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RESUMEN

El presente estudio se evalu6 el efecto del proceso de
bioestimulacion en forma de sales inorganicas simples (SIS) y fertilizantes
inorganicos compuestos (FIC) en la remediacion de un suelo contaminado
con petréleo. Se utilizaron mesocosmos como unidades experimentales
(UEs) para simular la técnica de biolabranza en laboratorio. El suelo fue
contaminado con crudo a una concentracion ~20,000 mgTPH/Kgps. Se
evaluaron 2 tratamientos (SIS y FIC) y 2 controles (control relativo y control
abidtico); cada tratamiento se hizo por triplicado (n=3). Se realizaron 5
eventos de muestreo durante 127 d. Se realizd un seguimiento de
parametros fisicoquimicos: pH, porcentaje de humedad, nutrientes y
microbiolégicos: recuento en placa de heterotrofos y degradadores de HCs
por la técnica del numero mas probable (NMP-INT) y caracterizacion
bioquimica de los degradadores de HCs. Se evaluaron y compararon 2
métodos analiticos para la cuantificacion de hidrocarburos totales de
petréleo (TPHs). Aunque no hubo diferencias significativas en las
concentraciones de TPHs a través del tiempo entre los tratamientos y el
control relativo; las SIS mostraron un mayor porcentaje de remocion de
TPHSs: 41% por el método de EAMG, y 39% por el método D-5831 (ASTM
1995). El bajo nimero de degradadores (~1x10° NMP/gps) vy el bajo pH
(~4.1) que se presento en los tratamientos fueron los factores limitantes
durante el proceso de biodegradacion. Los bajos recuentos de
degradadores (~1 x 10° NMP/gps) y los bajos valores de pH (~ 4.1) que se
presentaron en los tratamientos pudieron ser los factores limitantes durante
el proceso de biodegradacion. Los 2 meétodos evaluados para la
determinacién de TPHs resultaron ser efectivos para llevar a cabo el

seguimiento del proceso de biodegradacion de HCs en suelos.
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ABSTRACT

The present study evaluated the effect of bioestimulation process by
using the ammendment of inorganic simple fertilizer (SIS) and inorganic
compound fertilizers (FIC) during the bioremediation of a contaminated soil.
They were in use mesocosmos as experimental units (UEs) for simulating
the technology of landfarming. The soil was contaminated to a concentration
20,000 mgTPH/Kgps. There were evaluated 2 treatments (SIS and FIC) and
2 controls (relative control and control abiotic); every treatment was done by
triplicate (n=3). 5 events of sampling were realized during 127 d. There was
realized a follow-up of physicochemical parameters: pH, % of dampness,
nutrients and microbiological: recount in plate of heterotrophs and number
of hydrocarbon-utilizing microorganisms for the technique of the most
probable number (NMP-INT) and biochemical characterization of oil utilizing
bacteria. Two analytical methods were evaluated and compared for the
quantification of total hydrocarbons of oil (TPHs). Though there were no
significant differences in TPHs concentrations across the time between the
treatments and the relative control; the SIS showed a major percentage of
TPHs' removal: 41 % for EAMG method, and 39 % for the method D-5831
(ASTM 1995). The low number of hydrocarbon-utilizing microorganisms
(~1x10° NMP/gps) and under pH (~4.1) that appeared in the treatments was
the factors limit during the process of biodegradation. Both methods for
TPHs determination turned out to be effective to carry out the follow-up of

the process of biodegradation of HCs in soils.
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1 INTRODUCCION

Uno de los problemas de contaminacion ambiental mas importante a
nivel mundial es el vertido de hidrocarburos totales de petréleo (TPHs) en
ecosistemas acuaticos y terrestres. La mayor contaminacién por TPHs, es
ocasionada durante los procesos de embarque y desembarque de crudo en
los puertos, operaciones de prospeccion, actividades de extraccion,

transporte, almacenamiento y refinamiento de petrdleo.

En Colombia, ademas de las fuentes accidentales de contaminacion
mencionadas anterioriormente; existe la contaminacion causada por los
derrames intencionales de tuberias de conduccidn de petréleo, a raiz de la
voladura de estas por accion de grupos al margen de la ley. De la misma
forma, la explotacién petrolera y los procesos involucrados a esta actividad,
han generado un incremento en la contaminacion por el vertimiento de
petréleo y la disposicidn de residuos en los ecosistemas. Por esta razon, en
la actualidad se hace necesaria la busqueda y aplicacion de tratamientos
quimicos, fisicos y biologicos que permitan eliminar o reducir las
concentraciones de TPHs de de una manera controlada, econdmica, y

eficiente.

