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Resumen

La biorremediaciéon de suelos contaminados por petrdleo crudo es un proceso de
tratamiento bioldgico que se aplica microorganismos vivos para consumir los
hidrocarburos totales de petréleo en el suelo. Este procedimiento recupera los suelos sin

contaminantes y reduce las sustancias toxicas a niveles minimos.

En la presente investigacion, se utilizd uno de los tratamientos amigables con el medio
ambiente, como es la biorremediacion de suelos contaminados con derrames de petroleo
crudo, mediante el cual se realizd la biodegradacion de hidrocarburos totales de petroleo
(HTP), que es inversamente proporcional al incremento de la actividad del consorcio
bacteriano. Las pruebas experimentales se realizaron en el Laboratorio de Normalizacion
de Hidrocarburos de la Facultad de Petroleo, Gas Natural y Petroquimica de la
Universidad Nacional de Ingenieria. Se utilizaron terrarios de 5000 mg de suelo
contaminado con hidrocarburos diluidos en agua, a las condiciones de operacion
medioambientales, y se midieron los HTP en el equipo Soxhlet (Método EPA 3540)
realizando dos muestreos semanales, asi como el nimero de UFC/kg, pruebas biologicas
y biomasa del comportamiento del consorcio bacteriano durante tres meses de
tratamiento biologico, y la caracterizacion fisicoquimica y bioldgica del suelo y petroleo

crudo.

El objetivo de la presente investigacion es disefiar un proceso de biorremediacion de
petréleo crudo, utilizando un consorcio bacteriano conformado por Bacillus subtilis,

Bacillus amyloliquefaciens y Agrobacterium tumefaciens.

Se han investigado varios métodos bioldgicos y fisicoquimicos para controlar la
contaminacion con petroleo. Los métodos biologicos se consideran tecnologias limpias
para la eliminacion de contaminantes y la biorremediacion de lugares contaminados con
petrdleo (Patowary et al., 2016; Yuniati, 2018). Los métodos fisicoquimicos incluyen la
extraccion por solventes, la desorcion térmica, la incineracion, el horno de cemento y el
vertido. Estos métodos son costosos y necesitan el traslado de grandes cantidades de

materiales contaminados para su tratamiento ex situ.

Palabras Claves: Biorremediacion, Biodegradacion, Hidrocarburos, Impacto

Medioambiental, Consorcio Microbiano.



Abstract

Bioremediation of oil-contaminated soils is a crude biological treatment process that
applies living microorganisms to consume the total petroleum hydrocarbons in the soil.
This procedure recovers soils without contaminants, eliminating toxic substances at

minimum levels.

In the present study, one of the environmentally friendly treatments was ensured, such as
the bioremediation of soils contaminated with crude oil spills, in which the
biodegradation of total petroleum hydrocarbons (HTP) will be carried out, which is
inversely proportional to the increase in the activity of the bacterial consortium, the
experimental tests will be carried out in the Hydrocarbons Standardization Laboratory of
the Faculty of Petroleum, Natural Gas and Petrochemistry of the National Engineering
University, using terrariums of 5000 mg of soil contaminated with hydrocarbons diluted
in water , to the environmental operating conditions, in which the PHT will be measured
in the Soxhlet equipment (EPA 3540 Method) two weekly bursts, as well as the number
of CFU/Kg, biological tests and biomass of the behavior of the bacterial consortium
during three months of treatment, and the biological physicochemical, biological

characterization of the soil and crude oil.

The objective of this research is to design a crude oil bioremediation process, using a

bacterial consortium: Pseudomonas, Bacillus and Acinetobacter.

Various biological and physicochemical methods have been investigated to control oil
contamination. Biological methods are considered clean technologies for pollutant
removal and bioremediation of oil-contaminated sites (Patowary et al., 2016; Yuniati,
2018). Physicochemical methods include solvent extraction, thermal desorption,
incineration, cement kiln, and landfill. These methods are expensive and require the

transport of large quantities of contaminated materials for ex situ treatment.

Keywords: Bioremediation, Biodegradation, Hydrocarbons, Environmental Impact,

Microbial Consortium.
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CAPITULO 1: INTRODUCCION

1.1 Situacion Problematica

Desde la quinta década del siglo XX, en el ecosistema terrestre ocurren derrames que
dafian el subsuelo, el agua subterrdnea y el ecosistema. Esto genera contaminacion
ambiental, la cual produce pérdidas econdémicas, sociales y medioambientales, que, a
su vez, causan dafos a los seres vivos y limitan el bienestar y desarrollo de la
sociedad. De acuerdo con el Organismo de Evaluacion y Fiscalizacion Ambiental
(OEFA), del 2011 al 2018, en el Peru, se han reportado 178 derrames de petrdleo
crudo, y la region amazoénica, donde se ha producido aproximadamente el 60 % de

los derrames (Parra et al., 2019), ha sido la mas dafiada.

Asimismo, la catastrofe del derrame de 12 000 barriles de petrdleo ocurrido el 12 de
enero del 2022 en las playas del distrito de Ventanilla (provincia del Callao), que se
extendid hasta el mar de la localidad de Chancay (provincia de Huaral, al norte de la
provincia de Lima), produjo graves consecuencias en la salud de los encargados de la
desinfeccion y limpieza de la zona, asi como la muerte de diferentes especies

marinas acuaticas y ornitoldgicas (Gonzales et al., 2022).

Los desechos petroliferos de las industrias petroleras y las refinerias tienen cuatro
fracciones principales definidas operativamente: los hidrocarburos alifaticos y
aromaticos no polares, las resinas polares no hidrocarburiferas y los asfaltenos. Entre
estos, los alcanos de cadena ramificada y los hidrocarburos poliarométicos plantean
un serio desafio para los investigadores debido a su inercia y resistencia a la
degradacion natural (Premnath et al., 2021). Los derrames y filtraciones de petrdleo
de las industrias petroleras pueden provocar danos agudos y créonicos al medio
ambiente y a la salud humana, por lo que son motivo de gran preocupacion (Ambade

et al., 2021; Chiesa et al., 2019; Tian et al., 2018). La Agencia de Proteccion



Ambiental (EPA) consideré a los hidrocarburos de petrdleo como contaminantes
prioritarios (De Sousa & Spiess, 2018) debido a su heterogeneidad quimica y
toxicidad asociada (Ambade & Sethi, 2021; Gaur et al., 2021).

Delgado (2011) documenta una serie de eventos relevantes donde se implemento la
biorremediaciéon como respuesta a derrames petroleros, entre los que destacan el
incidente del Amoco Cadiz en Bretafa, Francia (1978); el caso del Ixtoc I en México
(1979); el derrame del Exxon Valdez en Alaska (1989); el vertido durante el
conflicto del Golfo Pérsico en Kuwait (1991); el siniestro del Prestige en Espana
(2002); y el desastre del pozo Macondo en el Golfo de México (2010), considerado
el mas impactante a nivel global. La eficacia del tratamiento vari6 entre casos,
influenciada por la composicion del crudo liberado en cada situacion. Los
microorganismos del suelo se consideran los indicadores més sensibles debido a sus
respuestas instantaneas a los cambios en las condiciones ambientales (Jiao et al.,
2016), y muchos de estos poseen la capacidad de degradar el petréleo crudo; por su
parte, los metabolitos de hidrocarburos de bajo peso molecular derivados de la
degradacion del petréleo crudo pueden servir como fuentes de carbono para el

crecimiento de microbios (Patowary et al., 2017).

La investigacion presenta un proceso de biorremediacion de suelos contaminados
con petréleo crudo, utilizando el proceso de bioaumentacion mediante un consorcio
bacteriano compuesto por Bacillus subtilis, Bacillus amyloliquefaciens y
Agrobacterium tumefaciens, que expone un trabajo investigativo de tipo
experimental apoyado por informacion de articulos cientificos y estudios de
investigacion, entre otros, relacionados con la biodegradacion de hidrocarburos como
agente de biorremediacion. El andlisis que se realizard en la biorremediacion
resuelve el problema de la contaminacion ambiental, formula el método mediante
una estrategia en el procedimiento experimental y, finalmente, valida lo que se ha
formulado para, posteriormente, disminuir el impacto ambiental, social, econdémico y

cultural.

1.2 Formulacion del Problema



En la presente investigacion se abordaron los siguientes problema general y

problemas especificos:

Problema general
(Cual es la eficiencia de biorremediacion del consorcio bacteriano compuesto por
Bacillus subtilis, Bacillus amyloliquefaciens y Agrobacterium tumefaciens en suelo

arenoso contaminado con petrédleo crudo?

Problemas especificos

1. (En qué medida influye el comportamiento degradativo del consorcio bacteriano
Bacillus subtilis, Bacillus amyloliquefaciens y Agrobacterium tumefaciens para la
biorremediacion en suelo arenoso contaminado con petréleo crudo?

2. (Como determinar las caracteristicas del consorcio bacteriano Bacillus subtilis,
Bacillus amyloliquefaciens y Agrobacterium tumefaciens para la biorremediacion en
suelo arenoso contaminado con petréleo crudo?

3. (Cudles son las condiciones de operacion del consorcio bacteriano Bacillus
subtilis, Bacillus amyloliquefaciens 'y Agrobacterium tumefaciens para la
biorremediacion en suelo arenoso contaminado con petréleo crudo?

4. ;Cuaél es el porcentaje de biodegradacion del consorcio bacteriano Bacillus subtilis,
Bacillus amyloliquefaciens 'y Agrobacterium tumefaciens en suelo arenoso

contaminado con petroleo crudo?

1.3 Justificacion Teorica

La técnica de biorremediacion tiene como principal objetivo recuperar las
condiciones iniciales del suelo contaminado. Para aplicar esta técnica de tratamiento,
se consideran los siguientes criterios: a) la actividad microbiana de los
microorganismos debe ser la necesaria para degradar los contaminantes a una
velocidad adecuada; b) las condiciones ambientales deben facilitar la actividad
degradativa y el costo del proceso debe ser menos costoso que otras tecnologias

utilizadas para la eliminacion de contaminantes.



Para la seleccion del tratamiento mas eficiente y econdémico, se debe tener presente
los siguientes factores: tipo de hidrocarburo a tratar, concentracion del hidrocarburo
a biorremediar, caracterizacion del lugar donde se realizard la biorremediacion,
conocimiento de las normativas medioambientales, evaluacion de costos y tiempo

disponible para el proceso de biorremediacion.

La mayoria de las especies bacterianas poseen enzimas especificas que les permiten
utilizar diferentes composiciones de petroleo crudo. La tasa de proliferacion de
microorganismos depende principalmente de su propiedad hidrocarbonocléstica, que
ayuda a liberar enzimas extracelulares para la mineralizacion de compuestos
complejos (Marchand et al., 2017). Sin embargo, las cepas bacterianas individuales
no pueden degradar todos los componentes del petrdleo crudo; por ello, se han
empleado consorcios mixtos de especies bacterianas o fungicas para eliminar
simultaneamente la mayoria de los componentes del petréleo (Magsood et al., 2023).
En este estudio, la especie bacteriana con capacidad para degradar diferentes
componentes del petroleo crudo se aislo del suelo contaminado con petroleo crudo y
se la caracteriz6. Ademas, se evalu6 el potencial de las cepas bacterianas aisladas
(individualmente y en consorcio) contra las fracciones alifaticas y aromaticas del

petroleo crudo.

1.4 Justificacion Practica

Debido al incremento de la poblacién en el mundo y de la demanda del uso de
hidrocarburos en diversas areas de la industria, es necesario desarrollar técnicas de
tratamiento para eliminar contaminantes medioambientales resultantes de actividades
humanas. Por tal razon, esta investigacion plantea desarrollar un tipo de tratamiento
novedoso como la biorremediacion, utilizando un consorcio bacteriano compuesto
por Bacillus subtilis, Bacillus amyloliquefaciens y Agrobacterium tumefaciens,

eficiente para garantizar asi el cuidado del medio ambiente.



La mayoria de los contaminantes en los derrames de petroleo son hidrocarburos, y su
liberacion incontrolada en el medio ambiente se considera una amenaza global (Eze
& George, 2022). Estos contaminantes industriales acarrean graves efectos en la
salud humana, incluido su potencial mutagénico y cancerigeno (Benguenab &
Chibani, 2021; Jiji & Prabakaran, 2020); también repercuten en los ecosistemas
terrestres y acuaticos (Gidudu & Chirwa, 2020; Ventorino et al., 2019): por ejemplo,
la contaminacion petroquimica afecta la permeabilidad del suelo y procesos

esenciales como la desfosforacion y la nitrificacion (Kim et al., 2019).

En la presente investigacion se utilizara la biorremediacion de suelos contaminados
con hidrocarburos, en esta se realizara la biodegradacion de hidrocarburos totales de
petréleo (HTP), que disminuiran con el incremento de la actividad del consorcio
bacteriano Bacillus subtilis, Bacillus amyloliquefaciens 'y  Agrobacterium
tumefaciens. Asimismo, se resolvera este problema utilizando uno de los
tratamientos mas amigables con el medio ambiente, como es la biorremediacion de
suelos contaminados con derrames de petroleo crudo. La biodegradacion ha sido
aceptada como alternativa economicamente eficaz e importante para la eliminacion
de contaminantes con un alto nivel toxico para la flora y fauna del medio afectado en

suelos o arena contaminados con petroleo crudo.

Los hallazgos de esta investigacion representaran un aporte tanto social como
ambiental. Desde el punto de vista social, el campo de la investigacion se enriquecera
y se generara conocimiento respecto al disefio de sistemas de biodegradacion a nivel
industrial que haran posible eliminar los hidrocarburos del ecosistema. En cuanto al
ambiente, los beneficios se relacionaran con que, al haber una menor cantidad de

contaminantes en el suelo, se contribuird a la preservacion del medio ambiente.

En esta investigacion se implementd la tecnologia de biorremediacion mediante la
estrategia de bioaumentacion, aplicada en terrarios a condiciones de operacion
ambientales, lo cual aport6 a la reduccion de las alteraciones que afectan los recursos
naturales debido a las actividades de transporte y almacenamiento de hidrocarburos.
Segln este estudio, se pueden presentar técnicas parecidas para la remediacion de los
suelos contaminados, en suelos arenosos o en otros tipos de suelos con parecidas

condiciones, y ello comprenderia a las entidades o empresas que ofrecen propuestas de



remediaciones ambientales, lo que favoreceria el avance y difusion de técnicas
confiables, asi como la existencia de empresas mas competitivas y responsables

socialmente.

1.5 Objetivos

1.5.1 Objetivo General

Determinar la eficiencia de la biorremediacion del consorcio bacteriano Bacillus
subtilis, Bacillus amyloliquefaciens 'y Agrobacterium tumefaciens en suelo

contaminado con petroleo crudo.

1.5.2 Objetivos Especificos

Determinar la influencia del comportamiento degradativo del consorcio bacteriano
usado (conformado por Bacillus subtilis, Bacillus amyloliquefaciens 'y
Agrobacterium tumefaciens) para la biorremediacion en suelo arenoso contaminado
con petréleo crudo.

Determinar las caracteristicas del consorcio bacteriano utilizado (conformado por
Bacillus subtilis, Bacillus amyloliquefaciens y Agrobacterium tumefaciens) para la
biorremediacion en suelo arenoso contaminado con petréleo crudo.

Determinar las condiciones de operacion del consorcio bacteriano usado
(conformado por Bacillus subtilis, Bacillus amyloliquefaciens y Agrobacterium
tumefaciens) para la biorremediacion en suelo arenoso contaminado con petroleo
crudo.

Determinar el porcentaje de biodegradacion del consorcio bacteriano Bacillus subtilis,
Bacillus amyloliquefaciens 'y Agrobacterium tumefaciens en suelo arenoso

contaminado con petroleo crudo.

1.5.3 Delimitacion de la Investigacion: Espacial y Temporal



El petrdleo crudo proveniente de operaciones como el transporte, distribucion,
traslado, entre otros, a causa de derrames puede contaminar el medio ambiente, lo
que es perjudicial para el ecosistema. La mencionada contaminacion puede afectar
muchas hectéreas de suelo y, debido a la alta peligrosidad del contaminante, puede

dafiar el desarrollo de los seres vivos que se encuentran alrededor de la zona afectada.

Para impedir tal contaminacién ambiental, se realizard en el suelo un tratamiento
bioldgico de biorremediacion aerdbica con un consorcio bacteriano, determinandose
la influencia de la concentracion del consorcio y el rendimiento de biorremediacion

en el suelo contaminado con petrdleo crudo.

Las pruebas experimentales se realizaron en los laboratorios de la Universidad
Nacional de Ingenieria, los conocimientos obtenidos podran ser aplicados por
diversas empresas relacionadas con el sector petréleo y petroquimica, asi como por

los organismos de control y fiscalizacion del medio ambiente.

Se debe mencionar que existen otros métodos de tratamiento del suelo contaminado
con petrdleo crudo para reducir los contaminantes y que uno de los mas adecuados es
el método bioldgico. Entre las limitaciones mas importantes en el desarrollo de la
investigacion estan la falta de disponibilidad de algunos equipos para la
recuperacion de algunos compuestos del proceso —sin embargo, otros laboratorios
de la Universidad Nacional de Ingenieria nos permitieron usar sus equipos para

completar nuestro proceso—, asi como el costo para llevar a cabo la investigacion.

Las pruebas experimentales tuvieron una duracion de unos cuatro (4) meses
aproximadamente y se realizaron mediciones continuas bajo las condiciones de

operacién mas adecuadas para lograr resultados satisfactorios.



CAPITULO 2: MARCO TEORICO

2.1 Marco Filosofico o Epistemologico de la Investigacion

La biotecnologia tiene muchos afios de antigiiedad; sin embargo, se le dio este
nombre, aproximadamente, en la segunda década del siglo XX (Fari & Kralovanszky,
2006). Segun Renneberg (2019), en este campo se ha avanzado al punto que se puede
modificar genéticamente las semillas para aumentar sus rendimientos y mejorar la
calidad de los cultivos; ademads, se ha desarrollado la capacidad de fabricar agentes

antibacterianos y otros fArmacos que contribuyen a mejorar la salud humana.

Schramm y Kottow (2001) sostienen que la biotecnologia puede ser considerada una
aplicacion de la tecnociencia, ya que combina ciencia y técnica, y genera
conocimientos cientificos que impulsan el desarrollo tecnolégico. En este sentido, la
biotecnologia borra la linea entre la investigacion pura y la aplicada, y elimina la
distincién entre conocimiento y aplicaciéon. Debido a su relevancia social, no se

puede eludir la evaluacion ética.

La epistemologia ambiental establece el principio de la razén restrictiva, segin el
cual cualquier accién que contradiga la preservacion del entorno ambiental debe ser
limitada o descartada. En este marco, valores como la ética, la estética y la
amabilidad son tan relevantes como los flujos de informacioén, corrientes de energia y
ciclos tangibles. Por tanto, el deterioro ambiental no se limita a la pérdida de recursos
naturales, también implica la afectacion de procesos emocionales, reflexivos y de
accion humana que empobrecen la biodiversidad e interrumpen el equilibrio

energético y material del planeta (Torres, 2015).

Segun Passmore (1974), los problemas ambientales no deben abordarse inicamente



desde una perspectiva cientifica o ecologica. Advierte que, mas alla de las soluciones
técnicas que la ciencia pueda ofrecer, el deterioro ambiental constituye un desafio
social de gran magnitud, comparable a fendmenos como los accidentes de transito, la
violencia o el alcoholismo. En ese sentido, propone que las soluciones deben
integrarse por medio de estrategias que reduzcan tanto la frecuencia como la
severidad del impacto ambiental. Esto implica adoptar medidas concretas frente a la
contaminacion creciente, el almacenamiento de residuos peligrosos, y otros riesgos, a
través de politicas innovadoras de caracter econdmico, politico, administrativo y

cientifico-tecnoldgicas.

Autores como Briones e Irigoin (2015) indican que el origen de los suelos se debe a
procesos externos denominados “meteorizacion de rocas”, mediante los cuales, estas
estuvieron expuestas a degradacion quimica y a desintegracion fisica; asi, las masas

de roca se transformaron en partes pequenas.

La explotacion de hidrocarburos ha tenido un impacto devastador en los suelos.
Como sefialan Romaniuk et al. (2012), la contaminacidon por hidrocarburos puede
alterar significativamente las propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas del suelo
afectando su pH, conductividad eléctrica y capacidad de intercambio cationico. Tales
cambios no solo degradan la calidad del suelo, también perturban los delicados

equilibrios ecoldgicos que sustentan la vida.

Ya Callicott 1987, planteaba la necesidad de considerar la Tierra no como una
mercancia, sino como una comunidad de la cual formamos parte. A ello, Plumwood
(2017) anade que nuestra identidad esta intrinsecamente ligada al entorno natural,

idea que desafia la de separacion ser humano y naturaleza.

Por su parte, McKibben (2017) advierte las consecuencias a largo plazo de la
contaminacion. Su perspectiva subraya la interconexion de todos los seres vivos y la
necesidad de considerar los impactos ecoldgicos de nuestras acciones. En esa linea,
Pefias (2017), en la revista Ethic, realizé una reflexion profunda sobre la simplicidad
y la autosuficiencia, ofreciendo una critica al materialismo y al consumismo

desenfrenado que a menudo impulsa la explotacion de recursos naturales.
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Como se observa, los autores mencionados cuestionan los paradigmas que han hecho
posible la explotacion desmedida de los recursos naturales y la consecuente
contaminacion que resulta de esta practica. Ademas, nos comprometen a adoptar una
¢tica ambiental que reconozca el valor intrinseco de la naturaleza y nuestra

responsabilidad en su preservacion.

La presencia de hidrocarburos en el suelo constituye no solo una dificultad de
caracter técnico que exige respuestas desde la ingenieria, también implica un desafio
¢tico que demanda una profunda reconsideracion de nuestros valores y practicas.
Como sociedad, es necesario proponer y promover una relacion mas armoniosa y
sostenible con nuestro entorno, pues tanto nuestra supervivencia como nuestro

bienestar estan sumamente ligados a la salud de los ecosistemas que habitamos.

Es posible generar un cambio significativo en nuestra conexion con el entorno si se
asume un enfoque ecosistémico, un enfoque que resalte la interdependencia entre los
elementos bidticos y abidticos. No es de sorprender, entonces, que en un
planteamiento con enfoque ambientalista, conceptos como complejidad, diversidad y
simbiosis adquieran gran relevancia. De ahi que, desde antes del presente siglo, la
biologia de la conservacion y las estrategias de preservacion hayan difundido las

ideas de biosfera y biodiversidad (Primack et al., 2001).

Para la ecologia profunda, el bienestar y el crecimiento de la vida del ser humano y
no humano en la Tierra tienen importancia en si mismos, por lo cual las personas no
tienen derecho a disminuir abundancia y diversidad de los diferentes habitats,
excepto para retribuir necesidades vitales de manera sostenible. Esta idea estd en
armonia con la perspectiva epistemologica de la filosofia ambiental, que postula el
establecimiento de variantes a nivel ideologico, politico, econdmico y tecnologico

(Bugallo, 2002).

2.2. Antecedentes de Investigacion

2.2.1. Antecedentes Internacionales
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Investigaciones internacionales

Pinto y Sanchez (2018) llevaron a cabo un estudio de biorremediacion ex situ sobre
suelos contaminados por hidrocarburos en los laboratorios de la Universidad Libre de
Bogoté, con las condiciones fisicoquimicas de operacion del suelo para respaldar una
adecuada actividad bioldgica (pH: 6-8, temperatura: 15 °C — 45 °C, humedad: 25 %-
70 %). Los autores concluyeron que la bacteria con elevado rendimiento degradativo
de los hidrocarburos (dié¢sel y gasolina) es la bacteria Acinetobacter baumannii,
comprobando que la absorbancia medida con el espectrofotdmetro en las franjas
estan en la zona de 3200 cm™ a 2700 cm’!, lo que demuestra una diferencia en las
categorias iniciales del suelo. Asi, la bacteria con mayor porcentaje de
biodegradacion fue la A. baumannii con un 57.14 % de disminucion de

contaminantes.

Das y Mukherjee (2007) determinaron el rendimiento de Bacillus subtilis en la
biodegradacion de petroleo y dedujeron la existencia de una asociacion directa entre
la reduccion y nivel de concentracion de petrdleo con la biomasa celular. Asi,
determinaron que el proceso de degradacion estd relacionado con la respiracion
celular, pues la cepa B. subtilis observéd una disminucion importante de los niveles de
TPH en aproximadamente 50 % en el suelo tratado semejante a la del suelo de

control al término de las pruebas experimentales (120 dias).

Por su parte, Li et al. (2022) estudiaron la reduccion eficaz de suelos contaminados
con petrdleo utilizando una asociacién de oxidacion previa con Fenton con hierro
bioestimulado y biorremediacion. El método utilizado tenia como objetivo investigar
los procesos detras de la agil reproduccion de bacterias degradantes de petrdleo
autoctonas (IPDB) y la biodegradacion eficaz de los HTP. Si bien las
concentraciones iniciales de HTP preoxidacion con Fenton (3331-3775 mg/kg)
fueron iguales independientemente de si se empled hierro bioestimulado y no
bioestimulados, la biodegradacion de HTP luego de la oxidacion previa con Fenton
con hierro bioestimulado (5840 mg/kg) fue muy elevada respecto de la con hierro no

bioestimulado (3034-4034 mg/kg). Por tal motivo, se propone que la oxidacion
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previa con Fenton con hierro bioestimulado sea aplicable a suelos demasiado

contaminados con petrdleo antes de la biorremediacion.

Patowary et al. (2016) estudiaron las capacidades de biodegradacion de consorcios
bacterianos nativos en HTP con especial énfasis en hidrocarburos poliarométicos. Su
objetivo fue aislar cepas bacterianas degradantes de HTP de suelos contaminados con
petréleo de Assam, India, y desarrollar un consorcio bacteriano adecuado para la
biorremediacion del petroleo crudo de esta tierra nativa. De 23 bacterias aisladas, se
seleccionaron 5: KS2, PG1, PGS, R1 y R2; como bacterias degradadoras eficientes
de petroleo crudo, las bacterias Bacillus pumilus KS2 y Bacillus cereus R2 tuvieron
los mejores resultados. El consorcio mostr6é una degradacion de hasta el 84.15 % de
HTP después de 5 semanas de incubacion, segin los andlisis realizados en el FTIR
(transformada de infrarrojos de Fourier) y GCMS (cromatografia de gases-
espectrometro de masas), lo que demuestra que el consorcio elimind hidrocarburos

de petrdleo, incluidos los alifaticos y los aromaticos.

Lazaro-Mass et al. (2023) estudiaron la biodegradacién de hidrocarburos de suelos
contaminados por consorcios microbianos. Se traté de un estudio de microcosmos de
laboratorio en el que se caracterizaron las bacterias aisladas de un pozo petrolero de
Tabasco, México. Para evaluar la degradacion, se recolectaron muestras de suelo del
pozo contaminado con hidrocarburos y se estudio la capacidad emulsionante del
biosurfactante y la formacion de biopeliculas; los resultados indicaron que las cepas
aisladas pertenecian al género de Pseudomonas 16S rDNA. Ademas, se obtuvieron
porcentajes de emulsificacion superior al 60 % y los consorcios microbianos
degradaron el suelo contaminado con una eficiencia superior al 80 %; las emulsiones
para aceite quemado y motor resultaron superiores al 50 %. Por ultimo, se detectaron
biosurfactantes anionicos para las tres cepas que componian el consorcio y la
formacion de biopeliculas in vitro. Considerando lo expuesto, los resultados indican
que, aunque las cepas pertenezcan a la misma especie, los consorcios microbianos

contribuyen al proceso de remediacion de suelos contaminados con hidrocarburos.

Funtikova et al. (2023) investigaron la biorremediacion de suelos contaminados con
petrdleo en la Republica de Kazajstan; para ello, utilizando un nuevo biopreparado

que comprende cepas bacterianas Rhodococcus. Qingshengii F2-1, Rhodococcus
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qingshengii F2-2 y P. aloputida BS3701. El biopreparado en medio mineral con
15 % de petroleo crudo ha logrado una degradacion de 48 % de los n-alcanos y 39 %
de los PAH después de 50 dias de tratamiento. Ademas, se demostro
experimentalmente en el suelo contaminado con 10 % de petréleo crudo en K-
Kurylys, Republica de Kazajstan, donde se obtuvo una degradacion del 70 % del

petréleo crudo.

En la Figura 1, se observa que después de seis semanas, al final del experimento de
campo, el nimero de degradadores de petroleo era 107 UFC/g de suelo, lo que logro
una degradacion del 70 % de petroleo; y en el control, la degradaciéon del petrdleo

fue del 23 %.

En el presente estudio se utilizard un consorcio bacteriano en el proceso de
biorremediacion de suelos contaminados con petréleo crudo a condiciones dptimas

de operacion.
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Figura 1. Eliminacion de aceite en el suelo en la parcela de control y la parcela
tratada con biopreparado (barras: desviacion estandar). Fuente. Datos tomados de

Funtikova et al. (2023).

Por su parte, Afkar et al. (2022) realizaron el estudio de la eliminacion efectiva de

alcanos e hidrocarburos aromaticos policiclicos por bacterias del suelo crénicamente
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expuesto al petréleo crudo. Las bacterias estuvieron conformadas por AramcoS2 y
AramcoS4, dos aislados bacterianos que habitan en el suelo del desierto oriental de
Arabia Saudita. Dichas bacterias degradaron hidrocarburos del Cio a C2o en 77 %;
ademads, redujeron los hidrocarburos policiclicos en 67 %, en 14 dias, a las
condiciones de operacion de pH = 6,8 £ 0,2 y temperatura de 30 °C. Por ello y con
base en los resultados obtenidos, se sugiere que los aislados AramcoS2 y AramcoS4
son actores claves para mediar o eliminar los derrames de petréleo, los hidrocarburos

saturados y las fracciones de PAH.

Nedoroda et al. (2021) realizaron el analisis de la biodegradacion del petréleo por un
consorcio bacteriano de Bacillus amyloliquefaciens ssp., Plantarumy, Bacillus
subtilis, y determinaron el nivel de destruccion de los hidrocarburos de petrdleo en
diferentes combinaciones de concentraciones de contaminantes y productos
biologicos, asi como en ausencia de contaminacion por petroleo para garantizar la
evaluacion del impacto del producto biologico en el medio ambiente. La
fitotoxicidad del suelo se evalué mediante el método de bioensayo utilizando
semillas de rabano de la variedad sora, mediante la relacion entre la altura de las

plantulas y la masa de materia orgénica obtenida.

Se encontrd, cuando se expuso al suelo contaminado (4 % de aceite) con una
solucioén en concentraciones de 2 % y 4 %, que el efecto fitotoxico en estos casos
disminuy6 de 96.04 % a 44.68 % y 21.86 % respectivamente. Por ello, es relevante el
uso de biosurfactantes que contiene la suspension de microorganismos que consume
el petroleo utilizando métodos de biorremediacion. El uso de la cepa Bacillus
amyloliquefaciens ssp. en las areas estudiadas de suelos contaminados con petrdleo
proporcion6 una reduccion del efecto fitotoxico al nivel de 51.36 %—74.18 %. El

estudio se realizd durante 26 dias.

2.2.2 Antecedentes Nacionales

Investigaciones nacionales
Patifio et al. (2021) realizaron un experimento enfocado en la capacidad de Bacillus
thuringiensis para la biodegradacion de petrdleo como estrategia de restauracion en

suelos agricolas contaminados, empleando tres concentraciones de petroleo: 1.5 %,
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3% y 4.5 % en un medio con bajo contenido salino. La DBOs se emple6 como guia
indirecta para la medicion de la degradacion de la materia organica y esta redujo de
manera proporcional residuos de petroleo. Se midi6 la DBOs, que disminuyd de
66.85 mg de O2/L inicialmente hasta 5.86 mg de O»/L después de 15 dias, al término
del tratamiento. Asimismo, se midi6 la biomasa celular que aumenté en promedio
24x10° UFC/mL. El estudio concluyd que B. thuringiensis presenta un potencial
significativo para la degradacion de tres concentraciones de 1.5 %, 3 % y 4.5 % de
petroleo “Diesel II” en ambientes salinos minimos en biorreactores de tanque, con
aireacion con agitacion, y se encontrd cierta relacion entre la concentracion de

petréleo y biomasa celular.

Cabanillas y Pissani (2015) examinaron coémo la aplicacion de bioaumentacion y
bioestimulacion influye en la efectividad de la biorremediacion en suelos afectados
por hidrocarburos de petroleo. Para ello, trabajaron con suelos contaminados con
hidrocarburos de petrdleo crudo liviano con HTP de 21 200 a 22 900 mg/kg,
microorganismos totales (4.6x10° — 1.1 x 107 Namero mdas probable o NMP/g),
microorganismos hidrocarbonoclasticos (1.5 x 10* - 4,3 x 10* NMP/g). Los
consorcios degradadores que se seleccionaron fueron los géneros Acinetobacter,
Bacillus, Enterobacter y Pseudomonas. En la bioaumentacion y bioestimulacion se
logré una eficiencia de biorremediacion de 75 %; ademds, se comprobd que la
introduccion de microorganismos degradadores ejerce un mayor efecto en la

biorremediacion de suelos contaminados con petroleo crudo.

En la Tabla 1, se observa el tratamiento con la bioaumentaciéon y con la
bioestimulacion durante 90 dias: la toxicidad de los contaminantes del suelo
disminuyo; asimismo, el HTP se redujo de 21200 mg/kg a 5300 mg/kg, lo que
corresponde al 75 % de eficiencia de biorremediacién del suelo contaminado con

petréleo crudo liviano.
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Tabla 1. Caracteristicas del suelo contaminado con HTP de petrdéleo crudo
ligero y biorremediado, aproximadamente en 90 dias con bioaumentacion-
bioestimulacion.

Dias

Caracteristicas 0 30 30 90
Microorganismos
totales (NMP/g™) 1.1x107 > 1.1x107 >1.1x107 1.1x107
Microorganismos
hidrocarbonoclasticas 4.3x10* 1.1x10° 2.1x10° 1.1x10*
(NMP/g)
indice de
germinacion (%) 46 65 69 87
Nivel de toxicidad Severo Moderado Moderado Bajo
HTP (mg/Kg.) 21200 - - 5300
Eficiencia (%) - - - 75

Fuente. Datos tomados de Cabanillas y Pissani (2015).

Investigaciones locales

Pretell (2021) llevo a cabo un estudio para evaluar la capacidad biorremediadora de
bacterias psicrotolerantes aisladas en la base peruana Machu Picchu de la Antartida;
ahi también evalud la produccion de cepas que producen biosurfactantes tipo
ramnolipidos (RL), que tienen actividad degradativa y emulsificante en el crudo de
petroleo. Se utilizaron las siguientes cepas: Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas
putida, Aeromonas sp. (39Bfb), Stenotrophomonas rhizophila (116B) y Paenibacillus
lautus, de naturaleza psicrotolerante, degradadores de petréleo crudo y eficientes

para la biorremediacion de suelos en ambientes frios como la Antartida.

Los resultados revelaron una cinética de crecimiento favorable para las cepas
incubadas a 5 °C, evaluadas a lo largo de un periodo de 240 horas (equivalente a 10
dias), mediante la medicion de la densidad optica (DO) a 620 nm. Durante este lapso,

las bacterias mostraron un desarrollo 6ptimo bajo condiciones de baja temperatura.

Bocangel (2016) estudio la capacidad de biodegradacién de un consorcio bacteriano
aislado de la base cientifica peruana Machu Picchu de la Antartida, aplicado a suelos

contaminados con petréleo crudo. El consorcio incluia Pseudomonas putida (63Bb,
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94b, 60Bf, 39Bfa), Pseudomonas sp. 9Aa, Pseudomonas aeruginosa 63Ba,
Aeromonas sp. 39Bf, Stenotrophomonas rhizophila 116B y Paenibacillus lautus
(95Fa y 95Fb). Se trabajo con tres terrarios, cada uno con 1.3 kg de suelo
contaminado con un 5 % (p/p) de petroleo. El proceso de biorremediacion se
extendid por 180 dias a temperaturas de entre 4 °C-5 °C, cuantificando los HTP por
el método 3540 EPA-SOXHLET vy saturacion de fluidos API RP40-RETORTA,
ademas del conteo microbiano y medicion de parametros fisicoquimicos cada 30 dias.
Se observo que el crecimiento bacteriano aerobio fue exponencial hasta el dia 120,
con 2.18x10° UFC/g; ademas, entre las bacterias estan 4.3x10* NMP/g de bacterias
psicrotolerantes hidrocarbonoclésticas con una tasa de biodegradacion de 57.88 %, y
al término de los 180 dias, de 58.41 %. En la Figura 2, se muestra el porcentaje de
reduccion de HTP, después de 180 dias: en el terrario psicrotolerante, la reduccion de
contaminantes fue de 58.41 %; en el terrario control, de 37.30 %; y en el de control

abiotico, de 11.96 %.

Porcentaje de Reduccion de HTP en 180 dias
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Figura 2. Porcentaje de reduccion de HTP en 180 dias, en cada terrario de

experimentacion. Fuente. Datos tomados de Bocangel (2016).

Yang et al. (2023) investigaron la biodegradacion de hidrocarburos por
Purpureocillium lilacinum y Penicillium chrysogenum, de lodos de petréleo pesado,
y su potencial para la biorremediacion de suelos contaminados. Se aislaron dos

hongos degradadores de hidrocarburos denominados HF y HQ, de lodos de petroleo
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pesado recolectados en el yacimiento petrolifero de Tahe, Xinjiang, noroeste de
China. Sobre la base del analisis morfoldgico y la secuenciacion genética, HF y HQ
se identificaron como Purpureocillium lilacinum y Penicillium chrysogenum
respectivamente. Después del tratamiento con hongos durante 30 dias, las
abundancias relativas de varios componentes de hidrocarburos cambiaron en
patrones distintos basados en la cromatografia de gases-espectrometria de masas. La
tasa de degradacion media de HF para cicloalcanos, n-alcanos, aromaticos e
isoalcanos fue del 100,0 %, 21.2 %, 15.1 % y 14.5 % respectivamente. E1 HQ mostr6
efectos contrastantes en la composicion de hidrocarburos, como lo indica la
disminuciéon de n-alcanos (1.3 %) y el aumento de cicloalcanos, aromaticos e
isoalcanos (82.6 %, 10.2 % y 11.9 % respectivamente). Aproximadamente, el 15.3 %
y el 7.6 % del total de hidrocarburos de petroleo en lodos de aceite modificado

fueron eliminados por el HF y el HQ respectivamente.

Quevedo (2022), en su tesis Impactos socioeconomicos inmediatos percibidos por el
derrame de petroleo en la comunidad pesquera de Ventanilla, recopild informacion
cuatro meses después del incidente ocurrido el 15 de enero del 2022. Las muestras
analizadas correspondieron a sedimentos intermareales de las playas Bahia Blanca,
Costa Azul y Cavero, ubicadas en esa localidad. Las concentraciones promedio de
hidrocarburos totales del petroleo (HTP) registradas fueron de 180 mg/kg, 219 mg/kg
y 275 mg/kg respectivamente, valores que se mantienen dentro de los limites
permitidos en los estdndares de calidad del suelo segun el Decreto Supremo
(D. S.) 011-2017-MINAM. Los parametros fisicoquimicos de las fracciones de HTP

se muestran en la Tabla 2.

Tabla 2. Parametros fisicoquimicos de las fracciones de hidrocarburos totales de
petroleo (HTP).

Fraccion de hidrocarburos LCM Bahia Costa Cavero
Blanca Azul

Fraccion 1 (Cs-Cio) 0.25 <0.25 <0.25 <0.25

Fraccion 2 (Cio-Cas) 16 52 80 64

Fraccion 3 (Cas-Cao) 16 128 195 155
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Hidrocarburos totales de 16 180 275 219

petroleo

Nota. L.C.M.: Limite de cuantificacién del método, "<"= Menor que el L.C.M. Las cantidades estan
medidas en mg/kg.
Fuente: Datos tomados de Quevedo (2022).

Los analisis correspondientes a las muestras fueron realizados en el laboratorio
Pacific Control S. A. C., entidad que cuenta con la acreditacion oficial del Instituto

Nacional de Calidad (Inacal).

Fajardo y Caballero (2022) elaboraron un informe dirigido al responsable de
Evaluacion Ambiental del OEFA. En este, detallaron los resultados de una
inspeccion realizada mediante un sistema de aeronaves no tripuladas (RPAS) a lo
largo de un tramo costero de 60 km, comprendido entre la playa Ventanilla (en el
distrito de Ventanilla, provincia constitucional del Callao) y playa Punta Salinas
(distrito de Huacho, provincia de Huaura, Lima). Dicha evaluacién se efectud entre
el 17 y el 26 de enero del 2022, y se complementd con el analisis de imagenes
satelitales captadas por los sensores SENTINEL 2A y WORLDVIEW-2 durante los
dias 18 y 19 de ese mismo mes. El informe determin6 que un total de 11,060.31
hectareas de superficie marina a lo largo de la costa resultaron impactadas por el
derrame de hidrocarburos, lo que afectdé considerablemente el equilibrio del
ecosistema marino. En cuanto al analisis de arena en zonas intermareales, se examind
un total de 37 ubicaciones, de las cuales, en 35 se detectaron niveles significativos de
hidrocarburos de petréleo en las fracciones Fi, Fo» o F; superando los umbrales
minimos de deteccion establecidos por el método analitico empleado. Los rangos de
concentracion oscilaron entre 2 mg/kg a 9 mg/kg para la fraccion Fi; 6 mg/kg a

49006 mg/kg para la F2 y de 10 mg/kg a 71921 mg/kg para la Fs.

2.3. Bases Teoricas

2.3.1 Consorcio  Bacteriano
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Se trata de una agrupacion bacteriana que metaboliza el petroleo como fuente
principal tanto de carbono como de energia. Para conformar el consorcio mixto
destinado a la degradacion de hidrocarburos, se seleccionaron las cinco bacterias con
mayor capacidad emulsificante, evaluadas en unidades de actividad emulsificante

(UAE mL™), segtn lo descrito por Madigan et al. (2003).

