123-NH,NO; 3 58.960 B

M12-SFT 3 54.446 C

M23-SFT 3 520951 D

M12-NH,NO; 3 52554 E

M13-NH,NO3 3 52.389 F

M23-NH,NO3 3 52.264 F

M13-SFT 3 52.259 F

M2-SFT 3 47.506 G

M2-NH.NO; 3 46.312 H

M1-SFT 3 42158 |

M1-NH,NO; 3 39.014 J

M3-SFT 3 38.608 K

M3-NH,NO3 3 37935 L

M123-CP 3 27.364 M

M12-CP 3 24.385 N

M13-CP 3 23431 @)
M23-CP 3  22.667 P
M2-CP 3 22354 Q
M1-CP 3 20411 R
M3-CP 3  20.222

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.
Anexo 26. Comparaciones multiples Tukey para el porcentaje de petréleo Diesel 20 % entre tratamientos y subtratamientos.
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TRATAMIENTO N Media Agrupacién
M123-NH,NO; 3 34.354

M123-SFT 3 33.566

M12-NH,NO; 3 30.752

M12-SFT 3  29.804

M13-SFT 3 29.272

M23-NH,NO; 3  29.256

M13-NH,NO3 3 29.061

M23-SFT 3 28.579 G

M2-NH,NO; 3 25.739

M2-SFT 3 21.473 |
M1-NH,NO; 3 18.809 J
M1-SFT 3  17.547 K
M3-NH,NO; 3 14.508

M3-SFT 3 10.603

M123-CP 3 7.861

M12-CP 3 4882

M13-CP 3 3928

M23-CP 3 3.164

M2-CP 3 2851

M1-CP 3 0.908

M3-CP 3 0719

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.
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Anexo 27. Cuantificacion para 16S rRNA como producto de la PCR.

Muestra Cuantificacion (ng/uL)
C-1 (R1) 38,5 ng/uL

C-2 (R2) 45 ng/uL

C-3 (R3) 56,7 ng/uL
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Anexo 28. Decreto Supremo N° 011-2017-MINAM

12 NORMAS LEGALES Sétado 2 de dickembe de 2017 1§ E1Peruans

D, de conformidad con o previsio en &l artlculo 14
el Reglamenio que esiabiece dsposiciones relativas
2 la Fublicidad, Publicacidn de Proyecios MNormativos
y Diusion de MNormas Legales de Cardcler Ganeral,
aprobado por Deoreio Supremo B° 001 -Z008-0US, ¥ &l
arifoula 38 ded Regiamento sobres Trarsparencla, ACCeso
a i Informacion Pdblica Amblenial v Parfcpacion v
Cormsutia Cudadana en Asunios Ambientales, aprobado
por Decredio Supremo K™ 0022008 FIKARM,; comssponds
disponer la publicacian de la propueesia de mebodologia
en o Do Oficial El Peruano, anles de ka fecha prevista
para su entrada en wigencia, con la finalidad de permitir
a las personas imieresadas fomuolar los ocomesniarios v

respecivos:;

Con los vistos ds la Secretarfa General, i Direccicn
de Gestidn de Caldad de los Reoursos Hidricos, la
Officina de Asesoria Juridica, ¥ =n uso de las facultades
conferidas en la Ley de Reoursos Hidrioos, &l Regiamento
de Organizacion y Funclonss de esta avioridad, sprobado
por Decreto Supremo N° 06-2010-A5, y modificado por
Decreto Supremo W 01.2-2016-MIMNAGRL

SE RESUELVE:

Articulo 1.- Dispongase la publicacian de la pressnbs
resclucian en el Diasic Oficial El Persano y ded documento
genominado Melodologla para la delsminacicn  del
indice o= caldad de agua para los recursos hidricos
superficiales en el Perll ICA-PE™, en el porital web de la
Auncridad Macional del Agua: www.ana.gobpe, por el
plazo de quince |15} dias habiles, a fin guee los nleresados
remitan Sus Opinkanes ¥ superencas a la direcclion
elecindnica siguente: IndiceCabdadAguai@ana. e

Articulo g.— Encargar a la Direccidn da E“E:::dn d=
Caldad de los Recwrsos HIOncos, i rescspoicn ¥ anaisis
de I35 apaMes ¥ CoMmenianos que sa presanben respecta al
tocumenic ctado en el articulo precedente.

