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RESUMEN 

 

Los lodos aceitosos son un residuo proveniente de la industria petrolera compuesto 

por una mezcla de arena, agua, metales y un alto contenido de hidrocarburos (HCs). 

Los lodos aceitosos utilizados en este estudio se originaron a partir de petróleo 

crudo pesado de la cuenca de los Llanos Orientales, el cual se caracteriza por su 

alta viscosidad y baja gravedad API. Estos lodos fueron sometidos a un proceso de 

centrifugación a altas temperaturas (100 – 110°C) para recuperar aceite de interés 

comercial, dando como resultado una fracción sólida la cual fue denominada como 

“lodos aceitosos pesados”.  

La biodegradación de los hidrocarburos totales del petróleo (TPH, por sus siglas en 

inglés) se evaluó en microcosmos (n=3) utilizando estrategias de biorremediación, 

que incluyeron: bioestimulación con diferentes materiales de aporte (p.e., suelo, 

aserrín, cascarilla de arroz, césped, raquis, biosólidos), nutrientes, adición de un 

surfactante (Tween 80) y bioaumentación con diferentes consorcios microbianos. 

Las bacterias y hongos utilizados en los ensayos de bioaumentación fueron aislados 

y seleccionados en trabajos previos realizados en la Unidad de Saneamiento y 

Biotecnología Ambiental (USBA). 

Durante los ensayos, se evaluaron altas concentraciones (30,000 – 100,000 mg kg-

1
ps) de TPH mezclando primero los lodos aceitosos pesados con agua (1:1) para 

facilitar su homogenización con las mezclas de materiales de aporte. La 

degradación de los lodos aceitosos pesados se evaluó durante un tiempo ≤ 240 d y 

en cada muestreo se determinó la concentración de TPH por gravimetría (método 

EPA 9071B) o por cromatografía de gases (MADEP).   

Se observó una baja degradación (2 – 58%) de los lodos aceitosos pesados en los 

experimentos de bioestimulación. Es importante mencionar que no se presentaron 

diferencias significativas en la degradación de los TPH entre las diferentes mezclas 

de materiales de aporte evaluadas en los experimentos. Además, la adición del 

surfactante Tween 80 no mejoró la biodegradación (0 – 35%) de los lodos aceitosos 

pesados a los 240 d del ensayo. Teniendo en cuenta que las aproximaciones 

utilizadas en los ensayos de bioestimulación no aceleraron la degradación de los 

TPH, se decidió evaluar la bioaumentación utilizando consorcios microbianos y el 

producto comercial BiotigerTM. En estos ensayos, se evidenció una degradación 

entre el 13 – 58% a los 60 d. Sin embargo, no se observó que la adición de los 

diferentes consorcios microbianos, favoreciera la degradación de TPH con respecto 

a la bioestimulación. Los resultados sugieren que los lodos aceitosos pesados son 

de difícil degradación mediante las estrategias de biorremediación utilizadas, 

posiblemente por la presencia de fracciones pesadas (resinas y asfaltenos), las 

altas concentraciones de TPH o el corto periodo de tiempo evaluado. 



 

 

ABSTRACT  

 

Oily sludge is a residue from the oil industry composed of a mixture of sand, water, 

metals, and a high content of hydrocarbons (HCs) with environmental interest. The 

oily sludge used in this study comes from the heavy oily sludge extracted at the 

Llanos Orientales basin, which is characterized by its high viscosity and low API 

gravity. These sludges were subjected to a centrifugation process at high 

temperatures (100 - 110 °C) to recover any commercially available oil, resulting in a 

highly viscous solid fraction (called heavy oily sludge).  

Biodegradation of total petroleum hydrocarbons (TPH) was evaluated in microcosm 

(n=3) using bioremediation strategies, which included: biostimulation with different 

bulking agents (i.e., soil, sawdust, rice husk, grass, raquis, biosolids), nutrients, 

addition of a surfactant (Tween 80) and bioaugmentation with different microbial 

consortia. The bacteria and fungi used in the bioaugmentation tests were isolated 

and selected in previous works carried out at the Environmental Biotechnology and 

Sanitation Unit (USBA). 

During the tests, high concentrations (30,000 – 100,000 mg kg-1
ps) of TPH were 

evaluated by first mixing the heavy oily sludge with water (1:1) to improve 

homogenization with the bulking agents. The degradation of heavy oily sludge was 

evaluated for a time ≤ 240 d and on each sampling event, the TPH concentration 

was determined using gravimetry (EPA 9071B) or by gas chromatography (MADEP 

EPH). 

Low degradation (2 – 58%) of heavy oily sludge was observed in the biostimulation 

experiments. It is important to mention that there were no significant differences 

between the different mixtures of bulking agents evaluated in the experiments. 

Furthermore, the addition of the surfactant Tween 80 did not improve the 

biodegradation (0 – 35%) of heavy oil sludge at 240 d of the test. Given that the 

approach used in the biostimulation assays did not improve the degradation of TPH, 

it was decided to evaluate bioaugmentation using a microbial consortia and 

BiotigerTM, a commercial bioaugmentation product. In these tests, degradation 

between 13 – 58% was evidenced at 60 d. However, degradation obtained was not 

higher than of biostimulation. The results suggest that heavy oily sludge is difficult to 

break down through the bioremediation strategies tested, possibly due to the 

presence of heavy fractions (resins and asphalt), the high concentrations of TPH or 

the short period of time evaluated. 
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1. INTRODUCCIÓN 

 
Los lodos aceitosos son el principal residuo generado durante la extracción, 
transporte, almacenamiento y refinación del petróleo crudo. Generalmente, estos 
residuos están compuestos de agua (15 – 50%), hidrocarburos (HCs) (30 – 80%), 
sólidos (5 – 40%) y metales (Zn, Pb, Cu, Ni, Cr, Fe). La composición fisicoquímica 
de los lodos varía según el tipo de crudo (p.e., ligero o pesado), su origen, el proceso 
de refinación empleado y cualquier proceso fisicoquímico utilizado para reprocesar 
los lodos aceitosos. La cantidad de lodos aceitosos generada varía entre 0.2 – 0.5% 
p/p de crudo procesado (Hu et al., 2013).  

En Colombia, las actividades de extracción de crudo y gas son las que generan 
mayor cantidad de residuos peligrosos. En el 2018, se reportó la generación de 
351,800 toneladas de residuos provenientes de la extracción y refinación del 
petróleo crudo (IDEAM, 2018). Según el IDEAM (2018), las mezclas y emulsiones 
de aceite y agua o de HCs y agua, representa el 55% del total de residuos 
generados en el país.  

Debido al gran volumen de lodos aceitosos generados a nivel mundial y la presencia 
de sustancias tóxicas como el benceno, hidrocarburos aromáticos policíclicos (PAH, 
por sus siglas en inglés) y metales, en los últimos años se han implementado 
diferentes estrategias para el adecuado tratamiento y disposición final de estos 
residuos con el objetivo de minimizar sus efectos negativos en la salud humana y el 
ambiente.  

A causa de esta problemática, se han empleado métodos fisicoquímicos y biológicos 
para su tratamiento, entre los cuales, la biorremediación con microorganismos 
destaca por ser una alternativa rentable y sostenible que se ha utilizado 
ampliamente para el tratamiento de sitios contaminados con HCs y para el 
tratamiento de lodos aceitosos a escala de laboratorio y campo (Da Silva et al., 
2012; Hu et al., 2013). Sin embargo, es necesario tener en cuenta que cuando los 
lodos aceitosos provienen de crudo pesado, estos residuos pueden ser aún más 
peligrosos debido al contenido de fracciones pesadas (resinas y asfaltenos) que 
dificultan su biodegradación. Aunque las estrategias de biorremediación 
(bioestimulación y bioaumentación) han sido ampliamente utilizadas para la 
degradación de los lodos aceitosos, poco se ha evaluado la biodegradación de los 
lodos aceitosos pesados. En este sentido, el término lodos aceitosos pesados 
describe la fracción sólida resultante de la centrifugación a altas temperaturas (100 
– 110°C) de los lodos aceitosos provenientes de crudo pesado (gravedad API < 
20°).  

Teniendo esto en cuenta, en la Unidad de Saneamiento y Biotecnología Ambiental 
(USBA) de la Pontificia Universidad Javeriana se ha trabajado durante los últimos 
años en la biodegradación de los lodos aceitosos pesados en el marco del proyecto 
“Tratamiento de lodos aceitosos de la industria petrolera empleando biopilas” co-
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financiado por la empresa ATP Ingeniería SAS y el Ministerio de Ciencia, Tecnología 
e Innovación (Minciencias).  

El presente trabajo se centró en evaluar diferentes estrategias de biorremediación 
(bioestimulación y bioaumentación) en condiciones de laboratorio, para determinar 
cuál es la mejor aproximación para degradar los lodos aceitosos pesados y así 
poder implementar un futuro tratamiento en campo. El objetivo del trabajo fue 
evaluar el efecto de la bioestimulación y bioaumentación durante la degradación de 
los lodos aceitosos pesados a altas concentraciones (30,000 – 100,000 mg kg-1) 
utilizando microcosmos con materiales de aporte, nutrientes, surfactantes y 
microorganismos degradadores de HCs (bacterias, hongos y el producto comercial 
BiotigerTM).  Para esto, en los microcosmos se mezcló primero los lodos aceitosos 
pesados con agua para facilitar la homogenización con los tratamientos. Los 
microcosmos se incubaron bajo condiciones de oscuridad a temperatura constante 
sin agitación. La degradación de los HCs presentes en los lodos aceitosos pesados 
se monitoreó durante un tiempo ≤ 240 d empleando gravimetría (EPA 9071B) o por 
cromatografía de gases (MADEP).   

Los resultados y discusión del presente trabajo fueron presentados en 4 secciones 
principalmente: 1) caracterización de los lodos aceitosos pesados, 2) determinación 
de la concentración de lodos aceitosos pesados a utilizar en los experimentos de 
biodegradación, 3) el bloque de resultados de los experimentos de bioestimulación 
seguido de la respectiva discusión y finalmente, 4) el bloque de resultados de los 
experimentos de bioaumentación seguido de la discusión de los hallazgos 
obtenidos.  
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2. MARCO TEÓRICO 

2.1. Petróleo  
 
El petróleo se forma naturalmente por la acción de factores físicos y químicos, 
específicamente la temperatura y presión, sobre la biomasa de organismos 
antiguos. A medida que los organismos mueren, los restos se depositan en el fondo 
del mar y se combinan con arena y sedimentos formando rocas sedimentarias 
(Robinson, 2007; J. Speight, 2019). A través del tiempo, los procesos físicos, 
químicos y biológicos transforman la materia orgánica en un fluido (petróleo) 
compuesto principalmente de hidrocarburos (HCs) (Robinson, 2007). Estos HCs 
pueden ser clasificados en 3 clases: parafinas, naftenos y aromáticos (modelo PNA) 
(Ahmad et al., 2011; Riazi, 2005). Las parafinas son cadenas lineales o ramificadas 
de HCs saturados (enlaces sencillos), mientras que los naftenos tienen HCs 
saturados con uno o más anillos (cicloalcanos) unidos por cadenas de parafinas 
(Riazi, 2005; Robinson, 2007). Los HCs aromáticos se caracterizan por tener en sus 
estructuras uno o más anillos de HCs insaturados (dobles y triples enlaces) unidos 
por parafinas o naftenos (Riazi, 2005; Robinson, 2007). El modelo SARA (saturados, 
aromáticos, resinas y asfaltenos) también es ampliamente utilizado para describir la 
composición del petróleo (Ahmad et al., 2011). Dentro de la fracción de HCs 
saturados se encuentran los compuestos lineales, ramificados y cíclicos con enlaces 
sencillos (Rudyk, 2018). La fracción de aromáticos agrupa a los HCs que contienen 
en su estructura uno o más anillos aromáticos (S. Chang & Robinson, 2017). Las 
resinas y asfaltenos consisten en agregados de anillos aromáticos unidos por 
parafinas, de mayor peso molecular, polaridad y contenido de heteroátomos (N, S, 
O) que los HCs aromáticos (Leon & Kumar, 2005; Shaw et al., 2017). Sin embargo, 
durante el fraccionamiento las resinas son solubles en pentano mientras que los 
asfaltenos son insolubles en alcanos de bajo peso molecular (p.e., pentano o 
heptano) (S. Chang & Robinson, 2017).   

Según su origen geográfico, biomasa y procesos de formación, la composición de 
cada crudo es diferente y generalmente se clasifican en ligero, medio y pesado, 
según su gravedad API (J. G. Speight & El-Gendy, 2018). La gravedad API es una 
medida de la densidad de diferentes crudos desarrollada por el Instituto 
Estadounidense del Petróleo (API, por sus siglas en inglés) (Robinson, 2007). A 
través de este parámetro se puede determinar cuan ligero o pesado es el crudo con 
respecto al agua. El crudo ligero o convencional se caracteriza por presentar valores 
de gravedad API > 30°, tiene una alta permeabilidad y movilidad en el yacimiento y 
puede ser recuperado a través de técnicas primarias y secundarias (J. Speight, 
2019; J. G. Speight & El-Gendy, 2018). De forma similar, el crudo medio tiene una 
alta permeabilidad y también puede ser recuperado mediante técnicas primarias y 
secundarias. Sin embargo, la gravedad API de este tipo de crudo se encuentra entre 
20 – 30° (J. Speight, 2019; J. G. Speight & El-Gendy, 2018). Por último, el crudo 
pesado tiene una baja gravedad API (10 – 20°), mayor viscosidad, alto contenido de 
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asfaltenos y la recuperación se realiza utilizando técnicas secundarias y terciarias 
(Leon & Kumar, 2005; J. Speight, 2019; J. G. Speight & El-Gendy, 2018). 

2.2. Lodos aceitosos 
 
Los lodos aceitosos son residuos generados en las diferentes etapas de extracción, 
almacenamiento, transporte y refinación del petróleo. La composición de los lodos 
aceitosos varía según el tipo de crudo (p.e., ligero o pesado), la etapa de 
procesamiento del petróleo (Aguelmous et al., 2019; Hu et al., 2013) y además, de 
cualquier proceso fisicoquímico utilizado para el preprocesamiento de los lodos.  

Generalmente, los lodos aceitosos se caracterizan por su color marrón oscuro o 
negro, apariencia pastosa y su alta viscosidad (Da Silva et al., 2012; Teng et al., 
2018). Los lodos aceitosos comúnmente tienen un pH neutro (6.5 – 7.5), un alto 
contenido de hidrocarburos totales del petróleo (TPH, por sus siglas en inglés) (5 – 
86% p/p), agua (30 – 85% p/p), sólidos o sedimentos (4 – 46% p/p) y metales (p.e., 
Zn, Pb, Cu, Ni, Cr, V, Hg) (Hu et al., 2013; Jasmine & Mukherji, 2015; Kriipsalu & 
Nammari, 2010). Las fracciones predominantes de HCs son los saturados y 
aromáticos, con un contenido de 40 – 60% y 25 – 40% p/p respectivamente, 
mientras que las resinas se encuentran entre 7 – 22% p/p y los asfaltenos entre el 
8 – 15% p/p (Aguelmous et al., 2019; Hu et al., 2013; Roldán-Carrillo et al., 2012). 
En la Tabla 1 se resume la composición fisicoquímica de los lodos aceitosos 
reportados en la literatura.    

Por otra parte, en Colombia, la extracción de petróleo crudo y las actividades de 
apoyo para la extracción de petróleo y gas natural, representan el 33 y 18% de la 
generación total de residuos peligrosos (IDEAM, 2018). Por tal razón, los 
generadores de los residuos deben asumir su gestión (aprovechamiento o 
tratamiento) y adecuada disposición final. A pesar de esto, de las 351,800 ton de 
residuos provenientes de la industria petrolera únicamente el 47% ha recibido algún 
tipo de manejo (IDEAM, 2018), lo que representa una grave problemática ambiental. 
En nuestro conocimiento, no existe reporte de las cantidades y la composición de 
los lodos aceitosos generados en Colombia.  