Actualmente, los procesos fisicos y quimicos mas empleados en el
tratamiento y limpieza de suelos contaminados con TPHs son: el lavado del
suelo, la excavacion y la desorcion térmica; seguidos de la transferencia del
agua o del suelo a lugares adecuados para su almacenamiento (p.e.,

rellenos sanitarios) o bien para su incineracion. Estas tecnologias aunque



permiten el tratamiento de los suelos durante un corto periodo de tiempo,
transfieren el contaminante de un sitio a otro y resultan ademas, muy

costosas e ineficientes para tratar mezclas complejas de contaminantes.

El uso progresivo e interés de la biorremediacion en condiciones de
laboratorio y campo estan enfocados a la necesidad de remediar areas
contaminadas con TPHSs, con el fin de remover tales compuestos de una
manera controlada y eficiente. La efectividad de este proceso para eliminar
TPHs de diferentes ecosistemas ha sido ampliamente demostrada en los
ultimos afos, después de considerables derrames de crudo en suelos y
mares (Lindstrom et al., 1991; Bragg et al; 1994; Townsend et al, 2000;

Marguessin et al., 2003).

Después de un derrame de TPHs se observa una elevada
concentracion de carbono; por tal motivo los microorganismos presentan
carencias de nitrogeno (N), fésforo (P) y potasio (K) y requieren la adicidon
de estos macroelementos en el ambiente contaminado; con el fin de lograr
una degradacion rapida y eficaz del contaminante por medio de la técnica
de biolabranza. La biolabranza, ofrece una solucion a bajo costo y alta
efectividad para la biorremediacién de suelos contaminados con TPHSs.
Adicionalmente, estimula y mantiene una poblacion microbiana aerdbica, la
cual se encarga de metabolizar estos compuestos utilizandolos como su
fuente de energia y carbono. Asi mismo, estos procesos de
bioestimulacion, permiten acelerar las tasas de biodegradacion, al
suministrar factores limitantes (p.e., nutrientes y aceptores de electrones:

AE) que afectan la velocidad de crecimiento microbiano y su metabolismo.



La adicion de fertilizantes para suplir las necesidades de Ny P en
diferentes ecosistemas contaminados con TPHs, ha sido ampliamente
usada desde los afios 70s demostrando altos rendimientos en la remocién
del material contaminado (Reynolds et al., 1997; Marguessin y Shinner,
1997, a, b, ¢; Marguessin et al., 2000; Cleves y Sandoval, 2001; Yerushalmi
et al., 2003). Entre los fertilizantes mas empleados en procesos de
biorremediacion de suelos contaminados con TPHs se encuentran: la urea,
fosfatos, sales inorganicas simples (SIS) y fertilizantes inorganicos
compuestos (FIC) tipo NPK (triple quince) (Dibble y Bartha, 1979;

Marguesin et al., 2000; Cunningham y Philp, 2000; Brook et al., 2001).

La determinacion de las concentraciones de TPHs en suelos es una
de las herramientas mas importantes para realizar un seguimiento
adecuado del proceso de biorremediacion. Actualmente existen numerosos
métodos para su extraccidon (p.e., Soxhlet, agitacibn mecanica: AM,
sonicacién, extraccion con vapor) y determinacion (p.e., gravimetria,
espectofotometria, cromatografia de gases, inmunoensayos); la mayoria de
ellos requieren de largos procesos de extraccion, grandes volumenes de
solventes, equipos especializados y materiales sumamente costosos. Por
este motivo, resulta de gran importancia evaluar y estandarizar métodos
econdmicos, rapidos y confiables (precision y exactitud) para la
determinacion de TPHs. Durante este estudio se evalu6 y comparé la
técnica de extraccion por agitacion mecanica y determinacion gravimétrica

(EAMG) (Schawab et al., 1999; EPA, 1994) y el método D-5831 (ASTM)



para la determinacion de combustibles en suelos como una herramienta

para el seguimiento de procesos de biorremediacion de HCs en suelos.

La Unidad de Biotecnologia y Saneamiento Ambiental (USBA) de la
Pontificia Universidad Javeriana (PUJ) ha realizado estudios sobre la
biodegradacion de lodos contaminados provenientes de la industria del
petréleo en Campo Dina, (Huila, Colombia), asi como la evaluacién de la
AN de HCs en suelos contaminados con lodos aceitosos (Cleves y
Sandoval, 2001; Maldonado, 2004). Estos trabajos mostraron la importancia
de diversos factores ambientales (p.e., humedad, pH, temperatura,
nutrientes y numero de microorganismos presentes, los cuales tienen un
efecto significativo sobre los procesos de remediacion en suelos

contaminados con TPHs.