Registnese, comuniguess y pubiiqusse,
ABELARDO DE LA TORRE WILLAMUEWA

Jafe
Auoridad Macional del Agua

13930241

Aprueban Estdndares de Calidad Ambiental
(ECA) para Suelo

DECRETO SUPREMDO
NP O -201T-MIMAM

EL PRESIDENTE DE LA REPUBLICA

CONSIDERANDO:

Cies, &l numearal 22 del artlcuio 2 de B Consthecicn
Folitica d=l Peml ssiabiecs que ioda persona ters
derecho a gozar de un ambiente eguiibrado y adecuado
ol desarollo de su vida;

G, de acusndo oon o establiescido &an el artliculo 3 de
la Lay N™ 20611, Lay General ol Ambdents, en adslanis
la Ley, of Estado, a través de sus enfdades y drganos
correspandienies, disefia ¥ aplica, #nire oios, las normas
QUE SEan NECESArias para garanbzar of efeciwd ejercicia
de los derechos y & cumplmienio de las obligaciones v
responsabllidades condenidas an la Lay;

O, &l numeral 31.1 del articulo 31 de la Ley define
al Estandar de Calidad Ambiental (ECA) como la medicda
que establesce &l nivel de concentracicn o del grado de
elementos, susiancias o paametros Fsicos, guimicos
y biologicos, pressnies an & aire, agua o sweln, =N U
condicitn o8 CUBTpO recephor, Que No repressnta riesgo
5i i la salud de las as ni al ambeenbe;
TSmO, :Il: numeral 31.2 mm 3 de la Ley
establece que &l ECA =5 ohiigatorio en &l dissfio de las
nommas egales ¥ las pollicas pdblicas, asl como un
referente obligaiorio en el disefio vy aplicacion de bodas los
instrumeanbos de pesidn ambilkental;

Que, s=gin lo dispeesio =n el numeral 33.1 del
articulo 33 de la Ley, la Autcridad Ambilental Maclonal
ginge el proceso de elaboracion y revisian de ECA y,
en comdinaddn oon los sechores oorrespondisnies,
elabora o encarga las propuestas de ECA, las gue
serdn remifidas a la Presidencia del Consejo de
Ministros para su aprobacicn mediants  decrebo
SUpTEMmO;

Clue, =n virbud a lo dispuesta por el numeral 33.4
deal articuls 33 de la Ley, en el proceso de rewision
de los parametros de contaminacion ambienial, con ka
finalidad de deisminar nuevos nveles de calidad, sa
aplica el principho de gradualidad, permitiendo ajustes
progresivos a dichos niveles para las adividades en
CUrso;

Chea, ds conformidad con & Heral df oel anficuio 7
del Decreio Legislaiivo W™ 1013, gue aprusba la Ley de
Creacidn, Organizacion y Funciones ded Minisierio del
Amba=nte, ssty snfidad Sene como funcidn especifica
elaborar los ECA, los ouales deberdn comar con la opinidn
dal seacior corespondienie ¥y ser aprobados medianis
decreln Supinema;

O, meedl anle Desonsio Supremo MY 0a02-200 1 300N A
se aprueban los ECA para Suslo v, a través del Decredo
Supremo KW° DIZ-Z04-MINAM @ se aprusban las
disposiciones complemaniarias para su aplicacion;

O, asimisma, mediamie Desoeio Suprema B
01 3-2015-MINAM se dictan kas reglas para a preseniacicn
y evaluacidn ded Informe de ldentificacdn de Sitios
Coriaminados;

O, medianie Ressalucicn Ministerial M=
331-2018-MINAM se crea &l Grupo de Trabajo sncargado

[ERT TR IR N - F R AT ]

w
El Peruano

REQUISITO PARA PUBLICACION DE
NORMAS LEGALES ¥ SENTENCIAS

Se comunica a las entidades gue conforman el Poder Legislativa, Poder Ejecutiva, Poder Judicial,
Crganismos consiucionales autdnomas, Organismos Fobiloos, Goblesnos Regionales y Goblessmios Localss,
Que para efecios de la publicackin de sus disposiclonss &n general (nonmias egales, reglameanios juridicos o
adminisirativos, rescluciones administralivas, aclos de administrackin, acios adminisirabivos, eic) con o sin
aNENOs, Que conlengan mas de una pagina, s adjuntard wn S0 o USE en formabo YWoerd con su conbenido o
esbe podra ser remitide al corree elecironico normaslegales e diorapenu. com.pe.

