w Universidad Cesar Vallejo

FACULTAD DE INGENIERIA Y ARQUITECTURA
ESCUELA PROFESIONAL DE INGENIERIA AMBIENTAL

Evaluacién del Microorganismo Degradador de Hidrocarburos en

Suelos Contaminados en Jabonillal - Talara 2021

TESIS PARA OBTENER EL TiTULO PROFESIONAL DE:
INGENIERIA AMBIENTAL

AUTORES:
Mendoza Otero, Almendra Jordana (ORCID: 0000-0002-5294-2548)
Pazo Fiestas, Sonia Mercedes (ORCID: 000-0003-1827-4133)

ASESOR:
Mg. Herrera Diaz, Marco Antonio (ORCID: 0000-0002-8578-4259)

LINEA DE INVESTIGACION:

Gestion de Riesgos y Adaptacion al Cambio Climatico

LIMA — PERU

2021



Dedicatoria

Le dedico a Dios, por darme la vida, la fortaleza
para continuar mis metas trazadas y asi mismo
por forjar mi camino, a mis padres por apoyarme
sin condicion y a mis profesores porque siempre
estuvieron orientandome y aconsejandome para

ser una buena profesional.



Agradecimiento

En primer lugar, agradezco a Dios por ser mi
inspiracion y por darme la fuerza para continuar el
proceso de lograr una de mis cosas mMAas

deseables.

A nuestros padres, por su amor, trabajo y sacrificio
todos estos afios, gracias a su esfuerzo pude
culminar esta etapa y a los demas que me han

apoyado en este duro camino.



INDICE DE CONTENIDOS

DEDICATORIA .ottt e e et e e e e e e e e e e e e e e e e s e e e e s anaan Il
AGRADECIMIENTO ..ottt et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e s s s nnne 1]
INDICE DE TABLAS ..ottt ittt ettt sttt ettt ave st sre e \Y
INDICE DE FIGURAS ...ttt ettt ettt een e VI
RESUMEN ..ottt ettt e e e et e e e e e aaaeaaaaaaaaaaeeaaaas VI
ABSTRACT ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e VI
I, INTRODUGCCION. ...ceiitiiiiatiieieieeseeteseseeie ettt seseseete e aeese e esesesesseseneesenes 1
1. MARCO TEORICO ......cocuiuiiiiiieieiieeee ettt 4
2.1. Antecedentes de la iINvestigacion .............cooveiiiiiiiiiii e 4
2.2. BASES tEOMICAS ... i ieeeeiiiiieeeei et 7
2.3. DefiniCiON de tErMINOS........cuuuuiiiiiiiiie et 19
HI. METODOLOGIA.......coiiitiitecie ettt ettt 22
3.1.Tipo y disefio de INVESHGACION ..........uuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiee e 22
3.2. Variables y operacionalizacCion ..............ccoouuiiiieiiiiiiii e 22
3.3. Poblacion, muestra, muestreo, unidad de analisis...............ccoevvvvvvvvnnnnnnn. 23
3.4.Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos ................oeeeeeeiiiiinnnnns 23
IR T o (o Tod=To |10 11T 01 (o LU 24
V. RESULTADOS ..ottt ettt e et e e e e e e e e e e e e e e e e s s e e e s e e nnnnes 36
V. DISCUSION ..ottt ettt eeene e 42
VI. CONCLUSIONES. ... ..o e e e e e e e aen 43
VII. RECOMENDACIONES. ... .ot e e e e aas 44
REFERENCIAS ..ottt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e 45
ANEXOS ... e e e e e e e e e e



INDICE DE TABLAS

Tabla 1. Composicion quimica del petroleo ...........ooviiiiiiiii e, 16
Tabla 2. Subclases de destilados de petroleo .............cooiiiiiiiiii i, 18
Tabla 3. Clasificacion textura del SUEI0 ..........ovviiiiiii e 19
Tabla 4. Datos geograficos del Distrito de Parifias ..............ccoceviiiiiiiiiiiiinnann... 34

Tabla 5. Concentracion de hidrocarburos en las muestras de suelo de la Zona de
N F=T0T0) a1 = | 47



INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Procesos de refinacion del crudo ............cooooiiiiiiiiiiiii e 17
Figura 2. Estratos del SUEIO ........oeini e 21
Figura 3. Proceso de intemperie de los hidrocarburos en el ambiente ................. 23
Figura 4. Disposicion en el espacio de los agregados constituyentes del suelo ...26
Figura 5. Mapa geografico de Jabonillal ..., 33
Figura 6. Mapa de ubicacion de rea de estudio ...........cccoveiiiiiiiiiiiinians, 35
Figura 7. Materiales utilizados para obtener la muestra .............c.cooeiiiiinennn. 36
Figura 8. Suelo contaminado ........ ..o 37
Figura 9. Barrido del suelo contaminado y recojo de la muestra ....................... 38
Figura 10. Rotulacion y conservacion de lamuestra .............ccocviiiiiiinenenn.. 39
Figura 11. Obtencién de la segunda muestra a partir del raspado de la pared ....40
Figura 12. Recoleccion, rotulacion y conservacion de la segunda muestra ......... 41
Figura 13. Recoleccion, rotulacion y conservacion de la tercera muestra ........... 42
Figura 14. Primera visita a la Zona de Jabonillal ....................ccooiiiiii. 44
Figura 15. Fuentes de contaminacion de la Zona de Jabonillal ........................ 45
Figura 16. Ausencia de poblacion en la Zona de Jabonillal ............................. 46
Figura 17. Presencia de la planta del género Rudbeckia ................................ 46
Figura 18. Presencia de residuos solidosenlazona .................ccooiveiiiinnn. 47
Figura 19. Microorganismos (bacterias) aislados de la muestra de suelo
contaminado con hidrocarburos de la Zona de Jabonillal ... 48
Figura 20. Eficiencia degradadora de hidrocarburos totales de petrdleo (TPH) de

MethylobaCterium SP. ... 49

Vi



RESUMEN

La Zona de Jabonillal es un area de extraccion de hidrocarburos del petréleo,
presentando problemas de contaminacion ambiental, principalmente en el suelo,
pero a la vez representa un habitat en el que algunos tipos de microorganismos se
han adaptado para crecer, usando como sustrato los hidrocarburos totales del
petréleo (THP). En ese sentido, la investigacion busca evaluar el microorganismo
degradador de hidrocarburos en el suelo contaminado de la zona, a través del
desarrollo de algunas actividades, como: primero, analizar la situacion del suelo a
través de la observacion; luego, realizar andlisis de laboratorio de unas muestras de
suelo para determinar los microorganismos degradadores de hidrocarburos; y
finalmente, determinar la eficiencia del microorganismo degradador de
hidrocarburos més abundante en el suelo. Por lo tanto, se evidencio que el suelo de
la zona esta contaminado con hidrocarburos totales de petrdleo; siendo los
microorganismos mas abundantes Methylobacterium sp. en mayor proporcion y
Phyllobacterium myrsinacearum en menor proporcion; sin embargo, el primero
presento mayor capacidad de degradacién de THP en el suelo llegando a una

eficiencia de 85.34% en los 12 primeros dias, subiendo un 0.02% a los 14 y 16 dias.

Palabras clave: Microorganismos, Suelo e Hidrocarburo de petrdleo.
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ABSTRACT

The Jabonillal Zone is an area for the extraction of hydrocarbons from petroleum,
presenting environmental contamination problems, mainly in the soil, but at the same
time it represents a habitat where some types of microorganisms have been adapted
to grow, using hydrocarbons as a substrate total hydrocarbons of petroleum (THP).
In the same way, the research has like objetive to evaluate the hydrocarbon-
degrading microorganism in the contaminated soil of the area, through the
development of some activities, such as: first, analyzing the soil situation through
observation; then, perform laboratory analysis of soil samples to determine
hydrocarbon degrading microorganisms; and finally, to determine the efficiency of
the most abundant hydrocarbon degrading microorganism in the soil. Therefore, it
was evidenced that the soil in the area is contaminated with total hydrocarbons of
petroleum; being the most abundant microorganisms Methylobacterium sp. in a
higher proportion and Phyllobacterium myrsinacearum in a lesser proportion;
however, the first one presented the most degradation capacity of THP in the soill,
showing an efficiency of 85.34% in the first 12 days, increasing by 0.02% at 14 and
16 days.

Keywords: Microorganisms, Soil and Petroleum Hydrocarbon.
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l.  INTRODUCCION

El crecimiento poblacional y la modernizacion de la sociedad han provocado un
aumentado de la contaminacién ambiental en los sistemas bioldgicos terrestres y
maritimos resultantes de los hidrocarburos, siendo uno de los problemas naturales
mas destacados en la actualidad (Liu etal. 2017), debido a que la actividad
antropogénica depende del petrdleo para satisfacer sus demandas energéticas que
durante la produccién, almacenamiento y transporte de hidrocarburos se generan
derrames que ocurren como resultado de accidentes de explosion en los campos

petroliferos y fugas de oleoductos (Zhang et al., 2019).