Identificacion del consorcio bacteriano

La determinacion del género de las bacterias se llevo a cabo mediante la observacion
de sus caracteristicas morfoldgicas y fisioldgicas, siguiendo los protocolos
establecidos en los textos de Bergey: Bacteriologia Determinativa y Manual de

Bergey de Bacteriologia Sistemdatica (Holt et al., 1999).

Mohn et al. (2001) utilizaron consorcios microbianos en concentraciones apropiadas
y los inocularon directamente a suelos afectados con hidrocarburos durante un afio.
Los resultados revelaron una disminucion en la cantidad total de hidrocarburos del
petréleo, pasando de 196 mg a menos de 10 mg/kg en un caso y de 2.109 mg a 195
mg/kg en otra area. Ello pone en evidencia que los consorcios microbianos aumentan
significativamente la eliminaciéon de hidrocarburos a nivel polar, confirmando la
viabilidad de llevar a cabo la biorremediacion in situ en suelos contaminados con

combustibles en regiones de minimas temperaturas.

Los combustibles, en particular el petroleo crudo, considerados como sustancias
peligrosas han generado desafios ambientales a nivel global porque contaminan
suelos, aire y agua. Entre las contaminaciones mas graves se encuentran aquellas
derivadas de la extraccion y manipulacion del petréleo crudo en todas las naciones

productoras de hidrocarburos, y este es un problema que persiste (Benavides et al.,

2006).

Tipos de consorcio bacteriano

Se sabe que diversas cepas bacterianas tienen la capacidad de descomponer los HTP
y diversas investigaciones han destacado que la mayoria de las bacterias con esta
capacidad pertenecen al phylum Proteobacteria, especificamente a las clases alfa y

gamma-Proteobacteria, que incluyen  géneros como  Pseudomonas,
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Stenotrophomonas, Enterobacter, Acinetobacter, Pantoea, Psychrobacter (Bowman

et al., 1997; Vidas, 2005; Aislabie et al., 2006; Molina et al., 2009).

Segun Dasgupta et al. (2013), ademas, las bacterias, en una cierta concentracion,
fueron consideradas durante mucho tiempo como uno de los principales agentes de
degradacion de hidrocarburos existentes en el medio ambiente, y son de vida libre y

ubicuas.

2.3.2 Biorremediacion de Suelos Contaminados con Petroleo Crudo

Biorremediacion implica proporcionar soluciones utilizando métodos bioldgicos.
Para Simarro (2012), una definicion mas precisa de biorremediacion seria la
aplicacion de técnicas que comprenden la aplicacion de microorganismos (como
bacterias, algas unicelulares, hongos, plantas) o enzimas derivadas de ellos, para

tratar ambientes contaminados.

Entre las diversas estrategias adoptadas para rehabilitar sitios contaminados con
petréleo crudo, la remediacién microbiana se considera como una de las tecnologias

eficientes y rentables segun Bento et al. (2005).

2.3.2.1 Técnicas de Biorremediacion.
Su finalidad principal es maximizar la eficiencia del proceso de biodegradacion. Por
ello, diversas investigaciones se han centrado en perfeccionar sus mecanismos a
través del desarrollo de técnicas que potencien sus resultados. Entre las estrategias
mas estudiadas se encuentran la bioestimulacion y el bioaumento, las cuales buscan

mejorar la capacidad del suelo para degradar compuestos contaminantes.

a) Bioestimulacion

La bioestimulacion implica ajustar las variables fisicoquimicas claves del lugar a
tratarse para fomentar el aumento de la microflora oriunda degradadora. Por lo
general, se busca corregir la existencia de macronutrientes, siendo la relacion C/N/P
de 100:10:1 considerada perfecta para el metabolismo microbiano en términos
generales, segiin la Agencia de Proteccion Ambiental de Estados Unidos (EPA,

1996a). Aunque niveles recomendados de C/N/P son esenciales para mejorar la
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biodegradacion, se ha prestado poca atencion a los resultados de la concentracion de
macronutrientes sobre la rapidez de degradacion de hidrocarburos.

Diversos estudios han confirmado que la incorporacion de macro- y micronutrientes
en suelos contaminados favorece tanto el incremento de las poblaciones microbianas
como la mejora de las tasas de degradacion de hidrocarburos (Braddock et al., 1997;

Chaineau et al., 2003; Nikolopoulou & Kalogerakis, 2008).

b) Bioaumento

El bioaumento es una estrategia orientada a potenciar la degradacion bioldgica de
zonas contaminadas mediante la incorporacion de microorganismos con rutas
catabdlicas especializadas. Esta técnica representa un recurso de gran efectividad
para optimizar los procesos de biorremediacion (Hosokawa et al., 2009). El
procedimiento consiste en inocular la matriz que se va a tratar con microorganismos
que aporten capacidades metabolicas, orientadas a acelerar la descomposicion de los

compuestos toxicos presentes (Maduefio et al., 2011).

Generalmente, se emplean microorganismos con capacidad degradativa, aunque se han
documentado casos en los que se inoculan bacterias que producen tensioactivos para
mejorar la biodisponibilidad de los contaminantes, como se sefiala en Dean (2001).
Varias investigaciones han indicado que factores ambientales, tanto bidticos como
abidticos, influyen en el rendimiento del bioaumento (Mrozik & Piotrowska-Seget,
2010). Por ello, resulta crucial emplear microorganismos autdctonos del area
contaminada para realizar el proceso de bioaumento (Hosokawa et al., 2009; Coppotelli

et al., 2006).

2.3.2.2 Proceso de Biorremediacion de Lodos Contaminados con Hidrocarburos.
El fundamento de la biorremediacion consiste en aprovechar y potenciar la capacidad
natural de los ecosistemas para descomponer compuestos hidrocarburos presentes en
suelos contaminados. Este objetivo se puede alcanzar mediante la mezcla del residuo
con la capa superficial del suelo, rica en materia organica (como el humus), junto con
fertilizantes orgdnicos que contienen microorganismos facultativos adaptados para
consumir y degradar los hidrocarburos. Cabe destacar que durante este tratamiento
también ocurren reacciones fisicoquimicas inducidas por factores ambientales como

la radiacion solar, humedad y el flujo de aire, variables que cambian segin la
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ubicacion geografica (Fonseca & Vargas, 2006; Lugo & Mesa, 2001; Chirinos &
Pereira, 1999).

HC saturados > aromaticos ligeros > aromaticos de alto peso molecular > asfaltenos,

resinas.

Durante el proceso de biorremediacion, los microorganismos como bacterias y
hongos transforman los compuestos organicos derivados del hidrocarburo en diéxido
de carbono (CO-), agua (H20) y humus. Este proceso puede representarse asi:

Residuos aceitosos + Microorganismos + enmiendas » CO, + H>O + Humus

(Aerobicos) (quimicas y organicas)

Se generan subproductos como metales y otros compuestos inorganicos, los cuales
quedan inmovilizados en el entorno aerdbico (rico en oxigeno) debido a los procesos
naturales de intercambio idnico que tienen lugar en el suelo. Esto resulta en una
unién quimica y fisica con las particulas del suelo, lo que evita la contaminacion del
agua. El residuo resultante se conoce como Total Petroleum Hydrocarbon (TPH; en
espafiol hidrocarburos totales de petroleo) (Ercoli et al., 2001; Dibble & Bartha,
1979).

El entorno ambiental desempefia un papel clave en la eficiencia del proceso de
biorremediacion, ya que variables como la temperatura, el oxigeno y los nutrientes
afectan directamente la biodegradacion. Para alcanzar una degradacion efectiva, la
temperatura debe mantenerse dentro de un intervalo de 5 °C-35 °C, ya que la
degradacion se relaciona directamente con la temperatura. A temperaturas mas bajas,
la degradacion es menor, hay menos volatilidad y mayor viscosidad, por lo que se

recomiendan temperaturas moderadas a elevadas para favorecer el proceso.

En cuanto al oxigeno, es crucial que esté disponible en cantidades adecuadas, pues la
mayoria de los procesos de biodegradacion funcionan de manera mds eficiente en
condiciones aerobias. En suelos arenosos, donde el aire circula con mayor facilidad,
se incrementa la disponibilidad de oxigeno, lo que favorece tanto la volatilizacion

como la degradacion (Holliger & Zehnder, 1996).
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2.3.2.3 La Degradacion de Algunos Hidrocarburos Tipicos del Petréleo.
Para abordar este tema, se requiere examinar la ruta de degradacion de los

hidrocarburos en el suelo.

Debido a que numerosos hidrocarburos aromaticos experimentan una degradacion
hacia benzoato, se observa un aumento significativo en la expresion génica
relacionada con la degradacion de benzoato. Asi, se seleccionaron hidrocarburos
comunes del petréleo para investigar sus rutas de degradacion. Los alcanos fueron
sometidos a oxidacion mediante el alcano 1-monooxigenasa, lo que generd un 1-
alcohol que fue posteriormente reducido a aldehido por el alcohol deshidrogenasa.
Este aldehido experimentd una oxidacion adicional a &cidos grasos a través del
aldehido deshidrogenasa. Ademas, parte de los 4cidos grasos se convirtieron en acido
graso o-hidroxi debido a la accion del alcano 1-monooxigenasa, mientras que el
resto se oxidd a a-hidroxi acido graso mediante la nadph-citocromo P450 reductasa.
Esto culmind en su transformacion a acetil-CoA en una serie de pasos a la que siguio
su conversion a butanoato. El metabolismo continu6 a través de la via del glioxilato y

dicarboxilato, asi como del ciclo del citrato.

Se identificaron diversos hidrocarburos policiclicos aromaticos (HAP)
representativos para examinar sus rutas de degradacion. Fluoreno, fenantreno y
antraceno se transformaron en ftalato mediante una serie de reacciones redox, para
luego ingresar en la via de degradacion de benzoato. Pyrene, por su parte,
experiment6 una apertura del anillo inicial a través de una accion redox, formando
3.4-dihidroxifenantreno. Los pasos subsiguientes fueron anilogos a los de la
degradacion de fenantreno y concluyeron finalmente en la via de degradacion de

benzoato (Liu et al., 2022).

El metabolismo catabolico bacteriano para la degradacion de hidrocarburos puede ser
aerobico o anaerobico. La concentracion de oxigeno afecta las tasas de degradacion;
de hecho, la biodegradacion es mas rapida y eficiente porque el oxigeno es el
electron final aceptador. En condiciones aerdbicas, los hidrocarburos se canalizan
hacia vias degradativas que convergen en el ciclo del acido tricarboxilico (ciclo TCA
o ciclo de Krebs) y conducen a la completa oxidacion del sustrato con formacion de

CO: y NADH. Este ultimo transfiere electrones a la cadena de transporte, que tiene
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al O como aceptor final y cuyo alto nivel redox potencial permite un alto

rendimiento energético.

La primera etapa de la degradacién aerdbica de los hidrocarburos consiste en la
introduccion de oxigeno en el sustrato, lo que produce que la molécula sea mas
soluble en agua y aumenta su reactividad. El oxigeno se introduce en forma de un
grupo hidroxilo (-OH) y deriva del oxigeno molecular (O;). La reaccién de
oxigenacion es catalizada por enzimas llamadas oxigenasas. Las reacciones
solamente pueden ocurrir dentro de una célula bacteriana, porque estas coenzimas se
degradan rapidamente en el ambiente extracelular. Esto significa que las oxigenasas
unicamente pueden actuar dentro de células bacterias y que un hidrocarburo sufre
reacciones de oxidacion solo después de haber sido transportado dentro de una celda.
Las monooxigenasas pueden actuar tanto sobre hidrocarburos aromaticos como
alifaticos, mientras que las dioxigenasas actian principalmente sobre los

hidrocarburos aromaticos (Barbieri et al., 2012).

2.3.2.4 Degradacion de Hidrocarburos.
Las estrategias de biodegradaciéon que ocurren espontdneamente en el entorno se
denominan atenuaciéon natural. Este proceso transforma los contaminantes en
sustancias menos perjudiciales a través de mecanismos fisicos (como la evaporacion,
dispersion o dilucion), quimicos (como la oxidacion y reduccion) y biologicos (por
medio de la degradacion), lo que reduce tanto su concentracion como su movilidad y
masa total (Gideon & Paschal, 2008). Entre las condiciones que contribuyen al
rendimiento y a la factibilidad de la degradacion, segiin Maroto y Rogel (2001), estan

las siguientes:

v Cualidades geoldgicas y geoquimicas apropiadas del suelo.

v Confirmaciéon de la presencia y abundancia de comunidades microbianas con
capacidad degradativa.

v" Elaboracion y preservacion en el medio de productos secundarios de caracter
constante o mas peligrosos que los iniciales, en el proceso y finalmente.

v Ausencia de sustancia libre en flotacion por encima del nivel freético.

v" Niveles adecuados de oxigeno disuelto en el entorno.
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v Disponibilidad de aceptores de electrones en ambientes anaerobios, como
nitrogeno, fosforo o sulfatos, entre otros.

v Existencia de un resultado de retardo beneficioso para que se obtengan los
acontecimientos de sorcidn con alta eficacia.

v Obtencion de una disolucion Optima para que la concentracion disminuya.

Tal como se ha sefialado, los hidrocarburos poseen la capacidad de degradarse tanto en
condiciones aerobicas como anaerdbicas. Sin embargo, la eficiencia de la degradacion
aerobica estd influenciada por la complejidad de la molécula afectada y la
disponibilidad de aceptores de electrones. Los hidrocarburos que presentan estructuras
moleculares voluminosas, con ramificaciones o multiples anillos aromaticos, tienden a
ofrecer mayor resistencia al proceso biologico de descomposicion. Esta baja
degradabilidad se debe en parte a su escasa solubilidad en agua, lo que dificulta la
interaccion con los microorganismos; ademas, su compleja configuracion quimica

impide que las enzimas microbianas puedan actuar eficazmente desde el inicio.

Por lo general, el proceso de degradacion comienza con la incorporacion de oxigeno
a la molécula, una etapa que requiere tanto energia como oxigeno elemental. El
hidrocarburo se oxida utilizando dos electrones, permite que los productos
resultantes sean mas accesibles para los microorganismos. Estos compuestos
oxigenados, a su vez, pueden ser facilmente transformados mediante reacciones
adicionales como la deshidrogenacion y la hidroxilacion, lo que también mejora su

solubilidad en medios acuosos (Maroto & Rogel, 2001).

2.3.2.5 Variables que Influyen en la Biorremediacion.
Entre los principales desafios para la biodegradacion de contaminantes en suelos se
encuentran la presencia de concentraciones elevadas de contaminantes en el suelo, las
cuales pueden afectar negativamente a las poblaciones microbianas encargadas del
proceso. Asimismo, la escasez de nutrientes esenciales puede limitar la eficiencia de la
biorremediacion. No obstante, incluso con niveles minimos de nitrogeno y fosforo, es
posible llevar a cabo la degradacion, aunque a un ritmo mas lento. Factores
ambientales como la temperatura, el pH, la humedad, la disponibilidad de nutrientes
(especialmente nitrogeno y fosforo), la presencia de aceptores de electrones como

oxigeno, nitratos y sulfatos, asi como la diversidad y abundancia de microorganismos,
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desempenan un papel crucial en la eficacia del proceso de biorremediacion (Iturbe et

al., 2002).

e Temperatura

Representa uno de los factores ambientales claves, ya que influye directamente en la
biodegradacion al afectar las propiedades fisicas y quimicas del petroleo y sus
compuestos derivados (Pardo et al., 2004). A temperaturas bajas, la viscosidad de los
hidrocarburos tiende a incrementarse, la volatilizacion de los alcanos de cadena corta
disminuye y se reduce la disolucion del O, en agua, lo que influye en la
biodegradacion. En cambio, al aumentar la temperatura, los niveles de degradacion

suelen incrementarse de forma proporcional.

Generalmente, las especies bacterianas prosperan en temperaturas comprendidas
entre 18 °C y 30 °C. (condiciones mesofilas). No obstante, cuando la temperatura
supera los 40 °C, la actividad microbiana se reduce significativamente, lo cual puede
provocar una sustitucion de especies por cepas mas termotolerantes. Asimismo, en
estas condiciones extremas, es posible que disminuya la eficacia del proceso de
biorremediacion debido a la desnaturalizacion de enzimas y proteinas de las bacterias
(Rios, 2005).

e pH

Representa un factor quimico esencial en la rehabilitacion de suelos afectados por
hidrocarburos, ya que influye de manera directa en la capacidad de las particulas del
suelo para adsorber iones, lo que repercute en la solubilidad, movilidad y

configuracidon quimica de los contaminantes presentes (Volke & Velasco, 2002).

Este parametro también regula la biodisponibilidad de fuentes de carbono y energia,
esenciales para la actividad microbiana. Cuando el pH es muy acido o excesivamente
alcalino, el ritmo de biodegradacion se ralentiza, pues estas condiciones afectan
negativamente el crecimiento y la eficiencia metaboélica de los microorganismos. En
la mayoria de los casos, los suelos afectados por contaminacion presentan una
tendencia hacia la acidez, lo que limita su capacidad degradativa. Se considera que
un rango Optimo para la biodegradacion esta entre 6 y 8, siendo ideal un pH neutro
de entre 7.4 y 7.8, con la menor variabilidad posible. Ademas, el pH influye en la

disponibilidad de nutrientes: por ejemplo, el foésforo es mas soluble a pH 6.5,
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mientras que el plomo presenta baja solubilidad entre 7 y 8. Para minimizar la
movilidad de metales pesados, se recomienda mantener un pH superior a 6 (Rios,

2005).

e Humedad

Representa un factor crucial en la biorremediacion porque actiia como vehiculo para
transportar oxigeno y nutrientes hacia las células microbianas, ademas de formar
parte del protoplasma bacteriano, lo cual es esencial para su metabolismo y
desarrollo. Se recomienda mantener la humedad del suelo dentro de un rango del
20 % al 75 % de su capacidad de campo, entendida esta como la cantidad de agua
que puede retener antes de saturarse (Gomez et al., 2008). Si la humedad es excesiva,
se reduce la disponibilidad de oxigeno, lo que inhibe la proliferacién bacteriana. Por
el contrario, niveles muy bajos o ausencia de humedad impiden la difusién gaseosa,
lo que genera zonas con condiciones anaerobias. Por ello, el balance hidrico del suelo
puede afectar de forma critica la efectividad del proceso de biodegradacion (Torres

& Zuluaga, 2009).

. Aceptor de electrones

Desempefian un papel esencial al estimular la actividad de las comunidades
microbianas nativas o introducidas en entornos contaminados (Hamdi et al., 2007).
En la biorremediacion, un proceso clave es la transferencia de electrones, pues
permite que los microorganismos generen la energia que necesitan para crecer. Esta
energia se produce cuando se oxidan compuestos reducidos, y las enzimas
microbianas aceleran este proceso al facilitar el paso de electrones. Las bacterias
comunmente utilizan el oxigeno o los nitratos como aceptores. En ambientes
aerobios, el oxigeno actia como aceptor, lo cual permite a los microorganismos
transformar los contaminantes en dioxido de carbono, agua y masa celular mediante
la accion de enzimas llamadas oxigenasas. Pero si en lugar de oxigeno se usan
sulfatos o dioxido de carbono, el proceso ocurre sin oxigeno (en forma anaerobia) y
los contaminantes se degradan mediante rutas metabdlicas diferentes (Gomez et al.,

2008).

e Microorganismos



29

La descomposicion bioldgica de hidrocarburos en ambientes como el suelo y el agua
requiere de la intervencion de microorganismos (principalmente bacterias, hongos y
algas) cuya actividad bioquimica permite la oxidacion de los hidrocarburos. Las
proporciones de bacterias y hongos en el suelo varian considerablemente, abarcando
desde un 0.13 % hasta un 50 % en el caso de bacterias, y entre un 6 % a 82 % para
hongos, en relacion con la comunidad heterotrofa total presente. La proporcion entre
estos grupos microbianos estd condicionada por factores especificos del entorno. En
suelos considerados representativos, la densidad total de microorganismos
heterotrofos oscila entre 107 y 10° UFC/g. En suelos no contaminados, el nimero de
microorganismos con capacidad potencial de degradacion se situa entre 10° y 10°
UFC/g, mientras que en suelos contaminados este rango aumenta a entre 10° y 108

UFC/g (Rios, 2005).

2.4. Marco Conceptual

% Crecimiento. Incremento de células microbianas en un determinado tiempo, en

este influyen los factores fisicoquimicos del ecosistema natural.

¢ Bioaumentacion. Este proceso se basa en la incorporacion intencional de
cepas microbianas externas con alta capacidad para degradar contaminantes,
con el objetivo de potenciar la biorremediacion de suelos impactados por

petroleo crudo.

+¢ Biodisponibilidad. Es la adsorcion por la parte sélida, que depende del tamario
del poro y la disolucion en la fase liquida, para que los microorganismos

tengan acceso a la materia orgénica contenida en el petréleo crudo.

¢ Microencapsulacion de microorganismos. Es una técnica mediante la cual
los microorganismos degradadores se recubren para mejorar su supervivencia

en el suelo contaminado con petrdleo crudo.
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¢ Biotensioactivos. Son producidos por microorganismos que solubilizan los

hidrocarburos del petréleo crudo, y mejoran asi la eficiencia de degradacion

bacteriana.

+ Normativa de comparacion: se cuenta con los estandares de calidad

ambiental (ECA) para suelo (Tabla 3).



Tabla 3. Estandares de calidad ambiental (ECA) para suelo.
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Usos del Suelo®

Suelo
Parametros en Suelo Suelo comercial®/ | Métodos de
mg/kg PS® agricola® residencial industrial/ ensayo VY ®
/Parques® extractivo®
ORGANICOS
Hidrocarburos aromaticos volatiles
Benceno 0.03 0.03 0.03 EPA 8260
EPA 8021
Tolueno 0.37 0.37 0.37 EPA 8260
EPA 8021
Etilbenceno 0.082 0.082 0.082 EPA 8260
EPA 8021
Xilenos!? 11 11 11 EPA 8260
EPA 8021
Hidrocarburos poliaromaticos
EPA 8260
Naftaleno 0.1 0.6 22 EPA 8021
EPAR270
Benzo(a)pireno 0.1 0.7 0.7 EPA8270
Hidrocarburos de petréleo
Fraccion de
hidrocarburos 200 200 500 EPA8015
F1UD (C6-C10)
Fraccion de
hidrocarburos 1200 1200 5000 EPA8015
F2(12) (>C10—C23)
Fraccion de
hidrocarburos 3000 3000 6000 EPA8015
F313 (>C28—C40)
Compuestos organoclorados
Bifenilos
policlorados- 0.5 1.3 33 EPAS8082
PCBU¥ EPAR270
Tetracloroetileno 0.1 0.2 0.5 EPA8260
Tricloroetileno 0.01 0.01 0.01 EPA8260
Inorganicos
Arsénico 50 50 140 EPA3050
EPA3051
Bario Total® 750 500 2000 EPA3050
EPA3051
Cadmio 1.4 10 22 EPA3050
EPA3051
Cromo Total *k 400 1000 EPA3050
EPA3051

EPA 3060/EPA
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Cromo VI

0.4

0.4

1.4

7199 6 DIN EN
1519216

Mercurio

6.6

6.6

24

EPA 7471
EPA 6020 6 200.8

Plomo

70

140

800

EPA3050
EPA3051

Cianuro Libre

0.9

0.9

EPA 9013
SEMWW-AWWA-
WEF 4500 CN F o

ISSO 17690:2015

Fuente. Datos tomados del D. S. 011-2017-MINAM.

De acuerdo con los resultados de las fracciones de hidrocarburos obtenidos, se

realiz6 la comparacion de los resultados obtenidos con los ECA para suelo agricola

segun el D. S. 011-2017-MINAM, y se obtuvo que estaban por encima de los limites

establecidos.




CAPITULO 3: METODOLOGIA

3.1. Metodologia

3.1.1. Tipo y Diseiio de Investigacion

Esta investigacion se clasifica como aplicada, con un enfoque cuantitativo y un
disefio de tipo experimental. Considera el desarrollo de competencias fundamentales,
tanto transversales como especificas, incluyendo habilidades duras y blandas,
alineadas con las exigencias de la sociedad actual basada en el conocimiento y la

informacion (Lozada, 2016).

Para el andlisis estadistico, se aplicé un modelo matematico factorial con asignacion
aleatoria total. La wvariable principal considerada fue la concentracion de
hidrocarburos totales. La obtencion de los datos experimentales se llevo a cabo
mediante un disefio factorial completo, en el cual no se incorporaron puntos centrales

ni réplicas.

3.2. Unidad de Analisis

La unidad de analisis de la investigacion es un suelo de la playa de Ventanilla, en el
departamento de Lima en Peru, proveniente de la zona costera del norte de Pert, que
esta contaminada con petroleo crudo mediano, con una densidad de 20 °API a 30
°API. Se utiliz6 una muestra de 20 kg de suelo costero arenoso al cual se le agrego6 de
25 % a 50 % de petréleo crudo liviano, para medir la eficiencia de biorremediacion

del suelo contaminado utilizando un consorcio bacteriano.
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3.3. Poblacion y muestra

3.3.1. Poblacion

La poblacién de la investigacion son los suelos arenosos de las playas del distrito de
Ventanilla (Lima), zona central del litoral costero del norte de Peru,a 71 ms.n. m.,y

coordenadas 11°51'20" S, 77°4"25".

El suelo fue preparado con la finalidad de medir la eficiencia del consorcio
bacteriano en la biodegradacion de petroleo crudo, para evitar que contenga
elementos que no fueran hidrocarburos. Para no crear otros metales en la medicion
neta de los microorganismos que actiuan frente a los hidrocarburos, se decidié que el

suelo de la investigacion fuera un suelo sintético.

El muestreo se realizdo mediante la “Guia para muestreo de Suelos” establecida por el
D. S. 002-2013-MINAM, estandares de calidad ambiental (ECA) para el suelo
(2014).

3.3.2. Tamario de la Muestra

El tamafio de la muestra de la investigacion es un metro ctbico de suelo de las playas
del distrito de Ventanilla (Lima). El muestreo se realiz6 en el distrito de Ventanilla.
Se recolectaron tres muestras de 20 kg de suelo arenoso, procedente de la zona
costera del norte de Lima. Estas fueron trasladadas al Laboratorio de
Normalizacion de Petroleo y Derivados de la Universidad Nacional de Ingenieria,

en bolsas de polietileno etiquetadas.

3.3.3. Seleccion de la Muestra

Se colocd una muestra de 20 kg en cada terrario, la cual fue deliberadamente
contaminada con petréleo crudo liviano. De cada terrario, se retiraron muestras de
aproximadamente 1 kg. En el tiempo inicial y después de unos dos dias, durante

noventa dias, se extrajeron muestras para medir los HTP, humedad, pH, numero de
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colonias de microorganismos, temperatura y tiempo.

3.4. Técnicas e Instrumentos de Recoleccion de Datos

-Técnicas: Observacion cientifica

Las pruebas experimentales se realizaron utilizando la observacion cientifica,
midiendo los parametros o variables del proceso de biorremediacion de suelos
contaminados con petréleo crudo y para observar el comportamiento de los
microorganismos dentro del proceso de biorremediacion de suelos contaminados con
petroleo crudo.

-Instrumento: Fichas o Formatos de recoleccion de datos debidamente validados
Las fichas de recoleccion de datos son las siguientes:

e Ficha 1: Degradacion de Bacillus subtilis

e Ficha 2: Degradacion de Bacillus amyloliquefaciens

e Ficha 3: Degradacion de Agrobacterium tumefaciens

e Ficha 4: Conteo del consorcio bacteriano

e Ficha 5: Forma, Aspecto, Propiedades (Anexo 7)

e Ficha 6: pH, T, CO>

e Ficha 7: Porcentaje de concentracion de degradacion (Anexo 7)

e Ficha 8: Dosis de la concentracion del consorcio bacteriano

e Ficha 9: Medicion de pH, conductividad eléctrica, salinidad, permeabilidad,

densidad (Anexo 2)

3.4.1. Materiales y Métodos

3.4.1.1 Material Bioldgico.

Durante el desarrollo de esta investigacion se emplearon los siguientes
microorganismos de la patente Ultra-Archaea, que son los siguientes: Agrobacterium
tumefaciens, Bacillus subtilis, Bacillus amyloliquefaciens, heterotrofos viables, como

se muestra en la foto de la Figura 3.
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Figura 3. Consorcio bacteriano liofilizado — Ultra Archaea. Ultratech

International Inc. Y aspecto de degradacion de hidrocarburos.

3.4.1.2 Caracteristicas del Consorcio Ultra-Archaea.
Ultra-Archaea son los organismos vivos madas antiguos del planecta y de los
microorganismos, junto con las bacterias y eucariotas. Pueden sobrevivir en una

amplia gama de formas de condiciones, incluidos ambientes extremos.

Ultra-Archaea es una coleccion basada en arqueas de mas de cien especies diferentes
de microbios que se cultivan desde entornos accidentados, como respiraderos
submarinos o sitios donde hay actividad volcanica. Luego, son cultivados con el
petréleo crudo como unica fuente de alimento; por ello, crecen en miles de
compuestos organicos del benceno a hidrocarburos aromaticos policiclicos. Las
Ultra-Archaea se envian inactivas en una arcilla de bentonita o portador a base de
azucar, y cuando el portador se disuelve en agua, las arqueas se activan y el agua

puede volverse temporalmente turbia debido a la infusion de la arcilla.
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Ultra-Archaea digiere hidrocarburos y otros compuestos organicos como moléculas y
los descompone en subproductos inofensivos de carbono, didxido de carbono y
lipidos (un compuesto natural soluble, material graso que es alimento para peces y
plantas). Cuanto mas complejo el hidrocarburo, mas tiempo puede tomar este
proceso; por ejemplo, el queroseno y el diésel se consumirdn mas rapido que el aceite

de motor.

Se infunde de 5000 a 90,000 millones de arqueas por gramo en un derrame de
petrdleo en un recipiente grasiento, un separador de aceite/agua, etcétera, y en
cuestion de horas, estas arqueas se han reproducido desde miles de millones por
gramo hasta billones. Con agua, oxigeno y una fuente de alimento orgénico (como
aceite, desechos humanos y animales, compost, etcétera), estos microbios formaran
vastas colonias y digerirdn y remediaran el suelo y agua, asi como trampas de grasa,
fosas sépticas, drenajes pluviales y casi cualquier otra area donde haya

contaminantes presentes.

Estos microorganismos son usados para limpiar derrames de petroleo, remediar el
suelo, residuos agricolas, controlar algas; y limpiar aguas residuales (grasas, aceites y

grasas), tanques s€pticos y aguas negras para vehiculos recreativos.

3.4.2. Métodos de investigacion

3.4.2.1 Caracterizacion de los insumos del procedimiento experimental.
e Caracterizacion del suelo costero — Ventanilla (Lima, Per)

En la Tabla 4, se muestran las metodologias de los anélisis de salinidad de suelo
arenoso costero de Ventanilla, que se realizaron en el Laboratorio de Analisis de
Suelos, Plantas, Aguas y Fertilizantes de la Universidad Nacional Agraria La
Molina (Anexo 2, que son los siguientes:

o pH. En el potencidometro, suspension suelo:agua 1:1 o en suspension suelo:KCl

N, relacion 1:2.5.
o Conductividad eléctrica (CE) (del extracto acuoso en suelo:agua 1:1 o en el

extracto de la pasta de saturacion).
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o Fosforo disponible (método del Olsen modificado, extraccion con
NaHCO3=0.5M, pH 8.5), potasio disponible (extraccion con acetato de amonio
(CH3-COONH3)N, pH 7.0).

o Calcareo total CaCOj3 o0 acidez cambiable (método gas-volumétrico utilizando
un calcimetro).

o Porcentaje de materia organica (método de Walkley y Black, oxidacion del
carbono organico con dicromato de potasio, %M.0.=%Cx1.724).

o Textura: segin el sistema de clasificacion por textura desarrollado por el
U. S. Department of Agricultura (USDA), el tamafio de las particulas se
clasifica asi:

- Tamafio de la arena: 2.0 a 0.05 mm en didmetro
- Tamafio del limo: 0.05 a 0.002 mm en didmetro
- Tamafio de la arcilla: menor que 0.002 mm en diametro

o CIC (capacidad de intercambio cationico) (saturacion con acetato de amonio
(CH3-COOCH4)N, pH 7.0)

o Cationes cambiables: reemplazo con acetato de amonio (CH3-COONH4)N,

pH 7.0, cuantificacion por fotometria de llama y/o absorcion atomica

o Color del suelo gris oscuro (sistema de Munsell)

e Caracterizacion del petrdleo crudo

El petrdleo crudo estd compuesto por una mezcla tan diversa de sustancias que
resulta poco comln encontrar dos muestras idénticas. Su clasificacion y valoracion
econdmica se determinan a través de estandares internacionales, como los propuestos
por el American Petroleum Institute (API). En términos generales, una mayor
cantidad de grados API estd asociada a una mejor calidad del petrdleo.

Los petréleos mas valorados se agrupan en categorias como “liviano”, “suave” o
“dulce”. En esta clasificacion, se considera liviano aquel petrdleo que supera los
26 °API; los intermedios se sitan entre los 20 °API y 25 °API, y los pesados
presentan valores inferiores a 20 °API. En la Tabla 4, se muestra que el crudo tiene

28.57 °AP], lo cual indica un crudo liviano o ligero (Vargas et al., 2004).



Tabla 4. Propiedades principales del petréleo crudo.

Propiedad Norma
Densidad a 15 °C ASTM D-1298
P. Especifico Calculado
15.6/15.6 °C
Densidad API Calculado
Azufre ASTM D-4294
N° de Neutralizacion ASTM D-664
Presion de Vapor REID ASTM D-6377
Punto de Vertido ASTM D-97
Viscosidad 20 °C ASTM D-445
Viscosidad 40 °C ASTM D-445
Sulthidrico disuelto ARAMCO H-3
Sulthidrico evol. A REPSOL
340°C
Residuo de Carbon ASTM D-4530
Asfaltenos CALCULADO
Nitrogeno ASTM D-4629
Cadmio -

Calcio Abs. Atomica
Cobre Abs. Atomica
Fosfoto Abs. Atomica
Hierro Abs. Atdémica
Niquel Abs. Atdémica
Plomo -

Silicio Abs. Atdémica
Sodio Abs. Atdémica
Vanadio Abs. Atdmica

Cloro Total

Cloro fase inorganica
Cloro fase organica
Agua por destilacion
Aromaticidad disponible
40 °C

Aromaticidad requerida
40 °C

Valor P 40 °C

ASTM D-7536
ASTM D-7536
ASTM D-7536
ASTM D-4006
REPSOL

REPSOL

REPSOL
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Composicion en LPG

Composicion en C Cromat. Gases
Composicion en Cs Cromat. Gases
Composicion en iCy Cromat. Gases
Composicion en nCy Cromat. Gases
Composicion en iCs Cromat. Gases
Composicion en nCs Cromat. Gases

Fuente. Informacion entregada por Repsol en 2023 en comunicacion personal.

La Tabla 4 también muestra mayor composicion en butano, pentano y los isdémeros

de cada hidrocarburo, medidos mediante cromatografo de gases.

En la Figura 4, se ven las muestras de petréleo crudo ligero.

Figura 4. Muestras de petréleo crudo — 2023.

3.4.2.2. Identificacion de las Bacterias del Consorcio Bacteriano.
Las pruebas biologicas de la presente investigacion fueron realizadas por la empresa

Innova Biotech Agro S. A. C.
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Procedimiento experimental para la identificacion y conteo bacteriano

* Selectividad para Pseudomonas y aislamiento en agar cetrimide

Para el aislamiento y seleccion de las especies de pseudomonales asociadas al
producto, se pesaron 5 g del consorcio latente en base de arcilla, en condiciones de
esterilidad en una cabina de flujo laminar. Esta muestra fue suspendida en 100 mL de
medio liquido de Bushnell Haas: HB (Bushnell Haas, 1941, composicion (g/L): 0.2
MgS04-7H20, 0.02 CaCl2.2H>0, 1 KH2POs4, 1 KoHPO4, 1 NH4NOs3, 0.05 FeCls) con
1 % (p/v) de petroleo como tnica fuente de carbono para favorecer la multiplicacion

de microorganismos degradantes de hidrocarburos.

La mezcla fue incubada a temperatura ambiente, bajo agitacion constante a 180 rpm
durante siete dias. Posteriormente, se realizo una dilucion con medio HB al (5 %, v/v)
con crudo (1 % w/v) generando tres réplicas. Cada una fue sembrada en placas de
agar selectivo para Pseudomonas suplementado con cetrimide (C: 10 g) (Figura 5).
Este medio, por su selectividad, favorece el desarrollo exclusivo de este género. Las
colonias obtenidas fueron nuevamente cultivadas en el mismo agar para su
purificacion, permitiendo observar tanto variantes pigmentadas como no
pigmentadas. La incubacion final se realizé a 30 °C durante 48 horas. Ademas, las
colonias fueron subcultivadas en placas de agar nutritivo (Merck), con el proposito

de observar las caracteristicas fenotipicas.

Figura 5. Colonias de bacterias presuntivas de Pseudomonas en agar cetrimide.
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* Aislamiento de otras cepas potenciales utilizando agar nutritivo mas
fluconazol

Para aislar las especies bacterianas asociadas al producto, se tomaron 5 g en

condiciones de esterilidad. Esta muestra fue suspendida en 100 mL de medio liquido

de Bushnell Haas (HB): HB (Bushnell Haas, 1941, composicion) (g/L): 0.2

MgS04.7H>0, 0.02 CaCl>.2H>0, 1 KH2POs, 1 KoHPO4, 1 NH4NOs3, 0.05 FeCls) con

1 % (p/v) de petréleo como Unica fuente de carbono para favorecer la multiplicacion

de microorganismos hidrocarburos degradantes.

La muestra se incubd a 30 °C en un agitador orbital a 180 rpm durante 7 dias. Luego,
se la diluyo en medio liquido HB (5 %, v/v) con crudo (1 % w/v) para obtener tres
réplicas: cada una fue sembrada en placas de agar nutritivo mas antimicotico
fluconazol. Las colonias aisladas se sembraron nuevamente en el mismo agar para su

purificacion. La incubacion se efectud a 30 °C durante 48 horas.

* Seleccion de cepas competitivas en la degradacion de petréleo (seleccion
horizontal)

Para la seleccion horizontal de las cepas, estas fueron reactivadas en caldo nutritivo e

incubadas a 35 °C durante 24 horas. Posteriormente, se realizaron siembras masivas en

agar mineralizado 1 % de crudo de petrdleo a 30 °C durante 7 dias, verificando el

crecimiento mas rapido por cada cepa (por triplicado), como se muestra en la Figura 6.
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Figura 6. Resultado del crecimiento por triplicado de cepas en agar

mineralizado, 1 % de crudo de petroéleo después de 7 dias.

Finalmente, como se muestra en la Figura 7, se sembraron las mejores cepas en agar
tween 80 (medio mineralizado aditivado con tween 80 al 1 % p/v), incubandolas
durante 4 dias a temperatura de 30 °C y, posteriormente, guardandolas en frio (4 °C)
durante 48 horas. Se evalu6 la degradacion del aceite (formaciéon de micelas

alrededor de las colonias) de cada cepa evaluada.
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B
Figura 7. A: Colonias degradando el tween 80 presente en el medio solido con
micelas alrededor de la colonia. B: Colonia en el mismo agar, pero sin actividad

hidrolitica.

3.4.2.3. Anadlisis de la Cinética Microbiana de los Microorganismos Evaluados
en la Degradacion de Hidrocarburos en Terrarios.

Se evalu¢ el desarrollo de la concentracion celular mediante la siguiente metodologia:

* Conteo del consorcio bacteriano: unidades formadoras de colonia (UFC/g)

Se extrajo una muestra y luego se pes6 1.0 g de material de terrario; el cual se
adiciond a un tubo con 9 mL de solucidn salina estéril (NaCl 0.85 % p/v). Después,
se utilizd un vortex para homogenizar y se diluy6 hasta 10y 107, sembrando por
diseminacion las dos ultimas diluciones en agar: nutritivo, hicrome bacillus y

cetrimide aditivado con fluconazol (0.05 g/L), todos por triplicado.
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Se incubo a 30 °C entre 12 y 18 horas, y se evaluaron las caracteristicas culturales de
las cepas, tanto las del inoculo del consorcio como la de los heterdtrofos viables. Se

repitio el mismo procedimiento para cada toma de muestra.

3.4.2.4 Metodologia del Procedimiento Experimental para la Determinacion de
HTP.
En la Figura 8, se muestra el diagrama de flujo del procedimiento experimental de las
pruebas experimentales y como se obtuvo el % Rendimiento de HTP del proceso de

biorremediacion de suelo contaminado con petréleo crudo.

PROCESOS DE BIORREMEDIACION DE HIDROCARBUROS

Procesos estratégicos de recoleccion de muestras

Recoleccién .
Recoleccién de Ay
de petréleo 20 kg de suelo RGP E 0T 4 terrarios de
crudo de il 5 kg
28°API costero muestras
v : r
Procesos Operativos v
Medicion Medicion de Medicion de
de HTP - fracciones C1, UFC/mL del HTP (g) y
método C2y C3 de HTP consorcio UFC/mL
Soxhlet en CG bacteriano
Procesos de Medicion v
v Colocar en el Extraccién del
Método de Pesar muestra :
Soxhlet d equipo solvente en el
I ezg Soxhlet-8 rotavapor a 35
horas RPMy 40 °C
Secado y - i
vaporizacion del es:r € ib qll}e Mediciéon de Rendimiento
solvente en queca en e ba'on pH, C02 y T(°C) HTP (%)

a masa constante
estufa

Figura 8. Diagrama de flujo del procedimiento experimental.

