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Evaluacién de la bioestimulacion en la biodegradacion
de TPHs en suelos contaminados con petréleo

Bioestimulation process during the biodegradation of
TPH in oil contaminated soil

Victoria Vallejo’, Laura Salgado™, Fabio Roldan™

RESUMEN

El presente estudio evaluo el efecto de la adiciéon de nutrientes (N y P) en forma de sales inorganicas simples
(SIS) y un fertilizante inorganico compuesto (FIC) en la biodegradacién de hidrocarburos totales de petréleo
(TPHs). Se emplearon mesocosmos con suelo contaminado (20,000 mgTPH/kg)s) y se evaludé un control
abiético y un control sin nutrientes (n=3). El estudio se realizé durante 125 dias con 5 eventos de muestreo
(EM). Durante el estudio se evaluaron y compararon dos métodos analiticos para la cuantificacién de TPHs: el
método D-5831 (ASTM, 1995) y el método modificado de extraccién por agitacién mecanica y determinacién
gravimétrica (EAMG) (EPA, 1994; Schawab et 4l., 1999). Para monitorear la biorremediacién se evaluaron
parametros fisico-quimicos: pH, porcentaje de humedad y nutrientes, y microbiol6gicos: recuento en placa
de heterétrofos y degradadores de HCs por la técnica del nimero méas probable (NMP-INT). Finalmente,
se realiz6 una caracterizacién bioquimica de los degradadores. Las mayores tasas de degradacién de TPHs se
observaron durante los primeros 28 dias en SIS y FIC (278 y 235 mgTPHs/kgps/d, respectivamente) con
relacion a los controles (110 mgTPHs/kgy,s/d). El control abi6tico mostré que la biodegradacion intrinseca fue
el proceso predominante en la degradacién de TPHs durante el estudio. Aunque no hubo diferencias
significativas en las concentraciones de TPHs a través del tiempo, entre los tratamientos y el control sin
nutrientes, las SIS mostraron un mayor porcentaje de degradaciéon (39% y 41% por los métodos D-5831y
EAMG, respectivamente). El bajo niimero de degradadores (1x103 NMP/gs) y el bajo pH (4,1) alcanzado en
los tratamientos pudieron haber limitado mayores porcentajes de degradacion. Stenotrophomonas maltophilia
fue la especie predominante durante el estudio (34%).
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ABSTRACT

The present study evaluated the effect of the nutrients addition (N and P) by using the amendment of
inorganic simple fertilizer (SIS) and inorganic compound fertilizers (FIC) in the biodegradation of total
hydrocarbon petroleum (TPH). Mesocosmos were used with contaminated soil (20,000 mgTPH/kggs,), abiotic
control and a control without nutrient (n=3) were used to evaluate the effect of nutrient amendment. The
study was conducted during 125 days with 5 sampling events (EM). During the study two analytical methods
for the determination of total petroleum hydrocarbons (TPHs): Method D-5831 (ASTM) and the modified
extraction by mechanical agitation and gravimetric determination method (EAMG) (EPA, 1994; Schawab et
al., 1999) were evaluated and compared. To monitor the bioremediation physic-chemical (pH, % moisture,
and nutrients) and microbiological (heterotrophic and hydrocarbon degrader microorganisms) parameters
were evaluated. The highest TPH degradation rates were observed during the first 28 days in the SIS and FIC
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treatments (278 and 235 mgTPHs/kggy/d, respectively) compared to the controls (110 mgTPHs/kgg,,/d). The
abiotic control indicated that the intrinsic bioremediation was the main process during the TPH degradation.
Although, there was not significant differences between treatments and the control without nutrients, SIS
showed the highest TPH degradation (39% and 41% by D-5831 and EAMG methods, respectively). The low
pH (4,1) at the end of the study and the low degraders numbers (1x10° NMP/gg,,) in the treatments could be
the limiting factors to achieve higher degradations rates. Stenotrophomonas maltophilia was the predominant

microorganism during the study (34%).

Key words: biodegration, bioestimulation, TPHs, petroleum, nutrients.