La cantidad de filtracién de petréleo crudo natural se estima en 600.000 toneladas
métricas por afio con un rango de incertidumbre de 200.000 toneladas métricas por
afo, lo cual ha dado lugar a una necesidad urgente de remediacion como un
aspecto fundamental para lograr un desarrollo sostenible, por lo tanto, los grandes
derrames deben reciclarse o eliminarse en la mayor medida posible (Das y
Chandran, 2016). Sin embargo, en algunos casos es dificil recuperar los materiales
derramados, lo que hace que permanezcan en el area afectada y presenten riesgos

persistentes para el ambiente, principalmente en recursos terrestres (Li et al., 2019).

En este contexto, las consecuencias que se evidencian en el suelo son los cambios
en los elementos de la microbiota y la contaminacién por la filtracion en las aguas
subterraneas, asimismo se obstruyen los espacios de los poros reduciendo la
aireacion del suelo y aumentando la densidad aparente, lo que posteriormente
afectaria el crecimiento de las plantas (Klamerus-lwan et al. 2015). Pues los aceites
que son mas densos que el agua y pueden restringir la permeabilidad del suelo,
pero a pesar de ello, algunas bacterias que degradan los hidrocarburos del petréleo
han evolucionado como resultado de las proximidades en forma natural (Rahayu
2019).



En el caso de Peru, hay refinerias de petréleo que producen compuestos derivados
de este producto para ser usados en diferentes actividades industriales que
contaminan el suelo, corriendo el riesgo de que estos compuestos ingresen al suelo
en cantidades no asimilables. Segun De La Torre (2019), en la ciudad de Talara,
diversas empresas, tanto publicas como privadas, son parte del historial de
desastres ambientales, calculando que en 10 afios al menos 9743 barriles de
petréleo han sido vertidos en todo el territorio del pais (mar y tierra), provocando

derrames al suelo que deterioran los ecosistemas del lugar.

Por esta razon, una alternativa para restaurar suelos contaminados es la utilizacion
de microorganismos capaces de degradar compuestos tOxicos en un proceso
denominado biorremediacion, el cual podria ser aplicado en el suelo contaminado
de la Zona de Jabonillal, situado en el Distrito de Parifias de la Provincia de Talara
de la Region Piura, que constituye una zona de importante produccion de
hidrocarburos, siendo relevante determinar los microorganismos presentes en el
suelo y conocer sus caracteristicas y eficiencia en biorremediacion de suelos

contaminados.

Sobre la base de realidad problematica presentada se plante6 el problema general

y los problemas especificos de la investigacion. El problema general de la

investigacion fue como evaluar el microorganismo degradador de hidrocarburos en

suelos contaminados en Jabonillal; planeando las siguientes preguntas especificas:

e PE1: ;/Cudl es la situacion del suelo de la Zona de Jabonillal?

e PE2: ;Cbémo identificar el tipo de microrganismo degradador de hidrocarburos
mediante el analisis de laboratorio?

e PE3: ¢(Cudl es la eficiencia del microorganismo degradador para recuperar
suelos contaminados con petroleo?

Por lo tanto, el objetivo general de la investigacion fue evaluar el microorganismo

degradador de hidrocarburos en suelos contaminados en Jabonillal 2020; teniendo

como objetivos especificos los siguientes:



OEZ1: Analizar la situacién del suelo de la Zona Jabonillal.

OE2: Realizar andlisis de laboratorio para determinar los microorganismos
degradadores de hidrocarburos.

OES3: Determinar la eficiencia del microorganismo degradador de hidrocarburos
mas abundante en el suelo.



. MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes de lainvestigacion

En el territorio peruano existen refinerias de petrdleo que producen y transportan
compuestos derivados para su utilizan en diversas actividades econémicas que
contaminan el suelo, pues a pesar del cuidado en el manejo y almacenamiento de
este producto, puede existir riesgo de presencia en el suelo hasta en niveles
superiores al 5%, el cual es el limite maximo permisible establecido por el Ministerio
de Energia y Minas (Pacheco, 2017). Para la preparacion de esta indagacion se
tomaron en cuenta precedentes internacionales y nacionales que nos permitiran

tener un amplio conocimiento del tema.

A nivel internacional, Rahayu (2019) en su investigacion titulada “Aislamiento e
identificacibn de bacterias de degradacion de hidrocarburos y bacterias
solubilizadoras de fosfato en suelos contaminados con petréleo en Bojonegoro, en
Indonesia”, tuvo como objetivo aislar e identificar bacterias degradantes de
hidrocarburos y bacterias solubilizadoras de fosfato, para ello se empled una
metodologia experimental para para encontrar cada uno de los dos tipos de
bacterias degradantes. Los resultados obtuvieron cuatro especies de bacterias
como Pseudomonas pseudomallei, Pseudomonas fluorescens-25, Flavobacterium

odoratum y Enterococcus sp.

Lima et al. (2019) realizé un trabajo titulado “aislamiento y caracterizacion de
bacterias degradantes de hidrocarburos de agua subterranea contaminada con
fugas en gasolineras en el sur de la Amazonia, Brasil”, donde tuvo como objetivo
evaluar la capacidad de las bacterias para producir biosurfactantes. Asi se aislaron
veintitrés cepas que degradan diésel, hexadecano, benceno, tolueno y xileno, de
las cuales dos cepas pertenecian al género Bacillus (L26 y L30). Los resultados

mostraron que la cepa L30 era la més eficaz para degradar n-alcano de diesel



después de 7 dias de cultivo en medio mineral. Se concluye que estas bacterias

podrian tener aplicaciones prometedoras en la biorremediacién de hidrocarburos.

Tian et al., (2019) en su investigacién titulada “Caracteristicas de aislamiento,
cribado y degradacion del petrdleo crudo de las bacterias que degradan los
hidrocarburos para el tratamiento de aguas residuales aceitosas” tuvo como objetivo
aislar bacterias degradantes de hidrocarburos en sedimentos contaminados por
petroleo de larga data. Los resultados evidenciaron seis bacterias como
Pseudomonas sp. y Bacilo sp., los cuales en conjunto degradaban el 80,64% del
petréleo crudo y el 76,30% de los alcanos del petréleo crudo, mostrando un buen
efecto de biodegradacion, por lo que, en conclusion, se pueden aplicar para el

tratamiento de ambientes contaminados con petréleo.

Figueroa (2017) en su investigacion titulada “Evaluacion de la capacidad
degradadora de hidrocarburos (HC) de petrdleo de hongos y bacterias aislados del
borde costero de la region del Bio-Bio” nos plantea como objetivo identificar
microorganismos de suelos manchados por hidrocarburos y evaltan su capacidad
biorremediador por debajo de las condiciones de las instalaciones de investigacion.
Para lo cual la metodologia fue descriptiva y experimental, donde se recogieron
pruebas de suelo manchado de tres lugares contiguos a la unidad de petréleo,

llegando alrededor de 11 cepas confinadas y 1 organismo, de los cuales 5 se

Por otro lado, a nivel nacional Quispe (2020) en su investigacion titulada
“Determinacion de los tiempos de la biodegradacién del hidrocarburo a diferentes
concentraciones en biorreactores de polietileno con un inoculo de bacterias nativas
de suelo contaminados con hidrocarburos” tuvo como objetivo establecer los
tiempos de biodegradacion de Diesel B5 a concentraciones distintivas. La estrategia
se baso en cuatro pruebas: T1 (control) con 10% DBS5 sin inéculo, T2 con 10% DB5
con inoculo, T3 con 20% DB5 con indculo y T4 con 30% DB5 con indculo. Se logro
un 47,92% de biodegradaciéon en T2 en 21 dias de tratamiento, 50,83% de
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biodegradacion en T3 en 28 dias de tratamiento y 43,04% de biodegradacion en T4

en 36 dias de tratamiento.

Chang (2020) en su tesis titulada “Biorremediacion de suelos contaminados con
hidrocarburo mediada por Pseudomonas spp. en biorreactores” tuvo como objetivo
objeto de evaluar el impacto de la aplicacion de Pseudomonas spp con dosis
totalmente diferentes, para ello se aisl6é cepas presentes la muestra de suelo, el cual
tiene textura, franco arcillo arenoso, pH 6 y humedad del 25%. Los resultados
muestran que las colonias estaban disminuyendo a medida que avanzaba el tiempo,
de esta manera se concluye que, cuanto menor es la biodisponibilidad de la adicién
de hidrocarburos de petroleo, menor es la proximidad de las unidades formadoras

de colonias de Pseudomonas spp.

Castillo et al. (2020) en su investigacion titulada “Aislamiento de bacterias con
potencial biorremediador y analisis de comunidades bacterianas de zona impactada
por derrame de petréleo en Condorcanqui, Amazonas” tuvo como objetivo aislar e
identificar cepas bacterianas con potencial biorremediador en medios de cultivo
suplementados con petréleo. Los resultados detectaron a los filos Proteobacteria y
Bacteroidetes como predominantes en agua y suelo contaminados con
hidrocarburos. De esta manera, se determinaron los principales grupos implicados
en la degradacion de hidrocarburos haciendo uso de técnicas dependientes e

independientes de cultivo.