Esta propuesta de investigacion se realizd bajo condiciones
controladas de laboratorio, utilizando mesocosmos como unidades
experimentales (UEs) localizadas en el invernadero de la PUJ para simular
la técnica de biolabranza. El estudio fue desarrollado en el laboratorio de
USBA, Departamento de Biologia de la PUJ, con la financiaciéon de la

Vicerrectoria Académica de la Universidad (No proyecto 1824).



2 MARCO TEORICO Y REVISION BIBLIOGRAFICA
2.1 Petrdleo

El petréleo es un producto natural originado por la transformacion
anaerobica de la biomasa en condiciones de temperatura y presién
elevadas (Atlas y Bartha, 2001). El petréleo es un compuesto que varia
mucho en su composicion, pues ésta depende del tipo de yacimiento de
donde provenga y su situacion geografica (Eweis et al., 1999). Pero en
general se considera que contiene ~85% de carbono y ~15% de hidrégeno,
ademas de tener pequefias cantidades de azufre, oxigeno, nitrégeno, y
trazas de metales como hierro, cromo, niquel y vanadio (Speight, 1991;
Ramirez y Vifa, 1998; Serrano, 1999).

Los Hidrocarburos (HCs) de petréleo son esencialmente compuestos
que contienen atdbmos de carbono e hidrégeno, los cuales tienen variadas
estructuras y configuraciones, segun la manera como se encuentren unidos
sus atomos, y el numero y ubicaciéon de estos en la molécula (Potter y
Simmons, 1998). Al petréleo se le atribuye un gran valor mineral, siendo
susceptible de generar a través de procesos de transformacion industrlal
una gran variedad de productos de alto valor comercial tales como
combustibles (p.e., diesel, gasolina, ACPM, kerosene), lubricantes, ceras,

solventes y derivados petroquimicos (Weisman, 1998; Serrano, 1999).

2.1.1 Composicion quimica
Los HCs de petroleo conforman una gran familia conocida como
TPHSs, la cual corresponde a la mezcla de todas las fracciones del crudo

(grasas o aceites). El término de TPHs se utiliza para describir el conjunto



de compuestos quimicos que provienen del crudo del petrdleo, ya que este
tiene una composicion hetereogénea y muchas veces puede no ser practico
realizar mediciones de cada compuesto por separado (Weisman, 1998; Zhu
etal., 2001; ASTDR, 2003).

De manera general los TPHs pueden clasificarse en 2 grandes
familias: alifaticos y aromaticos (Potter y Simmons, 1998). Los HCs
alifaticos presentan cadenas lineales o ramificadas y se diferencian en el
tipo de enlace que presentan entre carbonos: alcanos o saturados (enlaces
sencillos), alquenos y alquinos o no saturados (enlaces dobles vy triples,
respectivamente). Dentro de los alifaticos encontramos los cicloalcanos los
cuales tienen estructuras ramificadas o ciclicas, como los naftenos o las
cicloparafinas (Baird, 2001). Los HCs aromaticos son aquellos que tienen
uno o multiples anillos de benceno, estos ultimos conocidos como
poliaromaticos, HCs policiclicos aromaticos o PAHs. Los PAHs estan
presentes en todos los ambientes y son considerados por la EPA como de
toxicidad crénica y aguda, mutagénicos y cancerigenos (EPA, 2002).
Debido a su solubilidad estos compuestos son recalcitrantes vy
bioacumulables en aguas subterraneas y columna de suelo (Potter y
Simons, 1998; Gary y Duffi, 2000).

Cada uno de los grupos de HCs presentan propiedades fisicas (p.e.,
densidad, viscosidad, punto de ebullicién y solubilidad en agua) y quimicas
diferentes (p.e., reacciones de isomerizacion, reacciones de hidrogenacion,
halogenacién, hidrohalogenacién e hidratacién) (Baird, 2001; Zhu et al.,

2001). Al calentarse el petroleo, los compuestos ligeros (de estructura



sencilla y bajo peso molecular) se evaporan, de tal manera que a medida
que aumenta la temperatura, los componentes mas pesados van
incorporandose a la fase de vapor (PEMEX, 2000). La evaporacion es un
proceso en el cual, las corrientes de aire volatilizan los HC's de peso
molecular mas bajo reduciendo su concentracion y aumentando la
degradacion de los HCs, incrementando el contacto con el microorganismo
(EPA, 1999a); ~ el 50% de los HCs mas toxicos se pierden en el ambiente
por medio de este proceso (Townsend et al., 2000). El Instituto Americano
de petréleo (API) clasifica el petroleo de acuerdo a su densidad API,
parametro que define que tan pesado es un HC: mientras mas liviano,
mayor es el porcentaje de HCs livianos que contiene, y mayor es su valor

comercial (Serrano, 1999; Enger y Smith, 2000).

