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RESUMEN

La contaminacion de suelos con hidrocarburos es un impacto ambiental de
extension mundial. En el Peru, este problema se presenta en zonas de alto
riesgo por su proximidad a la poblacion y a su amenaza al ambiente y la
biodiversidad. Por otra parte, los lodos generados en las plantas de tratamiento
de aguas residuales domesticas (PTARD) representan un punto critico de la
gestion de residuos que aun no ha sido abordado con efectividad. La presente
investigacion busco determinar el efecto de la adicion de lodos de PTARD para
estimular la actividad microbiana en un proceso de biorremediacion aerobia de
suelo contaminado con hidrocarburos de petréleo. Se realizaron 02 tratamientos
(T1y T2) y un control (C), todos con una concentracion de diésel de alrededor
de 10 000 mg/kg. Los tratamientos T1 y T2 se mezclaron con lodo a 25% y 50%
respectivamente, mientras que el control C se mantuvo solo con suelo
contaminado. Los resultados mostraron una mayor actividad microbiana en las
muestras con lodos, ademas de una mayor biorremediacion del diésel en el
tratamiento T1. De esta forma se demostrd que la adicién de lodos influyo en la
estimulacién de la degradacion microbiana del contaminante, favoreciendo la
remediacion del suelo. Asimismo, todas las muestras alcanzaron los niveles de
los estandares de calidad ambiental para suelo (ECA Suelo) para uso de suelo
comercial/ industrial/ extractivo; y ademas para uso de suelo

residencial/parques, y agricola en los tratamientos T1y T2.

Palabras clave: biorremediacion, suelos, hidrocarburos, lodos
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ABSTRACT

Soil contamination with hydrocarbons has a worldwide environmental impact. In
Peru, this problem occurs areas considered high risk due to its proximity to the
population and its threat to the environment and biodiversity. On the other hand,
sludge generated on Domestic Wastewater Treatment Plants (DWTP)
represents a critical waste management aspect that has not been yet effectively
addressed. The objective of this study was to determine the effect of the addition
of DWTP sludge to stimulate the microbial activity in an aerobic bioremediation
process of soil contaminated with petroleum hydrocarbons. There were 02
treatments (T1 and T2) and one control (C), all with a diesel contamination
around 10 000 mg/kg. Treatments T1 and T2 were mixed with sludge at 25% and
50% respectively, while control C was not, maintained only with contaminated
soil. The results showed a higher microbial activity in the samples with sludge, in
addition to a greater bioremediation of the diesel in the T1 treatment. In this way
it was demonstrated that the addition of sludge influenced the stimulation of the
microbial degradation of the pollutant, enhancing the remediation of the soil.
Likewise, all the samples reached the levels of the Environmental Quality
Standards for soil for commercial / industrial / extractive land use, and for

residential / parks, and agricultural land use for T1 and T2.

Key words: bioremediation, soil, hydrocarbons, sludge
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|. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La calidad ambiental es uno de los aspectos principales en el funcionamiento de
los ecosistemas. En este sentido, el suelo tiene una influencia significativa sobre
su entorno, por lo que, al verse afectado, podria poner en peligro ecosistemas
enteros, afectando sus procesos biolégicos, su estructura y sus componentes. La
funcién ecologica del suelo es reconocida como una de las mas vulnerables, por
lo que exige requisitos estrictos en cuanto a la presencia de contaminantes
guimicos en suelo (Van Straalen, 2002). Algunos de estos contaminantes son el
petréleo y sus derivados. Debido al actual gran uso de productos a base de
petréleo (por ejemplo: gasolina, kerosene, aceites y asfalto), la contaminacion

ambiental se ha extendido (ATSDR, 1999).

La contaminacion de suelos con hidrocarburos puede ser causada por fugas en
tanques subterraneos, refinerias de petrdleo, instalaciones de almacenamiento y
por derrames accidentales en unidades productivas y tuberias de transporte.
(Haghollahi et al. 2016). En el Peru la actividad hidrocarburifera se extiende a lo
largo de todo el territorio, siendo la selva la region con mayor incidencia. Los
derrames de petréleo han ocasionado impactos ambientales significativos sobre la
Amazonia peruana. En los ultimos 7 afios se han atendido mas de 20 emergencias
ambientales debido a derrames de petréleo (OEFA, 2018). Asimismo, se dan
derrames de combustibles derivados del petroleo utilizados en actividades
industriales o comerciales. Estos eventos ocasionan problemas sanitarios a las

comunidades aledafias, relacionados al deterioro de la calidad del agua para

12
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consumo humano (DIGESA 2017). Asimismo, se genera una amenaza a los
ecosistemas debido a la contaminacion de suelos y la destruccidén de habitats. En
el afio 2013 se aprobaron los Estandares de Calidad Ambiental (ECA) para suelo,
donde se incluyeron pardmetros para distintos tipos de hidrocarburos, siendo
actualizados hasta la version vigente aprobada en 2017 (D.S. 011-2017-MINAM),
junto con los Criterios para la Gestion de Sitios Contaminados (D.S. 012-2017-

MINAM).

Es en este sentido que, al igual que las acciones de prevencion y los instrumentos
de gestion, la aplicaciébn de métodos eficientes de remediacion para los suelos
contaminados resulta muy necesaria. La biorremediacion es una técnica en la cual
se utilizan microorganismos para eliminar contaminantes gracias a su potencial
para degradar estas sustancias y transformarlas en productos inocuos como el
agua o el diéxido de carbono (Solanas, 2009). Esta se sugiere como un método
rentable y amigable con el ambiente para la limpieza de suelos contaminados
(Haghollahi et al. 2016), siendo adecuada para el tratamiento de varios quimicos
organicos incluyendo hidrocarburos de petréleo (EPA 2005). Para desarrollar la
biorremediacion de un suelo contaminado por hidrocarburos se debe tener en
cuenta aspectos clave como: la naturaleza y cantidad de hidrocarburos presentes;
las condiciones propias de la zona contaminada; y la actividad microbiana presente

en el suelo (Das & Chandran 2011, Haghollahi et al. 2016, Suja et al. 2014).

Algunos compuestos del petréleo son capaces de adherirse a particulas en el

suelo y permanecer en €l durante mucho tiempo, mientras que otros pueden ser
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degradados por actividad microbiana (Plice, 1948). Los hidrocarburos de petroleo
ligeros como la gasolina, el kerosene y el diésel contienen partes volatiles, y
ademas son facilmente biodegradables, por lo que pueden ser removidos en cortos
periodos de tiempo (Macaulay, 2014). Condiciones ambientales como la
temperatura, humedad, intensidad del viento e radiacion solar, tienen influencia
sobre este proceso. Asimismo, en lo referido al suelo, el contenido de humedad,
la poblacion microbiana presente, la disponibilidad de nutrientes, la salinidad, el
transporte de oxigeno y el tipo de suelo son factores que afectan el proceso de
biorremediacion (Haghollahi et al. 2016). Para lograr una biorremediacion eficiente,
deben existir condiciones favorables para la accion metabdlica de los

microorganismos sobre los hidrocarburos.

Los lodos de plantas de tratamiento de aguas se forman durante los tratamientos
mecanicos, bioldgicos y quimicos del agua residual (Kosobucki et al. 2000). Es
necesario asegurar un manejo adecuado de estos lodos mediante técnicas que
promuevan su reutilizacion, evitando su disposicion en cuerpos receptores. En
este sentido, en los Ultimos afios se ha incrementado el interés en el desarrollo de
su aplicacion para otros procesos como la biorremediacion, debido a su gran
generacion y disponibilidad (Cardenas et al. 2010). La adicion de estos es
potencialmente un medio conveniente de rehabilitacion, ya que su alto contenido
de nutrientes y materia organica ejercen un efecto positivo en muchas
caracteristicas del suelo (Ros et al. 2013). Los lodos provenientes de plantas de
tratamiento de aguas residuales pueden ser utilizados como una fuente alternativa

de nutrientes para estimular la actividad de los microorganismos, y asi lograr una
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mayor degradacion de los hidrocarburos del suelo. Asimismo, estos lodos
contienen una alta carga bacteriana que podria favorecer a la degradacion de

contaminantes.

Il. MARCO TEORICO
1. Suelo

1.1. Composicion y propiedades

Entre los componentes abioticos de los ecosistemas se encuentra el suelo,
el cual es una mezcla de elementos como minerales, materia organica, agua
y aire, siendo capaz de sostener el desarrollo vegetal (Brady & Weil, 2002).
Se define también como un material no consolidado de componentes
organicos y minerales, el cual sirve como medio para el crecimiento de seres
vivos (SSSA, 2016). Su formacion involucra cambios fisicos-quimicos y
bioldgicos, promovidos por factores climaticos y ambientales dentro de un

proceso complejo (Garcia et al. 2012).

Las propiedades del suelo se encuentran estrechamente relacionadas,
interactuando entre si para definir las caracteristicas de cada tipo de suelo,
de modo que resulta dificil afirmar que una o algunas propiedades dominen
el comportamiento del suelo (McCauley et al. 2005). El suelo esta compuesto
basicamente de minerales, materia organica, agua y aire. La composicion y
proporciones de estos componentes tienen una gran influencia en

propiedades como la textura, estructura y porosidad, las cuales afectan la
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transferencia de aire y agua en el suelo y por ende su capacidad de
funcionamiento (McCauley et al. 2005). Las propiedades bioldgicas estan
relacionadas a propiedades fisicas como la agregacion, asi como a
propiedades quimicas como el pH, la capacidad de intercambio i6nico y la
presencia de nutrientes y otros elementos (Garcia et al. 2012). Por otra parte,
entre el 80 y 90% de las reacciones del suelo tienen como intermediaria a la
microbiota, influyendo principalmente en la degradacion de materia organica,
generacion de CO2, ciclos bioquimicos de los elementos, entre otras (Garcia

et al. 2012).

El suelo es la base del desarrollo vegetal, siendo de gran importancia para
actividades como la agricultura, y, por ende, para el desarrollo de la
humanidad. Es asi que resulta crucial mantenerlo en condiciones favorables.
La fertilidad del suelo depende de una serie de factores fisicoquimicos,
biolégicos y bioquimicos, siendo necesario estudiar todos estos al evaluar el

estado del suelo y su recuperaciéon (Ros et al. 2003).

1.2. Calidad de suelos

El suelo tiene una gran influencia en los demas componentes de un
ecosistema, representando el soporte del mismo, es por esto que su calidad
resulta particularmente importante. La calidad del suelo se define como su
capacidad para sostener el desarrollo bioloégico de un ecosistema,
manteniendo la calidad ambiental y la salud vegetal y animal (SSSA, 2016).

Esta puede verse alterada por medio de la contaminacion con sustancias
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qguimicas. Entre los principales contaminantes del suelo se encuentran los
Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos (PAHs por sus siglas en inglés); el
petréleo y sus derivados; los pesticidas; los clorofenoles; y los metales
pesados (Chen et al. 2015). Debido a su capacidad depuradora, el suelo es
capaz de asimilar cierta cantidad de contaminantes. La resistencia y calidad
del suelo estan relacionadas con respecto al cambio en el funcionamiento del
suelo como resultado de una alteracion. De esta forma la magnitud de
decaimiento del funcionamiento del suelo definirA su grado de resistencia
(Larney et al. 2016). Es necesario contar con variables que puedan servir
para evaluar la condicién del suelo, las cuales se traducen en indicadores
gue ofrecen informacién medible sobre sus propiedades, procesos y
caracteristicas (Garcia et al. 2012). El suelo necesitara de la intervencion
humana para restaurarse cuando su resistencia se vea superada. Existen
distintos métodos y tecnologias adecuadas para gestionar cada situacion, y

reducir o mitigar impactos en su calidad.

2. Hidrocarburos de Petréleo

2.1. Composicion y clasificacion

Los hidrocarburos estan constituidos principalmente por carbono e hidrégeno
y forman el mayor grupo de los compuestos organicos. Estos se dividen
segun su estructura en dos grupos principales: hidrocarburos de cadena

abierta e hidrocarburos de cadena cerrada.
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Hidrocarburos

Cadena abierta Cadena cerrada
|
| | |
Alcanos Alguenos Alquinos Aliciclicos Aromaticos

Fuente: Riazi, 2005
Figura 1: Clasificacion de hidrocarburos

Los hidrocarburos de cadena abierta (también llamados alifaticos) se
clasifican a su vez en alcanos, alquenos y alquinos. Los alcanos son
hidrocarburos saturados de enlace simple, que a su vez pueden ser n-
alcanos (estructura lineal) o iso alcanos (estructura ramificada) (Riazi, 2005).
Los alquenos son insaturados con al menos un enlace doble en su estructura,
mientras que los alquinos son también insaturados, pero con al menos un
enlace triple en su estructura. Por otra parte, dentro de los hidrocarburos de
cadena cerrada (también llamados ciclicos) se encuentran los aliciclicos, que
son hidrocarburos alifaticos con estructura ciclica. Los hidrocarburos
aromaticos son hidrocarburos ciclicos insaturados con dobles enlaces
conjugados y una distribucion alternada de sus electrones. Segun el nUmero
de anillos que contengan estos pueden ser monoaromaticos, o
poliarométicos (Riazi, 2005), siendo estos ultimos los conocidos como

Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos.
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alquino aliciclico aromético
(propino) (ciclopentano) (benzeno)

Fuente: Riazi, 2005

Figura 2: Estructuras de los principales hidrocarburos

Debido a las grandes aplicaciones comerciales que tienen los hidrocarburos,
es necesario conocer sus principales propiedades y caracteristicas. Estas se
pueden clasificar segun su relacion con la temperatura en dependientes e
independientes (Riazi, 2005). Dentro de las independientes se encuentran el
punto de ebullicién, peso molecular, inflamabilidad, entre otras; mientras que
en las dependientes tenemos la densidad, viscosidad, presién de vapor, y
poder calorifico (Riazi, 2005). Debido a la gran diversidad de hidrocarburos,
estos se pueden encontrar en distintos estados y con diferentes

caracteristicas de acuerdo a su composicion y estructura.
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2.2. Derivados de petroleo: Diésel

El petréleo es una mezcla compleja de hidrocarburos y otros compuestos
organicos (Van Hamme et al. 2003). Su complejidad y la de sus derivados
incrementa segun el nimero de carbonos presentes en su estructura. El
principal proceso en la produccion de productos a base del petréleo es la
destilacion fraccionada, la cual se basa en la separacion de distintos grupos
de componentes del petréleo de acuerdo a sus puntos de ebullicion. De este
proceso se obtienen las fracciones de petrdleo o fracciones de hidrocarburos,
clasificadas de acuerdo al nUmero de carbonos en su composicion. A estas
fracciones se les atribuye diferentes caracteristicas y aplicaciones,

generandose asi los productos derivados del petréleo.