Mufioz-Silva et al. (2019) en su estudio titulado “Microorganismos tolerantes a
metales pesados de tierras baldias de relaves de minas Santa Rosa, Jangas” tuvo
como objetivo estudiar el grado de tolerancia a metales pesados de hongos y
bacterias aisladas de suelos con y sin rizosfera. En los resultados se aislaron 23
cepas de hongos y 18 de bacterias, donde los hongos con mejores indices de
tolerancia fueron Fusarium temperatura, F. oxysporum, F. inflexum y Penicillium

vanluykii. Mientras que con respecto las cepas bacterianas fueron Bacillus
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licheniformis, B. subtilis, B. cereus y Serratia sp. Se concluye que los hongos tienen

mejores indices de tolerancia que las cepas bacterianas.

Michilot (2019) en su investigacion titulada “Analisis y medidas de mitigacion de los
impactos ambientales sobre la contaminacion de suelos por derramamiento de
hidrocarburos en el lote VIII”, tuvo como objetivo evaluar la aplicacion de agentes
surfactantes y estimulantes en 4 tratamientos de bioestimulacion variando la
concentracién de los estimuladores y manteniendo constante los nutrientes. Se
concluye que la bacteria con mayor efectividad a la hora de degradar los
hidrocarburos propuestos, siendo estos del petréleo del lugar, es la bacteria A.
baumannii, gracias a su buena metabolizacion de las cadenas largas de

hidrocarburos.

Lustosa et al. (2018) en su estudio titulado “Degradacién de hidrocarburos de
petroleo por bacterias aisladas de manglares” tuvo como objetivo evaluar el
potencial de degradacion de bacterias aisladas de sedimentos de manglares en la
degradacion de hidrocarburos de petroleo. Los resultados revelaron bacterias como
Proteobacterium, Pseudomonas y Exiguobacterium, los cuales en un medio salino
mineral que contiene 1% de petréleo, crecieron con densidad éptica a 595 nm
durante 15 dias. En general, es posible la aplicacion de estas bacterias en los
procesos de biorremediacion, debido a sus capacidades metabdlicas y adaptativas

para crecer en un medio rico en hidrocarburos.

2.2. Bases tedricas

2.2.1. Refinamiento de petréleo

El petréleo crudo se compone principalmente de carbono e hidrogeno en la porcion
83-87% de C y de 11-14% de H, ademas contiene muchas impurezas que incluyen
fosfatidos, acidos grasos libres, sustancias gomosas, cuerpos de color, tocoferoles,

esteroles, hidrocarburos, cetonas y aldehidos, las cuales se eliminan en el proceso

7



de refinado, especialmente fosfolipidos, acidos grasos libres y olores y para mejorar
el color del aceite (Hendrikse, Grutters y Schafer 2016). De esta manera, la
refinacion descompone el petréleo crudo en sus diversos componentes, que luego
se reconfiguran selectivamente en nuevos productos. En la Tabla 1, se aprecia la

composicién quimica porcentual del petréleo.

Tabla 1. Composicion quimica del petréleo

Componente Porcentaje (%)
Carbono 84-87 %
Hidrogeno 11-14 %
Azufre 0.06-2 %
Nitrégeno 0.1-2%
Oxigeno 0,1-2 %

Fuente. Tomado de Arzata (2012)

Para ello se requieren instalaciones industriales complejas y costosas, donde se
llevan a cabo procesos termodindmicos como separacion, conversion y tratamiento,
asi dentro de las unidades de destilacion, los liquidos y vapores se separan en
componentes de petroleo, donde las fracciones pesadas estan en la parte inferior y
las fracciones ligeras en la parte superior. En seguida, el método de conversion mas
utilizado es el craqueo, donde se utiliza calor, presion, catalizadores y, a veces,
hidrégeno para romper moléculas de hidrocarburos pesados en moléculas mas

ligeras (Kumar, 2021).

Finalmente, el proceso de tratamiento, principalmente hidrotratamiento, elimina
productos quimicos indeseables al unirlos con hidrégeno, absorbiéndolos en
columnas separadas o afiadiendo acidos para eliminarlos, de esta manera tanto el
petréleo crudo entrante como los productos finales salientes se almacenan

8



temporalmente en tanques grandes en un parque de tanques cerca de la refineria.

Los oleoductos, trenes y camiones transportan los productos finales desde los

tanques de almacenamiento a otros lugares para su uso (Singh y Shikha 2019), tal

como se evidencia en la Figura 1.

Figura 1. Procesos de refinacion del crudo
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Fuente. Tomado de Loayza (2016)

Después de los procesos de tratamiento, mezcla y enfriamiento se obtienen

productos con fracciones mas ligeras, incluida la gasolina y los gases licuados de



refineria, se vaporizan y suben a la parte superior, en cambio los liquidos de peso
medio, incluidos el queroseno y los destilados, permanecen en el centro de la torre
de destilacion, mientras que los liquidos mas pesados, llamados gasoleos, se
separan mas abajo. Dentro de estos, los lubricantes, queroseno y gasolina se usan
como combustible para aviones de reaccion, asi como combustible diésel, aceite de
calefaccion y materias primas petroquimicas que se necesitan para crear los

plasticos (Sanchez, 2018), tal como se muestra en la Tabla 2.

Tabla 2. Subclases de destilados de petréleo

Rango de ebullicion Rango de atomos
(°C) de carbono

LPD Alcohol de limpieza, nafta para limpieza 0 - 150 C4-Cy

Subclase Ejemplos de productos

en seco, bencina, liquido para
encendedores, éter de petroleo,
combustible coleman, diluyente de
pintura
MPD Alcohol blanco, alcoholes minerales, 125 - 225 Cs-Cus
limpiador de brochas, petréleo, diluyente
de pintura, desengrasante de metales
HPD Queroseno, petroleo, aceite para 150 - 350 Co-C 20+
lamparas, aceite para antorchas,
limpiador de cepillos, liquido para
encendedor de barbacoas, combustible
para aviones, gasoil, combustible diesel,
aceite de calefaccion

Fuente. Tomado de Hendrikse, Grutters y Schafer (2016)

2.2.2. Estructuray composicion del suelo
Los suelos estan referidos a un conjunto de particulas en la capa superior de la

corteza terrestre que tiene propiedades distintivas del movimiento basico de la roca
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infrayacente, como resultado de intuicion entre el clima, los seres vivos, la roca
madre y el relieve (Maldonado 2018). De esta manera, el suelo es el elemento critico
de los sistemas de soporte vital porque proporciona varios bienes y servicios de los
ecosistemas que tienen efectos sobre el bienestar humano (Neina 2019), pues
proporciona nutrientes esenciales para el crecimiento de las plantas de cultivo
porque mantiene una comunidad bidtica diversa y activa, exhibe una estructura de
suelo tipica y permite una descomposicion sin perturbaciones (Binemann et al.
2018).

La estructura del suelo describe la forma en que las particulas de arena, limo y
arcilla se agrupan. La arena se compone de pequefios fragmentos de roca y es la
mas aspera en la textura, mientras que la arcilla se vuelve pegajosa o grasosa
cuando estd humeda, y muy dura cuando esta seca, en cambio, el limo esta entre
la arena y la arcilla en textura, siendo el mejor suelo para la mayoria de las plantas.
Casi todos los suelos encontrados en la naturaleza contienen alguna proporcion de
dos 0 mas de los tres tipos de suelo junto con alguna materia organica, por lo tanto,
estos suelos son arcillosos, pero varian en las proporciones de arcilla, limo, arena 'y

materia organica (Yang et al., 2020), tal como se muestra en la Tabla 3.

Tabla 3. Clasificacion textural del suelo

Relacién arena-limo-arcilla

Tipos de suelo Textura
(%)
Livianos Arenoso 90-5-5
Arenoso franco 80-15-5
Franco arenoso 65-25-10
Franco 40-40-20
Medios Franco limoso 20-65-15
Franco arcilloso arenoso 35-35-30
Pesados Franco arcilloso 35-30-35
Franco arcillo limoso 10-35-55
Limoso 10-85-5
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Arcillo arenoso 55-5-40
Arcillo limoso 5-50-45
Arcilloso 10-20-60

Fuente. Tomado de Ciancaglini (2017)

La textura es una propiedad Unica del suelo que tiene un efecto profundo en el
comportamiento de los suelos, como la capacidad de retencion de agua, la retencién
y el suministro de nutrientes, el drenaje y la lixiviacion de nutrientes, por ejemplo,
los suelos mas gruesos generalmente tienen una menor capacidad para retener y
retener nutrientes que los suelos mas finos. Sin embargo, esta capacidad se reduce
a medida que los suelos de textura fina sufren una lixiviacion intensa en ambientes
hamedos (McClellan 2021).