2.1.2 Impacto del proceso de intemperizacion (wheathering) sobre la
composicién quimica de los TPHs

Una vez que el petroleo se encuentra en el medio ambiente ocurren
una gran variedad de cambios fisicos, quimicos y bioldgicos, los cuales son
conocidos como procesos de intemperizacion o weathering (Atlas, 1978).
Generalmente, la intemperizacion es definida como el efecto que tiene el
medio ambiente sobre la concentracién de los HCs (p.e., volatilizacién de
los HCs de bajo peso molecular y altamente toxicos) en las primeras 72
horas (Speight, 1991; Weisman, 1998).

El proceso de intemperizacion afecta a diferentes familias de HCs

(Zhu et al.,, 2001). Por ejemplo, los HCs aromaticos tienden a ser mas



solubles que los alifaticos, mientras que los alifaticos tienden a ser mas
volatiles (Weisman, 1998). La solubilidad y la vdlatiidad de todos los
componentes presentes en el petréleo generalmente decrecen al
incrementar su peso molecular. En general, la mayoria de compuestos
solubles y volatiles se pierden mas rapidamente del suelo contaminado. Los
alcanos tienden a ser mas voélatiles que los aromaticos y esta tendencia varia
de la siguiente forma alcanos=alquenos>aromaticos=cicloalacanos (Potter y

Simmons, 1998).

2.2 Procesos de atenuacion natural (AN)

La atenuacién natural (AN) comprende una gran variedad de
procesos fisicos, quimicos y biolégicos que bajo las condiciones
necesarias, reducen la masa, toxicidad, movilidad, volumen y concentracion
de un contaminante en el ambiente. Estos procesos incluyen la lixiviacion,
dispersién, dilucién, volatilizacion, absorcion, adsorcion, degradacion por
UV, estabilizacién quimica o bioldgica, y la biodegradacion (Atlas, 1981;
Atlas y Bartha, 1988, Ritmman y Mac Carty, 2001). En la naturaleza los
contaminantes a menudo desaparecen o disminuyen sus concentraciones
debido a algunos de estos procesos, que en ocasiones, pueden resultar
dificles de caracterizar. La AN bajo ciertos parametros contribuye
significativamente a la remediacion de TPHs, a un bajo costo, pero durante
un periodo mayor de tiempo (Hamme et al., 2003).

La evaluacion o monitoreo de los procesos de AN (MAN) requieren

un conocimiento detallado del area de estudio, las condiciones que estan



asociadas con la actividad microbiana (p.e., presencia de AE, donadores de
electrones (DE), nutrientes, pH, humedad y temperatura), y el efecto de
cualquier otro proceso que pueda estar reduciendo las concentraciones de
los TPHs del medio ambiente (EPA, 1998 1999a; Ritmman y Mc Carty,
2001). EI MAN se entiende como la evaluacion de los procesos naturales

que actuan sobre areas contaminadas (EPA, 1998, 1999a;b; WDNR, 1999).

2.3 Biodegradacion de TPHs

Los microorganismos degradadores de HCs estan presentes en casi
todos los ambientes; dada la amplia distribucion de estos microorganismos,
generalmente se evita la necesidad de adicionar microorganismos para
obtener una biodegradacién (EPA, 1999a; Marguesin et al., 2003a). La
biodegradacion es el resultado de la utilizacién biolégica de los HCs, debido
a la accion de los microorganismos en el uso como fuente de energia y
carbono de algunas fracciones de los HCs para su metabolismo,
obteniendo compuestos menos complejos y menos toxicos (Leahy vy
Colwell, 1990; Ramirez y Vifa, 1998; Ercoli et al.,, 2001; Kao y Wang,
2001). El objetivo final de la biodegradacion es llegar a la completa
mineralizacién del HC (agua y diéxido de carbono o metano, de acuerdo a
las condiciones aerobias o anaerobias) (EPA, 1999a; WDNR, 1999).

La susceptibilidad de los HCs a la degradacién varia de acuerdo al
tipo y tamano de la molécula, p.e., los n- alcanos y n-alquilaromaticos, entre
C1i0 y C22 son generalmente considerados los menos toéxicos y los mas

biodegradables. Los compuestos en el intervalo de Cs yCgy pueden



presentar toxicidad de tipo solvente a la membrana de Ilos
microorganismos; sin embargo, a bajas concentraciones son
biodegradables. Los alcanos, alquilaromaticos y aromaticos por encima de
C22 presentan baja toxicidad, pero sus caracteristicas fisicas, incluyendo su
baja solubilidad en agua, desfavorecen su biodegradacién (Ordofiez, 1998).
En general las ramificaciones en las moléculas de los HCs presentan una
menor biodegradaciéon, asi como los compuestos aromaticos y los
aliciclicos aromaticos (PAHs) (Gaudy y Gaudy, 1980; Atlas y Bartha, 1987;
Potter y Simmons, 1998; Weisman, 1998).

