s
El UNIVERSIDAD CESAR VALLEJO

FACULTAD DE INGENIERIA Y ARQUITECTURA
ESCUELA PROFESIONAL DE INGENIERIA AMBIENTAL

Eficiencia degradadora de hidrocarburos por Pseudomona putida
y Pseudomona fluorescens en suelos contaminados por talleres

mecanicos en Carabayllo, 2022

TESIS PARA OBTENER EL TiTULO PROFESIONAL DE:

Ingeniero Ambiental

AUTORAS:
Ledn Zamora, Sunilda (0000-0003-1669-6762)

Velasquez Campos, Jesmina (0000-0002-5368-7243)

ASESOR:
Dr. Jave Nakayo, Jorge Leonardo (0000-0003-3536-881)

LINEA DE INVESTIGACION:
Calidad y gestion de los recursos naturales

LINEA DE RESPONSABILIDAD SOCIAL UNIVERSITARIA

Desarrollo sostenible y adaptacion al cambio climatico

LIMA - PERU
2022



Dedicatoria

El presente proyecto va dedicado sobre todo a Dios
quien nos ha brindado las oportunidades y valentias de
cumplir con nuestros objetivos y metas trazadas,
también va dedicado a nuestros padres quienes a lo
largo del proceso nos alentaron para seguir adelante y
poder llegar a estos momentos finales de nuestra

carrera.



Agradecimiento
Agradecemos a nuestros docentes por inculcarnos de

conocimiento y formarnos como profesionales durante
todo el trayecto de nuestra carrera y en la elaboracion
de este proyecto, también a nuestros familiares y
amigos mas cercanos por no dejarnos solos en los

momentos dificiles.



indice de contenido

DEAICAtONIA ... il
FaX | £=To L= To] o 4 1T=T o | (o LRSS ii
INAICE d@ tADIAS .........vceeeeeeeeeeeee e, v
indice de graficos Y fIQUIAS.........ooueeeieeeeeeeeeeee e vii
RESUMEN ...t e e e e e eeeenes viii
ADSIIACT ... aaaaa iX
I, INTRODUCCION .....coooiiiiieeeeeeeeeeeeeee e 1
. MARCO TEORICO ......oooeeoeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 4
HI. METODOLOGIA. ..o 12
3.1. Enfoque, tipo y disefio de investigacion .............ccccceeeeeiiiiieiiiinnnnn. 12
3.2. Variables y OperacionalizacCion ............ccccceiiiiii, 12
3.3. Poblacion, muestra, muestreo y unidad de analisis....................... 12
3.4. Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos.......................... 13
3.5. Procedimiento ........ooooiieiiiiie 15
3.6 Método de analisis de datos...........c.uuueeeiiiiiiiiiie e 30
3.7. ASPECLOS BLICOS ... .ceeieieeieece e 30
V. RESULTADOS..... .ot e e e e e 31
V. DISCUSION ..ottt 51
VI.  CONCLUSIONES ... .o 56
VII. RECOMENDACIONES ... 57
REFERENCIAS ... e e 58
ANEXOS e



indice de tablas

Tabla 1. Caracteristicas fisicas de laplanta ... 19
Tabla 2. Parametros fisicos y quimicos de suelo taller......................... 31
Tabla 3. Normalidad de los parametros fisicoquimicos ........................ 31
Tabla 4. Homogeneidad de varanzas ............ccooeuuueiieeeeeeeeeeiiiceee e 32
Tabla 5. Andlisis de varianza de los parametros fisicoquimicos........... 32
Tabla 6. Determinacion de humedad en suelo de taller........................ 32
Tabla 7. Capacidad de intercambio cationico (CIC.............ccccveeeee 33
Tabla 8. Carbono organico total (COT) .......ccooviiiiiiiiieeeeeeeeee e 34
Tabla 9. Densidad aparente ............ooouueeiiiiiiiiiieeccee e 34
Tabla 10. Materia organica y nitr0geno ............ccceevvviviiiiiiiiiiiiiiiieiieeee. 35
Tabla 11. Prueba de normalidad del suelo inicial con HTP................... 35
Tabla 12. Homogeneidad de varianzas del suelo inicial...................... 36
Tabla 13. Andlisis de varianza del suelo contaminado ...........cccccccee.... 36
Tabla 14. Parametros fisicoquimicos contaminado ..................cccouuen.... 37
Tabla 15. Textura del SUEIO ..o 37
Tabla 16. Permeabilidad del suelo .............ccceeiiiiiiiiiiiii 37
Tabla 17. Concentracion de hidrocarburos totales inicial................. 38
Tabla 18. Preparacion de los agares diferenciales............ccccccceeeee. 38
Tabla 19. Diluciones Seriadas ............oooiiiuiiiiiiiieiiiieee e 39
Tabla 20. Analisis cuantitativo de recuento de colonias..........ccccc........ 39
En la Tabla 21 se muestra unidades formadoras de colonias............... 40
Tabla 21. Unidades formadoras de colonias -mL de cultivo ................ 40
Tabla 22. Cantidad de UFC/mL en cada inoculo sembrado ................. 40



Tabla 23. Concentracion de hidrocarburo T1 ... 45

Tabla 24. Concentracion de hidrocarburo T2.........cccccovviiiiiiiiinnnnnn. 45
Tabla 25. Concentracion de hidrocarburo T3........cccccvviiiiiiiiiiiinnnnn. 46
Tabla 26. Resultados estadisticos de normalidad T1T2T3.................. 48
Tabla 27. Normalidad de tratamiento por HTP ... 49
Tabla 28. Analisis de varianza del tratamiento de suelo con HTP.......... 49
Tabla 29. Analisis de varianza del tratamiento de suelo ...................... 49

Vi



indice de gréficos y figuras

Figura 1. Esquema de accion emulsificante ..............ccccccveeiiiiiininnnnnnes 18
Figura 2. Preparacion de nutrientes de las cepas bacterianas............. 20
Figura 3. Identificacion de Pseudomonas putida y fluorescens........... 20
Figura 4. Identificacion en miCroSCOPIO .............uuvuvuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinens 21
Figura 5. Técnica por diluciones de tubos multiples .............c.cooeeeeeee. 22
Figura 6. Siembra en tubo inclinado.............ccccccoeiiiiiiiic e, 22
Figura 7. prueba bioquimiCa............ccooeeeiiiiiiiiiiicc e 23
Figura 8. Aislamiento de Pseudomona putida y fluorescens................. 24
Figura 9. Parametros fisicoquimicos T1T2T3........ccooiiiiiiiiiiieeeeeeeeeen, 41
Figura 10. Humedad de T1T2T3 en dosis diferentes ..............ccccuuueeee 42
Figura 11. Capacidad de intercambio catidonico de T1T2T3 ................. 43
Figura 12. Carbono Organico total T1T2T3.......ccooiiiiiiicieeeeeeeeee, 43
Figura 13. Materia organica, relacion C/Nde T1T2T3.......cccceeeeeereeeenn. 44
Figura 14. Concentracion de hidrocarburo en T1T2T3...........evviiiinnnees 47
Figura 15. Concentracion de hidrocarburo en T1T2T3.......cccoeeeeeeeen. 47
Figura 16. Concentracion de hidrocarburo en T1T2T3........cccoeeeeeee. 48
Figura 17. Eficiencia de degradacion de HTP ............cccccoiiiiiiinnnns 50

Vii



Resumen

El objetivo fue determinar la eficiencia biodegradadora de la Pseudomona
putida y Pseudomona fluorescens en suelos contaminados por hidrocarburos en
talleres mecanicos de Carabayllo. La investigacion tuvo un enfoque cuantitativo,
tipo aplicada y disefio experimental. La poblacién estuvo conformada por los
talleres de mecanica automotriz, la muestra fue un total de 120 kg de suelo
contaminado, el muestreo fue realizado por conveniencia. El estudio se llevo a cabo
por 3 periodos de 15, 30 y 45 dias. El disefio estuvo conformado por 3 etapas, cada
etapa tuvo 9 muestras, 3 de ellas fueron inoculadas por 100 mL de las
Pseudomonas estudiadas, las 3 siguientes por 200 mL y las 3 finales por 300 mL
de las mismas. Se realizaron evaluaciones de los parametros fisicoquimicos,
concentracion inicial de hidrocarburos y la reduccion de este a lo largo del
procedimiento. Los resultados fueron que la dosis de 300 mL en un periodo de 45
dias, es la que obtuvo una mayor eficiencia alcanzando un valor porcentual de
82.38%. La investigacion concluy6é que la Pseudomona putida y Pseudomona
fluorescens fueron eficientes en la degradacion de hidrocarburos en suelos

contaminados.

Palabras Clave: Pseudomona putida, Pseudomona fluorescens, degradacion,
hidrocarburo, suelo contaminado.
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Abstract

The objective was to determine the biodegrading efficiency of Pseudomona
putida and Pseudomona fluorescens in soils contaminated by hydrocarbons in
mechanical workshops in Carabayllo. The research had a quantitative approach,
applied type and experimental design. The population was made up of auto
mechanic workshops, the sample was a total of 120 kg of contaminated soil, the
sampling was carried out for convenience. The study was carried out for 3 periods
of 15, 30 and 45 days. The design consisted of 3 stages, each stage had 9 samples,
3 of them were inoculated with 100 mL of the Pseudomonas studied, the next 3 with
200 mL and the final 3 with 300 mL of the same. Evaluations of the physicochemical
parameters, initial concentration of hydrocarbons and its reduction throughout the
procedure were carried out. The results were that the dose of 300 mL in a period of
45 days, is the one that obtained the highest efficiency, reaching a percentage value
of 82.38%. The investigation concluded that Pseudomonas putida and
Pseudomonas fluorescens were efficient in the degradation of hydrocarbons in

contaminated soils.

Keywords: Pseudomona putida, Pseudomona fluorescens,

degradation,hydrocarbon, contaminated soi.



l. INTRODUCCION

La contaminacién por hidrocarburos nace desde las operaciones de explotacion
extraccion y transporte ya que durante estos procesos surge la contaminacion al
medio ambiente a partir de las filtraciones accidentales que son deliberadas. En los
ultimos afnos uno de los problemas ambientales es por derrames de hidrocarburos.
Velazquez (2017), menciona que los derrames de hidrocarburos afectan a la
fertilidad del suelo por medio de mecanismos como la toxicidad en los organismos,
también reduce la capacidad de retencion de nutrientes como también la humedad.
Angello, et al. (2016) mencionan que un total de 2.5 millones de lugares son
potencialmente contaminados en Europa. En México, donde la industria petrolera
es una de las fuentes mas importantes de contaminacién del suelo, actividades
como la perforacion, extraccion y procesamiento de petrdleo han provocado la
contaminacion del suelo a través de derrames, fugas y filtraciones.

Segun (Diaz y Ramos), de cada 10 talleres mecanicos 8 no tienen cultura
ambiental, y hacen mal cuidado del medio ambiente, ya que no tienen una licencia
ambiental que les permita manejar de manera responsable la disposicion de los
residuos; y solo estos 2% de lugares se preocupan por la proteccién del ello. En el
Peru, una de las actividades comerciales que genera mayor contaminacion es la
operacion de talleres mecanicos, los cuales se ha incrementado en los ultimos
afnos, donde realizan servicios de reparacion y mantenimiento de vehiculos, como
cambio de aceite, cambio de motores, reparacién de motores, cambio de aceite,
lubricacion, que tienen un impacto negativo a la naturaleza, esto debido a la mala
gestion de residuos peligrosos que afectan a los recursos naturales como el agua
y suelo.

(Morales. 2018, p.18), las actividades que se realizan en el taller mecanico son
como reparacion de moto, lubricacién, mantenimiento vehicular y cambio de aceite
engrasado de vehiculos los cuales origina derrame de hidrocarburos durante su
proceso, en estos lugares no existe la adecuada disposicion de estos residuos
después de su uso lo arrojan los aceites al suelo. Todo ello hace que los indices de
contaminacion al suelo por derrame de hidrocarburos en talleres de mecanica se

eleven en este distrito. No solo existe la contaminacion ambiental por parte de esta



problematica sino también los efectos que ocasiona en la salud de las personas
que laboran en estos lugares ya que es evidente la falta de cultura ambiental
respecto a este tema de los derrames lo que origina que las personas no tengan
cuidado a la hora de realizar labores con estos materiales.

Ante esta problematica se planted el siguiente problema general: ;Cual sera la
eficiencia de biodegradacion de hidrocarburos por Pseudomona putida y
Pseudomona fluorescens en suelos contaminados por talleres mecanicos en
Carabayllo, 20227?; los problemas especificos son: ;Coémo afectan los
hidrocarburos a las propiedades fisicas, quimicas y biolégicas del suelo inicial en
los talleres mecanicos en Carabayllo, 20227, ; cuadles seran las caracteristicas de
biodegradacién de las Pseudomona putida y Pseudomona fluorescens para
degradar los hidrocarburos del suelo de los talleres mecanicos?, ¢ cuales seran las
condiciones del disefo para el proceso de biodegradacion con Pseudomona putida
y Pseudomona fluorescens en el suelo contaminado con hidrocarburos?, ¢ cual sera
la densidad 6ptima para la biodegradacion de hidrocarburos por Pseudomona putida
y Pseudomona fluorescens en suelos contaminados por talleres mecanicos?.

Por todo lo mencionado la Justificacion ambiental se basa en la busqueda de
soluciones que nos permitan remediar las areas contaminadas utilizando el método
de biorremediacion. Asimismo, en la justificacién econdmica, hay muchos
métodos de tratamiento de suelos contaminados, pero es necesario encontrar
métodos de bajo costo y de facil acceso (Hildebrando, 2015, p.17). Como en este
caso usamos la bacteria Pseudomona putida y Pseudomona fluorescens, ya que es
facil de encontrar en la rizosfera y en la raiz de las plantas. Por otro lado, en la
justificacion social, es para informar a los duefios y trabajadores de los talleres
mecanicos automotriz acerca de los efectos que generan los derrames de
hidrocarburos hacia la salud y el recurso suelo durante sus actividades. Ademas,
ellos se veran beneficiados con el estudio o proyecto de investigacion de cémo

podemos darle solucion a ese suelo contaminado.



El presente trabajo de investigacion tiene como objetivo general: Determinar la
eficiencia de biodegradacion de hidrocarburos por Pseudomona putida y
Pseudomona fluorescens en suelos contaminados por talleres mecanicos en
Carabayllo, 2022; los objetivos especificos son: Determinar los efectos de los
hidrocarburos en las propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas del suelo inicial en
los talleres mecanicos en Carabayllo, 2022, determinar las caracteristicas
microbioldgicas de Pseudomona putida y Pseudomona fluorescens para degradar
los hidrocarburos del suelo de los talleres mecanicos, establecer las condiciones
del diseio para el proceso de biodegradacion con Pseudomona putida y
Pseudomona fluorescens en el suelo contaminado con hidrocarburos, identificar la
densidad 6ptima para la biodegradacion de hidrocarburos por Pseudomona putida
y Pseudomona fluorescens en suelos contaminados por talleres mecanicos.

Ademas, la investigacion tiene como hipo6tesis general: H1: Las Pseudomonas
putida y Pseudomona fluorescens fueron eficientes para degradar hidrocarburos en

suelos contaminados por talleres mecanicos en Carabayllo, 2022.



Il. MARCO TEORICO

Pinto, Sanchez (2018) a través de su estudio evalud la eficacia de dos
bacterias en proceso de biorremediacién previamente preparados de suelos
contaminados con (gasolina y diésel). Los resultados muestran que la Pseudomona
putida logré remediar un 63, 27% en 60 dias de experimento en el suelo
contaminado con gasolina, mientras que la bacteria Acinetobacter baumannii
remedio un 69,38% en el mismo periodo; y la biorremediacidén natural del suelo con
la gasolina fue de 51,02%. El estudio concluye, que ambas bacterias funcionan
como descomponedores de hidrocarburos, y se confirmaron condiciones 6ptimas
del suelo para el crecimiento microbiano y biorremediacion como la humedad, pH,

temperatura y oxigeno.

Muchos de los derivados de petréleo pueden ser potencialmente
contaminantes enel medio ambiente, pero es importante saber o comprender como
se obtienen los distintos refinados y su grado de contaminacion durante su proceso.
El refinado pasa por un proceso de destilacién a temperaturas crecientes, esto se
realiza con la finalidad de eliminar el color, olor y los compuestos de azufre. Luego
de ellos se obtienen 4 fracciones: la gasolina, queroseno, destilaciones medias y
residuo (Vifna, 2005).

Arenas (2018) describi6é la degradacion de los derrames de petréleo en el
agua y suelo a partir del uso de Pseudomonas en los ultimos 20 anos. Los
resultados muestran que las pseudomonas logran descomponer sustancias
toxicas, metales pesados presentes en el lugar, esto en un periodo de 144 dias. El
valor de concentracion deseada fue de TPH< 2% esto debido a la accion de las

cepas bacterianas.

El suelo contaminado son todas aquellas caracteristicas fisicas, biologicas
y quimicas que son alteradas negativamente por componentes peligrosos, esto
puede ser por el origen humano, en concentraciones que presentan un alto riesgo
para el medio ambiente y salud humana, segun los criterios y estandares definidos
por el gobierno (Pinto y Sanchez, 2018). Es la degradacidon o alteracion de la
superficie y del suelo por la presencia de sustancias quimicas que nacen como

resultado de las actividades que realizan los seres humanos.



Segun Andriulo y Irizar (2017, p. 45), la humedad es la cantidad de agua
absorbida en el suelo, lo cual se cuantifica como la masa de agua absorbida con la
masa de tierra seca. Por otro lado, la humedad se mide en porcentaje. La humedad
juega un papel fundamental para que se realice el intercambio gaseoso entre las
muestras de suelo y las bacterias a prueba. Si este valor no es el adecuado se
pueden generar zonas con baja efectividad en la degradacion. El valor éptimo que

debe poseer es de 25% a 70% de humedad.

La densidad aparente del suelo es un parametro muy importante, ya que es
la capacidad para la filtracion del agua al interior del suelo, la densidad dependera

de la humedad que tiene el suelo (Loya 2013, p. 56).

Goya 2020, menciona que la conductividad hidraulica es un parametro muy
importante en la caracterizacién del suelo, ya que define el transporte del agua

superficial y la velocidad de filtracion del agua al suelo.

La capacidad de intercambio cationico es la responsable de la fertilidad del
suelo, se encarga de producir alimentos a nivel mundial. Funciona como un
almaceén de nutrientes como el potasio, magnesio, calcio y nitrégeno los cuales se
solubilizan con el agua formando la solucion de suelo que posteriormente sera

absorbida por las plantas (Bueno y Fernandez, 2019).

Segun Ciancaglini (2015, p. 55), la textura esta conformada por arena, limo
y arcilla en el suelo es un componente sélido y se llama textura del suelo.
Dependiendo de su composicion, el suelo tiene una capacidad de retencion de

agua diferente, que también depende del contenido de materia organica del suelo.

El triangulo de la USDA es para determinar la textura del suelo (arena, limo,
arcilla). Estas caracteristicas son muy importantes para la retencion de agua,
aireacion y permeabilidad. Entre las caracteristicas mas importantes de este
triangulo tenemos: Tres ejes, graduados de 0 a 100 %, cada uno de ellos con una
clase de tamano de particula. De los cuales la arena se encuentra en el gje inferior,
limo en el eje derecho y arcilla en el eje derecho (Giménez (2019). Segun
Casanova (2018, p. 29), los medios de cultivo contienen sales inorganicas,

regulares de creciente, vitaminas, carbohidratos y agentes gelificantes.



Bastida, Cedeno (2016), realiz6 un estudio sobre una comparacion de
eficiencia entre Pseudomona aeruginosa y Pseudomona putida y su masificacion
para la biorremediacion de hidrocarburos totales de petroleo en los pasivos
ambientales deAQ-Lab en Puerto Francisco de Orellana. Los resultados fueron: En
comparaciéon de Pseudomona putida y Pseudomona aeruginosa la tasa de
eficiencia de hidrocarburos en biorremediacion de hidrocarburos totales
provenientes de petroleo la mas eficiente en el proceso de degradaciéon con 94% fue

la Pseudomonaputida.