Tabla 1: Fracciones del hidrocarburos

Eraccion F\fango aproximado Pu_n'gg de
(nimero de carbonos) ebullicién (°C)

Gases ligeros C-Cs -90al
Gasolina Cs—Cuo -1 a 200
Naftas Cs—Cn -1 a205
Combustible de avion Co—Cus 150 - 255
Kerosene C11—Cus 205 - 255
Diésel Ci11—Cas 205 - 425
Ceras Cis—Css 315 - 500
Aceites lubricantes >Cos > 400
Vacuum Gas Oil (VGO) Cog — Css 425 - 600
Asfaltos > Css > 600

Fuente: Riazi, 2005; EPA, 2007.

Dentro de estos se encuentran la gasolina y el diésel, siendo este ultimo una

mezcla mas compleja de hidrocarburos producidos al mezclar fracciones
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obtenidas de la destilacién del crudo de petréleo. El diésel esta compuesto
por cuatro clases estructurales principales de hidrocarburos: n-alcanos, iso-
alcanos, ciclo-alcanos, y aroméaticos (Marchal et al. 2003). Su composicion
varia segun el lugar de procedencia del crudo del que se obtiene, pero se
puede considerar como hidrocarburos de las fracciones Ci1 — Cgs,
principalmente alcanos con un 25 % de compuestos aroméaticos (Riazi, 2005;
EPA, 2007; HPA, 2007). Las principales caracteristicas del diésel son su
inflamabilidad, volatilidad, viscosidad, resistencia al frio, y poder calorifico
(Riazi, 2005). Esta ultima se estima en lo ha llevado a ser, junto con la
gasolina, uno de los combustibles comerciales mas utilizados. Otra
caracteristica a tener en cuenta es su contenido de azufre, ya que puede

generar emisiones nocivas debido a la volatilidad y combustién del producto.

2.3. Métodos de anélisis

Debido a la gran cantidad de compuestos presentes en el petréleo, no resulta
practico medirlos cada uno por separado. Debido a esto se han desarrollado
distintos métodos para analizar los hidrocarburos. Hidrocarburos totales de
petréleo (TPH por sus siglas en inglés) es un término usado para describir
una amplia familia de varios miles de compuestos quimicos que
originalmente provienen del crudo de petréleo (ATSDR, 1999). TPH es un
adecuado indicador de riesgo para estudiar la contaminacion de productos
de petrdleo medianos y pesados en el ambiente (Pinedo et al. 2013). El uso

de concentraciones de TPH para establecer niveles esperados de
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remediacion de suelo o agua, es un enfoque comunmente implementado por

agencias regulatorias en los Estados Unidos (TPHCWG, 1998).

Uno de los métodos mas basicos y utilizados para este enfoque es el del
Total Petroleum Hydrocarbon Criteria Working Group (TPHCWG) el cual ha
servido de punto de referencia en el desarrollo de métodos de
fraccionamiento de TPH en Canada y el Reino Unido (Park y Park, 2010).
Existen también métodos que se basan en las ya mencionadas fracciones de
hidrocarburos, logrando un analisis mas especifico de estos. Un método
analitico comunmente usado para la determinacion de TPH en suelo es el
EPA 8015 (ATSDR, 1999), el cual se basa en la cromatografia de gases para
establecer concentraciones de una variedad de compuestos organicos e
hidrocarburos de petrdleo. Dentro de este método se encuentra el Diesel
Range Organics (DRO), analisis usado para determinar alcanos dentro del
rango Cio— Czs, siendo asi optimo para el analisis del Diésel (EPA 2007).
Asimismo, los Estandares de Calidad Ambiental (ECA) para Suelo utilizan
este rango de hidrocarburos de petréleo, definiéndolo como Fraccién de

hidrocarburos F2 o fraccion media.

2.4. Impacto en el ambiente y la salud
La contaminacion del ambiente con hidrocarburos es un problema extendido
a nivel mundial y que ocurre con mucha frecuencia y relativa facilidad debido

principalmente a derrames accidentales, pero también atribuido a la actividad
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de la industria petrolera. Si no se gestiona adecuadamente la contaminacion

por hidrocarburos puede persistir en el ambiente a lo largo del tiempo.

En lo referido a contaminacién del suelo, los hidrocarburos tienden a
acumularse los poros de este, lo que genera reduccién de oxigeno y
permeabilidad (Morgan y Watkinson, 1989). Esto impide el intercambio
gaseoso con la atmésfera, dando pie a procesos fisicoquimicos que podrian
ocasionar toxicidad, dependiendo del tipo de hidrocarburo, la cantidad de
este en el suelo y otras propiedades como textura del suelo, temperatura y
humedad (Benavides et al. 2006). Simultdneamente a las propiedades fisicas
y quimicas del suelo, suceden cambios en las condiciones de fertilidad (Plice,
1948). Esto puede generar problemas en el crecimiento de las plantas, asi
como en la actividad microbiana del suelo, reduciendo la biodiversidad de
microorganismos debido a excesivas concentraciones de este contaminante.
La contaminacion del suelo lleva a su vez a la contaminacion de otros

elementos del ecosistema como el agua y el aire.

El petroleo puede generar efectos fisico-quimicos perjudiciales en el agua
debido principalmente a su insolubilidad, viscosidad, composicién quimica y
resistencia. En los cuerpos de agua, los derrames generan peliculas
superficiales que impiden el paso de la luz, afectando asi a uno proceso vital
como es la fotosintesis. En los ecosistemas marinos, se producen impactos

variados y complejos como la narcosis, el deterioro de las capacidades
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reproductivas, y en algunos casos la muerte de diferentes comunidades de

seres vivos (Saadoun 2015).

La contaminacién de aire ocurre debido a emisiones provenientes de los
procesos productivos, la volatilizacion y la combustion del petréleo. Estas
emisiones liberan contaminantes como los compuestos BTEX (benceno,
tolueno, etilbenceno, xileno), el material particulado, gases de efecto
invernadero y los Compuestos Orgéanicos Volatiles (COV) (HSRC 2003;

Ragothaman et al. 2017).

Las vias humanas de exposicion a hidrocarburos son la absorcion a través
del contacto con la piel; la ingesta a través de agua o alimentos; y la
inhalacion de emisiones o materiales particulados (ATSDR, 1999;
Greenpeace, 2012). Los efectos de la exposicion a hidrocarburos de petréleo
sobre la salud humana dependen de muchos factores, incluyendo la
composicion y cantidad del contaminante, y la duracién de la exposicion
(ATSDR, 1999). Estos son generalmente puntuales y de corta duracion
cuando se trata de una exposicion aguda, sin embargo, a exposiciones
prolongadas se pueden producir impactos mayores. Se conocen efectos
sobre la sangre, la gestacion, el sistema inmunoldgico, el sistema
respiratorio, y el sistema nervioso central. Asimismo, algunos compuestos

como el benceno han demostrado ser cancerigenos.
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3. Biorremediacion de suelos

La biorremediacién es el uso de microorganismos o procesos microbianos para
degradar contaminantes ambientales (Boopathy, 2000), incrementando los
niveles naturales de degradacién a niveles significantemente mas altos (Atlas,
1995). La biorremediacion de sitios contaminados recae en la inmensa
capacidad metabdlica de los microorganismos para transformar contaminantes
en compuestos inofensivos o0 menos peligrosos. Debido a esto, y a su capacidad
de adaptacién a ambientes hostiles, los microorganismos son actores clave en

la remediacién de sitios contaminados (Fantroussi y Agathos 2005).

La biorremediacion puede aplicarse de forma in situ (en la zona contaminada)
o ex situ (fuera de la zona contaminada), dependiendo de las circunstancias de
cada caso. Existen distintas estrategias de biorremediacién de suelos, siendo
algunas de las menos costosas: bioestimulacién, bioaugmentacion, bioventeo,
landfarming, compostaje, y fitorremediacién (Bento et al. 2005). Dos de las mas
utilizadas ultimamente son la bioaumentacion y la bioestimulacion, ambas
buscan incrementar la poblacién microbiana del medio para acelerar el proceso
de degradacion de contaminantes (Suja et al. 2014). La bioaumentacion es
definida como una técnica de biorremediacién que busca mejorar la capacidad
de una esfera ambiental para remover contaminacion, a través de la
introduccidon de cepas 0 consorcios de microorganismos especificos y
competentes para tal fin (Fantroussi y Agathos 2005). ComuUnmente este
concepto se entiende como la inoculacion de bacterias de rapida degradacion

de contaminantes para incrementar la efectividad del proceso de
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biorremediacion (Szulc et al 2014). Por otra parte, la bioestimulacion estimula la
capacidad degradadora de las comunidades microbianas autéctonas del lugar,
mediante la adicién de nutrientes para evitar limitaciones metabdlicas (Wu et al.
2016). Es comun que en muchas experiencias de biorremediacién se utilicen

estas dos técnicas en conjunto.

La biorremediacion es uno de los métodos de descontaminacion mas
econOmicos y seguros, ya que ocasiona una minima afectacion del terreno, y
gue ofrece un tiempo de remediacién aceptable (Suja et al. 2014). Gracias a su
dependencia en la actividad microbiana, la biorremediacién serd mas o menos
efectiva para distintos tipos de contaminante. Los contaminantes mas
frecuentes en suelo son los metales pesados y los hidrocarburos. Los metales
pesados son elementos susceptibles de formar complejos como iones libres y
ocasionar reacciones potencialmente toxicas (Beltran-Pineda et al. 2016). No
obstante, muchos de estos son esenciales para procesos bioquimicos de
plantas y microorganismos, siendo asi objeto de biorremediacion. Asimismo, los
hidrocarburos, por su alto contenido de carbono, pueden ser asimilados por
algunos microorganismos, y degradados hasta productos como dioxido de
carbono, sales, agua, y otros productos no contaminantes (Ortiz et al. 2005). En
este sentido ha surgido como una de las técnicas mas ventajosas para la
remediacion de suelo, en sitios contaminados por contaminantes organicos

como los hidrocarburos (Tyagi, 2011).
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3.1. Biorremediacion de hidrocarburos

La efectividad de la biorremediacion es resultado de la habilidad de las cepas
de microorganismos autoctonos para utilizar los hidrocarburos y permanecer
activos en el lugar de tratamiento (Lin et al. 2011). La biorremediacion es un
enfoque atractivo para la remocion de hidrocarburos en suelo debido a que
es aplicable a grandes &reas, requiere un mantenimiento relativamente
sencillo y ha demostrado 6ptimos niveles de remocion del contaminante

(Bento et al. 2005).

Wu et al. (2016) realiz6 un estudio para evaluar el impacto de la
bioaumentacion y la bioestimulacién en la degradacién de hidrocarburos de
petréleo en suelo. Luego de seis semanas observo que la bioestimulacion
con nutrientes nitrdgeno y fosforo tuvo una eficiencia de degradacion de 60%
mientras que la bioaumentacion con Acinetobacter SZ-1 obtuvo 34%. Por
otra parte, Kauppi et al. (2011) también compar6 en laboratorio estas dos
técnicas para la biorremediacion de suelo contaminado con diésel,
observando que luego de 61 dias de incubacién, la bioestimulacién con
suplementos de nitrbgeno tuvo un impacto mas significativo que la

inoculacion de microorganismos, siendo el oxigeno un factor determinante.

Para demostrar que una tecnologia de biorremediacién es aplicable in situ,
es importante demostrar bajo condiciones controladas la capacidad de lograr
las tasas de degradacion de hidrocarburos esperadas (Atlas, 1995). La

informacion de laboratorio brinda predicciones confiables sobre el
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rendimiento de la biorremediacion, con tasas de biorremediacién en campo
comparables con aquellas determinadas en ensayos de laboratorio (Atlas,
1995). Es asi que para realizar un eficaz tratamiento de biorremediacion es
necesario realizar un ensayo previo en laboratorio. El objetivo de este ensayo
es evaluar la actividad microbiana, determinar la biodegradabilidad de los
contaminantes presentes, y encontrar las condiciones ambientales éptimas
para el metabolismo microbiano que permita eliminar los contaminantes

(Solanas, 2009).

3.2. Factores condicionantes

Existen tres factores que condicionantes para la biorremediacion de
hidrocarburos en suelo, estos son las caracteristicas del contaminante, las
condiciones del medio y las caracteristicas de los microorganismos presentes
en el lugar (Solanas, 2009). En este sentido, la intensidad de la
biodegradacion de hidrocarburos en suelo es influenciada por muchos
factores tal y como poblaciones microbianas autéctonas involucradas,
disponibilidad de nutrientes, oxigeno, pH, temperatura, contenido de agua,
calidad del suelo, cantidad y biodisponibilidad delos contaminantes, y

propiedades del suelo (Margesin et al. 2000).
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a. Caracteristicas del contaminante

La composicion y biodegradabilidad inherente del hidrocarburo de
petréleo contaminante es la primera y principal consideracion para
evaluar la idoneidad de un enfoque de biorremediacién (Das y
Chandran, 2011). Muchos componentes de los hidrocarburos de
petréleo son biodegradables, pero algunos tienen biodegradabilidad
intermedia, dependiendo de su estructura quimica y estado (Tyagi et

al. 2011).

La fraccion alifatica de un producto de petréleo estd formada
principalmente de alcanos, los cuales se degradan mas facilmente. En
estos compuestos la biodegradabilidad disminuye en tanto aumenta el
namero de atomos de carbono presentes (Llado et al. 2012). En tal
sentido, se ha demostrado que la aplicaciébn de tecnologias de
biorremediacién a suelos contaminados por productos ligeros como
gasolina y diésel es factible (LIad6 et al. 2012). Las propiedades que
presenta cada producto son las que determinan su comportamiento y
efecto en el ambiente (EPA, 2003). No obstante, las tasas de
biodegradacion para un quimico pueden variar significativamente en
cada lugar (TPHCWG, 1997). La gravedad especifica, viscosidad y
solubilidad son propiedades de consideracion para la remediaciéon de
hidrocarburos en suelo. Esta ultima puede favorecer o no el proceso
de remocion del contaminante, ya que influye en su movilidad a través

del suelo, pero también su disponibilidad para los microorganismos
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degradadores. El grado de biodegradacién de un hidrocarburo de
petréleo se ve influenciado por la biodisponibilidad del compuesto, la
cual se relaciona directamente con su composicion molecular
(Marquez-Rocha et al. 2001). Los alcanos de cadena lineal son
generalmente considerados como los componentes més faciles de
degradar (Atlas 1991). Por otro lado, los hidrocarburos aromaticos
tienden a ser la fraccibn mas soluble en agua, siendo el benceno un
contaminante frecuente de aguas subterraneas. La biodegradabilidad
de compuestos de hidrocarburos responde al siguiente orden
decreciente: n-alcanos > iso alcanos > iso alquenos > n-alquilos
aromaticos de bajo peso molecular > monoaromaticos > alcanos
ciclicos > poliarométicos >> asfaltenos (Van Hamme et al. 2003). En
este sentido, la biorremediacion ha sido ampliamente aplicada para la
degradacion del diésel (Cunningham y Philp 2000), al estar este
compuesto principalmente por n-alcanos e iso alcanos (Geerdink et al.