INTRODUCCION

Uno de los problemas de contaminacion ambiental
mas importantes a nivel mundial es el vertido de hi-
drocarburos totales de petroleo (TPHs) en ecosiste-
mas acuaticos y terrestres (Rahman et al., 2003; Ye-
rushalmi et al., 2003). La mayor contaminacion por
TPHs se ocasiona durante los procesos de embar-
que y desembarque de crudo en los puertos, opera-
ciones de prospeccion, actividades de extraccion,
transporte, almacenamiento y refinamiento de
petroleo (Ecopetrol, 2001; Roling et al., 2002). En
Colombia, la explotacion petrolera y todos los proce-
sos relacionados con esta actividad han generado
un incremento en la contaminacion por vertimiento
de petréleo y la disposicion de residuos en los eco-
sistemas. La presencia de TPHs representa graves
problemas ambientales para los ecosistemas y pro-
blemas econdmicos para las compafias. Por esta
razén, es necesaria la busqueda y aplicacion de pro-
cesos como la biorremediacion, la cual proporciona
una solucién ambientalmente segura, efectiva y
econbémica para la remediaciéon de suelos contami-
nados con petrdleo. El objetivo principal de la biorre-
mediacion es acelerar la degradacion total o parcial
del contaminante organico disminuyendo su toxici-
dad, movilidad e impacto ambiental (Dua et al.,
2002).

La biodegradacion de TPHs puede verse afec-
tada por las condiciones ambientales que se presen-
ten en el sitio contaminado, por este motivo es indis-
pensable controlarlas para que la actividad de los
microorganismos degradadores sea eficiente. Los
factores que mas intervienen dentro de la biodegra-
dacion son: temperatura, pH, Humedad, aceptores de
electrones y nutrientes. Adicionalmente, después de
un derrame de petréleo, se observa una elevada con-
centracion de carbono y una carencia de nitrégeno
(N) y fésforo (P) necesarios para el metabolismo mi-
crobiano por este motivo se debe optar por la
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implementacion de estrategias de biorremediacién
como la bioestimulacién o la bioaumentacion.

Durante la bioestimulaciéon se suministran fac-
tores limitantes como nutrientes y aceptores de elec-
trones (AEs) que estimulan el metabolismo y la velo-
cidad de crecimiento de los degradadores, lo cual
acelera las tasas de biodegradacion si las condicio-
nes ambientales son favorables (Marguesin y Schin-
ner, 1997; Marguesin et al., 2000; Kaplan y Kitts,
2004). La adicion de nutrientes en ambientes conta-
minados permite una degradacion mas rapida y efi-
caz de los hidrocarburos (HCs) por parte de los mi-
croorganismos nativos (Hamme et al., 2003;
Margesin et al., 2003a, b). La técnica de biolabranza
se basa en un proceso biolégico que estimula y man-
tiene una poblaciéon microbiana aerébica que utiliza
los HCs como fuente de carbono y energia, convir-
tiéndose en una opcidn efectiva para la eliminacion de
los HCs de petréleo y de resultados favorables para la
industria petrolera (Reynolds et al., 1997; Cunning-
ham y Philp, 2000; Margesin et al.; 2000; Cleves y
Sandoval, 2001).

Estudios previos reportaron que la bioestimula-
cion acelera las tasas de biodegradacion en suelos
contaminados con TPHs, controlando factores como
pH, porcentajes de humedad, concentracién de
TPHs (fracciones de dificil degradacion), AEs y tem-
peratura. Sin embargo, en la mayoria de estos estu-
dios se logré incrementar la actividad de biodegrada-
cién unicamente con la adicion de nutrientes en
forma de fertilizantes inorganicos compuestos (FIC)
y sales inorganicas simples (SIS) (Dibble y Bartha,
1979; Song y Bartha, 1990; Song et al., 1990; Mar-
gesin et al,. 2000; Margesin y Schinner, 2001;
Broock et al., 2001; Coulon y Delille, 2003; Yerushal-
mi et al., 2003).

El objetivo del presente estudio fue evaluar el
efecto de la bioestimulacion (adicion de nutrientes)
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en la degradacion de TPHSs en suelos contaminados
con petroleo. Se comparé la adicion de SIS y FIC,
correlacionando factores fisico-quimicos y microbio-
I6gicos. Se cuantificaron, aislaron e identificaron bio-
quimicamente los microorganismos degradadores
de HCs. Para la evaluacién de TPHs se comparé la
técnica modificada de extraccion por agitacion me-
canica y determinacion gravimétrica (EAMG) (EPA,
1994; Schawab et al., 1999) y con el método D-5831
(ASTM, 1995). Este estudio permitié ampliar el cono-
cimiento sobre los diversos parametros ambientales
que influyen durante los procesos de biorremedia-
cién, y de la diversidad microbiana de degradadores
nativos y su potencial uso biotecnolégico en el trata-
miento de suelos contaminados con TPHs.