Ademas, los suelos estan compuestos tanto de materia organica como plantas y
animales como de materia inorgénica, de esta manera consta de aproximadamente
un 45% de minerales, un 5% de materia organica, un 20-30% de agua y un 20-30%
de aire. Estos porcentajes son, en el mejor de los casos, solo generalizaciones. En
realidad, el suelo es muy complejo y dinamico. La composicion del suelo puede
fluctuar a diario, dependiendo de numerosos factores como el suministro de agua,
las préacticas de cultivo y / o el tipo de suelo (Kalev y Toor, 2018). Asimismo, en la

Figura 2, se detallan las caracteristicas de los estratos del suelo.
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Figura 2. Estratos del suelo

Horizonte 0
Mantillo y hojarasca

Horizonte A

Capa superior del suelo
color oscuro, rica en
humus.

Horizonte B

mas claro con menor
cantidad de humus, hasta
alli penetran las raices.

Horizonte C

Formado por fragmentos
de rocas desintegradas,
sin nutrientes.

Fuente. Tomado de Ttito (2019)

La materia organica del suelo incluye desde moléculas simples como aminoacidos,
azucares monomeéricos, hasta moléculas poliméricas como celulosa, proteina y
lignina, las cuales se presentan junto con residuos vegetales y microbianos no
descompuestos y parcialmente descompuestos (Baldock, 2007 citado en (Neina
2019). Ademas, la produccion de productos ecolégicamente seguros es posible en
un complejo edafénico bidtico con un contenido 6ptimo de microorganismos

procaridticos, hongos y pequefios animales que debido a su funcion acumuladora
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forman conexiones complejas de movimiento lento con sustancias inaccesibles para

el consumo de las plantas (Hovalyg y Toropova 2017).

2.2.3. Contaminacién del suelo por hidrocarburos

Los compuestos de hidrocarburos del petréleo se pueden dividir en cuatro clases:
los saturados, los aromaticos, los asfaltenos como fenoles, acidos grasos, cetonas,
ésteres y porfirinas, asimismo las resinas como piridinas, quinolinas, carbazoles,
sulféxidos y amidas (Pernia et al., 2012 citado en Baca, 2019). Estos se unen a los
componentes del suelo y son dificiles de eliminar o degradar, pues se produce el
proceso de intemperie que implica influencias fisicas de dispersion, fisicoquimicas
como evaporacion, disolucion y sorcion, quimicas como fotooxidacion y auto-
oxidacion, asimismo biologicas como catabolismo vegetal y microbiano de los

hidrocarburos (Truskewycz et al. 2019).

En la Figura 3, se representa el destino del petréleo y cambios caracteristicos del
lugar tras un derrame de petréleo terrestre, a considerar (A) muerte de plantas, (B)
zonas anaerobias, (C) alteracion de la estructura del suelo, (D) volatilizacion, (E)
percolacion de hidrocarburos, (F) zonas aerobicas, (G) disminucién inicial de las
poblaciones microbianas y diversidad, (H) aguas subterraneas contaminadas por
hidrocarburos. De esta manera, los principales origenes de aparicion de
hidrocarburos son fuga de depositos, vertidos accidentales, enterramiento de
residuos que contienen hidrocarburos, lavado de aglutinantes de caminos
asfaltados y riegos de caminos de tierra con aceites residuales para evitar el polvo,

los cuales causan acumulacioén en los poros del suelo (Arcila, 2016).
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Figura 3. Proceso de intemperie de los hidrocarburos en el ambiente

®
o~ 1/
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IR BT

Aguas sublemraneas

Fuente. Tomado de Truskewycz et al. (2019)

2.2.4. Calidad del suelo

La calidad del suelo vincula los atributos del recurso con las funciones necesarias
para el uso que se destina. Por ejemplo, un suelo empleado para cultivos horticolas
generalmente necesitard una alta concentracién de nutrientes y un pH neutro o
alcalino, por el contrario, un suelo que se utilizara para el cultivo de arboles requerira
un nivel bajo de nutrientes y un pH acido. Ademas, como base para edificios, se
requieren propiedades fisicas muy diferentes en funcion de la resistencia mecanica
del suelo (Powlson 2020). Por otro lado, Blum (2005) citado (Petrescu-Mag,
Petrescu y Azadi 2020) define seis tareas que debe cumplir un suelo para ser de
calidad, incluida la produccion de biomasa, la proteccion de los seres humanos y el

medio ambiente, el reservorio genético, la base fisica de las actividades humanas,
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la fuente de materias primas, a capacidad del suelo para actuar como reserva de

carbono y el patrimonio geogénico cultural.

Ademas, existen muchos marcos para evaluar la calidad del suelo tanto los
indicadores que describen el estado actual del sistema agricola mediante
mediciones detalladas sobre el terreno analizando estadisticamente para
determinar las propiedades y funciones del suelo mas importantes, o profundizando
en el estado de amenazas especificas del suelo. Asimismo, los indicadores que se
centran en el cambio de la calidad y la productividad de los suelos bajo diferentes
sistemas de gestion, mientras que otros indicadores proporcionan informacién
especializada sobre contaminacion en suelos (Drobnik et al. 2018). Por otro lado, la
calidad del suelo es afectada por cuestiones como la expansion de la densidad
aparente, la compactacion y perdida por erosién que son resultados principalmente
de la actividad ganadera y la deforestacion (Calderén-Medina, Bautista-Mantilla y
Rojas-Gonzalez 2018).

2.2.5. Limites maximos permisibles para hidrocarburos

Son los valores maximos admisibles de los pardmetros representativos de la
calidad del agua, estos parametros son indicadores de contaminacion, siendo los
limites maximos que se establecen la normativa general para fiscalizar y controlar
impactos (ver Anexo N° 2: Limites maximos permisibles de parametros quimicos).
Ademés permiten la regulacion de emisiones y descargas de contaminantes, son
parametros que se miden en el foco de emision en condicion de cuerpo emisor de

una manera directa y puntual (Torres, 2018).

2.2.6. Estandares de calidad ambiental

Son valores que establecen umbrales de concentracion de contaminantes por
debajo de los cuales no se produce ningun impacto adverso en el medio y que tiene
en cuenta explicitamente la dilucion disponible a diferentes lugares de descarga que

determina la degradacion maxima permitida de los medios ambientales (Medina y
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Lazo, 2018). Los objetivos de calidad pueden fundamentarse en varios niveles, por
ejemplo, existen niveles deseables a largo plazo, niveles maximos tolerables a corto
plazo y niveles de intervencion en funcion de alarma (Inglezakis et al. 2016).
Asimismo, se cuenta con diversos estandares de calidad ambiental que se tienen

en cuenta en cada pais (ver Anexo 3: Estandares de calidad ambiental para suelo).

2.2.7. Degradacion microbiana de hidrocarburos de petréleo

Es un proceso complejo mediante el cual se pueden limpiar los contaminantes de
hidrocarburos de petréleo del ambiente de manera econémica, sin embargo, puede
llevar un periodo de tiempo prolongado debido a que depende del tipo y cantidad
de hidrocarburos presentes, donde principalmente las bacterias, levaduras y hongos
son los agentes biorremediadores (Horel y Schiewer 2020). En este contexto, el
primer microrganismo mencionado es el mas activo en la degradacion del petroleo
y actiian como degradadores primarios del aceite derramado en el medio ambiente,
pues varias bacterias se alimentan exclusivamente de hidrocarburos (Louvado et al.
2019).

Aunque las algas y los protozoos son los miembros importantes de la comunidad
microbiana en los ecosistemas acuaticos y terrestres, los informes son escasos
sobre su participacion en la biodegradacion de hidrocarburos. Por otro lado, el
mecanismo de degradacion mas rapida y completa de la mayoria de los
contaminantes organicos se produce en condiciones aerdbicas con mayor eficiencia
pero también es posible en anaerdbicas (Baca, 2019). En ambos casos es
indispensable la presencia de microorganismos con las capacidades metabdlicas,
los cuales, en condiciones Optimas de crecimiento y biodegradacion de

hidrocarburos, teniendo en cuenta los elementos de la Figura 4.
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Figura 4. Disposicion en el espacio de los agregados constituyentes del suelo

Microorgansmos
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Fuente. Tomado de Lladé6 (2012)

Estos microorganismos se pueden mantener asegurando concentraciones
adecuadas de nutrientes y oxigeno y que el pH esté entre 6 y 9 (Khudur et al. 2019).
De esta manera, existen dos enfoques tanto la bioaumentacion, en la que se afladen
bacterias conocidas que degradan el aceite para complementar la poblacién
microbiana existente, como la bioestimulacion, en la que el crecimiento de
degradadores de hidrocarburos autéctonos es estimulado por la adicion de

nutrientes u otros cosustratos que limitan el crecimiento (Das y Chandran, 2016).
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2.2.8. Factores que influyen en la degradacion de los hidrocarburos del
petréleo

La composicion y biodegradabilidad inherente del contaminante de hidrocarburos
de petréleo es el primer factor que mas importante consideracién cuando se va a
evaluar la idoneidad de un enfoque de remediacion. Entre los factores fisicos, la
temperatura juega un papel importante porque afecta directamente la quimica de
los contaminantes, asi como la fisiologia y diversidad de la flora microbiana, por
ejemplo, a bajas temperaturas, la viscosidad del aceite aumenta, mientras que la
volatilidad de los hidrocarburos toxicos de bajo peso molecular se reduce,

retrasando el inicio de la biodegradacion.

