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RESUMEN

Objetivo: Determinar el efecto de la materia organica en la biorremediacién de suelo
contaminado con hidrocarburos de petroleo en establecimientos de reparacion de

vehiculos terrestres.

Método: El ensayo se realizé bajo un disefio completamente aleatorio con cinco
tratamientos: Testigo absoluto (T1), testigo abidtico (T2), cachaza de
Saccharum officinarum L. “cafia de azucar” (T3), compost (T4) y cascarilla de
Oryza sativa L. “arroz” (T5). El suelo contaminado con aceite residual automotriz se
mezclé en volumenes iguales (1/1, v/v) de cachaza de cafia de azucar, compost o
cascarilla de arroz y se mantuvo en microcosmos, con remocion manual dos veces a

la semana y riego con agua declorada.

Resultado: El suelo contaminado presentd materia organica, fosforo, potasio,
carbonato de calcio, aceites y grasas (147 340 mgkg?), fraccion ligera F1
(<19 mgkg™), media F2 (14 443 mgkg?), pesada F3 (15 240 mgkg™) de hidrocarburos,
microorganismos hidrocarbonoclasticos y un nivel severo de toxicidad. La cachaza de
cafia de azUcar, compost y cascarilla de arroz presentaron materia organica, carbono,
nitrogeno, fésforo y potasio. La cachaza de cafia de azucar y compost aceleraron la
biorremediacion de suelo contaminado con hidrocarburos de petréleo alcanzandose
un nivel bajo de toxicidad a los 60 dias con la cachaza y 90 dias con el compost. Con
la cachaza la eficiencia de biorremediacion fue de 70,48 % a los 90 dias.

Conclusion: Se demostrd la aceleraciéon de la biorremediacion del suelo contaminado

por la cachaza de cafia de azlcar y compost.

Palabras clave: Hidrocarburos de petréleo, cachaza, cascarilla, compost



ABSTRACT

Objetive: To determine the effect of organic matter in the biorremediation of a soil

contaminated with petroleum hydrocarbons in the repair of land vehicles

Method: The trial was carried out under a completely randomized design with five
treatments:  Absolute control (T1), abiotic absolute (T2), cachaza of
Saccharum officinarum L. “sugar cane” (T3), compost (T4) and husk of Oryza sativa L.
“‘rice” (T5). The one contaminated with automotive waste oil was mixed in equal volumes
(1/1, vIv) of sugarcane cachaza, compost or rice husk and kept in microcosm, with manual

removal twice a week and irrigation with decorated water.

Result: The contaminated soil presented organic matter, phosphorus, potassium, calcium
carbonate, oils and fats (147 340 mgkg™), fraction light F1 (<19 mgkg?), average F2 (14
443 mgkg?t), heavy F3 (15 240 mgkg?) of hydrocarbons, hydrocarbonoclastic
microorganisms and a severe level of toxicity. The sugarcane cachaza, compost and rice
husk presented organic matter, carbon, nitrogen, phosphorus and potassium. The
sugarcane cachaza and compost accelerated the biorremediation of soil contaminated
with oil hydrocarbons reaching a low level of toxicity at 60 days with the sugarcane
cachaza and 90 days with the compost. With the filter cake, the bioremediation

efficiency was 70,48 % after 90 days.

Conclusion: The acceleration of the bioremediation of the soil contaminated by sugarcane
cachaza and compost was demonstrated.

Key word: Oil hydrocarbons, cachaza, rice husk, compost



. INTRODUCCION

En el Perl, el suelo de la mayoria de talleres de reparacion de vehiculos
terrestres es contaminado con residuos peligrosos (DIGESA, 2006; Mena, 2009) como
los aceites usados, liquido de frenos, anticongelantes y gasolina utilizada para el lavado
de los accesorios. Los aceites usados son aquellos aceites refinados del petréleo crudo
o de origen sintético que han sido utilizados en el carter del motor a gasolina o diésel de
vehiculos y que durante su uso se mezclaron con tierra, metales y agua (DIGESA, 2006).

Los aceites lubricantes con 75 a 85% de hidrocarburos totales de petréleo
(TPH o HTP) y 15 a 25% de aditivos forman una capa gruesa en el suelo, que afecta
negativamente sus propiedades y constituye una fuente de contaminacion de
hidrocarburos aromaticos policiclicos, HAP (Mena, 2009). Los hidrocarburos de petrdleo
son organicos y como tal pueden ser biodegradados hasta compuestos no téxicos
(Alexander, 1994); sin embargo, el proceso es lento, cuando las condiciones fisicas,
quimicas y bioldgicas son desfavorables (Buendia, 2013; Benites y Flores, 2015).

La biorremediacion es una tecnologia que utiliza entes bioldgicos para acelerar
los procesos de biodegradacion mediante estrategias como la bioestimulacion y
bioaumentaciéon (Olguin, Hernandez y Sanchez, 2007). La bioestimulacion es la adicion
de nutrientes para favorecer el crecimiento y actividad microbiana y la bioaumentacion es
la inoculacion de microorganismos enddgenos 0 exdgenos, previamente caracterizados

e incrementados (Benites y Flores, 2015).

La materia orgéanica residual no procesada como la cachaza de
Saccharum officinarum L. “cafia de azucar” y cascarilla (pajilla) de Oryza sativa L. “arroz”,
0 previamente procesada como el compost contienen microorganismos y nutrientes
(Garcia, Rios, Martinez, Ramos, Cruz y Cueva, 2011; Vargas, Alvarado, Vega y Porras,
2013) que pueden ser utilizados para la bioaumentacién y bioestimulacion en los
procesos de biorremediacion de suelo contaminado con hidrocarburos de petroleo
(Garcia et al., 2011; Vivanco, 2013); sin embargo, la investigacion es escasa, en la region

Lambayeque, a pesar de la disponibilidad y bajo costo de la materia organica.



La utilizacion de la materia organica en la biorremediacion de suelo contaminado
con hidrocarburos de petroleo es una técnica de facil ejecucion y bajo costo. Los insumos
propuestos para la investigacion son de acceso rapido. La cachaza y cascarilla de arroz
son residuos del procesamiento de la cafia de azlcar y arroz en la regién Lambayeque
(Saavedra, 2008) vy el compost es un mejorador  del suelo
(Ayasta y Bernable, 2012), cuya obtencion a partir de diferentes residuos esta siendo

ampliamente difundida para reducir la contaminacion del ambiente.

Los resultados de la presente investigacion constituiran la base para la
obtencién de un paquete tecnoldégico muy econémico en la biorremediacién y
recuperacion del suelo contaminado con hidrocarburos de petréleo, dandole valor
agregado a los recursos propios, con disminucién de las fuentes de contaminacion

nocivas para los seres Vvivos.

Por lo tanto se planted el siguiente problema: ¢, Cual es el efecto de la materia
organica en la biorremediacion de suelo contaminado con hidrocarburos de petroleo en
los establecimientos de servicios?. La hipétesis fue: La adicibn de materia organica
acelera la biorremediacién de suelo contaminado con hidrocarburos de petréleo en los

establecimientos de servicios.

El objetivo general de la investigacion fue: Determinar el efecto de la materia
organica en la biorremediacion de suelo contaminado con hidrocarburos de petroleo en
establecimientos de reparacion de vehiculos terrestres. Los objetivos fueron:
Caracterizar el suelo contaminado con hidrocarburos de petréleo en un establecimiento
de reparacion de vehiculos terrestres, comparar las caracteristicas de la materia
orgéanica utilizada para la biorremediacion, comparar el efecto de la cachaza de cafa de
azucar, compost y cascarilla de arroz en la biorremediacién de suelo contaminado con
hidrocarburos de petréleo proveniente de un establecimiento de servicios y calcular la
eficiencia de la biorremediacion en el suelo con el menor nivel de toxicidad en el menor

tiempo posible.



Il MARCO TEORICO

2.1 Antecedentes de la investigacion

En un suelo contaminado con petréleo crudo se investigo la eficiencia de remocién
de TPH y HAP utilizando cachaza y bagazo de cafia de azUcar como enmiendas y
texturizantes. Se realizaron pruebas en microcosmos con suelo (14 300 mgkg* de TPH
y 23,14 mgkg?! de HAP). Las relaciones suelo: residuo fueron (%):
100:0, 98:2, 96:4 y 94:6 y la adicion de macronutrientes en la relacion (%) 100C:10N:1P.
Se determinaron diferencias significativas con la cachaza y bagazo de cafa,
alcanzandose 51 y 60% de remocion en el TPH. Con la cachaza (96:4) se logro la
remocién de 43% de HAP y con el bagazo (98:2) 41%. Los residuos agroindustriales
constituyen una alternativa para incrementar la remocién de hidrocarburos de petréleo
(Garcia et al., 2011).

El aserrin y el estiércol fueron investigados en la recuperacion de suelos
contaminados con hidrocarburos de petréleo, usando como indicador Zea mays. En
macetas de 1 kg se mezclaron 700 g de suelo contaminado, 150 g de estiércol y 150 g
de aserrin. Los tratamientos fueron 12, con tres repeticiones y después de
60 dias se midi6 la altura y el peso foliar y radicular. ElI TPH inicial fue de
21 800 mgkg™, alcanzandose el mayor porcentaje de reduccién (22,5%) con el estiércol
de vacuno més aserrin frente a 16,5% con el estiércol y 9,6% con el aserrin. La altura de
las plantas, peso foliar y radicular fue mayor en las plantas del suelo biorremediado con
estiércol y aserrin, demostrandose que éste es el tratamiento mas recomendable para el

suelo impactado con hidrocarburos de petréleo (Buendia, 2013).

El efecto de los estiércoles de cuy, porcino y vacuno con y sin fertilizante quimico se
investigo en la biorremediacion de suelo contaminado con hidrocarburos de diésel (HTD).
El suelo previamente mezclado con arena de rio y pajilla (20:10:1) se contamind con 20
000 ppm de diésel y luego se incorporo el estiércol (6:1), los fertilizantes urea (46% N) y
fosfato diamonico (18% N — 46% P) y el consorcio bacteriano (5%). El proceso se
monitored por 90 dias. El suelo presenté un HTD de 22 987 mgkg, microorganismos

totales (4,6 x 108 NMP g), hidrocarbonoclasticos (3,5 x 10* NMP g!) y un nivel severo
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de toxicidad. Los estiércoles incrementaron la biorremediacién del suelo contaminado,
destacando el estiércol de cuy mas NP, con 81,7% de eficiencia en la remocion del HTD
(Benites y Flores, 2015).