MATERIALES Y METODOS

El estudio se realizé en mesocosmos de polietile-
no de alta densidad (60 cm x 40 cm x 35 cm), mate-
rial seleccionado por su baja permeabilidad y
minima absorcion de TPHs (Margesin et al., 2000,
2003a). Durante el estudio se evalué la adicion de
SIS en forma de NH;NO; (Mol-Labs) y K;HPO4 (JT
Baker) y FIC de tipo N:P:K (15:15:15) (Fergon®).
Los fertilizantes se adicionaron los dias 0 y 63 del
estudio para generar un aporte equitativo de
nitrégeno y fésforo (Margesin y Schinner, 1997;
Cleves y Sandoval, 2001; Margesin et al., 2000,
2003a). Adicionalmente, se utilizé un control
abiotico (Basamid®, 70 g/m?) y un control sin adi-
cion de nutrientes. Todos los tratamientos y con-
troles se hicieron por triplicado (n=3). El estudio se
realiz6 durante 125 dias con 5 eventos de mues-
treo (EM) cada 25 dias. Se tomaron 2 muestras
aleatorias por mesocosmo para un total de 6
muestras por tratamiento.

Localizacién del area de estudio

El estudio se realizé en el invernadero de la Facultad
de Ciencias de la Pontificia Universidad Javeriana
(PUJ), (Bogota). Los analisis fisico-quimicos y mi-
crobioldgicos se llevaron a cabo en el laboratorio de
la Unidad de Saneamiento y Biotecnologia Ambien-
tal (USBA) de la Pontificia Universidad Javeriana.

Suelo
El suelo empleado en el montaje de los mesocos-

mos se obtuvo de la finca San Javier-PUJ (Zipa-
quira, Cundinamarca). Este suelo no habia recibido

contaminacion alguna con petréleo ni habia sido fer-
tilizado. La capa vegetal fue removida por descapote
manual y el suelo se tomd hasta una profundidad de
20 cm. Para la caracterizacion inicial del suelo se
realizaron analisis fisico-quimicos en los laboratorios
del Instituto Geografico Agustin Codazzi (IGAC) (ta-
bla 1).

Montaje de los mesocosmos

Se contaminaron 500 kg de suelo con 10 kg de cru-
do (tipo Castilla: 12° API) para una concentracion
final de 20,000 mgTPH/kgps. Con base en las con-
centraciones de N y P presentes en el suelo (tabla
1) se realiz6 el balance y adicién de los nutrientes,
con el objetivo de ajustar la relacion final de C:N:P
en la mezcla resultante. Se utilizé una relacion
100:10:1, reportada como eficiente en numerosos
estudios de biorremediacién (Margesin y Shinner,
1997; Avila, 1999; Margesin et al., 2000; Cleves y
Sandoval, 2001; Hamme et al., 2003). Para evaluar
el efecto de la adicion de FIC, se selecciono el fertili-
zante triple quince por su bajo costo, facil adquisicién
y manejo. Ademas, este fertilizante habia sido em-
pleado en diferentes estudios de biorremediacion

Tabla 1. Caracteristicas fisico-quimicas y granulométricas
del suelo empleado en el estudio
Anadlisis Resultados
pH 55+0.1
N—NO; (mg/kgps) 21.9+6.1
N —NH3 (mg/kgps) 19.6+27
P disponible (mg/kgps) 76.0+11.1
Nitrogeno total (%) 0.6+0.1
Materia organica (%) 18.3+1.8
Densidad aparente (g/cc) 1.08 £ 0.1
e ) 2125,
Clase textural Arcilloso

69



Rev. Colomb. Biotecnol. Vol. VIl No. 2 Diciembre 2005 67-78

de suelos (Cleves y Sandoval, 2001; Margesin y
Shinner, 1997, 2000, 2003a). Se adicionaron 534
g de FIC y como SIS: 229 g de NH;NO3 y 44 g de
KoHPO,4 por mesocosmo.

Métodos analiticos para la determinacion
de TPHs

Durante el estudio se evaluaron y compararon 2
métodos analiticos para la cuantificacion de TPHs:
el método modificado de extraccion por agitacion
mecanica y determinacién gravimétrica (EAMG)
(EPA, 1994; Schawab et al., 1999) y el método es-
tandar para la determinacion de combustibles en
suelos D-5831 (ASTM, 1995) utilizado previamente
en otros estudios (Cleves y Sandoval, 2001; Rol-
dan, 2001). Para comparar la eficiencia en los pro-
cesos de extraccion y determinacion de TPHs por
los métodos analiticos se utilizaron diferentes ma-
trices: suelo sin contaminar (SSC), suelo contami-
nado (SC), arena sin contaminar (ASC) y arena con-
taminada (AC) con 60,000 mgTPH/kgps. Los
métodos se compararon con relacion a sus limites
de cuantificacién (LC), limites de deteccién del mé-
todo (LDM), coeficientes de variacion (% CV) y por-
centajes de recuperacion (% P).