Los principales componentes del petréleo como los alifaticos y
aromaticos pueden llegar a ser completamente degradados si las
condiciones ambientales necesarias estan presentes. Algunos compuestos
aromaticos como los PAHs, son considerados por la EPA como de
toxicidad crénica y aguda, mutagénicos y cancerigenos. Debido a su
elevada solubilidad, estos compuestos son recalcitrantes y se acumulan en
aguas subterraneas y en la matriz del suelo (Gustafson, 1998; Potter y
Simmons, 1998). Los PAHs son biodegradables en condiciones aerobias y
anaerobias; los compuestos de 2 a 4 anillos son facilmente degradados por
los microorganismos, y aquellos que contienen mayor cantidad de anillos
(>4) y que posean un gran numero de sustituyentes aquilos son resistentes
a la biodegradacion, debido a su complejidad y baja solubilidad (p.e.,

benzopireno y benzoantraceno) (Levin y Gealt, 1997; Ordofiez, 1998).
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2.4 Contaminacion de ambientes por TPHs

Aproximadamente 2 millones/ m* de petréleo son producidos por afio
en todo el mundo (Atlas y Bartha, 2001); y una gran cantidad de sus
productos finales contaminan ambientes marinos y terrestres (EPA, 2002).
Las pequefias descargas de bajo nivel (escorrentias urbanas, efluentes,
recambio de aceites, etc) contabilizan ~90 % de los TPHs que se
descargan en el ambiente; algunos accidentales tales como: derrame de
tanques, ruptura de tuberias y extraccion de pozos contabilizan ~10% de
estas descargas (Levin y Gealt, 1997, Atlas y Bartha, 2001; Hamme et al.,
2003). La mayor parte de TPHs que contaminan el medio ambiente
ingresan a través de operaciones industriales, como las emisiones, fugas y
derrames accidentales, descargas de efluentes y residuos (Sanchez et al.,
1998); otra parte de los HCs se vierten a los ecosistemas como
consecuencia de diversas actividades de rutina como la extraccion,
transporte, almacenamiento, refinamiento y distribucién de crudo en los
puertos (Eweis et al., 1999; Rittman y Mc Carty, 2001).

Actualmente en nuestro pais no existe una legislacion ambiental en
materia de HCs, en donde se establescan los limites permisibles de TPHs
en el ambiente (suelo, agua y aire), por lo que se ha recurrido a referencias
de organismos internacionales (Canadda, paises bajos y Estados Unidos
(US). En US cada estado ha desarrollado sus propios limites permisibles,
los cuales han sido definidos de acuerdo a una evaluacion de riesgo (Saval,

1995; EPA, 2000) (Tabla 1).
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En Colombia se han manejado criterios de remediacion
desarrollados por el Ministerio del Medio Ambiente, con el objeto de
proteger el ambiente, preservar y restaurar los ecosistemas, con el fin de
evitar o reducir al minimo el efecto negativo que ocasionan los diferentes
contaminantes (p.e., TPHs, residuos de petréleo) sobre el ecosistema

(http://www.ideam.gov.co/legal/decretos/1990/d1753-1994.htm). Asi mismo,

se han desarrollado investigaciones en el area de biorremediacion de TPHs
en suelos, con la colaboracién de multinacionales petroleras como
Occidental de Colombia (OXY) y Nacionales: Instituto Colombiano de
Petroleo (IPC) (Vives, 1994; Quijano y Quiza, 2000; Cleves y sandoval,
2001; Espitia, 2002; Roldan, 2002, Maldonado, 2004). Adicionalmente, la
documentacion existente hace referencia al manejo de residuos petroleros
y guias ambientales en el area de exploracion, transporte de ductos, obras
hidraulicas, estaciones de bombeo, guias de campo y demas actividades
petroleras y no hay una legislacion especifica para estas industrias y sus

residuos.