La influencia de Eisenia foetida y de sustratos organicos como agentes
bioestimulantes se investigd en la biodegradacion de un suelo impactado con petréleo
extrapesado. En recipientes de polietileno se depositd el suelo contaminado (testigo),
suelo con estiércol equino (T1), suelo con humus liquido (T2) y suelo con estiércol equino
mas 15 ejemplares de E. foetida (T3). Los HTP disminuyeron 0,48% (testigo), 16% (T2),
37% (T1) y 54% (T3). Se demostr6 la superioridad del tratamiento con
E. foetida en la descontaminacion del suelo impactado (Fernandez, Llobregat y Sien,
2015).

La bioestimulacion con lombricompost y composta bovina se investigd en la
biorremediacion de un suelo impactado con 45 000 ppm de aceite residual automotriz,
ARA. El suelo se mezclo con la materia organica segun el tratamiento correspondiente:
sin bioestimulacion (T1), lombricompost 3% (T2), composta bovina (T3) y lombricompost
+ composta bovina 3% (T4). La variable respuesta fue la concentracion de ARA.
Después de 7 semanas, el ARA se redujo a 21 000 ppm con T4; 31 000 con T3y
33 100 con T2, demostrandose el beneficio de la bioestimulacién (Saucedo, Montafio,

Marquez y Sanchez, 2016).

2.2 Base teodrica

Los residuos peligrosos son elementos, sustancias, compuestos o mezclas que al
finalizar su vida util adquieren la condicién de residuos y que independiente de su estado
fisico representan un riesgo para la salud o el ambiente, por sus caracteristicas
corrosivas, reactivas, explosivas, toxicas, inflamables o bioldgicas- infecciosas
(Balkau et al., 2002 mencionados por DIGESA, 2006). Los residuos peligrosos pueden
ser liquidos o pastosos, soélidos y gaseosos. Las caracteristicas de peligrosidad se
resumen en las siglas CRETIB: corrosividad, reactividad, explosividad, toxicidad,
inflamabilidad, radioactividad y patogenicidad o biocontaminacion (DIGESA, 2006).

Los residuos peligrosos mas voluminosos son los quimicos que provienen de los



establecimientos industriales comerciales y de servicios. Los talleres de reparacion de
vehiculos terrestres acumulan, aceites usados, anticongelantes, liquido de frenos, filtros
y baterias, que pueden producir reacciones quimicas violentas irritantes y nocivas por
sus aditivos. Los anexos 4 y 6 del Reglamento de la Ley General de Residuos Sélidos
(DS N° 057-2004/PCM) consideran peligrosos a los residuos de aceites minerales no
aptos para el uso al que estaban destinados (A3.2), residuos contaminados con mezclas
y emulsiones de aceites y agua o de hidrocarburos y agua (A4.6) y residuos con caracter
explosivo (A4.8). Estos residuos son explosivos, inflamables y susceptibles de

combustidén espontanea.

La comunidad microbiana desempefia un papel importante en el flujo de energia,
transformacion de nutrientes y reciclaje de elementos en el ambiente
(Filip, 2002). La teoria de la Infalibilidad Microbiana, sostiene que todo compuesto
organico biolégicamente sintetizado puede ser descompuesto por los microorganismos
(Alexander, 1994). En este contexto, los contaminantes como los hidrocarburos de
petréleo, pueden ser degradados por los entes biolégicos hasta diéxido de carbono y
agua (Coyne, 2000).

El petréleo, compuesto por 50-98% de hidrocarburos (Olguin et al., 2007) es
biodegradado en aerobiosis con mayor eficiencia (Pérez, Vigueras, Gomez y Calva,
2015), pero también en anaerobiosis (Villarreal, Balagurusamy, Rodriguez, Aguilar y
Morlett, 2014). Los contaminantes, que pueden ser degradados o transformados por los
seres Vvivos son susceptibles de ser eliminados mediante procesos de biorremediacion
(Buendia, 2013), que usa las técnicas de bioestimulacién y bioaumentacion. La
bioestimulacién de la poblacién microbiana autéctona, puede acelerar la biodegradacion
de los contaminantes no recalcitrantes, en cuyo casose requiere la bioaumentacion o
inoculacion de microorganismos con capacidad degradativa especializada, propios del

sitio contaminado e incrementados en el laboratorio (Vifias, 2005; Ortega, 2012).

La materia organica constituye una fuente de nutrientes y microorganismos,
pudiendo ser utilizada para la bioestimulacion y bioaumentacion en procesos de
biorremediacion de ambientes contaminados (Benites y Flores, 2015). Las enmiendas

como el compost y cachaza de cafia son mejoradores de las caracteristicas fisicas,
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guimicas y biologicas. Los texturizantes como la cascara de naranja, bagazo de cafia,
paja, aserrin y corteza mejoran la aireacion y la porosidad y disminuyen los niveles de
humedad (Garcia et al., 2011).

2.2.1 Petroleo

El crudo de petrdleo esta constituido por fracciones: saturada (57%), aromatica
(29%), resinas y asfaltenos (14%) denominados compuestos NSO
(Soler, 2012). Los hidrocarburos de un crudo de petréleo, también son agrupados en:
parafinas volatiles susceptibles de volatilizacion (alcanos no ramificados y ramificados o
isoprenoides hasta C10), parafinas no volatiles (alcanos lineales y ramificados entre
C11 - C40), naftenos (cicloalcanos o cicloparafinas), olefinas (alquenos) y aromaticos
(Cando, 2011).

Las parafinas no volatiles, incluyen n-alcanos e isoprenoides, es decir, alcanos
no ramificados e isoprenoides entre C11 - C40. Los isoprenoides no volatiles varian de
Cl2 - C22 y los de interés en la biorremediacion son el pristano (C19), fitano (C20),
farneseno (C15) y norpristano (C18). El pristano y fitano se han utlizado como
marcadores internos del grado de degradacién de un crudo, no obstante, actualmente se
usan los hopanos (Ramirez, 2014). En los naftenos, se incluye a los hopanos. Las olefinas
son compuestos traza en el crudo de petroleo, pero se generan durante el proceso de

cracking, constituyendo hasta 30% en las gasolinas y 1% en los fueles (Buendia, 2013).

Los hidrocarburos aromaticos tienen estructuras basadas en moléculas de
benceno donde algunos hidrégenos pueden ser remplazados por grupos alquilo. Los
monoaromaticos son el benceno, su monoalquilado tolueno y dialquilado xileno, (BTEX).
Los diaromaticos mayoritarios son el naftaleno y sus alquilados, los aromaticos de tres
anillos son el fenantreno, antraceno, fluoreno y sus derivados alquilados y entre los
poliaromaticos de mas de tres anillos, estan el fluoranteno (tres anillos bencénicos y uno
no bencénico), pireno y criseno (cuatro anillos), pireno y benzo (a) pireno (cinco anillos

aromaticos) y coroneno con seis anillos (Soler, 2012).

El petréleo se extrae mediante la perforacion de un pozo sobre el yacimiento

y se traslada hacia su tratamiento primario, donde se deshidrata y estabiliza, eliminando



los compuestos mas volatiles. Posteriormente, se lleva a las refinerias o plantas de
mejoramiento. El conjunto de operaciones que se realizan en estas plantas son
denominadas “procesos de refino” (destilacidon, conversién y tratamiento) que tienen por
finalidad obtener del petrdleo la mayor cantidad posible de productos que van desde los
gases liquidos como el propano y butano hasta las fracciones mas pesadas fueldleo y
asfaltos, pasando por los intermediarios gasolinas, gasoil y aceites lubricantes
(Vinas, 2005).

La destilacion es atmosférica y al vacio. La destilacion atmosférica separa los
componentes de una mezcla segun su temperatura de ebullicibn. En la columna de
destilacion atmosférica o “topping” se obtiene el gas de refineria (fuel gas), gas licuado
de petréleo (GLP), naftas liviana y pesada, kerosene, gases oil liviano y pesado y un
residuo o fondo de “topping”. Este residuo es la fraccion mas pesada y se lleva a la unidad
de destilacion al vacio, donde se produce una vaporizacion, obteniéndose el gasoil liviano
(GOL) y pesado (GOP) de vacio, gas oil parafinoso y el producto de fondo. Este,
denominado también asfalto o residuo de vacio es la materia prima para producir asfaltos
o para obtener “fuel oil” o aceites lubricantes (Benini, Cortés, Monsalvo, Paladino, Spinelli,

Tambussi y Trubiano, 2011).

Para hacer mas rentable el proceso de refino, es necesario transformar los
productos mediante los procesos de conversién: cracking y reformado. Los productos
obtenidos en la destilacion y conversidon no pueden ser comercializados y deben ser
sometidos o tratamientos como la alquilacién e isomerizacién, para eliminar o transformar
los componentes no deseados, principalmente los derivados del azufre. Un barril de crudo
produce 79,5 L de gasolina; 11,5 L de combustibles para reactores; 34 L de gasoil;

15 L de lubricantes y 11,5 L de residuos mas pesados (Benini et al., 2011).

Los aceites lubricantes se utilizan como base para la elaboracion de lubricentros
terminados. Segun su composicién quimica pueden ser naftémicos y parafinicos, que se
diferencian entre si por su menor y alto indice de viscosidad, respectivamente. Las grasas
lubricantes sélidos o semisolidos se fabrican con un aceite lubricante y un agente que les
da mayor densidad y consistencia. El aceite utilizado es refinado, de alto indice de
viscosidad y los agentes espesantes son jabones de aluminio, bario, litio, sodio y

7



estroncio, ademas de arcilla, silice, glicerol, aditivos antioxidantes, inhibidores de

corrosion y pigmentos (INECC, s.f).

Los hidrocarburos totales de petréleo (TPH o HTP) o fraccion TPH se define
como aquellos hidrocarburos del extracto organico total (EOT) pertenecientes a las
fracciones saturada (F1) y aromética (F2) segun el método 3611b de la EPA
(US Environmental Protection Agency, 1996). En el proceso se fracciona el EOT por
cromatografia en columna de alimina. Las fracciones F1 y F2 se concentran mediante
rotavapor, obteniéndose la fraccion TPH analizable por gravimetria y la fraccion para
determinar la concentraciéon de TPH mediante cromatografia de gases acoplada a un
detector de ionizacién de llama GC - FID o cromatografia de gases acoplada a

espectrometria de masas, GC - MS (Vifas, 2005).