Para el método EAMG modificado se realizd
un proceso de extraccion de TPHs con acetona:di-
clorometano (1:1) (Mallinckrodt, GR) en agitacion
a 120 rpm por 30 min y se centrifugé a 1000 rpm
por 10 min. El sobrenadante se recogi6 y este pro-
cedimiento se repitid 3 veces. Este sobrenadante
se filtr6 (Whatman No. 40) con 1 g de silica gel
(Merck®) que se secd previamente durante 1 h a
250 °C. Elfiltrado se puso en tubos de vidrio de 50
mL previamente pesado (+ 0,0001 g) (Mettler; AJ
150) y colocados en bafio maria (Precision Scienti-
fic) a una temperatura de 55 + 5 °C, durante 2 ho-
ras hasta peso constante. La concentracién de
TPHs presente en las muestras se obtuvo por la di-
ferencia del peso del tubo antes y después de la
evaporacion (determinaciéon gravimétrica) (EPA,
1994).

Analisis fisicoquimicos
Para monitorear el proceso de biorremediacion se
evalud: pH por el método 9045¢ (EPA, 1999), nitra-

tos, amonio y fésforo por los métodos 366, 391 y 531
(HACH, 1994).
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Andlisis microbiolbégicos

Para el recuento de microorganismos heterotrofos se
empleo el método de recuento en placa en medio agar
infusion suelo (ASM, 1986; Standard Methods, 2000).
El recuento de microorganismos degradadores de
HCs se realizd mediante el método del nimero mas
probable (NMP) en placas de 96 pozos, empleando el
indicador yodonitrotetrazolium (INT) (Wrein y Venosa,
1996; Hainnes et al., 1996). Se emple6 el medio
minimo de sales Bushnell-Haas (BH) y diésel como
fuente de carbono y energia. Una combinacion de po-
zos positivos/negativos de las 5 diluciones realizadas
se analliz6 en el programa Most Probable Number Cal-
culator (v4.04, 1996). Las bacterias degradadoras fue-
ron aisladas de los pozos de las diluciones més altas
gue presentaron crecimiento en el NMP. Se establecio
una atmosfera saturada de HCs usando sensidiscos
(Whattman No. 40) impregnados con 20 ulL diésel lo-
calizados en la tapa de la caja de petri (Margesin et al.,
2003a, b). Las cajas se incubaron durante 15 dias a
temperatura ambiente (22 + 2 °C). Las colonias que
presentaron caracteristicas diferentes macro y mi-
croscopicamente se seleccionaron y se identificaron
mediante pruebas bioquimicas (Crystal®).

Analisis estadistico

Inicialmente se realiz6 una prueba de Shapiro Wilk
(p<0.05) (Statistix 8, 2003) para determinar si los da-
tos seguian una distribucion normal. Las variables
que no presentaron una distribuciéon normal se trans-
formaron con el logaritmo base 10. Posteriormente
se realiz6 el anélisis de los resultados empleando un
analisis de varianza (Anova) (p<0.05). Este tltimo se
soport6 con un andlisis de comparaciones miiltiples
(Scheffé) (p<0.05). Finalmente se realiz6 el anélisis
de correlacion de Pearson (distribucion paramétrica)
o Sperman (distribucién no paramétrica).

RESULTADOS Y DISCUSION
Caracterizacion del suelo

Con la adicién de petréleo al suelo las concentracio-
nes de nutrientes fueron significativamente menores
que las concentraciones iniciales de N-NO;
N-NH, y P (120 + 28,45 + 0.7y 11.8 £ 0.2
mg/kges, respectivamente) (t-student, 2 colas,
p< 0.05) (n=6). El pequefio tamafio de particula y de
poro por el alto porcentaje de arcilla dificultd el
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proceso de humedecimiento, preparacién y homo-
genizacioén de la mezcla. El pH inicial del suelo (5.0 £
0.1) no se modificé para no afectar los microorganis-
mos nativos y debido a los estudios exitosos de bio-
rremediacion de TPHs en suelos acidos (Leahy y
Colwell, 1990; Hickey, 1995; Raymond et al., 1998;
Margesin y Shinner, 2001).

Anilisis de pH y porcentaje de humedad

Durante el estudio, se observo una reduccion signifi-
cativadelpHen SISy FIC: 4,1+ 0.1y 4,2+0.2, res-
pectivamente (Scheffé, p<0.05; n= 120) (figura 1).
Esta disminucion de pH coincidié con el aumento en
la concentracion de nitratos en SIS.

0 28 29 127

63
Tiempo (dias)

== = = = Control sin nutrientes
—— SIS

vt il v FIC

..... 0.+« -« Control abiético

Figura 1. Valores de pH durante el estudio. Se presenta el valor
promedio (n = 6) y barras de error (+ 1 ds).