Segun Rodriguez (2017, p. 19), la conductividad eléctrica permite estimar
la cantidad de sal presente en una pasta saturada o extracto saturado de suelo
usando un dispositivo llamado conductimetro. El valor resultante esta directamente
relacionado con la humedad en el area de estudio, por lo que se puede hacer una
mejor estimacion. El valor de la conductividad se expresa como decimal (dS /cm)

por metro a una temperatura de 25 ° C.

Segun Gonzélez (2010), la temperatura es un parametro muy importante en
la biorremediacion para que las bacterias puedan cumplir su funcion de
degradadorade una manera eficiente, ya que al aumentar la temperatura en rango
determinado puede ayudar el crecimiento microbiano, pero cuando pasa el rango
optimo la degradacion es lenta. La temperatura para su crecimiento esta entre 30
y 35 °C, aunque pueden desarrollarse en ambientes extremos como la alta

salinidad y alcanzar rangos de supervivencia entre 20 °C y 42 °C.

El potencial de hidrégeno del suelo de 6-7 generalmente se considera
adecuado en agricultura. Para algunos suelos, se pueden lograr buenos
rendimientos incluso con un pH natural de 8. Sin embargo, este umbral puede
reducir significativamente el rendimiento. En la mayoria de los casos, un pH alto es
un indicador de la presencia de sales solubles, por lo que se deben utilizar cultivos

adaptados al ambiente salino (Catalan, 2016, p. 12).

El potencial redox es reacciones donde existe intercambio de electrones,
esto trae consigo la alteracién del estado de oxidacién de los compuestos; por
tanto, el potencial redox es la medida de la actividad de los electrones que hacen
intercambio (Badin, 2021). El potencial redox suele variar en funcion a la

temperatura.



Mufioz (2016), obtuvo en T2 y T3 valores similares con 99% y 99.1%
respectivamente, probablemente debido a que Pseudomonas tuvo una capacidad
de reproduccion superior y su cinética contribuyd a un menor tiempo de
reproduccion y esporas. sobreviven en comparacion con Trichoderma, que tardd
mas de anos en reproducirse. Ademas, se desarrollan de forma independiente, el
metabolismo, el mecanismo de accion, latasa de reproduccion y la adaptabilidad
son diferentes. TO también degradd el porcentaje de hidrocarburos menos con
42,6%, lo que indica que la carga microbiana del suelo de (hongos, bacterias y
levaduras) contribuy6 a la descomposicidn de hidrocarburos y la reconstitucion de

hidrocarburos.

El carbono es un elemento quimico que se encuentra dentro de los
compuestos organicos de la naturaleza; circula por el aire, el suelo y subsuelo”. Por
otra parte, la presencia de carbono en el suelo es el contenido o la cantidadde
materia organica presente por lo que el suelo representa un almacén muy

importante de carbono (Burbano, 2018).

Martinez (2011), existen muchas alternativas para reduccion de
hidrocarburos presentes en el suelo tales como tratamientos biologicos,
fisicoquimicas y térmicos.

Pérez (2018), en un estudio sobre la “Evaluacion de la biorremediacion en
suelos contaminados con hidrocarburos utilizando pseudomonas fluorescens”,
menciona que los TPH iniciaron con 104231 mg/kg y al finalizar el experimento se
obtuvo un valor de 2649 mg/kg, alcanzando un porcentaje de descomposicion del
97,5%. Los valores de HPAs en este experimento todos los tratamientos iniciaron
con 8,2 mg/kg de Acenaftaleno, Benzo de 7,3 mg/kg, 65 mg/kg de Naftaleno,
fenantreno de 32 mg/kg, al finalizar el tratamiento se observé una disminucién de
0.1 mg/kg en los hidrocarburos mencionados en los tratamientos T1, T2 'Y T3, se
observo 99.25% de HAPs de degradados.

Segun Corvalan (2018, p. 23), la materia organica es la cantidad de
componentes de carbono que estan presentes en los suelos. Esta constituida por
los desechos vegetales como hojas de plantas y también por los microorganismos

gue se le conoce como humus.



La concentracion de hidrocarburo del suelo es alta y puede ocurrir una
disminucion de degradacion por las cepas, que en algunos casos han llegado hasta
morir. En algunas investigaciones en el campo procesos biologicos hasta una
concentracion de 30%, pasando este valor se obtuvo resultados con baja
degradacion de hidrocarburos (Castillo 2009, p, 48). Fraccion de hidrocarburo son
todos aquellos hidrocarburos que contienen moléculas entre (C6 a C10) atomos de

carbono (Pariy Yacolca, 2019).

Mayz y Manzi (2017), lograron aislar 20 especies de cepas Pseudomonas, de
tincion Gram ayudd con la observacion de bacilos y también determinar su reaccion
al tinte, que resultdé Gram negativo. Su accidn colonizadora de especies
hidrocarbonoclasticas de género pseudomonas p. fluorescens, pseudomona putida
y pseudomona aeruginosa. Estas especies aparte de su accién correctiva utilizan
hidrocarburos como biodegradacioén. Este estudio concluye que la caracterizacion
bioquimica y produccion de los pigmentos de piocianina y fluoresceina permitié
identificar los 10 aislados como P. fluorescens, 5 como P. putida y 5 como

Pseudomonas aeruginosa.

La Pseudomonas putida se encuentra en el suelo que contiene
componentes que descomponen los hidrocarburos, por lo que esta bacteria es
candidata para aplicaciones biotecnoloégicas, como biorremediacion, biocontrol,
agricultura y biocatalisis. Aerobios bacilo Gram negativo sin capacidad para formar
esporas, conuna longitud de 1,5 a 5 um de largo y 0,5 a 1,0 um de diametro. La
temperatura 6ptima de crecimiento esta entre 30 y 35 ° C, y pH rango de 6 a 8
unidades, la Pseudomona putida degradada los hidrocarburos totales (Bastidas,
Cedefio, 2016,p. 20).

La bacteria Pseudomonas fluorescens es de bacilo Gram negativa, tiene
una medida de 0.5 a 1 um por 1.5 -5.0 ym, Para su metabolismo la temperatura
optima es de 25 a 30°c, aunque tiene una posibilidad de crecer en una temperatura
de 5 a 42°c, estas bacterias no crecen en pH menor a 4.5, porque sus condiciones
son de pH neutro; tiene un metabolismo bien activo y se encuentran en agua y
suelo (Huachi,2018).



Segun Juzdado (2018, p. 45), la “tincion Gram es para determinar la forma
de las cepas bacteriana “. Por otro lado, es para diferenciar las bacterias Gram
negativa y Gram positivas por su composicion de pared celular, donde las Gram
positivas poseen una monoestratificada, con acidos teicoicos, en el cual el cristal
violeta queda atrapado tinéndose de azul/morado, mientras que los Gram

negativos poseen pared celular biestratificada y no tienen acidos teicoicos.

Méndez, et al (2017), aislaron 16 bacterias de hidrocarburos al enriquecer un
suelo contaminado con petroleo crudo en la desembocadura del rio Aconcagua en
el centro de Chile, se aislaron 16 bacterias de hidrocarburos. La mayoria de los
aislamientos pertenecian a la gammaproteobacteria, incluyendo Acinetobacter
radioresistens (aislamientos), Acinetobacter calcoaceticus (1), Pseudomonas
stutzeri (2) y Pseudomonas chloritidismutans (1). Siete aislamientos mostraron una
semejanza 97 del gen de ARNr 16S con A. Todos los aislados pudieron crecer en
petréleo crudo, mientras que once cepas de Acinetobacter y Pseudomonas
crecieron en hexadecano. Los aislados de Pseudomonas crecieron sobre fluoreno
(DM88 y DM95) y naftaleno (DD7).

Morales (2018), determind el impacto que genera el mal manejo de los
residuos peligrosos en los talleres mecanicos de Amarilis, Huanuco. Los resultados
fueron: los talleres evaluados 63,3% fue de nivel moderado y 37,7% de nivel leve
y el restante; sobre al manejo inadecuado de residuos en el 76,7% vy el restante
23,3%; finalmente, se puede deducir que los impactos ambientales en las
dimensiones de suelo, agua, aire y salud de los trabajadores se correlacionan
significativamente con la disposicion de residuos peligrosos en los talleres

mecanicos examinados.

Castillo, A et al (2020) lograron aislar e identificar las cepas bacterianas que
tienen el potencial de biorremediar los cultivos suplementados con petroleo. Los
resultados muestran que fue posible aislar 7 cepas bacterianas de 7 muestras de
suelo y muestras de agua, se identific6 como perteneciente a Enterobacter,
Klebsiella, Pseudomonas, Serratia, Proteus y Morganella. El estudio concluye que
se determind los principales grupos que son degradadores de hidrocarburos
usando las técnicas independientes y dependientes de cultivo.



Segun Santander (2021, p. 54), la siembra por dilucion se utiliza para la
cuantificacion de los microorganismos aerébicos. La dilucidon de la muestra se
siembra sobre la superficie del medio de cultivo en la caja Petri, por otro lado, las

colonias se desarrollan sobre la superficie del medio de cultivo.

Lustosa, a. et al (2018), realizaron una revista sobre la degradacion de
hidrocarburos de petroleo por cepas aisladas de manglares. Los resultados fueron:
El analisis genético rRNA 16S mostro secuencias que estan estrechamente
relacionadas con Proteobacterium, Pseudomonas y Exiguobacterium (99%). Los
resultados mostraron el crecimiento de bacterias en un medio de sal mineral (MSM)
gue contiene 1% de aceite o diésel como fuente de carbono. El estudio concluye
se muestran la potencial aplicacion de cepas bacterias en el proceso de
biorremediacién debido a su capacidad de crecimiento metabdlico y adaptativo

utilizando hidrocarburos.

El agar diferencial es un medio cultivo que sirve para distinguir entre dos
microorganismos para su crecimiento usando indicadores tanto de las propiedades
metabdlicas en presencia de un nutriente dado como, por ejemplo, el pH acido del
ambiente (Cultimed, 2015).

El recuento de colonias en placas es una de las técnicas mas usadas para
determinar la cantidad de microorganismos en un medio de cultivo. La contabilidad
se realiza a través de la formacion de las unidades formadoras de colonias
(Santander, 2021, p.20).

Segun Ramirez et al. (2017, p. 46), unidades formadoras de colonia se
utilizan para saber la cantidad de microorganismos vivos en un liquido. Este valor
describe el numero de células de un organismo en el medio liquido los cuales

pueden ser tanto hongos como bacterias que viven y se multiplican.

Samame (2020), tuvo como objetivo comparar la eficacia de Pseudomonas
Putida y Penicillium Sp en la biorremediacion de suelos afectados por
hidrocarburos. El porcentaje de remocion mostré que Penicillium sp. Elimina 53%

hidrocarburos, complejos microbianos 21% y Pseudomonas putida 26%.
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Segun Gonzalez (2011, p. 29), porosidad es un indicador muy importante en
la calidad del suelo por que tiene la capacidad para almacenar el agua y permite el
intercambio fisicoquimico y bioldgico en el suelo. Segun Novillo et al. (2018), la
porosidad total representa el porcentaje de volumen del suelo que no posee sélidos
y que esta conformado aproximadamente del 50 % de materiales solidos y 50 %
de espacios porosos; donde pueden circular los nutrientes, agua, aire y gases. Por
otra parte, la porosidad de aireacion no retiene agua y facilita el intercambio

gaseoso, lo cual hace notar la proporcion de poros de mayor tamafo.

El nitrogeno es fundamental para el crecimiento microbiano, la
descomposicion de materia organica. En el suelo con alto contenido de nitrégeno
los microorganismos tienen suficiente sustrato para mineralizar mas rapido, sin
embargo, cuando tiene bajo contenido de nitrégeno la degradacion de materia
organica disminuye (Cantu y Yanez 2018, p. 21).

Ludena (2020), evalué la capacidad de Pseudomonas aislada del suelo
agricola para degradar hidrocarburos. Los resultados fueron: Los tratamientos
realizados del crudo de petréleo fue de 3% en 30 dias el mas eficaz fue en el
tratamiento T3 con porcentaje de 44,10% y en 60 dias fue de tratamiento T1 con
74,70% de reduccion crudo de petréleo. Y en la dosis de 5% en un periodo de 30
dias fue mas eficiente en T4 con 75,26% y en 60 dias fue T4 con un porcentaje de
85.5%; lo que indica que las cepas bacterianas Pseudomonas fluorescens aisladas
de sus raices de la planta de frijol, arracacha y yuca 10 remedian los suelos

contaminados con crudo de petroleo.

Suelo agricola son capas superficiales de la tierra, en el cual crecen las
plantas. Los suelos agricolas son todo aquello que se utiliza para el ambito de

productividad y que esta apto para toda actividad agricola (Corvalan 2018, p. 15).
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. METODOLOGIA

3.1. Enfoque, tipo y disefio de investigacion

La presente investigacion tuvo un enfoque cuantitativo y con un tipo aplicada,
ya que se busco solucionar la contaminacion de suelo con hidrocarburo. Segun
Pavon (2016), una investigacion aplicada busca solucionar problemas reales
apoyandose en la investigacion basica, esto con la capacidad de aportar

conocimientos tedricos para resolver los problemas planteados

El presente trabajo tuvo un disefio experimental, ya que se analiz6 el efecto
que producen las Pseudomonas putida y Pseudomona fluorescens (variable
independiente), sobre los suelos contaminados por hidrocarburos (variable
dependiente). Segun Pavén (2016), se manipula intencionalmente la variable
independiente, es decir, que el investigador manipula una situacion y mide las

causas y efectos de esta situacion.

3.2. Variables y Operacionalizacion
Variables: Las variables experimentales nos explican los detalles que se realizé en

el proceso de degradacidon del suelo contaminado con hidrocarburo total, siendo

estas:

Variable Independiente: La Pseudomona putida y Pseudomona fluorescens
Variable dependiente: Eficiencia degradadora de hidrocarburos en suelos.

Operacionalizaciéon

La operacionalizacion esta conformada por las variables, por conceptos de
operacionalizacién, dimensiones, indicadores y las medidas utilizadas, la que se

encuentra en el Anexo 1.
3.3. Poblacién, muestra, muestreo y unidad de analisis

La poblacion estuvo constituida por los talleres de mecanica automotriz del
distrito de Carabayllo. Segun Arias, et al (2016) la poblacion es el conjunto
conformado por personas, elementos, entre otros, en la que se puede observar,
medir una o varias veces referente a la eleccion de una muestra, cumpliendo con

los criterios predeterminados para acceder al problema y objetivos de un estudio.
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La muestra se recolectd del taller de mecanica automotriz Velasquez
Ubicado en Av. San Juan de Dios calle 3, donde se recolecté un total de 120
kilogramos de suelo contaminado, cumpliendo el protocolo del DS 011-2017
MINAN. Segun Hernandez Sampierie (2014), indica que es el subconjunto de la

poblacion.

El muestreo de la presente investigacion corresponde a un muestro no
probabilistico, ya que la muestra fue recolectada por conveniencia. EI muestreo fue
realizado en la zona donde es trasladada la muestra para su estudio lo que fue
homogenizado, tamizado, y cuarteado de acuerdo al protocolo de toma de muestra
teniendo en cuenta la guia ERSA, tomandose 64 kilogramos de la muestra de
manera representativa. El procedimiento de seleccion se dio por la accesibilidad,
es decir los individuos son seleccionados por que son facilmente disponibles y por
qgué pertenecen a la poblacién de interés sin ninguna seleccion estadistica (Otero,
2018).

La unidad de analisis fue 2 kg por maceta que fueron evaluados en tiempos

de 15 dias, 30 dias y 45 dias, para analizar en los parametros que esta necesita.

3.4. Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos
La técnica que se empled en la presente investigacion fue la observacion y

revision sistematica, ya que se obtuvo la mayor parte de conocimiento a través de
la técnica de observacion, donde el investigador se apoy6 para obtencion de la
mayor cantidad de datos, que fue fundamental en el proceso del desarrollo de
investigacion (Diaz,2011, p.5).

Los instrumentos de recoleccion de datos que se utilizaron para registrar los datos

fueron las fichas siguientes:

Ficha 1: Ubicacién y recoleccion de muestra.

Ficha 2: Obtencion de las Pseudomonas putida y Pseudomona fluorescens
Ficha 3: Caracteristicas iniciales fisicas, biolégicas y quimicas del suelo

contaminado con hidrocarburos totales.

Ficha 4: Disefno del tratamiento del suelo y cantidad de Pseudomonas putida y

Pseudomona fluorescens sembradas en las unidades que se analizaron.

Ficha 5: Reducciony eficiencia de la mejor dosis de Pseudomonas putida y
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Pseudomona fluorescens durante el tratamiento en los 45 dias:

Apellidos y Nombres Especialidad Puntaje Firma
Luis Fermin Holguin Ingeniero ambiental 85% Nz CF.
e
Aranda waERS s
Ugarte Alvan CarlosAlfredo Ingeniero quimico 90%
{ 'ui:wﬂx‘\';'y'éﬁﬁbal
J
Lucero Castro Tena Ecologia, Gestion y 95% 2>

restauracion ambiental

LUCERGC <ATHHERINE CASTRO TENA
DNILTO83773S
O P 152954

Los instrumentos del presente trabajo de investigacion fueron validados por 3

profesionales expertos que poseen conocimiento en la materia.
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3.5. Procedimiento

7N

ETAPA1
Recoleccion de
muestra

N

ETAPA2
Caracteristicas
microbioldgicas

y obtencion de Pseudomonas
putida y Pseudomona
fluorescens

ETAPA3
Densidad de Pseudomonas
putida y Pseudomona
fluorescens

Ubicacion de zona de estudio

Georreferenciacion ETAPAS

Protocolo de toma de muestra de Slfelu Disefio del

Protocolo de toma de muestra de raices tatarhiaito

Ubicacion de estudio

Materiales utilizados

Aerobias Peso de muestra

Rizosferas Repeticiones

Crecimiento Tiempo

Control

Reductor de contaminantes

Tincion Gram

Agar diferencial

Aislamiento

Prueba de catalasa ETAPA 6

Resultados
: Reduccion

ﬁ?mpo del |n6culc? Tablas
NUmero de bacterias
Siembras por placas Petri Cuadros. Excel
Volumen de bacterias por kg de muestra Estadistica

ETAPA4
Propiedades, fisicas,
quimicas, y bioldgicas del
suelo antes y después

:
(
(
(

Temperatura

Potencial de Hidrogeno
Conductividad eléctrica
Potencial redox

Humedad

Densidad aparente

Capacidad de intercambio cationico
Carbono organico

Materia organica

Nitrégeno

Textura

Concentracion de hidrocarburo
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ETAPA 1: Recoleccién de muestra
Ubicacion de zona de estudio

La zona de estudio se encuentra ubicada en la Av. San Juan de Dios calle 3
del distrito de Carabayllo, donde se encuentra el taller de mecanica automotriz
Velasquez. En la siguiente imagen se observa la ubicacion de recoleccion de

muestra del suelo contaminado.
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& =
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Fuente: Elaboracion propia

Protocolo de toma de muestra de suelo

El protocolo de toma de muestra fue la guia que se tomo6 para hacer el
muestreo a un suelo comercial D.S. 011-2017 NINAM, y el protocolo ERSA:
“Estudio de la evaluacion de los riesgos a la salud y al medio ambiente en sitios

contaminados”.

Se tomd la muestra de rejilla con muestreo al centro, de lo cual se recolecté 30
muestras cada uno 4 kg en total de 120 kg de suelo con HTP.
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La muestra se extrajo de 10 cm de profundidad.

Procedimiento
Primer paso: se extendio la muestra en un plastico de 3 m de ancho y se vertid

toda la muestra y luego se paso por una malla de 2 milimetros de abertura.

Segundo paso: Se peso 60 kg de la muestra y luego se homogeneizé por 15

minutos.

Tercer paso: Del suelo homogeneizado se saco 5kg para hacer el analisis de

identificacion de las concentraciones de hidrocarburos totales.