2.2.2 Biodegradacion del petroleo
La biodegradaciéon es el proceso por el cual bacterias, hongos y otros
organismos utilizan los compuestos como fuente de carbono y energia, con formacion de
dioxido de carbono y agua. Los alcanos lineales son los hidrocarburos del petréleo mas
biodegradables; sin embargo, altas concentraciones de alcanos con 5-10 carbonos
inhiben la degradacién de muchos hidrocarburos, porque como solventes rompen la
membrana lipidica de los microorganismos. Los alcanos con 20 - 40 carbonos tienen muy

baja solubilidad en agua, lo cual interfiere en la biodegradacion (Cando, 2011).

En los alcanos las monooxigenasas incorporan un atomo de oxigeno en el
extremo terminal metilo y se forma un hiperoxido. EI NADPH2 dona sus electrones vy
reduce el atomo de oxigeno que quedo libre, formandose agua mas un alcohol primario,
gue posteriormente es oxidado hasta acetaldehido y a su vez éste es oxidado hasta acido
graso, que finalmente es degradado por [-oxidacion sucesiva (Loya, 2013;
Ramirez, 2014).

La degradacion de hidrocarburos aromaticos, se lleva a cabo mediante la
activacion del anillo y su ruptura. La activacion es la incorporacion de oxigeno en el anillo,
o la dihidroxilacion del ndcleo aromatico por mono o dioxigenasas. Después, los

dihidrodioles son oxidados para formar derivados dihidroxilados como el catecol. La



escision puede ocurrir intradiol u orto para originar acido muconico y extradiol o meta para
formar el derivado de hidroxi—-muconaldehidico del acido. Los sustitutos alifaticos de los
compuestos aromaticos, posteriormente son oxidados para formar acidos grasos que son
utilizados por microorganismos en la sintesis celular y produccién de energia

(Carrefio, Mendoza, Villanueva, 2009).

2.2.3 Biorremediacion

Las técnicas de remediacion mas importantes son la degradacion natural y la
biorremediaciéon in situ y ex situ. En la biorremediacion in situ se incluye la
bioaumentacién, bioestimulacion y bioventing. En la biorremediacion ex situ se
consideran landfarming, biopilas y compostaje (Cando, 2011). En la degradacion natural
o0 atenuacion, las fracciones volatiles se evaporan con rapidez, quedando los
componentes alifaticos y aromaticos de cadena mas larga que son oxidados por los
microorganismos autéctonos del suelo hasta dioxido de carbono (Olguin et al., 2007;
Cando, 2011).

La bioaumentacion consiste en la adicion controlada de microorganismos de
accion dirigida, especialmente formulados y de ocurrencia natural para ayudara los que
se encuentran naturalmente y promover la biodegradacién. La bioestimulacion es la
activacion de los microorganismos autoctonos degradadores de hidrocarburos, mediante
la adicion de nutrientes y aceptores de electrones al entorno contaminado, en funcion de
las deficiencias (Olguin et al., 2007). En el bioventing, bioventeo o bioaireacion se
suministra aire al terreno, para promover la actividad de los microorganismos presentes

y degradar los hidrocarburos (Nustez, 2012).

La técnica ex situ de landfarming consiste en tratar el suelo contaminado
previamente excavado Yy trasladado a grandes superficies abiertas, protegido con una
base impermeable, donde se voltea y airea para favorecer la actividad de las bacterias
nativas. Con las biopilas o bioceldas se forman montones de dimensiones variables con
una mezcla de suelo contaminado y materia organica y se airean de forma activa o
pasiva. En el compostaje el suelo contaminado se mezcla con paja, astillas de madera u
otro agente que proporcione porosidad, para un mayor flujo de aire y el material es

degradado en aerobiosis bajo condiciones controladas de humedad y temperatura
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(Cando, 2011; Loya, 2013).

Las etapas en la implementacién de una tecnologia de biorremediacién son:
i) caracterizacion fisico-quimica del suelo, estudio geotécnico e hidrogeoldgico y analisis
de riesgos, ii) desarrollo de ensayos de tratabilidad a escala de laboratorio, iii) desarrollo
de ensayos a escala piloto e iv) implementacion de la tecnologia de biorremediacion

seleccionada (Ponce, 2014).

Los ensayos de tratabilidad determinan si un tratamiento es apropiado para la
descontaminacion. En la fase | se realiza la caracterizacion fisico-quimica vy
microbioldgica, se cuantifica la poblacion microbiana degradadora y su proporcion
respecto a la heterétrofa del suelo contaminado y se investiga si la poblacion microbiana
es metabolicamente activa o es activable con bioestimulacion. En la fase Il se investigan
los factores fisicos-quimicos y biolégicos que afectan la biodegradacién en ensayos de

microcosmos (Ponce, 2014; Benites y Flores, 2015).

Los estandares de calidad ambiental (ECA) para suelo, aprobados con el
Decreto Supremo N°011-2017-MINAM publicado el 2 de diciembre de 2017
(Ministerio del Ambiente, 2017) establecen como limite 200 a 500 mgkg?
(Fracciéon de hidrocarburos F1 o ligera), 1200 a 5000 mgkg? (F2 o media) y 3000 a
6000 mgkg? (F3 o pesada). Para los aromaticos volatiles los limites son:
0,03 mgkg! (benceno), 0,37 mgkg! (tolueno), 0,082 mgkg’ (etilbenceno) vy
1 mgkg?! (xileno). Para los hidrocarburos poliaromaticos los limites son:

0,1 a 22 mgkg* (naftaleno) y 0,1 a 0,7 mgkg™ (benzopireno).

2.2.4 Materia organica utilizada para la biorremediacion

La materia orgénica favorece la biorremediacion de suelos contaminados con
hidrocarburos de petréleo, habiéndose reportado el efecto benéfico de la cachaza de
cafia de azucar (Rodriguez y Geldres, 2017), compost (Alvaro, Martinez y Arocena, 2014;
Saucedo et al., 2016), cascarilla de arroz (Hernandez, Navas e Infante, 2017), lodo
residual estabilizado (Cardenas, Araujo, Gémez, Bohérquez, Gémez, Angulo, Saules y
Morillo, 2010), bagazo de cafa de azucar (Garcia et al., 2011; Ordaz, Martinez, Ramos,

Sanchez, Martinez, Tenorio y Cuevas, 2011), estiércol
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(Buendia, 2013) y humus (Fernandez et al., 2015).

La cachaza o torta de cachaza es un residuo de la agroindustria de la cafia de
azucar. Por cada tonelada de cafia procesada se obtienen 30-50 kg de cachaza
(Pérez, Sanchez, Palma y Salgado, 2011). Procede de la clarificacion del jugo o de la
filtracién y lavado de los lodos sedimentados (tierra, ceras y raices) durante este proceso
(Arreola, Palma, Salgado, Camacho, Obrador, Juarez y Pastrana, 2003). Es utilizada
como enmienda, que mejora las propiedades fisicas y quimicas del suelo, pero también
aporta microorganismos y nutrientes como el fosforo (Garcia et al.,, 2011). Este
subproducto es un abono organico con alto contenido nutricional
(Arreola et al., 2003).

El compostaje es el proceso biolégico aerobio mas utilizado para la
transformacion de los residuos organicos en condiciones controladas a un material
hamico estable denominado compost (Isaza, Pérez, Laines y Castafion, 2009). Este
proceso es una alternativa para que los residuos sean transformados en materiales Utiles
gue pueden ser reincorporados al sistema de produccion de donde se originan (Pérez y
Martinez, 2011). Cualquier producto organico puede ser compostado, mencionandose
los residuos urbanos o municipales, agroindustriales, agricolas, pecuarios y forestales
(Salazar, 2014).

El compost es una enmienda organica (Pierre, Rossel, Quiroz y Granda, 2008).
En la agricultura se usa como acondicionar del suelo; no obstante, también se aplica para
la  remocibn de  contaminantes  organicos  como los hidrocarburos
(Salazar, 2014). EI compost mejora las propiedades fisicas (estructura y estabilidad,
porosidad, permeabilidad y retencion de agua), quimicas (capacidad tampon,
intercambio cationico, materia organica, niveles de macro y micronutrientes) y
propiedades biolégicas del suelo al favorecer la coexistencia de los microorganismos,
incrementar la microbiota y mesofauna, estimular la actividad microbiana y reducir la

poblacién de patdgenos (Puerta, 2004).

La cascarilla o pajilla de arroz es residuo lignocelulésico, subproducto de la

agroindustria (Cérdoba, Rodriguez y Uribe, 2015). En el procesado del grano de arroz se
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origina la granza, constituida por el arroz pilado (65,33%), semolina (9%), puntilla del
arroz (2,5%) y cascarilla (23,17%). La semolina corresponde a las capas eleuronicas del
grano, es decir, el pericarpio localizado entre la cascara y el endospermo. Las puntillas
de arroz son los granos quebrados del arroz pulido. La cascarilla es la parte exterior del
grano maduro, compuesto por las glumas polea y lemma, unidas por dos estructuras con

forma de gancho (Vargas et al., 2013).

La cascarilla de arroz contiene proteina cruda (1,9 — 3,0%), fibra cruda
(34,5 — 45,9%), carbohidratos disponibles (26,5 — 29,8%), silice (18,8 — 22,3%), calcio
(06 — 1,3 mg g?t), foésforo (0,3 — 0,7 mg g?), lignina (9 — 20%), celulosa
(28 — 36%), hemicelulosa (12%) y 9,3 a 95% de nutrientes digeribles totales
(Vargas et al., 2013).

La cascarilla de arroz es lefiosa y abrasiva, con 19,3 — 20.3% de SiO:2
(Abril, Navarro y Abril, 2009), contenido por el cual no es apta para el consumo humano.
Tiene una baja densidad aparente (0,1 — 0,16 g/cm?®) que facilita su manejo, alta dureza
(6 Mohs), capacidad calorifica de 3300 — 3600 cal kg y un rango de temperatura de
incineracion de 800 a 1000 °C. La baja conductividad térmica le confiere capacidad

aislante y resistencia al fuego (Vargas et al., 2013).