-

BIENESTAR DE LA POBLACION
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El procedimiento experimental comprendi6 las siguientes etapas:

Ubicacion del laboratorio donde se realizaron las pruebas experimentales
Las pruebas experimentales se realizaron en el Laboratorio de Nanotecnologia en el
pabellon D1, de la Facultad de Petrdleo, Gas Natural y Petroquimica de la

Universidad Nacional de Ingenieria.

Preparacion de la muestra en los terrarios

Una vez que la muestra llega al laboratorio, se procede de la siguiente manera: si se
detecta un nivel de humedad superior al 30 %, esta se deja secar al aire libre durante
un periodo de dos dias. Esta etapa busca optimizar el proceso de extraccion de
hidrocarburos, debido a la inmiscibilidad del diclorometano (disolvente utilizado

para la extraccion del hidrocarburo) con el agua.

La muestra que se obtuvo del campo se envia al laboratorio. Dicha muestra es de 5
kg aproximadamente y es colocada en el terrario; para ello, primero se realiza un
tamizado con el fin de eliminar las particulas de mayor tamafio que hubiera en la
muestra. Como se observa en la Figura 9, se realiz6 el tamizado de particulas gruesas
en el suelo arenoso con el objetivo de obtener una muestra homogénea, luego se
realiz6 el pesaje (5 kg cada muestra) para, finalmente, mezclarla con los insumos en

los terrarios.
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Figura 9. Medicion de la masa y tamizado de suelo arenoso costero para obtener

una muestra homogénea.

Preparacion de los terrarios

- Previamente, se realizd la medicion y caracterizacion fisicoquimicas de los
hidrocarburos presentes en el petroleo crudo y el suelo arenoso, asi como los analisis
de conteo biologico del consorcio bacteriano y heterotrofos viables de los cuatro
terrarios a condiciones ambientales.

- Se prepararon cuatro terrarios de acero inoxidable recubierto con pintura epoxica, y
se coloco 5 kg de suelo arenoso costero: 25 % a 50 % de petréleo crudo. Esta adicion

del petroleo crudo se realizd6 manualmente; luego, se afiadieron microorganismos
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adaptados a hidrocarburos en 10 % a 15 % de consorcio bacteriano y 5 % de agua
potable. Posteriormente, se mezcld todo el suelo hasta alcanzar la homogeneidad en
la mezcla. Los microorganismos fueron incorporados con un suelo contaminado
anteriormente con petroleo crudo; para la técnica de bioaumentacion, se les agrego
agua y se realizdO un volteo manual (oxigeno) para beneficiar el desarrollo y
crecimiento de los microorganismos degradadores. La distribucion de los

componentes en los terrarios se muestra en la Tabla 5.

* Terrario 1. En este terrario, se introdujo suelo arenoso con 25 % de petrdleo
crudo (1250 mL). Posteriormente, se procedié a la inoculacidon en el suelo el
consorcio bacteriano exdgeno seleccionado (10 %) (500 mL de cultivo y 333.33
mL de agua destilada).

* Terrario 2. En este terrario, se introdujo suelo arenoso con 50 % de petrdleo
crudo (2500 mL). Al igual que en el terrario anterior, se aplic6 una inoculacién
en el suelo el consorcio bacteriano exdgeno seleccionado (10 %) (500 mL de
cultivo y 333.33 mL de agua destilada).

* Terrario 3 (Control). En este terrario, se introdujo suelo arenoso con 50 % de
petréleo crudo (2500 mL). Denominado control abidtico, este terrario fue
evaluado a condiciones normales con el proposito de evaluar Unicamente la
accion de los microorganismos autoctonos y la influencia de factores ambientales
sobre la degradacion de hidrocarburos (833.33 mL de agua destilada).

* Terrario 4. En este terrario, se introdujo suelo arenoso con 25 % de petroleo
crudo (1250 mL). Posteriormente, se inocul6 en el suelo el consorcio bacteriano
exdgeno previamente seleccionado (5 %) (250 mL de cultivo y 333.33 mL de

agua destilada).
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Tabla 5. Composicion de los cuatro terrarios para el proceso de biorremediacion
de petroleo utilizando consorcio bacteriano.

Terrarios Suelo arenoso % Petroleo % Consorcio  Agua (mL)
(kg) crudo bacteriano
1 5 25 10 333.33
2 5 50 10 333.33
3 5 50 0 833.33
4 5 25 5 333.33

% Preparacion del consorcio bacteriano

El inb6culo estuvo conformado por una solucién nutritiva de las tres bacterias
biodegradadoras de hidrocarburos de petrdleo, y se utilizd un biorreactor biologico.
Como se muestra en la Figura 10, se agrego el inoculo a cada terrario, a condiciones

ambientales de temperatura de 25+/-5 °Cy pH de 5 a 6.5.

Figura 10. Terrario de acero inoxidable que contiene suelo arenoso, petroéleo

crudo, consorcio bacteriano y agua.
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++ Acondicionamiento de los terrarios

El manejo de los terrarios incluy6 una remocién manual por semana, de acuerdo con
lo indicado por Towsend et al. (2000). Ademas, se aplico riego tres veces por semana
para conservar niveles adecuados de humedad, condicion esencial para facilitar la
actividad metabolica de los microorganismos, los que requieren agua disponible para
acceder con mayor facilidad a los compuestos contaminantes. También se realizd un
volteo manual adicional tres veces por semana con el objetivo de favorecer la
aireacion del suelo y aumentar la disponibilidad de oxigeno, lo cual contribuye a
optimizar la eficiencia del proceso de biodegradacion.
¢ Muestras para el analisis de HTP en cromatografo de gases

Se recolectaron muestras de 250 g obtenidas de los terrarios en frascos estériles con
tapa, debidamente rotulados, y cada muestra, con sus respectivas cadenas de custodia,
proporcionada por el laboratorio especializado de analisis de hidrocarburos (Anexo
4), para la medicion de fracciones de (HTP o TPH, sigla en inglés). En la Figura 11,

se observan las muestras en sus frascos.

Figura 11. Muestras de terrarios para el laboratorio SAG Peru S. A. C., donde

se realizo el analisis de fracciones de hidrocarburos.
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% Procedimiento de medicion de fracciones de HTP realizados por el laboratorio
especializado SAG Peru S. A. C.
Medicion de las cadenas hidrocarbonadas en el cromatografo de gases (CQG)
utilizando una técnica normalizada, al inicio y final de las pruebas experimentales

para cada uno de los terrarios.

HTP: Fraccion hidrocarburos F; (Cs — Cio)
Metodologia de ensayo: EPA 8015 C. Nonhalogenated Organics by Gas
Chromatography. Rev 3 / February 2007

Una vez recibida la muestra en laboratorio, se separaron los residuos que pudo haber
tenido y se realizd su homogenizacion. Segun las caracteristicas que presentaba, la
muestra tenia una alta concentracion de contaminacion, por lo cual se pesaron 5 g a
los que se le afiadieron 10 mL de solucion de metanol y, mediante una agitacion
continua, se le dejo sedimentar. Se tomd una alicuota del extracto, se le afiadi6 10
mL de solucion salina y se realizo la lectura con un equipo cromatografo de gases,

marca Thermo Scientific, debidamente calibrado.

HTP: Fraccion hidrocarburos F2 (Cio— Cas) y F3 (Cas — Ca0)
Metodologia de ensayo: EPA 8015 C, Rev 3. Nonhalogenated Organics by Gas
Chromatography. 2007

Una vez recibida la muestra en laboratorio, se separaron los residuos que pudiera
tener para lograr su homogenizacion. Luego, se le adiciond estandares de
recuperacion y diclorometano para extraer los hidrocarburos, y después se la seco
con Na>SOs y se extrajo por tres veces. Se concentro el extracto a determinado
volumen para, posteriormente, realizar la lectura con un equipo cromatografo de

gases, marca Shimatzu, debidamente calibrado (Figura 12).
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V.

Figura 12. Equipo cromatégrafo de gases (GC).

Muestreo para analisis y extraccion de HTP por Método Soxhlet (3540EPA)

Para extraer los HTP presentes en suelos contaminados con hidrocarburos, se utilizd
el método con reflujo Soxhlet tomando como referencia el Método 3540C EPA. Se
realiz6, mediante extraccion por reflujo Soxhlet, empleando hexano como disolvente:
en esta investigacion, se utilizd diclorometano (Anexo 12). Este procedimiento
garantiza un contacto constante entre la matriz de la muestra con el disolvente, lo que
favorece una Optima extraccion de los compuestos. Para maximizar la extraccion, el
suelo fue previamente secado y triturado hasta obtener particulas pequefias; y con el
fin de asegurar un mejor contacto, se evaporo el solvente al final de la prueba y el

extracto se cuantifico gravimétricamente (EPA 3540C, 1996b).
El proceso asegur6 un contacto intimo de la matriz de la muestra con el solvente de
extraccion. El montaje del sistema de extraccion con Soxhlet consta de los siguientes

elementos:

Equipos y materiales
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Balanza analitica

Hornilla eléctrica

Rotavapor

Estufa eléctrica

Termometro digital

Equipo Soxhlet de 70 mL

Mangueras de polietileno

Desecador

Vasos precipitados 100 mL, 250 mL y 500 mL
Balones de base redonda de 250 mL

Probeta 100 mL

Cuchara espatula

Virutas de ebullicion (pedazos chicos de vidrio)
Soporte universal

Pinzas de tres dedos

Cristalizador de 500 mL

Reactivos

Diclorometano CH>Cl, Merck
Sulfato de sodio anhidro (Na2SO4) Sigma Aldrich

Procedimiento experimental

Se introdujeron 2 g de la muestra de suelo contaminado con 2 g de sulfato de
sodio anhidro en el cartucho de extraccion (papel de filtro cerrado), que, a su vez,
se introdujo en el Soxhlet sujetado en un soporte universal metalico con pinzas, y

se instalaron las mangueras del refrigerante al equipo Soxhlet.

Los balones de extraccion fueron ubicados dentro de un cristalizador adaptado
como bafio Maria, el cual fue calentado mediante una cocinilla eléctrica. En el
sifon se afiadid diclorometano, disolvente encargado de extraer los compuestos
organicos de la muestra, en un volumen aproximado de 70 mL, equivalente a un
poco mas de una vez y media el volumen del siféon. Dentro de cada balén, se
colocd vidrio molido para evitar la ebullicion brusca del solvente. La cocinilla

situada bajo el cristalizador gener6 el calor necesario para iniciar la evaporacion



53

del disolvente, manteniendo una temperatura constante entre 60°C y 70 °C,
controlada mediante termdémetros digitales. EI montaje se conectd a la red
eléctrica y al suministro de agua, y operdé de forma continua durante un lapso

estimado entre 6 y 8 horas. Todo el sistema se observa en la Figura 13.

* Durante este intervalo de tiempo, los vapores del disolvente ascendieron hasta
la zona de refrigeracion, donde se condensaron y gotearon hacia los cartuchos
que contenian las muestras de suelo contaminado, y arrastraron los
compuestos que nos interesan al baléon. Este ciclo de evaporacion,
condensacion 'y extraccion se repitid constantemente, enriqueciendo
progresivamente la solucion en el balon con los compuestos hidrocarbonados
de la muestra.

* Una vez transcurrido el tiempo de operacion (8 horas), se desconectd el

sistema de la fuente eléctrica y se dejo enfriar de manera natural a

temperatura ambiente.

Figura 13. Equipo extractor Soxhlet, marca Eurolab, de extraccion de

hidrocarburos y sulfato de sodio anhidro.
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Cuando los balones utilizados en la extraccion se enfriaron por completo, se
procedi6 a desarmar el sistema Soxhlet. Los cartuchos que contenian las
muestras se colocaron en vasos de precipitados y se trasladaron a un
desecador para su secado y para permitir asi la eliminacion residual del
diclorometano.

El extracto contenido en los balones se redujo hasta alcanzar un volumen
especifico, y el solvente fue recuperado mediante el uso de un rotavapor. En
este equipo, el balon gira constantemente a 40 rpm mientras se encuentra
parcialmente sumergido en un bafio de agua caliente, regulado a 38 °C,
temperatura correspondiente al punto de evaporacion del diclorometano.
Simultaneamente, se aplicé un vacio suave y se conectd un sistema de
refrigeracion con agua a 10 °C mediante un chiller (Figura 17). Gracias al
vacio y al calor, el disolvente se evapora en el rotavapor, pero se recupera
en otro balon. A medida que se evapora, llega a una zona donde hay un
refrigerante que provoca que el disolvente se condense y caiga en otro balon;
en este, se va acumulando el disolvente supuestamente limpio y en el balon
original se va reduciendo el volumen del disolvente hasta llegar a un

volumen final solo del HTP.

En el balon, inicamente quedd el HTP, que, posteriormente, se coloco en una
estufa a 60 °C durante 2 horas. Después, el baléon se envolvid en papel

aluminio y se colocd en el desecador a temperatura ambiente.

Luego, el balon con el extracto concentrado se peso en la balanza analitica
tres veces; por diferencia de pesos, se obtuvo, por gravimetria, la cantidad en

gramos de HTP extraidos de la muestra de suelo contaminada con petroleo.

HTP = m(hidrocaburos inicial) — m(hidrocarburo final) (g)
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Figura 14. Balanza analitica rango 0.0001-220 gramos, modelo HZYN-224/323,

marca 3S Cientific, para medir las muestras del terrario.

Cada dos a tres dias, se realizo el muestreo de 2 g de muestra del terrario en una
balanza analitica como la de la Figura 14, y que se detalla en el Anexo 9. Se adiciond
la misma masa de sulfato de sodio anhidro (Anexo 16), se homogenizé y se coloco
dentro de un papel de filtro formando un cartucho para las mediciones de la

extraccion de los HTP, utilizando el equipo Soxleth bajo la norma 3540.

Mediciones complementarias de pH, temperatura (°C) y CO; (ppm)

Para su seguimiento y control, se realizaron mediciones durante los experimentos: de
temperatura, pH y CO2, una vez por semana; HTP, dos veces a la semana; porcentaje
de fracciones de HTP, tres veces; y conteo de microorganismos degradadores de
hidrocarburos, dos veces por semana y por triplicado. El tiempo total fue de 142 dias.
Asimismo, se realizaron las mediciones de conteo de las UFC/kg, biomasa del

consorcio bacteriano, pH y CO: (Figura 15) durante 142 dias.

Temperatura: se us6 un termometro de suelos para la medicion de la temperatura

del suelo contaminado en el terrario.
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pH: Para medir el pH del suelo, se prepard una suspension mezclando 30 mL de
suelo en estado de pasta saturada con 60 mL de agua destilada. La mezcla se agitd
continuamente durante un periodo de una hora para asegurar una homogenizacion

adecuada.

CO:z: se utilizé un equipo de medicion de CO; y temperatura digital en unidades ppmy °C.

REF 92110

pH-Fix 0-14

VR0 tartrfinierte ingdikatorntAbeten
100 color-fiznd indicwtor strips
10 AdicateuTa & covkets fivess

Figura 15. Medicion de CO; y pH en los terrarios.

Al terminar la extraccion de los HTP en el balon utilizado en el equipo Soxhlet, se lo
colocd en un vaso y, posteriormente, en un desecador para recuperar el solvente

utilizado en el proceso de extraccion de los HTP, como se muestra en la Figura 16.
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Figura 16. Desecador de vidrio con tapa.

Luego, la solucidon con hidrocarburo y solvente del vaso se colocé en un baldén
especial para adaptarse al equipo rotavapor y realizar la recuperacion del solvente
dicloromentano, utilizando el equipo rotavapor con chiller (Figura 17), a una
temperatura de 29 °C y una velocidad de rotacion de 35 rpm, llevando el balén con el
hidrocarburo a sequedad del solvente. Al finalizar las mediciones, se realizo la
limpieza del equipo rotavapor utilizando alcohol etilico para eliminar las trazas de

solventes que quedaron en el equipo mencionado.
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Figura 17. Equipo rotavapor, marca Daihan Scientific, modelo WEV-003S, para
recuperacion del solvente diclorometano y balon con el hidrocarburo de

petroleo.

Posteriormente, el balon que se muestra en la Figura 21, se llevé a una estufa a 60 °C
y luego se lo coloco en el desecador para secar los vapores de hidrocarburos restantes
(Figura 18), y, después, para ser pesado en una balanza analitica de 4 decimales
(Anexo 9) para mayor precision y exactitud. La masa ird variando hasta que sea

constante: en ese instante, se anota la masa del HTP de dicha muestra.
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Figura 18. Estufa marca Binder, Modelo FD 56, para volatilizar los vapores de
hidrocarburos de petrdleo y desecador con balones secos para la medicion del

peso de los HTP.

Procedimiento experimental para la medicion de pH y CO:

Se efectud la medicion de CO; presente en la muestra de suelo tratado con los
microorganismos, utilizando un medidor de CO., durante 1 minuto hasta que se
estabilizo la medicion; posteriormente, se realizé un analisis estadistico del proceso

de biodegradacion de suelos contaminados con derrames de petréleo (Figura 19).

Luego, se estudio la cinética quimica de crecimiento de las bacterias del proceso de
biodegradacion y el porcentaje de rendimiento de biodegradaciéon de petroleo crudo

en el suelo.
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Figura 19. Medidor de CO; y temperatura, marca Meter, modelo GC-2028 para
los terrarios, termometro bimetalico de bolsillo en acero inoxidable 316 marca

Tess y medidor de pH Panpeha.

Muestreo para analisis biolégico
Cada dos a tres dias, se realizaron muestreos de suelo contaminado de cada terrario,

en un tubo ependorf con tapa, para llevarlo al laboratorio especializado bioldgico.



CAPITULO 4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Analisis, Interpretacion y Discusion de Resultados

Entre los resultados obtenidos esta la reduccion de los contaminantes del suelo, que
son los hidrocarburos del petroleo crudo, mediante la degradacion con el consorcio
bacteriano. Esto lograra que el rendimiento de biodegradacion sea maximo debido a
la cuantificacion gravimétrica de los HTP. Asimismo, se incentivard a que esta
investigacion continiie ampliandose, utilizando diferentes condiciones de operacion y

otros consorcios bacterianos que complementen los resultados experimentales.

Segun el recuento de bacterias heterotroficas viables (por terrarios), en general, se
presentd un crecimiento en la concentracion celular a partir de los 20 a 25 dias
posteriores al inicio de los tratamientos; la tendencia de este crecimiento se presento
en todas las curvas de los terrarios, observandose una disminucion en la duracion

del trabajo a partir de los 60 dias.

La poblacion de bacterias oleofilicas del consorcio fue mayor al comienzo de los
tratamientos (base 108 UFC/gr); sin embargo, fue disminuyendo progresivamente,
pero de una manera muy lenta. Hasta los 140 dias atin se registré un crecimiento de
los microorganismos, lo que significa que atn encuentran fuente hidrocarbonada

dentro de los terrarios.

La concentracion de los hidrocarburos se debe correlacionar con la presencia de los
microorganismos del consorcio. Por los resultados, se observa que la degradacion
estd en el rango de 60 % a 75 %, lo cual indica una degradacion considerable de los
hidrocarburos de petroleo crudo debido a la actividad de los microorganismos en el

tratamiento.
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Discusiones de la investigacion

Se procedio con el analisis de las muestras del suelo y su comparacion con los
resultados obtenidos del laboratorio, y se determind que no existian diferencias

significativas p<0.05.

Las bacterias que degradan el petréleo pueden gradualmente adaptarse al entorno
del suelo y hacer un mejor uso de los hidrocarburos del petroleo como fuente de
carbono para la supervivencia y el crecimiento que aceleran la tasa de degradacion
del petroleo en el suelo (Nwankwegu et al., 2022). Bodor et al. (2021) estudiaron
que la concentracion inicial de HTP en el suelo disminuyo de 52.500 mg/kg a
29.800 mg kg-1, lo que representa el 57 % de degradacion de cadenas de
hidrocarburos, con la inoculacion de R. gingshengii KAGC y R. erythropolis PR4
después de 60 dias. La tasa de HTP fue dos veces mas rapida que la atenuacion
natural y la remediacion de suelos contaminados no solo sirvid para eliminar el
petrdleo, sino también para reducir la toxicidad de la materia organica y la

viscosidad.

En la presente investigacion, se muestra que el porcentaje de degradacion es de
73.4 % después de 140 dias, en suelo contaminado con petroleo crudo en la
relacion de 1:2 (petréleo crudo:suelo costero), utilizando la medicion de HTP
mediante el método Soxhlet 3540 EPA. Dicha diferencia de resultados se debe a
los distintos microorganismos utilizados y a las diversas condiciones de operacion

tratadas en cada una de las dos metodologias de investigacion.

Nedoroda et al. (2021) realizaron el analisis de la biodegradacion del petrdleo por
un consorcio bacteriano de Bacillus amyloliquefaciens ssp. y Plantarumy,
Bacillus subtilis, en el que se utilizd biosurfactantes que contienen la suspension
de microorganismos que consume el petrdleo. El uso de las cepas en las areas
estudiadas de suelos contaminados con petroleo proporciond una reduccion del
efecto fitotoxico al nivel de 51.36 %— 74.18 %. Asimismo, del estudio, que se
llevé a cabo durante 26 dias, se obtuvo que el mayor efecto ocurrié cuando se

expuso el suelo contaminado (4 % de aceite) a una solucion en concentraciones de
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2% y 4 %; en cuanto al efecto fitotdxico en estos casos disminuyd de 96,04 % a

44,68 %y 21,86 % respectivamente.

En comparacion con la presente investigacion en la cual, a concentraciones de
25 % y 50 %, el porcentaje de biodegradacion supera el 73 % durante
aproximadamente 120 dias de tratamiento de biorremediacion de suelos
contaminados con petréleo crudo ligero, los resultados son casi proéximos, porque
se utilizaron bacterias del mismo género en la investigacion. La diferencia es el

porcentaje de hidrocarburo y las condiciones de operacion de la investigacion.

En su investigacion titulada Impactos socioeconomicos inmediatos percibidos por
el derrame de petroleo en la comunidad pesquera de Ventanilla, Quevedo (2022)
recolecto informacion cuatro meses después del derrame ocurrido el 15 de enero
del 2022. Se tomaron muestras de sedimentos en zonas intermareales de las playas
Bahia Blanca, Costa Azul y Cavero. Las concentraciones promedio de HTP
registradas en promedio en estas areas fueron de 180 mg/kg, 219 mg/kg y 275
mg/kg, respectivamente, valores que se encuentran dentro de los limites
establecidos por la normativa del D. S. 011-2017-MINAM sobre calidad de suelo.
Los detalles de los parametros fisicoquimicos de las fracciones analizadas se

presentan en la Tabla 6.
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Tabla 6. Parametros fisicoquimicos de las fracciones de hidrocarburos totales de
petroleo (HTP).

Fraccion de hidrocarburos LCM Bahia “osta azul Cavero
Blanca

F1 (Cs-Cio) 0.25 <0.25 <0.25 <0.25

F2 (Ci10-Cas) 16 52 80 64

F3 (Cas-Cao) 16 128 195 155

Hidrocarburos totales de 16 180 275 219

petroleo

Nota. LCM: limite de cuantificacion del método, “<”’= Menor que el L.C.M. Las cantidades estan
medidas en mg/kg.
Fuente. Datos tomados de Quevedo (2022).

Las muestras se analizaron en el laboratorio Pacific Control S. A. C., acreditado por
el Inacal. En la presente investigacion, los HTP obtenidos de todas las fracciones es
de 73 193.15 mg/kg, en comparacion con los 180 a 275 mg/kg de HTP, dichas
diferencias se deben a que los porcentajes de hidrocarburos utilizados es mucho

mayor al medido durante el derrame de petroleo crudo en Ventanilla.

Bocangel (2016) llevo a cabo una investigacion sobre el potencial de un consorcio
bacteriano, aislado en la base peruana “Machu Picchu” ubicada en la Antartida, para
degradar petréleo crudo en suelos contaminados. El consorcio estuvo conformado
por varias cepas: Pseudomonas putida (63Bb, 94b, 60Bf y 39Bfa), Pseudomonas sp.
9A4a, Pseudomonas aeruginosa 63Ba, Aeromonas sp. 39Bf, Stenotrophomonas
rhizophila 116B y Paenibacillus lautus (95Fa y 95Fb). Se evaluaron tres terrarios
con 1.3 kg de suelo contaminado con 5 % (p/p) de petrdleo. El proceso de
biorremediacion fue de 180 dias a 4 °C-5 °C, se cuantificaron los HTP mediante el
método 3540 EPA-SOXHLET vy saturacion de fluidos (API RP40-RETORTA),
Ademas, se efectuaron conteos de microorganismos y se monitorearon parametros
fisicoquimicos cada 30 dias. La autora demostré6 que el crecimiento bacteriano
aerobio fue exponencial hasta los 120 dias, con 2.18x10° UFC/g, entre las cuales
estan 4.3x10* NMP/g de bacterias psicrotolerantes hidrocarbonoclasticas, con una

tasa de biodegradacion de 57.88 %, y al término de los 180 dias, de 58.41 %. El
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terrario psicrotolerante presentd una reduccién de contaminantes de 58.41 %; el
terrario control, una de 37.30 %; y el de control abiotico, una de 11.96 después de

180 dias.

En comparacion, en la presente investigacion, la tasa de biodegradacion resultd
73.4 % al término de 142 dias utilizando otros microorganismos degradadores de

petréleo crudo y diferentes condiciones de operacion.

La Tabla 7 muestra el porcentaje de reduccion de HTP, por los dos métodos de
analisis. Se puede observar que no coinciden, pero el terrario 1 es el que presenta

mayor porcentaje de degradacion de HTP en masa.



Tabla 7. Fracciones de HTP para los terrarios 1, 2, 3 y 4 después de 60 y 142 dias por método cromatografo de gases y Soxhlet.

Fracciones de

Después de 60 dias

Después de 142 dias

Hidrocarburos Inicio
(mg/kg) T1 T2 T3 T4 T1 T2 T3 T4
Fi 27 508.09 504.50 1451 1147.40 1623.20 32.05 28.18 30.33 149.70
| ) 155265.30 66104.40 203504.10 196588.60 39805 3681090 97169.10  53482.70  25903.60
F3 88 842.60 48169.30 125425.30 129121.50 31116 36350.20 90159 50359.80 27457.50
HTP (CG) 271615.99 114778.20 330380.40 326857.50 72544.20 73193.15 187356.28 103872.83 53510.80
(63.76%) (56.71%) (31.78%) (73.76%)
HTP (Soxhlet) (73.40%) (29.50%) (44.49%) (59.29%)

Nota. T1, T2, T3, T4: terrarios.
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4.2. Pruebas de Hipotesis

4.2.1. Hipdtesis General

Ha. La eficiencia de biorremediacion del consorcio bacteriano Bacillus subtilis,
Bacillus amyloliquefaciens y Agrobacterium tumefaciens logrard un rendimiento de

biodegradacion de 60 % en suelo arenoso contaminado con petrdleo crudo.

Ho. La eficiencia de biorremediacion del consorcio bacteriano Bacillus subtilis,
Bacillus amyloliquefaciens y Agrobacterium tumefaciens no lograrad un rendimiento

biodegradacion de 60 % en suelo arenoso contaminado con petrdleo crudo.

4.2.2. Hipdtesis especificas

Ha. La influencia del comportamiento degradativo del consorcio bacteriano Bacillus

subtilis, Bacillus amyloliquefaciens y Agrobacterium tumefaciens permitird una

adecuada eficiencia para la biorremediacion en suelo arenoso contaminado con
petréleo crudo.

e La caracteristica del consorcio bacteriano Bacillus subtilis, Bacillus
amyloliquefaciens 'y Agrobacterium tumefaciens permitira una adecuada
eficiencia para la biorremediacion en suelo arenoso contaminado con petroleo
crudo.

* Las condiciones de operacion del consorcio bacteriano Bacillus subtilis, Bacillus
amyloliquefaciens 'y Agrobacterium tumefaciens permitirdn una adecuada
eficiencia para la biorremediacion en suelo arenoso contaminado con petroleo
crudo.

* El porcentaje de biodegradacion utilizando el consorcio bacteriano Bacillus
subtilis, Bacillus amyloliquefaciens y Agrobacterium tumefaciens permitird una
adecuada eficiencia para la biorremediacion en suelo arenoso contaminado con

petréleo crudo.

Ho. La influencia del comportamiento degradativo del consorcio bacteriano Bacillus

subtilis, Bacillus amyloliquefaciens y Agrobacterium tumefaciens no permitira una
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adecuada eficiencia para la biorremediacion en suelo arenoso contaminado con
petréleo crudo.

» La caracteristica del consorcio bacteriano Bacillus subtilis, Bacillus
amyloliquefaciens y Agrobacterium tumefaciens no permitird una adecuada
eficiencia para la biorremediacion en suelo arenoso contaminado con petroleo
crudo.

* Las condiciones de operacion del consorcio bacteriano Bacillus subtilis,
Bacillus amyloliquefaciens y Agrobacterium tumefaciens no permitiran una
adecuada eficiencia para la biorremediacion en suelo arenoso contaminado
con petréleo crudo.

» El porcentaje de biodegradacion utilizando el consorcio bacteriano Bacillus
subtilis, Bacillus amyloliquefaciens y Agrobacterium tumefaciens no
permitira una adecuada eficiencia para la biorremediacion en suelo arenoso

contaminado con petroleo crudo.

4.3. Presentacion de resultados

4.3.1. Comportamiento e ldentificacion Degradativa del Bacillus subtilis, Bacillus
amyloliquefaciens y Agrobacterium tumefaciens

De acuerdo con la Tabla 8 para identificar y conformar el consorcio bacteriano, en la
investigacion, se procedio a identificar cada una de las bacterias que tuvieran mayor
comportamiento de degradacion de hidrocarburos: de 12 cepas diferentes de
bacterias, quedaron para la constitucion del consorcio tres cepas bacterianas con

comportamiento de degradacion oleofilica.

En la Tabla 8, se muestran los resultados de las tres cepas bacterianas con mayor
capacidad de degradacion. De las 12 cepas, las de mayor eficiencia de degradacion
en agar mineralizado al 1 % de petroleo crudo y en agar twen 80 son la CEPA-3, la
CEPA-4 y la CEPA-6: respectivamente, Bacillus amyloliquefaciens con 70 % de

degradacion, Bacillus subtilis con 70 % de degradacion y Agrobacterium
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tumefaciens con 83 % de degradacion. Estas conformaron el consorcio de la

investigacion.



Tabla 8. Actividad oleofilica del consorcio bacteriano.

70

Codigo Caracteristicas Caracteristicas Crecimiento en agar Crecimiento Reconocimiento
macroscopicas (en microscopicas mineralizado 1 % de en agar genético
agar) (coloraciéon Gram) crudo de petréleo* tween 80*

CEPA-1 Colonias Bacilos largos Gram 4+ -+ N.R.
blanquecinas, bordes  positivos formadores
irregulares y planos. de esporas.

CEPA-2 Colonias Bacilos largos Gram 4+ ++ N.R.
blanquecinas, bordes  positivos formadores
irregulares y planos. de esporas.

CEPA-3 Colonias Bacilos cortos Gram 4+ -+ Bacillus
blanquecinas, bordes  positivos formadores amyloliquefaciens
irregulares y planos. de esporas.

CEPA-4 Colonias Bacilos largos Gram -+t -+ Bacillus subtilis
blanquecinas, bordes  positivos formadores
irregulares y planos. de esporas.

CEPA-5 Colonias Bacilos largos Gram 4+ -+ N.R.
blanquecinas, bordes  positivos formadores
irregulares y planos. de esporas.

CEPA-6 Colonias Bacilos cortos - - Agrobacterium

pigmentadas de pleomoérficos Gram tumefaciens
verde, elevadas y negativos
redondeadas.
CEPA-7 Colonias Bacilos cortos Gram ++ -+ N.R.
pigmentadas de negativos
verde, elevadas y
redondeadas.
CEPA-8 Colonias Bacilos cortos Gram +++ +++ N.R.
pigmentadas de negativos
verde, elevadas y
redondeadas.
CEPA-9 Colonias elevadas y Cocobacilos Gram ++ +++ N.R.
redondeadas. positivos
CEPA-10 Colonias elevadas y Cocos Gram -+ +++ N.R.
redondeadas. positivos
CEPA-11 Colonias elevadas y Cocos Gram ++ ++ N.R.
redondeadas. positivos
CEPA-12 Colonias elevadas y Cocos Gram +++ +++ N.R.
redondeadas. positivos

N. R.: NO REALIZADO. *: Tamaiio del halo de degradacion.
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En la Figura 20, se muestran los subcultivos de las colonias en placas de agar
nutritivo (Merck) para la observacion de las caracteristicas fenotipicas (tincion de

Gram y reconocimiento cultural en placa).

Figura 20. A: Medio liquido de Bushnell Haas con 1 % (p/v) de petroleo; By C:
agar nutritivo con colonias de microorganismos con capacidad de degradacion

de hidrocarburos inducida.

En la Figura 21, se muestra la tincion de Gram de las colonias bacilos Gram
positivos.
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Figura 21. Tincion de Gram de colonias, la mayoria bacilos Gram positivos

(1000 aumentos. Microscopio Euromex).

4.3.2. Caracteristicas del Consorcio: Bacillus subtilis, Bacillus amyloliquefaciens
y Agrobacterium tumefaciens

En la Figura 22, se muestran las caracteristicas macroscopicas (en agar) del Bacillus
amyloliquefaciens, que son colonias blanquecinas de bordes irregulares y planos; y
las caracteristicas microscopicas (tincion de Gram), que son bacilos cortos Gram
positivos formadores de esporas. Su tamafio oscila entre 0.7-0.9 micrometro (um) de

ancho a 1.8-3.0 pum de largo.
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Figura 22. Placa de agar hicrome con las cepas en conteo durante la cinética de
degradacion: las cepas Bacillus subtilis tienen coloracion verdosa y las de
Bacillus ampyloliquefaciens, colonias redondeadas con bordes irregulares

amarillentas.

En la Figura 22, se observan también las caracteristicas macroscopicas (en agar) del
Bacillus subtilis: son colonias blanquecinas de bordes irregulares y planos, y las
caracteristicas microscopicas (coloracion Gram): son bacilos largos Gram positivos
formadores de esporas. El tamafo del Bacillus subtilis es variable, pudiendo medir

entre 0.5 um y 10 pm de largo.

Guevara-Luna et al. (2018) indicaron que el género Bacillus tiene la disposicion de
degradar diferentes compuestos como el benzo(a)pireno (BaP); estas sustancias son

conocidas por ser hidrocarburos altamente cancerigenos y 63 mutagénicos.

En la Figura 23, se muestran las caracteristicas macroscopicas (en agar) del
Agrobacterium tumefaciens: son colonias pigmentadas de color verde, elevadas y
redondeadas; en cuanto a sus caracteristicas microscopicas (tincion de Gram): son
bacilos cortos pleomorficos Gram negativos. Agrobacterium tumefaciens forma
esporas Gram negativas y su movilidad es porque poseen de 1 a 6 flagelos peritricos;
su tamafio varia de 0,6 pum—1,0 um de ancho a 1.5 pym a 3.0 pum de largo, y pueden

presentarse solas o en parejas.
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Figura 23. Placa de agar cetrimide con las cepas en conteo durante la cinética de
degradacion: Pseudomonas con colonias poco translucidas, elevadas con bordes

irregulares y brillo tornasolado verdoso.

La tincion de Gram se utilizd para confirmar que las colonias eran Gram negativas,
grupo al que pertenecen las especies del género Pseudomonas. También se realizaron
pruebas para detectar la actividad de la enzima catalasa, afiadiendo perdxido de
hidrogeno (3 %) sobre cultivos puros (catalasa +), y se aplico la prueba de citocromo
oxidasa, que permite diferenciar la Pseudomonas spp. (oxidasa +) de otras especies

del mismo género y de otros bacilos Gram negativos (oxidasa -) (Figura 24).
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Figura 24. Tincion de Gram de dos colonias presuntivas para Pseudomonales:

bacilos cortos Gram negativos (1000 aumentos. Microscopio Euromex).

Resultados biolégicos del conteo de bacterias oleofilicas

Se recolectaron las muestras de los terrarios para los andlisis biologicos, 2 g de cada
terrario en tubos ependorf de 10 mL con tapa y se las conservd en un frigobar.
Posteriormente, para su traslado al laboratorio bioldgico especializado, se las coloco

en un cooler para que lleguen en buen estado para su analisis respectivo (Figura 25).
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Figura 25. Muestras de terrario en tubos ependorf y colocados en un cooler para

llevar las muestras al laboratorio biolégico Biotech S. A. C.

En los mencionados terrarios, la poblacion de las bacterias hidrocarbociclicas tuvo
como caracteristica un crecimiento permanente en su poblacién en la mayor cantidad
del tiempo de estudio. Estos terrarios presentaron proyecciones muy semejantes en
las poblaciones de bacterias en el tiempo; relacionando esta caracteristica con los
datos anteriores, se determind que estos comenzaron con una alta poblacion de
bacterias, lo que indica que el suelo presentaba bacterias adaptadas a hidrocarburos

que no fueron contaminadas por esta mezcla (Rios, 2005).

En la Figura 26, se muestra el conteo de las bacterias oleofilicas y del promedio de
ellas, cuyos resultados estdin medidos en unidades formadoras de colonia UFC/mL
del terrario 1: Agrobacterium tumefaciens (1.37x108 a 1.14x10%), Bacillus subtilis
(2.72x10% a 2.82x10%), Bacillus amyloliquefaciens (1.30x10® a 6.73x109),
heterétrofos viables (6.28x10° a 1.32x10%) y promedio de bacterias oleofilicas
(1.80x102 a 3.56x10°), durante 142 dias de tratamiento de biorremediacion de suelos

contaminados con petrdleo.
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Figura 26. Curvas de desarrollo de los microorganismos evaluados — terrario 1.

En la Figura 27, se muestra el conteo de las bacterias oleofilicas y el promedio de
ellas: los resultados estan medidos en unidades formadoras de colonia UFC/mL del
terrario 2: Agrobacterium tumefaciens (2.10x10% a 1.25x10%), Bacillus subtilis
(3.83x10% a 6.54x105), Bacillus amyloliquefaciens (2.30x10®8 a 6.10x10%),
heterétrofos viables (3.53x10° a 1.56x10%) y promedio de bacterias oleofilicas
(2.74x10% a 2.67x10%), durante 142 dias de tratamiento de biorremediacion de suelos

contaminados con petrdleo.
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Figura 27. Curvas de desarrollo de los microorganismos evaluados — terrario 2.

En la Figura 28, se muestran los promedios de conteos de las unidades formadoras de
colonia UFC/mL del terrario 3, que es el terrario control, donde solo estan presentes
bacterias heterotrofos viables (2.47x10° a 4.12x105), durante 142 dias de tratamiento

de biorremediacion de suelos contaminados con petrdleo.
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Figura 28. Curvas de desarrollo de los microorganismos evaluados — terrario 3.

En la Figura 29, se muestra el conteo de las bacterias oleofilicas y del promedio de
ellas: sus resultados estan medidos en unidades formadoras de colonia UFC/mL del
terrario 4: Agrobacterium tumefaciens (2.10x10® a 1.07x10°), Bacillus subtilis
(3.34x10% a 3.31x10%), Bacillus amyloliquefaciens (1.97x10® a 5.71x109),
heterotrofos viables ( 2.54x10° a 2.26x10°%) y promedio de bacterias oleofilicas
(2.47x10% a 3.36x10%), durante 142 dias de tratamiento de biorremediacion de suelos

contaminados con petroleo.
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Figura 29. Curvas de desarrollo de los microorganismos evaluados — terrario 4.

Los promedios de conteos de las unidades formadoras de colonia UFC/mL de las
bacterias Agrobacterium tumefaciens, Bacillus subtilis, Bacillus amyloliquefaciens,
en el terrario 1 (1.80x10% a 3.56x10°), terrario 2 (2.74x10% a 2.67x10°) y terrario 4
(2.47x108 a 3.36x10%) durante 142 dias de tratamiento de biorremediacion de suelos

contaminados con petrdleo se ven en la Figura 30.
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Figura 30. Comparacion del conteo de UFC/mL de los promedios generales de

los microorganismos del consorcio degradador por terrario.

De acuerdo con la Figura 30, los recuentos muestran que al inicio hay una rapida
estimulacion de los degradadores en comparacion con los controles. Se ha
determinado en diversas investigaciones de biodegradacion de HTP que, al término
del proceso de biodegradacion, se presenta un almacenamiento de las fracciones mas
extensas y pesadas de hidrocarburos, las cuales son poco utilizables para los
microorganismos, lo que obstaculiza su pronta degradacion y causa una reduccion

importante en el recuento de degradadores (Coulon & Delille, 2003).

Los resultados obtenidos son similares a los de Das y Mukherjee (2007), que
determinaron la eficiencia de Bacillus subtilis en la biodegradacion de petroleo y
concluyeron que existe una relaciéon entre la disminucion de concentracion de
petréleo en HTP en, aproximadamente, 50 % durante 120 dias con respecto a la
biomasa celular; asimismo, demostraron que el proceso degradativo esta relacionado

con la respiracion celular.

Los promedios de conteos de las unidades formadoras de colonia UFC/mL de las
bacterias heterdtrofos viables: terrario 1 (6.28x10° a 1.32x105), terrario 2

(3.53x10¢ a 1.56x10%), terrario 3 (2.47x10¢ a 4.12x10°) y terrario 4 (4.19x10° a
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6.15x105), durante 142 dias de tratamiento de biorremediacion de suelos

contaminados con petrdleo se pueden observar en la Figura 31.
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Figura 31. Comparacion del conteo de UFC/mL de los microorganismos

heterotrofos viables por terrario.

De acuerdo con la Figura 31, en el suelo contaminado, se obtuvo un recuento inicial

de heterdtrofos totales. Estos recuentos fueron considerados adecuadamente ya que

para la remediacion de suelos contaminados con hidrocarburos se necesita una

concentracion minima de heterdtrofos totales >10° UFC/g (Silverio & Sordo, 1989;

Coulon & Delille, 2003; Ercoli et al., 2001).

Las tres cepas con mejor efecto degradador fueron la Bacillus amyloliquefaciens, la

Bacillus subtilis 'y la Agrobacterium tumefaciens, las cuales conformaron el

consorcio degradador de hidrocarburos en los terrarios evaluados (Figura 32).