Materiales utilizados

Materiales

Mascarilla

zapato de seguridad
casco de seguridad
guantes

pala

lapicero

cinta métrica
tablero

hoja bond

bolsas

ETAPA 2: Caracteristicas microbioloégicas y obtencién de Pseudomonas

putiday Pseudomona fluorescens

Caracteristicas microbiologicas

Pseudomonas putida

La bacteria pertenece al género pseudomonas, familia pseudomonadaceae,
tiene movimiento que lo realiza a través de uno o varios flagelos, de importancia
para la investigacion toda vez que son aerobias, sus condiciones de vida son por
encima del pH 4.5 - 7.5, entre sus caracteristicas son bacterias Gram negativas,
se compone de una bicapa lipidica, la que realiza cambios cuando necesita fluidez

para su movimiento.
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Pseudomona fluorescens

Se distinguen por su medio de crecimiento la que es utilizar fuente de carbono
razon por la que son utilizados para biorremediar suelos contaminados con
hidrocarburos, otras de las caracteristicas tienen flagelos polares, baciliformes y
son aerobicas, se le encuentra en las raices de las plantas, las que estimulan el su
crecimiento, también producen biosurfactantes que poseen bajo peso molecular.

su metabolismo esta entre los 5 °C a 42°C.
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Figura 1. Esquema de accién emulsificante de algunos biosurfactantes de alto peso molecular

Obtencion de Pseudomonas putida y Pseudomona fluorescens

Para su obtencion se bas6 a que estas bacterias viven en el suelo y el agua
donde no existe usos de agroquimicos y otros productos como colorantes de la
industria textil que hacen que estas desaparezcan en el agua, razon por la cualesta
investigacion utilizé material bioldgico de plantas ecoldgicas del distrito de Puente

Piedra provincia de Lima, utilizando el siguiente procedimiento:

Ubicacién de la chacra: La planta organica de maiz y alfalfa se obtuvo del distrito
de Puente Piedra Av. Las torres Asoc. Josefina Mz.A - Lt. 16 de la familia Lucano.
Nombre del Propietario: Las plantas organicas de maiz y alfalfa se obtuvieron de
su huerto de la familia Lucano en el distrito de Puente Piedra, donde las plantas
durante su crecimiento no se usé ningun agroquimico.

A continuacién, en la Tabla 1 se observa las caracteristicas fisicas de las plantas

de maiz y alfalfa.
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Tabla 1. Caracteristicas fisicas de la planta

plantas de maiz edad de la grosor del |numero altura del tamarnio de
planta tallo de hojas tallo la raiz
planta 1 2 meses 225 mm 8 50 cm 25cm
planta 2 2 meses 14.5 mm 6 41 cm 23 cm
planta 2 2 meses 9 mm 5 25cm 10 cm
plantas de edad de grosor numero altura tamafo de
alfalfa la planta deltallo de hojas deltallo la raiz
planta 1 3 meses 11 mm 500 24 cm 30 cm
planta 2 3 meses 12.5 mm 450 20 cm 28 cm

Fuente: elaboracion propia
Procedimiento de recoleccién de planta de maiz y alfalfa

Primer paso: Se realizé la limpieza del area de trabajo, que consistio en retirar toda
maleza que encontraba cerca de la planta.

Segundo paso: Realizé una excavacion a un diametro y una profundidad de 50 cm
con el fin de no danar la raiz.

Tercer paso: Se levanté con mucho cuidado la planta la cual no la sacudimos para
poder conservar las bacterias ya que estas son rizosferas.

Cuarto paso: En un recipiente preparado limpio seco con agua destilada se lavé la
raiz hasta dejarla limpia.

Quinto paso: A la raiz se colocé en un cooler y se trasladoé a la zona de trabajo.
Sexto paso: En la zona de trabajo se machacoé la raiz la que fue vertida en un
recipiente con 2 litros de agua destilada, y 10 mililitros de melaza con 10 gramos

de peptona, que son los nutrientes de las Pseudomonas putida y Pseudomona

fluorescens.
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Figura 2. Preparacion de nutrientes de las cepas bacterianas para su crecimiento

Séptimo paso: Se dejoé por 4 dias con aeracién, con la finalidad de realizar la
identificacion de cada bacteria.

Identificacion de las Pseudomonas putiday Pseudomona fluorescens.

Luego de los 4 dias se realizé primero una prueba cualitativa como fue la
tincion Gram, deberiamos determinar si las que habiamos puesto en la solucién

eran Pseudomonas.

Bacteria Bacteria Bacteria

()0

* Taning

Bacteria |
G-

Figura 3. Identificacién de las Pseudomonas putida y Pseudomona fluorescens

20



Determinado con microscopio electronico se pudo comprobar que, si eran

Gram negativo, entonces se procedid a realizar una prueba de siembra en placas

Petri, utilizando Agar diferencial, Agar Citrato Simmons, Agar Cetramide, Agar

Triple Sugar Iron, y Peptone bacterioldgico.

Identificacion por Tincion Gram

Identificacion por bibliografia

Figura 4. Identificacién de Pseudomona putida y Pseudomona fluorescens en microscopio

Método: Técnica por dilucion y vertido en placas

Se realiz6 de manera inicial la limpieza del material a utilizar, y esterilizando

todo el material en una autoclave certificada, todo el trabajo se realizé en un medio

protegido por temperatura, para que no exista contaminacién de otras bacterias.

Se tom6 una muestra en una fiola la que fue enrasada a 50 mL, realizando

los in6culos en los tubos de ensayo que estuvieron en relacion de 10‘1, 10'2, 10‘3,

104 tomando repeticion en el segundo tubo, tercer tubo, y cuarto tubo, con la

finalidad de obtener resultados representativos en el conteo de placa, que se

realizé en un contador de colonias.
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En la siguiente Figura 4 se observa las diluciones de tubos multiples y vertido de

placas.

Figura 5. Técnica por diluciones de tubos mudltiples y vertido en placas

seguidamente se realiz6 siembra en tubo inclinado, utilizando la pinza de siembra.

Figura 6. Siembra en tubo inclinado

Formula

UFC/mL = N° de colonias por placa x factor de dilucién
sembrados (muestra en mL)
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Férmula para las repeticiones
UFC/ mL parametro = UFC/mL dilucion A + UFC/ mL dilucion B
2

Pruebas bioquimicas de identificacion de las Pseudomonas putida y

Pseudomona fluorescens

Estas pruebas son de importancia porque sera la manera mas aceptable para

podersaber que estas son las bacterias putida y fluorescens.

Prueba de la catalasa
La catalasa es una enzima caracteristica en las Pseudomonas putida y

Pseudomona fluorescens, generalmente se encuentran en las bacterias aerobicas,
el material utilizado es agua oxigenada al 30%, el cultivo bacteriano, un portaobjeto.
Se utilizaron dos métodos: el de portaobjeto y el de tubo de ensayo. Se recogié una
colonia de la placa Petri y se coloco en el vidrio de la porta, se vertiéo una gota del

reactivo si apreciamos burbujas entonces es positivo lo que indica que

es la pseudomona en estudio. En la prueba del tubo de ensayo se agrego el reactivo
al 3% de manera directa al agar inoculado de manera inclinada donde se aprecid

la formacion inmediata de las burbujas siendo esta positiva.

Figura 7. prueba bioquimica
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Aislamiento de Pseudomona putiday Pseudomona fluorescens
Obtenidas e identificadas las bacterias se procedio a inocular en la soluciéon

preparada para su crecimiento bacteriano de acuerdo a la Figura 8.

Figura 8. Aislamiento de Pseudomona putida y Pseudomona fluorescens

Se controlé con pruebas de turbidez en un fotometro lo que finalmente se
realiz6 una siembra en placas y se tuvo como resultados la presencia de las
bacterias las que fueron inoculados en dosis de 100 mL, 200 mL, 300 mL en cada
grupo de 9 muestras las que se evaluaron en 15 dias, 30 dias y 45 dias.
Determinando la concentracion sembrada en el suelo que se biorremedié.

Resultados en la tabla 22.
ETAPA 3: Densidad de Pseudomonas putiday Pseudomona fluorescens
Tiempo del in6culo

El tiempo de in6culo fue de 15 dias, 30 dias y 45 dias, lo cual consistié en tres

etapas donde cada uno tenia las tres dosis 100 mL, 200 mL y 300 mL.
NUumero de bacterias

Se realizé conteo de numero de colonias para inocular.
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Siembras por placas Petri

Se realizd sembrado en placas Petri cada cepa bacteriana con Agar

correspondiente, luego se incubo por 24 horas.

Volumen de bacterias por kg de muestra
En 2 kg de muestra de suelo se inoculé las cepas, donde cada una tenia el 50% de

Pseudomona y 50% Pseudomona fluorescens.

ETAPA 4: Propiedades, fisicas, quimicas y biolégicas del suelo antes y
después
Temperatura

El control de temperatura en el suelo contaminado por hidrocarburos fue
importante.porque pudo observarse que, a temperaturas de 20°C a 25°C, se tuvo
una mayor estimulacion para degradar los hidrocarburos, ya que las colonias de
las bacterias crecieron considerablemente, por tal razén en cada uno de las etapas
se controlo este parametro fisico. Ya que el suelo que recibe calor se incrementa
su temperatura, y si este cede calor disminuye su temperatura, por lo que se

encuentran relacionados.
Potencial de hidrégeno (pH) (método potenciométrico)

En un suelo contaminado por hidrocarburos el pH, solo varia ligeramente,
este parametro fue medido con un multiparametro Gondo Ezodo de Scientific
Measuring Instruments, donde su electrodo fue calibrado con buffer HANNA de pH
4, pH 7y pH 10, lo que arrojo una eficiencia de calibracion del 97 %, siendo utilizado

en todas las mediciones realizadas en todo el proceso de biorremediacion.
Conductividad eléctrica (mS/cm) (Método potenciométrico)

En un suelo contaminado con hidrocarburo totales, la conductividad eléctrica,
tuvo una tendencia de incrementar, el diésel no impide la solubilizacién de sales
presentes en el suelo, se determino6 este parametro mediante un electrodo que fue
calibrado con una solucién estandar para verificar su correcto funcionamiento. Se
prepard un extracto de suelo que fue agitado en un equipo rotacional a 30 rpm por

30 minutos, y luego se dejo reposar por 4 horas y asi realizar sus mediciones.
Potencial redox (mV) (Método potenciométrico)

Este parametro mide la capacidad oxidativa o reductora del suelo

contaminado, Las mediciones se realizaron con un electrodo del multiparametro
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Gondo Ezodo de Scientific Measuring Instrumentans, calibrado por empresa

acreditada a Inacal.
Humedad (%) (ASTM D - 2216 (2010) /ISO 1170)

La humedad en suelo contaminado por hidrocarburos totales, tuvo valores bajos
ya queeste tiene un comportamiento de grasa que envuelve al suelo, lo que
aparentemente no tiene mucha humedad, esta fue determinada por un método
fisico, que consistid en pesar un crisol de porcelana y colocarlo en la estufa a
105°C por 4 horas hasta que obtuvimos pesos constantes, los resultados se
encuentranen la tabla N°2.

Formula
(peso de tara + suelo humedo) - (peso de tara + suelo seco)

%H = x 100
(peso de tara + suelo seco) - (peso de tara)

Densidad aparente (Da mg/cm3) (método del cilindro biselado)

La densidad aparente, fue importante porque se necesitaba conocer la
porosidad total del suelo contaminado por HTP, siendo calculada después de
homogenizar lamuestra, donde se obtuvo una muestra representativa, se tomo el
volumen de un cilindro con dimensiones ya conocida, se llevo la muestra a la estufa

a secar por 4horas, a 105 °C, para luego pesar y hacer los calculos.

Férmula

Volumen del cilindro: n *r2 * h (cm3)

Peso de muestra seco

Da (g/cm?®) =

Volumen del cilindro (cm3)

Capacidad de intercambio cationico (meq/100g) (Método del acetato de
amonio 1IN —pH 7)

La capacidad de intercambio cationico (CIC), se realizé con la muestra
secado al ambiente, luego se tamizd por malla N° 10 (2mm), se peso6 en una balanza
analitica, se agreg6 acetato de amonio 1N- pH 7, y se coloco en un agitador
magnético por 30 minutos, luego se filtrg, finalmente se tituld con indicador de

fenolftaleina, y se titul6 con NaOH 0.1N.
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Foérmula
vm - vb) *N * (100 +W)
CIC= Pmsa

Donde:

vm: Volumen gastado en el filtrado (mL)

vb: Volumen gastado en el blanco (mL)

Pmsa: Peso de muestra secado al aire (g)

W: Humedad del suelo seco al aire

Carbono organico (%C) (método Walkley — Black)

El carbono organico, fue determinado por oxidacion fuerte utilizando
dicromato depotasio, en una solucién acida de acido sulfurico, el que fue titulado

con sulfato ferroso amoniacal 0.5 N, y su indicador la ferroina.

Formula
(Vbco —Vm) *N *0.003*1.3*100
%C =
Peso de la muestra en gramos
Donde:

Peso de la muestra en gramos

Vbco: Volumen gastado en el blanco (mL)

Vm: Volumen gastado en la muestra (mL)

N: Normalidad del sulfato ferroso

1.3: Factor

0.003: meq de carbono

Materia organica (%MO) (método Walkley — Black)

El suelo fue tratado con un volumen conocido de dicromato de potasio, la que
se preparé y estandarizd la normalidad, también se realizé un blanco la que se
corre de igual forma con los reactivos Qp sin presencia de muestra.

Formula
0.6708 * (Vol. gast. BKO — Vol. gasta. muestra) * N

%MO =
Peso de la muestra en gramos
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Nitrogeno total (%N) (Método Kjeldahl)

El andlisis por nitrégeno total, tuvo dos etapas, la primera la digestion y la
segunda la destilacion que es donde se recibe la muestra para titular con acido

sulfurico estandarizado 0.1N.

Foérmula

%Nitrégeno = (acido valorante - mL blanco) * N * 1,4007
Peso de la muestra en gramos

Textura del suelo contaminado por HTP (Método de Bouyoucos)

La textura del suelo fue determinada pasando la muestra por un tamiz de
2mm, luego se peso el suelo agregando el dispersante, dejandolo en reposo, por
24 horas para luego homogeneizar en un agitador a 800 rpm, el contenido fue
vertido en una probeta de 1000 mL, lo que se agitdé por 5 minutos con un émbolo,
terminado este tiempo se puso a funcionar el cronémetro, y se colocé con mucho
cuidado el hidrémetro, tomando lectura a los 40 segundos, luego se tomo la
temperatura de la soluciéon, dejandose por 2 horas para volver a tomar las lecturas
los resultados estan en la tabla 15.

Foérmula
Lectura corregida a los 40 segundos
% Arena = 100 - X 100
Peso de la muestra (g) SECA A 105°C

Lectura corregida a las 2 horas x 100

%Arcilla =
Peso de la muestra (g) seco a 105 °C

%Limo = 100 — (%Arcilla + %Arena)
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Concentracion de hidrocarburo inicial (Método por reflujo Soxhlet)

El método de extraccion Soxhlet, es utilizado para determinar hidrocarburos,
pesados como los F2 que es caso de la investigacion, se procedio a lavar el balén
con detergente y enjuagado luego con agua destilada, seco al ambiente se enjuago
con solvente para no dejar presencia de contaminacién por hidrocarburos, luego
se llevo a la estufa y se puso a secar por 4 horas, para enfriar y pesar, la muestra
fue secada y triturada, para colocarlo en el dedal de celulosa, se armé el equipo y
se dejd extraer por 3 horas de manera continua, para luego realizar la segunda
etapa de recoger el solvente organico por destilacién y volverlo a la estufa por 24

horas, para enfriar y pesar el balén mas el residuo del hidrocarburo extraido.

Férmula

(Wb+htp = Wbs) *FC

HTPs =
(P * FH)

HTPs: Suelo contaminado con hidrocarburo (mgHTP/Kgss)
Wh+htp: Peso del balén + extraccion (g)

Whs: Peso del balon seco (g)

P: Peso de muestra seca a 105°C

FH: Factor de correccion de humedad

FC: Factor de correccion para transformar a kg de ss = 1000
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ETAPA 5: Diseno del tratamiento

Diagrama de flujo

Pesodela

muestra
20kg

Los tiempos de
evaluacion

fueron de 15 dias, Repetic
30 dias y 45dias. epSelmones

macetas.

Las dosis fueron de 100,
200 Y 300 mL al 50% de
Pseudomonaputida y
Pseudomona fluorescens.

ETAPA 6: Resultados
Eficiencia
Estadistica

3.6 Método de anélisis de datos
Los resultados que se obtuvo en el laboratorio con respecto a la degradacion

de hidrocarburos por Pseudomona putida y Pseudomona fluorescens fueron

procesados mediante:
¢ Microsoft Excel version 2019, para la elaboracion de tablas y graficos
e |BM SPSS statistics version 2026, para analisis estadisticas
e Word 2019 versiéon 2019, para elaboracion del informe

3.7. Aspectos éticos

La presente investigacion se trabajé con informacion recolectada tomandose en
cuenta el derecho de autor citdndolos segun la norma internacional Organizacién
de Estandarizacién (1ISO) 690-2. Para su desarrollo se utilizé la Guia de elaboracion
de productos de investigacion de fin de programa de la Universidad César Vallejo.
aprobada a través de la Resolucion del Vicerrectorado de Investigacion N°110-
2022-VI-UCV. Por otro lado, fue insertada a un programa de anti plagio llamado
turnitin en la que se verifico la autenticidad del desarrollo de investigacion

experimental
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IV. RESULTADOS
Caracteristicas del suelo contaminado con HTP inicial

A continuacién, en la Tabla 2 se aprecian los parametros fisicos y quimicos de la

muestra inicial.

Tabla 2. Pardmetros fisicos y quimicos de suelo taller de mecénica con HTP

Cadigo Temperatura |potencial de| conductividad | potencial redox
°C hidrogeno eléctricapS/cm mV
(acido/base)
SAO-A 24.0 6.85 1486 124.0
STM-HTP 24.0 7.73 2500 -108.5

Donde:
SAO-A: Suelo agricola organico - Ancash
STM-HTP: Suelo de taller de mecanica con hidrocarburo total
En la Tabla 2 se observa los resultados de los pardmetros iniciales fisicos y

quimicos del suelo contaminado con hidrocarburo y se hace una comparacion
respecto a los valores de un suelo agricola. El suelo contaminado con HTP tuvo
pH de 7.73 lo cual nos indica que ese suelo es ligeramente alcalino, a diferencia
del suelo agricola que tiene un valor de pH de 6.85. La conductividad eléctrica de
un suelo contaminado con HTP fue de 2500 uS/cm, esto debido a que el suelo es
arenoso y no retiene tanta agua a diferencia del suelo agricola la cual tiene un valor
de 1486 uS/cm. El potencial redox de suelo contaminado con HTP fue -108.5 mV,
debido a que existe una reduccién o pérdida de electrones por parte del oxigeno;

mientras que un suelo agricola tuvo 124.0 mV.

A continuacion, En la Tabla 3 se aprecia la prueba de normalidad respecto a

los parametros iniciales del suelo contaminado.

Tabla 3. Normalidad de los parametros fisicoquimicos

Pruebas de normalidad
Kolmogorov-Smirnova Shapiro-Wilk
Estadistico | gl Sig. Estadistico Gl Sig.
PFQ_SI ,285 6 ,140 ,919 6 ,500

Fuente: elaboracién propia
La normalidad de los parametros fisicoquimicos tuvo una distribucion normal

debido a que p>0.05, de tal forma se encontré con un estadistico paramétrico, se

utilizé Pearson.
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A continuacion, en la Tabla 4 se observa la prueba de homogeneidad respecto

a los parametros fisicoquimicos del suelo inicial.

Tabla 4. Homogeneidad de varianzas de los parametros fisicoquimicos

Prueba de homogeneidad de varianzas
Estadistico | gl gl2 Sig.
de Levene
PFQ_SI |Se basa en la media 1,724 1 4 ,259
Sebasaenla ,691 1 4 ,453
mediana
Se basaenla ,691 1 3,630 ,457
mediana y con gl
ajustado
Se basa en la media 1,632 1 4 271
recortada

Fuente: elaboracién propia
El estadistico de prueba de homogeneidad tuvo una significancia con p>0.05

lo que hace que se rechace la hipotesis del investigador.