LA DIRECCION

109



§: [E1 Peruanc Sabadn 2 de didembre de 2007

de esiablecer medidas para opiimizar ka calidad ambikenial,
siendo una de sus funciones especificas, analizar y
proponer medidas para mejorar la calidad amblenial del
pals;

Che=, =n merfic a la evaluscidn técreca realizada por
el citado Grispo de Trabajo, == identifict la necesidad de
actualizar ios ECA para Susio;

Cue, mesdiantes Resolwcidn Minisbarial M=
13Z-2017-MINAM, = Minésierio del Ambéenie dispusao
la prepublicacion del proyeclo de Decrelo Supremao
gue aprusba los ECA para Suelo, en cumplimiento del
arilculs 39 del Resglamento sobire Transpanencla, Acoeso
a3 la Informacion Poiica Amblental ¥ Paricipadan v
Consulla Cludadana en Asunios Ambientales, aprobado
por Decreto Supremo KT 0OZ2-2009-MIMAM, v o articulo
4 del Reglamenio gue eastablecs dispasicionss
refativas a la publicidad, publicacdn de Proyectos
Momativos ¥ difusion o2 Normas Legalss de Caracier
Ganaral, aprobado por Decreic Supsma NS 001-
FO0E-JLE; en wirtud de la cual se recibkeron apories y
comentaikos al mismo;

O conformidad oon o dispuesio &n &l numeasal 5 del
arffoul 110 s la Constucion Polltica del Pend; @ Ley
N* 29158, Ley Ovganica del Poder Ejesoutivo; & Decredo
Lagisiatvo W™ 1013, gue aprusba @ Ly de Craackon,
Organizacicn, y Fundiones del Ministano del Amiblenie; y
la Ley N7 28811, Ley General ded Amblenbs;

DECRETA:

Articulo 1.- Aprmobaclidn de los Estiamdares de
Calidad Amiblental para Suelo

Apnabaze los Estandares de Calidad Ambsental (ECA)
para Susio, gue como Ansko forman pars indegranbs del
pre=snie decreto sUpremo.

Articulo 2.- Los Estindares de Calldad Ambbemntal
para Suslo como referemnte aobligatorio

Loz ECA para Suelo constittyen un referente
obiligatario para & disafo v aplicacion de los Irstrumsanios
e gestion ambienial, ¥ son aplicables para aguelios
parameiros asociados a las acividades producivas,
extractivas y de servicias.

Articulo 3.~ De | superacldn de los ECA para Suelo

De superarse los ECA para Suelo, en aguellos
parameiros asockados a las actvidades produchyas,
exiraciivas vy de servicios, las personas naburales y
juridica= a cargo de sstas debesn realizar acclonss
de svaluacian y, de sar &l caso, slecular accones de
remadiacion oa siios conMaminados, con |3 finalidad
de proteger la salud de las personas y =l ambisnte.

Lo Indicada an & pamaio amerior no apica Cuanca
la superacién de ks ECA para Suel =ea inferior a los
niveles de fondo, |os cuales proponcionan nformacicn
aoerca de las conoesnfracionss de orgen najural de las
sustancias quimicas preseres an el susio, Que pusden
Incluir &l apone de fuenbes antopicas no relacionadas al
s en avaluacion.

Articulo 4.- Refrendo

El presemie decreip supremo es refrendado por la
Minisira ded Ambiente, ka Ministra de Energia y Minas, e
Minizsiro de Sakud, el Ministro de Vivienda, Constriscodn
¥ Sansamiznio, = Ministro de la Produccian, & Minisino
de Trarsportes ¥ Comunicadones, ¥ & Minisro oa
Agnculiura y Risgo.