1al
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Figura 32. UFC/mL vs. HTP (g).

Los resultados de la poblacion inicial de bacterias hidrocarbociclicas expresaron
cantidades tipicas de suelos contaminados con microorganismos adaptados. Segun
Atlas y Unterman (1999), las poblaciones de bacterias degradadoras en suelos no
contaminados cambia de 1x10° a 1x10%, y para los contaminados de 1x10% a 1x10%
U.F.C/g. El conteo de bacterias hidrocarbociclicas observadas en los terrarios esta
entre 1.80x10% a 2.57x10° U.F.C/g, correspondientes a poblaciones altas, que se
podrian considerar como adaptadas, tipicas de suelos con presencia de hidrocarburos.
De acuerdo con las recomendaciones reportadas en la literatura, estos niveles

corresponden a suelos con un alto potencial de biodegradacion (Rios, 2005).

4.3.3. Condiciones de Operacion del Consorcio Bacteriano

Las caracteristicas del consorcio bacteriano de la patente Ultra Archaea son las

siguientes:

* Apariencia: polvo fino, estado fisico: solido, color: gris claro, olor: ligero olor a
aceite, umbral de olor: no aplicable, pH: 8.5, punto de fusion: > 842 °F (>
450 °C), Inflamabilidad (s6lido, gas). Este producto no es inflamable. Densidad
relativa: 2,6 g/cm?, solubilidad (agua): < 0.9 mg/l, temperatura de
descomposicion: > 932 °F (> 500 °C). Otra informacién: densidad aparente entre

0.9-1.4 g/cm?.
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* Propiedades comburentes: ninguna, porcentaje volatil: 0 %, pH en solucién
acuosa: 8.5, gravedad especifica: no aplicable, COV (% en peso): 0 %,
almacenamiento de vida util: 5 afios, manteniéndolo seco, evitando la luz solar
directa y estando alejado de todos los productos quimicos o “biocidas” que

puedan matar los microbios al contacto, temperatura recomendada: 32 °F-120 °F.

Las condiciones de operacion del consorcio bacteriano de la patente Ultra Archaea

son las siguientes: se prefieren temperaturas estables y se debe evitar grandes

fluctuaciones de temperatura, cultivo: 100% natural y cultivado.

* Tolerancia al pH 5.0-10.0 (rango de trabajo ideal pH 5.5-8.5)

* Tolerancia de temperatura 32 °F-120 °F (rango de trabajo ideal 40 °F-110 °F)

* Tolerancia a la salinidad hasta saturacion (depende de los minerales)

* Se mantiene un minimo de oxigeno de 1 ppm (% de los microbios de la férmula
son anaerobios y anaerobios facultativos, pero el consorcio funciona mejor con
0;) Humedad >10 % mantenida; en suelo >1 % de humedad mantenida

(Ultratech International, Inc. 2024).

Medios de cultivo: los medios de cultivos utilizados para este consorcio bacteriano
son los siguientes:
* Medio de mantenimiento: agar nutritivo

* Medio de crecimiento: agar cetrimide, agar hicrome Bacillus, agar nutritivo.

4.3.4. Eficiencia de Biodegradacion de Hidrocarburos

Resultados de las fracciones de HTP mediante GC

Se realizaron las mediciones de las fracciones de hidrocarburos en el cromatografo
de gases (GC), en unidades de mg/kg de las cadenas de hidrocarburos, se muestra el
método utilizado y el limite de cuantificacién para cada analisis del GC que se

muestran en la Tabla 9.
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Tabla 9. Metodologia de ensayo de TPH: Fraccion hidrocarburos F1 (C6 — C10),
F2 (C10 - C28) y F3 (C28 — C40).

Ensayo Método L.C. Unidades
Total Petroleum EPA 8015C.
Hydrocarbons (TPH): Nonhalogenated 0.60 mg/kg
Fraccion de Organics by Gas
Hidrocarburos F; (Cs- Chromatography. Rev.
Cio) 3 / February 2007
Total Petroleum EPA 8015C. Rev. 3
Hydrocarbons (TPH): Nonhalogenated 1.90 mg/kg
Fraccion de Organics by Gas
Hidrocarburos F> (Cio-  Chromatography. 2007
Cx)
Total Petroleum EPA 8015C. Rev. 3 mg/kg
Hydrocarbons (TPH): Nonhalogenated 1.90
Fraccion de Organics by Gas

Hidrocarburos F3 (Cas-

Ca0)

Chromatography. 2007

L.C.: Limite de cuantificacion.

En los resultados obtenidos de la Tabla 10, se observa una muestra de suelo

contaminado con petrdleo crudo; la fecha de muestreo es 18-07-2023, 15:00 horas,

conservada a condiciones de laboratorio; el codigo de muestreo es SEH y el codigo

de laboratorio es 23072767. Las cadenas de hidrocarburos se midieron en mg/kg.

. Muestra SEHO01 (mg/kg): Fi: 27 508.091, F2: 155 265.3 y F3: 88 842.6
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Tabla 10. Resultados de ensayo de TPH: Fraccion hidrocarburos F1 (C6 — C10),
F2 (C10 - C28) y F3 (C28 — C40).

Los resultados obtenidos fueron:

Producto declarado Suelo
Matriz analizada Suelo
Fecha de muestreo 2023-07-18
Hora de inicio de muestreo (h) 15:00
Condiciones de la muestra Conservada
Cddigo del Cliente SEH-01
Cddigo del Laboratorio 23072767

Ensayo Acreditado ante IAS-829

Ensayo Unidades Resultados
SEH-01 (Crudo)

Total Petroleum Hidrocarbons (TPH):

Fraccion de Hidrocarburos Fi (Cs-Cio) mg/kg 27508.09
Hidrocarburos totales de petroleo (TPH):

Fraccion de Hidrocarburos F2 (C10-Cag) mg/kg 155265.30
Hidrocarburos totales de petréleo (TPH):

Fraccion de Hidrocarburos F3 (Cas-Cao) mg/kg 88842.60

Se realizé la comparacion de los resultados obtenidos con el ECA para suelo agricola y estos se

encuentran por encima de los limites establecidos.

En los ensayos acreditados ante el Inacal — DA (Sede Lima 1), obtenidos de la
segunda parte de la Tabla 10 (pagina siguiente), se observan cuatro muestras de suelo
contaminado con petréleo crudo, con fecha de muestreo 19-09-2023, 15:28 horas,
conservadas a condiciones de laboratorio, el codigo de muestreo es SEH-03, SEH-04,
SEH-06, SEH-07 y el codigo de laboratorio es 23092667, 23092666, 23092664 y
23092665. Las cadenas de hidrocarburos se midieron en mg/kg.

. Muestra terrario 1 (SEH03) (mg/kg): Fi: 504.50, F2: 66 104.40 y F3: 48 169.30

. Muestra terrario 2 (SEH04) (mg/kg): F1:1451, F»: 203 504.10 y F3: 125 425.30

. Muestra terrario 3 (SEH06) (mg/kg): Fi: 1147.40, F2: 196 588.60 y F3: 129
121.50

. Muestra terrario 4 (SEH07) (mg/kg): Fi: 1623.20, F2: 39805 y F3: 31116
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Ensayo Acreditado ante IAS-829

Ensayo Unidades Resultados
SEH-03 SEH04 SEH06 SEH07
(Terrario 1) (Terrario 2) (Terrario 3) (Terrario 4)
Total Petroleum Hidrocarbons (TPH):
Fraccion de Hidrocarburos Fi (Cs-Cio) mg/kg 504.50 1451 1147.40 1623.20
Hidrocarburos totales de petroleo (TPH):
Fraccion de Hidrocarburos Fz (C1o-Cag) mg/kg 66 104.40 20 3504.10 196 588.60 39805
Hidrocarburos totales de petroleo (TPH):
Fraccion de Hidrocarburos F3 (Cas-Cao) mg/kg 48 169.30 125 425.30 129 121.50 31116

Resultados de suelo reportados en base seca.

Ensayo Acreditado ante IAS-829

Ensayo Unidades Resultados
SEH-08 SEH09 SEH 11 SEH12
(Terrario 1) (Terrario 2) (Terrario 3) (Terrario 4)
Total Petroleum Hidrocarbons
(TPH): Fraccion de mg/kg 32.05 28.18 30.33 149.70
Hidrocarburos Fi (Cs-Cio)
Hidrocarburos totales de petrdleo
(TPH): Fraccion de mg/kg 36 810.90 97 169.10 53 482.70 25903.60
Hidrocarburos F2 (Cio-C2g)
Hidrocarburos totales de petréleo mg/kg 36 350.20 90 159 50 359.80 27457.50

(TPH): Fraccion de




Hidrocarburos F3 (Cas-Cao)
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Resultados de suelo reportados en base seca.
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Resultados de HTP en cromatégrafo de gases

En los ensayos acreditados ante Inacal-DA (Lima 1), obtenidos de la tercera parte de
la Tabla 10 (pagina anterior), se observan cuatro muestras de suelo contaminado con
petroleo crudo, la fecha de muestreo es 18-12-2023, 16:00 horas, conservada a
condiciones de laboratorio, el cddigo de muestreo es SEHO08, SEH09, SEHI1 y
SEH12 y el codigo de laboratorio es 23121623, 23121624, 23121626 y 23121625.

Las fracciones de hidrocarburos que se midieron en mg/kg son las siguientes:

. Muestra terrario 1 (SEHO08) (mg/kg): Fi: 32.05, F2: 36 810.90 y F3: 36 350.20
. Muestra terrario 2 (SEH09) (mg/kg): Fi: 28.18, F2: 97 169.10 y F3: 90 159

. Muestra terrario 3 (SEH11) (mg/kg): Fi: 30.33, F2: 53 482.70 y F3: 50 359.80
. Muestra terrario 4 (SEH12) (mg/kg): F1: 149.70, F2: 25 903.60 y F3: 27 457.50



Tabla 11. Fracciones de HTP para los terrarios 1,2, 3 y 4 después de 60 y 142 dias.

Después de 60 dias Después de 142 dias

Fracciones de

Hidrocarburos Inicio
(mg/kg) T1 T2 T3 T4 T1 T2 T3 T4
Fi 27 508.09 504.50 1451 1147.40 1623.20 32.05 28.18 30.33 149.70
F2 155265.30 66104.40 203504.10 196588.60 39805 36810.90 97169.10  53482.70  25903.60
F3 88 842.60 48169.30 125425.30 129121.50 31116 36350.20 90159 50359.80 27457.50
HTP 271615.99 114778.20 330380.40 326857.50 72544.20 73193.15 187356.28 103872.83 53510.8

(63.76 %) (56.71%) (31.78%) (73.76 %)

Nota. T1, T2, T3, T4: terrarios.

89
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En la Tabla 11, se muestran fracciones de HTP, de las cuales, en el terrario 1 se
observa una reduccion creciente en comparacion con los demads terrarios, en los que
la variaciéon no se ve uniforme y creciente. Asimismo, se puede observar la rapida
disminucién en las concentraciones de HTP (meses iniciales) producidas por una alta
disminucién de hidrocarburos ligeros (menor peso molecular), mediante los procesos
de volteo manual. Posteriormente, los productos de alto peso molecular, y que son
mas complejos de degradar por los microorganismos, van juntandose en la matriz del
suelo haciendo menos rapida la concentracion de biodegradacion (Marguesin &

Schinner, 1997; Ercoli et al., 2001).

Resultados de mediciones de HTP realizadas en el Soxhlet

La exposicion a los hidrocarburos del petréleo reduce la diversidad de comunidades
bacterianas y cambia los microorganismos dominantes (Okere & Semple, 2011). Este
cambio en la composicion de la comunidad bacteriana tiene un impacto importante
en el ciclo de nutrientes, lo que causa una disminucion de la productividad del suelo.
La contaminacion por hidrocarburos de petroleo también puede alterar las
interacciones microbianas del suelo; por ejemplo, la presencia de hidrocarburos de
petréleo puede estimular el crecimiento de bacterias degradantes de hidrocarburos y

reducir la presencia de otros microorganismos (Ahmed et al., 2020).

A continuacion, se presentan las graficas de comportamiento de la concentracion de

HTP durante el tiempo de la investigacion.

En la Figura 33, se muestran los resultados de la reduccion de la masa de
hidrocarburos durante 139 dias, medidos con el método gravimétrico o diferencias de
masas en gramos para los cuatro terrarios. De estos, el terrario 3 es el de control
abiotico de la investigacion. Se muestran los porcentajes de reduccion de masa de
hidrocarburos, que son los siguientes: terrario 1: 73.40 %, terrario 2: 29.50 %,

terrario 3: 44.49 % y terrario 4: 59.29 %.
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Figura 33. Grafica HTP (g) con el tiempo (dias).

De acuerdo con la Figura 33, uno de los indicadores fundamentales de la efectividad
de un proceso de biorremediacion es la disminucion en las concentraciones de HTP
(Douglas et al., 1994; Weisman, 1998; Zhu et al., 2001); por este motivo, es
primordial realizar un seguimiento adecuado de la disminucion de HTP mediante

todo el proceso de biorremediacion de suelos contaminados con petroleo crudo.

4.3.5 Caracteristicas del Suelo — Descripcion y Recoleccion del Suelo

Analisis preliminar y caracterizacion del suelo costero — Ventanilla (Lima, Periu)
Para determinar algunas caracteristicas fisicoquimicas y granulométricas del suelo
arenoso, se realizo un analisis al suelo utilizado durante el estudio antes de la adicion
de los hidrocarburos. El suelo fue obtenido de una de las playas de Ventanilla

afectada por el derrame de petroleo.

Para realizar la caracterizacion inicial del suelo, se tomaron muestras aleatorias de
suelo, empleando espatulas metalicas. Las muestras fueron colocadas en bolsas en un

balde de 20 litros aproximadamente.



92

En la Tabla 12, se muestran los resultados del analisis de salinidad de suelo arenoso
costero de Ventanilla, realizado en el Laboratorio de Analisis de Suelos, Plantas,
Aguas y Fertilizantes de la Universidad Nacional Agraria La Molina (Anexo 2), que

son los siguientes:

o pH: 7.33 (ligeramente alcalino).

Se determind que el suelo libre de contaminantes tenia un pH proximo al neutro,
alrededor de 7.33.

o Conductividad eléctrica (CE): 11.92 dS/m (fuertemente salino).

o Fésforo disponible: 8.20 ppm (valor medio).

o Calcareo Total CaCOs: 0.09 %.

o % Materia organica: 0.14 % (valor bajo).

o Textura: 99 %arena, 1 % limo y 0 % arcilla por el método del hidrémetro.

Como se observa en los resultados, el suelo tiene una textura arenosa, lo cual era
de esperarse debido a que el tipo de suelo de mayor abundancia en esa playa se
caracteriza por su alto contenido de arena.

o CIC: la muestra de suelo sin contaminar presentd 25.6 meq/kg de suelo, esto nos
indica que los hidrocarburos en el suelo disminuyeron aproximadamente a la
mitad de su capacidad para intercambiar iones.

o Cationes cambiables: 0.97 calcio, 0.84 magnesio, 0.30 sodio, 0.45 meq/100 g
potasio.

o Cationes solubles de suelo: 341.92 meq/100g, aniones solubles de suelo es
356.20 meq/100 g.

o Boro soluble de suelo: 2.91 ppm.

o Yeso soluble: 0 %.

o Porcentaje de sodio intercambiable: 11.89 (Psi).

o Microelementos disponibles: 6.56 ppm de hierro; 0.23 ppm de cobre, zinc; 0.36
ppm manganeso y 2.19 ppm de boro.

o Microelementos totales: (12581.97 ppm de hierro; 8.39 ppm de cobre, zinc;
187.87 ppm de manganeso y 14.92 ppm de boro). 9.03 ppm de plomo, 0.3 ppm de
cadmio, 7.08 ppm de cromo total y 0.03 ppm de cromo soluble.

o Granulometria (0 % de arcilla, 1 % de limo y fracciones de arena, 9 % arena
media y 82 % de arena fina).

o Densidad aparente: 1.35 g/cc.
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Densidad real: 2.57 g/cc.

Porosidad: 47.49 %.

Humedad gravimétrica: 0.01%.

Sélidos solubles totales (SST): 21491.20 ppm.

Color del suelo gris oscuro: (sistema de Munsell): 5Y 4/1.

Relacion de absorcion de sodio: 44.46.

Materia organica: 0.14%, que se realizd con la medicion de color por la tabla de

Munsell.
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Tabla 12. Analisis de suelo arenoso costero — Ventanilla.

Numero de C.E. Analisis Mecanico Cationes Cambiables
Muestra pH CaCO M.O P K Suma Sum %
Lab. Camp dS/ Aren Lim Arcill Textur 1:1 3 . PP PP CI Ca* Mg' K' Na* AlI? de ade  Sat
0 m a 0 a a % % m m C 2 2 H* Catione Base De
1:1 % % % meq/100g s s Base
s
1043 11.9 99 1 0 A. 7.3 0.09 0.14 82 176 256 097 0.84 04 03 0.0 2.56 2.56 100
4 2 3 5 0 0

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

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

No. Satu- pH C.E. Cationes Solubles (meq/L) Aniones Solubles (meq/L) Boro Yeso PSI
Mues raci6 Pasta Ext. St. Ca*? Mg? K Na*t SUMA NO CO3? HCO SO04? Cr SUMA Soluble Soluble
t. n Sat. dS/m 3 3 ppm %
Lab. %
10434 30 7.01 33.58 2450 46.67 5.54 26522 34192 0.18 0.00 4.12 1.90  350.00 356.20 291 0.00 11.89

Fuente. Laboratorio de Analisis de Suelos, Plantas, Aguas y Fertilizantes de la Universidad Nacional Agraria La Molina, 2023.
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Nimero Muestra Cu" 95 Mn" 95 Fe" 95enzo. Zn* 95 B” 95enzo.
Lab. Claves enzo. enzo. Ppm enzo. Ppm
Ppm Ppm Ppm
10434 0.23 0.36 6.56 0.45 2.19
Numero Muestra Cu™total Mn"™ total  Fe™ total Zn™" total B™ total
Lab. Claves ppm ppm ppm ppm Ppm
10434 8.39 187.87 12581.97 33.93 14.92
Numero Muestra Pb total Cr total Cd total Pb sol. Cr sol. Cd sol.
Lab. Claves ppm ppm ppm Agua Agua Agua
ppm ppm ppm
10434 9.03 7.08 0.30 0.07 0.03 0.01
Numero Muestra D.A. D.R. H.G. Sélidos sol. RAS Porosidad
Lab. Claves g/ce g/ce % Totales %
ppm
10434 1.35 2.57 0.01 21491.20 44.46 47.49
* Micronutrientes disponibles: Solucion extractante Agro Service International (ASI) o Hunter para
suelo.
** Micronutrientes y metales pesados totales: Solucidn extractante HclO4-HNO3 (1:5) para suelo.
Numero % Arena % Arena % Arena % Arena % Arena % %
Muestra muy Gruesa Gruesa Media Fina Muy Fina  Limo Arcilla
Lab. Claves 2.00-1.00 1.00 - 0.50 0.50 — 0.25 0.25-0.10 0.10-0.05
mm mm mm mm mm
10434 0.00 0.00 9.00 82.00 8.00 1.00 0.00
Numero
Muestra Color* Nombre del
Lab. Claves Color
10434 5Y 4/1 Gris oscuro

* La determinacion se realiz6 empleando las cartillas de color del suelo de Munsell.

Caracterizacion del petroleo crudo

En la Tabla 13, se muestran los resultados de las propiedades fisicoquimicas del

petréleo crudo liviano.



Tabla 13. Propiedades principales del petroleo crudo.

Propiedad Unidad Valor
Densidad a 15°C g/mL 0.87
P. Especifico g/mL 0.88
15.6/15.6 °C
Densidad API °API 28.55
Azufre Yp/p 0.288
N° de Neutralizacion mg KOH/g 0.18
Presion de Vapor REID kPa 21.20
Punto de Vertido °C -17
Viscosidad 20 °C cSt 43.21
Viscosidad 40 °C cSt 16.57
Sulthidrico disuelto ppm v/v 1.50
Sulthidrico evol. A ppm p/p 8.50
340 °C
Residuo de Carbén Y%p/p 5
Asfaltenos Yp/p 2
Nitrogeno ppm p/p 2890
Cadmio ppb 0.95
Calcio ppm p/p 0.70
Cobre ppm p/p 0.65
Fosforo ppm p/p <5
Hierro ppm p/p 1.15
Niquel ppm p/p 6.85
Plomo ppm 1.02
Silicio ppm p/p <10
Sodio ppm p/p 345
Vanadio ppm p/p 9.55
Cloro Total ppm 98.20
Cloro fase inorganica ppm 87
Cloro fase organica ppm 11.25
Agua por destilacion % vol 1.50
Aromaticidad disponible - 0.55
40°C
Aromaticidad requerida - 0.0010

96
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40 °C
Valor P 40 °C - >3.90
Contenido en LPG
C Y%p/p 0.01
GCs %p/p 0.14
iCq4 %p/p 0.12
nCy %p/p 0.44
1Cs %op/p 0.38
nCs %op/p 0.71

Fuente. Informacion entregada por Repsol en 2023 en comunicacion personal.

Resultados de las mediciones de CO: acumulado, pH y temperatura de cada
terrario

En la Tabla 14, se presenta la medicion de CO; acumulado en ppm, que muestra un
valor ascendente de hasta 30378 ppm. Asimismo, se midio el pH entre 5.5 a 6 y la

temperatura (°C) varia entre 20 °C y 23.5 °C (Figura 34).



Tabla 14. Medicion de CO: (ppm), pH y T(°C).

Muestra Dia Hora CO:; (ppm) pH T (°C)
(pm)
17-07-2023 12:00 502 5.50 23
1 17-10-2023 12:00 27156 6 20
05-12-2023 12:00 30378 6 22
17-07-2023 12:00 503 5 22
2 17-10-2023 12:00 21179 5 20
05-12-2023 12:00 24486 5.50 22
17-07-2023 12:00 506 5 23.5
3 17-10-2023 12:00 23383 5.50 21
05-12-2023 12:00 26635 5 22.5
17-07-2023 12:00 0 5.50 23
4 17-10-2023 12:00 12690 6 21
05-12-2023 12:00 16022 6 22.5

98

De acuerdo con la Tabla 13, el desarrollo y actividades de los microorganismos son

influenciados por la cantidad de pH 4acidos (<5.0);

sin embargo, existen

microorganismos que son capaces de realizar el proceso de biodegradacion en

condiciones extremas. El intervalo adecuado para realizar este proceso se presenta
entre 5.0 y 8.8 (Dibble & Bartha, 1979; Leahy & Colwell, 1990; Levin & Gealt,
1997; Hamme et al., 2003).
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Tiempo vs CO,
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Figura 34. Tiempo (dias) vs. CO: (ppm) de cada terrario.

La Figura 34 muestra la concentracion de CO, acumulado en ppm, lo que indica un

crecimiento ascendente del consorcio bacteriano en 142 dias.

Las mediciones diarias de CO: generadas por el proceso de biorremediacion
permitieron el calculo de la produccion acumulada de CO, durante el periodo de
tratamiento (mostrado en la Figura 24) y las tasas de respiracion diarias promediadas

periddicamente.

De acuerdo a la Figura 34, con estos pardmetros, los sedimentos de cada
mesocosmos presentaban Optimas caracteristicas, la temperatura estaba dentro del
intervalo optimo 18 °C y 30 °C, que tolera la actividad enzimadtica e intercambio

celular (Gémez et al., 2008).

En la Tabla 14, el pH se hallo en el rango de 5.50 y 7.80 unidades (rango
conveniente para el crecimiento de bacterias), intervalo dptimo entre 6 y 8 unidades
(Rios, 2005); la humedad estaba entre el orden del 10 % a 20 % de la capacidad del
terrario, que es fundamental porque se comporta como medio de transporte de

nutrientes y oxigeno a la célula (Gomez et al., 2008).
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Resultados estadisticos de la investigacion

Para la evaluacion del comportamiento en el tiempo y los datos de las diversas
variables de interés, se utilizd el programa o lenguaje de programaciéon con un
enfoque al andlisis estadistico R. Primero, se realizd un analisis para comparar la
probabilidad de que la variable de concentracion de HTP seguia una distribucion

homogénea.

Resultados estadisticos

Se presentan cuatro muestras medidas en terrarios en un periodo de 142 dias:

Analisis con Qutliers

Tiempo (s) vs. terrario (g)

Analisis preliminar

Se dibujan unos graficos de dispersion para examinar las relaciones de manera

preliminar:
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Donde aparentan un comportamiento del tipo exponencial, ademas se observan
valores atipicos en los terrarios 1 y 3, en el dato 2, mientras que en los demas, en el

ultimo dato. Sacando el logaritmo, se observa un comportamiento lineal.
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Modelamiento

Para el modelamiento, se consideran los datos atipicos. Se extrajo la matriz de

correlacion:

# t 15 | 12 13 14
# ot 1.0000000 -0.7727206 —-0.7417455 —0.7053378 -0.6788210
# 11 -0.7727206 1.0000000 O©.6702216 0.8626650 0.73E5575T
## 12 -0.7417455 0.6702216 1.0000000 O.5T00833 0.7442030
## 13 -0.7053378 0.8626650 0.5700833 1.0000000 0.683232403
#HE 14 -0.6788210 0.736ETEY 0.7442030 0.6323203 1.0000000

Donde se observa que existe una marcada correlacion lineal entre el tiempo y cada

uno de los logaritmos medidos en cada terrario (valor mayor a 6.0).

Se propone asi:

logiter;

:I=,"Ti'n—3_-'fg] wt+=

Donde i= 1, 2, 3, 4 y ter, indican la medida en el terrario i; t es el tiempo mientras

que ¢ es el error aleatorio. Ejecutando las regresiones, se tiene lo siguiente:

Tabla resumen de la regresion terrario vs. tiempo

R2 beta 00 beta_ 1 pv-beta 0 pv-beta 1 pv-global
Terrario 1 0.5971 0.0182 -[.00a7 0.8554 1} ]
Terrario 2 0.5502 -0.1008 -0.0059 0.1380 0 0
Terrario 3 0.4675 0.1017 -0.0106 0.4475 1 0
Terrario 4 0.4608 -0.3732 -0.0058 0.0001 ] 0
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Donde el valor de p valor 0 indica que este es muy pequefio, menos que 0.005. Se
observa que la regresion es significativa en todos los casos; sin embargo, en algunos,
el término independiente no es significativo; por ello, se vuelve a calcular las

regresiones:

Tabla resumen de la regresion terrario vs. tiempo, con p valor significativos.

R beta_ 0 beta_ 1 pv-heta 0 pv-beta 1 pv-global
Terrario 1 0.8162 NA -0.0095 NA 0 0
Terrario 2 (0.8393 NA -0.0071 NA 0 0
Terrario 3 0.7032 NA -0.0093 NA 0 0
Terrario 4 0. 4608 -0.3732 -0.0058 le-04 0 0

Donde el valor de p valor 0 indica que este es muy pequefio, menor a 0.005. Se
observa mejoras en R2. Se analiza también si se verifica la normalidad a través de
una prueba paramétrica (Shapiro-Willks) y una prueba no paramétrica (Lilliefors) en

los residuos a través de su p-valor:

##
## 1 Terrario 1 Terraric 2 Terrario 3 Terraric 4
#H 2 0.18 0.371 0.292 (.52

Donde se observa que todos los valores son mayores a 0.05, con lo que no se rechaza

la hipotesis nula de normalidad, cumpliendo asi este supuesto.

HE
## 1 Terrario 1 Terraric 2 Terrarioc 3 Terraric £
## 2 0.334 0.68 0,368 0.391

Donde se observa que todos los valores son mayores a 0.05, con lo que no se rechaza

la hipotesis nula de normalidad cumpliendo asi este supuesto.

Visualizacion de resultados

Se puede realizar el grafico de la curva exponencial correspondiente en cada caso:
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Asimismo, se puede observar las curvas exponenciales estimadas:

Aproximacion exponencial

n
o) B Terrario 1
B Terrario 2
B Terrario 3
o | B Terrario 4
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© S
E — g
w \\EH_ H"“HH
=} e e T
e e
Q|
e I I I | I I I I
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Tiempo vs. ufc

Analisis preliminar

Se hace una grafica de dispersion para evaluar las relaciones preliminares:
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Donde aparentan un comportamiento del tipo exponencial, sacando logaritmo.

par(mfrow=c(2,2})

plot(x=base 2%t,y=log(base 2§ufc 1) ,xlab="tiempo",ylab="log(ufc 1)",ylim=c(-4,3))
plot(x=base 28t,y=log(base 2%ufc_2) ,xlab="tiempo",ylab="log(ufc 2)",ylim=c(-4,3))
plot (x=base_ 2%t,y=log(base 2%ufc_3),xlab="tismpo",ylab="loglufc 3)",ylim=c(-4,6))
plot(z=base_28t,y=log(base_2%ufc_4),xlab="tismpe",ylab="loglufc 4)",ylim=c(-4,3))
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Donde se observa un dato atipico en ufc 3 (dato 15). Se analizan las correlaciones:
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#H t 11 12 13 14
# ot 1.0000000 -0.5880266 -0.95919658 -0.8492208 -0.9842355
## 11 -0.9880266 1.0000000 O0.0080834 0.7686893 0.0925222
## 12 -0.9919698 0.9969834 1.0000000 O©.80017b61 (.095b65084
## 13 —0.84892208 0.7686892 0.8001751 1.0000000 0.7752686
## 14 -0.9842355 0.9025222 0.995g5B4 0.7752886 1.0000000

Donde se observa que existe una marcada correlacion lineal entre el tiempo y cada

uno de los logaritmos de los valores medidos en cada ufc (valor absoluto mayor a

0.6).

Modelamiento

Para el modelamiento, se consideran los datos atipicos. Se propone:

loglufe;) =B+ 97 %t +¢

Donde i =1, 2, 3, 4 y ufci indica la medida en el ufci, t es el tiempo, mientras que €

es el error aleatorio. Ejecutando las regresiones, se tiene:

Tabla resumen de la regresion ufc(UFC/mL) vs. tiempo(dias).

R* beta 0 beta 1 pvbeta 0 pv-beta 1 pv-global
Ufe 1 09762 03763 -0.0299 0 0 0
Ufc 2 00840 00064 -0.0366 0 0 0
Ulc3 0.7212 14220 -0.0132 0 0 0
Ufc 4 08687 0.7880 -0.0351 0 0 0

Donde el valor de p valor 0 indica que este es muy pequeiio, menor a 0.005; ademas
el R? es elevado en todos los casos. Se observa que la regresion es significativa en
todos los casos. Se analiza también si se verifica la normalidad a través de una
prueba paramétrica (ShapiroWiilks) y una prueba no paramétrica (Lilliefors) en los

residuos a través de su p-valor:

##
## 1 ufc 1 ufc 2 ufc 3 ufc 4
##H 2 0.018 0.004 0.052 0.006
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Donde se observa que todos los valores son menores o casi iguales a 0.05, con lo que

se rechaza la hipdtesis nula de normalidad no cumpliéndose asi este supuesto.

#H

## 1 ufe 1 ufe 2 ufc 3 nfc 4
## 2 0.104 0.076 0.308 0.023

Donde se observa que en solo un caso se rechaza la hipoétesis nula de no normalidad.

Visualizacion de resultados

Se puede realizar el grafico de la curva exponencial correspondiente en cada caso:
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Asimismo, se puede observar las curvas exponenciales estimadas:
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Aproximacion exponencial
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Se grafica la relacion ufci vs. terrario usando sus aproximaciones debido a que se

cuenta con los datos para diferentes periodos de tiempo, lo que impide una regresion.
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Ufc vs. terrario

Se puede plantear regresiones no tan precisas, haciendo uso de predicciones.

Analisis preliminar

Se evaltia en graficos de dispersion terrario vs. ufc, y se obtiene:



108

<t <+
— (a] ] (8] o o
=] o 0 [T G
k- %0 o0 a o © s 5 o 2 E-‘ o %
@ ] T T T T T o T - T T T T T 1
02 0.6 1.0 14 04 0.6 0.8 1.0
terrario 1 terrario 2
< =
o @O =+ o
L o £ o ey 1R
5 S %O
i o
= = = T T T
0.6 0.8 1.0 1.2
terrario 3 terrario 4

Las graficas representan la relacion entre las UFC/kg y HTP de cada una de los 4 terrarios
del proceso de investigacion, en el cual se realizarda un modelamiento de regresion lineal para

cada uno de ellos.

Modelamiento

Ahora, se aplica regresion lineal teniendo en cuenta los atipicos, y se obtiene:

Tabla resumen de regresion de ufc vs. terrario.

R® beta 0 beta 1 pv-beta 0 pv-beta 1 pv-global
Ufc1 08280 -03983 1.2905 0 De--00 Oe+-00)
Ufc2 04760 -1.1528 2.5951 0 Oe4-00 Oe+00
Ufe3 02700 1.2608 1.1588 0 le-04 le-04
Utc 4 0.5409 -0.8831 2.7962 1] De<-00) (e4-00

En este caso, todos los coeficientes son significativos; sin embargo, debido a que se
usan aproximaciones, es notable que se tenga R? bajo, lo cual indica que es
inadecuado considerarlos en este caso. Se analiza también si se verifica la
normalidad a través de una prueba paramétrica (Shapiro-Wilks) y una prueba no

paramétrica (Lilliefors) en los residuos de su p-valor.
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##
## 1 Terrario 1 Terraric 2 Terraric 3 Terraric 4
## 2 0 0.001 0.018 0

Donde se observa que todos los valores son menores a 0.05, con lo que se rechaza la

hipétesis nula de normalidad incumpliéndose asi este supuesto.

#E
## 1 Terrario 1 Terrario 2 Terrario 3 Terrario 4
## 2 0.028 0.007T 0,236 o

Donde se observa que en un solo caso no se rechaza la hipotesis de normalidad.

Visualizacion de resultados

Se observa ahora una aproximacion lineal de cada caso:
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Finalmente, se muestra un grafico de curvas de nivel sobre el terrario vs. tiempo.
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Proyeccion curvas de nivel
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Analisis sin Outliers

Tiempo vs. terrario

Analisis preliminar

Se dibuja un grafico de dispersion para evaluar las relaciones preliminares.
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Donde aparentan un comportamiento del tipo exponencial; ademas, se observan

valores atipicos: en el terrario 1 y 3, y el dato 2, mientras que en los demas, el Gltimo

dato. Sacando logaritmo
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Para el modelamiento, no se consideran los datos atipicos; se evaluan las

correlaciones.

## t 11 12 13 14
## ot 1. 0000000 —0.7718446 -0.7847236 -0.7606889 -0.7072799
## 11 -0.7718446 1.0000000 O.6444850 0.8801877 0.67372317
## 12 -0.7847236 0.6444850 1.0000000 ©.5987574 0.74338838
## 13 -0.768068389 0.8801877 0.59876574 1.0000000 O.6077756
## 14 -0.TOT2799 0.6737317 0.743888B0 0.80777EE 1.0000000

Donde se observa que existe una marcada correlacion lineal entre el tiempo y cada

uno de los logaritmos de los valores medidos en cada terrario (valor absoluto mayor

a 0.6). Se propone:

loglter;) = Ba+ fy xt+¢

Donde i =1, 2, 3, 4 y teri indica la medida en el terrario i, t es el tiempo, mientras

que ¢ es el error aleatorio. Ejecutando las regresiones, se tiene:
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Tabla resumen de la regresion terrario vs. tiempo.

R* heta_ 0 heta_ 1 pv-heta_ 0 pv-beta 1 pv-glohal
Terrario 1 0.5806 0.0304 -0.0099 0.7760 0 0
Terrario 2 0.6554 -0.0573 -0.0070 0.3530 ] 0
Terrario 3 0.5820 0.1985 0.0117 0.1322 0
Terrario 4 0.5154 -(.3935 -0.0061 0.0000 ] 0

Donde el valor de p valor 0 indica que este es muy pequefio, menor a 0.005. Se
observa que la regresion es significativa en todos los casos. Sin embargo, en algunos,
el término independiente no es significativo; por ello, se vuelve a calcular las

regresiones.

Tabla resumen de regresion terrario vs. tiempo.

R* beta 0 beta_ 1 pv-heta_ 0 pv-beta 1 pv-global
Terrario 1 08166 NA -0.0085 NA 0 1]
Terrario 2 0.8708 NA -0.0078 NA 0 0

R® beta 0 beta 1 pv-beta 0 pv-beta 1 pv-global
Terrario 3 0.7287 NA -0.0093 NA 0 0
Terrario 4 (0.5154 -0.3935 -0.0061 0 { 0

Donde el valor de p valor 0 indica que este es muy pequefio, menor a 0.005. Se
observa mejoras en R2. Se analiza también si se verifica la normalidad a través de
una prueba paramétrica (Shapiro-Wilks) y una prueba no paramétrica (Lilliefors) en

los residuos a través de su p-valor:

it
## 1 Terraric 1 Terraric 2 Terraric 3 Terrario 4
#H 2 0.205 0.906 0.387 0.659

Donde se observa que todos los valores son mayores a 0.05, con lo que no se rechaza

la hipétesis nula de normalidad cumpliéndose asi este supuesto.

##
## 1 Terrario 1 Terraric 2 Terrario 3 Terraric 4
## 2 0.332 0.937 0.388 0.148
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Donde se observa que todos los valores son mayores a 0.05, con lo que no se rechaza

la hipotesis nula de normalidad cumpliéndose asi este supuesto.

Visualizacion de resultados

Se puede dibujar el grafico de la curva exponencial correspondiente en cada caso:
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Asimismo, se puede observar las curvas exponenciales estimadas:
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Aproximacion exponencial
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Tiempo vs. ufc

Analisis preliminar

Se dibujan unas graficas de dispersion para evaluar relaciones preliminares.
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Donde aparentan un comportamiento del tipo exponencial. Sacando logaritmo:
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Donde no se observa un dato atipico en ufc.

Modelamiento

2

-4 -1

2

-4 -1
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Para el modelamiento, no se consideran los datos atipicos. Se evaluan las

correlaciones.
H# £
1 £ 1.0000000 -0

#% 11 -0.8889751
## 12 -0.9919798
## 13 -0.8530084
## 14 -0.0842182

DD D e

11 12 13 14
.08807b1 -0,001979¢ -0.8530984 -0.9842182
.0000000 0.9976957 O0.7773926 0.9935731
LB076057  1,0000000 0,.8042289 0,0958872
LTITT35926  0.8042289 1.0000000 0.7781482
.9935731 0.9956872 0.7781462 1.0000000

Donde se observa que existe una marcada correlacion lineal entre el tiempo y cada

uno de los logaritmos de los valores medidos en cada ufc (valor absoluto mayor a

0.6). Se propone:

log(ufe;) =By + 5 =1 +¢

Donde i =1, 2, 3, 4, y ufci indican la medida en el ufci, t es el tiempo, mientras que €

es el error aleatorio. Ejecutando las regresiones, se tiene:
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Tabla resumen de la regresion ufc vs. tiempo.

R® beta 0 Theta 1 pv-heta 0 pv-beta 1 pv-global
Ufe1 009762 03763 -0.0299 0 0 0
Ufc2 00840 09064 -0.0366 0 ] 0
Ufed 07212 1.4220 -0.0132 i 0 0
Ufe4 09687 0.7880 -0.0351 0 0 0

Donde el valor de p valor 0 indica que este es muy pequeiio, menor a 0.005; ademas
el R? es elevado en todos los casos. Se observa que la regresion es significativa en
todos los casos. Se analiza también si se verifica la normalidad a través de una
prueba paramétrica (Shapiro-Wilks) y una prueba no paramétrica (Lilliefors) en los

residuos a través de su p-valor:

i
#HE 1 Ufc 1 Ufc 2 Ufc 3 Uic 4
## 2 0.018 0.004 0,082 0.008

Donde se observa que todos los valores son menores o casi iguales a 0.05, con lo que

se rechaza la hipdtesis nula de normalidad no cumpliéndose asi este supuesto.
##
#H 1 Ufc 1 Ufc 2 Ufic 3 Uic 4
## 2 0.104 0.076 0.306 0,023

Donde se observa que en un solo caso se rechaza la hipotesis de normalidad.

Visualizacion de resultados

Se puede realizar el grafico de la curva exponencial correspondiente en cada caso.
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Asimismo, se puede observar las curvas exponenciales estimadas:

Aproximacion exponencial
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Se grafica la relacion ufci vs. terrario 1 usando sus aproximaciones, debido a que se

cuenta con los datos para diferentes periodos de tiempo, lo que impide una regresion.



* —]
o o 4
5 ] p—
-
T T T T
04 0.6 0.8 1.0
terrario 1
=+ — o
- | _,,—-*""'
£ Ve
= 7 | T | |
04 0.6 0.8 1.0

Ufc vs. terrario

terrario 3

ufc 2

118

al !_/

S e e v e

0.3 05 0.7 09
terrario 2

i P

i —————— T

0.3 04 0.5 0.6

terrario 4

Se puede plantear regresiones no tan precisas haciendo uso de las predicciones.

Analisis preliminar

Se evaltia en graficos de dispersion terrario vs. ufc y se obtiene:
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En este, se aplica regresion lineal obviando los atipicos en 3 y 2, y se obtiene:
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Tabla resumen de la regresion de ufc vs. tiempo.

R® beta 0 beta 1 pv-beta 0 pv-beta | pv-global

Ufe 1 08288 -0.3983 1.2905 0.0000 0 0
Ufc 2 04854 -0.0691 2.2824 0.0001 0 0
Ufcd 05437 00286 3.6965 0.9203 0 0
Ufc 4 05547 -0.8694 2.7881 0.0000 0 0

En este caso, todos los coeficientes son significativos menos el independiente del

terrario 3. Ejecutando la regresion, se obtiene:

Tabla resumen de la regresion ufc vs. tiempo.