En la Tabla 5 se observa la varianza de los parametros de la muestra inicial.

Tabla 5. Andlisis de varianza de los parametros fisicoquimicos

ANOVA
PFQ_SI
Suma de gl Media F Sig.
cuadrados cuadratica
Entre grupos 246,016 1 246,016 ,000 ,992
Dentro de grupos |8110816,563 | 4 2027704,141
Total 8111062,579

Fuente: elaboracion propia
Se observa en la Tabla 5 que F es bastante bajo por lo tanto no existe mucha

variabilidad, pero la significancia acepta la hipotesis nula.

En la Tabla 6 se aprecia el porcentaje de humedad inicial del suelo contaminado

con hidrocarburo de taller de mecénica.

Tabla 6. Determinacion de humedad en suelo de taller de mecanica - Carabayllo
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peso del peso del Peso del crisol humedad
codigo crisol(g) crisol+muestra himeda |myestra seca (g) %
(9)
SAO-A 43.5944 45.4287 45.2199 11.38
STM-HTP 48.2980 50.9261 50.8346 3.48

SAO-A: Suelo agricola organico - Ancash
STM-HTP: Suelo de taller de mecanica con hidrocarburo total

En la Tabla 6 la humedad se vio afectada en suelo contaminado debido a que
los hidrocarburos tiene aceites y grasas que no le permite que el agua se distribuya
correctamente dentro del suelo por tal razén su porcentaje de humedad fue 3.48%,
a diferencia que de un suelo organico es de 11.38% ya que este suelo no tiene

ningun tipo de contaminacion.

La siguiente Tabla 7 se muestra los valores de CIC respecto a la muestra

inicial comparado con el valor del suelo agricola.

Tabla 7. Capacidad de intercambio catiénico (CIC)

peso de|vol.  gast.|vol. gast. en | normalidad CiC
Codigo |Muestra (g) |len BK (mL) |muestra (mL) NaOH meq/100g
SAO-A 5.0075 1.1 6.7 0.1 11.5420
STM-HTP 5.0002 1.1 9.75 0.1 6.5670

Fuente: elaboracion propia
SAO-A: Suelo agricola organico - Ancash

STM-HTP: Suelo de taller de mecanica con hidrocarburo total
Enla Tabla 7 se observa los valores de la capacidad de intercambio cationico.

El suelo con HTP inicial tuvo 6.5670 meg/100g, lo cual nos indica que se va
perdiendo los cationes que poseen los nutrientes que son importantes en el
crecimiento de las plantas mientras que un suelo agricola tiene 11,5420 meq/100g

lo cual esta dentro del valor 6ptimo.

En la siguiente Tabla 8 se visualiza el porcentaje inicial de carbono organica

del suelo contaminado con hidrocarburo.
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Tabla 8. Carbono organico total (COT)

peso de | vol. gast. |vol. gast. en |ormalidadde carbono
Codigo muestra |€n BK (mL) muestra(mL) SF organico total
(9) %
SAO-A 0.5011 10.2 8.55 0.98 1.26
STM-HTP | 0.5004 10.6 7.3 1 2.57

Fuente: elaboracién propia
SAO-A: Suelo agricola organico - Ancash

STM-HTP: Suelo de taller de mecanica con hidrocarburos total.

En la Tabla 8 el carbono organico de un suelo de taller mecanica con HTP se
observa con mayor porcentaje de 2.57%, esto se debe a que el hidrocarburo tiene
mas carbono, mientras que de un suelo agricola es de 1.26%, ya que este suelo

no tiene ningun tipo de contaminante.

A continuacion, en la Tabla 9 se aprecian los valores de la densidad aparente

del suelo inicial comparados con una muestra de suelo agricola.

Tabla 9. Densidad aparente

Cddigo | peso de |peso de tara|peso de tara| volumen del | densidad
tara(g) | +SH(g) +8S(g) |[cilindro(cm®) | aparente
(mg/cm3)
SAO-A 463 741 719 274.2 0.934
STM-HTP 270 520 505 274.2 0.857

Fuente: elaboracioén propia
SAO-A: Suelo agricola organico - Ancash
STM-HTP: Suelo de taller de mecanica con hidrocarburo total

En la Tabla 9 se puede observar que la densidad aparente de un suelo
contaminada con HTP disminuye a 0.857 mg/cm3, ya que el hidrocarburo tiene
aceites y grasas y no deja que el agua se filtre hasta el interior del suelo, mientras

que de un suelo organico es 0.934 mg/cm3.

A continuacion, la Tabla 10 muestra los valores de materia organica y nitrogeno

en el suelo contaminado por hidrocarburos.
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Tabla 10. Materia organica y nitrogeno

materia organica(%) nitrodgeno total
Cadigo %
SAO-A 2.16 0.12
STM-HTP 4.42 0.23

Fuente: elaboracién propia
SAO-A: Suelo agricola organico - Ancash
STM-HTP: Suelo de taller de mecanica con hidrocarburos total
En la Tabla 10 se visualiza que la materia organica de un suelo contaminado

es mayor a la del suelo organico, debido a que los hidrocarburos poseen cadenas
de carbono. Por otro lado, el nitrégeno del suelo con HTP es de 0,23%, mientras
gue un suelo organico tiene 0.12%.

A continuacion, en la Tabla 11 visualiza la prueba de normalidad del suelo
inicial contaminado con hidrocarburo, se determiné con la finalidad de conocer si

es paramétrica o no paramétrica.

Tabla 11. Prueba de normalidad del suelo inicial con HTP

Pruebas de normalidad
Kolmogorov-Smirnova Shapiro-Wilk
Estadistico | gl Sig. Estadistico gl Sig.
PSI_HTP ,202 12 ,188 ,812 12 ,013

Fuente: elaboracioén propia
De acuerdo al estadistico de Shapiro-Wilk la significancia es menor a p<0.05

donde el procedimiento tiene un comportamiento no paramétrico y se utilizé el Rho
Espearman.
A continuacion, en la Tabla 12 se observa el valor obtenido a través de la

prueba de homogeneidad de los parametros iniciales del suelo contaminado.
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Tabla 12. Homogeneidad de varianzas del suelo inicial con HTP

Prueba de homogeneidad de varianzas
Estadistico de| gl gl2 Sig.
Levene

PSI_HTP| Se basa en la media 8,116 ,010
Se basa en lamediana 5,658 2 9 ,026
Se basa e n la mediana 5,658 2 6,693 ,036

y con gl

ajustado
Se basa en la media 8,083 2 9 ,010

recortada

Fuente: elaboracion propia
En la Tabla 12 se observa la prueba de homogeneidad donde el p<0.05, por

lo tanto, se rechazo la hipotesis nula y acepta la hipotesis alterna.

En la Tabla 13 se muestra la varianza respecto a los parametros

fisicoquimicos de la muestra inicial.

Tabla 13. Anélisis de varianza del suelo contaminado con HTP

ANOVA

PSI_HTP
Suma de Gl Media F Sig.

cuadrados cuadratica
Entre grupos 118,971 59,486 8,866 ,007
Dentro de 60,383 6,709
grupos
Total 179,354 11

Fuente: elaboracion propia
En la Tabla 13 se observa que la variabilidad de los resultados es grande de

acuerdo a F y la significancia el menor p<0.05 se rechazé la hipétesis nula y se

acepto la hipotesis del investigador.

En la siguiente Tabla se observa la prueba de Tukey para los parametros iniciales

del suelo contaminado.
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Tabla 14. Parametros fisicoquimicos contaminado con HTP

PSI_HTP
HSD Tukey?a
Cl SHTP Subconjunto para alfa = 0.05
- 1 2
2 1,4053
1,7325
1 8,2423
Sig. ,983 1,000

En la Tabla 14 se visualiza Tukey donde tiene una significancia mayor a p>0.05,

por lo tanto, se acepta la hipoétesis nula y rechazamos la hipétesis alterna.

En la siguiente Tabla 15 se observa la textura del suelo inicial del suelo

contaminado con hidrocarburo, lo cual se determiné por triangulo de USDA.

Tabla 15. Textura del suelo

Cadigo

arena(%)

limo
%

arcilla
%

textura del suelo

STM-HTP

67

22

6

Arenoso

Fuente: elaboracién propia
SAO-A: Suelo agricola organico - Ancash

STM-HTP: Suelo de taller de mecanica con hidrocarburos total

En la Tabla 15 se visualiza que el suelo contaminado con HTP posee una textura

arenosa.

En la Tabla 16 se visualiza la permeabilidad inicial de la muestra de suelo

contaminado con hidrocarburo.

Tabla 16. Permeabilidad del suelo

altura del tiempo Log K
Codigo suelo (mm) Segundos (mm/mm) cm/seg
SAO-A 60 910.2 200/100 1.98x1073
STM-HTP 60 1200.5 200/100 1.50x1073

Fuente: elaboracién propia
SAO-A: Suelo agricola organico - Ancash
STM-HTP: Suelo de taller de mecanica con hidrocarburos total
k: Constante de permeabilidad
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En la Tabla 16 la permeabilidad del suelo contaminado con HTP fue 1.50x10-3

cm/seg,mientras que de suelo agricola es 1.98x10°3 cm/seg.

A continuacién, en la Tabla 17 se aprecia la concentracion inicial de

hidrocarburos F2 en la muestra de suelo estudiada.

Tabla 17. Concentracion de hidrocarburos totales inicial en suelo de taller de

mecanica
peso de balon | peso de balon peso de HTP
Cadigo seco (g) + HTP muestra seca | mgHTP/kgps
() (9)
STM-HTP 162.9368 162.9992 5.0153 12441.927

Fuente: elaboracién propia
STM-HTP: Suelo de taller de mecanica con hidrocarburo total
En la Tabla 17 se visualiza la concentracién de HTP inicial en suelo de taller

de mecanica con 12441.927 mgHTP/kg ps. En los resultados obtenidos se registro
alto contenido de concentraciones de hidrocarburos inicial de suelo de taller
mecanica. Segun D.S N° 011-2017 MINAM menciona que la ECA de suelo
comercial es de 5000 mgHTP/kg ps. Por ello se realizd el tratamiento
microbiolégico utilizando la Pseudomona fluorescens y Pseudomona putida, ya que
estas Pseudomonas son capaces de degradar el hidrocarburo. Los resultados que

se obtuvieron sobrepasan la normativa.

A continuacion, en la Tabla 18 se aprecia el tamafo de la poblacién

bacteriana en el cultivo preparado en 20 dias.

Tabla 18. Preparacion de los agares diferenciales

Agares peso(g) |volumen(mL)| peso4 |volumen por
placas(g) | placa (mL)
Cetramide Agar 46.7 1000 17 350
(Fluorescens)
Simmons Citrate Agar | 24.28 1000 9 350
(putida)
Triple Sugar Iron Agar | 64.52 1000 23 350
(Gram negativas)

Fuente: elaboracién propia
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En la Tabla 18 se visualiza los tipos de Agares que determinaron el tipo de
bacteria. El Agar triple sugar es para determinar la existencia de Gram negativa, y
el Agar cetramide es solamente para identificar la Pseudomona fluorescens y Agar

Simmons citrate es para determinar la Pseudomona putida.

En la Tabla 19 se observa se observa las diluciones seriadas, lo cual fue un
método muy importante para diferenciar las Pseudomona putida y Pseudomona

fluorescens.

Tabla 19. Diluciones seriadas

Codigo 10-1 10-2 10-3 10-4

Cetramide Agar 1/9=1/10 | 1/9=1/100 | 1/9=1/1000 |1/9=1/10000
(Fluorencens)

Simmons Citrate Agar | 1/9=1/10 | 1/9= 1/100 1/9= 1000 1/9=1/10000
(putida)

Triple Sugar Iron Agar | 1/9=1/10 | 1/9=1/100 1/9=1/1000 |1/9=1/10000
(Gram negativas)

Fuente: elaboracién propia
Se realizaron diluciones seriadas para los diferentes agares.

En la siguiente Tabla se aprecia la cantidad de colonias formadas en los
distintos Agares después de 24 horas de haber sido sembradas en las placas Petri.

Tabla 20. Analisis cuantitativo de recuento de colonias en placas Petri

Cadigo alto medio bajo N° Colonias
Cetramide Agar 5 2 1 173.33
(Fluorencens)
Simmons Citrate Agar 6 3 1 216.67
(putida)
Triple Sugar Iron Agar 7 3 1 238.33
(Gram negativas)

Fuente: elaboracion propia
En la Tabla 20 se observa el analisis de recuento de colonias en placas Petri,

para ello se realizo una siembra de tres tipos de Agar para determinar las unidades

formadoras de colonia.
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En la Tabla 21 se muestra unidades formadoras de colonias en medio cultivo.

Tabla 21. Unidades formadoras de colonias -mL de cultivo

Cadigo N° colonias |factor de dilucion | volumen de | cultivo
muestra | UFC/mL
(mL)
Cetramide Agar 173.33 10-1 1 1733.3
(Fluorencens)
Simmons Citrate Agar 216.67 10-1 1 2166.7
(Putida)
Triple Sugar Iron Agar|  238.33 10-2 1 23833
(Gram negativas)

Fuente: elaboracién propia

En la Tabla 21 se visualiza unidades formadoras de colonia de cultivo, donde

se realizo para tres tipos de Agar.

A continuacién, en la Tabla 22 se aprecia la cantidad de las Unidades

Formadoras de colonia en los distintos Agares con las 3 dosis utilizadas.

Tabla 22. Cantidad de UFC/mL en cada in6culo sembrado en suelo con HTP

Cadigo peso del suelo con | volumen por dosis | N° de UFC/mL
HTP g) (mL)
Cetramide Agar 2000 50 86665
(fluorencens)
Simmons Citrate Agar 2000 50 108315
(putida)
Total: sembrado 2000 100 194980
Cetramide Agar 2000 100 173330
(fluorencens)
Simmons Citrate Agar 2000 100 216630
(putida)
Total: sembrado 2000 200 389960
Cetramide Agar 2000 150 259995
(fluorencens)
Simmons Citrate Agar 2000 150 325005
(putida)
Total: Sembrado 2000 300 585000

Fuente: elaboracién propia
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En la Tabla 22 se observa la cantidad de las unidades formadoras de colonias por
mL en cada ino6culo sembrado en las macetas de cada dosis. La muestra de suelo
fue de 2 kg, donde la dosis de 100 mL inoculado obtuvo total de sembrado de
194980 UFC/mL, la dosis de 200 mL obtuvo 389960 UFC/mL y por ultimo la dos
de 300 mL obtuvo 58500 UFC/mL.

A continuacion, en la Figura 9 se aprecia el comportamiento de los parametros

fisicoquimicos en T1T2T3 del suelo contaminado con hidrocarburos en taller

mecanico en dosis de 100mL, 200mL y 300mL

T1- (100mL, 200mL,300mL)

1284.55

T2-(100mL, 200mL,300mL)

B T3-(100mL, 200mL,300mL)

941.77

869.88

-113.73
38.88

| IETEEE]

20.5
6.515

~N —
- N
N ~N

7.27

Ll
o~

temperatura (°C) potencial de conductividad potencial
hidrogeno eléctrica (uS/cm) redox
mV

Figura 9. Pardmetros fisicoquimicos T1T2T3 en dosis de 100mL, 200mL y 300mL

En la Figura 9 se visualiza los parametros fisicoquimicos de los tres
tratamientos de 15 dias, 30 dias y 45 dias donde la temperatura T1T2 se mantiene
constante con un valor promedio 21°C y en T3 desciende a 20.5°C, dado que las
bacterias fueron degradando los hidrocarburos y asi disminuyendo su fuente de
carbon. El pH en el T1 dosis 100 mL, 200 mL y 300 mL tiene un promedio de 6.515,
mientras que en el T2T3 oscila 7.51 a 7.27 siendo moderadamente alcalino. La
conductividadeléctrica en el T1 de dosis 100 mL, 200 mL y 300 mL se observa con
un valor promedio 1284.55uS/cm, y en el T2 con valor promedio 869.88uS/cm
disminuyendo debido a que durante el proceso degradacion reduce por la accidon
bacteriana, mientras que el tratamiento T3 aumenta con un valor promedio 941.77
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puS/cm. Lapotencial redox en el T1 dosis 100 mL, 200 mL y 300 mL tiene un valor
promedio 113.73 mV debido a que en este tratamiento hay una reduccién, mientras

que el T2T3 hay oxidacioén siendo un suelo con parametro 6ptimo.

En la Figura 10 se observa los valores obtenidos de la humedad durante el primer,
segundo y tercer tratamiento con las dosis de 100, 200 y 300 mililitros.

14.50%

0,
14.00% * T1- (100mL, 200mL,300mL)

] -
13.50% T2-(100mL, 200mL,300mL)

T3-(100mL, 200mL L
13.00% = T3-(100mL, 200mL,300mL)

12.65%

12.20%

12.50%

12.00%

11.50%

Nivel de %

11.00%

humedad

Figura 10. Humedad de T1T2T3 en dosis de 100 mL, 200 mL y 300 mL

En la Figura 10 se visualiza la humedad de T1 se observa la dosis de 100 mL,
200 mL y 300 mL que tuvo un promedio 12.65%, mientras que en T2 se observa
un promedio de 14.24% de humedad, ya que en este tratamiento las bacterias
estan reproduciendo y necesita mas agua y en el tratamiento T3 se disminuye con
un promedio de 12,20% de humedad esto se debe que las bacterias van

disminuyendo por que el hidrocarburo reduce.

A continuacion, en la Figura 11 se observa el comportamiento de la Capacidad de

Intercambio Catiénico durante los 15 dias, 30 dias y 45 dias de tratamiento.

42



40.00

35.50

35.00

27.75

30.00
25.00

19.27

20.00
15.00

10.00

5.00

= T1-(100mL, 200mL,300mL)
™ T2-(100mL, 200mL,300mL)
= T3-(100mL, 200mL,300mL)

Figura 11. Capacidad de intercambio catiénico de T1T2T3 en dosis de 100 mL, 200 mL y 300 mL

En la Figura 11 se observa capacidad de intercambio cationico de T1T2T3 de
la dosis de 100 mL, 200 mL y 300 mL, en T1 tuvo un valor promedio de
35.50meq/100g, mientras que en el T2 disminuye con un promedio de 27.75
meq/100g y en el T3 la capacidad de intercambio cationico disminuye con un

promedio 19.27 meq/100g.

A continuacién, en la Figura 12 se aprecia los valores obtenidos respecto al

carbono organico a lo largo del experimento.
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Figura 12. Carbono Organico total TIT2T3 en dosis de 100 mL, 200 mL y 300 mL
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En la Figura 12 el carbono organico total de Tratamiento (T1T2T3 con dosis
de 100 mL, 200 mL y 300 mL), el T1 tuvo un promedio alto de 3.56%, mientras que
en el T2 disminuye con un promedio 2.60% y en el T3 el promedio es 2.56% siendo
un valor menos de los tres tratamientos, ya que en los 45 dias de tratamiento la
Pseudomona putida y Pseudomona fluorescens ha reducido los carbonos de

hidrocarburo.

En la Figura 13 se visualiza se aprecia el comportamiento el promedio

porcentual de materia organica, nitréogeno y CN durante el tratamiento.
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Figura 13. Materia orgénica, nitrdgeno, relacién C/N de T1T2T3 en dosis de 100 mL, 200 mL y300
mL

En la Figura 13 se visualiza la materia organica de T1T2T3 con dosis de 100
mL, 200 mL y 300 mL, en T1 tuvo un promedio de 6.14%, mientras en T2 reduce
la cantidad de materia organica con promedio de 5.02%, en el T3 disminuye la
materia organica con promedio 4.35%, se observa que a partir de T2 va reduciendo
la cantidad de materia organica debido a la degradacién de hidrocarburos. El
nitrogeno en el T1 con dosis de 100 mL, 200 mL y 300 mL se obtuvo un valor
promedio 0.3%, sin embargo, en el T1T2 disminuye con un valor 0.25% debido a
la influencia de las cepas bacteria, porque durante el proceso de degradacion se
libera calor y esto influye en la liberacidon de nitrégeno a la atmdsfera de forma de

gases.
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En las siguientes Tablas 23, 24 y 25 se observan los valores de reduccion de

hidrocarburos en el T1T2T3 con las diferentes dosis aplicadas.