La disminucion inicial de pH pudo estar asocia-
da a la baja capacidad amortiguadora del suelo y al
metabolismo activo microbiano en presencia de
TPHs y nutrientes (Margesin y Schinner, 1997; Atlas
y Bartha, 2001), fenébmeno que no se observo en el
control abiotico. Adicionalmente, los bajos valores
de pH evidenciados a partir del dia 63 pudieron ha-
berse causado por la formacion de acido nitrico, pre-
sencia de fosfatos de hierro y aluminio en el suelo
(Wrenn et al., 1994; Margesin y Schinner, 1997; Mar-
gesin et al., 2000, 2003b). Aunque inicialmente los
degradadores nativos estaban adaptados a un pH
moderadamente acido (5,0), los bajos valores pre-
sentes al final del estudio (4,0), pudieron inhibir el de-
sarrollo y crecimiento de estas poblaciones, lo cual
se evidencio por los bajos recuentos de heterétrofos
y degradadores hacia el final del estudio en los
tratamientos con nutrientes.

Analisis de nutrientes
(nitrato, amonio y fésforo)

Las concentraciones de nitrato (14.0 + 3.6 y 23.0 +
7.7 mgN—-NO;/kgys) y amonio (28.6 £ 10.7 y 39.0 +
15.3 mg N —NH, /kgps) en el control abiotico y sin nu-

trientes, respectivamente, fueron constantes duran-
te el estudio y no presentaron cambios significativos
(Anova, p<0.05; n=120) (figura 2).

Después de la adicion inicial de nutrientes, las
concentraciones de nitratos en SIS y FIC fueron de
404.0+18.8y 62.7 £ 2.8 mgN —NO;/kgps (N=6), res-
pectivamente (figura 2). Se observé un consumo sig-
nificativo de nitrato en SIS inmediatamente después
de la adicion de los tratamientos (dias 0 y 63). Esto
pudo ser causado porque el nitrato presente en este
tipo de fertilizante es mas soluble que el nitrato pre-
sente en el FIC, y por esta razén es asimilado mas ra-
pidamente por los microorganismos degradadores.

La baja concentracion de nitrato en FIC se atri-
buy6 a que el amonio es la fuente principal de
nitrbgeno en este tratamiento. El aumento significati-
vo hacia el dia 28 (300.0 + 35.2 mg N -NO;/kgps)

fue causado por la liberacion lenta de este tipo de
fertilizante, el cual aporta progresivamente la fuente
de nitrégeno al suelo (Suppo, 1996). Adicionalmen-
te, este fendbmeno pudo ser el resultado del proceso
de nitrificacion al utilizar el amonio como donador de
electrones en presencia de oxigeno. Durante este
periodo (> 28d) se present6 la reduccion mas signifi-
cativa de los valores de pH en el suelo, posiblemente
debido a este proceso, en el cual se liberan iones de
hidrégeno (H*) que incrementan la acidez del suelo
(Sylvia et al., 2005; Atlas y Bartha, 2001).

Las concentraciones de amonio después de la
adicion inicial de nutrientes fueron de 134.1 £ 34.6 y
276.9 + 34.5 mg N—-NH, /kgps para SIS y FIC, res-
pectivamente (figura 2). Esta concentracion de amo-
nio en SIS fue constante durante el estudio. Por otro
lado, en FIC se evidenci6 una reduccion significativa
hasta el dia 99 (Scheffé, p<0.05). Este descenso de
amonio pudo ser causado por su incorporacion en la
biomasa microbiana durante la degradacion o la in-
movilizacion en las matrices del suelo de este nu-
triente (Margesin y Schinner, 1997 y 2001).

Durante el estudio no se observaron cambios

en las concentraciones de fosforo en los controles
(figura 2) (Scheffé, p<0.05; n=120). Por el contrario,
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Figura 2. Concentracion de nitrato (A), amonio (B) y fésforo
(C). Se presenta el valor promedio (n = 6) y barras de error
(£1 ds). Las fechas indican la adicién de nutrientes.

se observd un consumo significativo en SIS y FIC
(Anova, p<0.05; n=120). La disminucién de este nu-
triente pudo ser causada por el metabolismo activo
de los microorganismos durante la degradacion
(Margesin y Schinner, 1997; Rittman y Mc Carty,
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2001). El FIC (15% de P,Os5y 15% de P soluble en
agua) aport6 una mayor cantidad de fésforo que las
SIS (74.03 + 3.76 mg P/kgps ¥ 55.22 + 4.16 mg/kgps,
respectivamente), lo cual es importante a la hora de
seleccionar el tipo de fertilizante adecuado para la
biorremediacion, teniendo en cuenta su costo-
eficiencia.