El bajo costo y alta disponibilidad del recurso renovable cascarilla, favorece su
investigacion en diversos procesos como absorbente de iones metalicos
(Cérdoba et al., 2015), en la obtencién de nuevos productos como los poliuretanos
(Vargas et al., 2013), en la agricultura (Rodriguez, 2007) o en la biorremediacion de

suelos contaminados con petroleo (Hernandez et al., 2017).
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[, MATERIALES Y METODOS
3.1 Materiales
3.1.1 Material biologico
Suelo contaminado con hidrocarburos de petréleo, cachaza de cafa de

azucar, compost, cascarilla de arroz y semillas de Raphanus sativus L. “rabanito”.

3.1.2 Poblacion y muestra

La poblacibn y muestra de estudio estuvo constituida por
15 unidades experimentales de suelo contaminado con hidrocarburos de petrdleo,
correspondientes a un disefio completamente aleatorio (DCA) con cinco tratamientos

y tres repeticiones.
3.2 Métodos
3.2.1 Variables

a. Variables de |la fase descriptiva
Caracteristicas del suelo contaminado con hidrocarburos de petréleo

y de los sustratos utilizados para la biorremediacion.

b. Variables de la fase explicativa
v’ Variable independiente
Materia organica (cachaza de cafia de azlcar, compost y
cascarilla de arroz)
v Variable dependiente
Biorremediacion de suelo contaminado con hidrocarburos de

petréleo

3.2.2 Tipo de estudio y disefio de contrastacion de hipétesis
La investigacion se realiz6 en dos fases. En la primera fase descriptiva
se determinaron las caracteristicas quimicas, microbiologicas y toxicidad del suelo
experimental contaminado con hidrocarburos de petréleo, asi como también las
caracteristicas fisico-quimicas de los sustratos utilizados para la biorremediacion. En
la segunda fase explicativa se determiné el efecto de la cachaza de cafia de azUcar,

compost y cascarilla de arroz en la biorremediacion de suelo contaminado con
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hidrocarburos de petroleo.

La hipétesis en la primera fase se contrasto con el disefio de una sola
casilla de Goode y Hatt y en la segunda fase con el disefio experimental
completamente aleatorio, DCA (Hernandez, Ferndndez y Baptista, 2014). Los
tratamientos fueron cinco, correspondientes a T1: Testigo absoluto (agua),
T2: Testigo abiotico (formaldehido), T3: cachaza de cafia de azucar, T4: compost,

T5: cascarilla de arroz.

3.2.3 Primera etapa
En la primera etapa de la investigacion se caracteriz6 un suelo
contaminado con hidrocarburos de petroleo y los sustratos cachaza, compost y
cascarilla de arroz.
a. Muestreo y caracterizaciéon de suelo contaminado con
hidrocarburos de petroleo
En un taller de reparacion de vehiculos terrestres de la provincia
de Chiclayo (Figura 1), regidbn Lambayeque, se colectaron 200 kg de suelo
contaminado con HTP provenientes de aceite residual automotriz, (ARA) (Figura 2).
En el suelo del taller se seleccionoé el area contaminada, se delimitaron cinco puntos
de 1 m?y con un pico se fragmenté la capa superficial (15 cm). El suelo contaminado
(Figura 3) se depositdé con ayuda de una palana en cinco sacos de polietileno y se
transporto al invernadero, en Lambayeque. En este lugar, el contenido de los cinco
sacos se deposito sobre una manta de polietileno y se fragmento (martillo), hasta su

pulverizacion (Figura 4).

El suelo pulverizado se pas6 a través de una malla (2 mm) de hilo
de nylon poliéster (Figuras 5, 6), el tamizado se homogeneizé mediante el método del
“cuarteo” (Ledn, 2016), que consistié en formar un cono o “montén”, aplanarlo lo mas
homogéneo posible, dividirlo en cuatro cuadrantes iguales y aleatoriamente de uno de
ellos extraer 2 kg de suelo para la caracterizacién correspondiente. La muestra de
2 kg previamente obtenida se utilizé para el analisis quimico y microbiolégico y para

determinar la toxicidad de los contaminantes del suelo.
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Figura 5. Tamizado de suelo contaminado con hidrocarburos de petréleo.
Autoria propia

Figura 6. Suelo contaminado con hidrocarburos de petréleo, fragmentado y
Tamizado.
Autoria propia
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El andlisis quimico del suelo contaminado se realizé en una
submuestra de 1 kg, en el Laboratorio NSF INASSA S.A.C. en Lima, determindndose
el contenido de materia orgénica (%), fésforo (ppm), potasio (ppm), carbonato de
calcio (%), la concentracién de aceites y grasas, hidrocarburos F1 o fraccion ligera
(C6 - C10), F2 o fraccion media (>C10 — C28) y F3 o fraccion pesada
(>C28 — C40).

El andlisis microbiolégico por triplicado de submuestras de
10 g consisti6 en determinar el nimero mas probable (NMP/100g) de los
microorganismos hidrocarbonoclasticos (Contreras y Carrefio, 2018). Las
submuestras se depositaron en matraces con 90 mL de solucién salina,
NaCl 0,85% (p/v) obteniéndose suspensiones del suelo, con las que se realizaron
diluciones decimales hasta 10-°. De estas diluciones se tomaron 1 mL y se inocularon
por triplicado en tubos con 10 mL de caldo Bushnell Haas (Anexo 1), e inmediatamente
después en cada tubo se vertieron 0,025 mL (25uL) de petréleo como fuente de
carbono (Figura 7). Los tubos se incubaron a 30°C hasta por 10 dias y la turbidez del
medio de cultivo se consideré positivo a la presencia de microorganismos
hidrocarbonoclasticos, realizandose el calculo correspondiente segun el método

estandar (Huapaya, 2011).

La toxicidad de los contaminantes del suelo contaminado se
investigd por triplicado en submuestras de 10 g (Salas y Meza, 2011), utilizando
semillas de rabanito, a las que previamente se les determind el porcentaje de
germinacion (Benites y Flores, 2015). En cuatro placas Petri con papel filtro
esterilizado y humedecido con agua destilada se depositaron 25 semillas por placa,
se taparon y se mantuvieron a temperatura ambiente (28°C), humedeciéndolas segun
el requerimiento, hasta obtener el maximo de germinacion después de
120 horas.
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Figura 7. Numero mas probable de microorganismos hidrocarbonoclasticos en
suelo contaminado con hidrocarburos de petréleo.
Autoria propia
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Para el ensayo de toxicidad, en la base de placas de Petri, se
colocaron tres capas de papel filtro y encima las submuestras de 10 g de suelo, se
agregaron 12 mL de agua destilada y en cada placa, con una pinza se depositaron
25 semillas de rabanito (Figura 8).Todas las placas de Petri se cubrieron con papel
metalico, a temperatura ambiente (28°C) y después de 48 horas se vertieron
5 mL de agua destilada, para mantener la humedad requerida. Cada 48 horas hasta
las 192 horas se contaron las semillas germinadas (Figura 9) y se midi6 la longitud de
las radiculas emergidas, retirandose en cada evaluacién las semillas germinadas.
Asimismo, se calculé (Llanos, 2012) el porcentaje relativo de germinaciéon (PGR),

crecimiento relativo de la radicula (CRR) e indice de germinacion (IG):

Numero de semillas germinadas en el suelo contaminado
PGR = : 9 : : x 100
NuUumero de semillas germinadas en el testigo

CRR = Longitud promedio de radiculas en el suelo contaminado
Longitud promedio de radiculas en el testigo

x 100

_PGR X CRR
100

IG

La fitotoxicidad se determin6é con el criterio de interpretacion
(Rodriguez, 2012): IG = 80% indica que no hay sustancias fitotoxicas o estan en muy
baja concentracion: 80% > IG > 50% se interpreta como presencia moderada de estas
sustancias y un IG < 50% indica fuerte presencia de sustancias fitotoxicas, criterios
correspondientes a niveles de fitotoxicidad bajo, moderado y severo (Contreras y
Carrefio, 2018).

b. Caracteristicas de los sustratos organicos utilizados en la
biorremediacion
Los sustratos organicos utilizados durante la investigacion
correspondieron a cachaza, compost y cascarilla de arroz. La cachaza (un saco) se
colect6 en el area de almacenamiento de la empresa Agro - Pucala S. A. A. El compost
(dos sacos) se adquiri6 en una unidad Agropecuaria en Mochumi - Lambayeque.
La cascarilla de arroz (un saco) se colect6 en los alrededores de un molino de grano

ubicado en el km 4 de la carretera a Lambayeque.
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Figura 8. Prueba de toxicidad del suelo contaminado con hidrocarburos de
petréleo.
Autoria propia

48 horas

72 horas

144 horas 168 horas 192 horas

Figura 9. Semillas de Raphanus sativus L. germinadas en suelo contaminado con
hidrocarburos de petréleo.
Autoria propia
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Los sustratos para biorremediacion se llevaron al invernadero de
la Facultad de Ciencias Bioldgicas. La cachaza de cafa de azlcar previamente se
deshidrat6é a temperatura ambiente durante 5 dias, se trituré y tamizé con una malla
de nylon. Los sustratos se homogenizaron mediante el método del "cuarteo" (Leon,
2016), obteniéndose una muestra representativa de 1 kg de cada sustrato, para el
andlisis fisico-quimico en el laboratorio de Instituto de Innovacion Agraria, Estacion

Experimental Agraria Vista Florida en Chiclayo.

3.2.4 Segundaetapa: Efecto de la materiaorgénicaen labiorremediacion
de suelo contaminado con hidrocarburos de petréleo
El efecto de la materia organica en la biorremediacién de suelo
contaminado con hidrocarburos se determin6 en un ensayo conducido bajo un disefio
experimental completamente aleatorio (DCA) con cinco tratamientos, tres repeticiones

por tratamiento y un total de 15 unidades experimentales (Tablal).

El proceso de biorremediacion se realiz6 en condiciones de
invernadero, en microcosmos constituidos por macetas de arcilla de 20 cm de
diametro por 25 cm de altura (Figura 10), en las que previamente se depositaron
1,5 kg de grava para facilitar el drenaje. En 15 bolsas de polietileno de 10 kg de
capacidad se mezclaron durante 5 minutos volumenes iguales (1:1, v/v) de suelo
contaminado con hidrocarburos de petréleo (3,5 kg) y cachaza (0,9 kg), compost
(3,5 kg) o cascarilla de arroz (0,9 kg), segun el tratamiento (4:1; 1.1 y

4:1, correspondiente).