La temperatura también afecta la solubilidad de los hidrocarburos, pues, aunque la
biodegradacion de los hidrocarburos puede ocurrir en un amplio rango de
temperaturas, la tasa de biodegradacion generalmente disminuye con la
temperatura decreciente, asi las tasas de degradacion mas altas ocurren
generalmente en el rango de 30 - 40°C en ambientes de suelo. Por otro lado, los
nutrientes son ingredientes muy importantes para una biodegradacion exitosa de
los contaminantes de hidrocarburos, especialmente nitrégeno, fésforo y, en algunos
casos, hierro, sin embargo, las concentraciones excesivas de nutrientes también

pueden inhibir la actividad de biodegradacion.

2.3. Definicién de términos

e Pasivos ambientales: Son establecimientos o almacenes de desperdicio que
se originaron por la falta de un manejo adecuado en las operaciones petroleras
y en la actualidad se encuentran inactivas durante un largo periodo de tiempo
causando contaminacion (Rangel 2020).

e Mapas de suelos: Se refieren a datos referente a la ubicacion y origen de
diversos suelos en una region, asi como del rendimiento agricola, usos y manejo

de la superficie terrestre compilados mediante estudios de campo respaldados

19



por sensores remotos y otros datos ambientales, opiniones de expertos y analisis
de laboratorio (Agricultura 2021).

Niveles de referencia: Los niveles de referencia son la concentracion pasable
mas extrema sin impactos desfavorables sobre los seres vivos en el suelo y
toman en consideracion puntos de vista como la biodisponibilidad de los
hidrocarburos, sus propiedades fisicoquimicas y usos de la superficie terrestre
(Lago 2018).

Nivel de fondo: Es la concentracién dentro del suelo de sustancias quimicas
que no fueron producidas por la actividad natural del suelo o fueron creadas por
una fuente antropogénica diferente a la accion, por lo tanto, representa una
circunstancia perfecta para determinar la contaminacion por la presencia de
sumas de metales inusualmente altas (Jensen et al. 2017).

Muestreo de suelo: tiene por objetivo examinar la presencia de contaminacion
del suelo mediante la recopilacion de pruebas representativas para establecer si
el suelo se encuentra en los niveles éptimos segun el estandar de calidad
ambiental (MINAM 2018).

Potencial de hidrégeno del suelo: es una medida de la acidez y alcalinidad del
suelo, lo que representa la concentracion de hidrégeno en la solucion terrestre,
asi esta propiedad quimica es vital porque influye en la conducta y la evolucion
de los componentes necesarios en el rendimiento de los cultivos, la liberacién
de nutrientes del suelo y la actividad microbiana del suelo (Zhang, Wu y Liu
2019).

Cianuro total: se refiere a la suma total de todas las formas quimicas
inorganicas de cianuro que se disocian y liberan cianuro libre cuando se someten
a reflujo en condiciones fuertemente acidas, el cual se determina analiticamente
mediante destilacion de acido fuerte o radiacién UV y exposicion a acido fuerte
seguido del analisis del cianuro libre liberado (Gobierno de Columbia Britanica
2017).

Cianuro Libre: Forma de cianuro en hidrégeno molecular (HCN) biodisponible

por encima de pH 11 o cianuro ionico (CN-) presente a un pH de 7 0 menos en

20



agua. El cianuro difusible se recupera y determina mediante andlisis de
microdifusion o difusién de gas (Gobierno de Columbia Britanica 2017).
Arsénico (As): es un elemento ubicuo cuya forma metdlica es brillante, gris
plateado y quebradizo que se puede detectar a bajas concentraciones en la
naturaleza de diversas formas, aunque raramente en estado solido, pues su
dispersion se produce tanto por fendmenos naturales como erupciones
volcanicas y erosion del suelo, como por actividades antropogénicas
(Tchounwou et al. 2016).

Plomo (Pb): es un metal gris azulado natural con caracteristicas densas,
blandas y de resistencia a la corrosion, sin embargo, puede fundirse a bajas
temperaturas permitiendo un moldeado facilmente estirable sin perjuicio de
fraccionamiento (Monger y Wangdi 2020).

Cadmio (Cd): es un elemento de color blanco con ligero matiz azulado, blando,
ddctil, resistente a la corrosion e insoluble tanto en agua como en disolventes
organicos, asi por lo general esta presente naturalmente en vegetales, cereales
y tubérculos con niveles bajos, sin embargo, la actividad humana ha

incrementado considerablemente esos niveles (Cai et al. 2020).
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. METODOLOGIA

3.1. Tipoy disefio de investigacion

Con respecto a la investigacion, se defini6 que la metodologia es cualitativa.
Asimismo, el tipo de investigacion es exploratorio y descriptivo, teniendo en cuenta
el objetivo del estudio. Mientras que el disefio de investigacion es no experimental
porque buscay recoge informacion relacionadas con las actividades que se pondran
en practica.

3.2. Variables y operacionalizacion

3.2.1. Variable independiente

En la investigacion, la variable independiente es el microorganismo degradador, que
operacionalmente se define como: un microorganismo degradador de hidrocarburos
totales de petroleo (THP) con capacidad para crecer en BMTM conteniendo una
mezcla de fenantreno (0,5 g/l), fluoreno, antraceno y dibenzotiofeno (cada uno de
ellos a la concentracién final de 0,05 g) incubados en placas de microtitulacién por

10 dias a 25°C en oscuridad.

3.2.2. Variable dependiente

En la investigacion, la variable dependiente es el suelo contaminado con
hidrocarburos, que operacionalmente se define como: una muestra de suelo de 500
g extraida a 20 cm de profundidad de la superficie del suelo de la Zona de Jabonillal
y analizada para determinar la contaminacion con hidrocarburos totales de petréleo
(THP) por el Método de Ensayo Referencial ASTM D 5134.1998.
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3.3. Poblacién, muestra, muestreo, unidad de analisis

3.3.1. Poblacién
La poblacion esta constituida por el suelo de la Zona de Jabonillal, ubicado en el
Distrito de Parifias.

3.3.2. Muestra
La muestra estuvo constituida por los suelos contaminados con hidrocarburos
totales de petréleo (THP) de la Zona de Jabonillal, obteniendo tres muestras de 500

g de suelo de hasta una profundidad de 10 cm.

3.3.3. Muestreo
El muestreo se realizé en puntos especificos predeterminados de la Zona de
Jabonillal, constituyendo un muestro no probabilistico, obteniendo una muestra

conveniente, segun las coordenadas S-4.516991 y E-81.209788.

3.4. Técnicas e instrumentos de recoleccién de datos

3.4.1. Técnicas de recoleccion de datos

La técnica que se aplico fue la recoleccidén de datos, mediante observaciones de la
zona y toma de muestras para ser analizadas en laboratorio para definir el estado
actual del suelo; para lo cual se realizé trabajo de campo y coordinaciones con

instituciones involucradas.

3.4.1.1. Trabajo de campo

Consistente en visitas técnicas aplicadas en el lugar objeto de estudio (Jabonillal),
esta actividad se llevara a cabo en los meses de enero, febrero y marzo del 2020
en donde se hizo el recorrido de la zona, se registraron las condiciones ambientales,

se identifico las fuentes de afectacion al ambiente. Vertimiento de hidrocarburos y
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problemas de arrojo de residuos sélidos a los alrededores, detectando fuentes

causales de contaminacion ambiental y factores ambientales afectados.

3.4.1.2. Coordinaciones con instituciones involucradas
Para la realizacién de la presente investigacion se llevaron a cabo coordinaciones
con instituciones involucradas en materia ambiental y de saneamiento que pudieron

proveer de informacion de la situacion ambiental.

3.4.2. Instrumentos de recoleccion de datos

El instrumento de recoleccién de datos fue la excavacion del suelo contaminado de
la Zona de Jabonillal; para lo cual, se utilizo:

e Mapas satelitales

e [Fotografias

e Libreta de apuntes

¢ Kit de toma de muestras.

3.5. Procedimientos

3.5.1. Diagnostico de la situacion actual de la Zona de Jabonillal
3.5.1.1. Aspectos generales

Se ubico geograficamente en un mapa la Zona de Jabonillal, realizando un mapeo

satelital, tal como se observa en la Figura 5.
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Figura 5. Mapa geografico de Jabonillal
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Fuente. Elaboracién propia

Se tomaron en cuenta las caracteristicas geograficas y demogréficas de la Zona de
Jabonillal (ubicada en el Distrito de Parifias, Provincia de Talara, Regiéon Piura y
esta localizada a orillas del Océano Pacifico; que cuenta con una poblacién
estimada de 124 444 habitantes segun el XII Censo de Poblacion, VIl de Vivienda y

[l de Comunidades indigenas del 2017), tal como detalla en la Tabla 6.

Tabla 4. Datos geograficos del Distrito de Parifias

Aspecto Detalle

Distrito Parifas

Coordenadas 4°34'52"S 81°16'29"0
Superficie 1116.99 km?
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Altitud
Densidad poblacional

Poblacién censada

Limites

15 m.s.n.m.

88,01 habitantes/km?