2.2.1. Lodos aceitosos pesados 
 
En este estudio, se utilizó el término lodos aceitosos pesados para describir los 
sólidos resultantes del proceso de centrifugación, utilizado para recuperar HCs de 
valor comercial de lodos aceitosos provenientes de crudo pesado, el cual es 
extraído principalmente de la cuenca de los Llanos Orientales en Colombia. Esta 
cuenta sedimentaria produce el 73% del petróleo a nivel nacional con la 
participación de campos petroleros de gran importancia como: Rubiales, Castilla, 
Castilla Norte, Quifa y Chichimene (UPME, 2013), los cuales se caracterizan por su 
baja gravedad API (12.9, 12.1, 12.1, 13.9 y 18.4, respetivamente) (Malagón, 2016). 
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2.2.2. Impacto ambiental  
 
En diferentes países, los lodos aceitosos son considerados residuos peligrosos por 
el alto contenido de compuestos carcinogénicos, mutagénicos y tóxicos como los 
hidrocarburos aromáticos policíclicos (PAH, por sus siglas en inglés) y metales 
pesados (Aguelmous et al., 2019; Hu et al., 2013, 2020). Debido a su viscosidad, 
los lodos aceitosos pueden adsorberse a los minerales del suelo afectando sus 
características fisicoquímicas (p.e., capacidad de retención de agua), nutricionales 
y bióticas como la germinación de plantas (Hu et al., 2013). Una vez liberados en el 
ambiente, los HCs presentes en los lodos aceitosos pueden migrar a través del 
suelo y contaminar aguas subterráneas y superficiales causando graves pérdidas 
en la biodiversidad (Hu et al., 2013).   
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Tabla 1. Composición de los lodos aceitosos 

Referencias Origen pH 
TPH         

(mg kg-1) 
Humedad 

(%) 
Saturados 

(%) 
Aromáticos 

(%) 
Resinas 

(%) 
Asfaltenos 

(%) 

(Milne et al., 1998) Canadá ‒ 300,000 30 36 31 18 6 
(Marin et al., 2006) España 7.8 281,000 ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ 
(M. J. Ayotamuno et al., 2007) Nigeria 5.8 69,372 20.5 ‒ ‒ ‒ ‒ 
(Kriipsalu et al., 2007) Suecia 8.0 130,000 ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ 
(Fountoulakis et al., 2009) Grecia 7.5 203.8 ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ 
(J. M. Ayotamuno et al., 2010) Nigeria 5.4 98,032 5.2 ‒ ‒ ‒ ‒ 
(Kriipsalu & Nammari, 2010) Suecia 7.3 160,000 ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ 
(Roldán-Carrillo et al., 2012) México  7.8 334,700 73.9 46 47 6 2 
(X. Wang et al., 2012) China 8.0 175,000 16 ‒ ‒ ‒ ‒ 
(Koolivand et al., 2013)  Irán  6.9  104 6.1 ‒ ‒ ‒ ‒ 
(Atagana, 2014) Sudáfrica ‒ 300,592 ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ 
(Cerqueira et al., 2014) Brasil  ‒ 480,000 ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ 
(Asgari et al., 2017) Irán 1.4 521,120 10.6 ‒ ‒ ‒ ‒ 
(Roy et al., 2018) India 7.1 143,800 27.1 ‒ ‒ ‒ ‒ 
(Duan et al., 2019) China ‒ 652,100 22.7 39 30 18 9 
(Jasmine & Mukherji, 2019) India ‒ 99,000 ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ 
(Poorsoleiman et al., 2020) Irán 6.1 255,050 27.6 ‒ ‒ ‒ ‒ 
(Mora et al., 2020) - 7.8 ‒ 8.2 ‒ ‒ ‒ ‒ 
(Abtahi et al., 2020) Irán 6.1 255,050 27.6 ‒ ‒ ‒ ‒ 
(Aguelmous et al., 2020) Marruecos 8.1 470,000 ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ 
(Ke et al., 2021) China 8.3 221,300 17.8 43 21 30*  
(Jerez et al., 2021) España 7.4 262,000 ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ 

‒ Sin información 

* Valor de las fracciones de resinas y asfaltenos 
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2.3. Tratamiento de lodos aceitosos 
 
El tratamiento de los lodos aceitosos abarca el uso de diferentes enfoques (Figura 
1): 1) minimizar la cantidad de residuos generados en las diferentes etapas del 
procesamiento del petróleo; 2) recuperar y reutilizar los HCs de valor comercial 
presentes en los lodos; y 3) disponer los residuos después del tratamiento para 
reducir la contaminación por HCs y metales a niveles regulatorios y así, prevenir la 
migración de los contaminantes al suelo, aguas superficiales y aguas subterráneas 
(Aguelmous et al., 2019; Hu et al., 2013). 
 

 
Figura 1. Tratamiento de los lodos aceitosos. Adaptado de Hu y colaboradores 
(2013). 

2.3.1. Recuperación de aceite  
 
La recuperación de aceite a partir de los lodos aceitosos se puede realizar cuando 
el contenido de HCs en los lodos es > 10% en peso (Duan et al., 2019) y el contenido 
de sólidos es < 30% (Johnson & Affam, 2019), beneficiando económicamente a las 
industrias petroleras o a quien realiza el tratamiento. Según la composición del 
aceite recuperado, este puede ser utilizado como combustible para los diferentes 
equipos de producción y refinación del petróleo (Duan et al., 2019). Durante este 
proceso de recuperación se alteran las características fisicoquímicas de los lodos, 
reduciendo así, su volumen y la concentración de los contaminantes (Da Silva et al., 
2012; Hu et al., 2013).  

Entre los métodos fisicoquímicos más utilizados se encuentra la extracción con 
solventes, centrifugación, pirólisis, tratamiento de congelación/descongelación y el 
método electrocinético (Figura 1) (Aguelmous et al., 2019; Hu et al., 2013; Johnson 
& Affam, 2019).  
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2.3.2. Disposición final  
 
Los tratamientos de los lodos aceitosos para su disposición final pueden realizarse 
mediante métodos fisicoquímicos como la incineración, estabilización/solidificación 
y oxidación (Figura 1) (Hu et al., 2013). En cuanto a los métodos biológicos, la 
biorremediación se basa en la capacidad de los microorganismos u organismos 
vivos para degradar o transformar los HCs en compuestos más simples y menos 
tóxicos (EPA, 2001; J. G. Speight, 2020). Las tecnologías de biorremediación más 
utilizadas son los biorreactores, biolabranza, biopilas y compostaje (Aguelmous et 
al., 2019; Hu et al., 2013).    

2.3.2.1. Tratamientos fisicoquímicos 
 

2.3.2.1.1. Incineración 

 
Durante la incineración los lodos aceitosos son sometidos a altas temperaturas en 
un proceso de combustión que requiere exceso de aire y combustibles fósiles 
auxiliares (Hu et al., 2013). Generalmente, la temperatura de combustión es > 
1000°C y el tiempo de residencia de los lodos puede ser de minutos a un par de 
días (Hu et al., 2013, 2020). Es un tratamiento rápido, efectivo en la remoción de los 
HCs donde se obtiene energía que puede ser utilizada como fuente de calor (Hu et 
al., 2013). Sin embargo, es costoso y los subproductos (cenizas, agua) generados 
requieren un tratamiento adicional (Aguelmous et al., 2019; Hu et al., 2013). Otra 
desventaja de este método es que, los incineradores deben contar con sistemas de 
limpieza de gases de combustión de alta tecnología, para prevenir la contaminación 
atmosférica por PAHs de bajo peso molecular (p.e., benceno y tolueno) (Chen et 
al., 2008; Da Silva et al., 2012; Hu et al., 2013).  

2.3.2.1.2. Estabilización/solidificación  

 
Durante este tratamiento, los lodos aceitosos son encapsulados en una matriz sólida 
estable que permite mantener los contaminantes en formas menos solubles y 
menos tóxicas (Da Silva et al., 2012; Hu et al., 2013). Para la encapsulación, se 
utilizan agentes solidificantes como el cemento Portland o mezclas de cemento y 
carbón activado (Hu et al., 2013; Johnson & Affam, 2019). Las ventajas más 
importantes son: bajo costo, alta eficiencia de encapsulación de los HCs (> 90%) y 
además, permite la inmovilización los metales pesados presentes en los lodos (Hu 
et al., 2013). Sin embargo, es importante tener en cuenta que, para la 
implementación de este tratamiento, se debe realizar un preprocesamiento de los 
lodos para reducir su contenido de humedad (Hu et al., 2013). Además, a diferencia 
de la incineración, no se obtiene energía reciclable y los hidrocarburos no son 
eliminados o transformados, lo que implica un pasivo ambiental (Hu et al., 2013).  

2.3.2.1.3. Oxidación  

 
En la oxidación, se utilizan agentes químicos que favorecen la oxidación de los 
compuestos orgánicos en CO2 y H2O o en compuestos fácilmente biodegradables 
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(Hu et al., 2013; Johnson & Affam, 2019). Los agentes químicos más utilizados para 
el tratamiento de los lodos aceitosos son el reactivo Fenton, permanganato, ozono, 
persulfato y radiación ultrasónica (Hu et al., 2013). Cuando estos reactivos, entran 
en contacto con los lodos, se generan radicales libres como el hidroxilo (OH), el cual 
reacciona con compuestos orgánicos como los PAHs (Hu et al., 2013). Si bien este 
tratamiento permite una remoción de los HCs > 90% en un corto periodo de tiempo 
(1 – 2 d), la implementación a gran escala requiere de una elevada cantidad de 
reactivos químicos, lo cual incrementa considerablemente los costos del tratamiento 
y además, se pueden formar subproductos debido a la oxidación incompleta de los 
HCs (Hu et al., 2013; Johnson & Affam, 2019).  

2.3.2.2. Tratamiento biológico  
 
La biorremediación se basa en el proceso biológico realizado por los 
microorganismos para metabolizar los contaminantes en compuestos inocuos (J. G. 
Speight, 2020). La finalidad de la biodegradación es lograr la mineralización del 
contaminante en compuestos inorgánicos como CO2 y H2O (EPA, 2001; Hurst & 
Crawford, 2002). Algunas de las tecnologías de biorremediación más utilizadas para 
el tratamiento de los lodos aceitosos son los biorreactores, biolabranza, biopilas y 
compostaje.  

2.3.2.2.1. Biorreactores  

 
En los biorreactores, los lodos aceitosos se mezclan con agua (5 – 50% p/v) para 
formar una fase semisólida que permita la solubilización de los contaminantes (Hu 
et al., 2013). Este tratamiento favorece el contacto entre los HCs, nutrientes, 
microorganismos y oxígeno, convirtiéndolo en un método eficaz y rápido para la 
transformación y mineralización de los contaminantes (Hu et al., 2013). La agitación 
se puede realizar de forma mecánica o por inyección continúa de aire, los 
microorganismos se pueden adicionar inmovilizados o libres y además, se pueden 
controlar una o más condiciones operativas (p.e., temperatura, humedad, pH, 
emisiones atmosféricas) y finalmente, se puede ajustar otros parámetros que 
favorezcan la biodegradación como nutrientes y surfactantes (Da Silva et al., 2012). 
Este tratamiento es más costoso que los métodos in situ (p.e., biolabranza) ya que 
requiere el transporte de los lodos aceitosos y suministro de energía continuo. 
Sumado a esto, es importante tener en cuenta los costos de construcción y 
operación del biorreactor (Da Silva et al., 2012; Hu et al., 2013). A pesar de las 
desventajas, el uso de biorreactores a escala de laboratorio y campo para el 
tratamiento de los lodos ha sido reportado por varios autores con un éxito del 50 – 
90% en la reducción de los HCs (Abtahi et al., 2020; M. J. Ayotamuno et al., 2007; 
Koolivand et al., 2017) 

2.3.2.2.2. Biolabranza  

 
La biolabranza consiste en adicionar lodos aceitosos a una capa de suelo orgánico 
para estimular la degradación microbiana por medio de la aireación y adición de 
nutrientes (principalmente carbono, nitrógeno y fósforo) (Da Silva et al., 2012; Hu et 
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al., 2013). Generalmente, la aireación y mezcla de los lodos aceitosos con el suelo 
se realiza por medio de arado. Además, se controlan parámetros como la humedad, 
pH y tasa de aplicación del lodo para mejorar la eficiencia del tratamiento. Si bien la 
reducción de los HCs corresponde principalmente a la acción de los 
microorganismos, mecanismos fisicoquímicos como la volatilización y 
fotodegradación, también contribuyen a la degradación de los lodos (Da Silva et al., 
2012). Este tratamiento es relativamente sencillo de implementar, económico y con 
un bajo consumo de energía. Además, permite tratar un gran volumen de lodos, 
alcanzando bajas concentraciones de hidrocarburos en periodos de tiempo 
prolongados (6 meses – 2 años) (Hu et al., 2013). Sin embargo, se requiere de 
grandes extensiones de tierra para su implementación y un sistema de recolección 
de lixiviados para evitar la contaminación de aguas subterráneas debido a la 
migración de HCs y metales pesados (Hu et al., 2013).  

2.3.2.2.3. Biopilas 

 
El tratamiento por biopilas es similar a la biolabranza, pero la mezcla de lodos 
aceitosos y suelo se dispone en pilas o hileras de 2 a 4 m de altura (Hu et al., 2013). 
De igual manera, se pueden adicionar nutrientes y materiales de aporte (p.e., 
aserrín, astillas de madera, paja) y ajustar parámetros como la humedad y aireación 
para mejorar la biodegradación de los HCs (Da Silva et al., 2012; Hu et al., 2013). 
Generalmente, las biopilas se construyen sobre una superficie impermeable para 
reducir los lixiviados y además, requieren de una menor área con respecto a la 
biolabranza. Debido a esta última característica, las biopilas pueden ser 
implementadas bajo techo o pueden ser cubiertas con plástico, reduciendo la 
emisión de gases y facilitando su implementación en zonas con condiciones 
climáticas extremas (p.e., regiones con alta precipitación) en cortos periodos de 
tiempo (6 – 12 meses) (Da Silva et al., 2012; Hu et al., 2013).  

2.3.2.2.4. Compostaje  

 
El compostaje es un tratamiento similar a las biopilas que se caracteriza por el alto 
contenido de materia orgánica procedente de materiales de aporte como el estiércol 
o residuos de comida (Aguelmous et al., 2019; Hu et al., 2013). El compostaje se 
realiza en dos etapas, la primera es una fase termófila que se caracteriza por el 
aumento de la temperatura (> 60°C) debido al calor generado por la actividad 
microbiana y la degradación de HCs de bajo peso molecular, mientras que en la 
segunda fase, denominada como maduración, se degradan los compuestos más 
pesados (Aguelmous et al., 2019). Si bien el proceso de compostaje puede ser 
realizado en pilas o hileras, este tratamiento también ha sido implementado en 
reactores, lo que facilita el monitoreo de la aireación, humedad, nutrientes y 
temperatura (Aguelmous et al., 2019). Por medio de este tratamiento, se ha 
observado una alta degradación (> 50%) de los HCs presentes en los lodos 
aceitosos (Asgari et al., 2017; Kriipsalu & Nammari, 2010; Ouyang et al., 2005).  
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2.4. Estrategias de biorremediación  

 
La biorremediación de sitios contaminados con HCs se puede implementar usando 
tres estrategias: atenuación natural, bioestimulación y bioaumentación. Sin 
embargo, en la biorremediación de los lodos aceitosos no se utiliza la atenuación 
natural y generalmente se contemplan las dos últimas estrategias.  
  

2.4.1. Bioestimulación  
 
La bioestimulación consiste en identificar y suministrar el factor limitante de la 
biodegradación de los HCs. Mediante esta estrategia se modifican las condiciones 
del ambiente para estimular el metabolismo microbiano y aumentar la tasa de 
degradación del contaminante. Los parámetros que pueden ser adicionados o 
modificados para estimular los microorganismos degradadores nativos son: 
nutrientes (N, P), aceptor final de electrones, solubilidad y parámetros fisicoquímicos 
(p.e., temperatura, pH, humedad).  

Debido al origen natural del petróleo, durante siglos los microorganismos que han 
estado en contacto con este fluido, tienen la capacidad de utilizar los HCs como 
fuente de carbono y energía. Teniendo en cuenta que los HCs son ricos en carbono, 
generalmente nutrientes como el nitrógeno y fósforo suelen ser los factores 
limitantes de la degradación. Estos nutrientes pueden ser adicionados utilizando 
fertilizantes orgánicos o inorgánicos para mejorar la biodegradación de los HCs 
presentes en los lodos aceitosos o en suelos contaminados con petróleo (Cerqueira 
et al., 2014; Tahhan et al., 2011). Por lo tanto, es necesario determinar la frecuencia 
de aplicación, concentración y tipo de nutrientes a emplear durante la 
bioestimulación.  

Otro factor que afecta la biodegradación de los HCs, es la disponibilidad de 
aceptores terminales de electores (ATE) (p.e., O2, NO3‾, Mn4+, Fe3+, SO4‾² CO2) 
necesarios para la respiración microbiana y generación de energía. Las condiciones 
aeróbicas han sido utilizadas para la biodegradación de los HCs debido a su 
efectividad en cortos periodos de tiempo. Bajo condiciones aerobias, el O2 es 
utilizado como ATE para el crecimiento microbiano y la degradación de los HCs, 
obteniéndose un mayor rendimiento energético. Los HCs son activados mediante la 
adición de uno o dos átomos de oxígeno por enzimas monooxigenasas o 
dioxigenasas, respectivamente, las cuales están implicadas en la degradación de 
las fracciones saturadas y aromáticas (Prince & Walters, 2016). El O2 puede ser 
suministrado a los tratamientos de biorremediación a través de aireaciones activas 
(p.e., inyección de aire, arado), pasivas, incorporando materiales de aporte que 
favorezcan la porosidad y difusión de aire o compuestos generadores de O2 (p.e., 
aire). 

El material de aporte (sustratos agrícolas) mejora la porosidad, aireación, y 
capacidad de retención de agua del sistema, también proporciona nutrientes (C, N, 
P) y una alta carga microbiana (p.e., estiércol, biosólidos, compost) (Dörr de 
Quadros et al., 2016; Hoang et al., 2021; X. Wang et al., 2012; Wu et al., 2016). 
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Estas características hacen al material de aporte una opción económica y de fácil 
acceso para el tratamiento biológico de los HCs presentes en los lodos aceitosos y 
suelos contaminados con petróleo (Hoang et al., 2021). Algunos materiales de 
aporte utilizados para la degradación de HCs en la literatura son: aserrín o residuos 
de madera, compost, tallos de algodón, estiércol (Tabla 2).  