12



Tabla 1. Limites permisibles de TPHs en algunas entidades de U.S

Estado Tipo de Parametro e Limite Metodo
contaminante indicador permisible
Alabama | Gasolina TPH Suelo: 100 EPA 9071,
Diesel mg/Kg. EPA 418.1
Aceite gastado
Arizona Gasolina TPH Agua EPA 418.1
subterranea:
1ug/L
Arkansas | Gasolina TPH Suelo: 100- EPA 418.1
Diesel 1000 mg/Kg EPA 8015M
Aceite gastado
Delaware | Gasolina TPH Suelo: 100 EPA 9071
Diesel mg/Kg EPA 8015M
Florida Diesel Naftalenos Agua EPA 610
subterranea:
100ug/L
Georgia Gasolina TPH Suelo: 100- EPA 9015
Diesel 500 mg/Kg
Aceite gastado
Diesel Benzo(a)pireno | Agua EPA 550
subterranea:
0.03-0.2
Hg/L
Missouri | Gasolina TPH Suelo:  50- EPA 9071
100 mg/Kg
Nevada Gasolina TPH Suelo: 100 EPA 8015
Diesel mg/Kg

Fuente: EPA, 1983; PEMEX, 2002.

2.4.1 Contaminacion de suelos por TPHs

El suelo y el subsuelo constituyen un recurso natural dificiimente

renovable que desempefa diversas funciones; actuando como un medio

filtrante durante la recarga del manto acuifero y la proteccion de los

mismos. El suelo constituye un lugar en donde se llevan a cabo los ciclos

biogeoquimicos, hidrologicos y las redes troficas (Gary y Duffy, 2000).

Adicionalmente, en el suelo se realizan diversas actividades agricolas,

ganaderas, sirviendo de soporte a la vegetacion; convirtiéendose de esta
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manera en un ecosistema altamente vulnerable a la contaminacién por
TPHs, por lo cual resulta de suma importancia su conservacién y
remediacion de suelos contaminados (EPA, 2003).

La actividad petrolera y derrames accidentales de crudo generan
impactos potencialmente negativos en el suelo, ademas de una pérdida de
la biodiversidad y posible contaminacion de aguas subterraneas por
lixiviacion (ECOPETROL, 2001). Asi mismo, algunas de las propiedades
quimicas del suelo que mas se afectan después de un derrame de HCs
son: aumento del carbono organico, ya que el 75% del carbono del petréleo
crudo es oxidable, disminucion del pH, debido a la acumulacion de carbono
organico y generacion de acidos érganicos, aumento del manganeso y del
hierro intercambiable y aumento del fésforo diponible (Levin y Gealt, 1997;
Ercoli et al., 2001). Probablemente, el componente mas importante del
suelo en relacién con la persistencia de sustancias toxicas es la arcilla.
Debido basicamente a que la persistencia del contaminante aumenta
cuanto mas pequefias son las particulas, ya que aportan una mayor area
superficial para la absorcién del compuesto (PEMEX, 2000).

En Colombia las zonas mas afectadas por el derrame de TPHs son
los Departamentos de Arauca, Casanare y Santander (ECOPETROL,
1998,1999, 2003). Los suelos afectados por contaminaciones de TPHs en
la region de Arauca se caracterizan por ser de una textura gruesa (en la
montafia, piedemonte, bancos y mendafos) y fina (en zonas depresionales
de la llanura aluvial) donde ocurren migraciones de arcilla. La densidad se

encuentra comprendida entre: 1.3 g/cc para los de textura fina y de 1.6 g/cc
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para los de textura gruesa. El pH de estos suelos es acido (4.0-5.5) y
generalmente estan constituidos por un 38-58% de arena, con un
porcentaje de carbono organico entre el 0-1.5% (IGAC, 1995).

En la region del Casanaré especificamente en Yopal los suelos son
ligeramente acidos (5.5-6.5), las bajas condiciones de pH reflejan los bajos
contenidos de bases intercambiables, son suelos de texturas gruesas y de
un bajo a mediano contenido de carbono 6rganico (0.27-2.63%), en cuanto
a su clasificacion granulometrica se encuentran suelos arenosos y
arcillosos, con una densidad aparente relativamente alta (IGAC, 1976).
Finalmente los suelos de la region de Santander se caracterizan por ser
suelos ligeramente acidos (5.5-7.0), clasificados como franco arenosos
(70% arena, 22% de limo y 8% de arcilla) y franco arcillo arenosos (40-56%
de arena, 20% de limo y 24% de arcilla), tienen un bajo porcentaje de
materia drganica y un alto contenido de nitrégeno en la superficie (IGAC,

1995).