124 444 habitantes

Por el norte: con la Regién de Tumbes
Por el sur: con la Provincia de Paita
Por el este: con la Provincia de Sullana

Por el oeste: con el Océano Pacifico

Para desarrollar el proyecto, se realizo la ubicacion del area de estudio mostrada en

el mapeo correspondiente a la Figura 6.

Figura 6. Mapa de ubicacién de area de estudio
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3.5.1.2. Trabajo de campo

Se realizaron visitas a la zona de estudio, con el fin de identificar y conocer a mas
profundidad la situacion de la Zona de Jabonillal; realizandose la primera para
buscar alguna area que cuente con las caracteristicas especificas de un area

contaminada por petroleo, y asi poder considerarla como parte de estudio.

Se busco presencia de manchas negras en el suelo en varias zonas y si las fuentes
contaminantes eran filtros de aceites esparcidos por todo el lugar; se conversé con
colaboradores de mantenimiento de una empresa petrolera cercana; y se identificd

la zona de muestreo con posibles fuentes de contaminacion.

Se realizé un recorrido por toda el area para determinar si habia presencia de
poblacién en los alrededores; se buscé presencia de especies de flora o fauna por
toda la zona de evaluacion; y se buscé presencia de residuos solidos en los

alrededores de la zona

3.5.2. Muestreo de suelos para los analisis de laboratorio

3.5.2.1. Aspectos generales

Se tuvo en cuenta que la Zona de Jabonillal es una zona industrial que cuenta con
la presencia de varias empresas petroleras que con su actividad diaria generan
diversos impactos al ambiente, como lo es la extraccién del crudo, es por ello que
se ha tomado una solucion alternativa para su conservacion y preservacion del

ambiente.

3.5.2.2. Punto de muestreo

Se ubico el punto de muestreo teniendo en cuenta las siguientes coordenadas UTM
4°31'2.12"S, 81°12'35.28"0, obteniendo una elevacion de 8 m.s.n.m.; se realizé un
analisis en este punto para establecer si era un area de considerable contaminacion

por hidrocarburos, el cual afecta al suelo y a otras formas de vida que se encuentran
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en la zona de estudio; y se busco presencia de cuerpos de agua contaminados por

eutrofizacion a causa de la contaminacion de crudo en el area de muestreo.

3.5.2.3. Obtencién de muestra

Tal como se muestra en la Figura 7, para obtener la muestra del suelo a analizar,

se utilizaron los siguientes materiales:

Badilejo

Bolsas herméticas
Cooler

Guantes

Casco

Tapa boca

Guardapolvo.

Figura 7. Materiales utilizados para obtener la muestra
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A continuacion, se inici6 la toma de muestra del suelo contaminado, tal como se

muestra en la Figura 8.

Figura 8. Suelo contaminado

Luego, al tener identificada el area de muestreo, se inicié con el barrido de suelo
contaminado por crudo de petroleo; para lo cual, se utilizé un badilejo (tipo de
material) que sirvio extraer la muestra a una profundidad de 10 cm, tal como se

muestra en la Figura 9.
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Figura 9. Barrido del suelo contaminado y recojo de la muestra

Después, se depositd la muestra de suelo en una bolsa hermética; y posteriormente,
se rotulé y depositd la muestra en un cooler bajo la temperatura de 4°C para

conservarla (por refrigeracion), de acuerdo a lo mostrado en la Figura 10.
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Figura 10. Rotulacion y conservacion de la muestra
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En un segundo momento, se tomo6 una segunda muestra en las paredes del lugar
donde se localizd el muestreo debido a que por la presion a la que llega el crudo
tiende a salpicar, iniciando con un raspeo a las paredes y en la caida de la pared
haciendo el mismo proceso que la muestra anterior, tal como se muestra en la

Figura 11.

Figura 11. Obtencion de la segunda muestra a partir del raspado de la pared

Se realizé larecoleccion, rotulacion y conservacion de la segunda muestra, de forma

similar como se hizo con la primera muestra, tal como se observa en la Figura 12.
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Figura 12. Recoleccion, rotulacion y conservacion de la segunda muestra

En un tercer momento, se tomd una ultima muestra en el exterior del area
contaminada y se hizo el mismo procedimiento de las dos primeras muestras y se

recolectaron datos, como se aprecia en la Figura 13.
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Figura 13. Recoleccion, rotulacion y conservacion de la tercera muestra
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Finalmente, las muestras fueron trasladas al laboratorio para determinar el tipo de
microorganismo que degradara este hidrocarburo.
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3.5.3. Pruebas de laboratorio: determinacién de la biodegradacién

Primero, se realiz6 la cuantificacion de la poblacién microbiana biodegradadora de
hidrocarburos, a través de la técnica del nimero mas probable (NMP) en placas de

microtitulacion en medio BMTM enriquecido, durante 10 dias a 25°C en oscuridad.

Luego, se determind los microorganismos biodegradadores, segun las condiciones
de incubacidn, realizando la biodegradacién en medio BMTM con 5% de crudo de
petréleo esterilizado como Unica fuente de carbono y energia, durante 10 dias en

agitacion a 200 rpm y en oscuridad, utilizdndose controles.

Después, se determind la eficiencia de biodegradacién del microorganismo,
mediante el proceso de degradacion, inoculandose el microorganismo degradador
en 200 ml del sustrato sobre 500 g de suelo, incubandolo hasta 16 dias en agitacion
de 120 rpm a temperatura 25°C, después de la cual se paralizé el proceso y se

procedio a cuantificar el THP degradado.
Finalmente, se determind el extracto organico total (EOT) residual de hidrocarburos

totales de petrdleo, segun el método ASTM D 5134.1998; luego se determind la

eficiencia de la degradacion, comparandola con un control abiético.
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IV. RESULTADOS

Con respecto a la situacién de la Zona de Jabonillal, en las visitas realizadas a la
con el fin de identificar y conocer a méas profundidad la problemética, el dia 08 de
febrero de 2020, se encontrd un &rea contaminada por petréleo, tal como se observa

en la Figura 14.

Figura 14. Primera visita a la Zona de Jabonillal

Asimismo, se encontré manchas negras en el suelo en varias zonas, cuyas fuentes
contaminantes eran filtros de aceites esparcidos por todo el lugar y producto del
mantenimiento de una empresa petrolera cercana, tal como se aprecia en la Figura
15.
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Figura 15. Fuentes de contaminacion de la Zona de Jabonillal

También, se evidencié ausencia de poblacién en los alrededores de la Zona de
Jabonillal, tal como se muestra en la Figura 16.
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Figura 16. Ausencia de poblacion en la Zona de Jabonillal

De la misma manera, se observo presencia de especies de flora o fauna por toda la
zona de evaluacion, como se aprecia en la Figura 17.

Figura 17. Presencia de la planta del género Rudbeckia

También, se encontro residuos sélidos en los alrededores de la Zona de Jabonillal,

tal como se observa en la Figura 18.
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Figura 18. Presencia de residuos sélidos en la zona

Teniendo en cuenta que la investigacidon busca evaluar el microorganismo
degradador de hidrocarburos totales de petroleo (TPH) en suelos contaminados en
la Zona de Jabonillal, se obtuvieron resultados de la zona, los microorganismos

degradadores y la eficiencia de degradacion.

Con respecto a la elaboracion del diagnéstico de la situacion actual de Jabonillal,
se determind la concentracion de hidrocarburos totales de petréleo en el suelo de
Jabonillal, tal como se observa en la Tabla 5.

Tabla 5. Concentracién de hidrocarburos en las muestras de suelo de la Zona de

Jabonillal

Muestras  Ubicacion Concentracion promedio de
hidrocarburos en suelo
Muestral UTM 4°31'2.12"S, 81°12'35.28"0 2596 mg/kg de suelo
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Muestra 2

Muestra 3

De acuerdo al anadlisis de laboratorio para determinar los microorganismos
degradadores de hidrocarburos, se identific6 a los microorganismos (bacterias)
aislados de la muestra de suelo contaminado con hidrocarburos de la Zona de

Jabonillal, tal como se muestra en la Figura 19.

Figura 19. Microorganismos (bacterias) aislados de la muestra de suelo

contaminado con hidrocarburos de la Zona de Jabonillal

Microorganismos en el suelo de Jabonillal

70
60
50
40

30

UFC/g de suelo

20

10

Methylobacterium sp. Phyllobacterium myrsinacearum

Microorganismos

Fuente. UFC (unidades formadoras de colonia)

En el caso de la determinacion de la eficiencia de degradacion de hidrocarburos

totales de petroleo (TPH) del microorganismo mas abundante en el suelo, es decir
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de Methylobacterium sp., se calcul6 la eficiencia de degradacion en diferentes dias,

observandose una alta eficiencia, tal como se detalla en la Figura 20.

Figura 20. Eficiencia degradadora de hidrocarburos totales de petroleo (TPH) de
Methylobacterium sp.
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Fuente. La concentracion inicial de TPH fue de 2596 mg/kg de suelo.