Las mezclas de suelo contaminado con hidrocarburos de petréleo se
depositaron sobre la grava de cada maceta. En el testigo absoluto solo se depositd
el suelo y en el testigo abidtico se aplico formaldehido 5% y las macetas se cubrieron
con bolsas de polietileno negro durante 3 dias. Para facilitar la aireacion, el suelo
de todos los microcosmos se removié con una palanita de mano durante

5 minutos dos veces por semana y luego se regd con agua declorada (24 horas).
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Tabla 1.
Tratamientos para determinar el efecto de la materia organica en la

biorremediacion de suelo contaminado con hidrocarburos de petréleo

Tratamientos r r2 r3

T1: Testigo absoluto
T2: Testigo abiotico (formaldehido)
T3: Cachaza de cafna de azlcar

T4: Compost

X X X X X
X X X X X
X X X X X

T5: Cascarilla de arroz

e e : "* = S
Figura 10. Ensayo para determinar el efecto de la materia organica en la
biorremediacion de suelo contaminado con hidrocarburos de petroleo

Autoria propia
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Durante la biorremediacion se registraron las temperaturas maximas
(30°C), minima (20°C) y media (25°C), datos obtenidos por la estacién meteoroldgica
de la Universidad Nacional Pedro Ruiz Gallo, ubicada en el fundo
“El Ciénago” en Lambayeque. El proceso de biorremediacion fue monitoreado durante
90 dias, investighndose cada 30 dias el numero de microorganismos
hidrocarbonoclasticos y la toxicidad de los contaminantes, segun la metodologia

descrita en el item 3.2.3a.

La eficiencia (%) de la biorremediacion del suelo contaminado con
hidrocarburos de petréleo del tratamiento con el que se alcanzé el mejor indice de
germinacion y menor nivel de toxicidad, calcul6 mediante la férmula utilizada por

Contreras y Carrefio (2018):

Aceites y grasas final — Aceites y grasas inicial

Eficiencia (%) = x 100

Aceites y grasas inicial

3.3 Anadlisis estadistico de los datos
Los valores obtenidos en la investigacion fueron ordenados en tablas y
figuras. Se realizo el andlisis de varianza de los valores del indice de germinacién para
determinar las diferencias entre los tratamientos y la superioridad entre ellos se
establecido mediante la prueba de comparaciones multiples de Tukey, con un nivel de
significancia de 0,05 (Hernandez et al., 2014), utilizando los programas Microsoft
Office Word y Excel version 2013.
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IV. RESULTADOS

4.1 Caracteristicas del suelo contaminado con hidrocarburos de petréleo

En el suelo contaminado con hidrocarburos de petréleo provenientes del aceite
residual automotriz se cuantificaron (Tabla 2, anexo 3), aceites y grasas
(147 340 mgkg?), las fracciones ligera F1 (<19 mgkg?), media F2
(14 443 mgkg?) y pesada F3 (15 240 mgkg™) de hidrocarburos y microorganismos
hidrocarbonoclasticos (1,4 x 102). El indice de germinacién de las semillas de rabanito
en el suelo contaminado fue de 2,60, correspondiente a un nivel severo de fitotoxicidad
(Tabla 3). La fertilidad del suelo presenté buen tenor de materia organica, niveles altos
de fésforo (15,2 ppm) y potasio (437 ppm) y niveles medios de carbonato de calcio
(1,42%).

4.2 Caracteristicas de la materia orgénica utilizada para la biorremediacion

Los sustratos utilizados para la biorremediacion presentaron 7,80 a 9,74% de
humedad; reaccion ligeramente acida (pH 6,9) a moderadamente alcalino
(pH 7,6); 90,26 a 92,20% de materia secay 10,15 a 13,12% de cenizas (Tabla 4). El
contenido de sales solubles fue bajo, con valores en la conductividad eléctrica de 2,95
dSm (cachaza) a 3,40 dSm (cascarilla de arroz), a excepciéon del compost con 9,06
dSm-,

En la cachaza y compost el contenido de materia organica fue de 25,97 a
29,35%; el carbono de 15,06 a 17,02% vy la relacion C/N de 11,41 a 11,58. En la
cascarilla de arroz los valores fueron de 60,35%; 35% y 18,42, respectivamente. En
todos los sustratos se registrd un buen tenor de materia organica y una relacion C/N
gue evidencié una rapida descomposicién y mineralizacion en la cachaza y compost.
Por el contrario, en la cascarilla de arroz la relacion C/N indic6 una descomposicion

lenta.

Los nutrientes fueron muy aceptables en la cachaza (nitrogeno, fosforo,
potasio, calcio y cenizas), en el compost (nitrdgeno, potasio y cenizas) y en la
cascarilla (nitrégeno, potasio y cenizas); no obstante, en la cascarilla y compost los

niveles de fosforo, calcio y magnesio fueron muy bajos.
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Tabla 2.
Caracteristicas quimicas y microbiologicas del suelo contaminado con
hidrocarburos de petréleo, Lambayeque, 2019

Caracteristicas Valores Métodos
Materia organica (%) 7,80
Fosforo (ppm) 15,20
Potasio (ppm) 437,00
Carbonato de calcio (%) 1,42
Aceites y grasas (mg kg?) 147 340 SMEWW-APHA-AWWA-WEF
Hidrocarburos F1 o fraccion ligera C6 — <19 EPA 8015C
C10 (mg kg™)
Hidrocarburos F2 o fraccion media 14 443 EPA 8015C
>C10 — C28 (mg kgt)
Hidrocarburos F3 o fraccion pesada 15240 EPA 8015C

>C28 — C40 (mg kg?)
Microorganismos hidrocarbonoclasticos 1,4 x 102 NuUmero mas probable
(NMP 100g)

Tabla 3.
Nivel de toxicidad del suelo contaminado con hidrocarburos de petréleo

Lambayeque, 2019

Caracteristicas Valores
Promedio elongacioén radicular (mm) 4,67
Porcentaje relativo de germinacion (PGR) 15,38
Crecimiento relativo de la radicula (CRR) 16,90
indice de germinacion (%IG) 2,60
Nivel de fitotoxicidad Severo

Autoria propia
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Tabla 4.
Caracteristicas fisico-quimicas de la materia organica utilizada en la biorremediacion de suelo contaminado con hidrocarburos de

petréleo, Lambayeque, 2019

ParAmetros Unidades Cachazg _de Saccharum Compost Cascarilla_de Oryza
officinarum L. sativa
Humedad % 8,53 9,74 7,80
pH — 7,60 6,90 7,00
Materia seca % 91,47 90,26 92,20
Cenizas % 11,08 13,32 10,15
Cec dSm- 2,95 9,06 3,40
Materia orgénica % 29.35 25,97 60,35
Carbono % 17,02 15,06 35,00
Relacién C/N _ 11,58 11,41 18,42
Nitrégeno % 1,47 1,32 1,90
Fosforo (P20s) % 2,80 0,64 0,00
Potasio (K20) % 1,46 2,20 3,20
Calcio (CaO) % 1,77 0,87 7,80

Magnesio (MgO) % 0,75 0,37 7,00
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4.3 Efecto de la materia organicaen labiorremediacidén de suelo contaminado
con hidrocarburos de petroleo
El rango en el NMP de microorganismos hidrocarbonoclasticos al momento del
establecimiento de los microcosmos (Tabla 5, anexo 4) fue de 1,3x10° en
T2 (testigo abidtico) a 3,5x10° en T3 (cachaza). El NMP de microorganismos se
incrementd hasta los 60 dias en todos los tratamientos, a excepcion de
T1 (testigo absoluto) con 30 dias. El mayor valor en el NMP (4,0 x 103) se alcanz6 con
T3 (cachaza) y el menor valor con T1 (testigo absoluto). A los 90 dias el NMP de
microorganismos disminuy6 en todos los tratamientos, a excepcion de T1 (testigo
absoluto) en el que disminuyé a los 60 dias. EI mayor valor en el NMP a los 90 dias
correspondio a T3 (cachaza) y el menor valor a T1 (testigo absoluto).

Los niveles de fitotoxicidad del suelo contaminado con HTP se monitoreo a los
0, 30, 60 y 90 dias (Tablas 6 - 9). El indice de germinacion (IG) de las semillas de
rabanito al momento del establecimiento de los microcosmos oscil6 entre 5,05 en
T1 (testigo absoluto) a 38,47 en T4 (compost) (Tabla 10), valores correspondientes a
un nivel de toxicidad severo. El IG aumentd en todos los tratamientos con materia
organica (T3, T4, T5) a partir de los 30 dias hasta los 90 dias. En los testigos absoluto
y abibtico el IG disminuyé a los 30 dias y luego se increment6 hasta los
90 dias.

El nivel de toxicidad fue severo en el suelo de todos los tratamientos a los
0 dias y moderado en T3 (cachaza) a los 30 dias y T4 (compost) a los 60 dias. El nivel
de toxicidad fue bajo en T3 (cachaza) a los 60 dias y T4 (compost) a los
90 dias. En los testigos absoluto y abiotico el nivel de toxicidad fue severo a los
90 dias, con IG de 5,07 y 1,16%, respectivamente. En T5 (cascarilla de arroz) el nivel

de toxicidad también fue severo; no obstante, el IG fue de 47,42%.

A los 90 dias de la biorremediacion del suelo contaminado, la prueba F del
andlisis de varianza del indice de germinacion de rabanito demostré alta significancia
(Anexos 5 a 8) y segun la prueba de comparaciones multiples de Tukey los mayores
valores correspondieron a T3 (cachaza) y T4 (compost), diferenciandose
significativamente de los demas tratamientos (Tabla 11). El suelo biorremediado con
cachaza, a los 90 dias, presento un nivel de toxicidad bajo, con una concentracion de
aceites y grasas que disminuyé de 30 743 mgkg? a 9 076 mgkg™?, correspondiente a
una eficiencia de 70,48 % en la biorremediacién (Tabla 12).
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Tabla 5.

Numero més probable de microorganismos hidrocarbonoclasticos de suelo contaminado con hidrocarburos de petréleo durante la
biorremediaciéon con materia organica

NMP/100mL
Tratamientos

0 dias 30 dias 60 dias 90 dias
Testigo absoluto (T1) 2,1x103 3,5x103 2,1x10°3 1,4x10°
Testigo abidtico (T2) 1,3x103 1,9x103 2,2x10° 2,1x103
Cachaza de cafa de azUcar (T3) 3,5x10°3 3,8x10° 4,0x10° 3,7x10°
Compost (T4) 2,4x10° 2,6x10° 2,7x10° 2,6x10°
Cascarilla de arroz (T5) 2,5x10°3 2,8x10° 2,9x103 2,6x103

*Promedio de tres repeticiones
Autoria propia
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Tabla 6.