2.4.2 Estadisticas de atentados contra la infraestructura petrolera en
Colombia

Colombia viene sufriendo desde hace 18 afios una permanente
actividad terrorista contra los oleoductos e instalaciones petroleras
(ECOPETROL, 2003). Esto ha ocasionado el derrame de cerca de 2
millones de m® de petrdleo sobre: ciénagas, pantanos, rios, quebradas y
suelos en su gran mayoria de uso agricola, pecuario y pesquero, originando

graves impactos a nivel econdémico, social y ambiental (ECOPETROL,

15



1998-1999; Serrano, 1999). La gran cantidad de atentados contra las
tuberias de conduccion de petroleo debido a la situacion sociopolitica, ha
ocasionado el derrame ~90.000 m® en aguas continentales, los cuales se
convierten en los mas grandes del mundo en estos ecosistemas (Ramirez y
Vifia, 1998).

La cifra de crudo vertida por los atentados es de 7.6 veces el
petroleo que se derramd en el desastre del buque Exxon Valdéx entre
Alaska y Canada en marzo 24 de 1989 (Atlas y Bartha, 1998). De 1986-
1998 el pais contd con un registro de 920 ataques contra la infraestructura
petrolera (Tabla 2). De 1989-2001, 844 de ellos solo en el oleoducto Cafio
Limoén Covenas, debido a ataques por grupos al margen de la ley (Tabla 3),
perjudicando a los ecosistemas y las fuentes de produccién vy
abastecimiento de las comunidades aledafas al oleoducto y regiones por
donde este transita (ECOPETROL, 2001).

Como consecuencia de los atentados contra los oleoductos, se ha
visto en la necesidad de adelantar trabajos de remediacion en los sitios
afectados por los derrames, debido a la contaminacion cronica sostenida de
las areas afectadas, al control inadecuado de los derrames y a la poca
atencion de los problemas causados por el acceso, orden publico, costos,
etc (ECOPETROL, 1998-1999). Actualmente, estos atentados le han
costado al pais ~ 149 mil millones de ddlares, mientras que se han dejado
de producir 121 mil millones de ddlares; y se han derramado 2.8 millones
de barriles, teniendo en cuenta que la produccion diaria Nacional es de

~600 mil barriles (ECOPETROL, 2001; 2003).
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Tabla 2. Estadisticas de los atentados contra los oleoductos en Colombia
entre 1986-1998

Infraestructura afectada No. de atentados
Oleoducto Cafio Limén-Covenas 575
Oleoducto Colombia 73
Oleoducto Trasandino 151
Oleoducto Central 4
Otra infraestructura 117
TOTAL 920

Fuente: ECOPETROL (1998-1999).

Tabla 3. Estadisticas por atentados al oleoducto Cano Limén—Covefias
Periodo 1989-2001

Afo No Causa Natural Crudo derramado
atentados (KBLS)
1989 28 74.6
1990 23 100.0
1991 60 176.2
1992 62 156.8
1993 38 1 107.8
1994 45 142.4
1995 46 134.3
1996 47 1 105.6
1997 64 1 200.9
1998 77 1 251.0
1999 79 0 211.4
2000 96 2 284 .4
2001 170 3 400.1
Subtotal 835 9 23455
Total 844 9 23455

Fuente: ECOPETROL, 2001, KBLS: Kilo barriles.
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2.5 Remediacion de suelos contaminados con TPHs

Existen diferentes tratamientos para la recuperacion de suelos
contaminados con HCs, dentro de los cuales encontramos los fisicos,
quimicos y los biolégicos (Ewies et al., 1999). Cada uno de los cuales
presenta ventajas y desventajas, y en ocasiones, lo mas rapido y rentable
consiste en una combinacién de los sistemas o tratamientos (Leahy y
Colwell, 1990).

En el momento de seleccionar el sistema adecuado para un proceso
de remediacién de suelos; es necesario llevar a cabo, una evaluacion
completa del lugar, en donde se registren datos fisicos y bioldgicos,
incluyendo su hidrogeologia, composicién del suelo, conocimiento de la
densidad microbiana, y consideraciones de tipo climatolégico (Levin y

Gealt, 1997).

2.5.1 Tratamientos fisicos

Los tratamientos fisicos se caracterizan principalmente por emplear
operaciones unitarias como el drenado, secado, filtracidn, separacion
petréleo-agua y extraccion con solventes para recuperar algun subproducto
que tenga un valor comercial (Gaudy y Gaudy, 1980; Vidali, 2001). Estas
técnicas, pueden presentar algunas desventajas ya que transfieren el
contaminante de un lugar a otro, generando un mayor problema ambiental,
y en algunos casos se pueden crear subproductos mas toxicos que el

mismo contaminante (Ordofiez, 1998).