Primer tratamiento

Tabla 23. Concentracion de hidrocarburo en el primer tratamiento (método
gravimétrico — extraccion soxhlet)

peso del peso de
primer balon peso de| baldn HTP
seco muestra con
tratamiento (9) (9) mu(zstra mgHI;I'SP/kg
T1-(M1-100)[ 201.7258 | 5.0344 |201.7846| 11236.41
T1- (M2-100)[ 201.7838 | 5.1012 |201.7558| 11106.65
T1-(M3-100)[ 201.7043 | 5.1006 |201.7104| 11192.14
T1- (M4-200)[ 194.2065| 5.1120 |194.2564| 10113.29
T1- (M5-200)( 187.3749| 5.0246 |187.4241| 10144.87
T1- (M6-200)[ 194.1154| 5.0087 |194.1644| 10135.70
T1-(M7-300)[ 187.3497| 5.0023 |187.3976( 9920.84
T1-(M8-300)[ 201.7053| 5.0131 |201.7528| 9816.80
T1- (M9-300)[ 194.1941| 5.0023 |194.2422| 9962.26

Inicial

12441.93
mgHTP/kg ps

ECAS: Suelo
contaminado con
HTP
5000mgHTP/kg

ps

Fuente: elaboracion propia

T1- (M1-100): Primer tratamiento - M muestra -100 dosis de Pseudomona
fluorescens y Pseudomona putida

Segundo tratamiento
Tabla 24. Concentracion de hidrocarburo en el segundo tratamiento (método

Gravimétrico — extraccion soxhlet)

peso del peso de
segundo balon | PeSOde |} isn con HTP
seco muestra muestra
tratamiento (9) (9) (9) mgHTP/kg ps
T2- (M1-100) | 181.6251| 5.1913 | 181.6752 9998.72
T2- (M2-100) | 142.4553| 5.0066 | 142.5036 9995.09
T2- (M3-100) | 181.6845| 5.1016 | 181.7337 9991.75
T2- (M4-200) | 194.5487| 5.0051 | 194.5897 8486.99
T2- (M5-200) | 162.7698| 5.0051 | 162.8112 8569.79
T2- (M6-200) | 194.6778| 5.0094 | 194.7185 8417.66
T2- (M7-300) | 187.5889| 5.0093 | 187.6242 7300.97
T2- (M8-300) | 201.6978| 5.0098 | 201.7332 7320.92
T2- (M9-300) | 194.7988| 5.0018 | 194.8341 7311.91
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T2- (M1-100): Segundo tratamiento - M muestra - 100 dosis de Pseudomona
fluorescens y Pseudomona putida

Tercer tratamiento
Tabla 25. Concentracion de hidrocarburo en el segundo tratamiento (método

Gravimeétrico — extraccion soxhlet)

peso del
tercer balon | peso de peso de HTP
balon con
seco muestra muestra
tratamiento (9) (9) (9) mgHF;I'SP/kg

T3-(M1-100) | 181.6131| 5.0093 | 181.6579| 9265.82
T3-(M2-100) | 142.4708| 5.0085 |142.5158 | 9308.67
T3-(M3-100) | 181.8914 5.1006 |181.9369 | 9242.15
T3- (M4-200) | 194.7879| 5.0098 | 194.8258 | 7837.93
T3- (M5-200) | 201.8921| 5.0092 |201.9299| 7818.19
T3- (M6-200) | 194.7853| 5.0102 |[194.8232 | 7837.31
T3-(M7-300) | 187.9365| 5.0203 |187.9625| 5365.70
T3- (M8-300) | 201.8352| 5.1004 |201.8617| 5383.00
T3- (M9-300) | 142.7348| 5.0185 |142.7608 | 5367.62

T3- (M1-100): Tercer tratamiento - M muestra - 100 dosis de pseudomonas
Florenses y Putida

Reduccién de contaminante

ReduccionHTP ="' x 100

Ci

12441.93mglkg - 5367.62mglkg

x100

ReducciénHTP = 56.85%

12441.93mglkg

A continuacion, en la Figura 14 se muestra la reduccion de hidrocarburo en el
T1T2T3 con la dosis de 100 mL.

Nivel de concentraciéon de hidrocarburo
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Figura 14. Concentracion de hidrocarburo en T1T2T3 en dosis de 100 mL

En la Figura 14 se visualiza la reduccion de hidrocarburo de T1T2T3 de dosis
de 100 mL en 15 dias, 30 dias y 45 dias, en el primer tratamiento en dosis de 100
mL tiene un valor promedio de 11178.4mgHTP/kgps, mientras que en T3
disminuye obteniendo un valor 9995.18mgHTP/kgps, de igual forma en T3 el
hidrocarburo reducen con 9277.21mgHTP/kgps, esto siendo en 45 dias, lo cual
indica que el T3 en dosis de 100 mL hubo mejor degradacién de hidrocarburo por

Pseudomona putida y Pseudomona fluorescens.

A continuacion, en la Figura 15 se muestra la reduccién de hidrocarburo en el
T1T2T3 con la dosis de 200 mL
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Figura 15. Concentracion de hidrocarburo en T1T2T3 en dosis de 200 mL

En la Figura 15 se observa la concentracién de hidrocarburo en T1T2T3 en
dosis de 200 mL en 15 dias, 30 dias y 45 dias, en lo cual en T1 tuvo una reduccién
de HTP con un valor promedio de 10131,28 mgHTP/kg, también en T2 en 30 dias
disminuye con 8491.48 mgHTP/kg, mientras que en T3 en 45 dias hay mayor

reduccion de hidrocarburo en dosis de 200mL por Pseudomona putida y
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Pseudomona fluorescens con valor promedio 783.14 mgHTP/kg.

A continuacion, en la Figura 16 se muestra la reduccién de hidrocarburo en
el T1T2T3 con la dosis de 300 mL.
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Figura 16. Concentracion de hidrocarburo en T1T2T3 en dosis de 300 mL

En la Figura 21 La concentracion de hidrocarburo en T1 en dosis de 300 mL
a los 15 dias disminuyd con un valor promedio 9899.96 mgHTP/kg, también en T2
redujo con un promedio 7322.26 mgHTP/kg, por ultimo, en el tercer tratamiento en
los 45 dias tuvo mejor degradaciéon en dosis de 300mL, siendo la dosis de mayor

reduccién con un valor promedio 5372.1 mgHTP/kg.

A continuacion, se visualizan analisis estadistico de tratamientos de suelo
con HTP en 15 dias, 30 dias y 45 dias.

Tabla 26. Resultados estadisticos de normalidad de los tratamientos en 15 dias,
30 dias, 45 dias
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Pruebas de normalidad
Kolmogorov-Smirnov2 Shapiro-Wilk
Estadistico gl Sig. Estadistic gl Sig.
o
PFQ_T1T2T3 240 | 27 ,000 ,865 27 ,002
HS_T1T2T3 209 | 27 ,004 814 27 .000
CIC_T1T2T3 166 | 27 ,054 ,903 27 ,016
CO_T1T2T3 156 | 27 ,091 ,920 27 .039
MO_T1T2T3 146 | 27 147 .921 27 ,041
N_T1T2T3 223 | 27 ,001 894 27 .010
CN_T1T2T3 ,131 27 .200° 926 27 .055

Fuente: elaboracién propia
La distribucidén de normalidad de los tratamientos fue no paramétrica porque

el p<0.05 se rechazé de la hipotesis nula y se acepto la hipétesis del investigador,

se utilizé la rho Espearman para las siguientes estadisticas.

Tabla 27. Normalidad de tratamiento por HTP en 15 dias, 30 dias y 45 dias

Pruebas de normalidad

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Estadistico | gl Sig. | Estadistico | gl Sig.
Reduccion_HTPT1T2T3 ,162 27 ,066 913 27 | ,027

En la Tabla 27 se observa la normalidad del analisis de varianza p<0.05 se rechazé

la hipotesis nula y se acepto la hipotesis del investigador.

Tabla 28. Andlisis de varianza del tratamiento de suelo con HTP en 15 dias, 30 dias
y 45 dias.

ANOVA
Reducciéon_ HTPT1T2T3
Suma de al Media F Sig.
cuadrados cuadratica
Entre grupos 38870531,738 2 19435265,869 12,603 ,000
Dentro de 37011181,108 24 1542132,546
grupos
Total 75881712,846 26

Fuente: elaboracién propia
La estadistica Anova tuvo F de 12,603 lo que significo una variabilidad alta la

cual tuvo una significancia de p<0.05 lo que F rechace la hipotesis nula de las

igualdades y acepte la hipotesis del investigador.

Tabla 29. Analisis de varianza del tratamiento de suelo con HTP en 15 dias, 30

dias y 45 dias
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Reduccion_HTPT1T2T3
HSD Tukey?
Tratamientos HTPT1T2T3 N Subconjunto para alfa = 0.05

1 2

3 9 7491,8211
2 9 8599,3111
1 9 10403,2178
Sig. ,163 1,000

Fuente: elaboracién propia

En la Tabla 29 se visualiza Tukey en los tres tratamientos se observa que el
tercero a los 45 dias es la mejor dosis donde se in6culo 300 mL de Pseudomona
putida y Pseudomona fluorescens teniendo una significancia de 0,163 lo que hace
que se rechace la hipotesis del investigador.

En la Figura 17 se observa la eficiencia de Pseudomona putida y
Pseudomona fluorescens en la degradacién de hidrocarburo.
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Figura 17. Eficiencia de Pseudomona putida y Pseudomona fluorescens en la degradacion de HTP

Eficiencia= 16.28 * Ln (56.86) + 16.6 = 82.38%

En la Figura 22 se observa la linea de tendencia de la eficiencia de las cepas

bacterianas en degradar hidrocarburo, en cual se obtuvo un valor porcentual de
82.38%.
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V.  DISCUSION
En la presente investigacidon se planteé como objetivo general determinar la

eficiencia de biodegradacién de hidrocarburos por Pseudomona putida y
Pseudomona fluorescens en suelos contaminados. Luego de obtener los
resultados del estudio de nivel laboratorio se realiz6 el proceso comparativo de los
resultados obtenidos mediante los analisis de laboratorio y los antecedentes

estudiados.

Pérez (2016), obtuvo concentracion inicial de hidrocarburos totales de
petréleo 104231 mg/kg al finalizar el tratamiento se observa valores inferiores al de
inicial con 2649 mg/kg TPHs degradados por Pseudomona fluorescens, con un
porcentaje de reduccion de 97.5%. Asi mismo Bastidas y Cedefio (2018), en su
investigacion tiene alto concentracion de hidrocarburo inicial con 125000 mg/kg, lo
cual obtuvo luego de realizar el tratamiento con pseudomona putida una
disminucion a 2135 mg/kg de TPHs con una tasa de reduccion de 94% alcanzando
los parametros de limites maximos permisibles. Segun el Decreto Supremo N 011-
2017 MINAM los valores de los ECA establecidos para suelo de uso industrial y
con hidrocarburos de fraccion 2 son de 5000 mg HTP/kg ps. En los resultados de
la tabla 25, se observa que el M9 del tercer tratamiento es el que posee mayor
cantidad de hidrocarburos reducidos alcanzando un valor de 5367.62 mgHTP/kg
ps a comparacion de la inicial que fue de 12441.93 mgHTP/kg ps, llegando a reducir
el 56. 85% de HTP y con una eficiencia de 82.36%. Esta reduccion se produjo con
una dosis de 300 mL de las bacterias estudiadas y en un periodo de 45 dias. Si
bien el valor obtenido al final de la investigacion no alcanza el valor de ECA
establecido y dichos valores son mayores a diferencia de los demas autores; el
porcentaje de reduccion es aceptable y este resultado se puede mejorar si se
realiza un mejor disefo en el procedimiento. Ademas, se trabajo con la union de
las dos bacterias del género Pseudomona demostrando que la actividad de ambas
ayuda en la degradacion de hidrocarburos. La reduccion obtenida es gracias a la
actividad de las Pseudomonas que tienen la capacidad de crecer en lugares con
presencia de hidrocarburos produciendo sustancias que a su vez poseen la
capacidad de acelerar el crecimiento de bacterias potencializando la actividad
enzimatica que ayuda a la oxidacidn de fracciones toxicas que tiene el

hidrocarburo; de esta manera se llega
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a obtener un mejor resultado en cuanto al proceso de biodegradacion. Los
resultados obtenidos tanto de la investigacion como de los autores citados
dependen de diferentes factores, el diseno, el tiempo, las bacterias utilizadas, las

dosis, el tipo de suelo y las condiciones del lugar donde se realice el experimento.

Bastidas y Cedefio (2016), realizaron analisis fisicoquimicos y microbiolégicos
del suelo antes del tratamiento de los cuales consider6 el pH, temperatura,
humedad y el total de hidrocarburo, donde tiene resultado altos de los parametros
el pH con un valor 7.4, temperatura 19°C, humedad 90% y concentracion de
hidrocarburo. Por otro lado, Pérez (2018), realiz6 analisis fisicoquimicos iniciales
como la materia organica, pH, conductividad eléctrica e hidrocarburos totales de
petréleo con un valor inicial 104231 mg/kg, en el cual obtuvo un valor alto que
sobrepasa los parametros de limites permisibles. En la presente investigacion de
igual manera se realizé el analisis de los parametros iniciales temperatura con 24°C
, PH 7.76 un suelo ligeramente alcalino, conductividad eléctrica 2500 uS/cm siendo
un valor alto, debido a que el suelo con HTP posee alto sales, respecto a la
humedad arrojé un valor muy bajo con 3.48%, ya que el suelo con hidrocarburo
tiene aceites y grasas y esto hace que el agua no se filtre correctamente y
concentraciones de hidrocarburo con un valor 12441.927mgHTP/kgps, como
aporte de dicho investigacion también se determin6 la materia organica, nitrogeno,
carbono organico, en lo cual se obtuvo valores alto a de suelo organico, debido que
el suelo contaminado con hidrocarburo tiene cadenas de carbono y eso hace que
se aumente la cantidad de carbono. Se Coincide con los autores en andlisis
iniciales del suelo contaminado ya que estos parametros son importantes para ver
en qué condiciones se encuentra el suelo y la cantidad de concentraciones de

hidrocarburo.

Segun Ludefa (2020), realizé la evaluacion del potencial degradador de
hidrocarburos por bacterias Pseudomonas que fueron aisladas de suelos agricolas.
Dicha investigacidon hace referencia de que las bacterias del género Pseudomona
se encuentran en suelos que no presentan ningun tipo de agroquimicos y en las
raices de plantas como la yuca, el frijol y la arracacha. Por su parte Mayz y Manzi
en la investigacion realizada del 2017 identificaron a la leguminosa que crecia en
el area afecta por hidrocarburos; la leguminosa recibe el nombre de Sanamea
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Saman que es un arbol grande que tiene forma de un paragua, presenta floracion
y frutos en forma de vaina. Asi mismo Pinto y Sanchez (2018), mencionan que una
de las caracteristicas para favorecer el crecimiento de dichas bacterias es que el
suelo tenga un pH de 6 a 8; una humedad de 25% a 70%; una temperatura de 15
°C - 45 °C y que cuente con una disponibilidad de oxigeno. En la presente
investigacion la Pseudomona putida y Pseudomona fluorescens se obtuvo en
suelos sin agroquimicos en la raiz de la planta de maiz y alfalfa, ya que estas
bacterias son protectores de raices de plantas de los patdégenos, para su
identificacion se realizo el tincidn Gram donde estas bacterias son Gram negativas,
como aporte de investigacion para saber si verdad eran las Pseudomona putida y
Pseudomona fluorescens se realizd pruebas bioquimicas para identificar
cuantitativamente y también se determiné el tamafio de la poblacion microbiana en
el cultivo preparado en 20 dias donde se realizé el analisis cuantitativo de recuento
de cepas bacterianas en placa Petri luego para determinar la cantidad de UFC/mL
en cada in6culo sembrado en suelo con HTP, ya que en otras investigaciones no
hacen mencidén de como se llevo el procedimiento microbioldgico, mientras que en
dicha investigacion se menciono desde la obtencion de las cepas bacterianas hasta
la cantidad de inoculacién al suelo de ellas. Se coincide con los autores en la
obtencién de las cepas bacterianas porque estas bacterias viven en la rizosfera
donde no hay ningun tipo de agroquimico. Sin embargo, se discrepd sobre
condiciones para su crecimiento en el porcentaje de humedad, ya que en dicha

investigacion tuvo un valor promedio 12.65% durante el proceso de degradacion.

Ludena 2020 realizoé un diseno de experimento que tuvo lugar a un periodo
de tratamiento de 30 y 60 dias con muestras de 1 kilogramo de suelo, el T1 tuvo el
3% de petroleo y se evaluo en los 30 y 60 dias con la dosis obtenida de la raiz del
frijol; el T2 tuvo el 5% de petréleo y se evalud en los 30 y 60 dias también con la
raiz del frijol; el T3 y T4 siguen la secuencia de evaluacién a los 30 y 60 dias para
ambas dosis de petréleo con la raiz de la yuca; de igual manera el TS5y T6 lo hacen
con la raiz de la arracacha. Segun Munéz (2016), para la biorremediacion de suelo
con hidrocarburo utilizando hongos y bacterias realizé un disefio de experimento
que tuvo lugar a 4 tratamientos cada una con 2.5 kg de suelo; el TO se analizé el
suelo con hidrocarburo; el T1 se analizd en suelo con hidrocarburo mas el hongo

de prueba; el T2 analiz6 el suelo con hidrocarburos mas la Sp y el T3 donde se
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analizé la degradacion tanto del hongo y la bacteria en el suelo contaminado. Todo
ello en un periodo de 3 meses. Por otra parte, Pinto y Sanchez (2018) en su estudio
sobre la biorremediacion de suelos con hidrocarburo a través de cepas bacterianas
realizaron un disefio de experimento que tuvo lugar a 6 muestras que contaron con
3 kg de suelo mas 150 mL de petrdleo en un periodo de experimento de 60 dias.
Se observa que existen muchas formas de disefar el proceso de experimento para
degradar suelos contaminados con hidrocarburo, los procesos varian en el tiempo
de tratamiento, la cantidad de muestras, la bacteria utilizada, etc. de estos disenos
dependera el resultado obtenido. El disefio de experimentacién de la presente
investigacion tuvo 3 etapas de tratamiento; cada etapa estuvo conformada por 9
muestras llegando a un total de 27 muestras cada una con 2 kg de suelo
contaminado donde se inocularon diferentes dosis de las bacterias estudiadas. Las
dosis de las bacterias fueron inoculadas en una relacién de 1 a 1, es decir 50% de
Pseudomona putida y 50% de Pseudomona fluorescens. Por otro lado, el tiempo

de tratamiento se analiz6 en los 15 dias, 30 dias y 45 dias.

Pinto y Sanchez (2018) utilizaron una dosis de 500 mL de la Pseudomona putida
para 3 kg de suelo contaminado con petréleo en cada muestra analizada. En ella
se pudo ver que el suelo contaminado con diésel obtuvo una reduccién 51.94% por
parte de la Pseudomona putida y el suelo contaminado con gasolina obtuvo un
63,27% de reducciéon por la Pseudomona putida. Ludefia en el 2020 en su
investigacion realizada utilizo 100 mL de la Pseudomona fluorescens en cada una
de las muestras experimentadas a lo largo del procedimiento. En ella se evidencia
que el tratamiento 4 con un 3% y 5% de petroleo alcanzé un valor de 75.26% vy
85.50% de reduccion a los 30 y 60 dias respectivamente. Por su parte Mufioz en
su investigacion realizada el 2016 utilizd 100mL de cepa bacteriana en cada
muestra analizada, donde se evidencio que el tercer tratamiento donde hubo accién
de la Pseudomona fluorescens y Trichoderma tuvo el mayor porcentaje de
reduccién del 99.1 % con un valor de 379.2 mg/kg. Existen diferentes dosis con
diferentes resultados que ayudan a la biodegradacion de suelos con hidrocarburos.
Estos resultados dependen de la cantidad de dosis, la cantidad de muestra y el
tiempo de degradacién; de esa manera se consigue la dosis 6ptima para disminuir

la cantidad de hidrocarburos en el suelo.
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La investigacion trabajé con 3 dosis de las bacterias estudiadas, la primera etapa
se analiz6 a los 15 dias de tratamiento donde las primeras 3 muestras tuvieron 100
mL de bacterias, las 3 siguientes 200 mL y el otro 300 mL. La segunda vy tercera
etapa siguieron la misma secuencia y fueron analizadas a los 30 dias y 45 dias
respectivamente. La dosis que redujo la mayor cantidad de hidrocarburos fue el 300
mL en la tercera etapa que alcanzé un valor de 5367.62 mgHTP/kg ps. La dosis
optima dependera de la cantidad de muestra, el tiempo y tipo de bacteria, es por
ello que los resultados a comparacién de los demas autores varia en la degradacion

de hidrocarburos.
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VI. CONCLUSIONES

La degradacion de hidrocarburos por Pseudomona putida y Pseudomona
fluorescens por método de bioaumentacién tuvo una eficiencia de 82.38% lo cual

logro disminuir la concentracion de hidrocarburos en el suelo.