Niveles de fitotoxicidad del suelo contaminado con hidrocarburos de petréleo al momento
del establecimiento de los microcosmos

Toxicidad en Raphanus sativus L. “rabanito”

rl r2 r3
Tratamientos
indice d . - indice d ) - indice d ) -
ger:rr:;eacign Fitotoxicidad ger:n:iileaci(e’)n Fitotoxicidad ger:n:i(;i\ciZn Fitotoxicidad
. 0 .

%) (Nivel) (%) (%) (%) (nivel)
Testigo absoluto (T1) 2,60 Severo 5,22 Severo 7,34 Severo
Testigo abidtico (T2) 11,94 Severo 8,25 Severo 8,10 Severo
Cachaza de cafia de 28,07 Severo 27,48 Severo 29,35 Severo
azucar (T3)
Compost (T4) 37,47 Severo 41,59 Severo 36,36 Severo
Cascarilla de arroz 15,44 Severo 17,43 Severo 12,60 Severo

(T5)

Autoria propia

Tabla 7.

Niveles de fitotoxicidad del suelo contaminado con hidrocarburos de petroleo después de
30 dias en microcosmos

Tratamientos

Toxicidad en Raphanus sativus L. “rabanito”

rl r2 r3
g:ar:::;zgzn Fitotoxicidad g:;:;zggn Fitotoxicidad gg:g:ﬁ:\ggn Fitotoxicidad
. 0 .

(%) (Nivel) %) (%) (%) (nivel)
Testigo absoluto (T1) 2,04 Severo 3,50 Severo 4,00 Severo
Testigo abidtico (T2) 0,00 Severo 5,28 Severo 1,11 Severo
Caf: haza de cafia de 51,42 Severo 51,98 Severo 58,90 Severo
azlcar (T3)
Compost (T4) 39,72 Severo 44,76 Severo 38,82 Severo
Cascarilla de arroz 16,92 Severo 12,10 Severo 17,16 Severo

(TS)

Autoria propia
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Tabla 8.

Niveles de fitotoxicidad del suelo contaminado con hidrocarburos de petréleo después de
60 dias en microcosmos

Toxicidad en Raphanus sativus L. “rabanito”

ri r2 r3
Tratamientos gggﬁ;ggn Fitoto>_<icidad g(ier:ﬂi(;sagieén Fitotoxicidad gLr:iii(;]zgzn Fitoto_xicidad
(%) (Nivel) (%) (%) (%) (nivel)
Testigo absoluto (T1) 4,20 Severo 6,59 Severo 2.02 Severo
Testigo abidtico (T2) 0,22 Severo 1,73 Severo 1,44 Severo
gfj:;zggf cafia de 85,62 Bajo 86,93 Bajo 80,25 Bajo
Compost (T4) 65,37 Moderado 47,82 Severo 51,52 Moderado
Cascarilla de arroz 28,86 Severo 25,88 Severo 22,84 Severo

(TS)

Autoria propia

Tabla 9.

Niveles de fitotoxicidad del suelo contaminado con hidrocarburos de petroleo después de
90 dias en microcosmos

Toxicidad en Raphanus sativus L. “rabanito”

rl r2 r3
Tratamientos indice d ndice d indice d
ger:rr:i(i;cizn Fitotoxicidad ger:rr:i?]iciZn Fitotoxicidad ger;n:;eacign Fitotoxicidad
: 0 .
%) (Nivel) %) (%) %) (nivel)
Testigo absoluto (T1) 5,20 Severo 5,83 Severo 4,17 Severo
Testigo abidtico (T2) 0,00 Severo 1,02 Severo 2,45 Severo
Cachaza de cafia de 98,12 Bajo 92,93 Bajo 86,83 Bajo
azulcar (T3)
Compost (T4) 97,17 Bajo 81,92 Bajo 78,30 Moderado
Cascarilla de arroz 44,58 Severo 41,54 Severo 56,14 Moderado

(T5)

Autoria propia
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Tabla 10.

indice de germinacion de Raphanus sativus L. y nivel de fitotoxicidad del suelo contaminado con hidrocarburos de petréleo
durante la biorremediacién con materia organica

Tratamientos

0 dias

30 dias

60 dias

90 dias

IG (%) Fitotoxicidad 1G (%) Fitotoxicidad

IG (%) Fitotoxicidad 1G (%) Fitotoxicidad

Testigo absoluto (T1) 5,05 Severo 3,18 Severo 4,27 Severo 5,07 Severo
Testigo abidtico (T2) 9,43 Severo 2,13 Severo 1,13 Severo 1,16 Severo
Cachaza de cafia de azUlcar (T3) 28,30 Severo 54,10 Moderado 84,27 Bajo 92,63 Bajo
Compost (T4) 38,47 Severo 41,10 Severo 54,90 Moderado 85,76 Bajo
Cascarilla de arroz (T5) 15,16 Severo 15,39  Severo 25,86 Severo 47,42 Severo

*Promedio de tres repeticiones
Autoria propia
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Tabla 11.

Prueba de comparaciones multiples de Tukey de las medias del indice de germinacion de Raphanus sativus L. durante la
biorremediacion de suelo con materia organica

_ indice de germinacion (%)
Tratamientos

0 dias Sign. * 30 dias Sign. * 60 dias Sign. * 90 dias  Sign. *

Testigo absoluto (T1) 5,05 d 3,18 d 4,27 d 5,07 c

Testigo abidtico (T2) 9,43 cd 2,13 d 1,13 d 1,16 c

Cachaza de cafia de azucar (T3) 28,30 b 54,10 a 84,27 a 92,63 a

Compost (T4) 38,47 a 41,10 b 54,90 b 85,76 a

Cascarilla de arroz (T5) 15,16 c 15,39 c 25,86 C 47,42 b
*p < 0,05
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Tabla 12.

Caracteristicas del suelo biorremediado con cachaza de Saccharum officinarum L.

Dias
Caracteristicas

0 30 60 90
Microorganismos hidrocarbonoclasticos (NMP/100g) 3,5x103 3,8 x10° 4,0x 103 3,7 x 103
indice de germinacion (%) 28,30 54,10 84,27 92,63
Nivel de toxicidad Severo Moderado Bajo Bajo
Aceites y grasas (mgkg) 30 743 9076
Eficiencia de la biorremediaciéon (%)  smeemeeem e e 70,48
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V. DISCUSION

La concentracién (147 340 mgkg™) de aceites y grasas en el suelo contaminado
con ARA fue mayor a 15 318 mgkg?! (TPH= 14 921 mgkg?), cuantificados por
Leodn (2016) en el suelo aledafio a un establecimiento de lavado y lubricacion de carros,
con un vertimiento promedio diario de 5 galones de ARA. La concentracion inicial de
HTP debe ser considerada (Maldonado, Rivera, Izquierdo y Palma, 2010) porque en
el proceso de biorremediacién, ésta mantiene una relacion inversa con la
biodegradacion por la inhibicion del metabolismo celular (Ferreira, Santos y Pessoa,
2013) y consecuente disminucién de las poblaciones microbianas, que son los

elementos mas importantes en la degradacion de los HTP (Maldonado et al., 2010).

Balderas y Sanchez (2015) concluyeron que en un suelo con mas de
35 000 mgkg™ de ARA son minimas las probabilidades de éxito en la biorremediacion,
por lo que estos investigadores plantearon el uso de una solucién mineral para la
bioestimulacién, que inicie la mineralizacion de la fraccion alifatica del ARA vy
posteriormente la biorremediacion con bacterias o la fitorremediacion. Al respecto,
Saucedo et al. (2016) para la biorremediacibn de un suelo con
45 000 mgkg? de ARA plantearon en una primera etapa la bioestimulacién con
lombricompost y composta bovina y en la segunda etapa la fitorremediacion con
Zea mays, potenciada con Burkholderia cepacia y Rhizobium etli.

La bioestimulacion favorece la degradacion de los HTP por los microorganismos
autoctonos, lo que indica que esta estrategia, asi como el monitoreo de la atenuacién
natural son las mejores opciones para remediar suelos impactados con HTP
(Olguin et al., 2007). La materia organica como bioestimulante fue utilizada
previamente como elemento en la biorremediacion de suelos impactados,
mencionandose la cachaza de cafa de azucar (Rodriguez y Geldres, 2017), compost
de aserrin (Buendia, 2013), compost de biosélidos (Alvaro et al., 2014), lombricompost
y composta bovina (Saucedo et al., 2016) y cascarilla de arroz (Hernandez et al.,
2017).

La materia organica puede constituir enmiendas o texturizantes en la
biorremediacion de suelos (Garcia et al., 2011). El bagazo de cafia de azlcar, paja,

aserrin y corteza son utilizados como texturizantes que mejoran la aireacion,
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porosidad y disminuyen la humedad durante el proceso del composteo para la
degradacion de HTP (Scelza, Rao y Gianfreda, 2007), el lodo residual estabilizado
como esponjante y fertilizante (Cardenas et al., 2010), la cachaza como enmienda y
abono organico (Arreola et al., 2003), el estiércol y humus liquido como agentes
bioestimulantes (Fernandez et al., 2015) y la cascarilla como agente estructurante con

capacidad para retener y mejorar la actividad microbiana (Hernandez et al., 2017).

Las caracteristicas quimicas de los sustratos organicos, evidenciaron sus
cualidades como fertilizantes y promotores del crecimiento microbiano
(Cardenas et al., 2010); sin embargo, los valores no fueron los requeridos en todos los
casos. La cascarilla de arroz presento el mayor valor en la relacion C/N, caracteristica
gue no es deseable en la biorremediacion, porque los hidrocarburos incrementan esta
relacion, disminuyendo la disponibilidad de nitrdgeno, elemento limitante en el proceso
(Ferrera, Alarcon, Mendoza, Sangabriel, Trejo, Cruz, Lépez y Delgadillo, 2007).
Asimismo, la relacion C/N correspondié a una degradacion muy lenta de la materia
organica, caracteristica que afecta en forma negativa la biodegradacion (Pérez y
Martinez, 2011).