El FIC es de facil aplicacion, bajo costo y, por ser
un fertilizante de liberacion lenta, aporta los nutrientes
en forma gradual y continua, a una tasa ajustada a las
necesidades de los microorganismos. Sin embargo,
su presentacion en forma de granulos secos en algu-
nos casos dificult6 su distribucién uniforme y homoge-
nizacion en el suelo. Por el contrario, aunque las SIS
se disuelven mas rapidamente en el agua, son mas
costosas y aportan una baja cantidad de fosforo, el
cual se consume rapidamente por los microorganis-
mos degradadores al inicio de la biodegradacion.

Comparacion de los métodos analiticos para la
cuantificacion de TPHs

Los limites de cuantificacion (LC) y los limites de
deteccion del método (LDM) para el método ASTM
fueron significativamente menores que los de
EAMG (tabla 2). Por este motivo, concentraciones
menores de TPH pudieron detectarse y cuantificar-
se por el método de ASTM. Esta diferencia pudo
ser causada porque en el método de EAMG se uti-
liz6 la desviacion estandar (ds) de los datos obteni-
dos en ASC, mientras que para el ASTM se utilizo6 la
absorbancia del estindar de calibracion mas bajo
empleado en las curvas de calibracion (10 mg/L).
El método de ASTM presentd interferencias con los
compuestos organicos presentes en el SC mos-
trando un bajo %P (82.0 £ 5.0%), a diferencia del
método EAMG en el cual fueron significativamente
mayores (101.3 £ 7.5%).

La precision del método ASTM (%CV) durante
el anélisis de ASC y SSC (57.8 y 17.0 %, respectiva-
mente) estuvo por fuera del rango recomendado, a
diferencia del método de EAMG en el cual todos los
%CV se encontraron dentro del rango recomenda-
do, excepto para el SSC (44%) (tabla 2). Comparan-
do la precision de las muestras de SC analizadas du-
rante el estudio, se observd que hubo diferencias
significativas en los %CV de los 2 métodos evalua-
dos (t-student, 2 colas, p<0.05). Esta diferencia pudo
ser causada por la alta variabilidad y poca
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Tabla 2. Comparacion de los método:

s analiticos para la cuantificacion de TPHs

Muestra Método ASTM D-5831 EAMG
LC (mgTPH/Kgps) 269 2,085
LDM (mgTPH/kgps) 40 655

% CV FR (> 11%) DR Excepto SSC (+44%)
Arena
% P DR DR
% CV FR DR
Suelo
% P DR DR
Extraccion 0.06h 2h
Muestras/dia 35 25
Costo ($) 30,000 20,000

variacion. %P: porcentaje de recuperacion.

DR: dentro del rango recomendado por el método. FR: fuera del rango recomendado por el método.
LC: limite de cuantificacion. LDM: limite de deteccion del método. %CV: porcentaje de coeficiente de

homogeneidad presente en la mezcla de suelo: pe-
tréleo, ocasionada por el gran contenido de arcilla
del suelo. En términos generales, el método EAMG
presentd una mejor precision y exactitud que el
método ASTM en las diferentes matrices de suelo
que se analizaron.

Biodegradaciéon de TPHs

La concentracion inicial de TPHs en el suelo fue de
21,344 + 2,910 mg TPH/Kggs. Al finalizar el estudio
se observ6 una degradacion significativa de HCs en
los tratamientos con nutrientes y controles (Anova,
p<0.05; n=120) (figuras 3 y 4). Sin embargo, la ma-
yor degradacion de TPHs durante el estudio se evi-
denci6 durante los primeros 28 dias. Las mayores
tasas de biodegradacion se presentaron en SIS y
FIC (278.2 £ 3.7 y 234.4 £ 5.6 mg TPH/kg,s/d, res-
pectivamente), comparados con los controles
(116.5 £ 32.1 mg TPH/kg,s/d). De igual forma, en
este periodo se presentd un consumo marcado de
nutrientes, especificamente nitrato y fosforo (figura
2), lo cual indica que la adicion de nutrientes esti-
mulé6 la biodegradacion por parte de los microorga-
nismos nativos.

Después del dia 28 las tasas de degradacion
fueron mas lentas, posiblemente por la disminucién
del pH, que se presento en los tratamientos con nu-
trientes, lo cual pudo llegar a inhibir el crecimiento de
los degradadores. Adicionalmente, la presencia de
compuestos de alto peso molecular dificiles de de-
gradar por parte de los microorganismos pudo redu-
cir las tasas de degradacion (Margesin y Schinner,
1997; Ercoli et 4l., 2001; Ritmman y Mc Carty, 2001).
Estudios previos reportaron que la degradacion de
HCs disminuye con el tiempo, debido a que estos se
vuelven menos disponibles para la biodegradacion
por su caracter recalcitrante y su limitada biodisponi-
bilidad. Ademas, se observ6 una tendencia decre-
ciente de los recuentos microbianos antes del
agotamiento de los TPHs (Song y Bartha, 1990;
Margesin y Schinner, 1999).