R* beta 0 beta 1 pv-beta 0 pv-beta 1 pv-global
Ufc 1 08288 -0.3983 1.2905 Oe++00 0 0
Ufc 2 04854 -0.9691 22824 le-04 0 0
Ufe 3 0.9206 NA 3.7469 NA 0 0
Ufc 4 0.5547 -0.83694 2.7881 De-4-00 0 i

En este caso, todos los coeficientes son significativos; sin embargo, ya que se usaron
aproximaciones, es notable que tengan R? bajo algunos modelos: ello indica que es
inadecuado considerarlos en este caso. Se analiza también si se verifica la
normalidad a través de una prueba paramétrica (Shapiro-Wilks) y una prueba no

paramétrica (Lilliefors) en los residuos de su p.valor:

## 1 Terrario 1 Terrario 2 Terrarioc 3 Terraric 4
## 2 0 o 0.193 o

Donde se observa que todos los valores son menores a 0.05 (excepto en el terrario 3),
con lo que se rechaza la hipotesis nula de normalidad incumpliéndose asi este

supuesto en tres de los cuatro terrarios.

##
## 1 Terrario 1 Terrarioc 2 Terrario 3 Terraric 4
## 2 0.028 0 Q.201 0

Donde se observa que solo en un caso no se rechaza la hipotesis de normalidad.
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Visualizacion de resultados

Se observa ahora una aproximacion lineal de cada caso.
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Finalmente, se muestra un grafico de curvas de nivel sobre el terrario vs. Tiempo.
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Anexo

Con outliers
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Figura 35. Correlacion de las variables tiempo, masa y consorcio bacteriano con

outliers.

En la figura 35, se muestra la correlacion de las variables masa de HTP, consorcio

bacteriano y tiempo para los 4 terrarios con outliers, en el cual el terrario 1 muestra

mayor porcentaje de degradacion de HTP.

Sin outliers

m Tr1
Tiem
Masa e . | Tr2
R/ — 0Ot | m Tra
.08
— 10.06
Consprdio bacteriano
— 0.04
-10.02
_ 0
‘\x\\




122

Figura 36. Correlacion de las variables tiempo, masa y consorcio bacteriano sin

outliers.

En la figura 36, se muestra la correlacion de las variables masa de HTP, consorcio
bacteriano y tiempo para los 4 terrarios sin outliers, en el cual el terrario 1 muestra

mayor porcentaje de degradacion de HTP.
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CONCLUSIONES

e Se determind el rendimiento de biorremediacion del consorcio bacteriano
Bacillus subtilis, Bacillus amyloliquefaciens y Agrobacterium tumefaciens en
suelo contaminado con petréleo crudo: en el terrario 1, un porcentaje de
biorremediacion de petrdleo de 73.40 %; en el terrario 2, de 29.50 %; en el
terrario 3, de 44.49 %; y en el terrario 4, de 59.29 %, utilizando el método del
Soxhlet (EPA 3540). En el terrario 1: HTP (63.76 %), en el terrario 2: HTP
(56.71 %), en el terrario 3: HTP (31.78 %) y en el terrario 4: HTP (73.76 %),
en el equipo cromatografia de gases (GC). El terrario 1 es el que tiene mayor

porcentaje de biorremediacion de petrdleo contenido en el suelo arenoso.

e Se determin6 que la influencia del comportamiento degradativo del consorcio
bacteriano Bacillus subtilis, Bacillus amyloliquefaciens y Agrobacterium
tumefaciens en la biorremediaciéon del suelo arenoso contaminado con
petrdleo crudo es mayor en comparacion con las otras cepas estudiadas del

Consorcio Bacteriano liofilizado — Ultra Archaea. Ultratech International Inc.

e Se reportaron las caracteristicas del consorcio bacteriano Bacillus subtilis,
Bacillus  amyloliquefaciens 'y  Agrobacterium  tumefaciens en la

biorremediacion del suelo arenoso contaminado con petréleo crudo.

e Se determindé que las condiciones de operacion del consorcio bacteriano
Bacillus subtilis, Bacillus amyloliquefaciens y Agrobacterium tumefaciens en
la biorremediacion de suelo arenoso contaminado con petroleo crudo
comprendieron la maxima acumulacion de COz: de 30 378 ppm en el terrario

1, aun pH de 6 y la temperatura de 22 °C.

e Se determindé que el porcentaje de biodegradacion del suelo arenoso
contaminado con petroleo crudo, utilizando el consorcio bacteriano Bacillus
subtilis, Bacillus amyloliquefaciens y Agrobacterium tumefaciens, fue en el

terrario 1 un porcentaje de biodegradacion de petroleo de 73.40 %.
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RECOMENDACIONES

Se recomienda:

* Implementar otras técnicas de deteccion de hidrocarburos para los suelos
contaminados con petroleo crudo; asimismo, utilizar diferentes pruebas
bioquimicas para la identificacion de diferentes microorganismos presentes
en estos suelos que degradan los hidrocarburos, asi como equipos de mayor

precision y resolucion.

* Realizar la investigacion de biorremediacion utilizando diferentes tipos de
suelos contaminados con diversas caracteristicas fisicoquimicas de petroleo

crudo.

* Realizar las mediciones del rendimiento de biorremediacion en un suelo

contaminado in situ con petrdleo crudo.

* Continuar realizando las pruebas experimentales, bajo otras condiciones de
operacion, asi como utilizando otros consorcios bacterianos similares y
materias primas para mejorar el proceso de biorremediacion en suelos
contaminados con petrdleo crudo, ademés de ampliar el conocimiento tedrico

y practico de la investigacion.

» Utilizar equipos automatizados, que tengan mayor precision y mediciones en
linea para evitar margenes de error en los resultados de cada uno de los

parametros de operacion.

» Utilizar una mayor concentracion del consorcio bacteriano Bacillus subtilis,
Bacillus smyloliquefaciens y Agrobacterium tumefaciens, porque implicaria
un mayor costo de operacion y no hay un aumento significativo en la

biodegradacion de contaminantes en el suelo.

» Realizar los analisis fisicoquimicos en laboratorios certificados con métodos

de analisis validados para la obtencion de resultados mas precisos y Optimos.
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Seguir investigando la biorremediacion en suelos contaminados con petroleo,
para mejorar el tiempo del proceso de descontaminacion de los suelos o para
implementar soluciones que puedan ser aplicadas por diversas empresas

petroleras o petroquimicas con el fin de preservar el bienestar de la sociedad.

Optimizar el proceso de biorremediacion utilizado complementando el
proceso biologico con otros procesos fisicoquimicos, con el fin de que se
continle realizando el aporte biotecnologico para el cuidado del

medioambiente y de los diversos ecosistemas terrestres, acudticos y aéreos.

Realizar el proceso de biorremediacion en suelos contaminados con petroleo
crudo, superando las limitaciones técnicas y econdmicas utilizando sistemas
de medicion de alta tecnologia y exactitud, adecuados para ser medidos en
laboratorio y en campo para el monitoreo de los parametros de operacion de

dicho proceso, por el bienestar y salud de los seres vivos del medio ambiente.
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Problema

Objetivos

Hipotesis

Variables

Indicadores

Instrumentos de
recoleccion de datoS

Problema Principal

Objetivo Principal

Hipétesis Principal

. La eficiencia de biorremediacion del

Variable Dependiente

. Biorremediacion en

Rendimiento

de

biodegradacion de petrdleo

(Cudl es la  eficiencia  de| peterminar la eficiencia de | consorcio bacteriano (Bacillus subtilis, | suelos arenosos crudo (% Hidrocarburos | . Soxleth
biorremediacién del consorcio biorremediaciéon del consorcio | Bacillus amyloliquefaciens y | contaminados con totales de petrdleo). Cromatoerafo de
bacteriano (Bacillus subtilis, Bacillus bacteriano  (Bacillus subtilis, | Agrobacterium tumefaciens), lograra un | petrdleo crudo Concentracion de Cases (Gé”)
amyloliquefaciens -y Agrobacterium Bacillus  amyloliquefaciens  y|rendimiento biodegradacion de 60% en hidrocarburos totales de
tumefaciens) en  suelo  arenoso Agrobacterium tumefaciens) en |suelo contaminado con petroleo crudo. petroleo (HTP) (g/L).
contaminado con petréleo crudo? .

suelo arenoso contaminado con

petroéleo crudo.
Problemas Secundarios Hipédtesis secundaria Variable

Determinar la influencia del| 15 influencia del comportamiento | Independiente . Conteo de UFC/kg de

I ¢En qué medida influye el|comportamiento degradativo del degradativo del consorcio bacteriano | . Biorremediacion del | suelo contaminado . Conteo de
comportamiento  degradativo  del | consorcio bacteriano (Bacillus (Bacillus subtilis, Bacillus | consorcio bacteriano microorganismos.
consorcio bacteriano (Bacillus subtilis, | subtilis, Bacillus amyloliquefuciens vy Agrobacterium | (Bacillus subtilis,
Bacillus amyloliquefaciens y | amyloliquefaciens Y um efaciens) permitii una adecuada | Bacillus

Agrobacterium tumefaciens) para la

Agrobacterium tumefaciens) para

eficiencia para la biorremediacion en

amyloliquefaciens y

biorremediacion en suelo arenoso|la biorremediaciéon en suelo . ) )
) ) suelo arenoso contaminado con petroleo | Agrobacterium
contaminado con petréleo crudo? arenoso contaminado con )
) crudo. tumefaciens).
petroéleo crudo.
Las caracteristicas del conosrcio | Variable . Conteo de UFC/kg de
2. ;Como determinar las caracteristicas | . Determinar las caracteristicas |, teriano (Bacillus subtilis, Bacillus | Independiente suelo contaminado

del cOonsorcio bacteriano
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del consorcio bacteriano (Bacillus | (Bacillus  subtilis, Bacillus | amyloliquefaciens Agrobacterium | . Caracteristicas . Dosis del consorcio de . Conteo de
yloliq y g - )
subtilis, Bacillus amyloliquefaciens y | @myloliquefaciens Y| tumefaciens), permitira una adecuada | fisicoquimicas del bacterias (%). MICTOOTEAnISMOs.
. . Agrobacterium tumefaciens) para o . . . . .
Agrobacterium tumefaciens) para la . L, eficiencia para la biorremediacion en | suelo contaminado. . Concentracion de CO; del |. Medidor de CO».
) o la Dbiorremediacion en suelo medio (ppm)
biorremediacion en suelo arenoso arenoso contaminado con | suelo arenoso contaminado con petréleo pp
contaminado con petréleo crudo? petroéleo crudo. crudo.
Las condiciones de operacion del| Variable . Temperatura del proceso |. Termdémetro
3. Cudles son las condiciones de|. Determinar las condiciones de | qnsorcio bacteriano (Bacillus subtilis, | Independiente de biodegradacion. - Medidor de pH
’ .pH
operacion del consorcio bacteriano | operacion del CONSOICIO | B, ithuss amyloliquefaciens y|. Condiciones de P
(Bacillus subtilis, Bacillus | bacteriano  (Bacillus  subtilis, Agrobacterium tumefaciens), permitiré | operacion de (Bacillus
amyloliquefaciens y Agrobacterium | Bacillus  amyloliquefaciens y una adecuada ecficiencia para la|subtilis, Bacillus
tumefaciens) para la biorremediacion | Agrobacterium tumefaciens) para |, . ., . .
£ ) P & e )p biorremediacion en  suelo  arenoso | amyloliquefaciens y

en suelo arenoso contaminado con|la biorremediacion en suelo . 3 .

contaminado con petréleo crudo. Agrobacterium
petroleo crudo? arenoso contaminado con .

tumefaciens)
petréleo crudo.

. El porcentaje de biodegradacion del | Variable Rendimiento de
4. Cual es el porcentaje de|. Determinar el porcentaje de|consorcio bacteriano (Bacillus subtilis, | Independiente biodegradacion en petroleo
biodegradacion del consorcio | biodegradacion  del  consorcio | g, ;7 amyloliquefaciens ¥ | . Porcentaje de crudo (% Hidrocarburos | . Soxleth
bacteriano (Bacillus subtilis, Bacillus | bacteriano  (Bacillus  subtilis, Agrobacterium tumefaciens), permitird | biodegradacion del totales de petrdleo). Cromatbgrafo de
amyloliquefaciens y - Agrobacterium | Bacillus — amyloliquefaciens y una adecuada eficiencia para la|consorcio bacteriano . Concentracion de Gases (GC)
tumefaciens en suelo  arenoso | Agrobacterium tumefaciens) en|. . L . . hidrocarburos totales de

£ ) & £ ) biorremediacion  en  suelo  arenoso | (Bacillus subtilis, tréleo (HTP) (/L)

contaminado con petréleo crudo? suelo arenoso contaminado con . 3 . petrolco gL

contaminado con petréleo crudo. Bacillus

petroéleo crudo.

amyloliquefaciens y
Agrobacterium
tumefaciens) en suelo

con petroleo crudo
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Variables Definicion Conceptual Definicién Operacional Dimensiones Indicadores Unidades
Escala
Consorcio bacteriano Asociacion de dos o mas procariotas o Es un conjunto de dos o Comportamiento Degradacion de Bacillus
bacterias viviendo en simbiosis intima mas microorganismos de degradativo. subtilis
(Madigan et al., 2003). diferentes caracteristicas Degradacion de Bacillus
Bacillus subtilis, Bacillus que en pueden coexistir amyloliquefaciens
amyloliquefaciens y para degradar Degradacion de Valroativo (+/-)
Agrobacterium hidrocarburos. Agrobacterium
tumefaciens tumefaciens
Caracteristicas Conteo del consorcio UFC/mL
bacteriano
Forma Nominal
Aspecto Nominal
Propiedades
Condiciones de operacion pH 0-14
T 0°C —25°C
COz 500-27000 ppm

Biorremediacion del

Es un proceso que consiste en promover la
conversion de compuestos contaminantes

en energia, masa celular y en productos

Es un proceso que utiliza
microorganismos

eficientes para realizar la

Eficiencia de

biodegradacion

Porcentaje de
concentracion de

degradacion

%
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consorcio bacteriano
(Bacillus subtilis,
Bacillus
amyloliquefaciens y
Agrobacterium
tumefaciens) en suelo
arenoso contaminado

con petroleo crudo.

biolodgicos inofensivos e inocuos (Rahman

etal., 2001).

degradacion de cadenas

hidrocarbonadas.

Propiedades del suelo

Fisicas

Quimicas
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Anexo 2. Ficha 1: Registro de Datos de Analisis de Suelo Arenoso.

UNIVERSIDAD NACIONAL AGRARIA LA MOLINA
FACULTAD DE AGRONOMIA - DEPARTAMENTO DE SUELOS
LABORATORIO DI ANALISIS DE SUELOS. PLANTAS, AGUAS Y FERTILIZANTES

ANALISIS DE SUELOS : SALINIDAD

Pracedencla

Departamento :  LIWA Provincia: CALLAC

Distrito VENTANILLA Predio : PLAYA

Referencia H.R. BOT10-1805-23 Solicitante:  UNIVERSIDAD NACIONAL DE INGENIERIA

Meimere da Muestra C.E. Analisis Mecanico Catignes Cambiables Sume | Sume | %

Lab. Campo a5im |acenal Limo | Arcilla | Textura | pH [C8CO4 MO. | P K o |Ca" Mg™| K | Na' JP e H e | de |estoe
151 % % % 11 % % ppm | ppm megtildg Cetones| Bsees | Bases

10434 11.92] 99 1 [] A 733] 00g| 014 | 82 [176 ]| 256 Joo7[essfo45]030] oo0 | 256 [258] 100

A= Heera ;A Fr= Arena Frence § FriA = France Arenost; Fr, = Franco,; Frlo = Frenco Limese 'L = Limoan ; FrArA, = Franco Anclio Aroncss | FLAr = Francs Ardlicss,
Fr.ark, = France Arclic Lmesa : Arh = Arcilia Arencss  ArL. = Arollo Limase | A = Arclloso

Mo | Satu- CE: Cationes Sclubles megl) Aniores Solubles meq/l) Bam | ¥ess
Muest | racién | Pasta | Ext.5t Soluple] Soluble | PS5
Lab | % | sat |dsim|Ca® | Mg*| &' | Na® |suma|NOy |codHoos S0 | ©F |sumal pm | w
10434] 30 | 7.01 | 33.56|24.60|46.67 [ 584 | 26627 (321,52 0.18 | 0.00 | 412 | 1.90 [350.00]356.20] 2.81 | c.00 [11.88
La Mofing, 25 J8 Seffembra dal 2023
EX Constantino Cald§ron Mendoza
¥ Jefe da Laboratorio
——

UNIVERSIDAD MACIONAL AGRARIA LA MOLINA
FACULTAD. DE AGROMOMLA
LABGRATORI) DE AMALIZIS DE SUELDS, PLANTAS, AGUAS Y FERTILIZANTES

INFORME DE AMALISIS ESFECIAL EN SUELO

SCH ITANTE LININERSIDA D saCiCal [HE BaGEREHTA
FRIOCEDEMCLA LIS CALLADY WENTARLLAT PLAYE
REFERERCLA i M. ROF
FECHA 2aMEVIZD
f MOmeeoWussya | Cu- | We e o ar
Lah TR [ 1TE = F5 e, (-3 den
et ppm EpImE ppm Il['%'"_ L_Bem__
kD r\ ] (] ] 0.4 L78
Honweo Mustirs cu Mo | Fee | Zee B~
Lab et bt bodal botal btal sobal
I ] BRI )BT ppm
=59 3 | BvEr [iesaior| 33us | 497
[ HomcowWuesta B Cr [+] Fo or | Gd
Lab Tl total folall bolal =, agua- | 5ol agea ] sol agua
ERm LI ] L pEn g |
(e 9.03 ?ﬂiu [T [k i I3
M e o-koista [T
Lah Chaeiis (LS R MG, =l todzdes HAl Poooasdad
o o e ERm ]
ACs 34 .35 287 ol 23451 20 4446 AT A E
* Micronutrienbes dicoonibies: Sok arackanta Agre Sdndos Infamnabegat (AS11 o Huser pars sk
- Mo b ord iotalag 1 A RO (1-5) pars susis,

Canstanting Ca w Mendoza




139

Métodos seguidos en el Analisis de Suelos

1. Textura de suelo: % de arena, limo y arcilla: método del hidrometro.

2. Salinidad: medida de la conductividad eléctrica (CE) del extracto acuoso en la
relacion suelo:agua 1:1 o en el extracto de la pasta de saturacion(es).

3. pH: medida en el potenciémetro de la suspension suelo:agua relacion 1:1 o en
suspension suelo:KCI N, relacion 1:2.5.

4. Calcareo total (CaCOs3): método gaso-volumétrico utilizando un calcimetro.

5. Materia organica: método de Walkley y Black, oxidacion del carbono orgéanico con
dicromato de potasio. %M.O. n%Cx1.724.

6. Nitrogeno total: método del micro-Kjeldahl.

7. Fosforo disponible: método del Olsen modificado, extraccion con NaHCO;05M, pH
8.5.

8. Potasio disponible: extraccion con acetato de amonio (CH3-COONH4)N, pH 7.0.

9. Capacidad de intercambio catioénico (CIC): saturacion con acetato de amonio (CHs-
COOCH4)N; pH 7.0.

10. Ca*, Mg*, Na', K* cambiables: reemplazamiento con acetato de amonio (CH3-
COONH4)N; pH 7.0 cuantificacion por fotometria de llama y/o absorcion atémica.
11. Al** + H": método de Yuan. Extraccion con KCI1. N

12. Tones solubles:

a) Ca™, Mg*?, K*, Na* solubles: fotometria de llama y/o absorcion atémica.

b) Cl, COs;~, HCOs3~, NOs solubles: volumetria y colorimetria, SO4 turbidimetria con
cloruro de Bario.

c¢) Boro soluble: extraccion con agua, cuantificacion con curcumina.

d) Yeso soluble: solubilizacién con agua y precipitacion con acetona

Equivalencias:

1 ppm = 1 mg/kilogramo

1 millimho (mmho/cm) = 1 deciSiemens/metro

1 miliequivalente/100g = 1 cmol(+)/kg

Sales solubles totales (TDS) en ppm 6 mg/kg = 640 x CEes

CE (1:1) mmho/cm x 2 = CE(es) mmho/cm



Tabla de Interpretacion

Salinidad
Clasificacion del Suelo CE(es)
* muy ligeramente salino <2
* ligeramente salino 2-4
* moderadamente salino 4-8
* fuertemente salino >8
Reaccion o pH
Clasificacion del Suelo pH
*fuertemente acido <5.5
*moderadamente acido 5.6-6.0
*ligeramente acido 6.1-6.5
*neutro 6.6-7.0
*ligeramente alcalino 7.1-7.8
*moderadamente alcalino  7.9-8.4
*fuertemente alcalino >8.5

Materia Fosforo Potasio
organica disponible disponible
Clasificacion % ppm P ppm K
*bajo <2.0 <7.0 <100
*medio 2-4 7.0-14.0 100-240
*alto >4.0 >14.0 >240
Relaciones Cationicas

Clasificacion K/Mg  Ca/Mg
*Normal 0.2-03 59
*defc. Mg >0.5
*defc. K >0.2
*defc. Mg >10
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Clases Texturales

A = arena Fr.Ar.A. = franco arcillo
arenoso

A. Fr = arena Fr.Ar. = franco arcilloso

franca

Fr. A = franco Fr.Ar.L. = franco

arenoso arcilloso limoso

Fr. = franco Ar.A. = arcilloso arenoso

Fr. L. = franco Ar.l: = arcilloso limoso

limoso

L =1limoso Ar. = arcilloso

Distribucion de

Cationes %

Ca'?=60-75
Mg = 15-20
K*=3-7

Na* =<15
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Anexo 3. Ficha 2: Registro de Datos de Analisis de Petroleo Crudo.
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Anexo 4. Ficha 3: Hoja de Cadena de Custodia — Empresa SAG Peru S. A. C.

ﬂm L CADENA DE CUSTODIA DE MONITOREO - DE AGUAS Y SUELOS e
Pagna._. da ...
Cliente: - (I [ WERS{HAD NACiowAlge (NE.  Contacto: ; gy, E-miail: MWTM.{'LGIE LOECE T 2
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i
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Anexo 5. Ficha 4 — Registro de Resultados de medicion de CO; y pH.
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Muestra Dia Hora (pm) CO; (ppm) pH T (°C)
17-07-2023 12:00 502 5.5 23
1 20-07-2023 12:00 1011 6 23.5
17-07-2023 12:00 503 5 22
2 20-07-2023 12:00 1180 5 24
17-07-2023 12:00 504 5 23.5
3 20-07-2023 12:00 1275 5 23
17-07-2023 12:00 506 5.5 23
4 20-07-2023 12:00 1191 5.5 22
Muestra Dia Hora(pm) CO:(ppm) pH T (O
31-07-2023 12:00 2509 5.5 22.3
1 02-08-2023 12:00 3127 5.5 21
31-07-2023 12:00 2718 5 22.5
2 02-08-2023 12:00 3348 5 22
31-07-2023 12:00 2999 5.5 21.5
3 02-08-2023 12:00 3598 5 21.8
31-07-2023 12:00 2850 5 21.5
4 02-08-2023 12:00 3459 5 21.6
Muestra Dia Hora (pm) CO: (ppm) pH T (°C)
15-08-2023 12:00 8197 5.5 21.5
1 17-08-2023 12:00 10414 5 20.5
15-08-2023 12:00 8009 5.5 21.5
2 17-08-2023 12:00 8790 5.5 21
15-08-2023 12:00 8458 5.5 21
3 17-08-2023 12:00 10821 5.5 20
15-08-2023 12:00 8481 5 21
4 17-08-2023 12:00 9776 5 19.5
Muestra Dia Hora (pm) CO: (ppm) pH T (°C)
28-08-2023 12:00 14659 6 20.5
1 31-08-2023 12:00 15859 6 22
28-08-2023 12:00 11976 5.5 20.2
2 31-08-2023 12:00 12858 6 21
28-08-2023 12:00 15173 5.5 20.3
3 31-08-2023 12:00 15943 5.5 21
28-08-2023 12:00 13304 5.5 20.1
4 31-08-2023 12:00 14296 5.5 22

Muestra Dia Hora (pm) CO: (ppm) pH T (°C)
24-07-2023 12:00 1529 5.5 22.5
26-07-2023 12:00 1991 6 22
24-07-2023 12:00 1651 5 21.5
26-07-2023 12:00 2159 5.5 22
24-07-2023 12:00 1981 5 23
26-07-2023 12:00 2502 5 22
24-07-2023 12:00 1749 5.5 24
26-07-2023 12:00 2294 55 21
Muestra Dia Hora (pm) CO: (ppm) pH T (°C)
07-08-2023 12:00 3714 5.5 21
1 09-08-2023 12:00 4695 5 21.5
07-08-2023 12:00 4145 5.5 21
2 09-08-2023 12:00 4971 55 22
07-08-2023 12:00 4382 5 21
3 09-08-2023 12:00 5354 5 22
07-08-2023 12:00 4533 5 21
4 09-08-2023 12:00 5535 5 21.5
Muestra Dia Hora (pm) CO: (ppm) pH T (°C)
21-08-2023 12:00 13335 5.5 20.5
1 23-08-2023 12:00 13937 5.5 19
21-08-2023 12:00 10374 5.5 20.3
2 23-08-2023 12:00 11190 5.5 20
21-08-2023 12:00 13338 5.5 20
3 23-08-2023 12:00 14550 5.5 20
21-08-2023 12:00 11155 5 21
4 23-08-2023 12:00 12480 5.5 20
Muestra Dia Hora (pm) CO: (ppm) pH T (°C)
04-09-2023 12:00 17090 6 20
1 06-09-2023 12:00 17718 5.5 20
04-09-2023 12:00 13750 5.5 20
2 06-09-2023 12:00 14247 5.5 20
04-09-2023 12:00 17234 5.5 20
3 06-09-2023 12:00 18010 5.5 20
04-09-2023 12:00 15421 5.5 20
4 06-09-2023 12:00 16196 5.5 20
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Muestra Dia Hora (pm) CO; (ppm) pH T(°C)

Muestra Dia Hora (pm) CO: (ppm) pH T (°C)
11-09-2023 12:00 18753 5 18.5
18-09-2023 12:00 20156 6 19.5
1 13-09-2023 12:00 19307 5 19
1 20-09-2023 12:00 20663 6 19
11-09-2023 12:00 15441 5.5 18.6
) 18-09-2023 12:00 16581 55 20
13-09-2023 12:00 15945 5.5 19
2 20-09-2023 12:00 17107 5.5 20
11-09-2023 12:00 18650 5 18.2
18-09-2023 12:00 19641 6 20
3 13-09-2023 12:00 19120 5 19
3 20-09-2023 12:00 20153 6 19.5
11-09-2023 12:00 17137 5.5 18.8
18-09-2023 12:00 18417 6 19
4 13-09-2023 12:00 17691 5.5 19
4 20-09-2023 12:00 18925 6 20
Muestra Dia Hora (pm) CO: (ppm) pH T(°C) Muestra Dia Hora(pm)  CO:(ppm) pH T(°C)
25-09-2023 12:00 21391 6 19.5 03-10-2023 12:00 25864 55 21
1 27-09-2023 12:00 23764 6 21 1 10-10-2023 12:00 26356 6 22
25-09-2023 12:00 17761 5.5 19.5 03-10-2023 12:00 19919 6 21
2 27-09-2023 12:00 18843 5.5 21 2 10-10-2023 12:00 20579 6 22
25-09-2023 12:00 20686 55 19 03-10-2023 12:00 23798 5 21
3 27-09-2023 12:00 22355 5.5 21 3 10-10-2023 12:00 24334 55 22
25-09-2023 12:00 19627 6 19 03-10-2023 12:00 22242 55 215
4 27-09-2023 12:00 20938 6 21 5 10-10-2023 12:00 22756 6 225
Muestra Dfa Hora (pm) CO: (ppm) pH T (O Muestra Dia Hora (pm) CO; (ppm) pH T (°C)
17-10-2023 12:00 27156 6 20 30-10-2023 12:00 28422 6 20
1 24-10-2023 12:00 27654 5 22 1 07-11-2023 12:00 28907 55 20
17-10-2023 12:00 21179 5 20 30-10-2023 12:00 22412 5.5 20.5
2 24-10-2023 12:00 21717 5 21 2 07-11-2023 12:00 22937 5 20
17-10-2023 12:00 25041 5.5 21 30-10-2023 12:00 26266 6 21
3 24-10-2023 12:00 25548 5 21 3 07-11-2023 12:00 26726 5 20
17-10-2023 12:00 23383 6 21 30-10-2023 12:00 24550 55 20
4 24-10-2023 12:00 23900 5 21 4 07-11-2023 12:00 25030 5 21
Muestra Dia Hora (pm) CO; (ppm) pH T (°C)
1 05-12-2023 12:00 30378 6 22
2 05-12-2023 12:00 24486 5.5 22
3 05-12-2023 12:00 28248 5 22.5
4 05-12-2023 12:00 26635 6 22.5




Tabla CO; (ppm) Acumulado vs. Tiempo (dias)

Muestra Dia Hora (pm) CO:2 (ppm) pH T (°C)

14-11-2023 12:00 29420 5.5 21

1 21-11-2023 12:00 29904 5 22
14-11-2023 12:00 23447 5 21

2 21-11-2023 12:00 23984 6 22
14-11-2023 12:00 27197 5 22

3 21-11-2023 12:00 27724 6 22
14-11-2023 12:00 25490 5.5 22

4 21-11-2023 12:00 26017 5.5 22.5
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Tiempo
(dia) CO: (1) C0O22) COx(3) C0O:(4)

0 502 503 504 506

3 1011 1180 1275 1191
7 1529 1651 1981 1749

9 1991 2159 2502 2294
14 2509 2718 2999 2850
16 3127 3348 3598 3459
21 3714 4145 4382 4533
23 4695 4971 5354 5535
29 8197 8009 8458 8481
31 10414 8790 10821 9776
35 13335 10374 13338 11155
37 13937 11190 14550 12480
42 14659 11976 15173 13304
45 15859 12858 15943 14296
52 17090 13750 17234 15421
54 17718 14247 18010 16196
58 18753 15441 18650 17137
63 19307 15945 19120 17691
65 20156 16581 19641 18417
70 20663 17107 20153 18925
72 21391 17761 20686 19627
77 23764 18843 22355 20938
79 25864 19919 23798 22242
85 26356 20579 24334 22756
92 27156 21179 25041 23383
101 27654 21717 25548 23900
108 28422 22412 26266 24550
115 28907 22937 26726 25030
121 29420 23447 27197 25490
128 29904 23984 27724 26017

135 30378 24486 28248 26635
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Anexo 6. Ficha 5 — Registro de Resultados de medicion de Analisis Microbiolégico.
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w INNOYA BIOTECH AGRG 5.A.C.
INFOEME DE SERVICIO (2 DE 1)

OEDEN DE SERVICTO - (fid4%
N.EXP. S5IAF: 5561

EFF SERVICTO DF ANALISIS DF MUESTRAS PAR A FL PROYFCTO DE
NVESTIGACTON FORAMATIVA 1023 - FIPGE - FFR — 02 — 1023,

INFPOEME 1: SERVICIO DE ANALIETS FN LABOEATORID DE PCR EN CEPAS

BACTERIAMNAS
PARA : UHNIVERSIDAD NACTONAL DE INGENIERTA
RULC ; T01eaand3se
ATENCION KMAGISTER JAQUFLIWE HEIDY CHIRRE FI.ORES
FECHA : 15 DF JULIO 2023

[ EEFORTE DE TANONOMIA MOLECULAR DE BACTERIAS

MUESTRAS RECTEIDAS.

= Cepas bactenas, puras aisladas ¥ romlades cpema:

HACTHRLAS

R | LR O SRR TR, DR T S R R S THINTTR

1 LT | HE:
r LRl Hi2
] L EA (et}

ANAT SIS REALTZADOS:

1. Extraccion de ADN penomzica.

1 Amplificacion del gen del ARNT 165 (bactertas) por PCE.

3. Purificacton del amplicon

4. Semenciacion de dos sentidos.

5. Analisis ds las secuencias en bancos de datos (GenBank del NCEI) mediante

afineamisnto de homologa usande el BLAST (Basic Local Aliprment Search Tool).
RESULTADOS DE ANALISIS:

El proceso de extraccion de ADN genomice {ADNg) permitio 12 obtencion de um pellet
da ATINE visibls para todas las popesimas

I TR b R Bt ke, Wi Tl i B B bt 37, s (i, .. T O (FalG o DE &



Los ADHg fieson extzidos exitosamente, 2 amplifico el gen del ARNT 165 mediante
DCE. Loz prodactos de PCE oo separades en un gel de agaresa al 1.2 % La oo
amplificacion de ios controles de extmaocion vdel contro] negative ds PR (C-), indicamn
que la extraccion de ATNE v iz PCE foerca realizados cmmectamente. Asmrisme, fa
amplificacien del costrol pesitive de PCR (C+) indica gae la PCE. ce realizode forma

Ccorr=Ca

Las popestras de amplicones fusror conservados a -20°C hasta 51 ervio 2 Ia empresa de

Macrogen Forsa. Los amplicones se codificaren como:

el IO
e CUE RS O RO L
: [ SR B AT T
LTI
1 LI 1 1R
r Ll & ik
% [T (L]

Las secusncias :Eemxlaﬁﬂdusdemduq!u&mtthmm‘mﬂ:m oiveles de pureza

adecuados para realizar el analisis gemenico.

Despues da la edicion de las secuencias mediants Mepa il se procedio a la reconstruccion

dal armplicon.

Las secusncias foeron analizadas mediande el programa MNucleptide BIAST del MiTHI

0 i

s
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CONCLUSIONES:
EACTERIE
[ CODIGo CODIGD DE mmmﬂmmwmmth.mum.m
IE SECUENCLAMIENTO Seore | Soore walne Lem
MUESTRA
| 1 BR1 Bocilus sviciquatbeians - | 2671 | 2571 | 9% | oo | S|k | M | RODI38SL
2 Ap'mmrnn'rr
1 24, BR3 1 A
_ fumefociens I3 g% ik ] EoR 1447 KMEEE53 ]
€ U3 BR2 Boaiius s 20 24580 5% {2k 1] TR 1314 KI%ETL06.2

1
JESST YOLANDK CLATDIO FOMSECK
EIOLOCO MICROBIDLOCO
GEFENTE GEMERAL

T AOTECT i Pl S, Tk Vills Dnbrerusarie b B e 37 Lo Volives, [iss. TILF. ¥ i3I0 Fad 4 BE 4

e T A e T T 2 T e TR, S et L I S 3T AL AT TR
T T A, T T T A e T e T e e e T e T e T T T T i s T A CICH T e~ i T bl e AT
AR R, T A A A T T R T T A R T T T T s AU T T B AT A S e e R S LR A P B P T A
AT AT R A TEAIT T A T A ST T A I T R o T AT AT A T S A T A e T ST IR IT e AT AS ST
LT g ITiL T T T T A R I S AT ST Al S T A RITTTT TR R AL ERRARR T AL

AT

=HAZ)IXI]-008 ADLS BRI 27F.abl L
=HA2TXAL-008 C053 BRI 14738 abl 772

SIOTTTIAT [ 2R
A T S T T T Ay e O e A ST AR T T o T e A T A B TR A A AT T Tk TR Bk i B ST O T T ST TTRAT
rm:rmmﬂ:Tmmmmmmwmmmmm:Tm

e Wl O I M O A A TATT IR AT = AT AR L

TR EOCT TALR I T
&wumwmmmnmmmummﬂn TR TAAND

SEISIETTTARD (L AT e A A T A N T A CT T T T AT B P R ITA T S (AL T ROl Al BT BAAT TR
B 25T TARAT T T O R A T AT T O e D R T AL T TR T A T T A T A L T W T LA D T R A A AT DR T,
A B T T T A . T o T TR T T A o i e, T A B T T e T R A T T B ST T T e A T B T AT TR B LA T T

AR T E e T RIS I A TT A, 313
TR A TR T A T T T T AT T AR O ™ R O e T W AR TR T AT T T RIS T T oo
Mﬂ.‘l‘l’l‘l lmummrmmmTum‘mmmmrmmlmm

ORI e A O T e ST ST AT AT T T A O TR ™ A A g T TR A DA T TR TV B AT e WA TR A e T, ™ ST D T A T
A A A T T e S T A T T o o A T T P T TR Tl A T T s B T A T e T T A T e TS T T A ST AL T LTS A S
T A e S e L T A A TR A T T o e O A TR T AL T IS B T i S g e ™ AT ST A O AT TS

R AR T T AN A AT L RIS e s T TS A S = T T Tk 0 T el T A TR OO i,

TR A R e T LT T A T LT e S T R DO e AT AT T
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w INNOVA BIOTECH AGRO S.A.C.
INFOEME DE SERVICTO {2 DE 2)

OREDEN DE SERVICIO IN° (D 424%
N.EXP SIAF: 8561

EEF.  SERVICTO DE ANALISIS DE MUESTRAS PARA FL, PROYECTO DE
INVESTIGACION FORMATIVA 2023 - FIPGE — FFE — 02 - 2023,

INFORME - SERVICIO BE ANALISIS FN LABORATORI DE PCE EN CEFAS

BACTERIANAS
FARA ; TUNIVERSIDAD NACTONAL DE INGENTERIA
REUC x TO16E0d 359
ATENCION MAGISTEE JAQUELINE HEIDYW CHIRRE FLOERES
FECHA £ 15 DE JULECk, 2023

| FEPOERETE DE TAKONOMIA MOLECULAR DE BACTERIAS

MITESTEAS RECTBIINAS.

= Cepas bacternas, paras aisladas ¥ rosalados como:

NACTHRIAS

r | O DR BT, CEE R TR SR I AT T

1 LBl 1 Hka
= Ll £ i
1 LB41 A, HE
ANALISIS REALIZADOS:
Extraccion e AT genommico.

i

2. Awpplificacion del gen del ARMr 165 (bacterias) por POE

3. Purificacion del amplicon

4. Semencacion de dos senfidos.

5. Analiss de las secuencias en bancoes de datos (GenBank del WCET) mediante
alinsamiiznte da homologa wsande &1 BLAST (Basic Local Aligrment Search Tool).

RESULTADOS DE ANALISTS:

El procesa de exntraccion de ADN gendmico (ADHE) permitio la obtencion de un pelles
de ADNE visivis para todas las oesizas

TS0 TR afiBh Sl Uek Vilks Tebverul s b 0 e T7 Low (e, [ive TLE. S HO S Faln | DE 4
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CONCLUSIONES:

BACTERIAS

N*| CODIGO CODIGO DE NOMBRE CIENTIFICO Max | Total | Query E Per. Ident | Acc Agcession
DE v Score | Score | Cover | valme Len
MIUESTEA

1 UMl 1 BR1 Baciltus amyloliguefaciens 2671 2671 ook 0o 50.86% 1455 Fi705346.1

! UNI E& BR3 Agrobactemn 2573
tumefaciens 2573 oo oo 90.58% 1447 KMES4B53.1
= UMNI 5 BR2 Bacillus subtilis 2460 2450 oE% 0o 97.71% 1514 KIS67106.2

I.'} JI

s e e et
|
JESSI YOLANDA CLAUDIO FONSECA

¥

BIOLOGO MICROBIOLOGOD
GERENTE GENERAL

INNOVA BIOTECH AGRO SAT. Tk, Vills Usiversitaria MR fobe I7, Low Olives, Lima. TILF, 975359561

PAG 4DE 4
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Fotos del Consorcio bacteriano en el proceso de degradacion del petroleo crudo

=l 11 g
Placa de agar hicrome con las cepas en conteo durante la cinética de degradacion: las
cepas Bacillus subtilis con coloracion verdosa y las de Bacillus amyloliquefaciens con

colonias redondeadas con bordes irregulares amarillentos

Placa de agar cetrimide con las cepas en conteo durante la cinética de degradacion:
Pseudomonas con colonias poco translucidas, elevadas con bordes irregulares y brillo

tornasolado verdoso.
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Placa de agar nutritivo con cepas de heterdtrofos viables totales
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Tablas de UFC/mL en los terrarios

Promedio de conteo por triplicado de UFC/mL del terrario 1.

Promedio
Tiempo  Agrobacterium Bacillus Bacillus Heterétrofos Bacterias
(Dias) Tumefaciens Subtilis Amyloliquefaciens Viables Oleofilicas
(10%) (10%) (10%) (109 (10%)
0 1.37 2.72 1.30 6.28 1.80
3 1.13 2.52 1.24 6.46 1.63
7 0.955 2.23 1.06 6.84 1.41
9 0.841 2.15 0.927 7.08 1.31
14 0.772 1.98 0.825 7.72 1.19
16 0.673 1.84 0.747 7.97 1.09
21 0.610 1.52 0.637 8.53 0.921
23 0.540 1.35 0.540 8.71 0.809
29 0.427 1.14 0.310 9.25 0.625
31 0.355 1.05 0.290 9.20 0.565
35 0.133 0.967 0.223 9.14 0.441
38 0.0943 0.907 0.215 9.01 0.405
43 0.0833 0.770 0.194 8.76 0.349
46 0.0630 0.633 0.189 8.66 0.295
50 0.0470 0.510 0.185 8.39 0.247
52 0.0533 0.495 0.184 8.19 0.244
57 0.0527 0.477 0.181 7.66 0.237
59 0.0520 0.410 0.179 7.17 0.214
64 0.0512 0.363 0.175 6.12 0.197
66 0.0471 0.307 0.173 5.60 0.176
71 0.0430 0.270 0.155 4.36 0.156
73 0.0402 0.230 0.147 3.62 0.139
79 0.0376 0.177 0.137 2.78 0.117
86 0.0332 0.130 0.127 1.76 0.0967
93 0.0268 0.110 0.118 1.07 0.0848
100 0.0220 0.0833 0.107 0.647 0.0709
106 0.0205 0.0610 0.0963 0.420 0.0593
114 0.0173 0.0410 0.0880 0.282 0.0488
121 0.0135 0.0400 0.0817 0.163 0.0451
128 0.0120 0.0343 0.0723 0.146 0.0396

142 0.0114 0.0282 0.0673 0.132 0.0356
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Promedio de conteo por triplicado de UFC/mL del terrario 2.