Tabla 2. Materiales de aporte utilizados para la biodegradación de HCs 

Material de aporte Referencias 

Compost  (Gomez & Sartaj, 2013; Trejo-Hernández et al., 2007) 

Bagazo de caña de azúcar (Trejo-Hernández et al., 2007) 

Residuos de madera  (Huang et al., 2019; Marin et al., 2006) 

Tallos de algodón  (X. Wang et al., 2012) 

Suelo  (Cerqueira et al., 2014; Dörr de Quadros et al., 2016)  

Residuos de jardín  (Fountoulakis et al., 2009) 

Estiércol  (Asgari et al., 2017; Ouyang et al., 2005) 

Paja o cascarilla de arroz  (Lladó et al., 2012)(Huang et al., 2019) 

 

La biodisponibilidad de los HCs se puede mejorar mediante la adición de 
surfactantes, los cuales pueden ser de origen sintético o biológico (Jardak et al., 
2016; Kumar et al., 2019). Los surfactantes son moléculas anfipáticas que poseen 
un extremo hidrofílico y otro hidrofóbico, que incrementan la solubilidad del 
contaminante haciéndolo más disponible para los microorganismos (Jardak et al., 
2016; Kumar et al., 2019; Mulligan, 2009). Estos compuestos han sido utilizados 
ampliamente para mejorar la degradación de los HCs presentes en los lodos 
aceitosos (Cameotra & Singh, 2008; Jasmine & Mukherji, 2019).   

Finalmente, factores fisicoquímicos como la temperatura, humedad y pH pueden ser 
modificados para mejorar la biorremediación de los contaminantes (Kumar et al., 
2019). Generalmente, se estima que los rangos óptimos para la biodegradación de 
los HCs en el suelo son: temperatura de 30 – 40°C, pH de 6 – 8 y humedad de 40 
– 70% (Tabla 3) (Kumar et al., 2019).  

Tabla 3. Factores fisicoquímicos para la degradación de los HCs 

Factor Rango óptimo Referencias 

Temperatura 30 – 40°C (Ke et al., 2021; Kumar et al., 2019) 

pH 6 – 8  
(M. J. Ayotamuno et al., 2007; Poorsoleiman et al., 
2020) 

Humedad 40 – 70% (Kumar et al., 2019; Tran et al., 2021) 

C:N:P 100:10:1 (0.5) (Cerqueira et al., 2014; Kumar et al., 2019) 

 

2.4.2. Bioaumentación  
  
La estrategia de bioaumentación generalmente se implementa junto con la 
bioestimulación para aumentar las tasas de degradación del contaminante. Durante 
la bioaumentación, se inoculan microorganismos degradadores (cepas puras o 



 

15 
 

consorcios) al sitio contaminado (Kumar et al., 2019; Singer et al., 2005). Estos 
microorganismos (nativos, externos o modificados genéticamente) son 
seleccionados con base en su efectividad para degradar el contaminante, adaptarse 
a diversas condiciones ambientales, por su rápido crecimiento y facilidad de cultivo 
(Singer et al., 2005). La bioaumentación es una opción a considerar cuando: 1) los 
recuentos de microorganismos degradadores en el sitio contaminado son bajos, 2) 
el contaminante es xenobiótico, es decir, compuestos antropogénicos que no se 
producen de forma natural y 3) se requiere de un metabolismo específico para su 
degradación.  

Para el aislamiento de microorganismos degradadores de los lodos aceitosos 
generalmente se realizan cultivos de enriquecimiento en un medio mínimo de sales 
con lodos como única fuente de carbono y energía (Cerqueira et al., 2011; Ma et al., 
2015; Obi et al., 2016). Posteriormente, las cepas son seleccionadas con base en 
el crecimiento (Ma et al., 2015), detección de genes específicos (p.e., catecol-2,3-
dioxigenasa) (Obi et al., 2016), actividad respiratoria o ensayos de biodegradación 
en medio líquido y sólido (Cerqueira et al., 2011). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

16 
 

3. OBJETIVOS 

3.1. Objetivo general 

 
Evaluar el efecto de la bioestimulación y bioaumentación durante el tratamiento de 
lodos aceitosos pesados bajo condiciones de laboratorio. 
 

3.2. Objetivos específicos 

  

 Determinar las condiciones de bioestimulación que favorecen la degradación 
de lodos aceitosos pesados. 

 Evaluar la bioaumentación empleando consorcios de bacterias y hongos 
durante la degradación de lodos aceitosos pesados. 

 Comparar la degradación de lodos aceitosos provenientes de diferentes 
departamentos de Colombia.  
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4. METODOLOGÍA 

 

4.1. Químicos y reactivos  
 
Para la extracción de los HCs se utilizó diclorometano grado HPLC (Scharlau, 
España) y acetona grado reactivo (Merck, Alemania). Para la selección de 
microorganismos degradadores se utilizaron algunos PAHs (fenantreno, antraceno, 
naftaleno y pireno) grado reactivo (Sigma-Aldrich, USA). Para los análisis 
cromatográficos se utilizaron estándares analíticos (99%) de HCs alifáticos y 
aromáticos (AccuStandard, USA). Los lodos aceitosos pesados utilizados en los 
ensayos fueron proporcionados por la empresa ATP Ingeniería SAS. 

4.2. Muestreo y caracterización de los lodos aceitosos pesados  
 
Durante el transcurso de este estudio, 7 lotes de lodos aceitosos pesados se 
colectaron de la planta de tratamiento El Recreo de la empresa ATP Ingeniería SAS, 
la cual se encuentra ubicada en el municipio de San Carlos de Guaroa en el 
departamento del Meta, Colombia (Tabla 4). Los lodos aceitosos, provenientes de 
petróleo crudo pesado, son recibidos por la empresa ATP y almacenados en 
piscinas. Posteriormente, son sometidos a un proceso de centrifugación a altas 
temperaturas (100 – 110°C) para recuperar aceites de valor comercial. El agua que 
se recupera de este proceso será tratada en la unidad de tratamiento de aguas de 
la planta El Recreo. La fracción “sólida” resultante de este tratamiento fisicoquímico 
fue denominada lodos aceitosos pesados, los cuales fueron utilizados en el presente 
estudio.  

Tabla 4. Coordenadas de la planta El Recreo 

 Latitud Longitud 

Noreste 3°52’’53.30’ N 73°21’’26.93’ O 
Noroeste 3°52’’59.11’ N 73°21’’50.73’ O 
Sureste 3°52’’49.60’ N 73°21’’30.06’ O 
Suroeste  3°52’’49.00’ N 73°21’’52.61’ O 

 

La cuantificación de los HCs presentes en cada uno de los lotes (n=3) de los lodos 
aceitosos pesados se realizó utilizando el método gravimétrico 9071B (EPA, 1998) 
y el método para la determinación de hidrocarburos extraíbles del petróleo MADEP 
(Massachusetts Department of Environmental Protection) (MADEP, 2004) usando 
la técnica de cromatografía de gases acoplada a un detector de llama ionizante (GC-
FID). Asimismo, el análisis SARA a 2 lotes (n=2) de lodos aceitosos pesados fue 
realizado por el laboratorio analítico externo Proasem S.A con base en los métodos 
estándares D6560 (ASTM, 2013) y D2007 (ASTM, 2008). En este análisis, el 
extracto de HCs de los lodos aceitosos pesados fue diluido con n-pentano para 
precipitar los asfaltenos. Posteriormente, la muestra fue cargada en una columna 
de cromatografía con gel de sílice para separar la fracción de HCs saturados, 
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aromáticos y resinas utilizando como solventes hexano, tolueno y metanol, 
respectivamente. Por otra parte, la concentración de metales (As, Cd, Cr, Hg, Ag, 
Ni, Pb y Zn) de 3 lotes (n=2) de lodos aceitosos pesados fue determinada por el 
laboratorio externo Chemilab mediante digestión ácida y absorción atómica según 
los métodos 3050B (EPA, 1996) y 7000B (EPA, 2007). Finalmente, el contenido de 
humedad de cada uno de los 7 lotes (n=3) de lodos aceitosos pesados se determinó 
por pérdida de peso secando las muestras en horno a 105°C durante 24 h (ASTM, 
2019a).  

4.3. Métodos analíticos  
 

4.3.1. Extracción de los TPH  
 
La extracción de TPH asistida por microondas (MARS 6; CEM) (USA) se realizó de 
acuerdo con el método 3546 (EPA, 2007) y se ajustó según las recomendaciones 
técnicas del fabricante. Se utilizó una mezcla (1:1) de acetona y diclorometano como 
solvente de extracción (30 mL). La extracción se realizó a 150°C durante 15 min a 
una potencia entre 100 – 300 W. Posteriormente, el extracto de TPH se pasó a 
través de un filtro cuantitativo grado 40 (18.5 cm Ø) (Whatman; GE Healthcare) 
(USA) y se transfirió a un vaso de evaporación.  

4.3.2. Cuantificación de los TPH por gravimetría 
 
Para la determinación gravimétrica de TPH se utilizó el método 9071B (EPA, 1998). 
Se utilizaron viales de vidrio de 60 mL (27.5 x 140 mm) (Merck, Alemania) a los 
cuales se les registró el peso inicial. El extracto de las muestras fue colocado en los 
viales y posteriormente, el solvente fue evaporado a 55°C durante 3 h en el 
evaporador RapidVap Vertex (Labconco Corporation, USA) con flujo de N2 a 15 psi. 
Posteriormente, los viales fueron colocados en la campana de desecación durante 
30 min para enfriar y mantenerlos sin la humedad. Finalmente, se registró el peso 
final de los viales y se calculó la concentración de TPH según la Ecuación 1. 

 

𝑇𝑃𝐻 (𝑚𝑔 𝑘𝑔−1) = (
𝑔𝑎𝑛𝑎𝑛𝑐𝑖𝑎 𝑑𝑒 𝑝𝑒𝑠𝑜 𝑑𝑒𝑙 𝑣𝑖𝑎𝑙 (𝑚𝑔)

𝑝𝑒𝑠𝑜 𝑑𝑒 𝑙𝑎 𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎  (𝑘𝑔)
)            (Ec. 1) 

 
Donde TPH → Hidrocarburos totales del petróleo (mg kg-1) 
La concentración de TPH se informó sobre la base del peso seco, dividendo el 
resultado por la fracción de peso seco.   

4.3.3. Cuantificación de los TPH por GC-FID 
 
La determinación de los TPH por cromatografía de gases (GC) se realizó según el 
método MADEP (MADEP, 2004) con un GC (2014; Shimadzu) (Japón) acoplado a 
un detector de llama ionizante (FID). La separación fue realizada en una columna 
HP-5 (30 m x 0.25 mm x 0.25 μm) (Agilent; USA) usando He como gas de arrastre 
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(1.86 mL min-1). Las condiciones utilizadas fueron: temperatura del puerto de 
inyección, 285°C; temperatura del detector, 320°C; volumen de inyección, 1 μL; con 
un split de 20:1. La temperatura del horno se sometió a una rampa: iniciando a 
100°C durante 1 min y luego aumentando a 160°C a 8°C min-1, se aumentó a 290°C 
a 20°C min-1, se mantuvo durante 13 min, aumentó hasta 310°C a 10°C min-1 sin 
mantenimiento, para un tiempo total de corrida de 30 min.   

4.4. Determinación de la concentración inicial de lodos aceitosos 
pesados a emplear en los experimentos de biodegradación 

  
La técnica de respirometría permite monitorear la actividad microbiana para 
determinar si los contaminantes ejercen un efecto inhibitorio en los 
microorganismos. Además, la cuantificación del consumo de O2 y producción de 
CO2 permite medir de forma indirecta la biodegradación de los HCs. Esta técnica 
fue utilizada para determinar la concentración inicial de los lodos aceitosos pesados 
que podía ser empleada en los experimentos de biorremediación.  

Para este ensayo se utilizó una mezcla de material de aporte no estéril conformada 
por suelo y aserrín (3:1 p/p) (C1) con diferentes concentraciones de lodos aceitosos 
pesados (60,000; 100,000; 150,000 y 200,000 mg kg-1

ps). Para esto, se utilizaron 
respirómetros WTW (500 mL) (Youtility; Duran®) con un contenedor para 6 mL de 
NaOH (1 N) (Lamy et al., 2013), y un cabezal OxiTop® (Anexo 1). Los respirómetros 
se incubaron (BD 115; Binder) (Alemania) en oscuridad a 30°C durante 10 d. El 
consumo de O2 (mg kg-1) se determinó según la ley de los gases ideales (Ecuación 
2) ya que en este sistema se utiliza un volumen conocido y temperatura constante 
que genera una presión negativa (Komilis et al., 2010). Los datos de O2 
almacenados en los cabezales fueron transferidos al computador mediante el 
controlador OxiTop® OC 110.  

∆𝑝(𝑂2) =
𝐵𝑂𝐷

𝑀(𝑂2)
𝑅 𝑇𝑚

∗ (
𝑉𝑡 − 𝑉𝑙

𝑉𝑙
+ 𝛼

𝑇𝑚

𝑇0
)

                  (Ec. 2)  

 

Donde BOD  Demanda biológica de oxígeno (mg L-1). Dato medido 
   por el cabezal OxiTop®. 

M (O2)  Masa molar del oxígeno (32,000 mg mol-1) 
R  Constante de los gases (83.144 L mbar mol-1 K-1) 
Tm  Temperatura del ensayo (K) 
T0  Temperatura de referencia (273.15 K) 
Vt  Volumen de la botella (mL) 
Vl  Volumen de la muestra (mL) 
α  Coeficiente de adsorción de Bunsen (0.03103) 
∆p (O2) Diferencia de presion parcial (mbar) 
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4.5. Experimentos de bioestimulación para la degradación de los lodos 
aceitosos pesados  

 
La adición de materiales de aporte, nutrientes (N, P) y surfactantes en la 
estimulación de los microorganismos degradadores, se evaluó en microcosmos bajo 
condiciones de laboratorio. Para esto, se utilizaron recipientes de vidrio (250 mL) 
que contenían 5 g de mezcla de material de aporte y lodos aceitosos pesados. Se 
determinó la concentración inicial de TPH de cada lote de lodos aceitosos pesados 
por gravimetría. Con estos datos se calculó la cantidad de muestra que se depositó 
en cada microcosmo según la concentración de TPH establecida para cada 
experimento.  

El monitoreo de los TPH se realizó periódicamente sacrificando y analizando la 
unidad experimental completa. Todos los tratamientos se realizaron por triplicado 
(n=3), mezclando primero los lodos aceitosos pesados con agua (1:1 p/v) para 
facilitar su homogenización con el material de aporte y se incubaron a 30°C en 
oscuridad. Semanalmente, los microcosmos se mezclaron con un bajalenguas para 
facilitar la aireación por volteo y favorecer el metabolismo aerobio. De igual forma, 
en cada volteo se adicionó agua destilada para mantener el contenido de humedad 
(40 – 60%) a lo largo de los ensayos.  

4.5.1. Evaluación de diferentes materiales de aporte y nutrientes 
 
Inicialmente, se evaluó el efecto de cuatro mezclas de materiales de aporte (Tabla 
5) en la degradación de los lodos aceitosos pesados. Estos materiales de aporte 
fueron adicionados con el objetivo de aportar microorganismos nativos, nutrientes y 
mejorar la transferencia de tratamientos en los montajes. Los materiales de aporte 
utilizados en este ensayo fueron: suelo, cascarilla de arroz, estiércol de cerdo y 
raquis finamente picado (< 1 cm). El raquis es un residuo resultante de la trituración 
del racimo vacío de la palma de aceite (Elaeis guineensis) (S. H. Chang, 2014), y 
se encuentra de forma abundante en las cercanías de la planta de tratamiento El 
Recreo. Algunos de estos materiales de aporte han sido reportados previamente en 
la literatura para estimular la biodegradación de los lodos aceitosos (J. M. 
Ayotamuno et al., 2010; Marin et al., 2006).  

Los lodos aceitosos pesados (lote 1) a 50,000 mg kg-1
ps se incorporaron a las 

mezclas de materiales de aporte (A1, A2, A3, A4) (Tabla 5). Para tratar de reducir 
la variación en la concentración inicial de TPH, cada microcosmo fue preparado 
individualmente con la cantidad de lodos aceitosos pesados y el material de aporte 
establecido por tratamiento. Los muestreos fueron realizados a los 0, 20, 40, 60, 90 
y 120 d sacrificando 3 unidades experimentales de cada tratamiento en cada evento 
de muestreo. Los TPH se determinaron por gravimetría empleando el método 9071B 
(EPA, 1998).  
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Tabla 5. Composición de las mezclas de materiales de aporte evaluadas en el 
primer ensayo  

Mezclas Lodos (g) 
Material de aporte (g) 

Suelo Raquis 
Cascarilla 
de arroz 

Estiércol 
de cerdo 

A1 

0.5 

0.44 4.06 ‒ ‒ 
A2 0.44 2.03 ‒ 2.03 
A3 0.44 ‒ 4.06 ‒ 
A4 0.44 ‒ 2.03 2.03 

Cada microcosmos contenía 5.0 g (n=3).  

Posteriormente, se evaluaron siete mezclas de materiales de aporte (Tabla 6). Los 
materiales de aporte que se utilizaron fueron: suelo, abono orgánico, cascarilla de 
arroz, aserrín, césped, raquis, melaza, estiércol vacuno y biosólidos. Estos últimos 
fueron colectados del tratamiento primario de las aguas residuales de la planta El 
Salitre, Bogotá. Cada mezcla se homogenizó con los lodos aceitosos pesados (lote 
1) a 100,000 mg kg-1

ps. Los muestreos se realizaron a los 0, 40, 90 y 160 d 
sacrificando 3 unidades experimentales de cada tratamiento en cada evento de 
muestreo. Los TPH se determinaron por gravimetría empleando el método 9071B 
(EPA, 1998). 