A pesar de que no se observaron diferencias sig-
nificativas en las concentraciones finales de TPHSs
(Anova, p<0.05; n=120) (figuras 3y 4),la SISy el FIC
presentaron los mayores porcentajes de remocion a lo
largo del estudio (40 y 34%, respectivamente), com-
parados con los controles sin nutrientes y abiotico
(30 y 13% respectivamente), lo que indica que la
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Figura 3. Concentraciones de TPHs durante el estudio por el
método D-5831 (ASTM, 1995). Se presenta el valor promedio
(n=6) y barras de error (+ 1ds).
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Figura 4. Concentraciones de TPHs durante el estudio por el
método de EAMG (EPA, 1994; Schawab et al., 1999). Se presen-
ta el valor promedio (n=6) y barras de error (1 ds).

Estudios microbiolégicos

El recuento de heterétrofos en el suelo antes de ser
contaminado (7.8 x108 UFC/gps) fue similar a lo re-
portado en la literatura para suelos de la Sabana de
Bogota con altos porcentajes de materia orgéanica y
arcilla (IGAC, 1995). Sin embargo, el recuento de de-
gradadores fue 21x10*NMP/g,s, el cual se considera
bajo al compararlo con lo reportado en otros estu-
dios: 105-10%g,s para suelos alpinos, con altos por-
centajes de arena (53%) y con pH cercanos a la neu-
tralidad (6,0-7,0) (Macnaughton et al., 1999;
Margesin et al., 2000; Margesin y Shinner, 2001).

El control sin nutrientes no present6 cambios
significativos en el recuento de heteré6trofos (Anova,
p<0.05; n=120); mientras que el recuento de mi-
croorganismos degradadores en el dia 0 fue el mas
bajo del estudio (45x10" NMP/g,s). Los recuentos en
este control se incrementaron hasta el dia 28 y al-
canzaron un recuento similar al de SIS y FIC (86x10?
NMP/g,s). Este control mostr6 un proceso de adap-
tacion de los microorganismos a los HCs que permi-
ti6 el aumento de la poblacion microbiana hasta el
dia 28 (figura 5).

La adicion de nutrientes estimul6 las poblacio-
nes de hetero6trofos y degradadores al inicio del es-
tudio (figura 5). Posteriormente, se present6 una
disminucion significativa en los recuentos de mi-
croorganismos hasta alcanzar recuentos similares

biodegradacion intrinseca fue el proceso pre-
dominante en este estudio. Los mayores por-
centajes de degradacion observados en las
SIS pudieron ser causados por la mayor solu-
bilidad y disponibilidad de los nutrientes en el
suelo para los microorganismos nativos
(Wrenn et al., 1994). Sin embargo, se reportd
que la bioestimulacion no siempre incrementa
los porcentajes de degradacion de TPHs, de-
bido a que otros factores pueden limitar la acti-
vidad microbiana o interactuar con los nutrien-
tes, disminuyendo la tasa de degradacion.
Algunos de los factores identificados son: bajo
pH (<5.0), bajo porcentaje de humedad, con-
centracion de los TPHs (fracciones de dificil
degradacion), AE, temperatura y biodisponibi-
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lidad, entre otros (Speight, 1991; Cleves y
Sandoval, 2001).
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Figura 5. Relacion de heterétrofos y degradadores de HCs durante el es-
tudio. Se muestra el valor promedio (n=6) y barras de error (+1 ds).
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al control sin nutrientes. Estos bajos recuentos de
microorganismos se observaron en diferentes estu-
dios de remediacién cuando las concentraciones
de TPHSs disminuyen con el tiempo o cuando algin
factor limita el crecimiento (Margesin y Schinner,
1997a; Margesin y Schinner, 2001; Margesin et al.,
2003a, b). La reduccion de los recuentos de degra-
dadores en SIS y FIC pudo estar relacionada con los
bajos valores de pH que se presentaron a partir del
dia 28, que inhibieron su crecimiento e hicieron mas
lentas las tasas de degradacion de TPHSs. Al inicio
del estudio el control abiotico mostro6 altos recuen-
tos de heterotrofos y degradadores; por esta razon
se aplico el producto nuevamente y se obtuvieron
bajos recuentos a partir del dia 63 (<102 UFC/gps)
(figura 5).