El compost presentd una CE de 9,06 dSm™; no obstante, a un producto calificado
de clase A le corresponde un CE a 3 dSm. Es necesario remarcar que el compost
puede alcanzar niveles considerables de salinidad, debido a la presencia de sales en
los materiales originales y a su concentracion relativa durante la mineralizacion (Isaza
et al., 2009)

El calcio y fésforo de la cachaza se encuentran en la cafia de azlcar, pero se
incrementan durante el proceso de clarificacion del jugo, en el que los iones calcio de
la lechada de cal adicionada unen las impurezas coloidales y el contenido de P20s.
Esta masa coloidal Ca-P se precipita y es removida en los filtros, en forma de cachaza
(Saavedra, 2008). La cachaza con 8,53% de humedad por su deshidratacion previa
durante 5 dias present6 29,35% de materia organica, valor inferior a 68% registrado

por Saavedra (2008) y Arreola et al. (2003) en cachaza con 78 % de humedad.

El incremento de los microorganismos hidrocarbonoclasticos en todos los
tratamientos con materia organica evidencio la reactivacion de los microorganismos
autoctonos del suelo contaminado por los nutrientes incorporados, aseveracion

confirmada por el analisis fisico-quimico. Este proceso se denomina bioestimulacion
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o tecnologia de biorremediacién que consiste en la adicion de nutrientes o aceptores
de electrones para activar a los microorganismos hidrocarbonoclasticos propios del

suelo contaminado (Olguin et al., 2007).

La disminucién de los microorganismos hidrocarbonoclasticos después de un
periodo de incremento en todos los tratamientos, coincide con las observaciones de
Ferreira et al. (2013) a los 15-30 dias y Ordaz et al. (2011) a los 20 dias. Esta
disminucién es explicada por el consumo de los hidrocarburos biodegradables como
fuente de carbono y energia, quedando los sustratos mas recalcitrantes conforme
transcurre el tiempo (Hernandez et al., 2017). Los compuestos del petrdleo no se
biodegradan con la misma facilidad. El proceso sera mas lento conforme la cadena
sea mas insaturada o presente mayor longitud o ramificaciones y en los arométicos el
tiempo dependera del numero de anillos, requiriéndose inclusive de cometabolismo
(Silva, 2011).

Los microorganismos hidrocarbonoclasticos son aquellos heterétrofos que utilizan
los HTP como fuente de carbono y energia (Contreras y Carrefio, 2018). Cardenas et
al. (2010) aplicaron lodos residuales para la biorremediacién de suelo contaminado
con HTP y observaron incremento de los microorganismos heterotrofos entre los 30 y
60 dias y disminucion a los 90 dias, como consecuencia del consumo parcial de la
materia organica, consumo rapido de nitrogeno (30 dias) y progresivo del fésforo
(90 dias). A su vez, Hernandez et al. (2017) investigaron los indicadores de la
actividad microbiolégica en la fitorremediacién de suelo impactado con petréleo
extrapesado y determinaron incremento de la respiracion basal y actividad
deshidrogenasa los primeros 20-30 dias y disminucidn progresiva hasta los 120 dias,

en similar comportamiento al de las fracciones biodegradables de los hidrocarburos.

La materia organica aceler6 la disminucibn de la toxicidad del suelo
biorremediado, en comparacion con los testigos, coincidiendo con los reportes de
Garcia et al. (2011), Alvaro et al. (2014) y Hernandez et al. (2017), investigadores que
determinaron diferencias significativas en la degradacion de los HTP con la aplicacion

de la cachaza, compost y cascarilla de arroz en comparacion con los testigos.

El nivel de toxicidad fue bajo en los tratamientos con cachaza de cafia de azucar
(60 dias) y compost a los (90 dias). Ambos son utilizados como enmiendas

(Ordaz et al., 2011), con valores en la relacion C/N que corresponden a una rapida
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descomposicion de la materia organica (Pérez y Martinez, 2011); no obstante, la
superioridad en la velocidad de remocion de la toxicidad del suelo se puede atribuir a
los niveles muy aceptables de fésforo y calcio en la cachaza y muy bajos en el
compost. Segun Ordaz et al. (2011) el fésforo es el nutriente que mas favorece la
activacion de los microorganismos autoctonos del suelo y los del residuo organico con

capacidad hidrocarbonoclastica.

La cachaza fue el residuo organico con el que se alcanzé la disminucion de la
toxicidad del suelo en el menor tiempo. De igual manera, Garcia et al. (2011) aplicaron
el residuo agroindustrial en un suelo con 14 300 mgkg* de HTP y después de 15 dias

reportaron 51,4% de disminucién de los contaminantes.
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VI. CONCLUSIONES

v El suelo contaminado en un establecimiento de reparacion de vehiculos terrestres
presentd materia organica, fésforo, potasio, carbonato de calcio, aceites y grasas
(147 340 mgkg), fraccion F1 (<19 mgkg), media F2
(14 443 mgkg?), pesada F3 (15 240 mgkg?) de hidrocarburos, microorganismos

hidrocarbonoclasticos y un nivel severo de toxicidad.

v La cachaza de cafia de azUcar, compost y cascarilla de arroz presentaron materia

organica, carbono, nitrégeno, fosforo y potasio.

v La cachaza de cafia de azlcar y compost aceleraron la biorremediacion de suelo
contaminado con hidrocarburos de petréleo alcanzandose un nivel bajo de toxicidad

a los 60 dias con la cachaza y 90 dias con el compost.

v La eficiencia de biorremediacion en el suelo con cachaza fue de 70,48 %.
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VIl. RECOMENDACIONES

v’ Determinar el efecto de la cachaza de cafa de azlcar y compost en la
biorremediacion de suelo contaminado con hidrocarburos de petréleo a nivel de

planta piloto.

v Cuantificar las fracciones F1 ligera, F2 media y F3 pesada y aromaticos en el

suelo biorremediado con cachaza de cafa de azlcar y compost.

v Determinar el efecto de diferentes dosis de cachaza de cafia de azGcar y compost

en la biorremediacion de suelo contaminado con hidrocarburos de petréleo.
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ANEXO 1
Medios de cultivo (en Contreras y Carrefio, 2018)

Caldo Bushnell Hass (gL™)

KHZ2P O ..o 1,0

K2HP O ... 1,0

(N P 351 O 3 1,0
IMOS O ..o 0,20
ClaCa. oo 0,02
FOCIS ..o 0,005
Agua destilada .........cooviiiiiiiii e 1000mL
PH e 7,0
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ANEXO 2

Temperaturas minima, media y maxima durante la biorremediacion de suelo
contaminado con hidrocarburos de petréleo

Temperatura Temperatura Temperatura
Fecha minima (°C) media (°C) maxima (°C)
27/09/2018 16 22 24
28/09/2018 16 21 23
29/09/2018 16 20 22
30/09/2018 16 20 22
01/10/2018 15 20 22
02/10/2018 16 20 22
03/10/2018 16 21 23
04/10/2018 16 20 21
05/10/2018 16 21 23
06/10/2018 16 21 23
07/10/2018 16 21 23
08/10/2018 16 20 22
09/10/2018 15 19 21
10/10/2018 15 19 21
11/10/2018 15 20 22
12/10/2018 16 21 23
13/10/2018 16 22 24
14/10/2018 16 21 23
15/10/2018 16 22 24
16/10/2018 15 22 24
17/10/2018 16 21 23
18/10/2018 15 19 22
19/10/2018 16 21 23
20/10/2018 16 18 20
21/10/2018 15 18 22
22/10/2018 15 18 22
23/10/2018 16 19 22
24/10/2018 16 21 23
25/10/2018 16 21 24
26/10/2018 16 21 24
27/10/2018 16 21 24
28/10/2018 15 21 24
29/10/2018 16 21 24
30/10/2018 16 21 24

31/10/2018 16 21 24
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01/11/2018 18 21 24
02/11/2018 17 21 24
03/11/2018 17 19 20
04/11/2018 17 20 22
05/11/2018 17 21 23
06/11/2018 16 21 23
07/11/2018 16 20 21
08/11/2018 16 21 23
09/11/2018 17 22 24
10/11/2018 18 22 25
11/11/2018 17 21 24
12/11/2018 16 22 24
13/11/2018 16 18 22
14/11/2018 17 19 22
15/11/2018 16 20 23
16/11/2018 16 21 23
17/11/2018 16 21 22
18/11/2018 16 20 21
19/11/2018 16 21 23
20/11/2018 16 20 21
21/11/2018 17 20 21
22/11/2018 17 22 24
23/11/2018 17 20 21
24/11/2018 17 21 23
25/11/2018 17 21 23
26/11/2018 17 22 24
27/11/2018 16 21 23
28/11/2018 16 21 23
29/11/2018 16 21 24
30/11/2018 16 20 23
31/11/2018 16 22 24
01/12/2018 16 21 23
02/12/2018 16 22 24
03/12/2018 16 22 24
04/12/2018 16 21 23
05/12/2018 16 21 23
06/12/2018 16 21 23
07/12/2018 16 22 24
08/12/2018 17 22 24
09/12/2018 17 22 24
10/12/2018 16 21 23
11/12/2018 17 22 23
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12/12/2018 16 21 23
13/12/2018 16 21 23
14/12/2018 16 22 24
15/12/2018 16 20 23
16/12/2018 16 20 23
17/12/2018 16 21 24
18/12/2018 16 23 25
19/12/2018 16 21 23
20/12/2018 16 18 20
21/12/2018 15 18 22
22/12/2018 15 18 22
23/12/2018 16 19 22
24/12/2018 16 21 23
25/12/2018 16 21 24
26/12/2018 16 21 23
27/12/2018 16 22 24
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ANEXO 3
Analisis del suelo

b ol
i( ¢ INACAL
| Inassa (= oare
| ENVIROLAB bersdado

'UNTERNATIONAI.