4.5.2. Evaluación de la adición de surfactantes  
 
Una vez evaluadas las diferentes mezclas de materiales de aporte y nutrientes, se 
evaluó el efecto del surfactante Tween 80 (Merck, Alemania) sobre la degradación 
de los HCs presentes en los lodos aceitosos pesados. Este surfactante no iónico 
fue seleccionado por ser económico y de menor toxicidad para los microrganismos 
que los surfactantes aniónicos y catiónicos (Cheng et al., 2017). Cada mezcla de 
materiales de aporte (B2, B5, C1) se homogenizó con lodos aceitosos pesados (lote 
2) a 100,000 mg kg-1

ps (Tabla 7). Estas mezclas fueron seleccionadas por sus 
características contrastantes: 1) la mezcla B2 tiene una variedad de materiales de 
aporte que proporcionan un alto contenido de carbono orgánico, 2) la mezcla B5 
está conformada por sub-productos agrícolas de bajo costo disponibles en el 
departamento de Meta y 3) la mezcla C1 tiene únicamente dos materiales de aporte 
con bajo contenido de carbono orgánico. El surfactante Tween 80 fue evaluado a 
dos concentraciones diferentes (0.5 y 1.0% v/p) en los tratamientos. Los muestreos 
se realizaron a los 0, 60 y 240 d sacrificando 3 unidades experimentales de cada 
tratamiento en cada evento de muestreo. Los TPH se determinaron por 
cromatografía empleando el método MADEP (MADEP, 2004).
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Tabla 6. Composición de las mezclas de materiales de aporte y nutrientes para la degradación de los lodos aceitosos 
pesados 

Mezclas 
Lodos 

(g) 

Materiales de aporte (g) 

Suelo 
Abono 

orgánico 
Aserrín Césped 

Estiércol 
vacuno 

Raquis 
Cascarilla 
de arroz 

Biosólidos Melaza 

B1 

1.7 

0.4 0.4 0.3 0.6 0.8 ‒ ‒ 0.8 0.05 
B2 0.4 0.4 0.3 0.3 1.0 ‒ ‒ 1.0 0.05 
B3 0.4 0.4 ‒ 0.3 1.0 0.2 ‒ 1.0 0.05 
B4* 1.3 ‒ ‒ ‒ ‒ 1.0 0.5 ‒ 0.5 
B5* 1.3 ‒ ‒ ‒ 0.5 ‒ 0.5 ‒ 0.5 
B6* 1.3 ‒ 0.5 ‒ 0.5 0.5 0.5 ‒ ‒ 
B7* 2.3 0.5 ‒ ‒ ‒ ‒ 0.5 ‒ ‒ 

*Adición de (NH4)2SO4 y K2HPO4 a una relación C:N:P de 100:10:1.  

La melaza se adicionó en solución.  

Cada microcosmo contenía 5.0 g (n=3). 

 

Tabla 7. Composición de los tratamientos con diferentes concentraciones de Tween 80 para la degradación de los lodos 
aceitosos pesados 

Mezclas 
Lodos 

(g) 

Materiales de aporte (g) 

Suelo 
Abono 

orgánico 
Aserrín Césped 

Estiércol 
vacuno 

Cascarilla 
de arroz 

Biosólidos Melaza 

B2 
1.9 

0.33 0.33 0.25 0.49 0.85 ‒ 0.85 0.05 
B5* 1.6 ‒ ‒ ‒ 0.85 0.65 ‒ 0.5 
C1* 2.33 ‒ 0.77 ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ 

*Adición de NH4NO4 y K2HPO4 a una relación C:N:P de 100:10:1.  

La melaza se adicionó en solución. 

Cada microcosmos contenía 5.0 g (n=3). 
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4.5.3. Evaluación de diferentes concentraciones de TPH 
 
A pesar de que a 100,000 mg kg-1

ps se obtuvo el mayor consumo de O2 durante el 
ensayo de respirometría, no se observó una alta degradación de los lodos aceitosos 
pesados. Por tal razón, se decidió comparar la degradación de los lodos aceitosos 
pesados (lote 3) a dos concentraciones de TPH (60,000 y 100,000 mg kg-1

ps). La 
concentración menor (60,000 mg kg-1

ps) ha sido reportada en ensayos de 
biodegradación de lodos aceitosos (Cerqueira et al., 2014; Dörr de Quadros et al., 
2016). Para este ensayo, se utilizaron las mezclas de materiales de aporte (B2, B5, 
C1) empleadas en el numeral 4.5.2 (Tabla 8). Los muestreos se realizaron a los 0, 
40 y 130 d sacrificando 3 unidades experimentales de cada tratamiento en cada 
evento de muestreo. Los TPH se determinaron por gravimetría empleando el 
método 9071B (EPA, 1998). 

4.5.4. Evaluación de diferentes lodos aceitosos   
 
Se evaluó la biodegradación de diferentes lodos aceitosos de Colombia 
provenientes de los departamentos del Meta (lote 4), Putumayo, Huila y Arauca, con 
el objetivo de establecer la relación entre el origen de los lodos aceitosos y la 
biodegradación. Para esto, se utilizaron dos mezclas de materiales de aporte 
contrastantes (B2 y C1). La mezcla B2 por su variedad de materiales de aporte 
puede proporcionar un alto contenido de carbono orgánico mientras que la mezcla 
C1 tiene materiales de aporte de bajo costo (suelo y aserrín) que proporcionan un 
bajo contenido de carbono. Los lodos aceitosos pesados a 60,000 mg kg-1

ps fueron 
homogenizados con las mezclas de materiales de aporte (B2 y C1). Se realizaron 
cinco eventos de muestreo (0, 30, 60, 90 y 120 d) para la determinación de los TPH 
por cromatografía empleando el método MADEP (MADEP, 2004). En cada evento 
de muestreo se sacrificaron 3 unidades experimentales de cada tratamiento. La 
caracterización de las fracciones SARA (n=2) de cada una de las muestras de lodos 
aceitosos fue realizada por el laboratorio analítico externo Proasem S.A de acuerdo 
con los métodos D6560 y D2007.  

4.5.5. Monitoreo y ajuste del pH durante la degradación de los lodos aceitosos 
 
Finalmente, después de evaluar la bioestimulación con materiales de aporte, 
nutrientes y surfactantes, se determinó si el pH podía afectar la degradación de los 
lodos aceitosos pesados.  

Para monitorear el efecto del pH en la degradación de los lodos aceitosos pesados 
(lote 5), se utilizaron tres mezclas de materiales de aporte (B2, C1, D1) (Tabla 9). 
Las mezclas B2 y C1 fueron previamente evaluadas en el numeral 4.5.4. Además, 
se utilizó una nueva mezcla de materiales de aporte (D1) que contiene bagazo de 
caña de azúcar, la cual fue evaluada en trabajos de grado de pregrado realizados 
previamente en USBA (Galvis, 2019). 

Cada mezcla de materiales de aporte con lodos aceitosos pesados se preparó a 
60,000 mg kg-1

ps. A diferencia de los ensayos anteriores, en este experimento, los 
microcosmos se realizaron en bandejas de aluminio (29.8 x 23.8 x 6.5 cm) con 900 



 

24 
 

g de mezcla. Para cada mezcla de materiales de aporte se realizó un control (n=3) 
sin adición de cal. Semanalmente los microcosmos fueron homogenizados con 
rastrillos para jardín de 15.24 cm (Truper®; México) para favorecer la aireación.  

Durante el experimento se realizaron cinco eventos de muestreo (0, 15, 30, 60 y 90 
d) para la determinación de los TPH por cromatografía empleando el método 
MADEP (MADEP, 2004). De cada tratamiento (n=3) se tomaron tres muestras 
compuestas (1 g) de diferentes puntos de cada microcosmo para el análisis de los 
TPH. Adicionalmente, en cada evento de muestreo se tomaron tres muestras 
compuestas (2 g) de cada tratamiento (n=3) para la determinación del pH. Para esto, 
se utilizó el método modificado D4972 (ASTM, 2019b) mezclando 2 g de muestra 
con 20 mL de agua tipo I. Posteriormente, las muestras se agitaron (200 rpm) 
durante 15 min y centrifugaron (10,000 rpm x 10 min) para evitar interferencias 
debido por la alta viscosidad de los lodos aceitosos pesados. Después de 1 h de 
reposo, el pH se midió en el sobrenadante utilizando una sonda multiparámetro (HI 
9829; Hanna Instruments) (Italia). De acuerdo a los datos de pH obtenidos durante 
el ensayo, se adicionó cal (CaO) (Cales de Colombia S.A) (Colombia) a los 
microcosmos para mantener el pH en ~7.0. 
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Tabla 8. Composición de los tratamientos evaluados a 60,000 y 100,000 mg TPH kg-1
ps 

Mezclas  
Concentración 
(mg TPH kg-1

ps) 

Material de aporte (g) 

Suelo 
Abono 

orgánico 
Aserrín Césped 

Estiércol 
vacuno 

Cascarilla 
de arroz 

Biosólidos Melaza 

B2 
100,000 

0.47 0.47 0.35 0.7 1.22 ‒ 1.22 0.05 
B5 2.29 ‒ ‒ ‒ 1.21 0.94 ‒ 0.5 
C1 3.33 ‒ 1.11 ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ 

B2 
60,000 

0.50 0.50 0.37 0.74 1.29 ‒ 1.29 0.05 
B5 2.41 ‒ ‒ ‒ 1.28 1.00 ‒ 0.5 
C1 3.52 ‒ 1.17 ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ 

La melaza se adicionó en solución. 

Cada microcosmo contenía 5.0 g (n=3). 

 

Tabla 9. Composición de los tratamientos evaluados en el ensayo para monitorear el pH 

Mezclas  Lodos (g) 
Enmiendas (g) 

Suelo 
Abono 

orgánico 
Aserrín Césped 

Estiércol 
vacuno 

Cascarilla 
de arroz 

Biosólidos 
Bagazo de 

caña de azúcar 

B2 
650 

567 567 432 838 1,473 ‒ 1,473 ‒ 
C1 4,010 ‒ 1,340 ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ 
D1 4,010 ‒ ‒ ‒ ‒ 670 ‒ 670 

Cada microcosmo contenía 900 g (n=3). 
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4.6. Experimentos de bioaumentación para la degradación de los lodos 
aceitosos pesados  

 
En la bioaumentación se inoculan microorganismos degradadores (nativos o 
externos) al sitio contaminado para mejorar la degradación del contaminante. 
Generalmente, la bioaumentación está acompañada de un proceso de 
bioestimulación (p.e., nutrientes) que proporciona los factores limitantes de la 
biodegradación.  

Como se mencionó anteriormente, este trabajo de grado se desarrolló dentro del 
proyecto “Tratamiento de lodos aceitosos de la industria petrolera empleando 
biopilas” realizado por USBA y co-financiado por ATP Ingeniería SAS y Minciencias. 
Durante el desarrollo de este proyecto se realizaron diferentes trabajos de grado 
para evaluar la bioaumentación con bacterias y hongos potencialmente 
degradadores de HCs (Anexo 2).  

En el presente estudio, se recopiló la información de dos trabajos de pregrado 
realizados en el proyecto (Tabla 10) (Galvis, 2019; Moscoso, 2018). Se analizaron 
los datos de cada uno de estos ensayos para determinar el efecto de la 
bioaumentación con bacterias y hongos en la degradación de los TPH presentes en 
los lodos aceitosos pesados.  

Finalmente para completar esta sección, se realizó un tercer experimento adicional 
a los ensayos realizados por Moscoso (2018) y Galvis (2019) en el que se evaluó el 
efecto de la bioaumentación con el producto bacteriano comercial BiotigerTM (Tabla 
13). 
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Tabla 10. Trabajos de grado de pregrado de bioaumentación realizados en el marco del proyecto investigación 

Referencia Titulo Diseño experimental Resultados 

Moscoso (2018) 

Evaluación de la 
bioaumentación empleando 
consorcios bacterianos en 
la degradación de borras 
aceitosas provenientes de 
la industria petrolera  

Mezcla de material de aporte C1 (suelo y 
aserrín).  
 
Tres tratamientos de bioaumentación con 
bacterias:  
 

1. Cultivo de enriquecimiento 
2. Consorcio de bacterias aisladas 

de lodos aceitosos pesados 
3. Consorcio de bacterias del cepario 

de USBA 

No se observaron 
diferencias en la 
degradación (%) de los 
TPH entre los 
tratamientos de 
bioaumentación con 
bacterias respecto a la 
bioestimulación 

Galvis (2019) 

Evaluación de la 
bioaumentación empleando 
consorcios de hongos y 
bacterias en la degradación 
de borras aceitosas 

Mezcla de material de aporte D1 (suelo, 
cascarilla de arroz y bagazo de caña de 
azúcar). 
 
Cinco tratamientos de bioaumentación 
con bacterias y hongos: 
 

1. Cultivo de enriquecimiento 
2. Consorcio de bacterias 
3. Consorcio de hongos 
4. Consorcio del cultivo de 

enriquecimiento y hongos 
5. Consorcio de bacterias y hongos  

La inoculación del cultivo 
de enriquecimiento 
presentó la mayor 
degradación (67%) de los 
TPH a los 60 d del 
estudio. Esta degradación 
significativamente 
diferente a los demás 
tratamientos evaluados 
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4.6.1. Evaluación del efecto de la adición de consorcios bacterianos  
 
La degradación de los lodos aceitosos pesados empleando tres consorcios de 
bacterias fue evaluada por Moscoso (2018). Los consorcios bacterianos (E1, E2 y 
E3) fueron adicionados a la mezcla de material de aporte C1 (Tabla 11), la cual fue 
evaluada en algunos de los ensayos descritos en el numeral 4.5. Los microcosmos 
(n=3) se realizaron en bandejas de aluminio (15 x 7 x 7 cm), las cuales contenían 
lodos aceitosos pesados (lote 6) y la mezcla C1 a 50,000 mg kg-1

ps. Se adicionaron 
sales inorgánicas (NH4NO3 y K2HPO4) a todos los tratamientos para mantener una 
proporción C:N:P de 100:10:1 ampliamente utilizada en la literatura para la 
degradación de HCs (Cerqueira et al., 2014; De-Qing et al., 2007; Kriipsalu et al., 
2007; Leys et al., 2005; Obbard et al., 2004; Roldán-Martín et al., 2007; X. Wang et 
al., 2012).  

En cada evento de muestreo (0, 30 y 60 d) se colectaron tres muestras compuestas 
(1 g) de cada microcosmo para la determinación de los TPH por cromatografía 
empleando el método MADEP (MADEP, 2004). Semanalmente, los microcosmos 
fueron mezclados con un bajalenguas para favorecer la aireación. 

Tabla 11. Tratamientos de bioaumentación con consorcios bacterianos 

Mezcla Tratamientos Consorcios  

Suelo   (77 g) 
Aserrín (26 g) 
Lodos   (27 g) 

C1 Sin adición de bacterias 
E1 Cultivo de enriquecimiento 

E2 
Bacterias del cepario de USBA  
(cepas: 96, 102, 107, 111, 116) 

E3 
Bacterias aisladas de cultivos de enriquecimiento  
(cepas: 27, 201, 203, 400, 407) 

Cada microcosmo contenía 130 g (n=3). 

4.6.1.1. Preparación de los inóculos  
 
Para el inóculo E1, Moscoso (2018) realizó cultivos de enriquecimiento en medio 
Bushnell Hass (BH) (100 mL) (Anexo 3) con 2.5 g de lodos aceitosos pesados como 
inóculo y única fuente carbono. Los cultivos de enriquecimientos se incubaron a 
30°C y agitación constante (150 rpm) durante 6 meses. Cada 15 d, se transfirió una 
alícuota (20 mL) a 80 mL de BH fresco con 2.5 g de lodos aceitosos pesados. 
Después de los 6 meses, el inóculo E1 fue una alícuota de 35 mL de un cultivo de 
enriquecimiento.  

Los inóculos (E2 y E3) se prepararon cultivando las cepas, mantenidas bajo presión 
de selección con diésel, en caldo nutritivo (50 mL) a 150 rpm y 30°C durante 24 h. 
Transcurrido el tiempo, la biomasa de cada cepa fue colectada por centrifugación 
(10,000 rpm x 10 min), lavada con solución salina (0.85% p/v) y transferida a un 
recipiente estéril, en el cual se realizó la mezcla en volúmenes iguales de todas las 
cepas para obtener el inóculo (35 mL) a una concentración estimada de 3 x 108 UFC 
mL-1 de acuerdo con el patrón No. 1 de McFarland.  
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4.6.2. Evaluación del efecto de la adición de consorcios de bacterias y hongos  
 
Teniendo en cuenta la versatilidad enzimática de los hongos y su capacidad para 
degradar HCs aromáticos de estructura compleja, Galvis (2019) evaluó la 
degradación de los lodos aceitosos pesados empleando consorcios de bacterias y 
hongos. Para estimular el crecimiento de los hongos, se utilizó la mezcla D1 que 
contiene bagazo de caña de azúcar (Dong et al., 2013; Zafra et al., 2017) y 
nutrientes (C:N:P de 100:10:1) (Tabla 12). Los lodos aceitosos pesados (lote 6) se 
homogenizaron con la mezcla D1 a 40,000 mg kg-1

ps. Se adicionaron sales 
inorgánicas (NH4NO3 y K2HPO4) a todos los tratamientos para mantener una 
proporción C:N:P de 100:10:1 (Cerqueira et al., 2014; De-Qing et al., 2007; Kriipsalu 
et al., 2007; Leys et al., 2005; Obbard et al., 2004; Roldán-Martín et al., 2007; X. 
Wang et al., 2012). En este ensayo, se realizó un muestreo compuesto (1 g) a los 
0, 30 y 60 d para determinar los TPH por cromatografía empleando el método 
MADEP (MADEP, 2004). 