HEPOSICIONES
COMPLEMENTARIAS FINALES

Primera.- Criterios para
contaminados

KMediarmle decrsbo supremo, a propuesia  del
Minisierio del Ambi=nie v &n coordinacidon con los
seciores compeisntes, s& aprobaran los critedios para
la gestion de siios contaminados, oS MESmos que
reguian las accionas sefialadas en el ariicule 3 del
presenie decrein SUPrEMO.

la pgesilon de siblos

Segunda.- Aplicackin del ECA para Suelo en los
Instrumentos de gestlon amblental aprobados

La aplicacion de los ECA para Suelo en los
irnstrumeanics de gesticn  ambiental aprobados,
gue ssaan de cardcier pevenbwvo, s& realiza en la
actualzacion o modificacién de los mesmos, =n el
marco de la mormativa vigenis del Sisiesma Macional de
Ewaluaciin del Impacio Ambiental (SEI&). En o caso de
instrismenos correctivos, b aplcacidn de los ECA para
Suesle se realiza conforme a la normativa amblsntal
sectorial commespondiente.

DMSPOBICIONEE COMPLEMENTARIAS
TRANEITORIAS

Primetra.- Imsitrumento de gestidn amblental en
trimite ante la Autoridad Competents

Losias #ulares que, antes de la enirada en vigencia
de la presenie norma, hayan iniciado un proocedimismo
adminisiralive para la aprobacion del instumenio de
gastion amblenial anie ka autoridad competenia, tomaran
en consideracion los ECA para Suela vigenies a la fecha
e inicic ded procesdimesnto.

Lusgo de aprobado = instrumenio de gesticon
amilental por 3 aulondad compabents, oeiEs tbulares
deberdn considerar o esiablecido en la Ssagunda
Disposicidn Complemantana Final, a efecios de aplicar
los ECA para Suslo aprobados mediants =] pressnte
decreio supremeo.

Ssgunda.- De ks procedimisntes &n iramite para la
adecuachdin de los Instrumentos de gestidn amblental
a los ECA

Los procedimienios de adecuackan de los irstrumeanios
de gesiin ambisntal & los estandaress de calidad
ambisntal (ECA), iniciados con amerioridad a la vigencia
deal pressnte decrelo supmemo, s& esueeiyen confonme a
las: disposiciones nomativas vigenbes al momenio de su
inicio.

DISPOSICION
COMFLEMENTARIA DERDGATORIA

Unica.- Derogacian

Derdgase & Decreta Suprsmo K™ 002-2013-KIMAM,
gue apnisba los Estindares de Calidad Ambiental
(ECA)] para Suelo, y el Decreln Suprema N®
003-Z014-MINAM, gue aprusba la Direcliva gue
eslablece = procedimienio de adecuacion  de
los instrumanios de gestién ambiental a nosevos
Estandares de Calidad Ambi=nial (ECA).

Cadao &n la Tasa de Goblemo, &n Lima, al primer dia
del mes de disembre del afio dos mil discisiebs.

PEDRO PABLD KUCZYNSEKI! GODARD
Presidsnis de la Repabiica

JOSE MAMNUEL HERMANDEZ CALDERCON
Miriisiro de Agricultura ¥ Riego

ELSA GRLARZA CONTRERAS
Kiiniisira del Amilenie

CAYETANAALIOVIN GAZZANI

Minisira de Energia y Minas

PEDCRC OLAECHEA ALVRREZ CALDEROH
Klirilsiro de la Produccion

FERNAMDO ANTONIO D'ALESSIO IPINZA
Kinisiro de Salud

BRURD GIUFFRA MONTEVERDE
Minisiro ge Transpores ¥ Comuricacionss

CARLOE RICARDD BRUCE MONTES DE OCA
Ministro de Vivienda, Construccién y Saneamienio
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Aprueban Criterios para la Gestion de Sitios
Contaminados

DECRETO SUPREMO
N° 012-2017-MINAM

EL PRESIDENTE DE LA REPUBLICA
CONSIDERANDO:

Owdmmlzzwmzaum
Poillica del Perd, establece que toda persona tiene
derecho a gozar de un ambients aguiibrado y adecuado
& desamroiio de su vida;

Que, el articwo 1 del Tiulo Preliminar de &a Ley N°
20011, Ley Generad del Ambienie, en adelanie i Ley,
sefiala que toda persona Sene el derecho irrenunciable
2 vivi en un amblents saludadbile, equilibrado y adecuado
para el pleno desanmolio o= a vida, y el deber de
coniribulr 2 una efeciva gestian amtiental y de proleger
of amblente, asi como sus componenies, assgurando
particularmente la salud de kas personas en forma
Indvidud y colectva, la conservacion de [a diversidad
biolagica, el aprovechamiento sostenible de los recursos
naturales y ol dosarrolio sostenidie del pais;