1996).

b. Condiciones ambientales

La biorremediacién, ademas de estar en funcion de la quimica del
contaminante, esta en funciéon de los parametros del sitio (TPHCWG,
1997). Para asegurar condiciones Optimas de biorremediacion es
importante conocer las caracteristicas del sitio contaminado antes de
comenzar un tratamiento, esto incluye obtener informacion béasica

(Bento et al. 2004). Las condiciones del medio tienen también una
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influencia sobre la dinamica del contaminante en el suelo y la actividad
microbiana. Un pH 6 y 8 permitird un normal desarrollo de los
microorganismos, siendo 7 el valor 6ptimo para su crecimiento (Maroto
y Rogel 2008). El contenido de humedad es también un factor
importante al regular la temperatura y el flujo de aire a través de los
poros del suelo. El nitrégeno, fosforo, y otros nutrientes son necesarios
para el crecimiento y actividad microbianos. Es por esto que los suelos
contaminados deben tener un amplio contenido de estos elementos
para lograr un exitoso proceso de biorremediacién (Haghollahi et al.
2016). La velocidad de degradacion del contaminante esta limitada por
el nitrato y el fosfato disponibles, observandose que la degradacién
microbiana de hidrocarburos se potencia al proporcionar nutrientes
como nitrégeno, fosforo y potasio (Xu y Obbard, 2003). Es
generalmente considerado que la relacién carbono-nitrogeno (C/N)
apropiada para procesos de biorremediacion va de 10:1 a 30:1
(Martinez et al. 2011). Ademas del tipo y concentracion de nutrientes,
los parametros fisicos también influencian la taza de mineralizacién de
los hidrocarburos por las bacterias degradadoras (Tyagi et al 2011). El
tipo de suelo y su textura pueden afectar la biorremediacién. Suelos
de particulas finas como la arcilla tienen baja permeabilidad y retrasan
o impiden el transporte de oxigeno y nutrientes a través del suelo.
(Haghollahi et al. 2016). La temperatura tiene también un efecto
considerable, sobre todo en la viscosidad, solubilidad y composicion

qguimica del hidrocarburo (Tyagi et al. 2011).
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c. Actividad microbiana

La mineralizacion es la transformacion de los hidrocarburos por parte
de microorganismos, al utilizarlos como substrato de crecimiento
(Solanas, 2009). Los hidrocarburos de petréleo derramados en suelo
representan una substancial fuente de carbono para los

microorganismos autoéctonos (Tyagi et al. 2011).

) 4 ) 4
Fuente de carbono Uso de oxigeno Temperatura
J - J - J
Heterétrofos: Aerobias: Termdfilos:
Metabolizan compuestos Metabolizan compuestos Crecimiento a mas de 45 °C
organicos organicos ;
Mesofilos:
Autotrofos: Anaerobias: Crecimiento entre 20-45 °C
Metabolizan compuestos de Metabolizan compuestos de Psicrofilos:
carbono inorgdnicos carbono inorgénicos Crecimiento entre 5-20 °C

Fuente: Adaptado de Manahan 2007.

Figura 3 Tipos de bacterias

La poblacion microbiana del suelo puede clasificarse segun sus
condiciones Optimas para procesos metabdlicos (Figura 3). Las
bacterias heterotréficas mesofilas aerdbicas juegan un rol importante
en la degradacién de hidrocarburos en suelo. Las bacterias
heterotrofas dependen de compuestos organicos para satisfacer sus
necesidades energéticas y formar biomasa utilizando carbono
(Manahan, 2007). Asimismo, las bacterias meséfilas son aquellas cuya

temperatura 6ptima se encuentra entre 20 y 45°C (Manahan, 2007).
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Se han reportado distintas cepas de bacterias que poseen las rutas
metabdlicas requeridas para la degradacibn de compuestos
recalcitrantes. Especies de Bacillus, Pseudomonas, Mycobacterium,
Haemophilus, Rhodococcus, Paenibacillus y Ralstonia, son algunas
de las bacterias mas estudiadas por sus capacidades de

biorremediacion (Tyagi et al. 2011).

El proceso bioquimico de la biorremediacién se basa en la cadena
respiratoria de los microorganismos, en la cual se producen
reacciones de oOxido-reduccion para la obtencion de energia. Los
microorganismos necesitan de un sustrato organico (este caso los
hidrocarburos) que actia como aceptor de electrones y que termina
siendo degradado y consumido por la actividad metabdlica (Maroto y
Rogel 2008). Los aceptores de electrones mas utilizados por los
microorganismos son: el oxigeno, los nitratos, el hierro (I11), los sulfatos
y el dioxido de carbono. Dependiendo del tipo de aceptores que
utilicen los microorganismos, la degradacion ser& aerobia (si se utiliza
oxigeno), o anaerobia (si se utilizan sulfatos o diéxido de carbono).

(Maroto y Rogel 2008).
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Degradacion aerobia:

Sustrato + O, ——— Biomasa +CO, + H,O

Degradacién anaerobia:

Sustrato + (NO*, SO, %, Fe®*, Mn**, CO,) — > Biomasa +CO, + (N,, Mn?*, 82+, Fe?*, CH,)

Fuente: Maroto y Rogel 2008

Figura 4: Degradacién microbiana

Las tasas de degradacion de los hidrocarburos estan limitadas por las
capacidades metabdlicas de las poblaciones microbianas
degradadoras de hidrocarburos. (Balba et al. 1998). Estas
naturalmente constituyen menos del 1% de las comunidades
microbianas totales, pero en presencia de petrdleo aumentan
aproximadamente al 10% (Atlas, 1995). La composiciéon de la
poblacién microbiana es afectada por las condiciones ambientales y
las caracteristicas de los hidrocarburos contaminantes (Bento et al.
2004). En este sentido se deben considerar aspectos como el
contenido de humedad, pH, temperatura y disponibilidad de nutrientes.
El agua forma parte del protoplasma de las células bacterianas,
sirviendo como medio para el transporte de compuestos organicos y
nutrientes hacia el interior (Maroto y Rogel 2008). En lo referido al ph,
el crecimiento de la mayor parte de los microorganismos se da dentro

del rango de 6 a 8 (Maroto y Rogel 2008).
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Grafico 1: Curva del crecimiento microbiano

Latencia Exponencial Estacionaria Muerte

Numero de bacterias

Tiempo

Fuente: Maroto y Rogel 2008

Otro factor importante es el tiempo de aclimatacion de los
microorganismos, el cual se define como el tiempo que requieren las
poblaciones microbianas presentes para iniciar la degradacion los
contaminantes (Solanas, 2009). La cinética de crecimiento bacteriano
sigue una tendencia general constituida por cuatro fases principales:

latencia, exponencial, estacionaria, y muerte.

4. Lodos

Los tratamientos municipales de aguas residuales resultan en la produccion de
grandes cantidades de lodo, el cual requiere de un manejo apropiado y
ambientalmente aceptado antes de su disposicion final (Kelessidis & Stasinakis,
2012). La composicion de estos lodos dependera de la composicion del agua
residual y de los procesos y tecnologias utilizadas para tratarla. A su vez, la

tecnologia a utilizar dependera de la calidad esperada del efluente final, segun
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intencion de uso, ya sea para vertido en cuerpo receptor o reldso. Todo esto
considerando asegurar la salud de las personas al cumplir con la normatividad

ambiental vigente (SUNASS 2015).

Afluente
Yy
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i -Luz OV
. A 4 N
Tratamiento Tratamiento Tratamiento . .. Reuso o cuerpo
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J : \ J
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- Tanque Imhoff - Lodos activados avanzada de e lodos po
- Tanque séptico - RAFA organicos e | —
inorganicos - Estabilizacion
disueltos - Deshidratacion

Fuente: SUNASS 2015

Figura 5: Diagrama del tratamiento de aguas residuales

Los lodos se generan principalmente en las etapas de tratamiento primario y
secundario de una PTAR, en este sentido se pueden identificar dos tipos
principales de lodos: lodos primarios y lodos secundarios (Limén 2013). Los
lodos primarios provienen de procesos fisicos-quimicos utilizados
principalmente para la remocion de materiales y particulas sedimentables,
mientras que los lodos secundarios son el resultado de tratamientos biologicos.

Existen también los llamados lodos terciarios, provenientes del postratamiento
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del agua residual (MVCS 2017) donde se realizan procesos avanzados para la

remocion de solidos finos y compuestos disueltos (SUNASS 2015).

4.1.Caracteristicas de los lodos

Las caracteristicas de los lodos de PTAR varian en funcion del proceso
mediante el cual son generados (Oropeza 2006), de esta forma los diferentes
tipos de lodo tendras diferentes caracteristicas, por ejemplo, un lodo primario
tendra mayor concentracion de sélidos, mientras que uno secundaria tendré
un mayor contenido de humedad (Limén 2013). Algunas caracteristicas son
importantes para el manejo de los lodos. Una de ellas es el volumen, el cual
depende principalmente del contenido de humedad (Limdn 2013). Los lodos
deben someterse a un analisis para determinar su corrosividad, reactividad,
explosividad, toxicidad y caracteristicas biologico-infecciosas, lo que
permitird determinar si estos deben ser considerados como residuos
peligrosos o no peligrosos (Oropeza 2006). El contenido de patégenos, y el
contenido de metales pesados son factores importantes, ya que muchas
veces limitan la reutilizacion de los lodos en el ambiente (Kosobucki et al.

2000).

4.2. Tratamiento de lodos

Uno de los beneficios del tratamiento de lodos es que permite convertir un
residuo potencialmente peligroso en un recurso reaprovechable. El
tratamiento de lodos consta de tres procesos principales: estabilizacion,

higienizacion y deshidratacion. La estabilizacion de lodos es un proceso en
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el cual se reduce su parte orgénica, permitiendo asi controlar la degradacion
bioldgica, la generacion de olores, la aparicion de vectores y la patogenicidad
de lodos (MVCS 2017). Los procesos de higienizacién de lodos permiten
reducir o eliminar microorganismos patégenos, quedando asi aptos para su
segura reutilizacion como enmienda de suelos (Diocaretz y Vidal 2010). La
deshidratacion es un proceso que busca reducir el volumen del lodo para

facilitar su manejo (Oropeza 2006).

Existe una gran variedad de métodos para tratar lodos de plantas de
tratamiento de aguas residuales, sin embargo, su costo es una seria
limitacion en la préactica (Kosobucki et al. 2000). Algunos de los métodos mas
comunes para estabilizar lodos son la digestion, el compostaje, y la adicion
de cal (Limon 2013). Los procesos biolégicos como la digestion aerobia vy el
compostaje permiten aprovechar las temperaturas alcanzadas durante la
degradacion de la materia organica para destruir o inactivar patégenos
(Diocaretz y Vidal 2010). Estos son se aplican generalmente a lodos que
posteriormente se utilizaran como mejoradores o acondicionadores de suelo

(Limén 2013).

4.3.Reutilizacion de lodos en biorremediacion

Una alternativa en el manejo de residuos con un enfoque de economia
circular, es la reutilizacion de los lodos para distintos fines (Smol et al. 2015).
El interés en la aplicacion de lodos en suelo ha aumentado debido a la

escasez de alternativas mas eficientes para su manejo, promoviendo su

Trabajo de investigacion publicado con autorizacién de los autores.

No olvide citar este documento




¥ TESIS CIENTIFICA

disponibilidad en la biorremediacion debido a sus grandes cantidades y sus
caracteristicas (Cardenas et al. 2010).

Los bioso6lidos son materiales organicos ricos en nutrientes provenientes del
tratamiento de lodos domésticos (EPA, 2000). Los lodos producidos en las
PTAR son considerados biosélidos solo cuando han sido previamente
estabilizados (Torres et al. 2005). Los principales beneficios de los biosolidos
incluyen su bajo o ningun costo, lenta liberacion de nutrientes (similar al

estiércol animal) y su facil disponibilidad (Sarkar et al. 2005).

Es conocido que la adicion de una fuente de nutrientes en un suelo
contaminado mejora la tasa de degradacién de un contaminante al estimular
el crecimiento de los microorganismos responsables de la biodegradacion del
contaminante (Agamuthu et al. 2013). Es asi que la adicion de enmiendas
organicas incluyendo lodos de plantas de tratamiento de aguas residuales o
compost puede facilitar la degradacién de contaminantes organicos, ya que
aportan nutrientes y fuentes de carbono en suelos contaminados (Namkoong
et al. 2002).

Los lodos son ricos en nitrégeno, el cual es esencial para el crecimiento de
los microorganismos, sabiendo ademas que en la mayoria de ambientes la
presencia de nitrégeno y fosforo es un factor limitante (Tyagi et al. 2011).
Estos lodos poseen también una gran diversidad microbiana, muchas veces
mayor a la del suelo lo que podria acelerar la remocion del contaminante
(Ling e Isa 2006). Si bien existen muchas ventajas en la reutilizacion de lodos

en biorremediacion también se debe tener en consideracion su contenido de
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metales y patdgenos, de modo que se eviten riesgos de contaminacion.
Asimismo, se deben asegurar caracteristicas como el contenido de humedad
para asegurar un efecto positivo en los procesos de degradacion de
contaminantes. De la misma forma la relacién entre el suelo contaminado y
las enmiendas orgénicas debe ser determinada cuidadosamente, ya que una
proporcion inadecuada podria retrasar o inhibir la actividad microbiana
(Thomas et al. 1992). Debido a la mezcla de lodos con el suelo se puede
generar la dilucion de la concentracion del contaminante, lo cual en el marco
de un proceso de remediacion de suelos como la biorremediacién, puede ser

aceptado (MINAM 2017).

En el Peru la reutilizacion de biosélidos esta enmarcada en el Reglamento
para el Reaprovechamiento de los Lodos generados en las Plantas de
Tratamiento de Aguas Residuales (D.S. N°015-2017-VIVIENDA), el cual
busca promover el reaprovechamiento de estos lodos de manera segura,

considerando los riesgos a la salud y el ambiente (MVCS 2017).