Tabla 12. Tratamientos de bioaumentación con consorcios de bacterias y hongos 

Mezcla  Tratamientos Consorcios 

Suelo (40 g) 
Cascarilla de arroz (20 g) 
Bagazo de caña     (20 g) 
Lodos (40 g) 

D1 Sin adición de inóculo 
F1 Cultivo de enriquecimiento 

F2 
Cepas bacterias: 96, 111, 116, 27, 
305, 309, 401, 407 

F3 
Cepas hongos: 36, 39, 54, 100 y 
110 

F4 Mezcla F1 y F3 
F5 Mezcla F2 y F3 

Cada microcosmo contenía 120 g (n=3). 

4.6.2.1. Preparación de los inóculos  
 
Los inóculos F1 y F2 (10 mL) se prepararon siguiendo el procedimiento descrito en 
el numeral 4.6.1.1. Para el inóculo F3, se inocularon 15 discos (1 cm Ø) de agar 
papa dextrosa (PDA), con crecimiento activo del hongo, en 100 mL de caldo PD. 
Los cultivos se incubaron durante 15 d a 25°C y 120 rpm. La biomasa de cada hongo 
se colectó por centrifugación (10,000 rpm x 10 min) a temperatura ambiente (~ 
22°C), se lavó con agua destilada estéril y se mezclaron en volúmenes iguales en 
una licuadora de laboratorio esterilizada (luz UV) (Ćilerdžić et al., 2016).  

Para el tratamiento F4, el inóculo se obtuvo combinando 5 mL del consorcio de 
hongos (F3) y 5 mL del cultivo de enriquecimiento (F1), mientras que para el 
tratamiento F5 el inóculo fue una mezcla de 5 mL del consorcio de hongos (F3) y 5 
mL del consorcio bacteriano (F2). 
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4.6.3. Evaluación del efecto de la adición de un producto bacteriano comercial  
 
Finalmente, se evaluó el uso del producto comercial BiotigerTM, desarrollado en el 
River National Laboratory del Departamento de Energía de los Estados Unidos, en 
la degradación de los lodos aceitosos pesados. Este producto está conformado por 
12 bacterias aerobias capaces de metabolizar HCs, tolerar condiciones extremas 
(p.e., pH y temperatura) y toxicidad por metales pesados. Estas bacterias fueron 
aisladas de lodos aceitosos de una refinería de petróleo en Polonia (Brigmon et al., 
2016). De igual forma, se evaluó un consorcio de bacterias (27, 96, 111, 116, 305, 
309, 401, 407) y hongos (36, 39, 54, 100) según los resultados obtenidos por 
Moscoso (2018) y Galvis (2019).  

En este estudio, se utilizaron nuevas mezclas (G1, G2, G3, G4) con una mayor 
variedad de materiales de aporte (Tabla 13) para evaluar de forma simultánea la 
bioestimulación. Los Tratamientos de bioaumentación (H1 e I1) fueron inoculados 
con el consorcio mixto de bacterias y hongos y el producto BiotigerTM, 
respectivamente (Tabla 13). La bioaumentación se realizó a los 0 y 60 d del ensayo 
para mantener altos recuentos de microorganismos degradadores de HCs durante 
el ensayo.   

Se utilizaron recipientes de vidrio (250 mL) que contenían 5 g de mezcla de material 
de aporte y lodos aceitosos pesados (lote 7) a una concentración de 30,000 mg kg-

1
ps. El monitoreo de la concentración de TPH se realizó periódicamente (0, 30, 90 y 

130 d) analizando la unidad experimental completa. Los TPH se determinaron por 
cromatografía usando el método MADEP (MADEP, 2004). 

Tabla 13. Composición de los tratamientos de bioaumentación empleando 
BiotigerTM y consorcio de bacterias y hongos 

Mezclas  G1 G2  G3 H1 G4 I1 

Suelo 

g 

0.41  2.60 2.36 2.36 ‒ ‒ 
Cascarilla de arroz 0.07 ‒ 0.08 0.08 1.62 1.62 
Compost de raquis 0.49 ‒ 0.11 0.11 0.02 0.02 
Raquis ‒ ‒ 0.06 0.06 0.02 0.02 
Aserrín  ‒ ‒ 0.05 0.05 0.06 0.06 
Forraje de maíz  ‒ ‒ 0.05 0.05 0.97 0.97 
Abono orgánico 0.41 ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ 
Césped 0.15 ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ 
Estiércol vacuno 1.11 ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ 
Gallinaza ‒ 0.10 ‒ ‒ ‒ ‒ 
Melaza 0.06 ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ 
Lodos  2.3 2.3 2.3 2.3 2.3 2.3 

Consorcio de bacterias y hongos 
μL 

‒ ‒ ‒ 5.0 ‒ ‒ 

Producto BiotigerTM ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ 5.0 
Cada microcosmo contenía 5.0 g (n=3). 
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4.6.3.1. Preparación de los inóculos  
 

 Tratamiento H1 

Se seleccionaron 8 bacterias (27, 96, 111, 116, 305, 309, 401 y 407) degradadoras 
de HCs (Anexo 2), las cuales fueron previamente evaluadas en el marco del 
proyecto “Tratamiento de lodos aceitosos de la industria petrolera empleando 
biopilas”. Las cepas 27, 96, 111 y 116 presentaron el mayor crecimiento (DO600nm) 
en medio BH con naftaleno, antraceno, tolueno y diésel en el equipo Bioscreen C, 
mientras que las cepas 305, 309, 401 y 407 formaron zonas claras alrededor de las 
colonias (halos de degradación) en agar BH suplementado con pireno, fenantreno 
o antraceno.  

Para este tratamiento de bioaumentación (H1), se realizó un consorcio de 8 
bacterias y 1 cultivo de enriquecimiento realizado previamente por Moscoso (2018). 
Para realizar el consorcio cada bacteria se sembró en agar nutritivo para recuperar 
la mayor cantidad de biomasa. Las placas se incubaron a 30°C durante 24 h. 
Transcurrido este tiempo, la biomasa de cada cepa fue inoculada en un Erlenmeyer 
de 50 mL con 20 mL de caldo R2A (Anexo 4) y se mantuvieron en agitación 
constante (150 rpm) a 30°C durante 24 h. Posteriormente, la biomasa fue 
recuperada por centrifugación (10,000 rpm x 10 min), lavada tres veces con solución 
salina (0.85% p/v) y resuspendida en 2 mL de solución salina.  

La biomasa de las 8 cepas y del cultivo de enriquecimiento se mezcló en un único 
recipiente y se ajustó a una concentración de 3 x 108 UFC mL-1 según el estándar 
No. 1 de McFarland y también, se ajustó a una DO600nm de 1.5. Este inóculo de 
bacterias (5 μL) fue adicionado a las unidades experimentales al inicio del ensayo.  

Para la segunda inoculación a los 60 d, se realizó un consorcio conformado por 4 
hongos (36, 39, 54 y 100) y 1 cultivo de enriquecimiento. Para esto, se inocularon 5 
discos (1 cm Ø) de agar papa dextrosa (PDA), con crecimiento activo del hongo, en 
caldo PD (20 mL). Los cultivos se incubaron en agitación (150 rpm) a 22°C durante 
15 d. Transcurrido este periodo de tiempo, se recuperó la biomasa por 
centrifugación (10,000 rpm x 10 min), lavada tres veces y resuspendida en 2 mL de 
agua destilada estéril. Finalmente, la biomasa de los hongos y el cultivo de 
enriquecimiento se mezclaron en volúmenes iguales en una licuadora de laboratorio 
esterilizada (luz UV). Este inóculo (5 μL) fue adicionado a las unidades 
experimentales correspondientes a los 60 d del ensayo. 

 Tratamiento I1 

El producto BiotigerTM en caldo R2A fue enviado por el Dr. Robin Brigmon del River 
National Laboratory en un tubo Falcon de 50 mL a la Unidad de Saneamiento y 
Biotecnología Ambiental (USBA) y una vez recibido, fue conservado en glicerol 
(20% v/v) a -20°C por Moreno (2019). 

Para la reactivación del cultivo, por recomendación del Dr. Brigmon, se descongeló 
el criovial y se realizó la siembra de 200 μL en 20 mL de caldo R2A. Este cultivo fue 
incubado en agitación (150 rpm) durante 24 h a 30°C. Al finalizar este periodo, la 



 

32 
 

biomasa se colectó por centrifugación (10,000 rpm x 10 min), se lavó tres veces con 
solución salina y se ajustó a una DO600nm de 1.5. 

Este procedimiento fue utilizado para producir el inóculo del tratamiento de 
bioaumentación (I1) utilizado a los 0 y 60 d del ensayo.  

4.7. Análisis estadístico  
 
Se analizó la homogeneidad de varianzas con una prueba de Levene y la 
normalidad de los datos con una prueba Shapiro-wilk. Posteriormente, se realizó un 
análisis ANOVA de una vía para determinar diferencias significativas y una prueba 
Tukey-Kramer para realizar la comparación entre tratamientos al final de cada 
experimento con un nivel de confianza del 95% (p < 0.05). Este análisis estadístico 
se realizó utilizando SPSS v.22 (IBM Corp., Armonk, NY). 

  

4.8. Permiso Acceso a Recursos Genéticos 
 

Este trabajo fue realizado bajo del Contrato Marco de Acceso a Recursos Genéticos 
y sus Productos Derivados No. 212 del 19 de julio de 2018, Otrosí No. 5 del 14 de 
agosto de 2019 (Resolución No. 1264).  
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5. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
 

5.1. Caracterización de los lodos aceitosos pesados 
 
Durante el desarrollo de los experimentos de biodegradación, se utilizaron 7 lotes 
de lodos aceitosos pesados enviados por la empresa ATP Ingeniería. La 
concentración de TPH (n=3) de cada uno de los lotes fue determinada por 
gravimetría y GC-FID (Tabla 14). Se observaron diferencias en la concentración de 
TPH entre los lotes de lodos aceitosos pesados que fueron desde 193,530 a 
1’889,170 mg kg-1

ps por gravimetría y 86,650 a 221,110 mg kg-1
ps por GC-FID. Una 

posible causa de las diferencias entre las concentraciones de TPH son los diversos 
orígenes y múltiples fuentes de generación de los lodos aceitosos (extracción, 
almacenamiento, transporte y refinación). Sin embargo, el contenido de TPH 
presente en los diferentes lotes de lodos aceitosos pesados fue similar a lo 
reportado en varios estudios (Jasmine & Mukherji, 2015; Jerez et al., 2021; 
Koolivand et al., 2017; Roldán-Carrillo et al., 2012; X. Wang et al., 2012).  

La diferencia en la concentración de TPH entre los métodos de gravimetría y 
MADEP puede ser atribuida a la forma como son determinados los HCs en cada 
método. Mientras que por gravimetría se cuantifican todas las fracciones de HCs 
(ligeras y pesadas) presentes en los lodos aceitosos en el método de MADEP 
únicamente se determinan los HCs entre el C9 – C36, lo cual excluye a los HCs más 
pesados. Los resultados sugieren que los TPH están dados por el método analítico 
que se utilice, ya que, el método de extracción fue el mismo en ambos casos. Es 
importante mencionar que, para determinar la biodegradación de los lodos 
aceitosos, en la literatura se ha reportado el uso de diferentes métodos analíticos 
como: gravimetría (Vasudevan & Rajaram, 2001), GC-FID (Cerqueira et al., 2014; 
Kriipsalu & Nammari, 2010), GC-MS (Jerez et al., 2021; Zhou et al., 2019) y SARA 
(Liu et al., 2010). Lo anterior sugiere que no hay un método analítico de uso común 
para la cuantificación de la concentración de HCs durante los ensayos de 
biodegradación de los lodos aceitosos, lo cual dificulta la comparación de los 
porcentajes de degradación de los TPH.  

Tabla 14. Concentración de TPH de los diferentes lotes de lodos aceitosos pesados 
utilizados en los ensayos de biodegradación 

Lotes 

Gravimetric 
Método 9071B  

GC-FID 
Método MADEP 

TPH (mg kg-1
ps) CV (%)a TPH (mg kg-1

ps) CV (%)a 

1 265,439 (27,608) 10.4 ‒ ‒ ‒ 

2 176,733 (30,394) 17.2 115,292 (8,983) 7.8 

3 1’889,170 (379,250) 31.9 ‒ ‒ ‒ 

4 123,130 (25,820) 21.0 86,645 (12,499) 14.4 

5 292,228 (20,340) 6.9 221,107 (7,208) 7.3 

6 193,527 (15,530) 8.0 121,854 (7,015) 5.8 

7 202,600 (11,190) 5.5 99,562 (27,530) 27.7 
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n=3 
Los datos se presentan como la media (desviación estándar) 
a CV: Coeficiente de variación  

El análisis SARA fue realizado a 2 lotes de lodos aceitosos pesados (Tabla 15). En 
el lote 5 se encontró que las fracciones predominantes fueron los HCs saturados y 
las resinas (31.9% p/p), seguido de los HCs aromáticos (23.1% p/p) y en menor 
concentración los asfaltenos (13.2% p/p). En estos lodos aceitosos pesados, las 
resinas y asfaltenos estuvieron en los valores altos del rango de concentración (31.9 
y 13.2%, respectivamente) (Hu et al., 2013). Estas características limitan la 
biodegradación de los lodos aceitosos ya que estas fracciones de alto peso 
molecular son hidrofóbicas, recalcitrantes y responsables de la alta viscosidad del 
petróleo (Leon & Kumar, 2005; J. G. Speight & El-Gendy, 2018). Sumado a esto, las 
resinas y asfaltenos tienen estructuras complejas con diversos anillos aromáticos 
unidos por cadenas alifáticas o metales (como V, Ni, Fe, S), que afectan la 
disponibilidad para los microorganismos (Pineda-Flores & Mesta-Howard, 2001). En 
cuanto al lote 7, los HCs saturados se encontraron en mayor proporción (55.8% 
p/p), seguido de los aromáticos (21.6% p/p) y en menor concentración las resinas y 
asfaltenos (15.5 y 7.2% p/p, respectivamente) (Tabla 15). La fracción de HCs 
saturados, los cuales son de fácil degradación debido a sus estructuras sencillas, 
estuvo en el rango de concentración reportado por Hu y colaboradores (2013). De 
igual forma, las resinas en el lote 7 se encontraron en rango de concentración 
reportado (7 – 22.4% p/p) para los lodos aceitosos mientras que los HCs aromáticos 
y los asfaltenos estuvieron por debajo del rango de concentración (Hu et al., 2013).  

Tabla 15. Composición de las fracciones de saturados, aromáticos, resinas y 
asfaltenos de dos lotes de lodos aceitosos pesados 

Fracciones de hidrocarburos  Lote 5 a Lote 7 a 

Saturados  31.9 (9.7) 55.8 (3.3) 
Aromáticos 

%
p
s
 23.1 (8.4) 21.6 (3.6) 

Resinas 31.9 (0.8) 15.5 (2.6) 

Asfaltenos 13.2 (0.4) 7.2 (3.0) 
a n=2 
Los datos se presentan como la media (desviación estándar) 

Al comparar las fracciones SARA de diferentes lodos aceitosos de Colombia, se 
encontró que los lodos aceitosos de Arauca presentaron el mayor contenido de HCs 
saturados (86% p/p) (Tabla 16), fracción de fácil biodegradación. Además, el 
contenido de las fracciones de HCs aromáticos, resinas y asfaltenos fue < 10% p/p. 
Por otra parte, en los lodos aceitosos del Meta y Putumayo se encontró un alto 
contenido de asfaltenos (10 y 12% p/p, respectivamente) (Tabla 16), los cuales se 
caracterizan por sus estructuras complejas, baja solubilidad y difícil degradación. En 
cuanto a los lodos aceitosos de Huila, se encontró que las fracciones de HCs 
predominantes son las resinas y saturados (43 y 38% p/p, respectivamente) (Tabla 
16).  
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Tabla 16. Fracciones SARA de los lodos aceitosos provenientes de Meta, Arauca, 
Huila y Putumayo 

Fracciones  Meta a Arauca b Huila b Putumayo b 

Saturados  

%
p
s
 

43.8 (15.0) 86.4 (1.5) 38.4 (1.6) 45.7 (12.9) 
Aromáticos 22.3 (5.4) 3.6 (1.1) 11.4 (2.3) 19.7 (0.6) 
Resinas  23.7 (9.6) 7.9 (2.8) 43.5 (1.0) 22.2 (8.8) 
Asfaltenos 10.2 (3.9) 2.2 (0.2) 6.7 (0.3) 12.6 (3.5) 

Los datos se presentan como la media (desviación estándar) 
a n=4 
b n=2 

 
Por otra parte, el Zn (1,086 mg kg-1) fue el metal más abundante de los lodos 
aceitosos pesados, seguido del S, Cd, As y Hg (Tabla 17). Las concentraciones de 
los metales (As, Cd, Cr, Hg, Ni, Ag y Pb) estuvieron por debajo de los límites 
establecidos en la norma Louisiana 29B, la cual es utilizada en Colombia para 
autorizar la disposición final de los residuos petroleros que han sido previamente 
tratados. Sumado a lo anterior, las concentraciones de metales de los lodos 
aceitosos pesados fueron bajas con respecto a los otros estudios (Asgari et al., 
2017; Heidarzadeh et al., 2010; Hu et al., 2015; Koolivand et al., 2017). Por lo tanto, 
la concentración de metales no fue considerado como un factor limitante en la 
biodegradación de los TPH.  