Las propiedades fisicoquimicas y microbiologicas del suelo contaminado con
hidrocarburo fueron aceptable para convertirlo en un suelo fértil, ya que sus
parametros fueron mejorando conforme va degradandose los hidrocarburos por

Pseudomona putida y Pseudomona flourescens.

Las caracteristicas microbiologicas de Pseudomona putida y Pseudomona
fluorescens influyeron en la degradacion de hidrocarburos, debido a que estas
bacterias poseen condiciones para su crecimiento como pH, temperatura y
humedad ya que estas cepas bacterianas son aerdbicas.

El tratamiento se realizd por tres etapas la cuales tuvieron tiempo de 15 dias, 30
dias y 45 dias llegando una dosis de 100 mL, 200 mL y 300 mL.

La densidad 6ptima para la degradacion de hidrocarburo por Pseudomona putida
y Pseudomona fluorescens fue de 300 mL en un periodo de 45 dias, donde se
alcanzd una reduccion mayor que de todas las muestras aceptando la hipoétesis de

investigador.
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Vil.  RECOMENDACIONES

Elaborar nuevas formas de disefio de macetas de material ecolégico donde se da
el proceso de tratamiento de suelo para lograr un volteo manual adecuado en cada
una de las muestras, ya que estas cepas son aerdbicas y necesitan aireacion 3

veces por semana.

Probar con diferentes tipos de suelo (arcilla y limo) esto con el fin de evaluar las
optimas condiciones de degradacidén de suelos contaminados con hidrocarburos

por Pseudomona putida y Pseudomona fluorescens.

Probar dosis de diferentes cantidades y mayor tiempo con la finalidad observar el

comportamiento de reduccién de hidrocarburos.

Estudiar las raices de nuevas plantas leguminosas en suelos sin agroquimicos
donde se podrian encontrar las bacterias del género Pseudomona vy facilitar los

problemas generados por los hidrocarburos.

Sembrar plantas leguminosas en el suelo descontaminado para que puedan

absorber y alcanzar mayor porcentaje de reduccién de HTP.
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ANEXOS

ANEXO 1. Matriz de Operacionalizacion de variables y de consistencia

Variable

Definicion
conceptual

Definicion
Operacional

Dimensiones

Indicadores

idades demedicion

Independiente
Pseudomona putida y Pseudomona fluorescens

Aerobios Bacilo
Gram negativo sin
capacidad para
formar esporas, con
una longitud de 1,5
aSpumdelargoy
0,5a 1,0 umde
diametro. La
temperatura 6ptima
de crecimiento esta
entre20y35°C,y
pHrangode 6 a 8
unidades, la
pseudomona putida
degradada los
hidrocarburos
totales y las
Pseudomona
fluorescens es un
degradante de
fenantreno y

naftaleno (Bastidas,
Cedefio, 2016).

La Pseudomona
putida y
Pseudomona
fluorescens sera
medida mediante
Caracteristicas
microbioldgicas de
Pseudomonas
putida y
Pseudomona
fluorescens

, densidad de
biodegradaciony
eficiencia de

biodegradacién de
Hidrocarburos.

Caracteristicas microbiologicas

de

Pseudomonas putida y
Pseudomona fluorescens

Densidad de biodegradacion

Aerobias

Rizosferas

Crecimiento Control
Reductor de contaminantes
Tincion Gram

Agar diferencialAislamiento
Prueba de catalasa

100, 200 y 300

Tiempo del inoculo (30)
Numero de bacterias
sembradas por placa Petri

mg/L
Cm
N° célulasdias
mg/L
+/-
Selecciona Una clase
+/-

mL/kg

dias
UFC/100g
UFC/10mL




Variable |definicién conceptual | definicion dimensiones indicadores unidades de medicion
operacional
Los hidrocarburos La eficiencia
tienen la degradadora de Temperatura °C
8 pabrtICli)ladrldad’ d?j ser hlidrocarlburos e'n Propiedades fisicas, quimicas y PotenCia.I (.:Ie Hldrf)geno acido/base
5 | @psorbidosrapiday | oS SUSIOS sera bioldgicas del suelo antes y Conductividad eléctrica mS/cm
5 fuertemente a medida mediante d . Potencial redox
. . espués mV
@ particulas del suelo. Propiedades
c N . _y Humedad o
o Esta peculiaridad, |fisicas, quimicas, y ) °
o unida alagran |bioldgicas del suelo c Def:jsu(jja(;j a_p?rente b mg/cm?3
5 i i intercambi
3 ~variedad de antes y apac ?:atic’;enicoe cambio meq/100g
g | hidrocarburos, hace |después, disefio del - %
o § necesario concebir tratamiento y Carbor_10 organ_lco %
‘GE) S consorcios reduccion del Materia organica o
= bacterianos que contaminante Nitrégeno Yo
S o seancapaces de USDA
Q Textura
g c colaborarpara la HTP/k
A5 descomposicién Concentracion de Mg g
§ natural de Diseno del tratamiento hidrocarburo
o contaminantes
> (Braibant, 2004).
©
«© Peso de muestra g
2 Repeticiones numero
(O] . .
o Tiempo dias
w

Eficiencia de degradacion

Linea de tendencia

%

Fuente: elaboracion propia.




Matriz de consistencia

Problema general

¢ Cual sera la eficiencia de
biodegradacionde hidrocarburos por
Pseudomona putiday Pseudomona
fluorescens en suelos contaminados
por talleres mecanicos en
Carabayllo, 20227

Problemas Especificos

¢,Como afectan los hidrocarburos a
las propiedades fisicas, quimicas, y
bioldgicasdel suelo inicial en los
talleres mecanicos en Carabayllo,
20227

¢ Cuales seran las caracteristicas
biodegradacion de las Pseudomona

putiday Pseudomona fluorescens
para degradar los hidrocarburos del

suelo de los talleres mecanicos?

¢, Cuales seran las condiciones del
disefiopara él proceso de
biodegradacion con Pseudomona
putida y Pseudomona fluorescens en
el suelo contaminado con
hidrocarburos?

¢ Cual sera la densidad 6ptima para
la biodegradacion de hidrocarburos
por Pseudomona putida y
Pseudomona fluorescens en suelos
contaminados portalleres
mecanicos?

Objetivo general

-Determinar la eficiencia de
biodegradacion de hidrocarburos

por Pseudomona putida y

Pseudomona fluorescens en
suelos contaminados por talleres
mecanicos en Carabayllo,2022.

Objetivos especificos

Determinar los efectos de los
hidrocarburos en las propiedades
fisicas, quimicas y biologicas del

sueloinicial en los talleres

mecanicos en Carabayllo, 2022

Determinar las caracteristicas
microbiolégicas de Pseudomona

putida y Pseudomona

fluorescens para degradar los
hidrocarburos delsuelo de los

talleres mecanicos

Establecer las condiciones del
disefio para él proceso de
biodegradacion con Pseudomona
putida y Pseudomona fluorescens
en el suelo contaminado con

hidrocarburos

- ldentificar la densidad 6ptima
para la biodegradacion de
hidrocarburos por Pseudomona

putida y Pseudomona
fluorescens en suelos

contaminados por talleres

mecanicos.

Hipotesis general

Las Pseudomonas putida y
Pseudomona fluorescens seran
eficientes para degradar
hidrocarburos en suelos
contaminados por talleres
mecanicos en Carabayllo, 2022

Hipotesis especificas
-Las Pseudomonas putida y
Pseudomona fluorescens influiran en
mejorar las propiedades fisicas,
quimicas, y biologicasdel suelo
contaminado por hidrocarburos
totales.

Las caracteristicas de Pseudomona
putiday Pseudomona fluorescens
influyen en la degradacion de los

hidrocarburos del suelo de los
talleres mecanicos

El disefno de biodegradacion de
hidrocarburos con Pseudomona
putida y Pseudomona fluorescens a
mayor tiempo reduccién 6ptima

La densidad 6ptima para la
biodegradacion de hidrocarburos por
Pseudomona putida y Pseudomona
fluorescens influyen en el suelo
contaminado por talleres mecanicos.

Variable
independiente

Pseudomona
putida
Pseudomona
fluorescens

Variable
dependiente

Eficiencia
degradadora de
hidrocarburos en

suelos

Poblacion

La poblacion del
desarrollo de
investigacion se
encuentra en la zona
del distrito de
Carabayllo dondese
encuentran los talleres
de mecanica de
automoviles.

Muestra

La muestra se tomo del
taller de mecanica
automotriz Velasquez
Ubicado en Av. San
Juan de Dios calle 3 la
que sera de 120
kilogramos, cumpliendo
el protocolo del DS
011- 2017 MINAN

Muestreo

El muestreo fue no
probabilistico, es decir
la muestra se
recolectara por
conveniencia,
correspondera a suelos
contaminados por
hidrocarburos
procedentes de lugares
donde funcionanlos
talleres mecanicos en
Carabayllo.




ANEXO 2: VALIDACION DE INSTRUMENTOS DE INVESTIGACION

VALIDACION DE INSTRUMENTOS

I.DATOS GENERALES
1.1. Apellidos y Nombres: Holguin Aranda Luis Fermin
1.2. Cargo e institucién donde labora: UCV docente tiempo completo
1.3. Especialidad o linea de investigacion: Ingenieria ambiental
1.4. Nombre del instrumento motivo de evaluacion: Ficha 1. Ubicacion de la recoleccion de

muestra.

1.5. Autor(A) de Instrumento: Velasquez Campos Jesmina, Ledn Zamora Sunilda
1LASPECTOS DE VALIDACION

CRITERIOS INDICADORES ALy ACEFTABLE | ACEPTARLE
45| S0 | 55| 60| 65 70| 75| 80| 85 90| 95| 100
1 CLARIDAD Esta formulido con lenguaje ®
com prensible.
s oprETIviDAD | ESta adecuado n las leyes ¥ X
prncipios cientificos.
Esta adecundo n losobjetnvos y las I8
A ACTUALIDAD | pecesidades  reales de In
mvyestigacon,
4 ORGANIZACION| EXiste una organizacion bgea. X
& AR Toma en cuenta los aspectos
metodoldgicos esencinles
¢ perrncionaLman| Este adecuado pam valorar las
varables de la Hipotesis.
7 CONSISTENCIA Se respalda  en fundamentos
técnicos y/o clentificos.
Existe  coherencita  entre  los X
§ COHERENCIA | problemas objetivos, hipotesis
vanables e mdicadores.
La estrategm responde una X
9 METODOLOGIA metodologia v dseno aplicados
par lograr probar kas hipotesis
El mstrum ento muestma la relacion X
10. PERTINENCIA | S0t los componentes de la
mvestigacion y su adecuacion al
Metodo Cientifico.
\
1. OPINION DE APLICABILIDAD y /
- ElInstrumento cumple con st
los Requisstos pam su aplcacion SI m
- El Instrumento no cumple con w Py
Los requuisitos pam su aplicacion
IV. PROMEDIO DE VALORACION: 8%9%

Lima, 24 de poviembre del 2021




VALIDACION DE INSTRUMENTOS
. DATOS GENERALES
1.1. Apellidos y Nombres: Holguin Aranda Luls Fermin
1.2. Cargo e institucion donde labora: UCV docente tiempo completo
1.3. Especialidad o linea de investigacion: Ingenieria ambiental
1.4. Nombre del instrumento motivo de evaluacién: Ficha 2. Obtencion de las Pseudomonas putida y
Pseudomona fluorescens

1.5. Autor(A) de Instrumento: Velasquez Campos Jesmina, Leén Zamora Sunilda

IILASPECTOS DE VALIDACION
CRITERIOS INDICADORES INACEPTABLE ACEPTABLE ACEPTABLE
40| 45| 50| 55| 60| 65| 70| 7580 | 85| 90| 95100
1. CLARIDAD Esta formulido con lenguaje N
com prensible.
3 ORIETIVIDAD Esta adecuado a las leyes vy X
prncipos centificos.
Esta adecuadoa losobjetrvos y las N
3 ACTUALIDAD | pecesidades reales de la
INvestiga cion.
4 ORGANIZACION| Existe una organizacidn lgica, X
5 SUFICIENCIA Toma en cuenta los aspectos X
metodolbgicos esenciales
o pirEnciovaLmAp| Esta adecuado para valorar las X
vanablksde la Hipotesis.
Se respalda en fundamentos X
7 CONSISTENCIA 3 ”
técnicos v/o cientificos.
Existe  coherencia  entre  los N
8 COHERENCIA | problemas objetivos. hipotesis,
vanablkse mndicadores.
La  estratega responde una N
9 METODOLOGIA | metodologin y disefto aplicados
para lograr probarlas hipotesis,
El nstrumento muestra la relacion X
10 PERTINENCIA | ¢ntre los componentesde la
mvestigacion y su adecuacidonal
Método Crentifico.
Il. OPINION DE APLICABILIDAD \
- El Instrumento cumple con S1 /
los Requisitos par su aplcacion SI TS
- El Instrumento no cumple con
Los requisitos par su aplicacion m'“""
IV. PROMEDIO DE VALORACION:
§5%

Lima, 24 de noviembre del 2021



VALIDACION DE INSTRUMENTOS

I.DATOS GENERALES
1.1. Apellidos y Nombres: Holguin Aranda Luis Fermin
1.6. Cargo e institucién donde labora: UCV docente tiempo completo
1.7. Especialidad o linea de investigacion: Ingenieria ambiental
1.8. Nombre del instrumento motivo de evaluacion: Ficha 3. Caracteristicas Iniciales fisicas, biolégicas
y quimicas del suelo contaminado con hidrocarburos totales,
1.9. Autor(A) de Instrumento: Velasquez Campos Jesmina, Leon Zamora Sunilda

IILASPECTOS DE VALIDACION

CRITERIOS INDICADORES TR Tanx Ackrtascs | ACRETAPLE
401 45| S0 | S5| 60| 65| 70| S| 80| 851 90| 95]|100
1. CLARIDAD Esta fommulado con lenguaje X
comprensible.
2 oBIETIVIDAD | ESta adecnado a las leyes y X
prmcipios cientificos.
Esta adecuado a los objetios v X
3 ACTUALIDAD | [a3¢ necesidades reales de la
mvestigacion.
4 ORGANIZACION Existe una organizacion logca. X
§. SUFICIENCIA Toma en cuenta los aspectos X
metodoldgicos esenciles
s perenconaLpag Esta adecuado para valomar las X
varablesde la Hipotesis.
Se gespalda en fundamentos X
7 CONSISTENCIA J qeiiza
técnxos v/o cxntificos.
Existe coherencia entre X
8. COHERENCTA losproblemas objetivos,
hipétesis, vanables e indicadores,
La estrategia  responde  una X
9 METODOLOGIA| 1 etodologin y disenio
aplicadospam lograrprobarlas
hiporesis:
El mstrumento muestra la relacion X
10 PERTINENCIA | DU los componentes de h
mvestigacion y su adecuacion
alMétodo Cientifxo,
M. OPINION DE APLICABILIDAD
- ElInstrumento cumple con S1 2
los Requisitos pam su aplicacion SI A
- ElInstmmento no cumple con
Los requisitos pam su aphicacion Lus
INGENIERD
IV. PROMEDIO DE VALORACION: Reg. CIP. WP 114034
85%

Lima, 24 de noviembre del 2021



VALIDACION DE INSTRUMENTOS

|. DATOS GENERALES
1.2. Apellidos y Nombres: Holguin Aranda Luis Fermin
1.3. Cargo e institucién donde labora: UCV docente tiempo completo
1.4. Especialidad o linea de investigacion: Ingenieria ambiental
1.5. Nombre del instrumento motivo de evaluacién: Ficha 4. Disefio del tratamiento del suelo y cantidad
de Pseudomonas putida y Pseudomona fluorescens sembradas en las unidades que se
analizaran.

1.6. Velasquez Campos Jesmina, Ledn Zamora Sunilda
Il. ASPECTOS DE VALIDACION

CRITERIOS INDICADORES INACEPTABLE ACEPTABLE ACEPTABLE
40| 45| S0 |55 | 60| 65| 70| 75 [ 80| 85 [ 90 | 95 [100
| CLARIDAD Esta formuldo con lenguaje X
comprensible.
2 OBJETIVIDAD Esta adecuado a las leves ¥ X
prmepios cientificos.
Esta adecuadoa losobjetivosy las X
I ACTUALIDAD | pecesdades reales de I
mvestigacion
1 ORGANIZACION Existe una organizacion logica. X
4 SUFICIENCIA Toma en cuenta los aspectos X
metodologicos esenciales
6 mTENCIoNaDAn Esta adecuado para valorar las X
varmablesde In Hipdtesis,
7 coNSiSTENCIA | 59 'mapalda‘ en fundamentos X
técnicos y/o cientificos.
Existe coberencia entre los X

8 COHERENCIA | probkmas objetivos, hipatesis,
varables e indicadores,

La estrategia respounde una X
9 METODOLOGIA | metodologia y disefio aplicados
parma lograr probar las hipotesis.

El instrumento muestma la relacion X
10 PERTINENCIA | entre Jos componentes dela
mvestigacion y su adecuacidnal

Método Cientifico.
1L OPINION DE APLICABILIDAD

- El Instnimento cumple con SI
bos Requisitos para su apheacion SI “

- El Instrumento no cumplecon //
Los requisitos pam suapheacion TS

INGENIERD
IV. PROMEDIO DE VALORACION: Reg. CF W VVETE

85%

Lana, 24 de noviembre del 2021



VALIDACION DE INSTRUMENTOS

I.DATOS GENERALES
1.7. Apellidos y Nombres: Holguin Aranda Luis Fermin

1.8. Cargo e institucion donde labora: UCV docente tiempo completo

1.9. Especialidad o linea de investigacion: Ingenieria ambiental
instrumento motivo de evaluacion: Ficha 5. Reduccion y eficiencia de la mejor dosis de
Pseudomenas putida y Pseudomona fluorescens durante el tratamiento en los 45 dias

1.10.

1.11. Autor(A) de Instrumento: Velasquez Campos Jesmina, Ledn Zamora Sunilda
ILASPECTOS DE VALIDACION
CRITERIOS INDICADORES R ACEPTABLE | ACEPTABLE
40| 45| SO | S5 60| 65| 70| 75| BO| 85 | 90 | 95]100
1.CEARIDAD Esta  formulado con lenguaje X
comprensible.
2 opETIVIDAD | ESta adecuado a ks leyes y X
prmcpios cientificos.
Esta adecuado a ks objetivos v las X
3.ACTUALIDAD | pecesidades reales de la
mvestigacion
3 ORGANIZACION Existe una organizacion logica.
S SUFICTENCIA Toma en cuenta los aspectos
metodologicos esenciales
6 piTENcaonaLipan Esta adecuado pam valomr las X
viriables de In Hipotesis,
Se¢ respalda en fundamentos X
7. CONSISTENCIA 3 A A
técnicos y/o cientificos.
Existe coherencia  entre  los X
§ COHERENCIA | problemasobjetivos, hipdtesis,
varinbles e mdicadores,
La estrategm responde una X
9. METODOLOGIA | petodologia y disefio splicados
para lograrprobar ks hipotesis,
El mstrumento muestra lo relacion X
10 PERTINENCIA: | €0'® los componentes de kb
mvestigacion y su adecuacion al
Meétodo Cientifico.
1. OPINION DE APLICABILIDAD
«  El Instrumento cumpk con SI
los Requsitos para su aphcacsin SI
- El Instramento no cumple con
Los requisitos para suaplicacion
8 v ON
IV. PROMEDIO DE VALORACIO . w ez

Lima, 24 de noviembre del 2021



VALIDACION DE INSTRUMENTOS

|.DATOS GENERALES

1.1. Apellidos y Nombres: Lucero Castro Tena

1.2. Cargo e institucion donde labora: Universidad César Vallejo

1.3. Especialidad o linea de investigacion: Ecologla, Gestién y restauracion ambiental

1.4. Nombre del instrumento motivo de evaluacién: Ficha 1. Ubicacién de la recoleccién de

muestra.