4.4. Antecedentes del uso de lodos en biorremediacion

Namkoong (2002) utilizo lodos de plantas de tratamiento de aguas residuales
y compost de manera diferenciada, como enmiendas para suplemento de
materia organica en el compostaje de suelo contaminado con diésel a una
concentracion de 10 000 mg/kg. La adicion de estas enmiendas mejoro
significativamente la degradacion del diésel, obteniéndose mejores

resultados a proporciones de 1:0.5 de suelo contaminado y enmiendas. En
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tres meses se logro una degradacion de hidrocarburos totales de petréleo de

98.1 %.

Céardenas et al. (2004) realiz6 ensayos con muestras de diferente proporcion
de lodo de plantas de tratamiento de aguas residuales y suelo contaminado,
algunas de estas fertilizadas con fosfato di-amonico. En un periodo de tres
meses demostré que los lodos y la fertilizacion ejercieron una influencia
significativa sobre eficiencia la biorremediacion de suelo contaminado por
hidrocarburos, alcanzando una remocién del 62.68% en muestras con 70%

de lodos mas fertilizacion.

Sarkar (2005) compar6 dos métodos de bioestimulacién para la degradacion
de hidrocarburos totales de petréleo en suelo limoso contaminado con diésel
y con bajo contenido de carbono. Para el primero utilizé fertilizantes
inorganicos de rapida liberacién, ricos en N y P. En el segundo aplicé
biosélidos esterilizados de liberacién lenta, los cuales agregaron C ademas
de Ny P. Los biosolidos son principalmente materiales organicos producidos
durante el tratamiento de aguas residuales, que pueden clasificarse segun el
tratamiento que han recibido (EPA 2000). Los resultados revelaron que la
biorremediacion fue mejorada gracias a la adicion de biosolidos con una

degradacion mayor al 96%.

Ling (2006) realizé ensayos para determinar la proporcion optima de suelo y

lodos de plantas de tratamiento de aguas residuales para mejorar la
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biorremediacion de suelo contaminado con lodos de una refineria de
petroleo. Esto se realiz6 mediante un proceso de compostaje utilizando
césped como material de relleno. Luego de nueve semanas se obtuvo que la
méaxima remocion de contaminante fue de 65.6% con una proporcion suelo-
lodo de 1:0.5, mostrando la mejora en la biodegradacion gracias a la adicion

de los lodos.

Martines-Prado et al. (2011) realizé experimentos a nivel de laboratorio y
piloto, donde la utilizacién de lodos frescos y mineralizados respectivamente,
provenientes de una planta de tratamiento de aguas residuales, como fuente
alterna de nutrientes, propicio la estimulacion de los microorganismos nativos
del suelo, logrando degradar entre 66 y 93% de hidrocarburos en el suelo.
Se determind que entre mas frescos los lodos existia una mayor remocion de
contaminante. Asimismo, la presencia de nutrientes, la densidad de suelo y
la cantidad de agua disponible, fueron factores determinantes en el proceso

de biorremediacion.

Chrorom (2011) realiz6 un ensayo de biorremediacion para un suelo
artificialmente contaminado con 1% de crudo de petréleo. Se utilizaron lodos
de plantas de tratamiento de aguas residuales en dos niveles equivalentes a
50 y 100 ton/ha. Las muestras se mantuvieron entre 25y 30 °C, y a 60% de
capacidad de campo. Luego de 5 a 10 semanas el numero de bacterias
heterotréficas degradadoras de hidrocarburos se elevo considerablemente.

Asimismo, se logré una degradacion entre 43 y 61% del contaminante.
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Zhang (2012) aplico un sistema de remediacion basado en la accion de
plantas y microorganismos. Para ello utilizé lodos de plantas de tratamiento
de aguas residuales y estiércol de ganado como enmiendas organicas para
un suelo agricola contaminado, en presencia de alfalfa (Medicago sativa L.)
y microorganismo degradadores de Hidrocarburos Arométicos Policiclicos
como Bacillus sp. y Flavobacterium sp. Tras 60 dias los resultados de la
aplicacion de lodos y estiércol mostraron un aumento en la remocion de PAHs
de 35.5- 44.9% y 25.5- 42.3% respectivamente. Las enmiendas de residuos
organicos incrementaron los nutrientes y materia organica del suelo,
estimulando la proliferacion de organismos y mejorando la biorremediacion

de PAHSs.

Agamuthu (2013) utilizé lodos de plantas de tratamiento de aguas residuales
y estiéercol de vaca como enmiendas organicas para mejorar la
biorremediacion de suelo contaminado con aceite lubricante usado. Tras 98
dias el ensayo con estiércol mostré una degradacion del 94% mientras que
el ensayo con lodos dio como resultado un 82% de degradacion del
contaminante. Ambos tratamientos presentaron mayor degradacion en
comparacién con las muestras sin enmiendas, que lograron 56% de
biorremediacion. La presencia de nutrientes disponibles fue un factor
determinante en la biodegradacion del contaminante por parte de los

microorganismos presentes en el suelo.
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[ll. OJETIVOS E HIPOTESIS

1. Objetivos

1.1.Objetivo General

Determinar la eficiencia de la adicion de lodos de plantas de tratamiento de
aguas residuales domesticas en la biodegradacion de hidrocarburos de

petréleo en un suelo contaminado con diésel.

1.2.Objetivos Especificos

- Determinar la reducciéon de la concentracion de hidrocarburos de
petréleo (Fraccion 2) en las muestras luego de 12 semanas de

tratamiento.

- Determinar el crecimiento de bacterias heterotrofas mesofilas a lo largo

de las 12 semanas de tratamiento.

- Determinar los cambios en caracteristicas fisicas y quimicas del suelo

luego de 12 semanas de tratamiento.

- Comparar los resultados obtenidos con los Estandares de Calidad

Ambiental para suelo (ECA Suelo).

2. Hipodtesis

(H+): La aplicacién de lodos de una planta de tratamiento de aguas
residuales domésticas favorece la biorremediacion de suelos

contaminados con diésel.

(H-): La aplicacién de lodos de una planta de tratamiento de aguas
residuales domeésticas no favorece la biorremediacion de suelos

contaminados con diésel.
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IV. METODOLOGIA

1. Disefio Experimental

El ensayo de laboratorio consisti6 en muestras de mezclas de suelo
contaminado artificialmente con diésel, y lodos de Plantas de Tratamiento de
Aguas Residuales Domesticas (PTARD), en distintas proporciones. Se
realizaron 02 tratamientos y 01 control. Los porcentajes de lodo utilizados en
las muestras fueron: 0% para la muestra control (C); 25% para el Tratamiento 1
(T1); y 50% para el Tratamiento 2 (T2). Tanto los tratamientos como el control
se encontraron a una concentracion de 10 000 mg/Kg de diésel (Namkoong
2012, Wang 2011, Xu and Obbard 2003, OEFA 2013). Se realizaron 03
repeticiones, obteniendo un total de 09 muestras. El ensayo se llevo a cabo en
el Laboratorio de Saneamiento y Medio Ambiente, de la Universidad Nacional
Agraria La Molina (UNALM). Tuvo una duracion de 12 semanas. Se considero

un disefio experimental de bloques completamente al azar.

TRATAMIENTOS
Concentracidén diésel: 10 000 mg/kg
C T1 T2
lodo (0%) (25%) (50%)

1

000
000
000

Fuente: Elaboracion propia

Figura 6: Disefio Experimental
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2. Preparacion del ensayo
2.1.Recoleccion y anédlisis de suelo y lodo

El suelo se obtuvo de un terreno agricola de la Universidad Nacional Agraria
La Molina, en el distrito de La Molina. Se realizé una calicata de 70 cm de
profundidad, de donde se recolecté una muestra compuesta de 72 kg de
suelo. Se recolectdé una muestra compuesta de lodo residual proveniente de
procesos aerobios de la planta de tratamiento de aguas residuales “Santa
Clara”, ubicada en el distrito de Ate Vitarte, y perteneciente a la empresa
SEDAPAL. El principal proceso de tratamiento de esta planta son los lodos
activados. El lodo remanente de los sedimentadores de la PTAR, pasé por
los espesadores, y finalmente por un proceso de centrifugado para ser
deshidratado. Este se recolecté luego de permanecer almacenado por 02
dias. Cabe mencionar que en el proceso de centrifugado se utilizo el polimero
FLOPAM EMB840CT, sin considerarse ningun efecto adverso para el uso del
lodo en el ensayo. El esquema de tratamiento de la PTAR vy las
especificaciones de la centrifuga se presentan en la Figura 7 y la Figura 8

respectivamente.
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Fuente: SEDAPAL 2019

Figura 7: Proceso de tratamiento de la PTAR “Santa Clara”
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Marca GEA

Modelo UCD 346-00-32
NUmero de serie 8007-517
Afo de 2011
fabricacion

Velocidad maxima
admisible del

tambor (RPM) 4500

Fuente: SEDAPAL 2019

Figura 8: Especificaciones técnicas de la centrifuga de lodos

Previo al inicio del ensayo se realiz6 un analisis de linea base para determinar
las condiciones iniciales del suelo y los lodos. Se realizaron analisis fisico-
guimicos (pH, conductividad eléctrica, contenido de carbono, contenido de
nitrogeno, humedad, temperatura) y microbiolégicos (conteo de bacterias
heterotrofas mesofilas). Se envid una muestra del suelo recolectado al
Laboratorio de Analisis de agua, suelo y medio ambiente de la UNALM, para
un andlisis de caracterizacion. Asimismo, se analizé una muestra de lodo en
laboratorio para los parametros de pH, CE, temperatura y humedad; y se
envio otra muestra al Laboratorio de analisis de agua, suelo y medio ambiente

de la UNALM para un analisis de carbono y nitrégeno.

2.2.Contaminacién artificial del suelo
Para el ensayo de biorremediacion se contaminé artificialmente el suelo
recolectado, adicionando diésel comercial proveniente de una estacién de

servicios de la empresa Repsol. La concentracion objetivo fue 10 000 mg/kg.
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La contaminacién artificial del suelo se llevo a cabo por partes para asegurar
una mayor homogeneidad. Se realizaron 02 cuarteos consecutivos de la
muestra inicial de 72 kg, obteniendo asi partes de 4.5 kg de suelo. Para
determinar la cantidad de diésel a adicionar en cada parte, se consider6 una
densidad de 832.5 mg/ml, descrita en la ficha técnica de este producto. Se
calculé una cantidad de 54.09 ml de diésel para cada parte de 4.5 kg de
suelo. En total se utilizaron 865.44 ml de diésel. Una vez adicionado el diésel,
se homogeneiz6 manualmente cada parte de 4.5 kg, con ayuda de una pala
pequefia de metal. Finalmente se mezclaron de vuelta las partes de 4.5 kg

hasta volver a formar la muestra compuesta de 72 kg, como se muestra en

la Figura 9.
Suelo natural
72 kg
1 1 1 : |
18 kg 18 kg 18 kg 18 kg } ———  Primer cuarteo
1 1 L | : |

Segundo cuarteo

A5 ] Mezcla de cada parte de 4.5
kg con 54.09 ml de diésel.

ooloolaola
5 EE HE G

' ' !
[
18 kg 18 kg 18 kg 18 kg
-
' ' ' '

p
Suelo contaminado (10 000 mg/kg - diésel) J
72 kg

Fuente: elaboracion propia

Figura 9: Contaminacion artificial del suelo
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2.3.Preparacion e instalacion de los tratamientos

Siguiendo el disefio experimental, se realizaron 02 tratamientos y un control.
El Control (C) consisti6 en suelo contaminado sin adicion de lodo; el
Tratamiento 1 (T1) en una mezcla de 75% de suelo contaminado y 25% de
lodo; y el Tratamiento 2 (T2) en una mezcla de 50% suelo contaminado y

50% lodo. El ensayo se realiz6 con tres repeticiones.

Tabla 2: Proporciones suelo-lodo de las muestras

C T1 T2
Suelo 100% 75% 50%
contaminado
Lodo 0 % 25% 50%

Fuente: elaboracion propia
Para la preparacion de los tratamientos T1l y T2 se mezclaron las
proporciones indicadas en la Tabla 2 en base a una muestra de 8 Kg, y se
colocaron las muestras en macetas de plastico de 10 L. Se utilizaron en total
54 Kg de suelo contaminado y 18 Kg de lodo, considerando las repeticiones.
Las 09 macetas se mantuvieron durante todo el ensayo en el laboratorio. El

excedente de suelo contaminado se guardd como respaldo.

2.4.Puesta en marcha del ensayo y pardmetros analizados

Durante el ensayo se analizaron 02 grupos de parametros: principales y

secundarios. Los parametros principales fueron la concentracion de
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hidrocarburos de petréleo en el suelo (especificamente de la fraccion F2), y
la cantidad de microorganismos heterotrofos, siendo el primer parametro el
mas importante. Los secundarios fueron pardmetros fisico-quimicos
relacionados con el proceso de biorremediacion. El tnico parametro que fue
controlado fue el contenido de humedad, mediante riego y volteo manual. De
acuerdo a los andlisis realizados se consideran tres momentos del ensayo:
inicio, semana 6, y semana 12. Los parametros, sus frecuencias de

monitoreo, y métodos de analisis se presentan en la Tabla 3.

Tabla 3: Parametros del ensayo

Parametro Frecuencia Método de analisis

Parametros principales
Hidrocarburos de
petréleo (Fraccion

Inicio, semanas 6 | £\ \ethod 8015 C

F2) y semana 12
Microorganismos Inicio, semana 6 | Conteo en Placa Tincion
heterotrofos y semana 12 diferencial de Gram

Parametros secundarios

Contenido de carbono:
Inicio, semanas 6 | Walkley y Black

CIN y semana 12 Contenido de nitrégeno:
micro-Kjeldahl.
Medicion con equipo

pH Semanal multiparametro (suspension
suelo agua 1:2)

Conductividad Medicion con equipo

o Semanal O

eléctrica (CE) multiparametro
Standard test methods for

Humedad Semanal Laboratory_ Determination of
Water (Moisture) Content of
Soil and Rock by Mass.
Medicion con termometro

Temperatura Semanal

de suelo

Fuente: Elaboracion propia
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2.5.Analisis fisico-quimicos realizados

= Hidrocarburos de Petréleo (Fraccion F2)

Para determinar la remocion total del contaminante, se enviaron
muestras de los tratamientos y el control al laboratorio ALAB para el
analisis de Hidrocarburos Totales de Petréleo Fraccion 2 (Cio— Czsg).
Estos andlisis fueron realizados por el laboratorio ALAB mediante el
método EPA Method 8015 C.