Tabla 17. Metales medidos en los lodos aceitosos pesados 

Metales  Presente estudio Louisiana 29B 

Arsénico  

m
g

 k
g

-1
p
s
 

0.32 (0.37) 10 
Azufre 5.69 (1.37) ‒ 
Cadmio 0.67 (0.21) 10 
Cromo < 20 ‒ 500 
Mercurio 0.14 (0.27) 10 
Niquel < 40 ‒ ‒ 
Plata < 10 ‒ 200 
Plomo < 0.2 ‒ 500 
Zinc 1,086 (246) 500 

Los datos presentados corresponden a 3 lotes de lodos aceitosos pesados (n=2) 
La desviación estándar se presenta en paréntesis.  

 

5.2. Determinación de la concentración inicial de lodos aceitosos 
pesados a emplear en los experimentos de biorremediación  

 
Se cuantificó el consumo de O2 en presencia de diferentes concentraciones de lodos 
aceitosos pesados (60,000, 100,000, 150,000 y 200,000 mg kg-1

ps) para determinar 
la concentración adecuada a emplear en los experimentos de biodegradación. Para 
esto, se utilizó la mezcla de material de aporte C1 (suelo y aserrín) durante un 
periodo de 10 d. Este tiempo fue seleccionado con base en estudios previos 
realizados en USBA (Ahumada & Gómez, 2009; García et al., 2011).  
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Inicialmente la mezcla de material de aporte sin lodos aceitosos no mostró un 
consumo de O2 durante los primeros 4 d; sin embargo, alcanzó el consumo máximo 
a los 10 d con un valor de 11,602 ± 2,128 mg kg-1 (Figura 2). Este consumo mínimo 
de O2 puede ser atribuido a un bajo metabolismo de los microorganismos o por la 
incorporación de esta molécula en reacciones químicas.  

El mayor consumo de O2 (120,000 ± 10,300 mg kg-1) al final del ensayo se observó 
con 100,000 mg kg-1

ps de lodos aceitosos pesados (Figura 2). Por otra parte, en las 
concentraciones más altas de 150,000 y 200,000 mg kg-1

ps se observó un menor 
consumo de O2, lo cual puede ser atribuido a un efecto tóxico de los HCs sobre la 
actividad microbiana. A la menor concentración de 60,000 mg kg-1

ps el consumo de 
O2 incrementó durante los 10 d del ensayo y no se observó una fase estacionaria 
en el consumo de O2.    

Por medio de la técnica de respirometría se cuantificó el consumo de O2 como 
medida indirecta de la biodegradación de los HCs y, además, se determinó el efecto 
de los lodos aceitosos pesados en el metabolismo microbiano. Se observó que la 
presencia de los lodos aceitosos pesados aumentó el consumo de O2 lo cual indica 
que probablemente el metabolismo microbiano fue favorecido por el carbono 
presente en estos residuos. El consumo de O2 fue menor en las concentraciones 
más altas de TPH (150,000 y 200,000 mg kg-1

ps), lo cual puede estar relacionado 
con una inhibición de la respiración microbiana debido a un efecto tóxico de los 
lodos aceitosos pesados. Teniendo en cuenta lo anterior, la concentración de TPH 
de 100,000 mg kg-1

ps fue utilizada para la mayoría de experimentos de 
biodegradación de los lodos aceitosos pesados. De hecho, esta es la concentración 
de TPH recomendada por la Agencia de Protección Ambiental de Estados Unidos 
(EPA, por sus siglas en inglés) para el tratamiento en biopilas (EPA, 1994). Sin 
embargo, debido a la baja degradación de los lodos aceitosos pesados, en algunos 
experimentos se evaluaron concentraciones de TPH menores (≤ 60,000 mg kg-1

ps). 
Numerosos estudios han reportado altos porcentajes de degradación (50 – 80%) de 
los lodos aceitosos a concentraciones bajas de TPH (15,000 – 60,000 mg kg-1

ps) 
(Abtahi et al., 2020; Cerqueira et al., 2014; Dörr de Quadros et al., 2016; Kriipsalu & 
Nammari, 2010; Parhamfar et al., 2020). Por ejemplo, en el trabajo realizado por Ke 
y colaboradores (2021) se reportó una mayor eficiencia en la remoción de los TPH 
(96%) a una concentración inicial de 25,000 mg kg-1. Por el contrario, a una 
concentración inicial de 200,000 mg kg-1 la degradación de los TPH fue del 30% a 
los 84 d (Ke et al., 2021).  
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Figura 2. Efecto de la concentración de lodos aceitosos pesados en el consumo de 
O2. Las barras de error representan la desviación estándar de tres réplicas.  

5.3. Experimentos de bioestimulación para la degradación de los lodos 
aceitosos pesados  

 
En los diferentes experimentos de biodegradación de los lodos aceitosos pesados 
se observó una alta variabilidad en la concentración de TPH al inicio de los ensayos 
y durante los eventos de muestreo. Esta alta variación pudo ser causada por la 
heterogeneidad y baja solubilidad de los lodos aceitosos pesados, errores de 
operario y la variabilidad analítica durante la extracción y cuantificación de los TPH 
por gravimetría y MADEP.  

A continuación, se presentan los resultados de los experimentos de bioestimulación 
y posteriormente la discusión del bloque de resultados.   

5.3.1. Efecto de la adición de mezclas de materiales de aporte y nutrientes  

 
En todas las mezclas se evidenció una alta variabilidad en la concentración de TPH 
a pesar de los esfuerzos de homogenización y muestreo (Figura 3). Al inicio del 
ensayo, la concentración de TPH varió entre 39,800 y 55,670 mg kg-1

ps debido a 
que los lodos aceitosos pesados no son una matriz homogénea, lo que dificultó la 
obtención de la concentración inicial teórica (50,000 mg kg-1

ps).    

La mayor degradación de los lodos aceitosos pesados se presentó con las mezclas 
A1 y A2 a los 120 d. Interesantemente, estas mezclas (A1 y A2) contenían raquis 
como agente esponjante. En el caso de la mezcla A2 (raquis y estiércol de cerdo), 
los TPH disminuyeron de 48,900 a 37,000 mg kg-1

ps en 120 d, obteniéndose la 
mayor degradación (24%). Sin embargo, no se observaron diferencias significativas 
entre las distintas mezclas al final del ensayo. La menor biodegradación de los lodos 
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aceitosos pesados se observó en la mezcla de material de aporte A4 que contenía 
cascarilla de arroz como material de aporte. Por otra parte, en la mezcla de material 
de aporte A3 no se observó degradación de los lodos aceitosos a los 120 d del 
ensayo (Figura 3). 

 
Figura 3. Degradación de los lodos aceitosos pesados en el primer ensayo con 
cuatro mezclas de materiales de aporte y nutrientes. La degradación (%) de los TPH 
se presenta al lado de cada mezcla de material de aporte. Las barras de error 
representan la desviación estándar de tres réplicas. A1: suelo y raquis; A2: suelo, 
raquis y estiércol de cerdo; A3: suelo y cascarilla de arroz; A4: suelo, cascarilla de 
arroz y estiércol de cerdo.  

 

Teniendo en cuenta la baja degradación de los lodos aceitosos pesados obtenida 
en el ensayo anterior, se decidió evaluar un mayor número de mezclas de materiales 
de aporte y nutrientes. La concentración inicial de los TPH fue altamente variable 
(93,300 – 170,960 mg kg-1

ps), probablemente debido a interferencias en la 
determinación analítica a causa de la materia orgánica presente en algunas mezclas 
de materiales de aporte (p.e., B1, B2, B3) (Figura 4). Además, es importante 
mencionar que la mayoría de sustratos seleccionados como materiales de aporte 
(p.e., raquis) contienen aceites de origen vegetal o animal que pueden ser 
recuperados durante la extracción con diclorometano y acetona. Estas fluctuaciones 
en los valores de TPH puede ser consecuencia de la liberación de compuestos del 
material de aporte que serán cuantificados como TPH, por procesos de adsorción y 
desorción de los HCs a la materia orgánica o por las diferentes tasas de degradación 
de los TPH (Kriipsalu et al., 2007).  

Bajo las condiciones de este ensayo, se observó una baja degradación de los lodos 
aceitosos pesados (0 – 38%) a los 160 d. La mezcla B3 (suelo, abono orgánico, 
césped, estiércol vacuno, raquis, biosólidos y melaza) presentó la mayor 
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degradación (38%) de los TPH al final del experimento, con una reducción de la 
concentración de 170,960 a 106,650 mg kg-1

ps. En contraste, las mezclas con 
materiales de aporte disponibles en el departamento del Meta (B4 – B7), no 
presentaron degradación de los lodos aceitosos durante los 160 d. Estas mezclas 
(B4 – B7) tenían en común la presencia de suelo y cascarilla de arroz como 
materiales de aporte.  

Para continuar con los siguientes ensayos de degradación de los lodos aceitosos 
pesados se seleccionaron dos mezclas de materiales de aporte contrastantes (B2 y 
B5). La mezcla B2 (suelo, abono orgánico, aserrín, césped, estiércol vacuno, 
biosólidos y melaza) contiene una amplia variedad de materiales de aporte que 
pueden proporcionar un alto contenido de carbono orgánico que favorezca el 
cometabolismo de los HCs. En cuanto a la mezcla B5 (suelo, estiércol vacuno, 
cascarilla de arroz, melaza y nutrientes inorgánicos), está compuesta por materiales 
de aporte, subproductos agrícolas de bajo costo, de fácil acceso a la planta El 
Recreo. Adicionalmente, se propuso evaluar la mezcla (C1) compuesta de suelo, 
aserrín y nutrientes inorgánicos con bajo contenido de carbono orgánico.  

 
Figura 4. Degradación de los lodos aceitosos pesados en el segundo ensayo con 
siete mezclas de materiales de aporte y nutrientes. La degradación de los TPH (%) 
se presenta al lado de cada mezcla de material de aporte. Las barras de error 
representan la desviación estándar de tres réplicas. B1: suelo, abono, aserrín, 
césped, estiércol, biosólidos y melaza; B2: suelo, abono, aserrín, césped, estiércol, 
biosólidos y melaza; B3: suelo, abono, césped, estiércol, raquis, biosólidos y 
melaza; B4: suelo, raquis, cascarilla de arroz, melaza y nutrientes; B5: suelo, 
estiércol, cascarilla de arroz, melaza y nutrientes; B6: suelo, aserrín, estiércol, 
raquis, cascarilla de arroz y nutrientes; B7: suelo, abono, cascarilla de arroz y 
nutrientes.  
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5.3.2. Efecto de la adición del surfactante Tween 80 

 
Para mejorar la biodisponibilidad de los HCs presentes en los lodos aceitosos 
pesados, se evaluó el efecto del surfactante Tween 80 utilizando tres mezclas de 
materiales de aporte (B2, B5, C1). No se observó que la adición del surfactante 
mejorará la biodegradación de los TPH, incluso la mayor disminución de la 
concentración se presentó en la mezcla B2 (35%) sin adición de Tween 80 a los 240 
d (Figura 5A). Interesantemente, esta mezcla mostró una degradación del 13 y 27% 
con la adición de Tween 80 (0.5 y 1.0%, respectivamente) (Figura 5B y Figura 5C). 
En el segundo muestreo (60 d) se presentó un aumento abrupto en la concentración 
de TPH de todas las mezclas evaluadas, lo cual puede ser atribuido a la 
degradación de moléculas complejas que enriquecen los HCs entre el rango C9 a 
C36 del método MADEP. En cuanto a la mezcla C1, no se observó degradación de 
los lodos aceitosos pesado bajo ninguna de las condiciones evaluadas (Figura 5).  
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Figura 5. Degradación de los lodos aceitosos pesados con mezclas de materiales 
de aporte, nutrientes y surfactante. A) mezcla B2, B) mezcla B5 y C) mezcla C1. La 
degradación (%) de los TPH se presenta al lado de cada mezcla de material de 
aporte. Las barras de error representan la desviación estándar de tres réplicas. B2: 
suelo, abono, aserrín, césped, estiércol, biosólidos y melaza; B5: suelo, estiércol, 
cascarilla de arroz y melaza; C1: suelo, aserrín y nutrientes. 

5.3.3. Efecto de la concentración de lodos aceitosos pesados 

 

Una vez evaluadas las diferentes aproximaciones de bioestimulación (mezclas de 
material de aporte, nutrientes y surfactante), se decidió comparar la degradación de 
dos concentraciones de lodos aceitosos pesados (60,000 y 100,000 mg kg-1

ps) 
contrastantes usando las mezclas de materiales de aporte seleccionadas (B2, B5, 
C1).  

En cuanto a la menor concentración de lodos aceitosos pesados (60,000 mg kg-1
ps), 

la biodegradación varió entre el 5 y 41% según la mezcla de material de aporte 
(Figura 6A). La mayor degradación de los TPH se presentó en la mezcla B2 (41%) 
a los 130 d del ensayo, con una reducción de la concentración de 60,000 a 39,500 
mg kg-1

ps. En contraste, la mezcla C1 presentó la menor degradación de los TPH 
con un porcentaje de 5% al final del experimento. Para la concentración mayor 
(100,000 mg kg-1

ps), la biodegradación de los TPH en todas las mezclas se encontró 
entre el 32 y 37% después de 130 d (Figura 6B). La mayor degradación (37%) de 
los lodos aceitosos pesados a la concentración de 100,000 mg kg-1

ps se observó en 
la mezcla C1. Sin embargo, no se encontraron diferencias significativas entre los 
tratamientos al final del experimento.  
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Figura 6. Degradación de los lodos aceitosos pesados a diferentes concentraciones 
de TPH. A) 60,000 mg kg-1

ps, B) 100,000 mg kg-1
ps. La degradación (%) de los TPH 

se presenta al lado de cada de cada mezcla de material de aporte. Las barras de 
error representan la desviación estándar de tres réplicas. B2: suelo, abono, aserrín, 
césped, estiércol, biosólidos y melaza; B5: suelo, estiércol, cascarilla de arroz y 
melaza; C1: suelo, aserrín y nutrientes. 

5.3.4. Efecto del origen de los lodos aceitosos en la degradación 

 
Los lodos aceitosos pesados del Meta presentaron una baja degradación (2%) en 
la mezcla de material de aporte B2, con una disminución de la concentración de 
TPH del 64,140 a 62,880 mg kg-1

ps (Figura 7A). Esta degradación de los lodos 
aceitosos pesados fue consistente con lo observado en los experimentos anteriores, 
posiblemente por el alto contenido de resinas (23.7%) y asfaltenos (10.2%) (Tabla 
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16). Este alto contenido de las fracciones más pesadas y de difícil degradación en 
los lodos del Meta, puede ser atribuido al origen del crudo pesado disponible en esta 
región y al preprocesamiento (centrifugación) realizado por la empresa ATP. En este 
departamento se encuentran importantes campos petroleros de crudo pesado como 
Chichimene, Castilla y Rubiales que se caracterizan por su baja gravedad API (18.4, 
12.1, 12.9, respectivamente). Además de lo anterior, la fracción sólida resultante de 
la centrifugación puede tener HCs de mayor peso molecular concentrados debido a 
que se retira el agua y el aceite que se recupera posiblemente tiene HCs livianos.  

De los 4 lodos aceitosos evaluados, los lodos aceitosos provenientes de Arauca 
presentaron una degradación del 44% en ambas mezclas de materiales de aporte 
(B2 y C1) a los 120 d (Figura 7B). La degradación de los lodos aceitosos de Arauca 
se observó principalmente durante los primeros 30 d. Estos resultados, sumados al 
hecho de que los HCs saturados son los más abundantes (86.4%) (Tabla 16) en 
estos lodos, sugieren que la composición de los HCs influyen en la degradación de 
los lodos aceitosos pesados. Si bien, los HCs saturados son de fácil degradación 
debido a sus enlaces sencillos y estructuras simples, posiblemente no se observó 
una degradación mayor de los lodos aceitosos de Arauca debido a la distribución 
de estos HCs, predominando posiblemente alifáticos de cadena larga o 
cicloparafinas. Otra posible razón por la cual se observó una degradación constante 
en este tipo de lodos puede estar relacionada con el tipo de crudo presente en el 
departamento de Arauca. En esta región se encuentra el campo petrolero Caño 
Limón, del cual se extrae crudo medio con una gravedad API de 28.6 (Malagón, 
2016).  

Por otra parte, los lodos aceitosos provenientes de Huila presentaron una 
degradación del 43% en la mezcla de material de aporte B2, con una disminución 
de la concentración de TPH del 53,420 a 30,420 mg kg-1

ps a los 120 d (Figura 7C). 
Sin embargo, con la mezcla de material de aporte C1 no se observó degradación 
de los lodos aceitosos de Huila (Figura 7C). Interesantemente, estos lodos 
presentaron un alto contenido de resinas (43.5%) según el análisis SARA (Tabla 
16). Si bien esta fracción es considerada como recalcitrante a la biodegradación se 
ha descrito que alteraciones químicas e isotópicas en las resinas pueden hacerlas 
susceptibles a la degradación por parte de los microorganismos (Liao et al., 2009). 
Este alto contenido de resinas puede estar relacionado con el hecho de que en el 
departamento de Huila se producen crudos medios a pesados (Malagón, 2016).  