Promedio
Tiempo Agrobacterium Bacillus Bacillus Heterétrofos Bacterias
(Dias) Tumefaciens Subtilis Amyloliquefaciens Viables Oleofilicas
(10°) (10% (10% (10°) (10%)
0 2.10 3.83 2.30 3.53 2.74
3 1.70 3.64 2.10 3.85 2.48
7 1.50 3.48 1.79 4.06 2.26
9 1.30 3.33 1.61 4.13 2.08
14 1.07 2.86 1.32 4.33 1.75
16 0.923 2.61 1.22 4.39 1.58
21 0.672 2.26 0.932 4.54 1.29
23 0.543 2.06 0.870 4.63 1.16
29 0.243 1.63 0.694 4.74 0.855
31 0.151 1.57 0.634 4.71 0.785
35 0.0940 1.32 0.521 4.71 0.644
38 0.0643 1.12 0.454 4.71 0.547
43 0.0643 0.933 0.420 4.67 0.473
46 0.0623 0.800 0.383 4.68 0.415
50 0.0570 0.720 0.364 4.69 0.380
52 0.0587 0.633 0.362 4.68 0.351
57 0.0513 0.510 0.354 4.14 0.305
59 0.0483 0.430 0.345 3.85 0.275
64 0.0427 0.303 0.327 3.47 0.224
66 0.0390 0.250 0.316 3.17 0.202
71 0.0340 0.190 0.253 2.88 0.159
73 0.0323 0.160 0.233 2.56 0.142
79 0.0247 0.110 0.175 1.85 0.103
86 0.0217 0.0890 0.142 1.35 0.0842
93 0.0210 0.0647 0.115 1.13 0.0668
100 0.0200 0.0400 0.0990 0.747 0.0530
106 0.0193 0.0280 0.0880 0.556 0.0451
114 0.0173 0.0160 0.0777 0.361 0.0370
121 0.0153 0.0120 0.0720 0.247 0.0331
128 0.0143 0.00893 0.0670 0.200 0.0301

142 0.0125 0.00654 0.0610 0.156 0.0267
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Promedio de conteo por triplicado de UFC/mL del terrario 3.

Promedio de Conteo de

Tiempo Heterétrofos Viables
(Dias) (109
0 2.47
3 2.49
7 2.51
9 2.58
14 2.66
16 2.67
21 2.74
23 2.78
29 2.88
31 291
35 3.02
38 3.03
43 3.07
46 3.08
50 3.07
52 3.10
57 3.09
59 3.10
64 2.86
66 2.52
71 2.11
73 1.99
79 1.80
86 1.54
93 1.28
100 1.02
106 0.840
114 0.679
121 0.567
128 0.488

142 0.412
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Promedio de conteo por triplicado de UFC/mL del terrario 4.

Promedio
Tiempo
] Agrobacterium Bacillus Bacillus Heterétrofos Bacterias
(Dias) Tumefaciens Subtilis Amyloliquefaciens Viables Oleofilicas
(10% (10% (10% (10°) (10°)
0 2.10 3.34 1.97 2.54 2.47
3 1.70 3.08 1.76 2.66 2.18
7 1.50 2.78 1.64 2.80 1.97
9 1.30 2.61 1.59 2.94 1.83
14 1.07 2.25 1.38 3.09 1.56
16 0.923 2.10 1.27 3.19 1.43
21 0.672 1.90 1.12 3.26 1.23
23 0.543 1.76 1.02 3.24 1.11
29 0.243 1.58 0.840 3.27 0.887
31 0.151 1.46 0.724 3.25 0.777
35 0.0940 1.31 0.661 3.26 0.689
38 0.0643 1.20 0.641 3.24 0.635
43 0.0643 0.923 0.630 3.23 0.539
46 0.0623 0.717 0.612 3.17 0.464
50 0.0570 0.527 0.583 3.15 0.389
52 0.0587 0.423 0.540 3.16 0.341
57 0.0540 0.293 0.418 2.84 0.255
59 0.0533 0.253 0.350 2.59 0.219
64 0.0490 0.193 0.254 2.25 0.166
66 0.0460 0.167 0.221 2.13 0.144
71 0.0420 0.133 0.220 1.75 0.132
73 0.0387 0.112 0.219 1.67 0.123
79 0.0320 0.0907 0.204 1.33 0.109
86 0.0247 0.0703 0.163 0.733 0.0861
93 0.0213 0.0570 0.117 0.590 0.0652
100 0.0177 0.0420 0.0917 0.439 0.0504
106 0.0170 0.0403 0.0790 0.401 0.0454
114 0.0140 0.0377 0.0770 0.357 0.0429
121 0.0130 0.0362 0.0673 0.322 0.0389
128 0.0117 0.0343 0.0630 0.291 0.0363

142 0.0107 0.0331 0.0571 0.226 0.0336
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Comparaciéon del conteo de UFC/mL de los promedios generales de los

microorganismos del consorcio degradador por terrario.

Tiempo Terrario 1 Terrario2  Terrario 4
(Dias) (10%) (10%) (108
0 1.80 2.74 2.47
3 1.63 2.48 2.18
7 1.41 2.26 1.97
9 1.31 2.08 1.83
14 1.19 1.75 1.56
16 1.09 1.58 1.43
21 0.921 1.29 1.23
23 0.809 1.16 1.11
29 0.625 0.855 0.887
31 0.565 0.785 0.777
35 0.441 0.644 0.689
38 0.405 0.547 0.635
43 0.349 0.473 0.539
46 0.295 0.415 0.464
50 0.247 0.380 0.389
52 0.244 0.351 0.341
57 0.237 0.305 0.255
59 0.214 0.275 0.219
64 0.197 0.224 0.166
66 0.176 0.202 0.144
71 0.156 0.159 0.132
73 0.139 0.142 0.123
79 0.117 0.103 0.109
86 0.0967 0.0842 0.0861
93 0.0848 0.0668 0.0652
100 0.0709 0.0530 0.0504
106 0.0593 0.0451 0.0454
114 0.0488 0.0370 0.0429
121 0.0451 0.0331 0.0389
128 0.0396 0.0301 0.0363

142 0.0356 0.0267 0.0336
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Comparacion del conteo de UFC/mL de los microorganismos heterdtrofos viables por

terrario.

Terrario 1 Terrario 2 Terrario 3 Terrario 4
Tiempo (Dias)

(10 (109 (109 (10

0 6.28 3.53 2.47 4.19
3 6.46 3.85 2.49 4.19
7 6.84 4.06 2.51 4.19
9 7.08 4.13 2.58 4.20
14 7.72 4.33 2.66 4.24
16 7.97 4.39 2.67 4.28
21 8.53 4.54 2.74 4.40
23 8.71 4.63 2.78 4.48
29 9.25 4.74 2.88 4.66
31 9.20 4.71 291 4.65
35 9.14 4.71 3.02 4.64
38 9.01 4.71 3.03 4.65
43 8.76 4.67 3.07 4.65
46 8.66 4.68 3.08 4.67
50 8.39 4.69 307 4.67
52 8.19 4.68 3.10 4.60
57 7.66 4.14 3.09 4.16
59 7.17 3.85 3.10 3.92
64 6.12 3.47 2.86 3.72
66 5.60 3.17 2.52 3.37
71 4.36 2.88 2.11 2.81
73 3.62 2.56 1.99 2.62
79 2.78 1.85 1.80 1.91
86 1.76 1.35 1.54 1.73
93 1.07 1.13 1.28 1.61
100 0.647 0.747 1.02 1.38
106 0.420 0.556 0.840 1.22
114 0.282 0.361 0.679 1.04
121 0.163 0.247 0.567 0.920
128 0.146 0.200 0.488 0.851

142 0.132 0.156 0.412 0.615




INNOVA BIOTECH AGRO S.A.C.

DATA DE RESULTADOS.

Los conteos de las unidades formadoras de colonia por Terrario se verifican en las siguientes

tablas:

Tabla N°1: Conteo de UFC/mL del Terrario N* 1 (Promedios de las 3 repeticiones)

TIEMPO AGROBACTERIUM BACILLUS BACILLUS HETEROTROFOS

TUMEFACIENS SUBTILIS AMYLOUQUEFACIENS VIABLES

0 1.37E+08 2 72E+08 1.30E+08 6.2BE+0B
3 1.13E+08 2.52E+08 1. 24E+08 6.46E+0b
7 4 55E+07 2 23E+08 1.06E+08 6.84E+06
) B.41E+07 2 15E+08 4 27E+07 7.08E+D6
14 7.72E+07 1. 98E+08 H25E+07 7.72E+DB
16 B.73E+07 1. B4E+08 TATEHDY 7.97E+06
21 6. 10E+07 1.52E+08 B.37E+OY 8.53E+06
23 5.40E+07 1.35E+08 5.40E+07 8.71E+06
29 4.27E407 1.14E+08 3. 10E+07 9.25E+06
31 3.55E+07 1.05E+08 2 90EHO7 9.20E+06
35 1.33E+07 9.6 7EH0T 2. 23EHDT 9.14E+06
38 9. 43E+06 9.07E+O7 2. 1SEH07 9.01E+06
43 2.33E+06 7. T0E+07 1.94EH07 8.76E+0B
45 B.30E+06 B.33E+07 1.89E+H07 8.66E+06
50 4.70E+08 5 10E+07 1.85E+H07 8.39E+06
52 5.33E+06 4.55E+07 1.84E+07 B.I9E+06
57 5. 27E+06 4. TTE+O7 1.81E+07 7.6EE+HDE
59 5. 20E+06 4. 10E+07 1.75E+07 7. 17E+DE
&4 5.12E+06 3.63E+07 1.75E+07 6.12E+06
) 4. 71E+D6 3.07E+07 1.73E+07 5.60E+DB
71 4.30E406 2 TOE+O7 1.55E+07 4. 36E+HDE
73 4.02E+D6 2. 30E+07 1.47E+07 ER S
79 3. 76E+06 1.77E+07 1.37E+07 2. TREHDB
86 3.32E+06 1.30E+07 1.27E+07 1.76E+DE
93 2.BRE+DE 1.10E+07 1.18E+07 1.07E+D6
100 2. 20E+D6 B 33EH06 1.07E+HD7 6.47E+HD5
106 2.05E+06 6. 10E+0G 9.63E+06 4. 20E+05
114 1.73E+06 4. 10E+0G B.B0E+D6 2.B2EHDS
121 1.35E+06 4.00E+0G B.17E+D6 1.63E+05
128 1. 20E+06 3. 43E+H06 7.23E+D6 1.46E+05
142 1. 14E+06 2 82E+H0G b.73EHIG 1.32E+05
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GRAFICO N° 1: CURVAS DE DESARROLLO DE LOS MICROORGANISMOS EVALUADOS ~TERRARIO N° 1
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Tabla N°2: Conteo de UFC/mL del Terrario N® 2 (Promedios de las 3 repeticionas)

TIEMPO AGROBACTERIUM BACILLUS BACILLUS HETEROTROFOS

TUMEFACIENS SUBTILIS |AMYLOUQUEFACIENS VIABLES

1] 2. 108408 JEIE+0E 2 30E+08 3.53E+H06
3 1.70E+08 3 64E+08 2 10E+08 3.85E+H06
T 1.50E+08 JABE+DE 1.79E+08 4.0BE+0E
9 1.30E+08 3.33E+08 1.61E+08 4. 13E+H06
14 1.076+08 2 ERE+D8 1.32E+08 4. 33E+H06
16 9.23E+07 261E+08 1.22E+08 4. 39E+06
21 6.72E+07 2. MEE+D8 Q. 32E+07 4. 54E+06
23 5.43E+07 206E+08 & TOE+07 4.6IE+HDE
29 2.43E+07 1.63E+08 &.94E+07 4. TAE+0E
31 1.51E+07 1.57E+08 6.34E+07 4. T1E+0B
35 9. 40E+06 1.32E+08 5.21E+07 4. T1E+0B
i8 6.43E+06 1.12E+08 A4.54E+07 4. T1E+0B
43 6.43E+06 9.33E407 4. 20E+07 A.6TE+DE
46 6.23E+06 E.00E+07 3.B3E+07 4.6RE+DB
50 5.706+06 7. 20E+07 3.64E+07 4. B9E+DB
52 5.87E+06 6.33E+07 3.62E+07 4.6RE+DB
57 5.13E+06 5.10E407 3.54E+07 4. 14E+0B
59 4.83E+06 4.30E+07 3.45E+07 3. 85E+06
Bud 4. 27E+06 3.03E+07 3.27E+07 JATE+HDG
BE 3.90E+06 2.50E+07 3.16E+07 3.17E+06
71 3. 40E+06 1.90E+07 2 53E+07 2 BHE+DG
73 3. 23E+06 1.60E+07 2.33E+07 2.5BE+06
79 2 47E+0B 1.10E+07 1.75E+07 1.85E+06
26 2. 17E+06 £.90E+06 1.42E+07 1.35E+06
493 2. 108+06 6.47E+D6E 1.15E+07 1.13E+06
100 2.00E+0B 4.00E+06 9. 50E+06 TATE+DS
106 1.93E+06 2. B0E+0B 8.80E+06 5. 56F+05
114 1.73E+06 1.60E+06 7.7TE+06 1 61E+05
171 1.53E+06 1.20E+06 7.20E+06 2ATE+DS
128 1.43E+06 B.93E+05 6. 70E+06 2.00E+05
142 1.25E+06 6.54E+05 6. 10E+06 1.56E+05
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GRAFICO N° 2: CURVAS DE DESARROLLO DE LOS MICROORGANISMOS EVALUADOS —TERRARIO N* 2
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Tabla N°3: Conteo de UFC/mL del Terrario N® 3 (Promedios de las 3 repeticiones)

TIEMPO AGROBACTERIUM BACILLUS BACILLUS HETEROTROFOS

TUMEFACIENS SUBTILIS AMYLOLQUEFACIENS VIABLES

1] 1.37E+08 2.39E+08 1.33E+08 4.19E+H06
3 1.13E+08 2. 25E+08 1.21E+08 4.19E+H06
7 2.55E+07 2. 0BE+08 1.11E+08 4.19E+H06
g BA1E+H7 1.97E+08 1.04E+08 4. 20E+H0E
14 LI2EHDT 1B2E+08 2.4TE+D7 4. 24E+HB
16 6.713E+07 1.73E+08 2.10E+07 4. 2EEHIE
21 4.A0E+D7 1. 44E+08 8.1BE+07 $A0E+HE
23 3A0E+D7 1.35E+08 7.11E+07 SABEHE
29 9.20E+06 1.11E+08 5. 3BE+07 4.66E+H0E
31 6.50E+06 1.02E+08 4.56E+07 4.65E+H0B
35 G.ATEHDE 2.50E+07 &.23E+07 4.64E+HIB
38 6.43E+06 9. 27E+07 4. 17E+07 4.65E+H0B
43 6.33E+06 E.63E+07 3. 7BE+O7 4 65E+DE
46 5.30E+06 & S0E+07 3. 20E+O7 4.6TE+DE
50 4. TOE+DE 8. 23E+07 2. 29E+07 4.6TE+DE
52 5.33E+06 8.03E+07 2. 19E+07 4.60E+DE
57 5.XTE+DB B.97TE+07 1.83E+07 4. 16E+DE
59 5. 20E+06 G.4TE+O7 1.74E+07 392E+06
64 4. TOE+DE 5.0TE+O7 1. 48E+07 3.7IE+DB
a6 4_A0E+DE 5.0TE+O7 1.33E+07 3ATEHDE
71 4. 20E+06 5.&TE+O7 1:15E+07 2 EIEHDE
73 4_10E+06 5.57E+07 1:11E+07 2EIEHDE
79 3.97E+DB 5.30E+07 9 30E+06 1.91E+06
-1 3.67E+0B 4.17E+07 7.03E+06 1.73E+0B
93 3. 30E+06 3. 23E+07 5.63E+06 1.61E+06
100 2 B7E+0B 2.43E+07 4 93E+06 1.38E+06
106 1 ATE+ 06 1.70E+07 4. ADE=06 1. 226406
114 213E+06 1.28E+07 4_30E+06 1.04E+DE
121 2.03E+06B 8.93E+06 3.00E+06 9. 20E+D5
128 1.93E+06 B.63E+06 2.67E+06 B.51E+05
142 1.63E+06 3.56E+06 2.43E+06 6.15E+05
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GRAFICO N° 3: CURVAS DE DESARROLLO DE LOS MICROORGANISMOS EVALUADOS -TERRARIO N° 3
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Tabla N°4: Conteo de UFC/mL dal Terrario N® 4 (Promedios de las 3 repeaticiones)

TIEMPO AGROBACTERIUM BACILLUS BACILLUS HETEROTROFOS

TUMEFACIENS SUBTILIS AMYLOUQUEFACIENS VIABLES

0 2. 10E+08 3.34E+08 1.97E+08 2.54E+06
3 1.70E+08 3.08E+08 1.76E+08 2 BEE+0E
7 1.50E+08 2. T8E+D8 1.64E+08 2 B0E+0B
g 1.30E+08 2.61E+08 1.59E+08 2.94E+06
14 1.07E+08 2. I5E+08 1 3BE+08 3.09E+06
16 8.23E+07 2 10E+08 1.27E+08 3. 19E+06
21 B.72E+07 1.90E+08 1.12E+08 3. 26E+06
23 5.43E+07 1.76E+08 1.02E+08 3. 24E+06
29 2.43E+07 1.58E+08 8 40E+07 3. 27E+06
31 1.51E+07 1.46E+08 T 2AE+07 3. 25E+06
35 9.40E+06 1.31E+08 B.61E+07 3.26E+06
8 B6.43E+06 1.20E+08 6.41E+07 3. 24E+06
43 B6.43E+06 S.23E+07 6. 30E+07 3. 23E+06
46 £.23E+06 7.17E+7 &.12E+07 3. 17E+06
50 5.70E+06 5.2TE+O7 5.83E+07 3. 15E+06
52 5.87E+DB 4. 23E+07 5. 40E+07 3.16E+06
57 5.40E+06 2.93E+07 4. 1BE+07 2 B4E+06
59 5.33E+06 2.53E+07 3.50E+07 2.559E+06
B4 4.90E+06 1.93E+07 2.54E+07 2. 25E+06
[ 4 60E+06 1.67E+07 2. 21E+07 2. 13E+06
1 4. 20E+06 1.33E+07 2 20E+07 1.75E+06
73 3.87E+06 1.12E+07 2 19E+07 1.67E+06
G 3.20E+06 9.07E+06 2.04E+07 1.33E+06
86 2 47E+0B 7.03E+06 1.63E+07 7. 33E+05
493 2.13E+06 5.70E+06 1 17E+07 5.90E+05
100 1.77E+06 4.20E+06 9 17E+06 4.39E+05
106 1.70E+06 A4.03E+06 7 S0E+06 4.01E+05
114 1.40E+06 3.77E+06 7. T0E+06 3.57E+05
121 1.30E+06 3.62E+06 B 73E+06 3.22E+05
128 1.17E+06 343E+06 B 30E+06 2.81E+05
142 1.07E+06 3.31E+D6 5. T1E+06 2. 2BE+05
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GRAFICO N° 4: CURVAS DE DESARROLLO DE LOS MICRODRGANISMOS EVALUADOS ~-TERRARIO N° &4
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Tabla N*5: Conteo de UFC/mL del Terrario N® 5 (Promedios de a8 3 repeticionas)

TIEMPO HETEROTROFOS VIABLES
1] 24TE+06
3 2 49E+06
7 251E+06
9 2 58E+06
14 2 BBE+0E
16 2 6FE+06

21 2.74E+06
23 2. 18E+06
9 2 BRE+0E
i1 2 91E+06
35 3.02E+06
38 3.03E+06
43 3.07E+06
46 3.08E+06
50 3.07E+06
52 3.10E+06
57 3.09E+06
59 3.10E+06
G4 2 BBE+06
66 2.52E+06
71 211E+06
73 1.99E+06
79 1.80E+06
g6 1.54E+06
53 1.28E+06
100 1.02E+06
106 8.40E+05
114 6. 79E+05
121 5.67E+DS
128 4.BBE+D5
142 4.12E+05
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GRAFICO N° 5: CURVAS DE DESARROLLO DE LOS MICROORGANISMOS EVALUADOS —TERRARIO N° 5
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Tabla N°6: Conteo de UFC/mL del Terrario N° & (Promedios de las 3 repeaticiones)

173

TIEMPO AGROBACTERIUM BACILLUS BACILLUS HETEROTROFOS

TUMEFACIENS SUBTILIS AMYLOLUQUEFACIENS VIABLES

] 7.23E+08 8.13E+07 TA41E+08 1.08E+HIE
B 5. 1BE+08 B.S0E+07 6.20E+08 1.55E+H06
8 4 82E+H08 6.63E+07 5.ORE+08 1.57E+H0GE
12 4 07E+08 S.8TE+07 5. 11E+08 1.62E+06
14 3.74E+08 5.A4TE+07 4. T4E+08 1.64E+06
19 2 41E+08 4. 50E+07 3.18E+08 1.62E+06
22 1.80E+08 3 BOE+O7 2. 20E+08 1.60E+IE
26 1.46E+08 2.37E+07 1.26E+08 1.51E+05
28 1.44E+08 1.55E+07 9 55E+07 145E+06
33 5. 33E+07 S0DE+06 8.33E+07 1.29E+06
35 B.OTE+D7 7 50E+06 T.2TE+07 1.21E+06
40 1.83E+07 4 ASE+06 6.13E+07 1.056+06
42 1.17E+07 3 52E+06 SA43E+07 g 27EHIS
46 B.GIE+DE 2. 22E+06 4 BSE+07 AS0E+HIS
49 5.20E+06 1.92E+06 4. T2E+07 THIEHIS
55 4. 23E+06 1.58E+06 4.19E+07 B.T0E+HDS
B2 3.93E+06 1.32E+06 2.26E+07 JH4EHDS
69 3.73E+06 1.13E+06 1.35E+07 2. 70E+05
75 3. 70E+HDE 1.10E+06 9. 44E+086 2 10E+HDS
82 3.70E+HDE 9. 75E+05 2.04E+DB 1.66E+HDS
S0 3.67E+H0E B.43E+05 7.51E+06 1.34E+05
97 3.37E+06 B.28E+05 7.08E+06 1.13E+H05
104 3.37E+06 B.02E+05 6. 75E+DB 1.04E+HDS
118 3.14E+06 T.56E+05 5.48E+06 8. 70E+04
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GRAFICO N® 6: CURVAS DE DESARROLLO DE LOS MICROORGANISMOS EVALUADOS -TERRARIO N° &
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Tabla N°® 7: Comparacidén del Conteo de UFCi/imL de los promedios genarales de los

microorganismos del consorclo degradador por terrario.

TIEMPD TERRARID 1 TERRARID 2 | TERRARID 3 | TERRARID 4 | TERRARID B
o 1.80E+08 2.T4E408 1.70E=08 2ATEHIE S_15E+08
L) 1.63E+08 2ABE+DE 1.53E+08 2. 1BE+08
& 4. 0FEHIE
7 141E208 2 2BE4DB 13BE=08 1.97E+08
& 3_B1E+08
g 1 31E+08 208E«+DB 1 JRE+08 1.B3E+08
12 3.16E+08
14 1.19E+08 1.75E+DB 1.1BE+08 1.56E+08 3 01E+08
16 1 0E+08 1 58E+DB 1.10E+08 1.43E+08
15 2 01E+08

21 9.21E+07 1 2GE+DB 8.99E+07 1. FIE+08
21 1 ASE403
23 8.09E+07 1. 16E+DE 8.01E+07 1.11E+03
26 9.BTEHT
B 2.50E407
| 6. 25E+07 83_55E+07 S.B0E=07 E.BTE+07
il 5.E5E+07 7.BSE407 5.14E207 T.7TELQ7
i3 6.10E407
33 4.41E+07 BA4E4D7 4. T9E207 8.89E+07 4.B2E+07
38 4.05E207 SATE4D7 4.E5E+07 6. 35E+07
40 2_EDE+D7
42 2_3ZE+07
43 3.459E107 4.T3E407 4 35E407 5.39E+07
46 2A5E207 4.15E407 4 0BE=07 4.B4E+07 1 91E+07
44 1.B1E+07
50 2ATES07 3 BOE4D7 3.BTE407 3.B9E+07
52 2 A4E=07 3 51E407 3.59E207 3.A41E+07
55 1SOE+07
57 2.3TE407 3.05E407 3.11E407 2.55E+07
53 2. 14E207 2.T53E407 Z291E2D7 2. 13E+07
B2 S IBEHDG
&4 1.597E407 2 24E407 2E6TE407 1.BEE+D7
Bh 1.76E207 202E407 2B1E207 1.44E407
&9 6. 13E+06
71 1.56E407 158E+07 2ARES07 1.32E407
73 1 3DE07 1.42E407 2.36E207 1.Z3EH07
7B 4_T3E+06
ra 117E+07 1.03E+D7 221Ea07 1.09E+07
&2 4. 34EH+06
BB S.ETE+06 HA2E+DE 1 T5E+07 2.6LE+06
o0 4_D1E406
o3 8 ARE+0G G.BRE<DE 1 3RE+D7 6.52E+06
a7 3. 7BE+0G
100 7.09E+06 S5.30E+06 1.07E+07 S.ME+0G
104 3.64E+HlG
106 S.493E+06 4 51E+D6 796E+06 4.SAE+06
114 4. BEE406 3. TOE+DE BALE+06 4_FGE+06
118 3. 13E+HlG
121 4.51E+06 331E406 4.66E+06 3.B9E+06
128 3.96E+06 3.0LE4DE 3. T4E+06 3.B3EHIG
142 3.56E+06 2.6TE+DE 2.54E+06 3.36E+06
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GRAFICO N° 7: COMPARACION DEL CONTEO DE UFC/ML DE LOS PROMEDIOS GENERALES
DE LOS MICROORGANISMOS DEL CONSORCIO DEGRADADOR POR TERRARIO.
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Tabla N® 8: Comparacion del Conteo de UFC/mL de los microorganismos heterdtrofos
viables por terrario.

177

TIEMPD | TERRARIO 1 TERRARIOZ | TERRARIO 3 TERRARIO 4 TERRARIO S | TERRARIO &
0 6.28E+06 3.53E+06 4. 15E+06 2.54E+06 2ATE+HDE 1.08E+06
3 6.46E+06 3 B5E+06 4. 15E+06 2_6BE+0E 2 A9E+06
] 1.55E+06
7 6. 84E+06 4.06E+06 4.15E+06 2 BOE+DG 2.51E+06
8 L57E+D6
g 7.08E+D6 4.13E+06 4. 20E+06 2.94E+06 2.58E+06
12 1L.62E+D6
14 7. 7IE+DB A.33E+06 A 2AE=06 1.09E-06 2.6BE-06 LBAE+06
16 7.97E+D6 4. 39E+06 4 2EE=06 3. 18E+06 2 BTE+06
19 LAIE+DE
21 8.53E+06 4. 54E+06 4 A0E=06 3. 26E+06 2. TAE+08
22 1LAOE+DE
23 8.71E+06 4.6IE+06 4 ABE=06 3. 24E+06 2. TBE+0B
26 1.51E+06
28 1L45E+06
29 9.25E+06 4. 74E+06 4 BEE=06 3.2TE+(6 2 BBE+08
31 9. 20E+06 4. 71E+06 4 BSE=06 3. 25E+06 2.91E+06
33 1.29E+06
35 9.14E+06 4. T1E+06 4_B4E+06 3.26E=06 3.02E+06 1.21E+06
38 S.01E+DE 4. 71E+06 4_B5E+06 3. 2AE=06 3.03E+08
40 1.0OSE+06
42 9.27E+05
43 B.7GE+DB 4. 67E+0B 4_B5E+06 3. 23E+06 3.07E+06
46 B GGE+DE 4. GRE+0E 4_6TE+06 3.1TE=6 3.08E+06 B S0E+05
45 7.63E+05
50 B.39E+06 4.B9E+0B 4_6TE+06 315606 3.07E+06
52 B 19E+06 4. GRE+0E 4_BOE+06 3.16E=06 3. 10E+06
55 5. 70E+05
57 7.68E+DE 4. 14E+06 4. 16E+06 2 BAE=06 3 09E+06
59 7.17E+D6 3 B5E+06 3.92E+06 2. 58E+06 3. 10E+06
B2 3.64E+05
B4 6.12E+06 3 ATE+06 3.72E+06 2 25E+06 2 BBE+06
GE S.60E+06 3. 17E+06 3.3TE+06 2 13E+06 2.52E+06
[s] 2.70E+05
71 4. 36E+06 2. BEE+DE 2 B1E+(6 1. 75E+06 2. 11E+06
13 3.62E+06 2.56E+D6 2.62E+06 1.67E+06 1.99E+06
i) 2 10E+05
79 2. 7BE+DG 1.85E+06 1.51E+06 1.33E+06 1.B0E+06
g2 1 GEE+05
1] 1.76E+06 1.35E+06 1.73E+06 7.33E+05 1.54E+06
50 1.34E+05
a3 1.07E+06 1.13E+06 1.61E+06 5.90E+05 1.28E+06
i F 1.14E+05

100 6.4 TEHDS 7 4TE+05 138E+DE 4.38E+05 1.02E+06
104 1.04E+05
106 4. 20E+H5 5.56E+05 1.22E+06 4.01E+05 B 40E+05
114 ZEIEHS 3.61E+05 1.04E+06 3.57E+HDS 6. 79E+HDS
118 B.70E+049
121 1.63EH15 2 4TE+05 5. 20E+05 3. 22E+05 5.67E+HDS
128 1.46E+H15 2. D0E+HD5 8.51E+05 251E+05 4. BEE+DS
142 1.32EH15 1.56E+05 6.15E+05 2. 26EHDS 4. 12E+05
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GRAFICO N° 8: COMPARACION DEL CONTEO DE UFC/ML DE LOS MICROORGANISMOS

HETEROTROFOS VIABLES POR TERRARIO.
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Anexo 7. Ficha 6 — Registro de Resultados de Medicion de Hidrocarburos.

LABORATORIO DE EMSAYTC
ACREDTADD POR EL ORGAKSHD
INTERKATIONAL ACCREDITATION
SERVICE. INC. - 185

0K REGISTRO TL - 858 ALCREINTED

Y.

LABORATORIO DE ENSAYO
ACREDITADO POR EL
ORGANISMO DE
ACREDITACION INACAL-DA
CON REGISTRO N° LE - 047

INFORME DE ENSAY( N© 175173-2023

RADGH SOCTAL

DOMICILIO LBGAL

SOLICITARD POR

REFEREMCIA

PROCEDENCIA

FECHAS) DE RECEPCION DE HUESTRAS
PFECHA]S) OF ANALISTS

FECHA{S) O MUESTRED

MUESTREADD POR

CONDICION DE LA MUESTRA

1. HETODDAOGIA DE ENSAYO:

CON VALOR OFICIAL

© LNIVERS IO RACIONG DE tMGENsEa

: AN, TURAL AMARL NG, 16 K, 8.5 - RIMAL - LIMA- LIMA
: EWOL SO (RS CHIRAE FLONES

 WECERERCTORADD, DE IVEST SIS

+ AN, TURAL AMARL NADL 10 ¥ 8.5 - RIMAL - LIMA- LIMA
: S0

+ LYY AL SRR T

P 8]

: EL CLIENTE
S LS RERITTAGOS [ ANALTSTS S8 APUCAN & LA MUBSTIAIS] TAL Dl S aitaid,

&

Begistrn W-LE - 047
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Umb, 03 de Sgods dil 2007

Al < 5 ;.EER-:LEULLG PALICAR
W SERWICIOS ANALITICOS
: GENERALES SAC
Famado con www focapu pe

o
% DIRECTOR TECMICO DE LABSRATORIO EXPERTS

5 WORKING

i FOR YOU

= AL

o

=

=

d_-‘: i

- = e Jraradne feha gt o ER L A g

3 SERVICHDS ANALITICOS GEM ES S.A.C.

= o oo NG LU, amdio Limy j leganEng nlerocied de Sofedilian LAS-229% 5 1

L2 wlorfarto Sleckdninn g Féginaide

Tablas de HTP (g) em 139 dias.

Terrario1l Terrario2 Terrario3 Terrario 4

t (dias) m (g) m (g) m (g) m(g)
0 1.6338 0.9219 0.7493 1.199
3 0.8837 0.9699 0.4368 0.6374
7 1.5337 1.0764 1.8297 0.7848
9 1.3777 1.0004 1.7144 0.5471
14 1.0322 0.6263 1.3418 0.6845
16 1.0877 0.7019 1.1690 0.4925
21 1.2040 0.7033 1.4874 0.6335
23 0.8018 0.6682 1.0292 0.432
29 0.6702 0.8706 0.7506 0.6543
31 0.8322 0.9524 1.1673 0.7897
33 0.4712 0.675 0.7125 0.406
35 0.5493 0.553 0.813 0.5872
40 0.655 0.6313 0.4911 0.4638
43 0.497 0.6841 0.635 0.5695
47 0.5579 0.8213 0.5971 0.5484

49 0.4618 0.9602 0.4891 0.4145



54
56
61
63
68
70
76
84
90
97
103
111
118
125
139

0.5713
0.5004
0.5675
0.5479
0.4017
0.2308
0.3732
0.4106
0.4472
0.5859
0.3098
0.3475
0.3621
0.4648
0.4345

0.7699
0.6723
0.8871
0.7593
0.5078
0.4495
0.5951
0.5074
0.4618
0.3891
0.4149
0.4766
0.3969
0.4012
0.6499

0.4125
0.3947
0.3692

0.734
0.2515
0.2737
0.4828
0.3083
0.5642
0.4041
0.3372
0.5299
0.3735
0.4157
0.4159

0.671
0.5143
0.5439
0.6933

0.392
0.2961
0.3264
0.4893
0.3449
0.3137

0.421
0.3115
0.3623
0.3168
0.4881

Resultados de las mediciones de HTP en el equipo Soxhlet durante 139 dias.
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ertificado (= NacaL

Acreditacion
La Direccién de Acreditacién del Instituto Nacional de Calidad - INACAL enel marco
de la Ley N® 30224 OTORGA el presente certificado de Renovaciona-

SERVICIOS ANALITICOS GENERALES SAC.

Laberatorie de Ensayo
En su sede ubicada en: Av. Maciones Unidas N® 1565, Urb. Chacra Rios Norte, distrite de cercado de Lima. depanamento de Lima.
Comn base en la norma
NTP-ISOIEC 17025:2017 Requisitos Generales para la Competencia de los Laboraterios de Ensayo y Calibracién.
Facultandolo a emitir Informes de Ensayo con Simbole de Acreditacién. En el alcance de la acreditacion otorgada gque se detalla en el
D&-acr-06P-21F que forma parte integral del presente certificado llevando el mismo namers del registro indicado lineas abajo.

Fecha de Rencvacion: 25 de marzo de 2021
Fecha de Vencimiento: 24 de marzo de 2025

Firmadeo digitalmente por RODRIGUEZ ALEGRIA Alejandra FAL
20800263015 goft

{(c—_ Frcha: 2021-04.76 14:44:02
Mativa:Soy el Autar del Documenta

ALEJANDRA RODRIGUEZ ALEGRIA
Directora Direceidn de Acreditacién - INACAL

Cedula N®  -0035-3021-BACAL
Contrato N : W* 053202 1INACAL-DW Fecha de emigién: 26 de marzo de 2021
Regvbo N® (LE-D47

Do - 028 Vr 02

ACCREDITATION
SERVICE"

CERTIFICATE OF ACCREDITATION

This is to affest that

INTERNATIONAL
1A

SERVICIOS ANALITICOS GENERALES S.A.C.
AV_ NACIONES UNIDAS 1565, CHACRA RIOS NORTE
LIMA 1, REPUBLIC OF PERU

Testing Laboratory TL-829

has met the requirements of ACB9, IAS Accreditafion Crteria for Testing Laboratories, and has demonstrated compliance
with ISOAEC Standard 17025:2017, General requirements for the competence of testing and calibration laboratones. This
organization is accredited to provide the services specified in the scope of accreditation.

Effective Date October 14, 2022

President

IAS is an ILAC MRA Signatory
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Anexo 8. Ficha Técnica del Consorcio Bacteriano.

Instructions

Part# ©238, D238, 5233

Ultra-Archaea® Shakers & Bulk Bags

Ultra-Archsea are dasigned to ba applied directly inta
any systam that raguires bioremadiation [grease iraps,
dumpsters, comeinmant sumps, abc) The micobas an
hioused in & clay powdar carier thet keaps tham supplicd
with anough moistura and moypgan to surviye untd they ara
daployed. Onca deployed, the wertar may becomie slightly
murky due to tha day powder carier. This i normal, and
should be axpactad

Simply add the microbes fand waisr, if naceszary] to tha
araa that neads to be bicremediaied. Formaxdmum rasulis,
armura that the microbos comtinue o receie ooy gan [Wia
& bubbler, consssional stiring or meygan tablats} ard ara
lkeapt moist. Failuna 1o keap the microbas moist will cousa
tha colony to die out Tha microbs colonias wil ve up
1o B0 days == long as thera is & food source available for
tham to et Oncs the food source bees besan corsurnesd,
thay will naturally die out.

Mote: In some cosss whers thara is constant addidon of
arganic material, or whara organic levels ara wary high, it

Precautlons:

+ Kaop Uhrafirchaca dry.

+ Ultrs- Archacs can be used st temperatures batwacn
37F and 120°F. Temparatunas cutside that ranga mey
causa the Archaes o bacoma inaffectvie.

+ Ultra- Archaea hawa a minimum storage tamparatra
of -20°F.

+ Ultrs- Archesea requineg & food source (any organic
meerial, such as hydrocarbore, vagatative wasis,
sawage, fats, cils, grease, eic.), ooy gen, and watar’
mokture to sty alive. Loss of any one of thase threa
wil cause the microbes 1o die off

+ Ultrs-Archaca colonias will naturally dagreda n
approdmataly 960 days.

+ Ultrs- Archaea should not be sxpresad 1o rediation. This
may cause tha microbas 1o dia.

+ Ultrs- Archsaa should only be used in applications

I thapHist n b6 and B.5.

S uiTRaTECH

may ba nacessary to add monm Ulra-Archeaa at stsggersd
tima intervals 10 boost tha colonies and thair powar to
COFELITE T e Vi,

In soma applications, whara watar i not readly present
{=uch as in dumpstars) the Lltra-Archaca can ba dissolved
in o buckat of watar and then splashad or sprayed onto
the affected arass. In thase cesas you will need 1o add
microbes and water whenewar tha initial application
dries out For larger bioramediation projects jsuch as
bioramadistion marshlands or in open wailer), the Lhra-
Archaaa can be dissolved in 65 gallon drums of weter and
applied using an indusirial sprayar.

Disclaimar Ultrs-Brchaes are not o univarsal solution foral
oil related dean-up applications. It is most effective whan
tha amount of oil is ighter ard mora of & sheen. Thicklayars
iof oil wil requira increasad amourts of microbes and ime
1o hawe any noticaable effect. Wa recommend you contact
UlraTech or your kecal represantstiv e'distributaor 1o learn
mana if your applicetion is & good fit for microbes.

I
[

523E

UhraTach Irernstional, Inc. . 11642 Devis Crask Court, ledeorwille, Foride 32266 LS
(A00) 253461 1-204- 202961 . ulrm-archsas.com
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Anexo 9: Ficha Técnica de la Balanza Analitica.

/ﬁ*ﬁ_iﬂﬂtit‘i?

Importacion y Distribucion rd

Jeclantificcom

BALANZA ANALITICA RANGO 0.0001 - 220 GR MOD:
HZYN-224/323 MARCA 35 CIENTIFIC

Caracteristica
=  EsTUSIurs del Ssansar Sensar SI.I'IHF Monobhck

= Moo de calibraciin CAL inTerne COMDMIAMEnTs JUTDMADCD (JemMpo ¥ BMperanra
esrablectdos por & USLANo para acivar fa caiibracion auromamcamente)

= Nrvel anu Vibracian Funcion ajustable ant vibracion de seis mvelss
= Carcasa Base g aluminio « Carcasa superior de ABS + Vidrio anmesEnee
= Pantalia tdenl 3 color de i@ resoluclon de 5

= Trempo astable 3-T0 5 Ajusmbie

= Unidad g. mg, CL 0, 0ZL oW GM, Ib, N, dr. dT, s, #H, T {Toia), ms (Mesghal), bax, /b (Parmes
por Wbra), mama, kg Tomimenta 18 unidades saleccionables § 2 unidades parsonalizabies

=  Inmerfaz RS232 + USE, opcional con funcian de ComUnicacien inalambriea
=~ Blogueo el modo d¢ pesaje Blogues aomanco del modo de pesaje

= Ajusm Underhook con Linderhook

-  Adapador de corments altema

= (Owa barra de progreso de capacidad, mediciones legibles en PC
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Anexo 10. Ficha Técnica de Extractor Soxhlet.

EXTRACTOR 5OXHLET

EXTRACTOR SOXHLET

] o
E &
-
N | !"'_.

"En""
‘ - EUROLAB

awhiet g5 un apargta ded ';|~ atoms disenacls parreckrass sustanciasde Bapr salubefidad
en. el disolvente de extraccion. En el extractor Soxhiet, !".|‘:"E-‘.=-=.l se empapa de un

fesobrente caliente qua 5@ extrae pedddicaments fa deshla voge vuele. a la moestia
Durante cada cclo, uma. perzion del compeesto na. walahl s dis .-I- o e el disalvente
Despuenn de muchas cclos el compssto o -"-'l?c e se concentra en el mat |-.'|' Ae destidaciin
El cisalwirte del maime LR VADIONS Y S8 e I rnaca ¢ 1k restanmae

ESPECIFICACIOMNES:

| SiEEma | Estraciar Soanier
Mt il | Wadrie borasilcato

| Capacidad : Balén Fando plans de 5030 mi 1
Marea | EUROLAE |
Cu&rpn_ulr:_-ct-nr | ET:.I'!'H_-IHHI:I.._HH_EM E'E',n'EI_E = Hembra 55,44
Felrigerante Dimeath Esmerilado: Machs 5548

| Malraz fonde plane 500 mi | Esmeriiago; Hembra 29733 f
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Extraccion y Cuantificacion de Hidrocarburos Totales de Petroleo Mediante el

Método Soxhlet

La extraccion mediante el método Soxhlet, es el procedimiento mas utilizado para
extraer compuestos organicos volatiles y semivolatiles de solidos como suelos, lodos y
residuos.