Formula:

Eficiencia de la degradacion de TPH (%) = (TPH total — TPH residual) x 100% / TPH total
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V. DISCUSION

Es evidente que la actividad productiva de la Zona de Jabonillal, la extraccion del
petréleo, esta causando acumulacion o contaminacion de residuos de petroleo en
el suelo, donde interactia con elementos bibticos y abioticos, entre ellos, los
microorganismos; teniendo en cuenta que los derrames impactan significativamente
sobre el ambiente (suelo, agua y aire) generando severos dafios sobre la

naturaleza, la cual se ve alterada.

Teniendo en cuenta el estudio de Figueroa (2017) que sostiene que
Methylobacterium sp. y Phyllobacterium myrsinacearum tienen individualmente la
capacidad de degradar parcialmente el petroleo, pero pueden degradar
conjuntamente con otros microorganismos totalmente el petréleo; entonces se
puede afirmar que la presencia de estas dos bacterias en los suelos de la Zona de
Jabonillal se debe a que estan formando un consorcio microbiano para degradar el
contaminante de esta zona, lo cual implica que su capacidad de adaptacion al medio
es alta.

Asimismo, en los estudios realizados por Harumain (2012) sobre Methylobacterium
sp. que aislé de diversas refinerias de petréleo demostrd su alta capacidad para
degradar el petréleo, tal como se ha demostrado en los resultados de la
investigacion, donde la eficiencia de degradacién de hidrocarburos totales de

petréleo fue mayor a 85.34% en 16 dias.

Por lo tanto, la probabilidad de encontrar Methylobacterium sp. y Phyllobacterium
myrsinacearum en el suelo de la Zona de Jabonillal es alta; asimismo, la capacidad
y eficiencia degradadora de hidrocarburos totales de petroleo debe ser alta debido

a su adaptacion en el medio donde se encuentra.
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VI. CONCLUSIONES

La investigacion para evaluar el microorganismo degradador de hidrocarburos en
suelos contaminados en Jabonillal 2020 permitio llegar a las algunas conclusiones
con respecto a la zona, los microorganismos degradadores y la eficiencia de

degradacion.

El suelo de la Zona de Jabonillal estad contaminado con hidrocarburos totales de
petroleo por la actividad productiva que se realiza en la zona.

Las bacterias Methylobacterium sp. y Phyllobacterium myrsinacearum son los
microorganismos mas abundantes presentes en el suelo de la Zona de Jabonillal,

siendo el primero en mayor abundancia que el segundo.
La bacteria Methylobacterium sp. tiene una alta capacidad de degradacion de

hidrocarburos totales de petréleo en el suelo llegando a una eficiencia de 85.34%
en los 12 primeros dias, subiendo un 0.02% a los 14 y 16 dias.
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VIl. RECOMENDACIONES

Como parte de la investigacion, se recomienda realizar ensayos adicionales con
Methylobacterium sp., Phyllobacterium myrsinacearum y otros microorganismos
para comparar su eficiencia degradadora de hidrocarburos totales de petréleo en el

tiempo, tanto aisladamente como simbibticamente en grupos.

Asimismo, dentro de los ensayos en laboratorio, se podrian realizar evaluaciones
sobre degradacion de hidrocarburos totales de petréleo por los microorganismos
estudiados, teniendo en cuenta las variables temperatura del medio de cultivo, pH
de la muestra de suelo y concentracion del contaminante (hidrocarburo) para

determinar las condiciones éptimas para una degradacion eficiente.

Otra recomendacion seria realizar pruebas de campo al inocular los
microorganismos aislados e identificados en areas de suelo contaminado por
hidrocarburos totales de petrdleo, teniendo presente que las condiciones
ambientales (temperatura del ambiente, humedad relativa, radiacion solar,
velocidad del viento, etc.) varian en la biorremediacion en campo y son diferentes a

las condiciones en los ensayos de laboratorio.

También, se recomienda realizar la caracterizacion de los suelos donde se
realizardn pruebas de biorremediacién para determinar la eficiencia de los
microorganismos degradadores de hidrocarburos, teniendo en cuenta que hay
suelos arcillosos, suelos arenosos y suelos mixtos que podrian influir en la
disponibilidad del contaminante para el microorganismo degradador de

hidrocarburos aplicado.
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ANEXQOS

Anexo N°1: Matriz de operacionalizacién de variables

dependiente:
suelo
contaminado con

hidrocarburos.

contaminado con
hidrocarburos
totales de
petroleo (THP).

de 500 g extraida
a 20
profundidad de la
del

suelo de la Zona

cm de

superficie

de Jabonillal 'y

procedente  de
zonas donde
extraen

hidrocarburos.

Variables de | Definicién Definicién Indicadores Escala de
estudio conceptual operacional medicion
Variable Microorganismo Microorganismo Crecimiento de | Presencia de
independiente: con capacidad | degradador de | microorganismos | unidades
microorganismo para degradar | hidrocarburos en medio de | formadoras de
degradador. productos totales de | cultivo que | colonia (UFC)
guimicos. petroleo  (THP) | contienen en medio
con capacidad | hidrocarburos. BMTM
para crecer en enriquecido vy
BMTM que tienen la
conteniendo una capacidad para
mezcla de degradar
fenantreno (0,5 hidrocarburos
a/l), fluoreno, totales de
antraceno y petroleo (THP).
dibenzotiofeno
(cada uno de ellos
a la concentracion
final de 0,05 Q)
incubados en
placas de
microtitulacién por
10 dias a 25°C en
oscuridad.
Variable Suelo Muestra de suelo | Suelo Medicion de

hidrocarburos

totales de
petroleo (THP)
por el Método
de Ensayo

Referencial




analizada  para
determinar la
contaminacion
con hidrocarburos
totales de
petréleo  (THP)
por el Método de
Ensayo
Referencial ASTM
D 5134.1998.

ASTM
5134.1998.

D




Anexo N° 2: Limites méximos permisibles de parametros quimicos

LIMITES MAXIMOS
PERMISIBLES
Parametro Regulado (mg/l)
Concentraciones en
(t‘:ualquhr momento)
Hidrocarburos Totales de Petréleo (TPH) 20
500 (a rios, embalses

Clonro ( ZOO(IJa(%?Jmios) )
Cromo Hexavalente 0.1
Cromo Total 05
Mercurio 0,02
Cadmio 0,1
Arsénico 02
Fenoles para efluentes de refinerias FCC 05
Sulfuros para efluentes de refinerias FCC 10
Demanda Bioquimica de Oxigeno (DBO) 50
Demanda Quimica de Oxigeno (DQO) 250
Cloro residual 0,2
Nitrégeno amoniacal 40
Coliformes totales (NMP/100 mL) <1000
Coliformes Fecales NMP/100 mL) <400
Fésforo 20
Bario 50
pH 6,0-9,0
Aceites y grasas 20
Plomo 0,1
Incremento de Temperatura * <3°C

Fuente: D.S. 037-2008-PCM



Anexo 3: Estandares de calidad ambiental para suelo

Usos del Suelo™
Parimetros Svelo c - Métodos
en mgikg PS™ Suelo Agricola™ |  Residenciall Industriaf de ensayo MR
Parques™ Extractivo®
ORGANICOS
[Hadrocarburos aromiticos volitiles
EPAG2E0™
E«mm 003 003 0.0 EPA BO21
EPAB260
Tobno 037 037 037 EPA 8021
; EPAB260
Elibenceno 0,082 oo0s2 0,082 EPA BO21
EPAB260
2 na
[xnenoe = " 1" n EPA.B021
rocarburos poliaromaticos
EPAB260
Natseno 0.1 06 22 EPA BO21
EPAB270
Ben2a) prero 0.1 07 0.7 EPAB270
JHedrocarburos de Petréied
Fracerdn de herocarburos F1 o |CE-C10) 200 200 500 EPABO1S
Fraccedn de harocarburos F2 o0
>C10-C28) i o 5000 EPA 8015
IFraccitn de harocarburos F3 ™
»C28-CAD) 3000 300 6000 EPABO1S
ICompuestos Organodorados
Bileriios poldoradas - PC8 ™ 05 13 33 EPA BO82
EPA 8270
[Telradercelieno 0.1 02 0.5 EPA 8260
Trxciorosshere 0.01 001 0.01 EPY 8250
INORGANICOS
EPA 3050
arsenco 50 B 140 EPA 3051
EPA 3050
L
Bano keal 750 S00 200 EPA 3051
X EPA 3050
ICadmio 14 10 2 EPA 3051
- EPA 3050
Cromo total 400 1000 EPA 3051
EPA 3060/
Cromo V1 04 04 14 EPATI99¢4
DIN EN 15192%
EPATAT
PVarcuno 6.6 66 24 EPA 6020 & 200 8
EPA 3050
Plomo 70 140 800 EPA 3051
EPASO13
SEMAW-AYWWA-WEF 4S00CNF o
Cianuro Litve 0.9 09 8 ASTM D7237 yid
1ISO 1768202015

Fuente. D.S. 011-2017-MINAM




Anexo 4: Sustrato para el microrganismo biodegradador (BMTM)