1.5. Autor(A) de Instrumento: Veldsquez Campos Jesmina, Le6n Zamora Sunilda
1ILASPECTOS DE VALIDACION

MINIMAMENTE|

CRITERIOS INDICADORES ISR TARLY ACFTARE.| ACRETANLE
40| 45| 50| 55| 60| 65| 70| 75|80 | 85| 90| 95| 100
L CLARIDAS Esta fommulado con lenguaje X
comprensible,
s opETIvipap | Esta adecuado a las leyes ¥ X
principios cientificos,
Esta adecuado a bos objetsvos y las X
3 ACTUALIDAD | pecesidades reales de kb
nvestiga ciomn.
4 ORGANIZACION| Existe una organizacion logica. X
5. SUFICIENCIA Toma en cuenta los aspectos X
metodoldgicos esenciales
& mTENCIoNALDAp| E%A adecuado para valomar las X
variables de Ia Hipdtesis.
7. conEisTENCEA | S€ .nspaHn. en fundamentos X
técnicos y/o cientificos,
Existe coberencin  entre  los X
8 COHERENCIA | problemas objetivos, hipdtesis,
vanablkse mdicadores
La estmtegia responde wumna X
9 METODOLOGIA metodologia y disefio aplicados
para lograr probar las hapotesis.
El mstrum ento muestr la relacion )
10. PERTINENCIA - | mtre los componeutes de la
investigacidn y su adecuacidn al
Método Crentifico.
NI. OPINION DE APLICABILIDAD
- Ellnstrumento cumple con SI
los Requisitos para su aplcacion SI
= El Instrumento ne cumple con
Los requisitos para su aplicacion
IV. PROMEDIO DE VALORACION: 95%

2>
—

LUCERO XATHERINE CASTRO TENA
DNI 70837735
i B 182994

Luna, 24 de noviembre del 2021




VALIDACION DE INSTRUMENTOS

|. DATOS GENERALES

1.1. Apellidos y Nombres: Lucero Castro Tena

1.2. Cargo e institucion donde labora: Universidad César Vallejo

1.3. Especialidad o linea de investigacion: Ecologia, Gestion y restauracion ambiental

1.4. Nombre del instrumento motivo de evaluacion: Ficha 2. Obtencion de las Pseudomonas putida y
Pseudomona fluorescens

1.5. Autor(A) de Instrumento: Velasquez Campos Jesmina, Ledn Zamora Sunilda

ILASPECTOS DE VALIDACION
- INACEPTABLE 1 ACEPTABLE
CRITERIOS INDICADORES : s ostrd bl -
40| 45| 50| 55| 60| 65| 70| 75| B0 | 85| 90| 95100

1. CLARIDAD Esta formulado con lenguaje X

comprensible.
3 CRTETIVIDAD Esta adecuado a las leyes y X

prncpios centificos,

Esta adecuadoa bsobjetivosy las X
3 ACTUALIDAD | pecesidades  reales  de

lainvestigacion.

1 ORGANIZACIGN| EXiste una organizacidon logica. X
5. SUFICIENCIA Toma en cuenta los aspectos X

metodokgicos esenciales
s pENCioNaLDAn| ESta adecuado pam vabmr las X

vamablesde la Hipotesis.
i CoNGsTE Sc ‘resplldn‘ en fundamentos X

técnicos v/o clentificos

Existe coherencia  entre  Jos X
5 COHERENCIA | problemas objetivos, hipétesis.

vanablese mdicadores.

La estrategia responde una X
9 METODOLOGIA | metodolbgia y disefio aplicados

para Jograr probar las hipotesis,

El mstrumento muestra la refacion X
10, PERTINENCIA | 01 los componentesde by

mvestigacion y su adecuacional

Método Cientifico.
HL OPINION DE APLICABILIDAD

- ElInstrumento cample con S1
los Requisttos para su aplicacion SI
= El Instrumento no cumple con
Los requisitos parm su aplicacion
IV. PROMEDIO DE VALORACION:
95%

LUCERC KATHERINE CASTRO TENA
DNI 72837735
Ci B: 162984

Lima, 24 de¢ noviembre del 2021



VALIDACION DE INSTRUMENTOS

I.DATOS GENERALES
1.1, Apellidos y Nombres: Lucero Castro Tena
1.2. Cargo e institucion donde labora: Universidad César Vallejo
1.3. Especialidad o linea de investigacion: Ecologia, Gestion y restauracion ambiental
1.4. Nombre del instrumento motivo de evaluacion: Ficha 3. Caracteristicas iniciales fisicas, biologicas

y quimicas del suelo contaminado con hidrocarburos totales.
1.5. Autor(A) de Instrumento: Velasquez Campos Jesmina, Leén Zamora Sunilda

II.LASPECTOS DE VALIDACION

A \
CRITERIOS INDICADORES INACEPTABLE ACEPTABLE | ACEPTABLE
40| 45| S0 | 55| 60| 65| 70| 75| 80 | 85 95 | 100

KR Esta formulado con lenguaje

comprensible,
+ ORJETIVIDAD | ESt® adecuado a las keyes y

prmcipios cientificos.

Esta ndecuado a los objetivos y las
3 ACTUALIDAD | gecesidades resles de h

mvestigacion,

4. ORGANIZACION|

Existe una organwzacsdn logica,

5. SUFICIENCIA

Toma en cuenta los aspecios
metodolgkos esenciales

6 INTENCIONALIDAD)|

Esta adecuado para valborur las
vanablesde la Hipotesis.

7 CONSISTENCIA

Se respalda en fundamentos
técnicos y/o clentificos.

8. COHERENCIA

Existe  coherencia  enmre  los
problemas objetrvos, hipotesis,
vanables e mdicadores,

% METODOLOGIA

La estategin responde una
metodologia y dseio apbeados
pam fograr probarlas hipotesis.

El mstrum ento muesta Ia relacion
entre los componentes de la

10 PERTINENCIA
myestigacion y su adecumcion al
Método Cientifico.

II.  OPINION DE APLICABILIDAD

- Ellnstrumento cumple con
los Requistos para su aplicacion SI

El Instrumento no cumplk con
Los requsitos para su aplicacion

PROMEDIO DE VALORACION:

%.).

LUCERQ «ATHERINE CASTRO TENA
DNILTO83773S
CI P 18209

SI

95%

Lmma. 24 de noviembre del 2021



1.1. Apeliidos y Nombres: Lucero Castro Tena

VALIDACION DE INSTRUMENTOS
|. DATOS GENERALES

1.2. Cargo e institucién donde labora: Universidad César Vallejo
1.3. Especialidad o linea de investigacion: Ecologia, Gestion y restauracion
ambiental
1.4. Nombre del instrumento motivo de evaluacién: Ficha 4. Disefio del

tratamiento del suelo y cantidad de Pseudomonas putida y Pseudomona
fluorescens sembradas en fas unidades gue se analizaran.

1.5. Velasquez Campos Jesmina, Leon Zamora Sunilda

Il. ASPECTOS DE VALIDACION
CRITERIOS INDICADORES INACEPTABLE ACEPTABLE ACEPTABLE
40| 45| 50 [ 55| 60| 65| 70| 75 | 8O | 85 | 90 | 95 {100
1 CLARIDAD Esta formulhde con lenguaje X
comprenssble.
> OBETIVIDAD | ESte adecuado a ls leyes y N
pricpios clentificos.
Esta adecuado a los objetivosy s N
1 ACTUALIDAD | pecesidades teales de h
mvestigacion,
4 ORGANIZACION Existe una organizacion logis. N
5 SUFICTENGiA. | Toma en cuenta los aspectos X
metodologmeos esenciales
s peEiconarman Esta adecuado para valorar las A8
vameblesde la Hipotesss.
WO Se .lespalda’ en fundamentos X
técmicos y/o cientificos.
Existe coherencia entre los N
§ COHERENCIA | problemas objetivos, hipdtesis,
varablese mdicadores,
La estrategim responde una N
9 METODOLOGIA | yyetodologia y disefo aplicados
para lograr probar las hiporesis,
El instrumento muestra b relacion X
10 PERTINENCIA | €nire los componeates dela
mvestigacion y su adecuacional
Método Crentifico.
M.  OPINION DE APLICABILIDAD
- El Instrumento cumple con SI
los Requisitos pam su aplicacin SI
- El Instrumento no cumple con
Los requisgos para suaplicacion
IV. PROMEDIO DE VALORACION:
95%

LUCERQ KATHERINE CASTRO TENA
DNLTO837735
Cl & 162984

Lma, 24 de noviembre del 2021




VALIDACION DE INSTRUMENTOS

|.DATOS GENERALES
1.1. Apellidos y Nombres: Lucero Castro Tena
1.2. Cargo e institucion donde labora: Universidad César Vallejo

1.3. Especialidad o linea de investigacion: Ecologla, Gestion y restauracion
ambiental

1.4. Nombre del instrumento motivo de evaluacion: Ficha 5. Reduccion y eficiencia de la mejor
dosis de Pseudomonas putida y Pseudomona fiuorescens durante el tratamiento en los 45

dias

1.5. Autor(A) de Instrumento: Veldsquez Campos Jesmina, Leén Zamora
Sunilda

ILASPECTOS DE VALIDACION

CRITERIOS

INDICADORES

INACEPTABLE

ACEPTABLE

45| 50 | 55

60

65| 70| 75|80

85 | 90| 95 |100

| CLARIDAD

Fsta formulado con lenguaje
comprensible.

I OBIETIVIDAD

Esta adecuado a las leyes vy
procpos crentifios.

3 ACTUALIDAD

Esta adecundo a Jos objetivos y las
necesidades  reales de I
nvestigacion

4 ORGANIZACION]

Existe una organizacion logca.

5 SUFICIENCIA

Toma en cuenta los aspestos
metodoldgicos esencales

0. INTENCIONALIDAD

Esta adecuado pam valomar las
variablesde la Hipotesis,

7. CONSISTENCIA

Se respaidn en fundamentos
téenicos y/o cientificos.

§ COHERENCIA

Exste coherencia  entre b3
problemas objetvos, hipdtesis,
varablese mdicadores.

9 METODOLOGIA

La estrategia responde una
metodelogia y disedo aplicados
para lograr probar hs hipotess,

10 PERTINENCIA

El mstrumento muestra la relacion
entre ks componentes de h

nvestigacion y su adecuacion al
Metode Cientifico,

.

OPINION DE APLICABILIDAD
< Ellnstumento cumple con

los Requisitos para st aplicacion SI

< El [nstrumento no cumple con
Los requisos para suaplcacion

PROMEDIO DE VALORACION:

LUCERQ KATHERINE CASTRO TENA

DONL 70837738

Ci

P 162954

95%

Lima, 24 de noviembre del 2021




VALIDACION DE INSTRUMENTOS

|.DATOS GENERALES
1.1. Apelidos y Nombres: Ugarte Alvan Carlos Alfredo
1.2. Cargo e insfitucién donde labora: UCV docente tiempo parcial
1.3. Especialidad o linea de investigacién: Ingeniero quimico
1.4. Nombre del instrumento motivo de evaluacion: Ficha 1. Ubicacion de la recoleccion de

muestra.

1.5. Autor(A) de Instrumento; Velasquez Campos Jesmina, Ledn Zamora Suniida

1I.LASPECTOS DE VALIDACION

CRITERIOS

INDICADORES

INACEPTABLE

ACEPTABLE

40

45

50

8

85 [ 90] 95100

| CLARIDAD

Ests fomuhdo con lengnaje
comprenshble,

2 DRIETIVIDAD

Esta adecuado.a las leyes y
princpios centifos.

3 ACTUALIDAD

Esta adecuadoa bsobjetros y las
necesdades  reaks de &
myestigacion.

4 ORGANIZACION

Existe nun organzacoa bgea.

5 SUACIENCIA

Tomz en cuenta los aspectos
metodoibgicos esenca les

& INTENCIONALIDADY

Esta adecuado para valorar las
vanabls de la Hipdtesis

7 CONSISTENCIA

Se respalis en fundamestos
técnicos y/o cientificos

§ COHERENCIA

Exste  coherencin  entre ks
pmblemas objetivos. hipotesis,
vambles e mdicadores.

9. METODOLOGIA

La estategm responde una
metodologia vy disefio aplcados
pam bogar probarlas hipdtesis.

10 PERTINENCIA

El mstramento muestm la relacym
cutre los componentes de ki
mvestigicion y su adecnacion al
Método Cientifxo.

ML OPINION DE APLICABILIDAD
+ Ellnstrumento cumple con
los Requistos para su aplcacion S
El Instrumento no cumpl con

v

Los requitos para su apheacidn

PROMEDIO DE VALORACION:

90%

Lima, 24 de noviembre del 2021



VALIDACION DE INSTRUMENTOS

I. DATOS GENERALES
1.1. Apellidos y Nombres: Ugarte Alvan Carlos Alfredo

1.2. Cargo e institucion donde labora: UCV docente tiempo parcial

1.3. Especialidad o linea de investigacion: Ingeniero quimico

1.4. Nombre del instrumento motivo de evaluacion: Ficha 2. Obtencidn de las Pseudomonas putida y
Pseudomona fiuorescens

1.5. Autor{A) de Instrumento: Velasquez Campos Jesmina, Leén Zamora Sunilda

1L ASPECTOS DE VALIDACION
INACEPTABLE | atssrams | ACEPTABLE
CRITERIOS INDICADORES i ACEPTARLE | ACEPTABL
40| 45| SO S5| 60| 65| 70] 75| 80| 85| 90| 95|100
1. CLARIDAD Esta formulado con lengmaje X
comprensible,
3 OBJETIVIDAD Et_u _aflecnlado o las leves v X
prmcpios crntificos.
Esta adecuade a bosobjetivosy las X
JACTUALIDAD | pecesidades  rmeales de I
mvestigacion,
4 ORGANIZACION| Existe una organizacion logpea. X
5. SUFICIENCIA Toma én cuents los aspectos X
metodoldgcos esenciales
& terEnconaLmap| Esta adecuado pam valoray las X
varables de la Hpotess.
Se respalda en fundamentos X
7. CONSISTENCIA : 3
técnicos y/o cientificos.
Existe  coberencia  entre  bs X
8§ COHERENCIA | problemas objetivos, hipotesss,
varables e indicadores.
La  estrategia  responde  una X
9 METODOLOGIA | yyetodologin v disefio aplicados
para lograr probar las hpdtess.
El mstrumento muestra i relacion X
10 PERTINENCIA | entre Jos componentes dela
mvestigacion y su adecuacinal
Método Cientifwo.
M. OPINION DE APLICABILIDAD
- Ellnstrimento cumple con SI
los Requisitos par st aplicacidn SI
El Instrumento no cumple con
Los requisitos para s aplicacion
PROMEDIO DE VALORACION:
90%

Lima, 24 de noviembre del2021



VALIDACION DE INSTRUMENTOS

I.DATOS GENERALES
1.1. Apellidos y Nombres: Ugarte Alvan Carlos Alfredo
1.6. Cargo e institucion donde labora: UCV docente tiempo parcial
1.7. Especialidad o linea de investigacion: Ingeniero quimico
1.8. Nombre del instrumento motivo de evaluacion: Ficha 3. Caracteristicas iniciales fisicas, biolkogicas
y quimicas del suelo contaminado con hidrocarburos totales,
1.9. Autor(A) de Instrumento: Velasquez Campos Jesmina, Leon Zamora Sunilda

ILASPECTOS DE VALIDACION

MINIMAMENTE
CRITERIOS INDICADORES INACEPTABLE ACEPTABLE | ACEPTABLE
40| 45| SO [ 55|60 | 65] 70 | 7S [ 80| 85| 90| 95100
I CLARIDAD Esta formulado con lenguaje X
comprenstble.
3 OBJETIVIDAD Esta adecuado a las leyes v X
prncipios cientificos.
Esta adecuado a los objetrvos y las X
3. ACTUALIDAD | jocegidades reales de la
mvestigacin.
4 ORGANIZACION | Existe una organzacion logica. X
5 SUFICTENCIA Toma en cuenta los aspectos X
metodoldgos esenciales
s pTENCIoNALDAD | ESta adecuado para valorar las X
vanablesde la Hipotesss.
S
A — .rvespalda. ex'\ .fund-menbs X
técnicos vio cientificos.
) Existe coherencia entre  los X
§ COHERENCIA | problemas objetivos, hipotesis,
vanablese mdwadores.
La estrategia  responde  una X
9. METODOLOGIA | metodologia y disefio aplicados
pam lograr probar las hipdresis,
El mstrumento muestra la relacion X
10 PERTINENCIA | ©5tre los componentes de la
mvestigacion y su adecuacion al
Método Cientifxo.
III. OPINION DE APLICABILIDAD
- ElTostrumento comple con SI
los Requisttos pam su aplicacion SI
- ElInstrumento no cumple con
Los requisitos para su aplicacion
IV. PROMEDIO DE VALORACION:
90%

N\ Luna, 24 de noviembre del2021



1.3. Cargo e institucion donde labora: UCV docente tiempo parcial

VALIDACION DE INSTRUMENTOS

I. DATOS GENERALES
1.2. Apellidos y Nombres: Ugarte Alvan Carlos Alfredo

1.4. Especlalidad o linea de investigacion: Ingenierc quimico ambiental

1.5. Nombre del instrumento motivo de evaluacion: Ficha 4. Disefio del tratamiento del suelo y cantidad

de Pseudomonas putida y Pseudomona fluorescens sembradas en las unidades que se

analizaran.
1.6. Velasquez Campos Jesmina, Ledn Zamora Suniida
l. ASPECTOS DE VALIDACION
40 [ A5 | SO [S5 (60| 65| 70| 75| S0 | 85 | 90| 95 [100

1| CLARIDAD Esta  formuldo con lenguaje X

comprensible.
> oBETIVIDAD | ESt® .adecunb a las leyes v X

prmcipios centificos,

Esta adecuadoa losobjetivosy las X
3 ACTUALIDAD | pecesidades reales de I

mvestigacion.
4 ORGANIZACION| EXiste una organizacion lopea. X
5 SUFICIENCIA Toma en cuenta los aspectos X

metodoldgicos esenciales
s porEncionALpan Esta adecuado pam valorar las X

variablesde In Hipotesis,
7. CONSISTENCIA Se .nespnlda cn.l'undameulos X

técmicos v/o exntificos,

Exwiste  coherencia  entre  los X
§ COHERENCIA | probkmas objetivos. hipotesis,

variablese indicadores.

La estrategi 1esponde una X
9 METODOLOGIA | 1etodologia y disenio aplicados

para lograr probarlas hipotesis.

El mstumento muestra la relacion X
10 PERTINENCTA | enire los componentes dela

mvestigacon y su adecuacional

Método Cientifico.