Para extraer los hidrocarburos totales de petroleo presentes en suelos contaminados con
hidrocarburos, se utiliza el método con reflujo Soxhlet tomando como referencia el
METODO 3540C EPA. El proceso asegura un contacto intimo de la matriz de la

muestra con el solvente de extraccion.

Equipos v materiales

. Balanza analitica

. Hornilla eléctrica

. Rotavapor

. Estufa eléctrica

. Termometro digital

. Equipo Soxhlet de 70 mL

. Mangueras de polietileno

. Desecador

. Vasos precipitados 100 mL, 250 mL y 500 mL
. Balones de base redonda de 250 mL

. Probeta 100 mL

. Cuchara espatula

. Virutas de ebullicion (pedazos chicos de vidrio)
. Soporte Universal

. Pinzas de tres dedos

. Cristalizador de 500 mL

Reactivos

. Diclorometano CH>Cl, Merck

. Sulfato de Sodio anhidro (Na2SO4) Sigma Aldrich
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PROCEDIMIENTO

En un soporte universal metalico con ayuda de pinzas se sujeta el equipo Soxhlet y se
instala las mangueras del refrigerante conectado al cristalizador para el bafio Maria en
una cocinilla eléctrica.

Se arma un cartucho con papel de filtro para colocar dentro la muestra sélida con
hidrocarburo.

Pesar 2 g. de sulfato de sodio anhidro y 2 g. de muestra en un vaso de 100 mL, luego
mezclar con ayuda de una bagueta de vidrio, colocar la mezcla con ayuda de una cuchara
espatula en un cartucho de papel de filtro y cerrarlo.

El cartucho de papel de filtro se coloca dentro del sifon del equipo Soxhlet.

Se agregd 70 mL del solvente diclorometano dentro del sifon del equipo Soxhlet y se
coloca el refrigerante para cerrar el equipo completo Soxhlet (Figura 1).

Se encendio la cocinilla eléctrica y regulo la temperatura entre 40 °C - 50 °C para el bafio
maria, midiendo la temperatura con el digital.

El procedo de extraccion de hidrocarburos con solvente diclorometano se realiza durante
5a 12 horas.

Posteriormente, se procede a enfriar el equipo Soxhlet durante 1 hora para evitar el
deterioro del material de vidrio, luego se extrae el agua del cristalizador y se desmonta
las partes del equipo.

Se retira el cartucho que se encuentra en el sifén y se coloca en el desecador, para luego
ser pesado.

A continuacidn, se obtiene el solvente con hidrocarburos y se coloca en el balon de base
redonda, sélo el balon es pesado en la balanza analitica y luego se afiade el solvente
concentrado, luego dicho solvente dentro del balon se coloca en un rotavapor a 35 °C en
bafio Maria y a una velocidad de rotacion de 40 rpm, con un refrigerante que es agua a
10 °C en un chiller (Figura 2).

Después de la recuperacion del solvente en el rotavapor, en el balon queda solo el
hidrocarburo que posteriormente se coloca en la estufa a 60 ° C durante 2 horas, después
el balén se envolvido en papel aluminio y se coloco al desecador hasta temperatura
ambiente.

Luego el balon con el extracto concentrado se pesa en la balanza analitica, 3 veces y por
diferencia de pesos, se obtuvo por gravimetria, la cantidad en gramos de hidrocarburos

totales extraidos de la muestra de suelo contaminada con petréleo.
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HTP = m(hidrocaburos inicial) — m(hidrocarburo final) (g)

Extraccion con el equipo Soxhlet
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Anexo 11. Ficha Técnica de Medidor de CO; y Temperatura.
Carbon dioxide + Temperature , NDIR

CO:2 METER

Model : GC-2028 IS0-9001, CE, IEC1010
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W FEoA 4 phasE-0 ETEIITH

+ Temperature T T T R ILREL L
Enl METER PR 5 P A Al TR BEERRTHT
el : GC-2028 LIRS L S O
FEATURES
& NDIR: meethod principal for 002 { Carbon dicosdde ) Diata: Cutpask RS 232/11SE PC senial inkerface:
mEasy renent. avaliables For lomg temm operation. ¥ Ciannact i apiins’ RE217 caiin
» tigh repeataiiity and high acruracy. UPCE. 07 el gt tha RSZ2 g,
¥ LSenarate probe, easy operation and comeenient ¥ Cnnnacs e opdna USH el
for remote nvsasuement. LISE-P phlf et S LSH plag:
¥ 00 function with alams setting. {iparating -ba 8010
& TN resdaut. TuTu:-u!.ﬂ:
v Dot hodd function For freezing the desired valos iparating Main instrument : Lecs than B5%: REL
o displany. Humidity COC probe @ Less Hhan 55 BLH.
% Records Masdmum and Minimuen resdings with Recall, |Power Supply DS 1.8 W battery | U843, AL Jx & PCs,
[+ REIIINIER compuier interface. equivalent.
» Micmproceszor circult assures masinyam possile Poser Curent  [Appros. DC 908 ma for 905% perod.
acouacy, provides special funciions and feabures. . Approoc, DT 1248 el fior 107% period,
U [Measry duby & congect housing with haed camying s, [Weight Main ingtrument : 372 g/DEZ LA,
designed for easy camy out B cpertion. | Bathary iy inciucsel
& fpbo shet off is dwailable to e battery e 002 probe - 158 o055 LB,
*_Power supply from batteries or [C 84 adagber in, Dimnverrsion Main Instrument
17Y 3 B8 w42 mim
GEMERAL SPECIFICATIONS 7.9 2.0 1.2 inch)
Cincudt Crestom one-chip of microprocessor LEE JO0E2 Prabe :
it 158 w 38 « 3 mm
Oz plary LD sk - 52 mem % 38 men | Eresbracthon maneal .. .
jdual Funcion LOD dicplay. m OO prolb - i ARC
Maasuramant 002 ¢ Carbon diccdde ), Temp. Hard Carmpng case. oo 1BC
Linit ppmi 3 RS252 cable, UPOR-02
Response Thme | 2 mins byplcally. LISE cabie, LISE-01
&P Rmacty tha 0% rescing e Dt Seopaisition softeane, EW-LE0E-WIN
&7 Depend the: ewadromment air
Pl ey o B ELECTRICAL SPECIFICATIONS (13+E8T)
0012 altitude 0 o 3 OO0 mebars.
CoenperTsation Carbon diowkde
jemizing
Temperatse  |Awtnmatic temp, compensation. [Range ) bo 4,000 ppm
Compensation oz [Resolution _[1 ppm
ckawa noed 1002 akihade wajue setfing i ‘Carbon ooy ik 40 ppm
|eatting 0012 alarm walus setting dioidie | 201000 g,
[ F selting b 5% of reading
poser off | %> 2NN mo g B 0NN prt,
|Alarmn setting L2 measuremeant anky. [ 250 ppm: tepically
Ciata Hodd [Freese the display reading. 73 + 5. # 5 3000 g, reference only |
Memony Recall & Minipen valoe. {Repeatabllity | & 20 ppm
CHeplay oo, 1 seoond. l [1 1]
Tiree: Range T bo BOCCL32 F b 122
off At shut off saves battery life or Temperature  [Resohiion degrae
‘ manusal off by push beghon. bhcruracy  fo-osT, F-L8F

* ppmaewes. a0 apecifontons leimd in Fin beochasrs s ausac? b changs widoar natkcs.
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Anexo 12. Ficha Técnica del Diclorometano.

FICHA DE DATOS DE SEGURIDAD

de acuerdo el Reglamento (CE) No. 190772006

wWww.-sigmaaldrich.com
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Versidn 8.15
Fecha de revisitn 12.03.2025
Fecha de impresidn 13.03.2025%

GENERIC EU MSDS - NO COUNTRY SPECIFIC DATA - NO QEL DATA

SECCION 1. Identificacion de la sustancia o la mezcla y de la sociedad o la empresa

1.1 Identificadores del producto

Nombre del producto

Referencia
Articule nimero
Marca

No. Indice
REACH Mo.

No. CAS

Diclorometano para analisis EMSURE®

ACS,1SO,Reag. Ph Eur

1.06050

106050

Millipore

602-004-00-3
01-2119480404-41-3XXX
75-09-2

1.2 Usos pertinentes identificados de la sustancia o de la mezcla y usos

desaconsejados

Usos identificados

Andlisis quimico

1.3 Datos del proveedor de la ficha de datos de seguridad

Compafla

Teléfono
Fax

MERCK PERUANA S.A. PE
Av. Los Frutales 220

3 LIMA

PERU

+51 1 618-7500
+51.1 437-2955
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1.4 Teléfono de emergencia

Teléfono de Urgencia : 4+(51)-17071295 (CHEMTREC Peru) Enh
caso de urgencias: actdase al Centro de
Salud mas cercano.

SECCION 2. Identificacion de los peligros
2.1 Clasificaciéon de la sustancia o de la mezcla

Irritacién cutaneas, (Categoria 2) H315; Provoca irritacion cutanea.
Irritacién ocular, (Categoria 2) H319: Provoca irritacidon ocular grave,
Carcinogenicidad, (Categoria 2) H351: Se sospecha que provoca cancer.
Toxicidad especifica en H336: Puede provocar somnolencia o
determinados drganos - vértigo.

exposicidn dnica, (Categoria 3),
Millipare- 1 (0050 Pagina 1 de 14

The life scicnce business of Merck operates as MilliporeSigma in the US and
Canada

Anexo 13. Ficha Técnica de la Estufa Eléctrica.
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>PBINDER

Model FD 56 | Drying and heating chambers with forced convection

A BINDER FD sones Svartgarde Ling heatng oven & afways used when fasi drang and stonlizaton & reqguined. Thanks to & fully homogenoous
lerraiane distrinofon, quick dynamics and poretl fan, e Feating cven seves valsable Smo.

BEMEFITS

+ Bost anengy afficoncy on he marke?

+ Encebent Hemgoral and sgatial immpenlung aoomacy
+ USE connpoion tor oo dala

+ Temperatde range uo o200 0

KMAlM FEATURES

+ Temperahore range ambieni semperatune plis 10°C o 3007C

+ Ui b 30% kowwer enedqy consumplion compared fo comvensanal inits
on B marked

- High remgeraien acowragy thanks 1o APT.lne ™ tecredisgy

+ FoPmid coeveecion

- Coniroliet wih LCD display

+ Beciromochanical confol ot e exhaust air lag

OROERING IMFORMATION

+ 2 chrosre-plated racks
+ Ehackaiis
* Class 7 imegrated independenl adjustabic emperatos safety dovico

D T2EE0} with wisaal akaim

+ Ergorramic hande design
= LSS port for recording data

ivlirbos v [L] Vidags Cptiers modid Ve sian i b

e F 58

= T30 i 1= g S0 He Brat it FEO5S- 250 0 £ e
128 .5~ gh 85 He S huradacd FOCSALL -1 21 201 B304
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Anexo 14. Termometro Bimetalico de Acero Inoxidable.

FICHA TECNICA

Descripcidon del Instrumento

EN ACERO INOXIDABLE 316

Los termametros tipo bimetalico son de alta calidad

Diales para facil lectura - Herméticos

Construidos totalmente en acero inoxidable

Vastago sensor terminado en punta d
MNorma 150 5001

Funda protectora del vastago con clip sujetador de bolsilio h
Ezpecial para medir iemperaturas en todo tipo - I 7

de productos y fludos

T
r 8
il '.:TI"';'
LA )
E ificaci . Fres '|1,i /

Tamaric del dial V17 {2.5cm) de diametro

Tamafo y didm. Vastage | 5" largo (130 x 4mm)

Wastago : Posterior {Horizantal)

R | licién:

Rangos ;=40 +70°C ;: 2°C - Temperatura 1

S 500 ¢ 270 - Tempesalura 2
v 25050 - 2°0 - Temperatura 3
Exactitud L e o

Marca: “TESS”
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Anexo 15. Certificado de Calidad del Rotavapor.

CERTIFICATE
Testﬂdﬁ Manufacturer In

warranty up to 2 years
boratory Instrument

Quality
and Free
for La




£ ke procict, 4 Engmhage:f L~37
¥ FL Insurance -“'“"‘m__ st Lkl Tituenice) % Forsan Page s #. 28 ~ 55

 WEV-1001V/-1001L Models
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Anexo 16. Analisis de Calidad de Sulfato de Sodio Anhidro.

e Sl ot A FLETL LR

= . X e - Versidn 7.0
FICHA DE DATOS DE SEGURIDAD Fatha He ravisidn D4.02.3005
de acugrda &l Reglamento (CE) Mo, 18072006 Fecha de imypresion DB.02.2025

GEMERIC EU MEDS - NO COUNTRY SPECIFIC DATA - NO OEL DATA

SECCION 1. Identificacidon de la sustancia o la mezcla y de la sociedad o la empresa

1.1 Identificadores del producto
Nombre del producte @ Sodio sulfate anhidro p.a. EMSURE®
ACS,IS0O,Reag. Ph Eur

Refarencia ¢ 1.06649

Articulo nldmero ¢ 106649

Marca . Millipore

REACH No. + 01-2119518226-43-300
Mo, CAS . TIS7-82-B

1.2 Usos pertinentes identificados de la sustancia o de la mezcla y usos

desaconsejados
Usos identificados 1 Andlisls guimice
1.3 Datos del proveedor de la ficha de datos de seguridad
Compafia i MERCK PERUANA S.A. PE
Av. Los Frutales 220
3 LIMA
PERU
Teléfano : +51 1 618-7500
Fax i+ 511 437-2955
1.4 Teléfono de emergencia
Teléfano de Urgencia 1 #{51)-17071295 (CHEMTRELC Peru)} En

caso de urgencias: acidase al Centro de
Salud mas cercana.

SECCION 2. Identificacién de los peligros
2.1 Clasificacion de la sustancia o de la mezcla

Mo es una sustancia o mezcla peligrosa de acuerdo con el Reglamento (CE) No, 1272/2008.
2.2 Elementos de la etiqueta

Mo es necesario pictogramals) de peligra, palabra de advertencia, indicacién{es) de peligre
nl consejos de prudencia.

Nillipore- 16620 Pagiza 1 de 11

The bifie scrence business of Merck operates as MilliporeSigma i the US and
Camsda
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Specification

1.06649.0500 Sodium sulfate anhydrous for analysis EMSURE® ACS,1S0,Reag. Ph Eur

Spec. Values
Assay (alkalimetric) =900 %
Assay (alkalimetric, caloulated on dried 985-101.0 o
substance)
|dendity passes test
Appearance of solution passes {est
Ingaluble matter =00 kY
Acidity or afkalinity passas last
pH-value (5 %, water; 25 "C} 52-80
Chloride (C1)y = 0001 T
Phaosphate (PO = 0.001 %
Tatal nitrogen (M} = 0.0005 o
Heavy metals {ACS) < 0.0005 %
Heavy metals (as Pb) = 00005 o
As (Arsenic) =0.0001 %
Ca (Caleium) = 0.005 %
Fa {lron} = 00005 Fo
K (Patassium) <0002 £
hag. (Magnesium) < 0,004 %
Loss on drying (130 °C) s05 %
Loss on ignition (800 °C) 205 L

Kristin Starke

198

Responsitia laboratory manager quakty control

This document has been produced electironically and is valid without a signaturs.

Marck KGan

Corporation with Generl Panners

Frankfurtar Strafe 250
S42%0 Darmstadt. Garmany

SALSA Versson 14TSSE3 000000000000, Dite: 2802 2025

The fife science business of Merck KGah, Danmsiad,
Garmiany pperates &5 MilliporeSigma in the U5, and
Canada,

Page 1661
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Anexo 17. Ficha Técnica de la Balanza Analitica.

/ cientific

Importacion y Distriboecion .

SEchentific con

BALANZA ANALITICA RANGO 0.0001 - 220 GR MOD:
HZYN-224/323 MARCA 35 CIENTIFIC

Caracteristica

=  Esmuciura del Sensosr Sensor Super Monobiock

=  Modd Oe cafDracidn CAL Riarmd COMASIaNans AU mATco (empd ¥ iTerara
esrablacid'os por & USUATIO para dctivar fa callibracidn aunomancamenia)

= MNred 2no vidracidn Funcrin aru:mbm.mwaamn og 5ars mvelas

=  Carcasa Base de alumdmia = mﬁﬁ&mﬂﬂ'.ﬂﬂﬂ + Widmg anmasTagco
= Paniafa m@enl 3 codor de Al reselician de 5

= Trempe esrable 3-10 5 AjusmiNe

=  Unidad g. mg, c1, oz, oIz awz GM, Ih. N, dr. dT, fs, 0H; T{Toda), ms (Masghal), Bax /b [Parms
por libra), mama. kg Tomimente 19 pnidades seleccionablies y 2 unidades personalizables

=  inmetaz REEEE + USE, opoenal con funmcidn de cWnUmicacian inalambrica
-  Blogques del modo de pesaie Blogueo JuRmMATCT del Modo O pesaje

= AJUSTE HMB!’M::!H con Uindearinmo

= Adaprador de cormente alrenna

= Jara barra 0@ progreso de capacidad, medicionses leqibfes on PC
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Anexo 18. Fotos de los Terrarios Analizados.

Terrarios de suelos contaminados con petrdleo crudo 08/2023

Terrarios de suelos contaminados con petrdleo crudo 09/2023
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Terrarios de suelos contaminados con petroleo

crudo 11/2023
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Anexo 19: Registro de Datos Estadisticos — Soxhlet 3540 EPA.

Librerias para usar

#carga de librerias

library(readzl)

library(rgl)

library(olsrr)

library(tidyverse)

library(mortest)

library(knitr)

library{rstudiocapi)

ruta <- dirname(rstudioapi::getActiveDocumentContext ()$path)
getwd(rutal

Carga de Informacion

base_l-read_excel("Datos.xlsx",sheet="Hojal")
base_2-=read_excel("Datcs.xlsx" ,sheet="Hojal2")

base 2-=data.frame(sapply(base_2, as.numeric) )
colnames(bagse 1)=c("t","ter 1","ter 2","ter 3" ,"ter 4")
colnames (base 2)=c("t","ufc 1","ufc 2" ,"ufc 3" ,"ufc 4")

Analisis con OQutliers

Tiempo (s) vs. Terrario (g)

Analisis preliminar

Se realizan unos graficos de dispersion para examinar las relaciones de manera preliminar:
par(mfrow=c(2,2})
plot{z-base 1%t,y-base 1%ter 1,xlab-"tiempo",ylab="terrarioc 1",ylim=c(Q,2))
plot(x=base 18t,y=base 1¥ter 2, 6xlab-"tiempo",ylab="terrario 2",ylim=c({,2))

ploti(z-base 1¥t,y-base 1$ter 3,xlab-"tiempo",ylab="terrarioc 3",ylim=c(0,2))
plot(x=base 1%t,y=base 1%ter 4,xlab="tiempo",ylab="terrarieo 4",ylim=c(0,2))
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Donde aparentan un comportamiento del tipo exponencial; ademads, se observan valores atipicos,

como los siguientes: en el terrario 1 y 3, el dato 2; mientras que en los demas, el ultimo dato.

Sacando logaritmo, se observa un comportamiento lineal:

par{mfrow=c{2,2))
plot(z=base 1ft.y

r=log(base_1%ter 1) ,xlab="
plot(z=base 13%t, _}r—log(base 1#ter 2),xlab= “'t e_ip:",j,flab—

plot(x=base_ 1$t,y=log(base_1fter_ 3),xlab="tiempo'

plot(xz=base 1&t,y=log(base_1%ter 4),xlab="ti
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Modelamiento

log(ter 2)

log(ter 4)

tiempo” ylab="log(ter 1)" ,ylim=c(-2,1))
log(ter 2)",ylim=c(-2,1))
',ylab="log(ter 3)",ylim=c(-2,1))
iempo" ,ylab="1log(ter 4)",ylim=c(-2,1))
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Para el modelamiento, se consideran los datos atipicos. Se extrae la matriz de correlacion:

basel=cbind(base 1$t,log(base 1[,c(2:5)1))
colnames(bagel)=c{"E" W11 TIOT TEIR TLANY
#matriz de correlacion

cor(basel)

## t 11 12 13 14
## t  1.0000000 -0.7727206 -0.7417485 -0,7053378 -0,6788210
11 -0.7727206° 1.0000000 ©0.6702216 0.8626650 0.735575T
## 12 -0.7417455 0.87022168 1.0000000 0.5700833 0.7442030
# 13 -0.7063378 0.88628850 0.5700833 1.0000000 0.8323293
#H 14 -0.6788210 0.7355757 (.7V422030 0.6323293 1.0000000

Donde se observa que existe una marcada correlacion lineal entre el tiempo y cada uno de los
logaritmos medidos en cada terrario (valor mayor a 6.0).

Se propone:
log{ter;) = Bo+ fh xt 4=

Donde i =1, 2, 3, 4 y ter indican la medida en el terrario i; t es el tiempo, mientras que € es el

error aleatorio. Ejecutando las regresiones, se tiene:

modi=summary(1lm{11~t,data=basel))

mod2=summary (lm{12-t,data=basel)})

mod3=summary{lm{13~t,data=basel))

mod4=summary{lm(l4-t data=basel)})

cl <- c¢(modlfr.squared,mod2fr.squared,med3$r.squared,mod4fr.squared)

c?2 <— rbind(t(modifcoefficients[1:2,1]),t(mod2%coefficienta[1:2,1]),
t(mod3%coefficients[1:2,1]1) ,t (mod4dcoefficients[1:2,11))

¢3 <— rbind(t(modifcoefficients[1:2,4]1) .t (mod2¢coefficientsl1:2,4]1),
t{mod3$coefficients[1:2,4]) ,t (modd$coefficients[1:2,41))

c4 <— c(pf(modi$fstatistic[i],1,29,lower.tail = FALSE),

pf (mod28fstatistic[1],1,29,]lower.tail = FALSE),
pf (mod3$fstatistic[il,1,29,lower.tail = FALSE),
pf(modaffstatistic[i],1,29,lower.tail = FALSE))

table <-round(data.frame(cbind{ci,c2,c3,c4)), 4}

names{table} <- c{"R*","beta 0","beta 1" ,"pv-beta 0", "pv-beta 1","pv-global"}
rownamas (table) <— ¢("Terrario 1" ,"Terrario 2","Terrario 3","Terrario 4")
kable(table, format = "markdown", caption = "Resumen de la regresién",align="c")

Tabla. Resumen de la regresion terrario vs. tiempo

R beta_ 0 beta 1 pv-beta_ 0 pv-beta_ 1 pv-glabal
Terrario 1 0.5971 0.0182 -0.0087 0.8554 0 0
Terrario 2 0.5502 -(.1008 -0.0059 0.1380 ] 0
Terrario 3 0.4975 0.1M7 -0.0106 0.4475 0 0

Terrario 4 0.4608 -0.3732 -0.0088 0.0001 0 0
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Donde el valor de p, valor 0, indica que este es muy pequefio: menor a 0.005. Se observa que la
regresion es significativa en todos los casos; sin embargo, en algunos el término independiente

no es significativo, razon por la cual se vuelve a calcular las regresiones:

mod1=summary (Im(11~0+t ,data=bass1})
mod2=summary (Im{12-0+t ,data=basel))
mod3=summary (1lm{13-0+t,data=basel))
mod4=summary {Im{14~t,data=basel))
cl <- ci(modlfr.squared,mod2fr.=quared,mod3%r.squared,mod4fr. squared)
2 <- rbind{c(NA,modi$coefficients(1,1]1),c (A, mod2$coefficients1,1]),
c(NA ,mod3%coefficients[1,1]) ,t(mod4fcoefficients[1:2,1]1))
¢3 <- rbind(c(WA,modi$coefficients[1,4]),c(lA, mod2¢coefficients1,4]),
c(N&,mod3%coefficients[1,4]) ,t(noddfcoefficients[1:2,4]1))
¢4 <— cl{pf{modiffstatistic[1] 1,30, ower.tail = FALSE),
pf(mod2¢fstatistic[1],1,30,lower.tail = FALSE),
pf (mod3%fstatistic(1],1,30,lover.tail = FALSE),
pf (mod4adistatistic[1],1,29,1lower.tail = FALSE))
table <-round(data.frame{cbind(cl,c2,c3,c2)).2)
names(table) <- c("R’","beta 0","beta 1","pv-beta 0" ,"pv-beta 1","pv-global")
rownames(table) <- c("Terrarioc 1" ,"Terraric 2" "Terrario 3", "Terrarioc 4™)
kable(table, format = "markdown", caption = "Resumen de la regresifm",alipn="c")

Tabla. Resumen de la regresion terrario vs. tiempo, con p valor significativos

R® heta_ 0 heta_ 1 pv-beta_ () pv-beta_ 1 pv-global
Terrario 1 0.8162 NA -0.0095 NA 0 0
Terrario 2 0.8303 NA -0.0071 NA 0 0
Terrario 3 0.7032 NA -0.00a3 NA 0 0
Terrario 4 0.4608 -0.3732 -0.0058 le-04 0 0

Donde el valor de p, valor 0, indica que este es muy pequeiio: menor a 0.005. Se observan
mejoras en R?. Se analiza también si se verifica la normalidad a través de una prueba paramétrica

(Shapiro-Willks) y una prueba no paramétrica (Lilliefors) en los residuos, a través de su p-valor:

#Pruebs POTGysirica
tab_norm_11 «_ data.frame(rbind(c("Terrarioc 1%, "Terrario 2", "Terrarieo 3", "Terrario 4%).
round(c EEh'tzq:-:'le'r;: .test(resid{modl))$p.value,shapirc.test(resid(mod2))$p.value,
shapiro.test(resid(mod3))$p.value,shapiro.test (resid(mod4))$p.value),3)))
colnames(tab norm 11) <- c("","","","")

print(tab norm 11)

##
## 1 Terraric 1 Terraric 2 Terraric 3 Terraric £
#H 2 0.18 0.371 0.292 0.582

Donde se observa que todos los valores son mayores a 0.05, con lo que no se rechaza la hipdtesis

nula de normalidad, cumpliendo asi este supuesto.

#Prueba no poaraméirica

tab norm 12 <- data.frame(rbind(c("Terraric 1" ,"Terrarioc 2","Terrarie 3","Terraric 4"),
round(c(lillie.test{resid(modl))$p.value,1illie. .test(resid(mod2))$p.value,
lillie.test(resid(mod3))$p.value,lillie.test(resid(mod4) ) $p.value),3)))

colnames(tab norm 12) <- c("","","","")

print{(tab_norm 12}
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i
## 1 Terrario 1 Terraric 2 Terrarioc 3 Terrarioc 4
## 2 0.334 0.68 0,366 0,301

Donde se observa que todos los valores son mayores a 0.05, con lo que no se rechaza la hipdtesis

nula de normalidad, cumpliendo asi este supuesto.

Visualizacion de resultados

Se puede realizar el grafico de la curva exponencial correspondiente en cada caso:

par(mfrow=c(2,2})

plot(z=base 1%t,y=base_1$ter 1,xlab="tiempc",ylab="terraric 1",ylim=c(0,2),pch=18)

par (new=TRUE)

plot(z=base 18t,y=expimodi$coefficients[1,1]+base_1%t),
xlab="",ylab="",ylim=c(0,2) ,type="1" ,col="red")

plot(z=base_18t,y=base_if¥ter 2,xlab="tiempo",ylab="terraric 2",ylim=c(0,2),pch=18)

par (new=TRUE}

plotix=base_1%t,y-exp(mod2fcoefficientsl1l,1]l+base_1%t),
xlab="",ylab="",ylim=c(0,2) ,type="1",col="red")

plot(z=base_1%t,y=base_1%ter 3,xlab="tiempe",ylab="terrarioc 3",ylim=c(0,2),pch=18)

par (new=TRUE}

plot(x=base_1%&t,y-exp(mod3fcoefficients[1,1]+base_1%t),
xlab="",ylab="",ylim=c(0,2) ,type="1" ,col="red")

plot(1=base_1$t,y=base_1$ter_4,xlab=“tieﬂps“,ylab=“terraric 4" ylim=c(0,2) ,pch=16)

par (new=TRUE)

plot(z=base_1%t,y=exp(mod4fcoefficients[l,1])+exp(mod4tcoefficients[2,1]+base_1%t),
zlab="",ylab="",ylim=c(0,2) ,type="1" ,col="red")
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Asimismo, se puede observar las curvas exponenciales estimadas:

plot(z=base_1%t,y=exp(modifcoefficients[1,1]*base 18t),
xlab="tiempo" ,ylab="masa" ,ylim=c(0,1.5} ,type="1",col="red",
main="Aproximacidn exponencial")

par (new=TRUE)

plot(z=base_1%t,y=exp(modl$coefficients[1,1]+base 1%t),
xlab="",ylab="",ylim=c(0,1.5) ,type="1",col="blue")

par {(new=TRUE)

plot(z=base_1%t,y=exp(mod3fcoefficients[1,1] *+base 1§t),
xlab="",ylab="",ylim=c(0,1.5) ,type="1",col="green")

par (new=TRUE)

plot(z=base_1%t,y=exp(mod4fcoefficients[l,1])+exp(mod4fcoefficients[2,1]+base 13t),
rlab="",ylab="" ;ylim=c(0,1.5) ;type="1",col="black")

legend(x = "topright", lepend = c¢("Terrarig 1", "Terrarie 2",

"Terrario 3","Terraric 4"),fill = c("red", "blue","green","black"))

Aproximacion exponencial
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Tiempo vs. Ufc

Analisis preliminar

Se realiza una grafica de dispersion para evaluar las relaciones preliminares.
par(mfrow=c(2,2))
plot(z=base 2§t,y=base_ 2%ufc_1,xlab="tiempo",ylab="ufc 1",ylim=c(0,4))
plot(x=base_ 28§t,y=base 2$ufc_2,xlab="tiempo",ylab="ufc 2",ylim=c(0,4))

plot(z=bass_28t,y=base_2%ufc_3,xlab="tismpo",ylab="ufc 3",ylim=c(0,4))
plot(x=base_2§t,y=base_2%ufc 4,xlab="tismpo",ylab="ufc 4",ylim=c(0,4))



208

<+ + -
- = . -
g~ oy, g %%,
2 A I I W@E?OG?OO?O ID - I I %?DO?DO?D ID
0 20 40 60 80 120 0 20 40 60 B8O 120
tiempo tiempo
<+ <+
) 1 @A, 1
g :mmm@ %@DOOOO % o :QQQ%
ST 1T I T 1 O?O |EJ i e %?OO?O P
0 20 40 &0 80 120 0 20 40 80 B0 120
tiempo tiempo

Donde aparentan un comportamiento del tipo exponencial, sacando logaritmo.

par{mfrow=c(2,2})

plot(z=base_2%t,y=log(base 2%ufc 1) ,xlab="tiempo",ylab="loglufc 1)",ylim=c(-4,3))
plot(z=base 28t,y=log(base 2%ufc_2) ,xlab="tiempo",ylab="loglufc 2)",ylim=c(-4,3))
plot (x=base 28t,y=log(base 2¢ufc_3),.xlab="tismpo",ylab="loglufc 3)",ylim=c(-4,6))
plot(x=base 28t,y=log(base 2%ufc 4),xlab="tiempo",ylab="log(ufc 4)",ylim=c(-4,3))
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Donde se observa un dato atipico en ufc 3 (dato 15). Se analizan las correlaciones:



basel=cbind(base 2%t,log(base 2[,c(2:5)1))
colnames (base?)=c ("t ;" 1T1M "12"  "]13" " Tam)
#matriz de correlacion

cor(basel)

HH 3 7 Er 12 13 14
#t T 1.0000000 -0,9880266 -0,9919698 -0.8402208 -0,9842355
## 11 —0.9880266 1.0000000 O0.09069834 0.76E6E93 0.0025222
# 12 -0.9910608 0©.9968834 1.0000000 O0.B0O01751 (.00bEE84
## 13 -0.8492208 0.7686893 0.8001751 1.0000000 O.7T752686
#t 14 -0.0842355 0.9025222 0.00E6EB4 0.7752686 1.0000000

Donde se observa que existe una marcada correlacion lineal entre el tiempo y cada uno de los

logaritmos de los valores medidos en cada ufc (valor absoluto mayor a 0.6).

Modelamiento

Para el modelamiento, se consideran los datos atipicos. Se propone:

loglufe;) =58a+ 51 xt+¢
Donde i= 1, 2, 3, 4 y ufci indica la medida en el ufci, t es el tiempo, mientras que € es el error

aleatorio. Ejecutando las regresiones tenemos:

modll=summary (1lm(11~t,data=base2))
mod21=summary(1m(12~t,data=base2))
mod3l=summary(lm(13~t,data=base2))
mod4l=summary(1m(1l4~t,data=base2))
cl <- c(mod11$r.squared,mod21$r.squared,mod31$r.squared,mod41$r.squared)
¢2 <— rbind(t(modiifcoefficients[1:2,1]),t(mod21$coefficients[1:2,1]),
t(mod31fcoefficients[1:2,1]),t(mod21%coefficients[1:2,11))
c3 <- rbind(t(modil$coefficients[i:2,4]1) .t {mod21$coefficients[1:2,4]1),
t(mod31fcoefficients[1:2,4]),t(mod41fcoafficients[1:2,4]))
c4 <— cl(pf(modlidfstatistic[1],1,29,lower tail = FALSE),
pf(mod21$fstatistic[i],1,29,lower.tail = FALSE),
pf(mod318fstatistic[1],1,29,lower . tail = FALSE),
pf(mod418fstatistic[1],1,29, lower.tail = FALSE))
table <-round(data.frame{cbind{cl,c2,c3,c4)),4)
names (table) <- c("R*","beta 0","beta 1","pv-beta O","pv-beta 1","pv-global")
rowvnames(table) <- c("Ufc 1" ,"Ufc 2", "Ufc 3" ,"Ufc 4")
kabla(table, format = "markdown", caption = "Resumen de la regresibén",align="c")

Tabla. Resumen de la regresion Ufc(UFC/mL) vs. tiempo(dias)

R? beta 0 beta 1 pvbeta 0 pvbeta 1 pv-global
Ufe 1 08762 03763 -0.0299 0 0 0
Ufe 2 009840 09064 -0.0366 0 0 0
Ufc3d 07212 14220 -0.0132 0 0 0
Ufc4 005687 0.7880 -0.0351 0 0 I
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Donde el valor de p, valor 0, indica que este es muy pequefio: menor a 0.005; ademas el R? es
elevado en todos los casos. Se observa que la regresion es significativa en todos los casos. Se
analiza también si se verifica la normalidad a través de una prueba paramétrica (ShapiroWiilks)

y una prueba no paramétrica (Lilliefors) en los residuos, a través de su p-valor:

#Prueba poraméirica

tab norm 21 <- data.frame(rbind(c("ufc 1" ,"ufc 2" ,"ufc 3","ufc 4"},
round(c(shapiro.test(resid(modil) ) $p.value,shapiro.test(resid(mod21))$p.value,
ghapiro.test(resid(mod31) )$p.value ,shapirc.test({resid(mod4l) )$p.value),3)))

colnames {tab norm 21) <- g("", "n,mn "y

print(tab norm 21)

##
## 1 ufc 1 ufc 2 ufc 3 ufc 4
##H 2 0.018 0.004 0.052 0.006

Donde se observa que todos los valores son menores o casi iguales a 0.05, con lo que se rechaza

la hipétesis nula de normalidad, no cumpliendo asi este supuesto.

#Prueba no paraméiricae

tab norm 22<- data.frame(rbind(c("ufc 1","ufe 2","ufec 3","ufc 4"},
round(c(lillie.test(resid(modii))$p.value,lillie.test{resid(mod21i))$p.value,
lillie.test(resid(mod31) )$p.value,lillie.test (resid(moda1))$p.value),3)))

colnames{(tab norm 22) <- e("","","","")

print{tab norm 22)

##
## 1 ufc 1 ufc 2 ufc 3 ufc 4
## 2 0.104 0.076 0.306 0.023

Donde se observa que en solo un caso se rechaza la hipotesis nula de no normalidad.

Visualizacion de resultados

Se puede realizar el grafico de la curva exponencial correspondiente en cada caso:

par{mfrow=c(2,2))

plot(x=base 2%t,y=base 2%ufc 1,xlab="tiempo",ylab="ufc 1",ylim=c(0,2),pch=186)

par{new=TRUE}

plot(x=base 2%t,y-exp(modiilfcoefficients[1,1])*exp(modlifcoefficients[2,1]%base 28t),
xlab="",ylab="",ylim=c{0,2) ,type="1" ,col="rad")

plot(x=base 2%t,y=base 2%ufc 2,xlab="tiempo",ylab="ufc 2",ylim=c(0,4),pch=18)

par (new=TRUE)

plot(x=base 2%t,y=exp(mod2i$coefficients(1,1])*exp(mod2i$coefficients(2,]+base 2%t),
xlab="",ylab="",ylim=c(0,4) ,type="1" ,col="red")

plot(x=base_28t,y=base 2%ufc_3,xlab="tiempo",ylab="ufc 3",ylim=c(0,5),pch=16)

par (new=TRUE)

plot (x=base 2%t,y-exp(mod31$coefficients[1,1])*exp(mod3ifcoefficients[2,1]+base_28t),
xlab="",ylab="",ylim=c(0,5),type="1" ,col="rad")

plot (x=base 28t,y=base 2%ufc 4,xlab="tiempo",ylab="ufc 4",ylim=c(0,5),pch=18)

par (new=TRUE)
plot(x=base 2%t,y=exp(mod4itcoefficients[1,1])+*exp(moddi$coefficients[2,1]+base 28t),
zlab="",ylab="" ,ylim=c(0,5) , type="1" ,col="red")
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Asimismo, se puede observar las curvas exponenciales estimadas:

120

plot(z=base 28t,y=exp(modiifcoefficients[1,1])+exp(modilfcoefficients[2,1]+base 2%t),
xlab="tiempo" ,ylab="ufc" ,ylim=c(0,5} ,type="1",col="red",
main="Aproximacibn exponencial)

par (new=TRUE)

plot(xz=base 2%t,y-exp(mod21fcoefficients(1,1])+exp(mod21$coefficients[2,1]+base_28t),
xlab="",ylab="",y1lim=c(0,5) ,Sype="1",c0l="blue")

par {new=TRUE)

plot(x=base 28t,y=exp(mod3ifcoefficients[1,1])+*exp(mod31§coefficients[2,1]+base 2%t),
xlab="",ylab="" ,ylim=¢(0,56) ,type="1" ;col="preen")

par (new=TRUE}

plot (x=base_2¢t,y=exp(mod4ifcoefficients[i,1])+exp(mod4ifcoefficients[2,1] ¥base 28t),
xlab="",ylab="" ylim=c(0,5) ;type="1",col="black")

legend(x = "topright", legend = c{("Ufc 1",
fill = c("rad", "blue","preen","black"})

"Ufc 2","Ufc 3","Ufc 4"),
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Aproximacion exponencial
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Se grafica la relacion ufci vs. terrario, usando sus aproximaciones debido a que se cuenta con los

datos para diferentes periodos de tiempo, lo que impide una regresion:

par{mfrow=c(2,2))

plot (z=exp(modi$coefficients[i,1]*seq(1,150,1)),
y=exp(modli$coefficients[1,1])*exp(modiifcoefficients[2,1]*8eq(1,150,1)),
xlab="terrario 1",ylab="ufc 1" ,ylimc(0,4},type="1",col="1red")

plot (z=exp(mod2$coefficients[1,1]*seq(1,150,1)),
y=exp(mod21fcoefficients[1,1])*exp(mod2i$coefficients[2,1]*80q(1,150,1)),
xlab="terrario 2" ,ylab="ufe 2" ,ylim=c(0,4),type="1",col="red"}

plot (z=exp(mod3fcoefficients[1,1] *seq(1,150,1}),
y=exp(mod31§coefficients[1,1])+exp(mod31coefficients[Z,1]1+8eq(1,150,1)),
xlab="terrario 3" ,ylab="ufc 3" ,ylim—c(0,4), type="1",col="red")

plot (x=exp(mod4fcoefficients[1,1] )*exp(modefcoeificients[2,1] *#seq(1,150,1)),
y=exp(mod41fcoefficients[1,1]) exp(mod4itcoefficients[2,1]+seq(1,150,1)),
xlab="terrario 4",ylab="ufc 4",ylim=c(0,4),type="1",col="red")
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Ufc vs. terrario
Se puede plantear regresiones no tan precisas haciendo uso de predicciones:

t1 <- base 1[!'base ift==base 2%t.1]

t2 <- base 2[!base if$t==base 2%t,1]

pl <- data.frame( t=t2,ter l-ezp(modifcoefficients[l,i]=t2),
ter 2=expimod2fcoefficients[1,1]#t2),
ter_3=exp(mod3fcoefficients[1,1]#t2),
ter 4=expl(mod4fcoefficients[1,1]) *explmodafcoefficients[2,1]12t2))

P2 <- data.frame{t=ti,

ufc_1=exp(modiifcoefficients[1,1])*exp(modii$coefficients[2,1]%t1),

ufc Z=exp(mod2ifcoefficients(l,1])*exp(mod2i8coefficients[2,1]12t1),
ufc 3=expimod3i$coefficients[1,1])*exp(mod3i$coefficients[2,1]1%1),
ufc_4=exp(mod4lfcoefficients[l,1])+exp(mod4i$coefficients[2,1]%t1))

names{plY=c("t","ter 1" "ter 2" "ter 3", "ter 4")

names(p2)=c("t" ,"ufc 1" . "ufc 2" . "ufc 3", "ufc 4")

bl <- rbind(base 1,pl)¥%>Y%arrange(t)

b2 <- rbind(base 2,p2)%>Y%arrange(t)

bf <- cbind(bil,2:5],b2[,2:51)

Analisis preliminar
Se evalta en graficos de dispersion terrario vs. Ufc y se obtiene:

parimfrow=c(2,2))
plot(x=bf$ter 1,y=bf$ufc 1,xlab="terrario 1",ylab="ufc 1",ylim=c(0,4))
plot{x=bffter 2,y=bf$ufc 2,xlab="terraric 2" ,ylab="ufc 2",ylim=c(0,4))

plot(x=bféter 3,y=bf$ufc_3,xlab="terraric 3",ylab="ufc 3",ylim=c(0,4))
plot (x=bf$ter 4,y=bffufc 4,xlab="terrario 4" ,ylab="ufc 4",ylim=c(0,4))
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Modelamiento
Ahora, se procede a aplicar regresion lineal teniendo en cuenta los atipicos, y se obtiene:
mod12=gsummary (lm{ufc 1~ter 1,data=bf))
mod22=summary(lm{ufc 2-ter 2,data=bf))
mod32=summary(1m{ufc 3~ter 3,data=bf))
mod42=summary (Im{ufc 4~ter 4,data=bf))
cl <- c(mod12fr.squared,mod22$r.squared,mod32$r.squared, mod428r.squared)
c2 <- rbind(t{modi2%coefficients[1:2,1]) ,t{mod22¢coefficients[1:2,1]),
t (mod32$coefficients[1:2,11) .t (mod423fcoefficients[1:2,11))
c3 <- rbind(t(modi2f$coefficients[1:2,4]1),t(mod22%coefficients[1:2,4]1),
t{mod32fcoefficients[1:2,4]) ,t{mod42$coefficients[1:2,4]))
c4d <- c(pf({modi2§fstatisticl1],1,50, lower.tail = FALSE),
pf(mod228fstatisticlil,1,50,lower.tail = FALSE),
pf(mod328fstatistic[1],1,50,lower.tail = FALSE),
pf (mod428fstatisticl1],1,50,lower.tail = FALSE))
table <-round(data.frame(cbind{cl,c2,c3,c4)), 4)
names(table} <- c("R*","beta 0","beta 1" ,"pv-beta 0","pv-beta 1","pv-global")
rownames (table) <- c("Ufc: 1", "Ufc 2", "Ufc: 3", "Ufc: 4")
kable(table, format = "markdown", caption = "Resumen de la regresifn",alipgn="c")

Tabla. Resumen de regresion de Ufc vs. terrario

R beta 0 beta 1| pvbeta 0 pv-beta 1 pv-global

Ute 1 0.8280 -0.3983 1.2905 0 Ue+00 Oe+00
Ufc 2 04760 -1.1528 2.5951 0 Oe+00 Oe-+00
Ufe 3 02790 1.2608 1.1588 0 Le-04 le-04
Ute 4 0.5409 -0.8931 2.7962 0 Oe+-00 Oe+-00

En cuyo caso todos los coeficientes son significativos, sin embargo, debido a que usamos

aproximaciones es notable que tengan R? bajo, lo cual indica que es inadecuado considerarlos en
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este caso. Se analiza también si se verifica la normalidad a través de una prueba paramétrica

(Shapiro-Wilks) y una prueba no paramétrica (Lilliefors) en los residuos de su p-valor.