Para determinar la remocion por biorremediacién, se contemplo realizar
una correccion de la concentracion inicial de los tratamientos T1y T2,
debido a la dilucién del contaminante producto de la mezcla de suelo y

lodo. Esta correccidn se realiz6 de la siguiente forma:

Cry = C; X 0.75 4+ C, X 0.25

CTZ = CZ X 050 + CL X 050

Donde:

CT1: Concentracion inicial de hidrocarburos corregida de T1
CT2: Concentracion inicial de hidrocarburos corregida de T2
C1: Concentracion inicial de hidrocarburos de T1

C2: Concentracion inicial de hidrocarburos de T2

CL: Concentracion de hidrocarburos en lodo

= Relacién Carbono-Nitrogeno (C/N)
Estos analisis fueron realizados por el Laboratorio de Analisis de agua,

suelo y medio ambiente de la UNALM.
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= Potencial hidrogeno y conductividad eléctrica

Los andlisis se realizaron por cuenta propia en el Laboratorio de
Saneamiento y Medio Ambiente de la UNALM. Para la determinacion
de pH y conductividad eléctrica se realizd una dilucién 1:2 de muestra 'y
agua destilada en un beaker de 250 mL. Se homogeneizo la mezcla por
02 minutos y se dejo sedimentar por 20 minutos. Posteriormente se

midieron los parametros con un equipo multiparametro.

= Contenido de humedad

La determinacion del contenido de humedad (ASTM D 2216) se realizo
por cuenta propia en el Laboratorio de Saneamiento y Medio Ambiente
de la UNALM. Para el secado de las muestras se utilizaron capsulas de
cerdmica, las cuales fueron secadas previamente en estufa a 110 °C
por 15 min. Se peso capsula y luego de tarar, se pesaron 100 g de cada
muestra. Se secaron las muestras en estufa a 110°C por 24 h. Luego
de este tiempo se pesaron las muestras secas y se determiné el

contenido de humedad por la formula general:

wi — wf
W=——x100
wf —wc

Donde:

W: contenido de humedad (%)
wi: Peso inicial (capsula + suelo humedo)
wf: Peso final (capsula + suelo seco)

wc: Peso de la capsula
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= Temperatura

La medicion de temperatura se realizé por cuenta propia en el
Laboratorio de Saneamiento y Medio Ambiente de la UNALM. Se
utilizé un termometro de suelo (marca: Digi-Sense), midiendo en la

parte media de las muestras.

2.6.Analisis microbiolégicos realizados

Los analisis microbiolégicos fueron realizados por cuenta propia en el

Laboratorio de Micologia y Biotecnologia de la UNALM.

= Conteo de bacterias heterétrofas mesdfilas

Para estimar el nUmero de bacterias heterotrofas vivas en las muestras
del ensayo se utilizé el método de conteo en placa. Se mezclaron 10g
de muestra con 90 ml de agua destilada, y se homogeneizé por 01
minuto. Se realizaron diluciones seriadas a partir de la mezcla. Para
esto se prepararon 05 tubos de ensayo de 16 x 150 mm con 4.5 ml cada
uno. Para la primera dilucién (101) se tomaron 0.05 ml (50 pL) de
mezcla y se echaron en el primer tubo, homogeneizando luego en
vortex. Para la segunda (107?) se repitié el procedimiento a partir de la
primera diluciéon, y asi sucesivamente hasta la Gltima dilucion (10-).

Este procedimiento se realiz6 por duplicado.
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Tabla 4. Composicion del Agar para Conteo en Placa

Componente Cantidad
Peptona 25¢g
Extracto de levadura 1.25¢
Glucosa 05¢g
Agar-Agar 7549
Agua destilada 500 ml

Fuente: Standard Methods 1992

Para el cultivo placa de las diluciones se elabor6 un Agar con la
composicién presentada en la Tabla 4. Se prepararon tubos de ensayo
con 10 mL del medio de cultivo y se mantuvieron en bafio maria a 50°C
para evitar su solidificacién. Se tomaron 0.1 mL de la primera dilucion
(101) y se inocularon en uno de los tubos con Agar, homogeneizando
luego en vortex para verter en una placa de Petri y dejar solidificar por
unos minutos. Se repitié este procedimiento para todas las diluciones
realizadas, incluyendo los duplicados. Las placas cultivadas se llevaron
a la estufa a 27°C por 24h. Luego del tiempo de cultivo se contaron las

colonias presentes en cada placa.

= |dentificacién de bacterias

Se realiz6 un cultivo selectivo de las colonias encontradas en las
muestras del ensayo, para identificar las bacterias degradadoras de
hidrocarburos. Para esto se prepard un Agar nutritivo (Tabla 5) con 1%

de diésel.
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Tabla 5: Composicion del Agar para cultivo selectivo

Componente Cantidad
Solucién hidroponica A 40 ml
Solucién hidroponica B 20 ml

Agar-Agar 7549
Diésel 5mi
Agua destilada 500 ml

Fuente: UNALM 2018

Se tomaron 10 ml del medio para cada placa, dejando solidificar para
luego sembrar con asa de siembra y llevar las muestras a la estufa a
27°C por 24h. Finalmente se tomaron las colonias mas representativas
del control y los tratamientos (C, T1, T2) y se les realiz6 una tincién

diferencial de Gram para su observacion en microscopio.

2.7.Anédlisis estadistico

Para el analisis estadistico, se analiz6 la significancia de los resultados de
remocién de hidrocarburos y de crecimiento microbiano, mediante la prueba
Andlisis de Varianza (ANOVA), y la prueba de Tukey para evaluar la
significancia de los distintos tratamientos. Asimismo, se analizé la correlacion
entre el crecimiento bacteriano y la remocion de los hidrocarburos. Para estos

fines se utilizé el complemento XLSTAT del programa Microsoft Excel.
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2.8.Materiales, equipos e infraestructura

El ensayo se llevé a cabo en dos partes: recoleccion de suelo y lodo, y trabajo

de laboratorio. En la Tabla 6 se presentan los materiales, equipos e

infraestructura utilizados.

CIENTIFICA

Tabla 6: Relacion de materiales, equipos e infraestructura

Materiales

Equipos

Infraestructura

Recoleccién de suelo y lodo

- Pala metalica

- Pico

- Tamizde 5 mm

- Macetas de plastico
- Guantes de tela

- Balanza de piso

- Terreno de la
facultad de Ingenieria
Agricola de la UNALM

- Pala metélica

- Guantes de latex

- Baldes de plastico

- Bolsas negras de basura

- Planta de
Tratamiento de Aguas
Residuales “Santa
Clara” (SEDAPAL)

Trabajo de laboratorio

- Macetas de plastico

- Recipientes grandes de plastico
- Pala metalica manual

- Varillas de madera

- Rociador manual

- Guantes de latex

- Lentes de seguridad

- Mascarilla de laboratorio

- Papel toalla

- Alcohol

- Beakers 250 mL

- Probeta 1000 mL

- Capsulas de porcelana

- Agua destilada

- Diésel Comercial (Repsol)

- Balanza electrénica

- Multiparametro

- Termémetro de suelo
- Estufa

- Laboratorio de
saneamiento y medio
ambiente (UNALM)

- Agar PCA (Peptona, extracto de
levadura, glucosa, agar, agua
destilada)

- Placas Petri

- Puntas de pipeta (tips) 1u

- Pipeta automética 1000 p

- Beakers 250 mL

- Tubos de ensayo 16 x 150 mm
- Matraces 250 Ml

- Asa de Kolle

- Mechero de alcohol

- Mandil de laboratorio

- Mascarilla de laboratorio

- Algodon

- Alcohol

- Kit para Tincién Gram

- Estufa

- Balanza electrénica
- Vortex

- Bafio Maria

- Microscopio

- Laboratorio de
micologia y
biotecnologia
(UNALM)

Fuente: Elaboracién propia
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V. RESULTADOS

1. Resultados de los anélisis previos

1.1. Caracterizacion del suelo

Los resultados obtenidos de la caracterizacion del suelo (Tabla 7) mostraron
un pH neutro, asi como una textura franco arcilloso arenoso, y una relacion
carbono nitrégeno cercana a 10. Asimismo, se determinaron los contenidos
de materia organica, otros nutrientes (P y K), y carbonatos de calcio. Las
caracteristicas observadas se consideraron Optimas para el desarrollo del
ensayo.

Tabla 7: Analisis de caracterizacion del suelo

Parametro Valor
pH 7.68
CE (uS/cm) 58
CaCO03 (%) 2
MO (%) 0.69
C (%) 0.45
N (%) 0.05
C/IN 9
P (ppm) 2.3
K (ppm) 135
Humedad (%) 5
Arena (%) 47
Limo (%) 26
Arcilla (%) 27
Clase Textural Franco arcilloso

arenoso

Se realiz6 un andlisis microbiolégico mediante el método de conteo en placa
de bacterias heterétrofas, obteniéndose un total de 54 x 102 UFC/g suelo.
Asimismo, se realizé la identificacion de bacterias mediante Tincién de Gram,

observandose la predominancia de bacilos gram positivos (Bacillus Sp.).
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Figura 10: Bacillus Sp. identificados en la muestra de suelo

1.2. Anélisis de lodo

Los resultados de la muestra de lodo de la PTAR al inicio antes de la
contaminacion artificial (Tabla 8), presentaron un pH neutro, y un alto
contenido de nitrégeno, con una humedad de 75.80%, y una conductividad
de 410.57 uS/cm.

Tabla 8: Andlisis fisico-quimico del lodo

Parametro Valor
pH 7.38
CE (uS/cm) 410.57
Temperatura (°C) 20
Humedad (%) 75.80
C (%) 22.56
N (%) 4.32
C/N 5.22
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Se realizé un analisis microbiolégico mediante el método de conteo en placa
bacterias heterétrofas, obteniéndose un total de 130.67 x 10* UFC/g lodo.
Asimismo, se realiz6 la identificacion de bacterias mediante Tincion de Gram,

observandose la predominancia de Bacillus Sp.

Figura 11: Bacillus Sp. identificados en la muestra de lodos

2. Resultados del ensayo

Se presentan los resultados obtenidos luego de la puesta en marcha del

ensayo.

2.1. Potencial hidrogeno (pH)
Los resultados de la medicion de pH (Tabla 9) se mantuvieron alrededor de

7 y 8 durante todo el ensayo. La muestra control y el tratamiento T1
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mantuvieron sus valores estables durante las 12 semanas. El tratamiento T2
sufrié una disminucion en el pH a partir de la semana 05, sin embargo, las

variaciones fueron menores a 1 punto.

Tabla 9: Valores de pH

Semanas
Muestras
1 2 3 4 5 6 7 8 9 (10|11 12
C 8.1 81 (82| 80 | 8.1 8.0 78 | 79 | 78 |79 (8.0]| 8.1
T1 7.8 81|79| 78|79 | 77 |78 |78 |78 |77|77| 7.7
T2 8.2 79 |77 76 | 7.8 7.2 73 |74 |74 |711(71]| 7.3
Gréfico 2: Valores de pH
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2.2. Conductividad eléctrica
Los resultados obtenidos en las mediciones de conductividad eléctrica de las

muestras (Tabla 10), mostraron un aumento a lo largo del ensayo. Los
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tratamientos T1 y T2 presentaron un mayor incremento a comparacion de la
muestra control. El tratamiento T2 alcanz6 los mayores niveles de

conductividad.

Tabla 10: Valores de conductividad eléctrica

Semanas
Muestras
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
M s/cm
C 92.5 | 104.3 | 115.0 | 149.4 | 176.3 | 187.7 | 203.6 | 213.5 | 234.8 | 251.9 | 241.5 | 244.8
T1 128' 140.8 | 171.5 | 248.3 | 224.1 | 248.5 | 280.4 | 311.3 | 353.6 | 395.1 | 420.5 | 423.8
T2 222. 206.0 | 280.9 | 336.5 | 337.1 | 395.0 | 535.9 | 540.9 | 782.4 | 795.7 | 824.7 | 877.4
Gréfico 3: Variacion de la conductividad eléctrica
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2.3. Temperaturay humedad

La temperatura promedio de las muestras fue de 22.1 (o = 0.07), siendo
similares entre si en condiciones de laboratorio. Se evidencio un incremento
hacia las semanas finales debido al cambio de estacion. El contenido
humedad se mantuvo en 25 % (o = 1.64) ajustandose con riego manual
semanal, segun la necesidad de agua determinada por método de secado en

horno y diferencia de pesos.

2.4. Relacion Carbono - Nitroégeno

Se monitoreo el contenido de carbono y nitrdgeno para obtener la relacion
Carbono — Nitrogeno (C/N) de las muestras a lo largo del ensayo (Tabla 11).
Entre el inicio del ensayo y la semana 6, se redujo la relacion C/N en todas
las muestras. Entre las semanas 6 y 12 se observd un incremento
considerable en los tratamientos T1 y T2, y en menor medida en la muestra
control. Al final del ensayo las relaciones de las 03 muestras se estabilizaron,

encontrandose entre 12y 18.

Tabla 11: Valores de larelacion Carbono-Nitrogeno

Semanas
Muestras 1 5 12
C 24.3 15.2 15.9
T1 8.5 6.5 17.3
T2 6.5 4.6 12.2
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Gréfico 4: Variacion de la Relacion Carbono-Nitréogeno
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2.5. Hidrocarburos de petréleo

En la Tabla 12 se presentan las concentraciones de hidrocarburos de
petréleo (Fraccion F2) de cada muestra, obtenidas tras los analisis de
laboratorio en tres momentos del ensayo: semana 0 (previo al inicio del
ensayo), semana 6 y semana 12. La concentracion de hidrocarburos, previo
a la mezcla de las muestras con lodos residuales, se encontré alrededor de
los 10 000 mg/kg. Los resultados en las semanas 6 y 12 mostraron una
reduccion de la concentracion de hidrocarburos a lo largo del tiempo del

ensayo.
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Tabla 12: Concentraciones de Hidrocarburos Totales de Petroleo
Fraccion 2 (Cio— Cazsg)

Semanas
Muestras 0 | 6 | 12
mg/kg
C 10427.00 9188.27 3539.67
Tl 10468.67* 4700.70 1075.00
T2 10358.67* 2516.40 1129.67

*Concentracion en T1, antes de la mezcla con 25% de lodos.
*Concentracion en T2, antes de la mezcla con 50% de lodos.