SUSTRATO PARA EL MICROORGANISMO BIODEGRADADOR

Reactivos Gramosl/litro
K:HPO, 12g
KH2PO4 062g
CaCl*6H,0 005¢g
MgSQ47H20 0.20g
NaCl 0.10 g
FeCls 1.0 mg
{NH4}2504 0.16 g
CuS04+5H:0 5 ug
MnSQ4+5H20 10 ug
Na;MoQ4*H;0 10 ug
H:BO3 10 pg
ZnS04+7H:0 70 ug
CoClz*6H:20 5 ug
Cofactor

CaCl*2H,0 30 uM
CeCl:*7H;0 30 uM
Agar bacteriolégico 13 g
Metanol 5 mi

pH 7



Anexo N°5: Resultados de los microorganismos encontrados

Universidad Nacional de Piura

CENTRO PRODUCTIVO DE BIENES Y SERVICIOS

DEPARTAMENTO ACADEMICO DE INGENIERIA QUiMica 480 '

2020

INFORME DE ANALISIS N°95-CP-D.A.1.Q.-UNP

SOLICITADO POR
MUESTRA

CODIGO DE MUESTRA
COORDENADAS
PROCEDENCIA
CANTIDAD DE MUESTRA
ANALISIS SOLICITADOS
PROYECTO DE TESIS

FECHA MUESTREQ
FECHA DE RECEPCION
FECHA DE ANALISIS

ALMENDRA JORDANA MENDOZA OTERO
SUELO CONTAMINADO CON HIDROCARBURO DE PETROLEDC

M1

$-4.516991 E-81.209788
JABONILLAL

tKG

DETERMINACION DE MICROOQRCGANISMOS DEGRADADOR

EVALUACION DEL MICROORGANISMO DECRADADOR DE
HIDROCARBUROS EN SUELOS CONTAMINADOS EN JABONILLAL-

TALARA 2020.
10 DE FEBRERO DEL 2020
10 DE FEBRERO DEL 020

DEL 10 AL 17 DE FEBRERO DEL 2020

HORA: 02115 PM

RESULTADOS MICROBIOLOGICOS
|
MICROORGANISMO UNIDAD DE RESULTADOS METODO DE ENSAYO
BACTERIA MEDIDA REFERENCIAL
Methylobacterium sp. | UFC/ml a 35°C 60 ASTM Ds730-95a
Phyllobacterium UFCimil a 35°C 3 ASTM D5730-952
Myrsinacearum

Muestra Proporcionado por el Cliente

PIURA, 17 DE FEBRERO DEL 2020




Anexo N°6: Resultado de la muestra THP

Universidad Nacional de Piura

= 2 CENTRO PRODUCTIVO DE BIENES Y SERVICIOS
) «f DEPARTAMENTO ACADEMICO DE INGENIERIA QUIMICA

INFORME DE ANALISIS N°130-CP-D.A.1.Q.-UNP

SOLICITADO POR :  ALMENDRA JORDANA MENDOZA OTERO

MUESTRA :  SUELO CONTAMINADO CON HIDROCARBURO DE PETROLEO

CODIGO DE MUESTRA : M

COORDENADAS :  S-4.516991 E-81.209788

PROCEDENCIA :  JABONILLAL

CANTIDAD DE MUESTRA : 1KG

ANALISIS SOLICITADOS :  DETERMINACION DE TPH (Hidrocarburos Totales de Petréleo)

PROYECTO DE TESIS : EVALUACION DEL MICROORGANISMO DEGRADADOR DE
HIDROCARBUROS EN SUELOS CONTAMINADOS EN JABONILLAL-
TALARA 2020.

FECHA MUESTREO : 10 DEFEBRERODEL2020  HORA: 02:15 PM

FECHA DE ANALISIS :  DEL 22 DE FEBRERO AL § DE MARZO DEL 2020.

RESULTADOS MICROBIOLOGICOS

PARAMETRO UNIDAD DE RESULTADOS METODO DE ENSAYO
(DIA CERO) MEDIDA REFERENCIAL
TPH mg/Kg 2596 ASTM D 5134.1998

Muestra Proporcdionado por el Cliente antes de la inoculacién del microrganismo.

PIURA, 12 DE MARZO DEL 2020

TR CENTAD OO TN
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Anexo N°7: Resultado de la muestra a los 12 dias

Universidad Nacional de Piura

CENTRO PRODUCTIVO DE BIENES Y SERVICIOS .
DEPARTAMENTO ACADEMICO DE INGENIERIA QUIMICA - =

Sain s

2020

INFORME DE ANALISIS N°140-CP-D.A.1.Q.-UNP

SOLICITADO POR :  ALMENDRA JORDANA MENDOZA OTERD

MUESTRA :  SUELD CONTAMINADO COM HIDROCARBURD DE PETROLED

CODIGO DE MUESTRA : M

COORDENADAS : S-4.516091 E-B1.2007688

PROCEDENCLA :  JABOMILLAL

CANTIDAD DE MUESTRA : 1KG

ANALISIE SOLICITADDS :  DETERMIMACION DE TPH (Hidrocarburos Totales de Petrdlea)

FPROYECTO DE TESIS :  EVALUACION DEL MICROORGANISMO DEGRADADOR DE
HIDROCARBUROS EM SUELOS CONTAMINADOS EN JABDMILLAL-
TALARA 2020,

FECHAMUESTRED : 10 DE FEBRERD DEL 2020

FECHA DE AMALISIS :  DEL 22 DE FEBRERO AL g DE MARZO DEL 2020.

RESULTADOS MICROBIOLGGICOS

PARAMETRO UNIDAD DE RESULTADOS METODO DE ENSAYO
(DIA12) MEDIDA REFERENCIAL
TPH mg/Kg 380.6 ASTM D 5134.1558

Muestra Proporcionado por el Cliente despuds de |a degradacin del suelo por el micronganisme
Methylobacterum sp. Por 12 dias.

FIURA, 12 DE MARIO DEL 2020




Anexo N°8: Resultado de la muestra a los 14 dias

Universidad Nacional de Piura

CENTRO PRODUCTIVO DE BIENES Y SERVICIOS .
DEPARTAMENTO ACADEMICO DE INGENIERIA QUIMICA P s

St

2020

INFORME DE ANALISIS N°145-CP-D.A.1.Q.-UNP

SOLICITADD POR :  ALMENDRA JORDAMA MENDOZA OTERD

MUESTRA ;' SUELD CONTAMINADO CON HIDROCARBURD DE PETROLED

COMIGO DE MUESTRA ;M

COORDENADAS i 54516401 E-B1.200788

FROCEDENCIA :  JABOMILLAL

CANTIDAD DE MUESTRA : 1KG

AMALISIS SOLICITADOS :  DETERMINACION DE TPH {Hidrocarburos Totales de Petrdlea)

FROYECTO DE TESIS : EVALUACION DEL MICROORCANISMO DECGRADADOR DE
HIDROCARBUROS EN SUELDS CONTAMINADOS EN JABOMILLAL-
TALARA 2020.

FECHA MUESTRED : 10 DE FEBRERO DEL 2020

FECHA DE ANALISIS :  DEL22 DE FEBRERD AL g DE MARZO DEL 2020.

RESULTADOS MICROBIOLOGICOS

PARAMETRO UNIDAD DE RESULTADOS METODO DE ENSAYO
(D1A 14) MEDIDA REFERENCIAL
TPH me/ke 380.1 ASTM D 5134.159598

Muestra Proporcionade por el Cliente despuds de |a degradackon del suelo por el microrganisme
Methylobacterum sp. Por 14 dias.

PIURA, 12 DE MARZO DEL 2020




Anexo N°9: Resultado de la muestra a los 16 dias

2020

SOLICITADO POR
MUESTRA

CODIGO DE MUESTRA
COORDENADAS
PROCEDENCIA
CANTIDAD DE MUESTRA
ANALISIS SOLICITADOS
PROYECTO DE TESIS

FECHA MUESTREO
FECHA DE ANALISIS

Universidad Nacional de Piura

CENTRO PRODUCTIVO DE BIENES Y SERVICIOS

DEPARTAMENTO ACADEMICO DE INGENIERIA Quimica  £5

INFORME DE ANALISIS N°150-CP-D.A.1.Q.-UNP

ALMENDRA JORDANA MENDOZA OTERO
SUELO CONTAMINADO CON HIDROCARBURO DE PETROLEO

M1

S-4.516991 E-81.209788

JABONILLAL

1KG

DETERMINACION DE TPH (Hidrocarburos Totales de Petréleo)

EVALUACION DEL

MICROORCANISMO DEGRADADOR DE

HIDROCARBUROS EN SUELOS CONTAMINADOS EN JABONILLAL-
TALARA 2020.

10 DE FEBRERO DEL 2020
DEL 22 DE FEBRERO AL 9 DE MARZO DEL 2020.

RESULTADOS MICROBIOLOGICOS

HORA: 02:15 PM

PARAMETRO UNIDAD DE RESULTADOS METODO DE ENSAYO
(DIA 16) MEDIDA REFERENCIAL
TPH mg/Kg 380 ASTM D 5134.1998

Muestra Proporcionado por el Cliente después de la degradacion del suelo por el microrganismo
Methylobacterium sp. Por 16 dias.

PIURA, 12 DE MARZO DEL 2020