#Prueba paraméirica

tab norm 2 11 <- data.frame (rbind(c("Terraric 1","Terrario 2","Terrario 3","Terrario 4"),
round(c(shapiro.test(resid(modi2))$p.value,shapiro.test(resid(mod22))$p.value,
shapiro.test{resid(mod32))$p.value,shapirc.test (resid{mod42})$p.value),3)))

colnames(tab porm 2 11) <- e("","","","")
print(tab norm 2 11)

##
## 1 Terraric 1 Terraric 2 Terraric 3 Terraric 4
## 2 0 0.001 0.018 0

Donde se observa que todos los valores son menores a 0.05, con lo que se rechaza la hipotesis

nula de normalidad incumpliendo asi este supuesto.

#Prueba no paraméirica

tab norm 2 12 <— data.frame(rbind(c("Terraric 1","Terrario 2","Terrario 3","Terrarioc 4"},
round(c(lillie.test(resid(modi12))$p.value ,lillie.test(resid(mod22) }§p.value,
1illie.test(resid(med32))$p.value,lillie.test (resid{mod42))$p.value),3)))

colnames(tab norm 2 12) < c{"¢, """, " ")

print(tab norm 2 12}

#E
## 1 Terrario 1 Terrario 2 Terrario 3 Terrario 4
##H 2 0.028 0.007 0.236 0

Donde se observa que en un solo caso no se rechaza la hipotesis de normalidad.

Visualizacion de resultados
Se observa ahora una aproximacion lineal de cada caso:

par (mfrow=c(2,2})

plot(z=bf$ter_1.y=bffufc_1,xlab="terraric 1",ylab="ufc 1",ylim=c(0,B),pch=16)

par (new=TRUE}

plot (x=bf$ter_ 1,y-modi2$coefficients[i,1]+modi2$coefficients[2,1]+bf$ter 1,
xlab="",ylab="",ylim=c(0,5) ,type="1",col="red")

plot (z=bféter 2,y=bf$ufc_2,xlab="terrarigc 2",ylab="ufc 2",ylim=c(0,5),pch=16)

par (new=TRUE)

plot (z=bffter_2,y=mod22%coefficients[1,1]+mod22%coefficients[2, 1] ¥bfdter 2,
xlab="",ylab="",ylim=c(0,5) ,type="1" ,col="blus")

plot (z=bffter_ 3,y=bf¢ufc_3,xlab="terrarie 3" ,ylab="ufc 3",ylim=c(0,5),pch=186)

par (new=TRUE)

plot (x=bffter_3,y=mod32%cocefficients[1,1]+mod32¢coefficients[2,1]+bféter 3,
xlab="",ylab="",ylim=c(0,B) ,type="1" ,col="crange"

terrarioc 4" ,ylab="ufc 4",ylim=c(0,5),pch=18)

plot (z=bffter_4,y=bffufc_4,xlab=

par (new=TRUE)

plot(z=bffter_4,y=-mod42%coefficients[1,1]+mod42¢coefficients[2,1] #+bidter 4,
xlab="",ylab="",ylim=c(0,B) ,type="1",col="green")
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Finalmente, se muestra un grafico de curvas de nivel sobre el terrario vs. tiempo (ver Anexo):
z1=0.1
z2=0.05

# Crear un grdfico 3D con las funciones a diferenies alturas
open3d()

#Hit E;II
#E 1
plot3d(seq(1,150,1), exp(modi$coefficients[i,1]#%seq(1,150,1)), =1, type = "1",
col = "blue", xlab = "Tiempo", ylab = "Masa",
zlab = "Consercie bacterianc"}

lines3d(seq(1,150,1), exp(mod2%coefficients[1,1]*seq(1,150,1)), =1, col = "green")
lines3d(seq(1,150,1), exp(mod3f$coefficients[1,i]*seq(i,150,1)), 0, col = "red")

lines3d{seq(1,1560,1), exp(mod4$coefficients[1,1])*exp(mod4fcoefficients[2,1]1+aeq(l
y150,1)), =22, col = "orange")

legend3d(x = "topright", legend = c("Tr 1", "Tr 2","Tr 3",
"Tr 4"), fill = e("blus", "green","red" ,"orange"))

# Proyectando 2D
plot(seq(1, 150, 1), exp(modi$coefficients[i,1] # seq(l, 150, 1)),

type = "1", £6l = "bhue", ¥xlab = "Tiempo”, ylah = "Masa",
main = "Proyeccion curvas de mivel", ylim = ¢(0, 1.5))

lines(seq(1, 150, 1), exp(mod2$coefficients[1,1] # seq(l, 150, 1)}, col = "green")
lines(seq(1, 150, 1), exp(mod3$coefficients[1,1] # seq(l, 150, 1)) , col = "red")
lines(seq(l, 150, 1), exp(mod4®coefficients[1,1]) * exp(mod4¥coefficients[2,1] = seq(l, 150, 1)), col =

legend("topright", legend = ¢("Tr 1", "Tr 2", "Tr 3", "Tr 4"),
col =:e{"blus", "green", "red", "oramps"), lty = 1)
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Analisis preliminar

Se dibuja un grafico de dispersion para evaluar las relaciones preliminares:

par(mfrow=c(2,2))
plot(x-base 1%t,y-base 1fter 1,zlab-"tiempo",ylab="terrarioc 1",ylim=c(0,2))

plot(x=base 18t ,y=base_ 1fter 2,xlab="tiempo",ylab="terraric 2",ylim=c(0,2))
plot(z=base 13t,y=base 1fter 3,xlab="tiempo",ylab="terraric 3",ylim=c(0,2))
plot(x=base 1%t,y=base 1¥ter 4,xlab="tiempo",ylab="terrarioc 4",ylim=c(0,2))
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Donde aparentan un comportamiento del tipo exponencial; ademas, se observan valores atipicos

como los siguientes: en el terrario 1 y el 3, el dato 2; mientras que en los demas, el ultimo dato,

sacando logaritmo:
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Para el modelamiento, no se consideran los datos atipicos. Se evaliian las correlaciones:

basel=cbind(base 1$t,log(base 1[,c(2:5)]1))
colnames(basal)=c("t", 11", "1O0. "]V W] AMY
#mairiz de correlacion
cor{basel[-e(1,2,31),1)
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## t 11 12 13 14
## vt 1.0000000 -0.7718448 -0.7847236 -0.7608880 -0. 7072799
## 11 -0.7718446 1.0000000 O.6444850 0.8801877 0.6737317
## 12 -0.7847236 0.6444850 1.0000000 0.5987574 0.7438889
## 13 -0.7806888 0.BBO1877 0.598T7ET4 1.0000000 O0.80777H6
## 14 -0.7072799 0.8737317 0.7438882 0.80777R6 1.0000000

Donde se observa que existe una marcada correlacion lineal entre el tiempo y cada uno de los
logaritmos de los valores medidos en cada terrario (valor absoluto mayor a 0.6).

Se propone:
loglter;) = Go + h nt 4=

Donde i =1, 2, 3, 4 y teri indican la medida en el terrario i; t es el tiempo, mientras que € es el

error aleatorio. Ejecutando las regresiones, se tiene:

modl l=summary(lm(1li~t,data=basel[-c(2),1))
mod2 1=-summary(lm(12-t,data=basel[-c(31),]1))
mod3 1=summary (1lm(13-t,data=basel[-c(2),]1))

mod4 1=summary(1m(14~t,data=basel[-c(1,31),1))
cl < c(modl 1%r.squared,mod2 1%r.squared,mod3 1fr.squared,mod4 1%r.sguared)
c2 <- rbind(t({modl i1$coefficients[1:2,1]),t(mod3 1$coefficients[1:2,11),
timod3 1fcoefficients[1:2,1]1),t(mod4 1%coefficients[1:2,11))
c3 <- rbind(t(modl 1%coefficients[1:2,4]),t(mod2 1%coefficients[1:2,4]),
t(mod3 1$coefficients[1:2,4]) ,t(mod2 1%coefficients[1:2,4]))
cd < cipf(modl 1$fstatisticl[i],1,28,lower.tail = FALSE),
pf(mod2 1$fstatisticl1],1,28,lower.tail = FALSE),
pf(mod3_18fstatistic[1],1,28,lower.tail = FALSE),
pf (moda 1$fstatistic[1],1,27,lower.tail = FALSE))
table <-roundi{data.frame{cbind(ci.c2,c3,cd4)),.4)
names(table) <- c("R?","beta 0","beta 1","pv-beta 0","pv-beta 1","pv-global")
rownameg (table) <- e("Terrarie 1";"Terrarie 2";"Terrario 3";"Terrarie 4")
kable(table, format = "markdown", caption = "Resumen de la regresifn",alipn="c")

Tabla: Resumen de la regresion terrario vs. tiempo

Rz beta 0 beta 1 pv-beta 0 pv-beta 1 pv-global
Terrario 1 0.5806 0.0304 -(1L0099 0.7760 0 0
Terrario 2 0.6554 -0.0573 -0.0070 0.3530 0 0
Terrario 3 0.5820 0.1085 -0.0117 0.1322 0 0
Terrario 4 0.5154 -0.3935 -0.0061 0.0000 0 0

Donde el valor de p, valor 0, indica que este es muy pequefio: menor a 0.005. Se observa que la
regresion es significativa en todos los casos; sin embargo, en algunos, el término independiente

no es significativo, por lo cual se vuelve a calcular las regresiones.
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modl l=summary{lm{1i~0+t,data=basei[-c(2),1))

mod2 i1=summary(lm(12~0+t,data=basel[-c(31),]1))

mod3_ 1-summary(lm{13-0+t,data=basel[-c(2),]1))

mod4 l=summary{lm{1l4-t,data=basel[-c(1,31),1))

cl <- cimodl 1%r.squared,mod? 1#r.squared,mod3 1¥r.squared,mod4 1%r.squared)

c2 <- rbind(c(Ni,modl ifcoefficients[1,1]),c(lNa,mod2 1fcoefficients[i,11),
c(NA,mod3 1%coefficients[1,1]1),t(modd 1f¥coefficients[1:2,11))

c3 <- rbind{c(Ni,modl 1%¥coefficients[i,4]),c(Ni,mod2 1¥coefficients[1,41),
c(NA,mod3 1%coefficients[i,4]),t(modd 1¥coefficients[1:2,41))

c4 <— c{pf{modl 1Bfstatistic[i],1,29,lower.tail = FALSE),

pfimod2 1$fstatisticli]l.1,289,lower.tail = FALSE}),
pf(mod3 18fstatisticli],1,29, lower.tail = FALSE),
pfi{mods 1$fstatisticlil,1,27,lower.tail = FALSE)})

table <-round(data.frame{cbind(cl,c2,c3,cd4)),4)

names(table} <- c("R*","beta 0","beta 1","pv-beta 0" ,"pv-beta_1","pv-global")
rownames(table) <- c("Terraric 1" ,"Terraric 2" ,"Terrario 3","Terraric 4")
kable(table, format = "markdown", caption = "Resumen de la regresifn",align="c")

Tabla: Resumen de regresion terrario vs. tiempo

R= heta 0 beta_ 1 pv-heta_ 0 pv-beta_ 1 pv-global
Terrario 1 0.8166 NA -0.0095 NA 1} 0
Terrario 2 0.8708 NA -0.0078 NA 0 0

R? heta 0 beta_ 1 pv-heta . 0 pv-beta 1 pv-global
Terrario 3 0.7207 NA -0.0093 NA 0 0
Terrario 4 (.5154 -0.3935 -(L0061 0 0 0

Donde el valor de p, valor 0, indica que este es muy pequefio: menor a 0.005. Se observa
mejoras en R%. Se analiza también si se verifica la normalidad a través de una prueba paramétrica

(Shapiro-Wilks) y una prueba no paramétrica (Lilliefors) en los residuos, a través de su p-valor:

#Prueba paraméirica

tab norm_31 <- data.frame{rbind(c("Terrarie 1","Terrario 2","Terrario 3","Terrario 4"),
round (c(shapiro.test(resid(modl 1})$p.value,shapiro.test(resid(mod2 1))3$p.value,
shapiro.test(resid{mod3 1))%p.value,shapirc.test(resid(mod4 1))%p.value),3)})

colnames (tab norm 31) <— c("","","","")

print(tab norm 31)

##
## 1 Terrario 1 Terrario 2 Terrarioc 3 Terrarioc 4
## 2 0.20& 0.908 0.387 0.8E0

Donde se observa que todos los valores son mayores a 0.05, con lo que no se rechaza la hipdtesis

nula de normalidad, cumpliendo asi este supuesto.

#Prueba no paraméirica

tab norm 32 <- data.frame(rbind{(c("Terraric 1" ,"Terrarie 2","Terrarie 3","Terrarie 4"},
round(c(lillie.test(resid{modl 1))%p.value,lillie.test(resid(mod2 1))%p.value,
lillie.test(resid(mod3 1))#p.value,lillie.test(resid(mod4 13)%p.value),3)))

colnames (tab norm 32) <- c("","","", ")

print(tab norm 32)
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i
#t 1 Terrario 1 Terrarioc 2 Terrario 3 Terrario 4
#Ht 2 0.332 0.937 0.388 0.148

Donde se observa que todos los valores son mayores a 0.05, con lo que no se rechaza la hipdtesis

nula de normalidad, cumpliendo asi este supuesto.

Visualizacion de resultados
Se puede realizar grafico de la curva exponencial correspondiente en cada caso:

par{mfrow=c(2,2})

plot(z=base 1%t,y=base ifter 1, xlab="tiempc",ylab="terrario 1",ylim=c(0,2),pch=18)

par (new=TRUE)

plot(x=base 1%t,y=exp(modl 1fccefficients[1,1]l+*base 1%t),
xlab="",ylab="",ylim=c(0,2) ,type="1" ,col="red")

plot(x=base_18t,y=base 1%$ter 2,xlab=-"tiempo",ylab="terraric 2",ylim=c(0,2),pch=18)
par(new=TRUE)
plot(z=base 1%t,y=exp(mod2fcoefficients([1,1]+base 1%t),

xlab="" ;ylab="" ,ylim=c(0,2) ,type="1" ,col="red")

plot(x=base 18t,y=base 1%ter 3,xlab="tiempo",ylab="terrariec 3",ylim=c(0,2),pch=18)

par (new=TRUE)

plot(x=base 18t,y=exp(mod3$ccefficients[1,1]+base 1%t),
xlab="",ylab="",ylim=c(0,2) ,type="1" ,col="red")

plot (x=base 18t,y=base 18ter 4,xlab="tiempo”,ylab="terraric 4",ylim=c(0,2),pch=18)

par(new=TRUE)

plot(x=base 1%t,y=exp(mod4fcoefficients[1,1])+exp(mod4fcoefficients[2,1]+base_1%t),

xlab="",ylab="" ,ylim=c(0,2),type="1",col="red")
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Asimismo, se puede observar las curvas exponenciales estimadas:
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plot(z=base_1%t,y=exp(modifcoefficients[1,1]+base 1$t),
xlab="tiempo",ylab="masa",ylim=c(0,1.5) type="1",col="red",
main="Aproximacifén exponencial")

par (new=TRUE)

plot(x=base 1$t,y-exp(mod2§coefficients[1,1}+base_ 1ft),
xlab=”“,y1ab=”“,ylim=c(0,1.5),type=”l“,col=“blue”)

par (new=TRUE)

plot(z=base 1%t,y-exp(mod3fcoefficients[1,1]+*base 1%t),
xlab="",ylab="" ,ylim=c{0,1.5),type="1" ,col="green")

par (new=TRUE)

plot{z=base 1%t,y-exp(mod4fcoefficients[1,1])+exp(mod4$coefficients{2,1]+base_1§t),
xlab="",ylab="" ,ylim=c(0,1.5),type="1",col="black")

legend(x = "topright", lepend = c("Terrario 1", "Terrario 2","Terrario 3",
"Terraric 4"),

fill = ef"red", "blue","green","black"})

Aproximacion exponencial
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Tiempo vs. Ufc

Analisis preliminar

Se dibujan unas graficas de dispersion para evaluar relaciones preliminares:
par (mfrow=c(2,2))
plot (z=base 2%t,y=base 28ufc_1,xlab="tiempo",ylab="ufc 1",ylim=c(0,4))
plot (x=base 2%t,y=base 28fufc 2,xlab="tiempo",ylab="ufc 2",ylim=c(0,4))
plot (x=base 2#t,y=base 2%ufc_3,xlab="tiempo",ylab="ufc 3",ylim=c(0,4))
plot (z=base_2¢t,y=base 2%ufc 4,xlab="tiempo",ylab="ufc 4",ylim=c(0,4))
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Donde aparentan un comportamiento del tipo exponencial, sacando logaritmo:

par{mfrow=c(2,2))

plot(z=base 2%t,y=log(base 2$ufc_1),xlab="tiempc",ylab="log(ufc 1)",ylim=c(-4,3))
plot(z=base_2§t,y=log(base_2%ufc_2),xlab="tiempc" ,ylab="loglufc 2)",ylim=c(-4,3))
plot (z=base_2%t,y=log(base 2%ufc_3) ,xlab="tiempo" ,ylab="log(ufc 3)",ylim=c(-4,6))
plot (z=base_28&t,y=log(base 2%ufc 4),xlab="tiempc",ylab="log(ufc 4)",ylin=c(-4,3))
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Donde no se observa un dato atipico en Ufc.
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Modelamiento

Para el modelamiento, no se consideran los datos atipicos. Se evaluan las correlaciones:

base2=cbind(base 2%t,log(base 2[,c(2:5)1))
colnames{base?)}=c{"t" , 11", "12" 13", "14")
#matriz de correlacion

cor(base2[-c(15),1)

## t 11 12 13 14
#H ot 1.0000000 —0.9889751 -0.991979¢ -0.8530984 -0.9542182
## 11 -0.9888751 1.0000000 0.9976957 0.7773826 0,8935731
## 12 -0.8019798 0.9976957 1.0000000 0.8042289 0.9956872
## 13 -0.8530884 0.7773926 0.8042289 1.0000000 0.7781462
## 14 -0.9842182 0.9035731 0.90L56872 0.7781482 1.0000000

Donde se observa que existe una marcada correlacion lineal entre el tiempo y cada uno de los
logaritmos de los valores medidos en cada Ufc (valor absoluto mayor a 0.6).

Se propone:
loglufe;) =8+ 51 xt +¢

Donde i= 1, 2, 3, 4 y ufci indican la medida en el ufci; t es el tiempo, mientras que € es el error

aleatorio. Ejecutando las regresiones, se tiene:

modll 1=summary(lm(li-t,data=base2))
mod21 l=summary(lm(12-t,data=base2))
mod31 1=summary{lm(1l3-t,data=base2})
mod4l l=summary(lm(l4-t,data=base2))
cl <- clmodll 1%r.squared,mod21 1%r.squared,mod31 1#r.squared,mod4l 1%r.squared)
c2 <- rbind(t(modll 1%coefficients[1:;2,1]1),t{mod21 1$coefficients[1:2,1]1),
t(mod31 1%coefficients[1:2,1]),t(mod2l 1¥coefficients[1:2,1]1))
c3 <- rbind(t(modll 1$coefficients[1:2,4]1),t{nod21 i$coefficients[1:2,4]),
t{mod31 1%coefficients[1:2,4]),t{mod21 1$coefficients[1:2,4]1))
¢4 <- cfpf(modil 1%fstatisticl1],1,29,lower.tail = FALSE),
pf(mod21 1f$fstatisticl[i],1,29,lower.tail = FALSE),
pf(mod31 1$fstatistic[1],1,28,lover.tail = FALSE),
pf(mod41l 1$fstatistic[i],1,29,lower.tail = FALSE))
table <-round(data.frame(cbind(cl,c?,c3,c4)),4)
names(table) <- c("R*","beta 0","beta 1", "pv-beta 0","pv-beta 1","pv-global")
rownames (table) <- c("Ufc 1" ,"Ufc 2","Ufc 3","Ufc 4™)
kable(table, format = "markdown", caption = "Resumen de la regresitn”,align="c")

Tabla: Resumen de la regresion Ufc vs. tiempo

R® beta 0 heta 1 pv-heta 0 pv-beta 1 pv-global

Ufe1 089762 03763 -0.0299 0 0 0
Ufe 2 08340 0.9064 -0.0366 0 0 0
Ufe 3 07212 1.4220 -0.0132 0 0 U
Ufe 4 09687 0.7380 -0.0351 0 0 0
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Donde el valor de p, valor 0, indica que este es muy pequefio: menor a 0.005; ademas el R? es
elevado en todos los casos. Se observa que la regresion es significativa en todos los casos. Se
analiza también si se verifica la normalidad a través de una prueba paramétrica (Shapiro-Wilks)

y una prueba no paramétrica (Lilliefors) en los residuos, a través de su p-valor:

#Prueba paraméirica

tab norm 41 <- data.frame(rbind(e("Ufc 1","Ufc 2","Ufc 3","Ufc 4"),
round(c(shapiro.test{reasid(modil 1))$p.valus,shapiro.test(resid(mod2i 1))$p.value,
shapiro.test(resid{mod31_1))#p.value,shapiro.test(resid(mod41 1))$p.value),3)))

colnames({tab norm 41) <- c{("","", """, "7)

print{tab norm 41)

##
## 1 Ufc 1 Ufc 2 Ufc 3 Ufc 4
## 2 0.018 0.004 0,082 0.008

Donde se observa que todos los valores son menores o casi iguales a 0.05, con lo que se rechaza

la hipoétesis nula de normalidadn no cumpliendo asi este supuesto.

#Prueba no paraméirica

tab norm 42 <- data.frame(rbind(c("Ufc 1","Ufc 2" ,"Ufc 3","Ufc 4"),
round(c({lillie.test{reaid(modll 1))$p.value,lillie.test(resid(mod2l 1))%p.value,
lillie.test(resid(mod31 1) )$p.value,lillie.test(resid(mod4l 1))%$p.valu=),3)))

colnames (tab norm 42) <- (™", "","","")

print(tab_norm 42)

##
# 1 Ufc 1 Ufc 2 Ufc 3 Uic a
## 2 0.104 0.078 0,306 0.023

Donde se observa que en un solo caso se rechaza la hipotesis de normalidad.

Visualizacion de resultados
Se puede realizar el grafico de la curva exponencial correspondiente en cada caso.

par (mfrow=c(2,2))

plot(x=base 2$t,y-base Z2%ufc 1,xlab="tiempo",ylab="ufc 1",ylim=c(0,2),pch=1€)

par (new=TRUE)

plot (x=base 28t,y-exp(modil i$coefficients[i,1])+exp(modll 1$coefficients[2,1]+base 2§t)

xlab="",ylab="",ylim=c(0,2) ,type="1", col="red")

plot(x=base_28t,y-base Z2%ufc 2,xlab="tiempo",ylab="ufc 2",ylim=c(0,4).pch=18)

par (new=TRUE}

plot(x=base_ 28t,y-exp(mod?1 ifcoefficients[1,1])+exp(mod2]l l1$coefficients[2,1]+base 2&t)
xlab="",ylab="",ylim=c(0,4) ,type="1",col="red")

plot (x=base 2$t,y=base 2Z¥ufc 3,xlab="tiempo",ylab="ufc 3",ylim=c(0,5),.pch=16)

par (new=TRUE)

plot(x=base 2%t,y=exp(mod3l i$coefficients[i,1])*exp(mod3l 18coefficients[2,1]«base 2§t)
xlab="",ylab="",ylim=c(0,B) , type="1",col="r1ed")

plot (x=base_28t,y=base 2%ufc 4,xlab="tiempc",ylab="ufc 4",ylim=c(0,5),pch=18)

par (new=TRUE)
plot(x=base 28t,y-exp(mod4l 1$coefficients[1,1])*exp(mod4l 13coefficients[2,1]+base 2%t)
zlab="",ylab="",ylim=c(0,5),type="1" ,col="red")
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Asimismo, se puede observar las curvas exponenciales estimadas:

plot(z=base 2§t,y-exp(modil 1¥coefficients[i,1])+*exp(modil 1$coefficients[2,1]+base 28t),
xlab="tiempo" ,ylab="ufc";ylim=c(0,b) ,type="1" ,col="red" ,main="Aproximacibn exponencial"}

par (new=TRUE}

plot(x=base_28t,y=exp(med21 1%coefficients[1,1])+exp(mod21l_1$coefficients([2,1]+base_2%t),
xlab="",ylab="",ylim=c(0,5) ,type="1",col="blue")

par (new=TRUE)

plot(z=base 28t,y=ezp(med3l 1¥coefficients[1,1])+exp(mod3l 1$coefficients[2,1]+base 2%t),
xlab="",ylab="",ylim=c(0,5) ,type="1" ,col="green")

par (new=TRUE)

plot(z=base 28t,y-exp(mod4l i%coefficients[1,1])+exp(moddl 1$coefficients[2,1]l+base_2¥t),
xlab="",ylab="",ylim=c(0,5),type="1",col="black")

legend{x = "topright", legemd = c("Ufc 1", "Ufc 2","Ufc 3","Ufc 4");

fill = e("red", "blue","green","black"))
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Aproximacion exponencial
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Se grafica la relacion ufci vs. terrario i usando sus aproximaciones debido a que se cuenta con

los datos para diferentes periodos de tiempo, lo que impide una regresion:

par{mfrow=c(2,2})

plot (z=exp(modl 1$coefficients[1,1]*seq{1,150,1)),
y=expimodll_18coefficients[i,1])*exp(modil 1¥coefficients[2,1]*seq(1,150,1)),
xlab="terraric 1" ;ylab="ufc 1”,ylim=c{0,é),type=”l”,c01=”red“}

plot(z=exp(mod? 1fcoefficients[l,1]l#seq(i,150,1}),
y=exzp(mod21 1#coefficients[l,1])*exp(mod21i_i$coefficients[2,1]#seq(1,150,1)),
xlab="terraric 2" ;ylab="ufc 2”,ylim=c(0,4),type=“l”,c01=“red“}

plot (z=exp(mod3 1%coefficients[1,1]#*seq(1,150,1)),
y=exp{mod31l_18coefficients[1,1])*exp(med31 1¢coefficients[2,1]#seq(1,150,1)),
xlab="terrarioc 3",ylab="ufc 3" ,ylim=c(0,4) ,type="1",col="red")

plot(x=exp(mod4 1%coefficients[l,1])*exp(mod4 ifcoefficients[2,1]#*seq(l,150,1)),
y=exp(mod4l 1$coefficients[1,1]1)+exp(mod2l 1$coefficients[2,1]+seq(l,150,1)),
xlab="terrario 4",ylab="ufc 4" ,ylim=c(0,4),type="1",col="red")
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Ufc vs. terrario

Se puede plantear regresiones no tan precisas haciendo uso de las predicciones:

t1 1
t2 1
pl il

<— base 1[!base ift==base 2%t,1]
<- base_2[!base_1$t==base_2%t,1]
<- data.frame( t=t2 1,ter l-exp(modl 1%coefficients[1,1]1#t2 1),

ter 2=exp(mod2 1%coefficients[1,1]%t2 1),
ter 3=exp(mod3 1fcosfficients[1,1]1%£2 1),
ter 4=exp(mod4 1%coefficients[i,1])*exp(mod4 1¥coefficients[2,1]1+t2 1))
p2_ 1 <- data.frame{t=ti_1,
ufc_l=exp(modil_1$coefficients[i,1])*exp(modil_1%coefficients[2,1]+t1_1),
ufc 2=exp(mod21 1$coefficients[i,1])*exp(mod2l 18coefficients(2,1l#tl 1),
ufc 3=exp(mod31 1%coefficients[1,1])*exp(mod3l 1%coefficients[2,11%t1 1),
ufc_4=exp(mod4l 1%coefficients[1,1])*exp(mod4l 1coefficients[2,1]2t1 1))
names(pl 1)=c{"t","ter 1" ,"ter 2","ter 3" ,"ter 4"}
nameg(p2 1)=c("t","ufc 1","ufec 2", "ufc 3","ifc &")
bl_1 <- rbind(base 1,pl_1)j>¥arrange(t)
b2 1 <- rbind(base 2,p2 1)%>%arrange(t)
bf 1 <- cbind(bl 1[,2:51,b2 1[,2:51)

Analisis preliminar
Se evalua graficos de dispersion terrario vs. Ufc y se obtiene:

par (mfrow-c(2,2))
plot(x=bf 18ter 1,y=bf 1$ufc 1,xlab="terraric 1" ,ylab="ufc 1",ylim=c(0,4))
plot(z=bf 18ter 2,y=bf 1$ufc 2,xlab-"terrario 2",ylab="ufc 2",ylim=c(0,4))

plot{x=bf 1$ter 3,y=bf 1$ufc 3,xlab="terraric 3",ylab="ufc 3",ylim=c(0,4))
plot(z=bf 1fter 4,y-bf 1fufc 4,xlab-"terraric 4",ylab="ufc 4",ylim=c(0,4))
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Modelamiento

Se aplica regresion lineal obviando los atipicos en 3 y 2, y se obtiene:

mod12 l1=summary(lm{ufc_i-ter 1,data=bf 1))
mod22 1=summary{lm{ufc_2~ter 2,data=bf 1[-c(1,8),1))
mod32 1-summary(lm(ufc 3~ter 3,data=bf 1[-c(1:8,28),1})
mod42 1=summary (Im(ufc_4-ter 4,data=bf 1))
¢l <- c(modl2 1%r.squared,mod22 1%r.squared,med32 1%r.squared,mod42 1%r.squared)
c¢2 <- rbind(t(modl2 1$coefficients[1:2,1]),t(mod22 1%coefficients[1:2,1]),
t(mod32 1$coefficients[1:2,1]),t(mod42 1#coefficients[1:2,11))
¢3 <- rbind(t(modi2 1fcoefficients[1:2,4]),t(mod22 ifcoefficients[1:2,4]1),
t(mod32_1fcoefficients[1:2,4]) ,t(mod42_1$coefficients[1:2,4]))
cd < c(pf(modl2_ 1$fstatistic[i],1,50,lower.tail = FALSE),
pf(mod22 1ffstatistic[1],1,50,lower.tail = FALSE),
pf(mod32_ 1$fstatistic[1],1,50,lower.tail = FALSE),
pf(mod42 18fstatistic[1],1,50,lower.tail = FALSE))
table <-round{data.frame{(cbind(ci,c2,c3,c4)),4)
names{table) <- c("R*","beta 0" ,"beta 1i","pv-beta 0",
rownames (table) <- ¢("Ufc 1" "Ufc 2" ,"Ufc 3" ,"Ufc 4")
kable(table, format = "markdown", captiocn "Resumen de la regresidon" ,align—"c")

pv-beta 1","pv-global")

Tabla: Resumen de la regresion de Ufc vs. Tiempo

R= beta_ 0 beta 1 pv-beta 0 pvbeta 1 pv-global

Ufe 1 08283 -0.3983 1.2905 0).0000 0 0
Ufc 2 04854 -0.08691 22824 0.0001 0 0
Ufe d 05437 0.0286  3.6965 0.9203 0 0
Ufe 4 05547 -0.8694 2.7881 {.0000 0 0

En cuyo caso todos los coeficientes son significativos, menos el independiente del terrario 3;

ejecutando la regresion, se obtiene:
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mod12 1=summary(lm(ufc i~ter 1,data=bf 1))
mod22 1=summary(lm{ufc 2~ter 2,data=bf 1[-c(1,8),1))
mod32 l-summary(lm(ufc 3-0+ter 3,data=bf 1[-c(1:8,28),1))
mod42 l1-summary(lm(ufc 4-ter 4,data=bf 1))
¢l <- c(mod12 1$r.squared,mod22 1%r.squared,mod32 1¥r.squared,mod4Z 1%r.squared)
c2 <- rbind(t(modl12 ifcoefficients[1:2,1]),t(mod22 1fcoefficients[1:2,1]),
c(NA,mod32 1$coefficients[1,1]),t(mod42 1$coefficients[1:2,11))
c3 <- rbind(t(modl2 1%coefficients[1i:2,4]),t(mod22 1%coefficients[1:2,4]),
c(lA,mod32 1$coefficients[1,4]),.t(mod42 1$coefficients[1:2,4]))
¢4 <— c({pflmodi2 1%8fstatisticli],1,50,lower.tail = FALSE),
pf(mod22 18fstatisticl1],1,50,lower.tail = FALSE),
pf(mod32 18fstatistic[1],1,49,leower.tail = FALSE),
pf (mod42 18fstatistic[1],1,50;lower.tail = FALSE))
table <-round{data.frame{cbind(cl,c2,c3,c4)).4)
names (table) <- c("R*","beta 0","beta 1","pv-beta 0","pv-beta 1","pv-global")
rownames(table) <— e("Ufc 1" ;"Ufc 2", "Ufc 3" ;"Ufc 4")
kable({table, format = "markdown", capticn = "Resumen de la regresiém",alipgn="c")

Tabla: Resumen de la regresion Ufc vs. tiempo

R* beta 0 beta 1 pvbeta 0 pv-beta 1 pv-global

Ufc1 0.8288 -0.3983 1.2905 Oe+-00 0 0
Ufc 2 04854 -0.9691 22824 le-04 0 0
Ufc 3 0.9206 NA 3.7469 NA 0 0
Ufc4 0.5547 -0.8694 27881 De-+00 0 0

En este caso, todos los coeficientes son significativos; sin embargo, como se usaron
aproximaciones, es notable que tengan R? bajo algunos modelos, lo cual indica que es
inadecuado considerarlos en este caso. Se analiza también si se verifica la normalidad a través de
una prueba paramétrica (Shapiro-Wilks) y una prueba no paramétrica (Lilliefors) en los residuos

de su p.valor:

#Prueba paraméirica

tab norm 4 11 <- data.frame(rbind(c{"Terrario i", K "Terraric 2","Terrarioc 3","Terrario 4"),
round(c(shapiro.test(resid(modi2 1))$p.value,shapiro.test(resid(mod22_1))$p.value,
shapiro.test(resid(med32 1))%p.value,shapiro.test{reasid{mod42 1))$p.value),3)))

colnames(tab norm 4 11) < (" ,"","™,"")

print(tab norm 4 11)

## 1 Terrario 1 Terrario 2 Terrarioc 3 Terraric 4
## 2 0 0 0.193 0

Donde se observa que todos los valores son menores a 0.05 (excepto en terrario 3), con lo que se

rechaza la hipotesis nula de normalidad, incumpliendo asi este supuesto en 3 de los 4 terrarios.

#Prueba no paraméirica

tab norm 4 12 <- data.frame(rbind(c("Terrario 1","Terrariec 2","Terrario 3","Terrario 4"),
round{c(lillie.test(resid(mod12 1))%p.value,lillie.test(resid(mod22 1))%p.value,
1illie.test(resid(mod32 1))$p.value,1illie.test(resid(mod42 1))%p.value),3)))

colnames(tab norm 4 12} <- e{"","","",""}

print(tab norm 4 12)
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#i#
## 1 Terraric 1 Terraric 2 Terraric 3 Terraric 4
#Ht 2 0.028 0 0.201 0

Donde se observa que solo en un caso no se rechaza la hipdtesis de normalidad.

Visualizacion de resultados

Se observa ahora una aproximacion lineal de cada caso:

par(mfrow=c(2,2))

plot(z=bf 1&ter 1,y=bf i$ufc 1,xlab="terrario i",ylab="ufc 1",ylim=c(0,5),pch=18)

par (new=TRUE)

plot(x=bf 18ter 1,y-modi2 1§coefficients[1,1]+modi2 1$coefficients[2,1]+bf 1$ter_ 1,
xlab="",ylab="",ylim=c(0,5) ,type="1",col="red")

plot(x=bf 1&ter 2,y=bf 1$ufc 2,xlab="terrarioc 2",ylab="ufc 2",ylim=c(0,5),pch=18)

par (new=TRUE)

plot(x=bf 1%ter 2,y-mod22 1fcoefficients[1,1]+mod22 i%coefficients[2,1]+bf 1¥ter 2,
xlab="",ylab="",ylim=c(0,b) ,type="1" ,col="blus")

plot (x=bf 1$ter 3,y=bf 1fufc 3,xlab="terrario 3",ylab="ufc 3",ylim=c(0,5),pch=18)
par (new=TRUE)
plot(x=bf_1fter 3,y-mod32 1$coefficients[l,1]+bf_i$ter_ 3,

N

xlab="",ylab="" ,ylim=c(0,b) ,type="1" ,col="black")
plot (x=bf_18%ter 4,y=bf_1$ufc_4,xlab="terrario 4",ylab="ufc 4",ylim=c(0,5),pch=18)
par{new=TRUE)

plot(x=bf 18ter 4,y=mod42 1%ccefficients[l,1]+med42 1$coefficients[2,1]+bf 1%ter 4,
xlab="",ylab="",ylim=c(0,5} ,type="1" ;,col="green")
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Finalmente, se muestra un grafico de curvas de nivel sobre el terrario vs. tiempo (ver anexo):
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z1=0.1

z2=0.05

# Crear un grdfico 3D con las funciones o diferentes alturas
open3d()

## gl
# 2

plot3d(seq(1,150,1), exp(medl 1fcoefficients[i,1]l+seq(1,150,1)), =1, type = "1",
col = "blue", zlab = "Tiempe", ylab = "Masa",
zlab = "Consorcio bacteriano")
lines3d(seq(1,150,1), exp(mod2 1$coefficients[1,1]+seq(1,150,1)), =i, col = "green")
lines3d{seq(1,150,1), exp(mod3 i1$coefficients[1,1l+seq(1,150,1)), 0, col = "red")
lines3d(seq(1,150,1), exp(mod4 i$coefficients[i,1])+exp(mod4_l1$coefficients[2,1]+seq(l
,150,1)), 22, col = "orange")
legend3d(x = "topright", legend = ¢("Tr 1", "Tr 2","Tr 3",
"Tr 4"), fill = e¢("blue", "green","red","oramge"))

# Proyectando 2D
plot(seq(l, 150, 1), exp(modi 1fcoefficients[i,i] #* seq(l, 150, 1)),

type = "1", col = "blue", xlab = "Tiempo", ylab = "Masa",
main = "Proyeccion curvas de mivel", ylim = c(0, 1.5))

lines(seq(l, 150, 1), exp(mod2 i1$coefficients[1,1] # seq(l, 150, 1)), col = "green")
lines(seq(l, 150, 1), exp(med3 1$coefficients[1,1] * seq(l, 150, 1)) , col = "red")
lines(seq(i, 150, 1), exp(mod4 i$coefficients[i,1]) * exp(mod4 1¥coefficients[2,1] # seq{i, 150, 1)), c
legend("topright", legend = c("Tr 1", "Tr 2", "Tr 3", "Tr 4%,
col = e("blue", "preen", "red", "orange"), lty = 1)
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Anexo

Con outliers
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Sin outliers
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