Registro N*LE-00L
Informacion General
Matriz: Suelo
Solicitud de Analisis: Cotizacion N° 39172 (Nov-395)
Muestreado por: Cliente
Procedencia: Taller de Reparacion Automotriz

Identificacion de Laboratorio: S-0001547740

Tipo de Muestra: Suelo

Identificacién de Muestra: Suelo

Fecha y Hora de Muestreo: 2018-11-18 11:00

Fecha de Recepcion de la Muestra:  2018-11-21

Fecha de Inicio de anélisis: 2018-11-27
T 2=

Anilisis Resultado Unidad
|Quimica

*Aceites y Grasas. Suelo, Sedimento y Lodo. SMEWW-APHA-
AWWA-WEF Part 5520 E, 22nd Ed 2012. Extraction Method for |
Sludge Samples |

Aceites Y Grasas 147 340 mg/Kg |
“PAH's. Suelo. EPA Method 8270 E, Revised 6, February 2017, [
Semivolatile Organic Compounds by Gas Chromatography

/Mass Spectrometry (GC/MS)
Naphthalene N.C.(<0,049) mg/Kg
Acenaphthylene N.C.(<0,053) mg/Kg
Acenaphthene N.C.(<0,052) mg/Kg
Fluorene 0,11 mg/Kg
Phenanthrene 1.2 mg/Kg
Anthracene N.C.{<0,048) mg/Kg
Fluoranthene 0,12 mg/Kg
Pyrene 0,53 mg/Kg
Benzo(a)Anthracene N.C.(<0,051) mg/Kg i
Chrysene 043 ma/Kg
! Benzo(b)Fluoranthene N.C.(<0,051) mg/Kg
Benzo{k)Fluoranthene 0,052 mg/Kg
Benzo(a)Pyrene N.C.(<0,050) mg/Kg
Indeno(1,2,3-cd)Pyrene N.C.(<0,052) mg/Kg
| Dibenzo(a,h)Anthracene N.C.(<0,053) ma/Kg
| Benzo(ghi)Perylene 0,055 mg/Kg

Hidrocarburos (C10-C28). Suelo, Sedimento y Lodo EPA |
Method 8015C, Revision 3, February 2007. Nonhalogenated |
Organics by Gas Chromatography
Hidrocarburos (C10-C28) 14 443 mg/Kg

| Hidrocarburos (C28-C40). Suelo, Sedimento y Lodo EPA
| Method 8015C, Revision 3, February 2007. Nonhalogenated
{ Organics by Gas Chromatography

Hidrocarburos (C28-C40) 15240 ma/Kg

Hidrocarburos, Fraccion 1 (C6-C10). Suelo. EPA Method 8015

[ C, Revision 3, February 2007 Nonhalogenated Organics by
| Gas Chromatography

Hidrocarburos (C6-C10) B N.C.(<19) mg/Kg

Notas de Ensayo:
N.C.: Significa que el resultado es No Cuantificable y es menor al Limite de Cuantificacién indicado en el paréntesis.

FI20181204184716 J-00321178 pag2de3

El presente informe no podra ser reproducido parcial o totalmente excepto con la aprobacién por escrito de NSF Inassa. Solamente los documentos originales
son validos y NSF Inassa no se responsabiliza por la validez de Ias copias. Estos resultados no deben ser utilizados como una certificacion de conformidad
con normas del producto ni la autorizacion de uso de la Marca NSF. Los resultados se refieren tnicamente a los elementos analizados, en la condicién de
muestra recibida por el laboratorio.
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ANEXO 4

Numero mas probable de microorganismos hidrocarbonoclasticos de suelo contaminado con
hidrocarburos de petréleo al momento del establecimiento de los microcosmos

rl r2 r3
Tratamientos

Lectura™ NMP g Lectura NPMg?! Lectura NMP gt

Testigo absoluto (T1) 111 1,1x 108 220 2,1x10° 211 2,0x 10°

Testigo abidtico (T2) 112 1,5x 103 022 1,2x 108 111 1,1x 103

Cachaza de caia de

. 212 2,7 x 108 231 3,6 x 108 223 4,2 x 103
azucar (T3)
Compost (T4) 203 2,6 x 10° 212 2,7 x 103 211 2,0x 10°
Cascarilla de arroz (T5) 222 3,5x108 111 1,1x108 221 2,8x10°%

* Diluciones 102, 103, 10
** 10 dias Autoria propia

Numero mas probable de microorganismos hidrocarbonoclasticos de suelo contaminado con
hidrocarburos de petréleo después de 30 dias en microcosmos

rl r2 r3
Tratamientos

Lectura™ NMP g1~ Lectura NPMg? Lectura NMP gt

Testigo absoluto (T1) 222 3,5 x10° 231 3,6 x 10° 213 3,4 x 108
Testigo abidtico (T2) 222 3,5 x10°% 101 0,7 x 10° 121 1,5x 108
Caf:haza de cafia de 221 2,8 x10°8 310 4,3 x 103 232 4,4 x 10°
azucar (T3)

Compost (T4) 211 2,0 x 10° 121 1,5 x 103 223 4,2 x 103
Cascarilla de arroz (T5) 121 1,5x 108 231 3,6 x 10° 213 3,4 x 108

* Diluciones 102, 103, 10
** 10 dias Autoria propia
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NuUmero mas probable de microorganismos hidrocarbonoclasticos de suelo contaminado con
hidrocarburos de petréleo después de 60 dias en microcosmos

rl r2 r3
Tratamientos

Lectura™ NMP g1~ Lectura NPM gl Lectura NMPg!
Testigo absoluto (T1) 233 5,3 x10° 002 0,6 x 103 010 0,3x103
Testigo abidtico (T2) 113 1,9x 108 113 1,9x10° 133 2,9x10°3
Cachaza de cafia de 223 4,2 X103 231 36x10° 223  4,2x10°
azucar (T3)
Compost (T4) 123 2,4 x 103 300 2,3x10° 213 3,4 x 10°
Cascarilla de arroz (T5) 122 2,0 x 103 123 2,4 x 10° 310 4,3 x10°

* Diluciones 102, 103, 10
** 10 dias Autoria propia

Numero mas probable de microorganismos hidrocarbonoclésticos de suelo contaminado con
hidrocarburos de petréleo después de 90 dias en microcosmos

rl r2 r3
Tratamientos _

Lectura™ NMP g1~ Lectura  NPMg?! Lectura  NMP g!
Testigo absoluto (T1) 111 1,1x 108 121 1,5x 108 112 1,5x 108
Testigo abidtico (T2) 221 2,8 x10° 111 1,1x 103 132 2,4 x108
Cachaza de cafia de 231 3,6 x 10° 213 34x10° 203 42x10°
azucar (T3)
Compost (T4) 122 2,0 x 108 222 ,3,5 x 108 132 2,4 x 108
Cascarilla de arroz (T5) 231 3,6 x 10° 212 2,7x103 033 1,6 x 108

* Diluciones 102, 103, 10
** 10 dias Autoria propia
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ANEXO 5

Pruebas de normalidad, homogeneidad de varianza y analisis de varianza
del indice de germinacién de Raphanus sativus L. alos 0 dias

Prueba de normalidad

INDICE DE GERMINACION A LOS 0 DIAS

Shapiro - Wilk
Tratamientos
Estadistico gl Sig.
Testigo absoluto (T1) 0,996 3 0,884
Testigo abidtico (T2) 0,779 3 0,066
Cachaza de cafia de azucar (T3) 0,957 3 0,599
Compost (T4) 0,901 3 0,387
Cascarilla de arroz (T5) 0,990 3 0,807

Prueba de homogeneidad de varianzas

INDICE DE GERMINACION A LOS 0 DIAS

Estadistico de Levene gll gl2 gl3
0,787 4 10 0,559
Anova de un Factor
INDICE DE GERMINACION A LOS 0 DIAS

Suma de Media .
[ . F Sig.

cuadrados g cuadratica 9

Entre grupos 2298,500 4 574,625 116,002 | 0,000
Dentro de grupos 49,536 10 4,954
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ANEXO 6

Pruebas de normalidad, homogeneidad de varianza y analisis de varianza
del indice de germinacién de Raphanus sativus L. a los 30 dias

Prueba de normalidad

INDICE DE GERMINACION A LOS 30 DIAS

Shapiro - Wilk
Tratamientos
Estadistico gl Sig.
Testigo absoluto (T1) 0,926 3 0,474
Testigo abidtico (T2) 0,899 3 0,383
Cachaza de cafia de azucar (T3) 0,806 3 0,128
Compost (T4) 0,861 3 0,269
Cascarilla de arroz (T5) 0,785 3 0,080

Prueba de homogeneidad de varianzas

INDICE DE GERMINACION A LOS 30 DIAS

Estadistico de Levene gl1 gl2 gl3

2,113 4 10 0,154

Anova de un Factor

INDICE DE GERMINACION A LOS 30 DIAS

Suma de | Media . S
cuadrados g cuadratica g
Entre grupos 6542,772 4 1635,681 | 183,604 | 0,000
Dentro de grupos 89,087 10 8,909
Total 6631,810 14
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ANEXO 7

Pruebas de normalidad, homogeneidad de varianza y analisis de varianza
del indice de germinacién de Raphanus sativus L. a los 60 dias

Prueba de normalidad

INDICE DE GERMINACION A LOS 60 DIAS

Shapiro - Wilk
Tratamientos

Estadistico gl Sig.
Testigo absoluto (T1) 0,999 3 0,949
Testigo abidtico (T2) 0,888 3 0,348
Cachaza de cafia de azucar (T3) 0,890 3 0,355
Compost (T4) 0,900 3 0,385
Cascarilla de arroz (T5) 1,000 3 0,989

Prueba de homogeneidad de varianzas

INDICE DE GERMINACION A LOS 60 DIAS

Estadistico de Levene gl1 gl2 gl3

4,820 4 10 0,020

Anova de un factor

INDICE DE GERMINACION A LOS 60 DIAS

Suma de | Media F S
cuadrados g cuadratica 9:
Entre grupos 14982,659 4 3745,665 | 165,675| 0,000
Dentro de grupos | 22%:085 10 22,608
Total 15208,774 14
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Pruebas de normalidad, homogeneidad de varianza y anélisis de varianza

ANEXO 8

del indice de germinacién de Raphanus sativus L. a los 90 dias

Prueba de normalidad

INDICE DE GERMINACION A LOS 90 DIAS

Shapiro - Wilk
Tratamientos

Estadistico gl Sig.
Testigo absoluto (T1) 0,981 3 0,736
Testigo abidtico (T2) 0,991 3 0,816
Cachaza de cafia de azucar (T3) 0,998 3 0,911
Compost (T4) 0,888 3 0,347
Cascarilla de arroz (T5) 0,898 3 0,379

INDICE DE GERMINACION A LOS 90 DIAS

Prueba de homogeneidad de varianzas

Estadistico de Levene gl1 gl2 gl3
4,256 4 10 0,029
Anova de un Factor
INDICE DE GERMINACION A LOS 90 DIAS
Suma de gl Media .
- F Sig.
cuadrados cuadratica
Entre grupos 22336,336 4 5584,084 | 144,082| 0,000
Dentro de grupos 387,563 10 38,756
Total 22723,899 14
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