La muestra T2 tuvo la menor concentracion de hidrocarburos hasta la
semana 6, seguida de la muestra T2 y por ultimo el control C. En la semana
12 la muestra T2 obtuvo la menor concentracion de hidrocarburos (1075
mg/kg), seguida de cerca por la muestra T2 (1129.67 mg/kg), y por ultimo el
control C (3539.67 mg/kg). Cabe mencionar que todas las muestras lograron
alcanzar los niveles del ECA Suelo para Fraccion de Hidrocarburos F2 (Ci0—
C2s8) en al menos una categoria de uso de suelo (Tabla 13). Los tratamientos
Tl y T2 alcanzaron los niveles para uso de suelo Agricola, vy
Residencial/Parques; y el control C alcanzo los niveles para suelo Comercial/

Industrial/ Extractivo.

Tabla 13: Comparacion de resultados con el ECA Suelo

ECA SUELO
Concentracion | Fraccion de Hidrocarburos F2 (Cio— Cozs).
al final del . . Comercial /
Muestras . Residencial / .
ensayo Agricola P Industrial /
arques .
Extractivo
(mg/kg)
C 3539.67
T1 1075.00 1200 1200 5000
T2 1129.67

Fuente: Adaptado de ECA Suelo (MINAM)
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La tendencia de biorremediacién segun las concentraciones de hidrocarburos
en las muestras se observo en tres momentos del ensayo: semana 1 (luego
de la mezcla de las muestras T1 y T2 con lodos residuales), semana 6, y
semana 12 (Gréafico 5). Asimismo, los porcentajes de biorremediacion se
evaluaron en tres momentos: primera mitad del ensayo (entre la semana 1y
la semana 6), segunda mitad del ensayo (entre la semana 6 y la semana 12)
y biorremediacién total (entre la semana 1 y la semana 12). En la primera
mitad del ensayo, el tratamiento T2 (50% lodo) presentd una mayor
biorremediacion, con una remocién de hidrocarburos de 53%. El tratamiento
T1 (25% lodo) presenté una remocion de 41%, mientras que en el control C
(0% lodo) se dio una remocion del 12%. En la segunda mitad del ensayo, la
biorremediacidon se incrementd. Las muestras C, T1 y T2 alcanzaron 54%,
46% y 26% respectivamente, siendo C la de mayor remocion. Al final del
ensayo la mayor biorremediacion se dio en el tratamiento T1, seguido por el
tratamiento T2, y finalmente el control C con la menor remocion. Se
obtuvieron porcentajes finales de biorremediacién de 66%, 87% y 79% para

C, Tly T2 respectivamente (Tabla 14).
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Grafico 5: Biorremediacion de Hidrocarburos Totales de Petréleo
Fraccion 2 (Cio— Czsg)
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Tabla 14: Biorremediacion de Hidrocarburos Totales de Petréleo
Fracciéon 2 (Cio— Czg)

Periodos del ensayo (semanas)
Muestras 16 6.12 Biorremediacion
Total
C 12% 54% 66%
T1 41% 46% 87%
T2 53% 26% 79%

2.6. Microorganismos heterdtrofos mesoéfilos

Se realiz0 un conteo de bacterias heterotrofas mesofilas. Los resultados
presentados en la Tabla 15, mostraron un crecimiento en la fase de
aclimatacién hasta el inicio del ensayo (Grafico 6). Desde la semana 1 hasta

la semana 6 se evidencié disminucion de la poblacién bacteriana en todas
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las muestras. Por Ultimo, se observd un crecimiento hacia la semana 12 en

todas las muestras, superandose los niveles iniciales solo en el control C. La

muestra T2 se mantuvo con la mayor cantidad de bacterias a lo largo de todo

el ensayo.
Tabla 15: Numero de bacterias en el tiempo
Aclimatacion Se_m_ana 1 Semana 6 Semana 12
Muestras (inicio)
Unidades Formadoras de Colonia (UFC)

C 154.83 x 103 141.83 x 103 197.43 x 103

T1 54 x 10° 220.17 x 10# 89 x 10* 95.50 x 104

T2 68.84 x 10° 148.50 x 10* 192.17 x 10*

Gréfico 6: Crecimiento bacteriano
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Se realiz6 la identificacion de bacterias mediante el método de Tincion de
Gram. Los resultados de observacion en microscopio mostraron la

predominancia de bacilos gram positivos (Bacillus Sp.).
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EN T RO

Figura 13: Bacillus Sp. identificados en el tratamiento 1 (T1)
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Figura 14: Bacillus Sp. identificados en el tratamiento 2 (T2)

3. Resultados del analisis estadistico

Se compararon los niveles de biorremediacién de hidrocarburos entre las
muestras. Se realizé el analisis ANOVA de un factor para las muestras en los
periodos de la semana 1 a la 6; y de la semana 6 a la 12. Se utiliz6 un intervalo
de confianza del 95%. Asimismo, se realiz6 la Prueba de Tukey para

comparaciones multiples, bajo los mismos criterios.

Los resultados del analisis de varianzas de las concentraciones biorremediadas
de hidrocarburos en las muestras (Tabla 16), presentaron diferencias
significativas en la semana 6 (F = 78.07; p<0.05); y en la semana 12 (F =
238.915; p<0.05). Se obtuvieron diferencias significativas en todas las
comparaciones entre muestras, excepto entre T1 y T2 en la semana 6 (Tabla

17).
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Tabla 16: Andlisis de Varianza (ANOVA) de la biorremediacién de
hidrocarburos

Origen de Suma de Grados Promedio de los Probabi V?!Or
las de F . critico
o cuadrados . cuadrados lidad
variaciones libertad para F
Semanas 1 -6
Entre 6964580.06 2 3482290.03 7807 208E 54,
grupos 05
Dentro de 267636.04 6 44606.01
los grupos
Total 7232216.10 8
Semanas 6 - 12
Entre 27268603.63 2 1363430181 23815 T9°F 514
grupos 06
Dentro de 343503.97 6 57250.66
los grupos
Total 27612107.60 8

Tabla 17: Resumen de la prueba de Tukey (HSD) para la
biorremediaciéon de hidrocarburos

Contraste Diferencia es?;ﬁ:gﬂ;? da Valor critico Pr>Dif  Significativo
Semanal-6
TivsC 2025.07 11.74 3.068 < 0.0001 Si
Tlvs T2 374.87 2.17 3.068 0.155 No
T2vsC 1650.20 9.57 3.068 0.0000 Si
Valor critico del d de Tukey: 4.339
Semana 6 -12
CvsT2 4261.87 21.82 3.068 < 0.0001 Si
CvsT1l 2022.90 10.35 3.068 0.0000 Si
Tlvs T2 2238.97 11.46 3.068 < 0.0001 Si
Valor critico del d de Tukey: 4.339
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Con relacion a los resultados microbiol6gicos, se llevaron a cabo también el
analisis de varianzas ANOVA vy la prueba de Tukey. Los resultados del
analisis de varianzas del numero de bacterias (Tabla 18), presentaron
diferencias significativas en la semana 1 (F = 56.51; p < 0.05); en la semana
6 (F = 300.19; p < 0.05); y en la semana 12 (F = 130.08; p<0.05). Se
obtuvieron diferencias significativas en todas las comparaciones entre

muestras de las semanas 1, 6 y 12 (Tabla 19).

Tabla 18: Analisis de Varianza (ANOVA) del nUumero de bacterias

heterotrofas
Origen de Suma de Grados Promedio Valor
las de de los F Probabilidad critico
L cuadrados .
variaciones libertad cuadrados para F
Semana 1
Entre
7.138E+13 2 3.569E+13 56.51 0.00012811 5.14
grupos
Dentrode 5 7894E+12 6  6.3157E+11
los grupos
Total 7.517E+13 8
Semana 6
Entre
2.7179E+12 2 1.3589E+12 300.19 9.6873E-07 5.14
grupos
Dentrode 5 2161E+10 6 4526861111
los grupos
Total 2.745E+12 8
Semana 12
Entre
4,4813E+12 2 2.2407E+12 130.08 1.1456E-05 5.14
grupos
Dentro de 1.0335E+11 6  1.7225E+10
los grupos
Total 4 5847E+12 8
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Tabla 19: Resumen de la prueba de Tukey (HSD) para el nUmero de
bacterias heterotrofas

Contraste Diferencia es?elﬁjrz?igfda (xﬁ!g{) Pr > Dif  Significativo

Semana 1
T2vsC 6728500.000 10.369 3.068 0.000 Si
T2vs T1 4681666.667 7.215 3.068 0.001 Si
TlvsC 2046833.333 3.154 3.068 0.045 Si
Valor critico del d de Tukey: 4.339

Semana 6
T2vsC 1343166.667 22.646 3.068 < 0.0001 Si
T2vs T1 520000.000 8.767 3.068 0.000 Si
TlvsC 823166.667 13.879 3.068 < 0.0001 Si
Valor critico del d de Tukey: 4.339

Semana 12
T2vsC 1724233.333 10.387 3.068 0.000 Si
T2vs T1 900000.000 5.422 3.068 0.004 Si
TlvsC 824233.333 4.965 3.068 0.006 Si
Valor critico del d de Tukey: 4.339

VI. DISCUSION
A partir de los resultados obtenidos, se analizé la variacion de los diferentes
pardmetros, asi como las relaciones entre ellos y la influencia de las condiciones

ambientales en las que se desarroll6 la fase experimental.

Las bacterias presentes (Bacillus Sp.) en el suelo muestreado tuvieron una
respuesta positiva al periodo de aclimatacion, experimentando un crecimiento en
este tiempo. Al inicio del ensayo se evidenci6 una diferencia en el nimero de
bacterias entre la muestra control y los tratamientos con lodos. La adicion de lodos
en las muestras T1 y T2 potencid la capacidad metabdlica de las bacterias

autdctonas del suelo al incrementar el contenido de nitrégeno disponible, asi como
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al mejorar las condiciones de humedad. Asimismo, la carga microbiana de los lodos
tuvo influencia en el aumento del nimero de bacterias en las muestras. Por otro
lado, la muestra control present6 un crecimiento considerablemente menor que el

de las muestras T1y T2.

El crecimiento bacteriano y la remocion de hidrocarburos siguieron tendencias
similares al ser dos factores relacionados. Es asi que tras la primera mitad del
ensayo (semana 6) los tratamientos T1 y T2 presentaron mayores velocidades de
degradacion del contaminante, obteniendo remociones del 41% y 54%
respectivamente. La muestra control no siguié la misma dinamica, removiendo solo
el 12% de los hidrocarburos. Se observaron diferencias significativas entre los
niveles de remocion de las muestras (F = 78.07; p < 0.05).

Al finalizar la primera mitad del ensayo, el nUmero de bacterias se redujo en todas
las muestras, sobre todo en T1 y T2. Esto se debid al rapido consumo de los
nutrientes por parte de las bacterias, que a su vez consumieron gran cantidad del
contaminante, dejando condiciones insuficientes para mantener la tendencia
metabdlica antes vista. La relacién C/N se redujo en todas las muestras, mientras
que el pH se mantuvo estable y la conductividad eléctrica fue en aumento debido al

riego semanal para control de humedad.

Durante la segunda mitad del ensayo se observo una tendencia distinta entre las
muestras. Segun los resultados de la semana doce, el niumero de bacterias se
incrementd en todas las muestras con respecto a la semana seis, pero

manteniéndose por debajo de las cantidades iniciales. A diferencia de la primera
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mitad, la muestra control fue la que presentd un incremento considerable en
comparacion a las muestras T1 y T2, las cuales aumentaron levemente. Este
crecimiento pudo deberse al aumento de temperatura por el inicio del verano. Se
observé una dinamica similar en la biorremediacion de hidrocarburos. Las muestras
C y T1 incrementaron sus niveles a 54% y 46%, mientras que la muestra T2 redujo
su nivel a 26%. La biorremediacion total en las muestras C, T1, y T2, fue de 66%,
87% y 79% respectivamente. Se observaron diferencias significativas entre los
niveles de biorremediacion de las muestras (F = 238.15; p < 0.05). El pH se mantuvo
constante hasta el final del ensayo, mientras que la conductividad eléctrica siguioé
en aumento. La relacién carbono nitrégeno experimento un incremento debido a la
considerable disminucion del contenido de nitrégeno, producto de la actividad

bacteriana.

Los resultados del ensayo demostraron un crecimiento mas lento de las bacterias
presentes en la muestra C, alcanzando su mejor desempefio hacia el final del
ensayo, luego de un proceso mas largo de adaptacion. A pesar de esto, esta
muestra obtuvo un 66% de biorremediacion, posiblemente por la éptima adaptacion
de las bacterias presentes en el suelo, siendo principalmente Bacillus Sp., muy
utilizadas para remediacién de hidrocarburos. Asimismo, la naturaleza del diésel,
sumada a las condiciones ambientales y del suelo, pudieron haber aumentado la
tasa de remocion por volatilizacion u otros factores, contribuyendo a la favorable
eficiencia de biorremediacion observada. Por otro lado, las muestras T1 y T2
experimentaron un rapido incremento de la actividad metabdlica de las bacterias

gracias a la adicion C y N de los lodos. Al tratarse de un lodo no estabilizado,
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caracteristicas como su alta carga de materia organica, alta conductividad y alto
contenido de humedad no permitieron una mezcla estable a lo largo del ensayo en
la muestra T2 (50%). Por otra parte, en la muestra T1 (25%) hubo una mejor mezcla,
al predominar las caracteristicas del suelo y permitir asi un aporte mas estable de
nutrientes para las bacterias. Se evidencia la influencia de estas caracteristicas y
cantidades de lodos, sobre las tendencias de biorremediacion. La biorremediacion
de la muestra T1 se mantuvo estable a lo largo del ensayo, a diferencia de la
muestra T2, que sufri6 una desaceleracion hacia el final del ensayo, una vez
terminado el efecto favorable de los lodos. La muestra C obtuvo el menor nivel de
biorremediacion, asi como la menor velocidad. Por su parte la muestra T2 alcanzé
la mayor velocidad y un alto nivel biorremediacion. Sin embargo, se considera a la
muestra T1 como la mejor, al obtener el maximo nivel de biorremediacion de
hidrocarburos y demostrar ademas una dinamica de degradacién mas estable a lo

largo de todo el ensayo.