Finalmente, no se observó degradación de los lodos aceitosos de Putumayo en 
ninguna de las mezclas de material de aporte evaluadas (B2 y C1) (Figura 7D). A 
diferencia de los ensayos con lodos aceitosos de Meta, Arauca y Huila, se observó 
que la concentración inicial de TPH fue inferior (35,870 y 25,670 mg kg-1

ps) a la 
concentración teórica calculada para este experimento (60,000 mg kg-1

ps). Es 
probable que la diferencia en la concentración inicial de TPH de los tratamientos se 
deba a un error en la cuantificación de los TPH de los lodos aceitosos de Putumayo. 
En cuanto a las fracciones SARA, las resinas y asfaltenos estuvieron en el rango de 
concentración alta (22.2 y 12.6%, respectivamente) reportado para los lodos 
aceitosos (Hu et al., 2013). A diferencia de los lodos aceitosos de Meta y Huila, el 
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contenido de HCs saturados fue mayor (45.7%) debido posiblemente al tipo de 
crudo (medio) que se extrae en este departamento (Malagón, 2016).  
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Figura 7. Degradación de lodos aceitosos provenientes de diferentes departamentos de Colombia. A) Meta, B) Arauca, C) 
Huila y D) Putumayo. La degradación (%) de los TPH se presenta al lado de cada mezcla de material de aporte. Las barras 
de error representan la desviación estándar de tres réplicas. B2: suelo, abono, aserrín, césped, estiércol, biosólidos y 
melaza; C1: suelo, aserrín y nutrientes.
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5.3.5. Ajuste del pH durante la degradación de los lodos aceitosos 

 
Una vez realizadas las diferentes aproximaciones de bioestimulación, se realizó el 
monitoreo del pH durante la degradación de los lodos aceitosos pesados. Al inicio y 
al final del experimento, los valores de pH oscilaron entre 6.59 a 7.01 y 6.82 a 7.55, 
respectivamente. A los 15 d del ensayo, se adicionó cal (CaO) a las mezclas B2 (1.0 
g), C1 (1.0 g) y D1 (0.1 g) con ajuste de pH para mantener este parámetro en ~ 7.0 
(Figura 8A). Las fluctuaciones de pH en la mezcla B2 y C1 durante el experimento 
estuvieron en un rango bajo (6.67 – 7.22 y 6.84 – 7.42, respectivamente), lo que 
sugiere que no se presentaron cambios extremos de pH bajo las condiciones 
evaluadas. En cuanto a la mezcla D1, el pH aumentó desde 6.64 a 7.82 a los 60 d 
y posteriormente, en el último evento de muestreo (90 d) disminuyó 7.48.  
 
En este experimento, se observó una alta variabilidad en la concentración inicial de 
TPH de los tratamientos (Figura 8B). Esto pudo ser causado por la la naturaleza del 
contaminante (NAPL del inglés non-aqueous phase liquid) que favorece la 
formación de “bolsillos de contaminación” en las mezclas de materiales de aporte y 
al tipo de muestreo (compuesto). Se obtuvo una baja degradación de los lodos 
aceitosos pesados que varió entre 0 – 27% a los 120 d del ensayo. Con la mezcla 
de material de aporte C1 se observó degradación de los TPH en el control (21%) y 
en el tratamiento con ajuste de pH (26%) al final del experimento. En el caso de la 
mezcla de material de aporte D1, la degradación de los TPH (27%) se presentó 
únicamente en el control. Por el contrario, no se observó degradación de los TPH 
en el control y el tratamiento con ajuste de pH de la mezcla de material de aporte 
B2 (Figura 8B). Interesantemente, en esta mezcla (B2) la concentración inicial de 
TPH fue baja (~ 22,000 mg kg-1

ps) con respecto a la concentración teórica planteada 
para este ensayo (60,000 mg kg-1

ps). 
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Figura 8. Degradación de los lodos aceitosos pesados durante el monitoreo del pH. 
A) pH y B) concentración de TPH. La degradación (%) de los TPH se presenta al 
lado de cada mezcla de material de aporte. Las barras de error representan la 
desviación estándar de tres réplicas. B2: suelo, abono, aserrín, césped, estiércol, 
biosólidos y melaza; C1: suelo, aserrín y nutrientes; D1: suelo, cascarilla de arroz y 
bagazo de caña de azúcar.  

5.4. Discusión de los resultados de bioestimulación 

 
La estrategia de bioestimulación fue utilizada para acelerar la degradación de los 
lodos aceitosos pesados bajo las condiciones descritas en el numeral 4.5. En todos 
los experimentos de bioestimulación se observó una alta variabilidad en la 
concentración de TPH, lo cual es atribuido a la naturaleza y heterogeneidad de los 
lodos aceitosos pesados. Otra posible razón es la complejidad del proceso de 
mezcla entre los lodos aceitosos pesados y el material de aporte, ya que físicamente 
los lodos aceitosos son una emulsión estable en agua de difícil homogenización y 
baja solubilidad (Hu et al., 2013), afectando negativamente la distribución de los 
HCs en el material de aporte.  
 
En el presente estudio, las primeras aproximaciones de bioestimulación empleando 
mezclas de materiales de aporte y diferentes concentraciones iniciales de TPH 
(Figura 3 y Figura 4), mostraron una baja degradación de los TPH (38%). En el 
mejor de nuestro conocimiento, algunas de las mezclas de materiales de aporte no 
han sido evaluadas previamente en la literatura. En contraste, estudios previos han 
reportado una alta biodegradación de lodos aceitosos (sin ningún 
preprocesamiento) a concentraciones similares de TPH (50,000 – 100,000 mg kg-1)  
(Asgari et al., 2017; Dörr de Quadros et al., 2016; X. Wang et al., 2012). Por ejemplo, 
Wang y colaboradores (2012) encontraron que el uso de tallos de algodón como 
material de aporte favoreció la biodegradación de los TPH (50%) a una 
concentración inicial de 58,000 mg kg-1 en un periodo de 220 d. Posteriormente, 
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Cerqueira y colaboradores (2014) reportaron que la adición de nutrientes (nitrógeno 
y fósforo) y suelo (material de aporte) favoreció la remoción de los TPH (77 – 79%) 
presentes en los lodos aceitosos (60,000 mg kg-1) a los 90 d. De forma similar, Dörr 
de Quadros y colaboradores (2016) reportaron una disminución de los HCs alifáticos 
y aromáticos (30 – 100%) a la misma concentración inicial de TPH (60,000 mg kg-1) 
y empleando un tratamiento de bioestimulación con suelo y nutrientes. 
Interesantemente, en estos últimos reportes se utilizó suelo proveniente de celdas 
de biolabranza, las cuales recibieron lodos aceitosos durante 30 años, que 
contribuyen con la presencia y diversidad de microorganismos degradadores 
nativos, tolerantes a los lodos aceitosos y relevantes para el proceso de 
biodegradación  (Cerqueira et al., 2014; Dörr de Quadros et al., 2016). Por otro lado, 
Asgari y colaboradores (2017) observaron que la bioestimulación con compost 
favoreció la degradación de los TPH en un 72% a los 70 d, con una concentración 
inicial de 104,000 mg kg-1. Aunque en este estudio se evaluaron concentraciones 
de TPH similares, es importante mencionar que los lodos aceitosos pesados 
presentaron un alto contenido de resinas y asfaltenos que lo hacen más recalcitrante 
a la biodegradación (Hernández-López et al., 2015; Leon & Kumar, 2005). De 
hecho, en otros estudios de biodegradación de los lodos aceitosos con 
concentraciones de TPH más altas (> 170,000 mg kg-1) y materiales de aporte como 
estiércol y residuos de jardín, la remoción de los TPH después de 360 d ha variado 
entre el 58 – 93% (Tabla 18) (Aguelmous et al., 2020; Liu et al., 2010).  

Con respecto a los estudios de bioestimulación en la degradación de los lodos 
aceitosos (Tabla 18), la degradación obtenida en esta investigación fue menor a lo 
reportado por otros autores que utilizaron material de aporte para mejorar la 
porosidad, estructura y aireación de los tratamientos y así, favorecer la utilización 
de los lodos aceitosos como fuente de carbono por parte de los microorganismos 
degradadores nativos. Además, en este estudio se incluyó el uso de materiales de 
aporte con alta carga microbiana (p.e., estiércol y biosólidos) para evitar bajos 
recuentos de microorganismos heterótrofos y degradadores de HCs. Sin embargo, 
es importante mencionar que los lodos aceitosos utilizados en otros estudios 
provienen de países con reservas de crudo ligero o medio (p.e., Iran, Suecia, 
Marruecos) con gravedad API > 25.  

Las diferencias en la biodegradación de los lodos aceitosos reportados en la 
literatura con respecto a las encontradas en el presente estudio pueden ser 
atribuidas a: 1) el origen geográfico (fracciones SARA distintas) y la etapa de 
procesamiento del petróleo del cual provienen los lodos, 2) toxicidad por altas 
concentraciones de TPH y 3) al método analítico utilizado para determinar los TPH.   
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Tabla 18. Degradación de los TPH presentes en los lodos aceitosos empleando bioestimulación y bioaumentación 

Tratamiento 
TPH inicial 
(mg kg-1) 

Degradación 
(%) 

Tiempo 
(d) 

Referencia 

Bioestimulación 
Compost de residuos de cocina 13,000 74 370 (Kriipsalu et al., 2007) 
Compost con residuos de jardín 15,000 69 370 (Kriipsalu & Nammari, 2010) 
Estiércol con paja de arroz 240,500 58 360 (Liu et al., 2010) 
Gallinaza y aserrín  64,500 47 84 (J. M. Ayotamuno et al., 2010) 
Tallos de algodón  58,000 50 220 (X. Wang et al., 2012) 
Suelo y adición de sales inorgánicas 60,000 77 90 (Cerqueira et al., 2014) 
Suelo y adición de sales inorgánicas 60,000 30 -100 90 (Dörr de Quadros et al., 2016) 
Compost y adición de sales inorgánicas 104,000 72 70 (Asgari et al., 2017) 
Residuos de jardín (césped y hojas) 170,600 94 360 (Aguelmous et al., 2020) 

Bioaumentación  
Nutrientes y adición de un consorcio bacteriano  143,800 75 120 (Roy et al., 2018) 
Compost comercial e inoculación de bacterias 20,000 61 - 89 112 (Parhamfar et al., 2020) 
Compost comercial y adición de un consorcio 
bacteriano 

20,000 84 84 (Abtahi et al., 2020) 

Compost e inoculación de una bacteria 20,000 82 112 (Poorsoleiman et al., 2020) 
Compost, inoculación de un consorcio bacteriano y 
lombrices de tierra 

20,000 85 84 (Koolivand et al., 2020) 

La tabla se organizó de acuerdo con la estrategia de biorremediación y el año de publicación.  



 

50 
 

Por otra parte, la mezcla de materiales de aporte B2, con alto contenido orgánico, 
presentó una degradación consistente de los TPH en los diferentes experimentos 
de bioestimulación (Figura 4 – Figura 7). Esto sugiere que un alto contenido de 
materia orgánica sostiene el crecimiento de los microorganismos y contribuye con 
la relación de nutrientes (p.e., nitrógeno) y los procesos de cometabolismo de los 
HCs. La mezcla B2 con materiales de aporte fácilmente biodegradables (p.e., 
aserrín, césped) y posiblemente, con fuentes de materia orgánica, fue utilizada para 
simular un tratamiento de compostaje. Numerosos estudios de biorremediación de 
lodos aceitosos han evaluado el compostaje, especialmente en reactores, como una 
tecnología eficiente para la remoción de los TPH (Abtahi et al., 2020; Asgari et al., 
2017; Atagana, 2014; J. M. Ayotamuno et al., 2010; Vasudevan & Rajaram, 2001). 
Sin embargo, se ha reportado que mezclas con una relación > 1:10 entre los lodos 
aceitosos y material de aporte, reduce la eficiencia de degradación de los TPH 
(Asgari et al., 2017). Con respecto a esto, en el presente estudio la relación de lodos 
aceitosos pesados y los materiales de aporte se mantuvo por debajo de 1:8 para 
evitar que el material de aporte interfiriera con la degradación de los compuestos 
orgánicos y los HCs.  

En algunos experimentos se observó que la mayor biodegradación de los TPH se 
presentó durante los primeros 30 d (Figura 6B, Figura 7B, Figura 10). Este resultado 
es interesante debido a que otros autores han reportados que durante este periodo 
de tiempo ocurre la biodegradación de los HCs sencillos, específicamente alifáticos 
saturados, los cuales son utilizados como fuente de carbono y energía por los 
microorganismos para su crecimiento (Aguelmous et al., 2019; Asgari et al., 2017). 
Después de esta etapa de rápida degradación, la disminución de los TPH se 
ralentiza debido a la presencia de HCs de mayor peso molecular y complejidad 
estructural (Asgari et al., 2017). Teniendo en cuenta lo anterior, sería interesante 
evaluar en futuros trabajos no solo la biodegradación de los TPH sino también el 
comportamiento de las fracciones SARA durante la biorremediación de los lodos 
aceitosos pesados.  

Posteriormente, para mejorar la biodisponibilidad de los HCs presentes en los lodos 
aceitosos pesados se adicionó un surfactante comercial a las mezclas de materiales 
de aporte. Sin embargo, no se observó una biodegradación significativa (27%) con 
respecto al control sin Tween 80 (35%) (Figura 5). De forma similar, Trejos (2017) 
encontró que la adición de Tween 80 no mejoró significativamente la remoción d 
elos TPH de un suelo contaminado con petróleo con respecto a la bioestimulación 
con nutrientes. A pesar de estos, los resultados contrastan con estudios previos 
donde se ha obtenido una disminución significativa de los TPH (29 – 56%) presentes 
en suelos contaminados en un corto periodo de tiempo cuando se adicionaron 
surfactantes (Tween 80, ramnolípidos y dodecil sulfato de sodio) en experimentos 
de biodegradación en cultivos líquidos y de microcosmos (De La Cueva et al., 2016; 
Khayati & Barati, 2017; Rong et al., 2021; R. Xu et al., 2018). La absorción del Tween 
80 al suelo parece ser la principal causa asociada a una reducción de la efectividad 
del surfactante ya que se ha demostrado que no tiene efectos tóxicos para los 
microorganismos (Cheng et al., 2017).  
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Finalmente, se monitoreó y controló el pH durante un experimento de 
bioestimulación para establecer si este parámetro fisicoquímico estaba afectando el 
metabolismo microbiano. Sin embargo, no se observaron cambios extremos en el 
pH en las mezclas de materiales de aporte evaluadas (Figura 8), manteniéndose en 
un rango neutro (6.5 – 7.8) óptimo para el crecimiento de los microorganismos (M. 
J. Ayotamuno et al., 2007; Poorsoleiman et al., 2020). De forma similar, M. J. 
Ayotamuno y colaboradores (2007) reportaron que durante el periodo de 
biorremediación de los lodos aceitosos (42 d) empleando biorreactores, el pH 
aumentó de 6.5 – 6.8 hasta 7.7 – 7.8 indicando que los nutrientes y el O2 no se 
encontraron en exceso. La baja degradación de los lodos aceitosos pesados (≤ 
27%) en este ensayo (Figura 8) puede estar relacionada con el hecho de que el pH 
no disminuyó durante los 120 d del ensayo, lo cual sugiere que no se produjeron 
ácidos orgánicos como resultado de la descomposición de los HCs (Alotaibi et al., 
2018).  

Según los resultados de degradación de los TPH y pH observados en este estudio, 
este parámetro fisicoquímico no fue considerado como un factor limitante en la 
biodegradación de los lodos aceitosos pesados. 

5.5. Experimentos de bioaumentación para la degradación de los lodos 
aceitosos pesados 

 
Después de las diferentes aproximaciones de bioestimulación (material de aporte, 
nutrientes, surfactante, pH y diferentes concentraciones de TPH) empleadas para 
acelerar la degradación de los lodos aceitosos pesados, se evaluó la capacidad de 
consorcios de bacterias y hongos degradadores de HCs y el producto comercial 
BiotigerTM para mejorar la biorremediación.  
 
Al igual que en el numeral 5.3, se realizará la presentación de los resultados de los 
experimentos de bioaumentación y posteriormente, la discusión de los hallazgos 
obtenidos.  

5.5.1. Efecto de la adición de consorcios bacterianos  
 
Debido a la baja degradación de los lodos aceitosos pesados en los ensayos de 
bioestimulación, Moscoso (2018) evaluó la estrategia de bioaumentación durante 
60 d utilizando tres consorcios bacterianos. En este trabajo de grado, se recopilaron 
y revisaron los datos de TPH obtenidos en este ensayo. La biodegradación de los 
lodos aceitosos pesados varió entre el 33 y 41% según el tratamiento (Figura 9). La 
mayor degradación (41%) se presentó en el tratamiento de bioaumentación con el 
consorcio de bacterias (E3) previamente aisladas y seleccionadas (Anexo 2) en el 
marco del proyecto “Tratamiento de lodos aceitosos de la industria petrolera 
empleando biopilas”. En cuanto a la degradación de los TPH con los demás 
tratamientos de bioaumentación (E1 y E2), esta fue del 33 y 36%, respectivamente. 
Sin embargo, la bioaumentación con los diferentes consorcios bacterianos (E1, E2, 
E3), no mejoró significativamente la degradación de los lodos aceitosos pesados 
con respecto al control de bioestimulación (C1) (Figura 9). Interesantemente, esta 
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mezcla de bioestimulación (C1) mostró una degradación similar solo en un ensayo 
previo (Figura 6B).  