Que, oo acuerdo a lo establecicio en el articulo 3 de
la Ley. ef Estado, a través de sus entidades y organos
correspondientes, disefa y aplica, entre ofros, las normas
Que sean necesarias para garantizar el efeciivo ejerciclo
de los derechos y e cumplimiento de kas obligaciones y
responsabdidades contenidas en la citada Ley,

Que, en virtud del numeral 16.2 del articulo 16 de la
Ley, los nstrumentos de gestion ambéental constiiuyen
medios operatvos gue son disefados, normMados y
aplicados con caracter funcional © complementario
para efectivizar el cumplimientio de la Politica Naclonal

1726darﬂah17dshley.bsmam
constituyen un tipo de Instrumento de gestion ambilental;

Que, el numeral 30.1 del articulo 30 de la Ley, referido
@ los planes de descontaminacion y e tratamiento
de pasivos amblentales, sefala que esios esian
drigidos a remediar mpacios amblentales originados
porumovmnmcbsooumbnom:.
pasados o (wesentes; asimismo, precisa gue s
citados planes deben considerar o financiamiento y
ias responsablidades que corespondan a los thulares
de las acthvidades contaminantes, Incluyendo Ia
compensackin por ios dafos generados, bajo el prinapio

responsabiidad amblemtal;
Que, de conformidad con el numeral 302 ded anticulo
30 de la Ley, las entidades con compelencias amblentales
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Anexo 29: Matriz de consistencia.

Problema Objetivo Hipoétesis Variables e indicadores Metodologia
¢Cual sera el efecto | Objetivo general: La bioestimulacion de | Variable independiente Tipo de investigacion
de la bioestimulacion | Evaluar el efecto de la | consorcios bacterianos | «+ Cepas y consorcios de | Experimental-Aplicativo
de consorcios | bioestimulacion en la | nativos tiene un efecto | microorganismos degradadores de | Poblacion
microbianos en la | capacidad degradativa por | positivo significativo en | petréleo crudo. Todos los microorganismos degradadores de
capacidad consorcios microbianos del | la capacidad | Indicador: petréleo crudo.
degradativa del | petrdleo Diesel, Ayacucho | degradativa del petrdleo | Bacterias Muestra
petréleo crudo, | 2019. Diesel. » Concentracion de nutrientes Cepas de microorganismos degradadores de
Ayacucho 2019? Objetivos especificos: Indicadores: petréleo crudo del cepario del Laboratorio de
- Evaluar el efecto del Nitrato de Amonio (0,06g9/Kg) Microbiologia Ambiental.
Nitrato de  Amonio Superfosfato triple (0,048g/Kg) Metodologia
(bioestimulador) en la » Tiempo - Ubicacion
actividad degradativa de Indicador: - Procedencia de las cepas
consorcios microbianos Dias - ensayos de degradacion del petréleo Diesel

sobre el petréleo Diesel.

- Evaluar el efecto del
superfosfato triple
(bioestimulador) en la
actividad degradativa de
consorcios microbianos
sobre el petréleo Diesel.

- ldentificar los
microorganismos de
mejor respuesta a la
bioestimulacion en la
degradacion del petrdleo
Diesel.

Variable dependiente

* Capacidad degradadora de
petréleo crudo por parte de las
cepas y consorcios microbianos.
Indicadores:

Porcentaje de remocion

- Andlisis de la arena fina sometida a
degradacion del petréleo Diesel

- Identificacion de microorganismos

- Analisis estadistico
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Siendo las 11:00 a.m. del 30 de Noviembre de 2023 se reunieron en el auditérium de la Escuela de Posgrado
de la Universidad Nacional de San Crist6bal de Huamanga, el jurado Examinador y Calificador de tesis, presidido por
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MENCION MICROBIOLOGIA. Siendo las ...£Z.4.£2.Q. hrs. Se levanta la sesion.

en la ciudad de Ayacucho, a las/g'ﬁphrs Del 30 de noviembre 2023.
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