Se considera que las pérdidas de contaminante por factores externos a la
biorremediacion, como por ejemplo la evaporacion o volatilizacion, no superan el
10% (Dradasnia y Agamuthu 2013), no obstante, esto puede variar de acuerdo a las
condiciones ambientales y las caracteristicas del contaminante. Por otra parte, la
reduccion de concentracion de hidrocarburos debido a las distintas composiciones
de las muestras (mezcla con lodos) influyo en la remocién total del contaminante,
considerandose un factor a favor del procedimiento de remediacion. Asimismo, es
importante considerar el efecto de la concentracion inicial de hidrocarburos en cada

muestra, luego de darse la dilucion del contaminante por la mezcla con lodos. Al ser
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la concentracion de hidrocarburos inversamente proporcional a la velocidad y
capacidad de degradacién en el suelo, se entiende que suelos con menores
concentraciones serdn mas faciles de remediar que suelos con altas
concentraciones, hasta pudiendo, en algunos casos, inhibirse la degradacion debido

a las grandes cantidades de hidrocarburos.

En comparacion con otros autores, se encontré una similitud con los resultados
obtenidos por Baek et al. (2007), quien observo una rapida degradacion de los
hidrocarburos en los primeros 28 dias de ensayo, para tratamientos de
bioestimulacién y bioaumentacion. Asimismo, también resalta la influencia de la
disponibilidad de nutrientes para activar la comunidad bacteriana presente en el
suelo, al favorecer su adaptacién y capacidades de biodegradacién. Por otra parte,
Martinez et al. (2011) tras probar lodos como fuente alterna de nutrientes, obtuvo
remociones de hidrocarburos entre 66 y 93%, siendo los mejores los tratamientos
con lodos, al igual que en la presente investigacion. Finalmente, Sarkar et al. (2005)
obtuvo degradaciones de hasta 96% gracias a la adicion de biosoélidos para mejorar

el proceso de biorremediacion.

VIl. CONCLUSIONES
El ensayo experimental permitido confirmar el aumento de eficiencia en el proceso
de biorremediacion del suelo contaminado con diésel, generado por la adicion de

lodos de PTARD como fuente de nutrientes y masa microbiana. Las muestras C, T1
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y T2 alcanzaron eficiencias de biorremediacion de hidrocarburos de 66%, 87%, y

79% respectivamente. Se obtuvo mayor eficiencia en los tratamientos con lodos.

El crecimiento bacteriano en las muestras T1 y T2 siguid la curva general,
marcéndose las etapas de crecimiento exponencial y muerte. La adicion de lodos
incremento significativamente la velocidad de degradacion del diésel en las
primeras 6 semanas del ensayo. No obstante, condicioné la actividad bacteriana,
evidenciandose un rpido decrecimiento del nimero de bacterias luego de la
semana 6, al reducirse los valores de carbono y nitrdgeno disponible. Por el
contrario, las muestras sin lodo demostraron una tendencia distinta, con una etapa

de latencia extendida y un posterior crecimiento progresivo.

En cuanto a las caracteristicas fisico-quimicas del suelo, el pH y la temperatura se
mantuvieron estables a lo largo del ensayo. La relacién C/N presento variaciones
influenciadas de manera inversamente proporcional por la remocién de
hidrocarburos y la actividad bacteriana. La conductividad eléctrica tuvo una
tendencia de crecimiento a lo largo del ensayo, posiblemente ocasionada por el

riego semanal para el control del contenido de humedad, que se mantuvo constante.

Las concentraciones de hidrocarburos obtenidas al final del ensayo alcanzaron los
limites de los Estandares de Calidad Ambiental para Suelo (ECA Suelo) para el
parametro de Hidrocarburos de Petroleo - Fraccion de Hidrocarburos F2 (Cio— Czs).

Las muestras T1 y T2 cumplieron el limite para suelo agricola, y suelo
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residencial/parques; mientras que la muestra control cumplioé el limite para suelo

comercial/industrial/extractivo.

Se logré aceptar la hipotesis de la presente investigacion, comprobando el efecto
positivo de la aplicacion de lodos en el proceso de biorremediacion de un suelo
contaminado con diésel, al favorecer significativamente la biorremediacion del
contaminante a través de un incremento en la capacidad metabolica de las bacterias
del suelo y sus velocidades de degradacion. De esta forma se respalda el potencial
de los lodos de PTARD para la mejora de procesos de biorremediacion, dando a su
vez una alternativa de gestién para este subproducto del tratamiento de aguas

residuales.

VIll. RECOMENDACIONES

- Una mayor frecuencia de monitoreo de los parametros principales
(concentracion de hidrocarburos, y numero de bacterias), secundarios (C/N,
pH, CE, humedad y temperatura), asi como otros no considerados por temas
de limitacion de recursos, permitird conocer a mayor profundidad la cinética
de degradacion del contaminante y la influencia de las condiciones
ambientales, asi como diferenciar completamente los estados del proceso de
biorremediacion.

- Para un mayor detalle en relacion a los resultados de remocién de
hidrocarburos, se recomienda analizar en la medida de lo posible otras

variables relacionadas a la dindmica del contaminante en el suelo, tales como
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la volatilidad, evaporacion, solubilidad en agua, procesos bioquimicos
alternativos, etc. Asimismo, la posible reduccion de la concentracion del
contaminante por procesos ajenos a la biorremediacion, como por ejemplo la

dilucion por mezcla de suelos.

- Para un andlisis mas detallado de la poblacion microbiana se recomienda
realizar pruebas mas exhaustivas como ensayos bioguimicos o andlisis

molecular (extraccion de ADN, PCR, etc).

- Elandlisis de los parametros caracteristicos de los lodos de PTARD (metales
pesados, solidos volatiles, patégenos, etc.) permitira determinar su influencia
sobre el suelo, siendo importante asegurar su estabilizacién de modo que

pueda considerarse su aplicacion en campo.

- Los ensayos de laboratorio son un primer acercamiento a los resultados
reales, los cuales se determinardn en las experiencias de campo. Es
importante reducir los margenes de error en laboratorio al mantener la
seguridad de las muestras y seguir los protocolos determinados para cada
procedimiento. Asimismo, se recomienda asegurar las condiciones

ambientales Optimas para el ensayo (temperatura, humedad, pH, etc.).
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X. ABREVIATURAS

ATSDR Agency for Toxic Substances and Disease Registry
BTEX Benceno, Tolueno, Etilbenceno y Xileno

cov Compuestos Organicos Volatiles

DIGESA Direccion General de Salud Ambiental e Inocuidad Alimentaria
DWTP Domestic Waste Water Treatment Plant

DRO Diesel Range Organics

EPA Environmental Protection Agency

ECA Estandares de Calidad Ambiental

HPA Health Protection Agency

HSRC Hazardous Substance Research Center

MINAM Ministerio del Ambiente

MVCS Ministerio de Vivienda Construccion y Saneamiento
OEFA Organismo de Evaluacion y Fiscalizacion Ambiental

PAH Polycyclic Aromatic Hydrocarbons

PCR Polymerase Chain Reaction

PTAR Planta de Tratamiento de Aguas Residuales

PTARD Planta de Tratamiento de Aguas Residuales Domesticas
SUNASS Superintendencia Nacional de Servicios de Saneamiento
SSSA Soil Science Society of America

TPH Total Petroleum Hydrocarbons

TPHCWG Total Petroleum Hydrocarbon Criteria Working Group

UNALM Universidad Nacional Agraria La Molina
UFC Unidades Formadoras de Colonia
VGO Vacuum Gas Ol
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XI. ANEXOS

ANEXO 1: Estandares de Calidad Ambiental (ECA) para Suelo - Decreto Supremo
N° 011-2017-MINAM

Usos del Suelo
Parametros Suel Suelo c Suelo_ Y Métodos
en mg/kg PS ueto Residencial/ omercia de ensayo
Agricola Parques Industrial/
q Extractivo
ORGANICOS
Hidrocarburos aromaticos volatiles
EPA 8260(9)
Benceno 0.03 0.03 0.03 EPA 8021
EPA 8260
Tolueno 0.37 0.37 0.37 EPA 8021
. EPA 8260
Etilbenceno 0.082 0.082 0.082 EPA 8021
. EPA 8260
Xilenos 11 11 11 EPA 8021
Hidrocarburos poliaromaticos
EPA 8260
0.1 0.6 22 EPA 8021
Naftaleno EPA 8270
Benzo(a) pireno 0.1 0.7 0.7 EPA 8270
Hidrocarburos de Petrdleo
Fraccion de hidrocarburos F1
2 2 EPA 801
(C6-C10) 00 00 500 8015
Fraccion de hidrocarburos F2
(>C10-C28) 1200 1200 5000 EPA 8015
Fraccion de hidrocarburos F3
(>C28-C40) 3000 3000 6000 EPA 8015
Compuestos Organoclorados
e . EPA 8082
Bifenilos policlorados - PCB 0.5 1.3 33 EPA 8270
Tetracloroetileno 0.1 0.2 0.5 EPA 8260
Tricloroetileno 0.01 0.01 0.01 EPA 8260
INORGANICOS
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EPA 3050
EPA 3051

EPA 3050
EPA 3051

EPA 3050
EPA 3051

EPA 3050
EPA 3051

EPA 3060/
Cromo VI 0.4 0.4 1.4 EPA 7199 6
DIN EN 15192

EPA 7471
EPA 6020 6 200.8

EPA 3050
EPA 3051

Arsénico 50 50 140

Bario total 750 500 2000

Cadmio 1.4 10 22

Cromo total ** 400 1000

Mercurio 6.6 6.6 24

Plomo 70 140 800

EPA 9013
SEMWW-AWWA-
Cianuro Libre 0.9 0.9 8 WEF 4500 CN F o
ASTM D7237 y/6

ISO 17690:2015

Fuente: El Peruano 2017
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ANEXO 2: Informes de laboratorio de la caracterizacion del suelo
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UNIVERSIDAD NACIONAL AGRARIA LA MOLINA
FACULTAD DE AGRONOMIA
LABORATORIO DE ANALISIS DE SUELOS, PLANTAS, AGUAS Y FERTILIZANTES

ANALISIS DE SUELO: CARACTERIZACION

Solicitante JORGE VILLENA VERGARA
Departamento LIMA Provincia LIMA
Distrito LA MOLINA Predio
Referencia H.R. 64875-128SC-18 Bolt. : 1874 Fecha 11/09/18
, Analisis Mecanico ; ;
Numero de Muestra CE. Cationes Cambiables Suma % Sat.
pH 1:1) CaCOs | M.O P K ) ) Clase CIC Suma de de De
Lab Claves (1:1) dé/m % % | ppm | ppm | Arena | Limo | Arcilla | Textural Ca*? | Mg*? K* Na* | AL*3+H* cationes bases Bases
% % % meq/100g
11510 7.68 0.58 2.00 069 | 2.3 135 47 26 27 Fr.Ar.A. | 12.80 | 10.69 1.48 0.31 | 0.32 0.00 12.80 12.80 100

A=Arena; A.Fr. = Franco Arenoso; Fr = Franco; Fr.L. = Franco Limoso; L = Limoso; Fr.Ar.A. = Franco Arcilloso Arenoso; Fr. Ar. = Franco Arcilloso;
Fr.Ar.L. = Franco Arcillo Limoso; Ar.A = Arcillo Arenoso; Ar. L=Arcillo Limoso; Ar. = Arcilloso

Dr. Sady Garcia Bendezu
Jefe del Laboratorio

93




% TESIS CIENTIFICA

ANEXO 3: Informes de laboratorio de los andlisis de hidrocarburos
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INFORME DE ENSAYO N°: IE-18-3441

I. DATOS DEL SERVICIO

1. RAZON SOCIAL JORGE VILLENA

2. DIRECCION NO INDICA

3. PROYECTO NO INDICA

4. PROCEDENCIA UNIVERSIDAD NACIONAL AGRARIA
LA MOLINA (UNALM)

5. SOLICITANTE JORGE VILLENA

6. ORDEN DE SERVICIO N° 0S-18-1407

7. PLAN DE MONITOREO NO APLICA

8. MUESTREADO POR EL CLIENTE

9. FECHA DE EMISION DE INFORME 2018-10-04

Il. DATOS DE ITEMS DE ENSAYO

1. MATRIZ SUELO

2. NUMERO DE MUESTRAS 10

3. FECHA DE RECEPCION DE MUESTRAS 2018-09-21

4. PERIODO DE ENSAYO 2018-09-21 al 2018-10-04

. METODOS Y REFERENCIAS

TIPO DE ENSAYO NORMA REFERENCIA TECNICA
Hidrocarburos Totales de
Petrdleo Fraccion 2 (C10 A

C28)(*)

EPA METHOD 8015C Rev. Nonhalogenated Organics by Gas
03. 2007 Chromatography

Marco A. Valencia Huerta
Ing. Quimico
Gerente General
N° CIP: 152207

Trabajo de investigacion publicado con autorizacién de los autores.
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IV.RESULTADOS

CIENTIFICA

ITEM 1 2 3
CODIGQ DE LABORATORIO: M-9990 M-9991 M-9992
CODIGO DEL CLIENTE: Cc1 Cc2 C3
COORDENADAS UTM WGS 84: NO INDICA
MATRIZ: SUELO
INSTRUCTIVO DE MUESTREO: NO APLICA
FECHA: 2018-09-20 2018-09-20 2018-09-20
HORA: 14:00 14:00 14:00
ENSAYO UNIDAD L.C.M. RESULTADOS
Hidrocarburos
Hidrocarburos
Totales de Petréleo mg/kg
Fraccion 2(C10 a MS 10 10421 10525 10335
C28)(*)
ITEM 4 5 6
CODIGO DE LABORATORIO: M-9993 M-9994 M-9995
CODIGO DEL CLIENTE: T1.1 T1.2 T1.3
COORDENADAS UTM WGS 84: NO INDICA
MATRIZ: SUELO
INSTRUCTIVO DE MUESTREO: NO APLICA
FECHA: 2018-09-20 2018-09-20 2018-09-20
HORA: 14:00 14:00 14:00
ENSAYO UNIDAD L.C.M. RESULTADOS
Hidrocarburos
Hidrocarburos
Totales de Petroleo mg/kg
Fraccion 2(C10 a MS 10 10282 10628 10496
C28)(*

"L.C.M." : Limite de Cuantificacion del Método

(*) Los métodos indicados no han sido acreditados por el INACAL- DA

Los resultados contenidos en el presente documento sélo estan relacionados con los items ensayados.

No se debe reproducir el informe de ensayo, excepto en su totalidad, sin la aprobacién escrita de

Analytical Laboratory E.l.R.L.

Los resultados de los ensayos, no deben ser utilizados como una certificacién de conformidad con
normas de producto o como certificado del sistema de calidad de la entidad que lo produce.