Se identificaron 6 especies de microorganis-
mos degradadores de HCs: Stenotrophomonas mal-
tophilia, Acinetobacter iwoffii, Burkholderia cepacia,
Pseudomonas putida, Chomobacterium violaceum,
Flavimonas oryzihabitans, las cuales se reportaron
en estudios de biorremediacién (Macnaughton et al.,
1999; Rahman et al., 2002; Roling et 4l., 2002; Mar-
gesin et 4l., 2003b). La especie predominante duran-
te el estudio fue S. maltophilia (34%), que mostro su
amplia diversidad y capacidad metaboélica para de-
gradar una variedad de HCs. Whyte y colaboradores

(1997) aislaron Pseudomonas sp. de un suelo
antartico contaminado con petréleo, y evaluaron su
capacidad para degradar alcanos, benceno, tolueno
y naftaleno. Rahman y colaboradores (2003) realiza-
ron estudios con microorganismos degradadores de
HCs, entre los cuales se encontraban: Pseudomo-
nas sp., Acinetobacter sp., Strenophotomonas sp.,
Bacillus sp. Las Pseudomonas sp. han sido bastante
estudiadas y existen diferentes publicaciones por su
capacidad para degradar HCs e hidrocarburos po-
liciclicos aromaticos (PAH). Finalmente, C. viola-
ceum y F. orizihabitans se reportan como degrada-
doras de PAHs y clasificadas como especies del ge-
nero Pseudomonas sp. (Eriksson et al., 2003;
Hamme et al., 2003).

Andlisis de correlaciones

El analisis de Pearson mostr6 una fuerte correlacion
positiva entre el recuento de heterotrofos totales y
los degradadores de HCs (p<0.05), es decir que los
recuentos de microorganismos degradadores de-
penden de la densidad de heterotrofos presentes. La
correlacion de los parametros microbiologicos y el
pH indic6 que los recuentos microbianos se afecta-
ron negativamente por los bajos valores de pH ob-
servados durante el estudio en los tratamientos.
Este factor pudo llegar a inhibir el crecimiento de la

Tabla 3. Analisis de correlaciones entre variables significativas
evaluadas durante el estudio

pH N-NO; N-NH, UFC TPHs

Pearson 1.000 -0.669 0.412
pH

Sig. 0.021 0.001

Pearson 1.000 0.539
N-NO;

Sig. 0.002

Pearson 0.412 0.817
NMP

Sig. 0.013 0.002

Pearson -0.671 1.000
TPHs

Sig. 0.000

Sig.= significancia p<0.05.

Solo se muestran las correlaciones mas significativas.
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poblacion de microorganismos nativos presente en
el suelo. La concentracion de nitratos mostr6 una co-
rrelacion negativa con el pH, y positiva con los re-
cuentos de microorganismos, lo cual indica que los
bajos valores de pH pudieron ser causados por el in-
cremento en las concentraciones de nitrato (tabla 3).
Se observé una correlacion negativa entre los TPHs
y las concentraciones de nutrientes (nitratos y amo-
nio), que indica que la presencia de nutrientes esti-
mul6 la degradacion de TPHs. La fuerte correlacion
entre TPHSs, pH y porcentaje de humedad mostro la
importancia de estos parametros dentro del proceso
de biodegradacion.

CONCLUSIONES

Las mayores tasas de degradacion se presentaron
en los tratamientos (SIS y FIC) durante los primeros
28 dias, lo cual indica que la adicion de nutrientes es-
timul6 la degradacion de TPHs. Sin embargo, esta
reduccion después de los 28 dias no fue significati-
vamente diferente al control sin nutrientes, debido al
bajo pH que se present6 en los tratamientos. El pH
pudo inhibir el crecimiento de heterotrofos y degra-
dadores y, por lo tanto, reducir las tasas de degrada-
cion de TPHs.

Los porcentajes de remocion de TPHs para
SIS fueron mayores por los 2 métodos analiticos
evaluados, debido a su mayor solubilidad y dispo-
nibilidad para los degradadores nativos encarga-
dos de llevar a cabo el proceso de biorremedia-
cion. Este resultado permite sugerir el uso de SIS
en suelos donde la capacidad amortiguadora sea
alta o durante estudios donde se controle externa-
mente el pH. Por otra parte, FIC aport6 mayores
cantidades de fésforo y fue de menor costo con re-
lacion a SIS.

De acuerdo con el control de calidad y los re-
sultados obtenidos durante el estudio, los 2 méto-
dos evaluados para la determinacion de TPHs
(ASTM y EAMG) pueden utilizarse para la cuantifi-
cacion de TPHs durante los procesos de biorreme-
diacion. Sin embargo, se debe tener un especial
cuidado durante el analisis de TPHs en suelos por
las interferencias de la materia orgéanica en el pro-
ceso de extraccion. Finalmente, el uso del control
abiodtico permitié determinar que la biodegradacion
intrinseca fue el proceso més importante en el pre-
sente estudio.
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