 
Figura 9. Degradación de los lodos aceitosos pesados por consorcios de bacterias. 
La degradación (%) de los TPH se presenta al lado de cada tratamiento. Las barras 
de error representan la desviación estándar de seis réplicas.  

 

5.5.2. Efecto de la adición de consorcios de bacterias y hongos  

 
Debido a los resultados obtenidos en el ensayo anterior, Galvis (2019) evaluó la 
bioaumentación utilizando consocios de bacterias y hongos durante 60 d. A 40,000 
mg kg-1

ps, la biodegradación de los lodos aceitosos pesados varió entre 13 y 58% 
según el tratamiento (Figura 10). La mayor degradación de los TPH (58%) se 
observó en el tratamiento F1 a los 60 d del ensayo. Sin embargo, no se presentaron 
diferencias significativas entre el tratamiento F1 y el control de bioestimulación (D1), 
lo que indica que ninguno de los tratamientos de bioaumentación mejoró 
significativamente la degradación de los lodos aceitosos pesados. Al igual que en 
otros ensayos, se observó una alta variabilidad en la concentración de TPH durante 
el experimento, debido posiblemente a la heterogeneidad y naturaleza de los lodos 
aceitosos pesados. 
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Figura 10. Degradación de los lodos aceitosos pesados por consorcios de bacterias 
y hongos. La degradación (%) de los TPH se presenta al lado de cada tratamiento. 
Las barras de error representan la desviación estándar de seis réplicas.  

5.5.3. Efecto de la adición del cultivo comercial BiotigerTM 

 
Finalmente, se evaluó la bioaumentación de los lodos aceitosos pesados utilizando 
un producto comercial patentado (BiotigerTM) (I1) y un consorcio de bacterias y 
hongos (H1). La mayor degradación de los lodos aceitosos pesados se presentó en 
el tratamiento de bioestimulación G4 (58%), el cual contenía la mezcla de materiales 
de aporte utilizada para el tratamiento I1 que fue inoculado con el producto 
BiotigerTM. A pesar de los reportes de efectividad en la degradación de HCs de este 
consorcio patentado de 12 bacterias, en este ensayo no se observó degradación a 
los 130 d (Figura 11). Interesantemente, la mezcla G4 está conformada 
básicamente por cascarilla de arroz, sustrato que posiblemente estaba interfiriendo 
con la degradación de los TPH en otras mezclas evaluadas. Por otra parte, el 
tratamiento de bioaumentación con bacterias y hongos (H1), previamente 
seleccionados en el proyecto macro, presentó una degradación de los TPH del 33% 
al final del ensayo. Sin embargo, respecto a su control de bioestimulación (G3), la 
degradación de los lodos aceitosos pesados no fue significativa. En cuanto a los 
tratamientos de bioestimulación G1 y G2 la degradación de los TPH fue ≤ 4% a los 
130 d (Figura 11). 
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Figura 11. Efecto de la adición del BiotigerTM en la degradación de los lodos 
aceitosos pesados. La degradación (%) de los TPH se presenta al lado de cada 
tratamiento. Las barras de error representan la desviación estándar de tres réplicas. 

5.6. Discusión de los resultados de bioaumentación  

 
Para mejorar la degradación de los lodos aceitosos obtenida por bioestimulación, 
se ha utilizado exitosamente la bioaumentación, especialmente con bacterias (Masy 
et al., 2016; Mishra et al., 2001; Roy et al., 2018; N. Xu et al., 2013). En el presente 
estudio, la adición del cultivo de enriquecimiento (F1) mejoró la degradación de los 
HCs presentes en los lodos aceitosos pesados en un 58% a los 60 d del ensayo 
(Figura 10). A pesar de la alta biodegradación obtenida en este tratamiento (F1), 
este resultado no fue consistente con lo obtenido en el tratamiento E1 evaluado en 
el primer ensayo de bioaumentación (Figura 9), lo que implica que la inoculación de 
consorcios de microorganismos degradadores no siempre mejora la degradación de 
los lodos aceitosos pesados con respecto a la bioestimulación. En un estudio 
realizado por Koolivand y colaboradores (2020) utilizando compost como material 
de aporte y un consorcio de bacterias, se obtuvo una degradación de los TPH 
(20,000 mg kg-1) del 81% a los 84 d. Así mismo, Abtahi y colaboradores (2020) 
encontraron que la inoculación de un consorcio de bacterias aumentó la 
degradación de los lodos aceitosos (20,000 mg TPH kg-1) en un 84% con respecto 
al tratamiento de bioestimulación con material de aporte (compost) (36%) al final del 
ensayo (84 d). Sumado a lo anterior, se reportó que la bioaumentación con bacterias 
(consorcio de 8 cepas de Bacillus sp.) mejora significativamente la degradación de 
los TPH (75%) con respecto a la bioestimulación con adición de nutrientes (N, P) a 
los 120 d (Roy et al., 2018). Sin embargo, es importante mencionar que en el estudio 
de Roy y colaboradores (2018) la degradación de los lodos aceitosos se obtuvo a 
una concentración inicial de TPH mayor (143,800 mg kg-1) a la utilizada en el 
presente trabajo y sin adición de ningún material de aporte. En contraste a nuestro 
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estudio, en el trabajo de Roy y colaboradores (2018) los lodos aceitosos que se 
utilizaron provenían de una refinería en Mumbai (India), donde el petróleo crudo es 
de tipo medio o ligero ya que tiene una gravedad API de 25 a 32 (Mahto & Kumar, 
2013; Mandal et al., 2019). Como se ha mencionado anteriormente, el origen de los 
lodos aceitosos es un factor que afecta la degradación de los TPH por parte de los 
microorganismos. Similar a nuestros resultados, Ma y colaboradores (2016) 
reportaron degradación de los TPH (39,600 mg kg-1) del 56% a los 90 d en biopilas, 
con adición de aserrín como material de aporte y un consorcio de 2 bacterias 
degradadoras de HCs. Interesantemente, en otros estudios se ha reportado que la 
adición de bacterias no ha mejorado significativamente la degradación de los lodos 
aceitosos con respecto a la bioestimulación con nutrientes (Cerqueira et al., 2014).  

De las bacterias aisladas en el marco del proyecto, se seleccionaron 10 cepas en 
función de su crecimiento en presencia de algunos HCs (naftaleno, antraceno y 
diésel) y por su capacidad para formar halos transparentes alrededor de las colonias 
en medio solido con PAHs (fenantreno, antraceno y pireno) (Anexo 2). La mayoría 
de bacterias seleccionadas tienen la capacidad de crecer en diésel, lo cual indica 
que posiblemente utilizan los HCs fácilmente degradables (alcanos) como fuente de 
carbono y energía. Se ha reportado que en sistemas como la biolabranza con 
material de aporte (compost y lodos) la remoción de los TPH de bajo peso molecular 
(alifáticos de cadena lineal) presentes en el diésel fue > 78% a los 175 d (S. Y. Wang 
et al., 2016).  La mayoría de las bacterias utilizadas en los experimentos de 
bioaumentación fueron Pseudomonas (4), Stenotrophomonas (2) y Sphingobium 
(2), las cuales han sido previamente descritas en estudios de biodegradación con 
lodos aceitosos (Dörr de Quadros et al., 2016; S. Wang et al., 2016; Zafra et al., 
2014). Dörr de Quadros y colaboradores (2016) reportaron que las familias 
Pseudomonadaceae y Shingomonadaceae se encontraron en mayor abundancia 
en los tratamientos de bioestimulación con aireación mecánica, ajuste de pH y 
humedad. Estas familias bacterianas han sido descritas como degradadoras de HCs 
alifáticos y aromáticos (Sarkar et al., 2017), compuestos de mayor abundancia en 
los lodos aceitosos. Por ejemplo, en el trabajo realizado por Cerqueira y 
colaboradores (2011) reportaron que la cepa Stenotrophomonas acidaminiphila fue 
capaz de degradar en un 92 y 33% (40 d) las fracciones de HCs saturados y 
aromáticos de los lodos aceitosos, respectivamente. De forma similar, Sarkar y 
colaboradores (2017) encontraron que el 46% de las bacterias aisladas de los lodos 
aceitosos pertenecían al género Pseudomonas¸ lo cual fue atribuido a su amplia 
capacidad metabólica para crecer bajo condiciones de pH (3 – 9), temperatura (5 – 
40°C) y salinidad extrema. Sin embargo, estas cepas de Pseudomonas mostraron 
preferencia por los BTEX (benceno, tolueno, etilbenceno y xileno) y no utilizaron los 
PAHs como fuente de carbono (Sarkar et al., 2017). Estos resultados contrastan 
con el crecimiento de las cepas 13, 26 y 27 en antraceno (50 y 250 mg L-1) (Buitrago 
& Torres, 2016) y la formación de halo alrededor de las colonias de la cepa 305 en 
fenantreno y pireno (250 mg L-1) (Benavides & Calvo, 2017), todas identificadas 
como Pseudomonas en el marco del proyecto “Tratamiento de lodos aceitosos de 
la industria petrolera empleando biopilas” (Anexo 2).   
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Si bien en muchos estudios se ha reportado el aislamiento de bacterias a partir de 
cultivos de enriquecimiento con lodos aceitosos para su posterior uso en la 
bioaumentación (Cerqueira et al., 2011), poco se ha informado sobre la 
recuperación de hongos a partir de este residuo. El uso de hongos resulta ser una 
estrategia prometedora debido a su amplia capacidad enzimática e inespecífica que 
facilita la ruptura de estructuras complejas y sustratos recalcitrantes (Vasco et al., 
2011). Además, su capacidad para crecer durante la implementación de la 
bioestimulación y ser utilizados en consorcios mixtos con bacterias, ha sido 
documentada y podría contribuir con la degradación de los TPH y PAHs (Vasco et 
al., 2011; Zhou et al., 2019). 

Sin embargo, en nuestro estudio no se observó que los consorcios bacterianos 
mejoraran significativamente la degradación de los TPH con respecto a la 
bioestimulación. Esto se puede deber a que, en los estudios reportados, se evaluó 
primero la degradación de los lodos aceitosos en medio líquido por cada una de las 
bacterias aisladas, para conformar un consorcio capaz de mineralizar los TPH (Ke 
et al., 2021). También pueden estar relacionado con las interacciones bacterianas 
de tipo competitivo entre los microorganismos nativos (lodos aceitosos pesados y 
material de aporte) y los microorganismos externos (consorcio) por la fuente de 
carbono. Teniendo en cuenta que los lodos aceitosos son una mezcla compleja de 
HCs, los consorcios de microorganismos utilizados para la bioaumentación deben 
tener un amplio rango de capacidades enzimáticas y metabólicas que favorezcan la 
degradación de las diferentes fracciones de HCs (saturados, aromáticos, resinas y 
asfaltenos). En este sentido, sería interesante evaluar en futuros trabajos los 
cambios (degradación o enriquecimiento) de cada una de las fracciones de HCs y 
así, establecer la eficiencia de remoción de los HCs por parte de los 
microorganismos.  

Por otra parte, la adición del producto BiotigerTM (I1) no mejoró la degradación de 

los lodos aceitosos pesados durante los 130 d del ensayo (Figura 11). Si bien, es 

un consorcio de 12 bacterias adaptadas a condiciones desfavorables y extremas 

características de los lodos aceitosos, es posible que las interacciones competitivas 

(fuente de carbono o nutrientes) entre los microorganismos nativos y las bacterias 

presentes en el BiotigerTM inhibiera totalmente la degradación de los TPH. Aún más, 

en el control de bioestimulación (G4) del tratamiento de BiotigerTM se observó una 

degradación del 58%, lo que sugiere que esta mezcla de material de aporte no solo 

mejoró la porosidad y estructura del tratamiento, sino que también favoreció el 

crecimiento y metabolismo activo de microorganismos degradadores nativos. Sin 

embargo, según lo reportado en otros estudios (Brigmon et al., 2016; Moreno, 2019), 

el uso de este producto para la degradación de los lodos aceitosos pesados puede 

ser prometedor si se identifica que factor está limitando la biodegradación.  
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6. CONCLUSIONES 

Los lodos aceitosos pesados obtenidos después de la centrifugación de lodos 
aceitosos provenientes de crudo pesado fueron parcialmente degradadados (~58%) 
empleando las estrategias de bioestimulación y bioaumentación. La biodegradación 
de los lodos aceitosos pesados se observó con la disminución de los picos de los 
cromatogramas, en el aumento del consumo de O2 de los tratamientos con lodos y 
en los porcentajes de biodegradación que variaron entre 2 – 58% en los diferentes 
experimentos. A pesar de la adición de materiales de aporte y nutrientes, el 
surfactante Tween 80, el ajuste del pH y la inoculación de consorcios de bacterias, 
hogos y el producto BiotigerTM, la biodegradación de los lodos aceitosos pesados 
pudo ser limitado por: la naturaleza del contaminante, acumulación de fracciones 
recalcitrantes (resinas y asfaltenos) y subproductos, las altas concentraciones de 
TPH evaluadas o los cortos periodos de tiempo de los ensayos de biodegradación 
(≤ 240 d). 
 
Bajo las aproximaciones de bioestimulación evaluadas (mezclas de materiales de 
aporte, nutrientes, surfactantes y ajuste del pH) y las condiciones empleadas, no se 
logró alcanzar una degradación > 58% de los lodos aceitosos pesados, lo cual fue 
insuficiente para alcanzar los niveles exigidos (< 1%ps) por regulación en Colombia 
para la disposición final de estos residuos. La mezcla de material de aporte B2, la 
cual contenía una variedad de sustratos orgánicos, mostró una degradación 
consistente de los TPH en los diferentes experimentos. Por otra parte, llama la 
atención que la adición de consorcios de bacterias y hongos y el producto BiotigerTM 
no permitió alcanzar mayores degradaciones de los lodos aceitosos pesados con 
respecto a la bioestimulación.  

Con respecto a los lodos aceitosos de Arauca, se evidenció que el alto contenido 

de resinas y asfaltenos de los lodos aceitosos pesados, provenientes del Meta, 

tienen un efecto negativo (reflejado en los porcentajes de degradación de los TPH) 

en los microorganismos con capacidad para degradar los HCs. Lo anterior, sugiere 

que para los lodos aceitosos pesados, es necesario realizar un pre-tratamiento 

fisicoquímico seguido del tratamiento biológico.  
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7. RECOMENDACIONES 

 

Análisis fisicoquímicos más amplios y detallados ayudarían a establecer qué 

tratamiento realizar para la degradación de los lodos aceitosos pesados a niveles 

regulatorios para Colombia. En este sentido, la determinación de biomarcadores 

(p.e., pristano) en los lodos aceitosos permitiría establecer indicadores de 

biodegradación.  

Concentrar los esfuerzos en la evaluación de una variable detalladamente para 

evitar la complejidad en la interpretación de los resultados. 

Monitorear el comportamiento de las fracciones de HCs (saturados, aromáticos, 

resinas y asfaltenos) durante la degradación de los lodos aceitosos pesados bajo 

condiciones de laboratorio.  

Evaluar la toxicidad de los lodos aceitosos pesados durante los ensayos de 

biorremediación para establecer si las concentraciones de TPH inhiben el 

metabolismo microbiano durante la degradación de los lodos aceitosos pesados. 

Ensayos que combinen un pre-tratamiento fisicoquímico (p.e., oxidación química) 

para mejorar la eliminación de los HCs y así reducir la toxicidad de los lodos 

aceitosos pesados antes del tratamiento biológico.  

Ensayos de biodegradación de los lodos aceitosos pesados empleando 

biorreactores para poder controlar continuamente los factores fisicoquímicos que 

pueden limitar la degradación de los HCs. Si bien, esta tecnología de 

biorremediación implica altos costos de operación, ha mostrado altos porcentajes 

de degradación de los TPH. 
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9. ANEXOS 

 

Anexo 1. Respirómetros empleados para los ensayos de respirometría 

 

 

Anexo 2. Identificación de las bacterias utilizadas en los ensayos de 
bioaumentación 

Origen Código Identificación Selección 

Lodos aceitosos 
pesados 

13 Pseudomonas aeruginosa  

Mayor 
crecimiento 
(DO600nm) en 
medio BH con 
antraceno, 
naftaleno o 
diésel 

26 Pseudomonas fluorescens 

27 Pseudomonas fluorescens 

Cepario USBA 

96 Stenotrophomonas maltophilia 

102 Stenotrophomonas acidaminiphila 

107 Escherichia coli ATCC 25922* 

111 Pseudomonas putida  

116 Favimonas oryzihabitans  

155 Stenotrophomonas maltophilia 

Lodos aceitosos 
pesados 

305 Pseudomonas citronellolis 
Halos de 
degradación 
en agar BH 
con antraceno, 
fenantreno o 
pireno 

309 Diaphorobacter nitroreducens 

201 Stenotrophomonas maltophilia 

203 Stenotrophomonas maltophilia 

400 No identificada 

401 Sphingobium ummariense 

407 Sphingobium ummariense 
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Anexo 3. Composición del medio Bushnell Hass (BH) 

Composición Concentración (g L-1) 

MgSO4 0.2 
CaCl2 0.02 
KH2PO4 1.0 
K2HPO4 1.0 
HN4NO3 1.0 
FeCl2 0.05 

 

Anexo 4. Composición del medio R2A 

Composición  Concentración (g L-1) 

Caseína hidrolizada 0.5 
Extracto de levadura 0.5 
Proteosa peptona 0.5 
Glucosa 0.5 
Almidón soluble 0.5 
K2HPO4 0.3 
Piruvato de sodio  0.3 
MgSO4 • 7H2O 0.049 
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