Trabajo de investigacion publicado con autorizacién de los autores.
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ITEM 7 8 9
CODIGQ DE LABORATORIO: M-9996 M-9997 M-9998
CODIGO DEL CLIENTE: T2.1 T2.2 T2.3
COORDENADAS UTM WGS 84: NO INDICA
MATRIZ: SUELO
INSTRUCTIVO DE MUESTREDO.: NO APLICA
FECHA: 2018-09-20 2018-09-20 2018-09-20
HORA: 14:00 14:00 14:00
ENSAYO UNIDAD L.C.M. RESULTADOS
Hidrocarburos
Hidrocarburos
Totales de Petréleo mg/kg
Fraccion 2(C10 a MS 10 10306 10364 10406
C28)(*)
ITEM 10
CODIGO DE LABORATORIO: M-9999
CODIGO DEL CLIENTE: L
COORDENADAS UTM WGS 84: NO INDICA
MATRIZ: SUELO
INSTRUCTIVO DE MUESTREDO: NO APLICA
FECHA: 2018-09-20
HORA: 14:00
ENSAYO UNIDAD L.C.M. RESULTADOS
Hidrocarburos
Hidrocarburos
Totales de Petréleo mg/kg
Fraccion 2(C10 a MS 10 452
C28)(*)

"L.C.M." : Limite de Cuantificacidon del Método

(*) Los métodos indicados no han sido acreditados por el INACAL- DA

Los resultados contenidos en el presente documento sélo estan relacionados con los items ensayados.
No se debe reproducir el informe de ensayo, excepto en su totalidad, sin la aprobacion escrita de
Analytical Laboratory E.l.R.L.

Los resultados de los ensayos, no deben ser utilizados como una certificacién de conformidad con
normas de producto o como certificado del sistema de calidad de la entidad que lo produce.

“FIN DEL DOCUMENTO"”

Trabajo de investigacion publicado con autorizacién de los autores.
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INFORME DE ENSAYO N°: IE-18-4065

V. DATOS DEL SERVICIO

10.RAZON SOCIAL
11.DIRECCION
12.PROYECTO
13.PROCEDENCIA

14.SOLICITANTE

JORGE DAVID VILLENA VERGARA
NO INDICA

NO INDICA

UNIVERSIDAD NACIONAL AGRARIA
LA MOLINA

JORGE DAVID VILLENA VERGARA

15.0RDEN DE SERVICIO N° 0S-18-1645

16.PLAN DE MONITOREO NO APLICA
17.MUESTREADO POR EL CLIENTE

18.FECHA DE EMISION DE INFORME 2018-11-16

VI.DATOS DE iITEMS DE ENSAYO

5. MATRIZ : SUELO

6. NUMERO DE MUESTRAS : 9

7. FECHA DE RECEPCION DE MUESTRAS 2018-11-06

8. PERIODO DE ENSAYO : 2018-11-06 al 2018-11-16
VII. METODOS Y REFERENCIAS

TIPO DE ENSAYO NORMA REFERENCIA TECNICA
Hidrocarburos Totales de
Petrdleo Fraccion 2 (C10 A

C28)(*)

EPA METHOD 8015C Rev. Nonhalogenated Organics by Gas
03. 2007 Chromatography

Marco A. Valencia Huerta
Ing. Quimico
Gerente General
N° CIP: 152207
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VIII. RESULTADOS
ITEM 1 2 3
CcODIGO DE LABORATORIO: M-11579 M-11580 M-11581
CODIGO DEL CLIENTE: C1 Cc2 C3
COORDENADAS UTM WGS 84: NO INDICA
MATRIZ: SUELO
INSTRUCTIVO DE MUESTREO: NO APLICA
FECHA: 2018-11-06 2018-11-06 2018-11-06
HORA: 12:00 12:00 12:00
ENSAYO UNIDAD L.C.M. RESULTADOS
Hidrocarburos
Hidrocarburos
Totales de Petréleo mg/kg
Fraccion 2(C10 a MS 10 8954.0 9415.5 9195.3
C28)(*")
ITEM 4 5 6
CODIGO DE LABORATORIO: M-11582 M-11583 M-11584
CODIGO DEL CLIENTE: T1.1 T1.2 T1.3
COORDENADAS UTM WGS 84: NO INDICA
MATRIZ: SUELO
INSTRUCTIVO DE MUESTREO: NO APLICA
FECHA: 2018-11-06 2018-11-06 2018-11-06
HORA: 12:00 12:00 12:00
ENSAYO UNIDAD L.C.M. RESULTADOS
Hidrocarburos
Hidrocarburos
Totales de Petréleo mg/kg
Fraccion 2(C10 a MS 10 4736.8 4783.2 4582.1
C28)

"L.C.M." : Limite de Cuantificacion del Método

Los resultados contenidos en el presente documento sélo estan relacionados con los items ensayados.
No se debe reproducir el informe de ensayo, excepto en su totalidad, sin la aprobacién escrita de
Analytical Laboratory E.L.R.L.

Los resultados de los ensayos, no deben ser utilizados como una certificaciéon de conformidad con
normas de producto o como certificado del sistema de calidad de la entidad que lo produce.
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ITEM 7 8 9
CODIGO DE LABORATORIO: M-11585 M-11586 M-11587
CODIGO DEL CLIENTE: T2.1 T2.2 T2.3
COORDENADAS UTM WGS 84: NO INDICA
MATRIZ: SUELO
INSTRUCTIVO DE MUESTREO: NO APLICA
FECHA: 2018-11-06 2018-11-06 2018-11-06
HORA: 12:00 12:00 12:00
ENSAYO UNIDAD L.C.M. RESULTADOS
Hidrocarburos
Hidrocarburos
Totales de Petroleo mg/kg
Fraccion 2(C10 a MS 10 2792.4 2358.3 2398.5
C28)

"L.C.M." : Limite de Cuantificacion del Método

Los resultados contenidos en el presente documento sélo estan relacionados con los items ensayados.
No se debe reproducir el informe de ensayo, excepto en su totalidad, sin la aprobacién escrita de

Analytical Laboratory E.I.R.L.

Los resultados de los ensayos, no deben ser utilizados como una certificacién de conformidad con
normas de producto o como certificado del sistema de calidad de la entidad que lo produce.

“FIN DEL DOCUMENTO”

Trabajo de investigacion publicado con autorizacién de los autores.
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INFORME DE ENSAYO N°: IE-18-4952

IX.DATOS DEL SERVICIO

19.RAZON SOCIAL

JORGE DAVID VILLENA VERGARA

20.DIRECCION NO INDICA
21.PROYECTO NO INDICA
22.PROCEDENCIA UNALM
23.SOLICITANTE JORGE DAVID VILLENA VERGARA
24.0ORDEN DE SERVICIO N° 0S-18-1976
25.PLAN DE MONITOREO NO APLICA
26.MUESTREADO POR EL CLIENTE
27.FECHA DE EMISION DE INFORME 2019-01-07
X. DATOS DE ITEMS DE ENSAYO

9. MATRIZ SUELO
10.NUMERO DE MUESTRAS 9

11.FECHA DE RECEPCION DE MUESTRAS 2018-12-20

12.PERIODO DE ENSAYO

XI.METODOS Y REFERENCIAS

2018-12-20 al 2019-01-07

TIPO DE ENSAYO

NORMA REFERENCIA TECNICA

Hidrocarburos Totales de
Petrdleo Fraccién 2 (C10 A
C28)(*)

EPA METHOD 8015C Rev. Nonhalogenated Organics by Gas
03. 2007

Chromatography

Marco A. Valencia Huerta
Ing. Quimico
Gerente General
N° CIP: 152207

"EPA" : U. S. Environmental Protection Agency. Methods for Chemicals Analysis
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XiII. RESULTADOS
ITEM 1 2 3
CcODIGO DE LABORATORIO: M-14204 M-14205 M-14206
CODIGO DEL CLIENTE: C1 Cc2 C3
COORDENADAS UTM WGS 84: NO INDICA
MATRIZ: SUELO
INSTRUCTIVO DE MUESTREO: NO APLICA
FECHA: 2018-12-20 2018-12-20 2018-12-20
HORA: 3:30 3:30 3:30
ENSAYO UNIDAD L.C.M. RESULTADOS
Hidrocarburos
Hidrocarburos
Totales de Petréleo mg/kg
Fraccion 2(C10 a MS 10 3653 3439 3527
C28)(*)
ITEM 4 5 6
CODIGO DE LABORATORIO: M-14207 M-14208 M-14209
CODIGO DEL CLIENTE: T1-1 T1-2 T1-3
COORDENADAS UTM WGS 84: NO INDICA
MATRIZ: SUELO
INSTRUCTIVO DE MUESTREO: NO APLICA
FECHA: 2018-12-20 2018-12-20 2018-12-20
HORA: 3:30 3:30 3:30
ENSAYO UNIDAD L.C.M. RESULTADOS
Hidrocarburos
Hidrocarburos
Totales de Petroleo mg/kg
Fraccion 2(C10 a MS 10 959 1201 1065
C28)

"L.C.M." : Limite de Cuantificacion del Método

Los resultados contenidos en el presente documento sélo estan relacionados con los items ensayados.
No se debe reproducir el informe de ensayo, excepto en su totalidad, sin la aprobacién escrita de

Analytical Laboratory E.L.R.L.

Los resultados de los ensayos, no deben ser utilizados como una certificacién de conformidad con
normas de producto o como certificado del sistema de calidad de la entidad que lo produce.

Trabajo de investigacion publicado con autorizacién de los autores.
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ITEM 7 8 9
CODIGO DE LABORATORIO: M-14210 M-14211 M-14212
CODIGO DEL CLIENTE: T2-1 T2-2 T2-3
COORDENADAS UTM WGS 84: NO INDICA
MATRIZ: SUELO
INSTRUCTIVO DE MUESTREO: NO APLICA
FECHA: 2018-12-20 2018-12-20 2018-12-20
HORA: 3:30 3:30 3:30
ENSAYO UNIDAD L.C.M. RESULTADOS
Hidrocarburos
Hidrocarburos
Totales de Petréleo mg/kg
Fraccion 2(C10 a MS 10 1193 1149 1047
C28)

"L.C.M." : Limite de Cuantificacién del Método

Los resultados contenidos en el presente documento sélo estan relacionados con los items ensayados.
No se debe reproducir el informe de ensayo, excepto en su totalidad, sin la aprobacién escrita de
Analytical Laboratory E.Il.R.L.

Los resultados de los ensayos, no deben ser utilizados como una certificacién de conformidad con
normas de producto o como certificado del sistema de calidad de la entidad que lo produce.

“FIN DEL DOCUMENTO"”

Trabajo de investigacion publicado con autorizacién de los autores.
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ANEXO 4: Informes de laboratorio de los andlisis de carbono y nitrégeno
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UNIVERSIDAD NACIONAL AGRARIA LA MOLINA
FACULTAD DE AGRONOMIA
LABORATORIO DE ANALISIS DE SUELOS, PLANTAS, AGUAS Y FERTILIZANTES

INFORME DE ANALISIS ESPECIAL EN SUELO

SOLICITANTE : JORGE VILLENA VERGARA
PROCEDENCIA LIMA

REFERENCIA : H.R. 65092

BOLETA : 1940

FECHA : 28/09/2018

NUmero Muestra N C
% %
Lab Claves

5402 C1 0.04 0.96
5403 C2 0.04 0.96
5404 C3 0.04 0.99
5405 T1.1 0.25 2.18
5406 T1.2 0.25 2.14
5407 T1.3 0.26 2.14
5408 T2.1 0.44 2.82
5409 T2.2 0.43 2.88
5410 T2.3 0.46 2.98
5411 S.N 0.05 0.45

Dr. Sady Garcia BendezU
Jefe del Laboratorio
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UNIVERSIDAD NACIONAL AGRARIA LA MOLINA
FACULTAD DE AGRONOMIA
LABORATORIO DE ANALISIS DE SUELOS, PLANTAS, AGUAS Y FERTILIZANTES

INFORME DE ANALISIS ESPECIAL EN SUELO

SOLICITANTE : JORGE VILLENA VERGARA
PROCEDENCIA LIMA

REFERENCIA ; H.R. 65093

MUESTRA ; LODO

BOLETA : 1940

FECHA : 28/09/2018

Numero Muestra N C
% %
Lab Claves
5412 4.32 22.56

Dr. Sady Garcia Bendezu
Jefe del Laboratorio
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UNIVERSIDAD NACIONAL AGRARIA LA MOLINA
FACULTAD DE AGRONOMIA
LABORATORIO DE ANALISIS DE SUELOS, PLANTAS, AGUAS Y FERTILIZANTES

INFORME DE ANALISIS ESPECIAL EN SUELO

SOLICITANTE : JORGE DAVID VILLENA VERGARA
PROCEDENCIA LIMA/ LIMA/ LA MOLINA
REFERENCIA ; H.R. 65830

BOLETA : 2119

FECHA : 19/11/2018

NUmero Muestra N C
% %
Lab Claves

6469 C1 0.05 0.83
6470 C2 0.05 0.80
6471 C3 0.05 0.65
6472 T1-1 0.26 1.60
6473 T1-2 0.25 1.66
6474 T1-3 0.24 1.60
6475 T2-1 0.46 1.91
6476 T2-2 0.50 2.53
6477 T2-3 0.50 2.27

Dr. Sady Garcia BendezU
Jefe del Laboratorio
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UNIVERSIDAD NACIONAL AGRARIA LA MOLINA
FACULTAD DE AGRONOMIA
LABORATORIO DE ANALISIS DE SUELOS, PLANTAS, AGUAS Y FERTILIZANTES

INFORME DE ANALISIS ESPECIAL EN SUELO

SOLICITANTE : JORGE DAVID VILLENA VERGARA
PROCEDENCIA LIMA

REFERENCIA ; H.R. 66581

BOLETA ; 2406

FECHA : 07/01/2019

NUmero Muestra N C
% %
Lab Claves
7288 1.1 0.10 1.76
7289 1.2 0.06 1.76
7290 1.3 0.11 1.66
7291 2.1 0.47 3.07
7292 2.2 0.29 3.29
7293 2.3 0.23 2.94
7294 C1 0.06 1.12
7295 C2 0.07 0.95
7296 C3 0.04 1.02

Dr. Sady Garcia BendezU
Jefe del Laboratorio
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ANEXO 5: Registro fotografico del ensayo

Lo S -

Muestra compuesta

e

Calicata para muestreo de suelo de suelo

Planta de Tratamiento de Aguas

Residuales Santa Clara (SEDAPAL) Recoleccion de lodos
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Instalacién del ensayo en laboratorio

PR

Medicion de parametros fisico-quimicos Determinacion de humedad

Insumos para elaboracion de Agar para

Muestras para analisis de hidrocarburos
P conteo en placa
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Crecimiento de colonias

Materiales de laboratorio (microbiologia) Microscopio
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