(118 OPINION DE APLICABILIDAD
= El Instrumento cumple con SI
los Requisitos para su aplicacion SI
- El Instmumento no cumplecon
Los requistos pam suaplcacion
IV. PROMEDIO DE VALORACION:
90%

Lima, 24 de noviembre del 2021




VALIDACION DE INSTRUMENTOS

I.DATOS GENERALES
1.7. Apeliidos y Nombres: Ugarte Alvan Carlos Alfredo
1.8. Cargo e institucidn donde labora: UCV docente tiempo parcial
1.9. Especialidad o linea de investigacion: Ingeniero quimico

1.10.

instrumento motivo de evaluacion: Ficha 5. Reduccion y eficiencia de la mejor dosis de

Pseudomonas putida y Pseudomona fluorescens durante el tratamiento en los 45 dias

1.11. Autor(A) de Instrumento: Veldsquez Campos Jesmina, Leon Zamora Suniida
ILASPECTOS DE VALIDACION
0|45 50[S5] 60| 65] 70] 75 ] S50 85] 90 [ 95[100
1 CLARIDAD Esta  formulndo con lenguaje r
comprensible
3 OBRIETIVIDAD Esta ndecuado s las kyes y r
principios crnrificos,
Esta adecundo a bos objetnos y las
VACTUALIDAD | pecesidades rcanles de I
myestigacidn,
4 ORGANIZACION Existe unn organizacion logca. P
s SURICIENGIA | TOmA en cuenta los aspestos r
metodologicos esenciabes
& INTENCIONALAY ESta ndecundo para valorar las r(
varmblesde b Hipotess.
5 doiismmieic] 2 respalda  en fundamentos r
técnicos y/o clentificos,
Existe coberencis entre ks X
# COHERENCIA | problemasobjetivos, hipdtess,
varmbles ¢ mdcadores.
La ecsmtegn  responde una X
9 METOROLOGIA dologia v disefio aplicad
pam logmr probar las hipotess.
El instrumento muestra la relacion X
10 PERTINENCIA | €0Ure s componetes de I
mvestiacidn y suadecuacdn al
Método Crentifico.
m. OPINION DE APLICABILIDAD
El Instrumento cumple con ST
Jos Requisitos para su apheacwn SI
El Instnumento no cumple con
Los requistios para suaplcacen
IV. PROMEDIO DE VALORACION
90%

Lima, 24 de noviembre del 2021




Instrumentos de recoleccidon de datos
Ficha N°1: Ubicacién y recoleccion de muestra

Ficha 1: Ubicacion y recoleccion de muestra
Titulo Eficiencia degradadora de hidrocarburos por Pseudomona putida y Pseudomona fluorescens en
suelos contaminados por taBeres mecanicos en Carabayllo, 2022

Linea de Calidad y Gestionde los Recursos Naturales

Investigacion

Responsable Velasquez Campos, Jesmina/Leon Zamora, Sunilda

Datos dellugar
Lugar Distrito
Provincia Departamento
Datos delmuestreo
Nombre Ubicacion de cada taller Hora y fechade toma de N° de muestras recolectadas
muestra

Taller de automotriz

mecanica
Apellidos y Nombres Especialidad Puntaje | Firma
Luis Fermin Holguin Aranda Ingeniero ambiental 85% / o AL

==
Reg TP NI
Ugarte Alvan Carlos Alfredo Ingeniero quimico 90% : -
Lucero Castro Tena Ecologia, Gestiony 95% {-{f*
restauracion ambiental :;j,‘u;",i‘ff““rm"‘{"’"‘




Ficha N°2: Obtencién de las Pseudomonas putida y Pseudomona fluorescens

Ficha 2: Obtencion de las Pseudomonas putida y Pseudomona fiuorescens
Linea de Calidad y Gestion de los Recursos Naturales
Investigacion
Responsable | VelasquezCampos,Jesmina/ Leon Zamora, Sunilda
Datos del lugar
Distrito
Provinda Departamento
Datos del muestreo Plantade | Edadde | Grosordel | Numero | Alturadel | Tamafode
mak laplanta tallo de hojas tallo laraiz
Ubicacionde | Horay fechade | N° de Plantal
cada taller toma de muestras
muestra recolectadas
Planta 2
Planta 3
Datos del muestreo
Ubicacién de | Horay fechade | N* de Planta e | Edadde | Grosordel | Numero | Altura del | Tamanode
cada taller toma dé muestras alfaifa laplants | tello de hojas | talio laralz
muestra recolectadas
Plantal
Planta 2
Apellidos y Nombres Especialidad Puntaje | Firma
Luis Fermin Holguin Aranda Ingeniero ambiental 85% /
w;;gi&"..?ﬁ‘
Ugarte Alvan Carlos Alfredo Ingeniero quimico 90%
Lucero Castro Tena Ecologia, Gestidny 95% x‘(*
restauracion ambiental e iy vt oy
DTS
[SL )




Ficha N°3: Caracteristicas iniciales fisicas, biolégicas y quimicas del suelo

contaminado con hidrocarburos totales.

“Ficha 3: Caracteristicas iniciales fisicas, biologicas y quimicas del suelo contaminado con hidrocarburos totales.

Titulo

Efidencda degradadora de hidrocarburos por Pseudomona putiday
Pseudomonafluorescens en suelos contaminados por talleres mecénicosen
Carabayllo, 2022

Linea de Investigacién

Calidad y Gestion de los Recursos Naturales

Responsable

Velasquez Campos, Jesmina/ Le4n Zamora, Sunilda

Datos del lugar

| Lugar

Distrito

Provindia

Departamento

Caracteristicas Iniciales fisicas,
biolégicas y quimicas

Temperatura (" ¢)

Potencial de Hidrogeno (acido/base)

Conductividad eléctrica (mS/cm)

Potencial redox (mV)

Humedad (%)

Densidad aparente (mg/cm”

Capacidad de intercambio cationico
(meq/100g)

Carbono organico (%)

Materia organica (%)

Nitrogeno (%)

Textura (USDA)

Concentraciéon de hidrocarburo
(mgHTP/kg)

Peso de muestra (g)

Tamafos de particulas (mm)

Apelidos y Nombres

Especialidad Puntaje Firma

Holguin Aranda Luis Fermin

Ingeniero ambiental 8s% ke
O e ey

Ugarte Alvan Carlos Alfredo

Ingeniero quimico 90%

Lucero Castro Tena

Ecologia, Gestién y restauracidn 95% R~

=%
ambiental e e e S
T eowse




Ficha N°4: Disefno del tratamiento del suelo y cantidad de Pseudomonas putida y

Pseudomona fluorescens sembradas en las unidades que se analizaran.

Ficha 4: Disefio del tratamiento del suelo y cantidad de Pseudomonas putida y Pseudomona fluorescens

sembradas en las unidades que se analizaran.

Disefio de!
tratamiente

N’ de muestras
HTP

Etapa
(15 dias)

M1-100mL

M2-100mL

M3-100mL

M4-200mL

M5 -200mL

ME-200mL

M7-300mL

M8-300mL

M8-300mL

Etapa2
(30 dias)

M1-100mL

M2-100mL

M3-100mL

M4-200mL

M5 -200mL

M6E-200mL

M7-300mL

MB-300mL

MS-300mL

Etapa 3
(45 dias)

M1-100mL

M2-100mL

M3-100mL

M4-200mL

M5 -200mL

ME-200mL

M7-300mL

M8-300mL

M9-300mL

Apellidos y Nombres

Especialidad

Puntaje

Luis Fermin Holguin Aranda Ingeniero ambiental B5%

Ugarte Alvan Carlos Alfredo Ingeniero quimico 0%

Lucero Castro Tena Ecologia, Gestion y restauracion 5%

ambiental

i
:
¥

U
A




Ficha N°5: Reduccién y eficiencia de la mejor dosis de Pseudomonas putida y
Pseudomona fluorescens durante el tratamiento en los 45.

Ficha N°5: Reduccion y eficiencia de la mejor dosis de Pseudomonas putida y Pseudomona
fluorescens durante el tratamiento en los 45 dias
s Pseudomonas putida y Tiempo(dias)
e Pseudomona [ N'de | 15 dias 30 dias 25 dias
fluorescens50% de | muestra
cada cepa (ml)
M1
Etapal 100 mL M2
M3
200 mL M4
M5
M6
300 mL M7
M8
L)
M1
Etapa2 100 mL M2
M3
200 mL M4
M5
NE
300 mL M7
M8
M3
M1
Etapa3 100 mL M2
M3
200 mL M
M5
Mé
300 mL M7
M8
M9
Apellidos y Nombres Espedialidad Punteje Firme
Luis Fermin Holguin Aranda Ingenlero ambiental B5% / o AE
oL
Ugarte Alvan Carlos Alfredo Ingeniero quimico 50% . i
Lucero Castro Tena Ecologia, Gestion y restauracion 95% R~
ambiental #”?‘,.’ZJ"““ -




Anexo 03: Estandares de la Calidad Ambiental para Suelo.

AL

|Hldrourbum aromdticos volatiles
EPA 8260"
|8enoem 0,03 0,03 0,03 EPA 8021
EPA 8260
Tolueno 0,37 037 037 EPA 8021
Etlbenceno 0,082 0,082 0,082 g
EPA 8260
Xilenos o 1" i n EPA 8021
|Hidrocarburos poliaromaticos
EPA B260
Naftaleno 0.1 06 22 EPA 8021
EPA 8270
[Benzo(a) pirena 0.1 07 07 EPA 8270
[Hidrocarburos de Petroleo
[Fraccién de hidrocarburos F1 *"(C6-C10) 200 200 500 EPA 8015
[Fraccion de hidrocarburos F2
(>C10-C28) 1200 1200 5000 EPABD15
Fraccién de hidrocarburos F3 9
(>C28-C40) 3000 3000 6000 EPABD15
Compuestos Organoclorados
Bifenilos policioradas - PCB 14 05 1.3 3 EPA 8082
EPA 8270
Tetraclorogtileno 01 02 05 EPA 8260
Tricloroetileno 0,01 0,01 0,01 EPA B260
EPA 3050
Arsénico 50 50 140 EPA 3051
, EPA 3050
Baria total ' 750 500 2000 EPA 3051
EPA 3050
Cadmio 14 10 22 EPA 3051
" EPA 3050
Cromo total 400 1000 EPA 3051
EPA 3060/
Cromo VI 04 04 14 EPA7199 6
DIN EN 15192
: EPA 7471
Mercurio 66 6.6 24 EPA 6020 6 200.8
EPA 3050
Plomo 70 140 800 EPA 3051
EPA 9013
SEMWW-AWWA-WEF 4500 CN F o
Clanuro Libre 09 09 8 ASTM D7237 yld

ISO 17690:2015




Anexo 04: Registro fotografico

Esterilizacion de materiales




Autoclave de Agares




Obtencion de Pseudomona putida y Pseudomona fluorescens

Camara de flujo laminar UV
Presencia de Gram negativos




Lista de diluciones para sembrar

-

‘Efl'tfi'g,aji‘umcmmmmgm

Incubacion de las diluciones sembradas a 35 °C por 48 horas




Identificacion de Pseudomona putida y Pseudomona fluorescens







Recoleccién de muestra de suelo




Homogenizacion de suelo con HTP




Parametros Fisicoquimicas iniciales

' 6 &
DENSIBAD

PARMMETROS
Fisicos -

. QuiMicos
SUELO &/HTP




Analisis de hidrocarburo por reflujo ((método Gravimétrico — Extraccion Soxhlet)

Inoculo de Pseudomona putida y Pseudomona fluorensces




Siembra de cepas bacterianas en muestra de suelo con HTP




Analisis de Hidrocarburo ((método Gravimétrico — Extraccion Soxhlet)
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SOLICITADO POR : Sunilda Leén Zamora
Procedencia de muestra : Taller mecénico automotriz *Velasquez" ~ Carabayllo.

Recepcion de muestra : Lima, 10 de Mayo del 2022

Analisis del Suelo contaminado con Hidrocarburos de taller Mecanico

Primer Temperaturs P:loncial de Condudividad Potencial
Tratamiento °c idrogeno eléctrica redox
Acido/base uS/em mV
T1- (M1-100) 21.2 6.60 1671 -125.7
T1- (M2-100) 21.2 6.68 1676 -120.2
T1- (M3-100) 21.2 6.64 1664 -1234
T1- (M4-200) 21.2 6.56 1243 | 11586
T1- (M5-200) 21.2 6.52 1245 -110.4
T1- (M6-200) 21.2 6.50 1233 -113.8
T1- (M7-300) 212 6.40 936 -103.8
T1- (M8-300) 21.2 6.36 949 -104.2
T1- (MS-300) 21.2 6.38 944 -106.5
. Capacidad de Carbono Relacién
T o | 7o | intercambio cationico | Organico Total | CIN
(meg/100g) %

T1- (M1-100) 12,83 40.09 3.16 11.49
T1- (M2-100) 12,95 40.72 3.17 11.49
T1- (M3-100) 12.80 40.16 310 11.70
T1- (M4-200) 12.58 37.40 3.70 11.56
T1- (M5-200) 12.89 37.54 3.79 11.73
T1- (M6-200) 12.16 37.35 3.78 11.63
T1- (M7-300) 12.14 28.92 3.83 11.71
T1- (M8-300) 12.57 28.84 3.80 11.66
T1- (MS-300) 12.94 28.53 3.76 11.71

Métodos: Potenciométrico, Norma ASTMD2216, Acetato de amonio 1N pH7, Walkley-Black.

Av. Tipac Amard N° 210, Lima 25, Apartado 1301-Perd
Teléfono: (511) 4824427, tentral Telefénica (511) 4811070, Anexo 4245
e-mail: labespectro@uni.edu.pe




UNIVERSIDAD NACIONAL DE INGENIERIA

SOLICITADO POR

Recepcién de muestra

: Sunilda Leén Zamora
Procedencia de muestra : Taller mecanico automotriz “Veldsquez® - Carabaylio.

: Lima, 24 de Mayo del 2022

Facultad de Ingenieria Geoldgica, Minera y Metaliirgica
Laboratorio de Espectrometria

Analisis del Suelo contaminado con Hidrocarburos de taller Mecanico

Segupdo Temperatura Pﬁi';,::::‘ge co':md Potencial redox

Tratamiento C Ackdoliase uSien mV
T2- (M1-100) 21.00 7.38 1147 -98
T2- (M2-100) 21.00 7.35 1189 -100
T2- (M3-100) 21.00 7.39 1156 -99
T2- (M4-200) 21.00 7.50 1334 100
T2- (M5-200) 21.00 7.52 1345 102
T2- (M6-200) 21.00 753 1339 104
T2- (M7-300) 21.00 764 1271 115
T2- (M8-300) 21.00 7.69 1268 116
T2- (M9-300) 21.00 7.61 1265 110

Capacidad de Carbono Relacién

TSeguri\::to Humedad | ictercambio cationico | OrganicoTotal | CIN

akam (meq/100g) %
T2- (M1-100) 14.07 30.37 3.00 11.41
T2- (M2-100) | 14.00 29.89 3.03 11.43
T2- (M3-100) 14.03 30.67 3.02 11.53
T2- (M4-200) 14.09 27.26 299 11.33
T2~ (M5-200) 14.14 27.63 293 11.23
T2-(M6-200) | 14.12 27.38 2.94 11.31
T2-(M7-300) | 14.58 25.79 278 10.94
T2- (M8-300) | 1460 25.59 2.76 10.95
T2- (MS-300) | 1457 25.23 277 10.74

Métodos: Potenciometrico, Norma ASTMD2216, Acetato de amonio 1N pH7, Walkley-Black_

Av. Tupac Amari N* 210, Lima 25, Apartado 1301-Perd
Teléfono: (511) 4824427, Central Telefénica (511) 4811070, Anexo 4245

e-mail: labespectro@uni.edu.pe




UNIVERSIDAD NACIONAL DE INGENIERIA

Facultad de Ingenieria Geologica, Minera y Metalirgica
Laboratorio de Espectrometria

)
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SOLICITADO POR . Sunilda Leén Zamora
Procedencia de muestra : Taller mecanico automotriz “Velasquez" — Carabayllo.

Recepcion de muestra  : Lima, 07 de Junio del 2022

Analisis del Suelo contaminado con Hidrocarburos de taller Mecanico

Potencial de Conductividad Potencial
TraTt:nO:nt b Tem;:gatura hidrogeno eléctrica redox
Acido/base uS/cm mV
T3- (M1-100) 205 7.33 1056 1755
T3-(M2-100) 205 7.35 1063 178.2
T3- (M3-100) 205 7.34 1058 176.5
T3- (M4-200) 205 7.29 830 168.4
T3- (M5-200) 205 7.27 951 162.2
T3- (M6-200) 205 7.25 938 159.5
T3- (M7-300) 205 7.19 824 1493
T3- (MB-300) 205 7.20 830 1504
T3- (MS-300) 205 7.18 826 1482
Capacidad de Carbono Relacion
2 Tle“’gmo Humedad | intercambio catiénico | Orgdnico Total |  CIN
(meq/100g) %
T3- (M1-100) 12.14 20.30 2.96 11.08
T3- (M2-100) 1219 20.21 291 11.00
T3- (M3-100) 12.13 20.31 294 11.02
T3- (M4-200) 12.25 19.36 2.51 10.87
T3- (M5-200 12.23 19.08 2.52 10.86
T3- (M6-200) 12.20 19.48 250 10.96
T3- (M7-300) 12.22 18.14 2.08 10.35
T3- (M8-300) 12.20 18.24 2.09 10.45
T3- (MS-300) 12.24 18.34 260 1048

Métodos: Potenciométrico, Norma ASTMD2216, Acetato de amonio 1N pH7, Walkley-Black.

Av. Tupac Amar( N° 210, Lima 25, Apartado 1301-Perd
Teléfono: (511) 4824427, Central Telefénica (511) 4811070, Anexo 4245
e-mail: labespectro@uni.edu.pe
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5| Facultad de Ingenieria Geoldgica, Minera y Metalurgica
/ Laboratorio de Espectrometria
Primer Nitrégeno Total Hidrocarburo Total

Tratamiento % » MgHTP/kg

T1- (M1-100) 0.275 11236.41

T1- (M2-100) 0.276 11106.65

T1- (M3-100) 0.265 11192.14

T1- (M4-200) 0.320 10113.29

T1- (M5-200) 0.323 10144 .87

T1- (M6-200) 0.325 10135.70

T1- (M7-300) 0.327 9920.84

T1- (M8-300) 0.326 9816.80

T1- (M9-300) 0.321 9962.26

Métodos: Kjeldahl, gravimétrico- Extraccién Soxhlet

Lima, 17 de Mayo del 2022

Av. Tipac Amari N* 210, Lima 25, Apartado 1301-Perd
Teléfono: (511) 4824427, Central Telefénica (511) 4811070, Anexo 4245

e-mail: labespectro@uni.edu.pe
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Segundo | Nit o Total | Hidrocarburo Total
Tra?grnienm W; MgHTP/kg
T2- (M1-100) 0.263 9998 72
T2- (M2-100) 0.265 9995 09
T2- (M4-200) 0.264 848699
T2- (M5-200) 0.261 8569 79
T2- (M6-200) 0.260 8417 .66
T2- (M7-300) 0.254 730097
T2- (M8-300) 0.252 732092
T2- (MS-300) 0.258 7311.91

Métodos: Kjeldahl, gravimétrico- Extraccién Soxhlet

Lima, 31 de Mayo del 2022

Av. Tapac Amard N° 210, Lima 25, Apartado 1301-Peru
Teléfono: (511) 4824427, Central Telefénica (511) 4811070, Anexo 4245

e-mail: labespectro@uni.edu.pe
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Facultad de Ingenieria Geolégica, Minera y Metalirgica
Laboratorio de Espectrometria

Tercer | Nitrbgeno Total | Hidrocarburo Total
Tratamiento % MgHTPAQ |
T3- (M1-100) 0.260 9265.82
T3- (M2-100) 0.250 9308.67
T3- (M3-100) 0.255 924215
T3- (M4-200) 0.231 7837.93
T3- (M5-200) 0.232 7818.19
T3- (M6-200) 0.228 7837.31
T3- (M7-300) 0.201 5365.70
T3- (MB8-300) 0.200 5383.00
T3- (M9-300) 0.248 5367.62

Métodos: Kjeldahl, gravimétrico- Extraccion Soxhlet

Lima, 14 de Junio del 2022

Av. Tipac Amard N* 210, Lima 25, Apartado 1301-Perd
Teléfono: (511) 4824427, Central Telefénica (511) 4811070, Anexo 4245

e-mail: |labespectro@uni.edu.pe