18



2.5.2 Tratamientos quimicos

Estos tratamientos, se basan en reacciones de oxido-reduccion de
compuestos organicos, que se llevan a acabo por medio de la adicién de
un agente quimico (p.e., hidréxido de sodio, cal, cenizas, surfactantes, etc)
que permitan fijar, estabilizar y/o solidificar componentes toxicos (Levin y
Gealt, 1997). Estos métodos logran reducir y neutralizar los componentes
para que puedan manejarse y disponerse con mayor facilidad (Ritmman y
Mc Carty, 2001).

Los surfactantes, son productos a base de detergentes que han sido
empleados con el objeto de hacer un lavado del suelo y asi separar los HCs
de la matriz (suelo, sedimento o agua) a un costo considerable. Los
surfactantes sintéticos frecuentemente aplicados en el lavado de suelos,
debido a su alta solubilidad, movilizan contaminantes organicos adsorbidos
o absorbidos al suelo. Sin ambargo, algunos tipos de surfactantes pueden
llegar a inhibir la actividad microbiolégica sobre las moléculas del

contaminante (Hamme et al., 2003).

2.5.3 Tratamientos biolégicos

Los tratamientos biolégicos consisten en la estimulaciéon de los
microorganismos con capacidad degradadora, con el objeto de recuperar
ambientes contaminados (Avila, 1999). Se puede favorecer la actividad de
los microorganismos nativos o introducir nuevas especies; mejorando las
condiciones edaficas, afadiendo nutrientes (N y P), agua, AE (Oy) o

modificando algunas veces el pH. En la biodegradacién, estos
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microorganismos transforman los contaminantes (organicos e inorganicos)
mediante diversas reacciones metabdlicas (Ewies et al., 1999, Hurst et al.,

1997).

2.6 Biorremediacion de ambientes contaminados por TPHs

El objetivo principal de los procesos de biorremediacion es el de
acelerar la degradacién total o parcial del contaminante organico, logrando
asi disminuir su toxicidad, movilidad e impacto ambiental terrestre y
acuatico (Bragg et al., 1994). La biorremediaciéon se aplica a cualquier
sistema (suelo o aguas) o proceso en el que se empleen métodos
bioldégicos para transformar o fijar contaminantes (Eweis et al., 1999). La
biorremediacion utiliza los microorganismos (bacterias, protozoos vy
hongos), plantas o enzimas vegetales y/o microbianas para eliminar
contaminantes (Atlas y Bartha, 1987).

La tasa de biorremediacion depende de la interaccion entre los
factores del medio ambiente (p.e., pH, actividad del agua, temperatura, AE,
nutrientes y estructura del suelo), el numero y tipo de microorganismos
presentes, concentracion del contaminante y la estructura quimica del

contaminante a biodegradar (Atlas, 1988; Bitton, 2002).

2.6.1 Factores que afectan el proceso de biorremediacién
La biodegradacion de TPHs es afectada por las condiciones
ambientales y por tal motivo es indispensable tenerlas en cuenta para que

la actividad de los microorganismos degradadores sea la mas eficiente
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(Atlas y Bartha, 1987; Leahy y Colwell, 1990; Cleves y Sandoval, 2001).
Dentro de los factores que mas pueden llegar a limitar un proceso de
biodegradacion se encuentran: la temperatura, el pH, AE, humedad y

nutrientes (Atlas y Bartha, 2001)

2.6.1.1 Temperatura

El metabolismo de los microorganismos, actividad enzimatica y
celular dependen directamente de la temperatura (Ordofiez, 1998; Hamme
et al.,, 2003); asi mismo, esta influye en los cambios estructurales vy
quimicos del petroleo. A bajas temperaturas, la viscosidad del petroleo
incrementa, mientras que la volatilidad de los HCs téxicos de bajo peso
molecular se reduce retrasando los procesos de biodegradacion (Atlas,
1988; Avila, 1999).

Aunque la biodegradacion de los TPHs puede ocurrir en un amplio
rango de temperatura, la tasa de biodegradacion generalmente decrece con
un descenso de la temperatura (Levin y Gealt, 1999; Zhu et al., 2001). La
temperatura 6ptima para la biodegradacion y mineralizacién de los HCs se
encuentra en un rango aproximado de 30-40°C en suelos, de 20-30°C en
ambientes de agua dulce, y de 15-20°C en ambientes marinos (Atlas,
1996). Aunque se han reportado estudios de biorremediacion a bajas
temperaturas en suelos alpinos y aguas subterraneas por debajo de los

10°C (Marguessin y Schinner, 1997a; 1997b; 2001; Coulon y Delille, 2003).
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2.6.1.2 pH

El pH del suelo es importante para la actividad enzimatica, nutrientes
y desarrollo de los microorganismos degradadores de HCs, siendo los mas
adecuados para los microorganismos durante un proceso de
biorremediacién los comprendidos en un intervalo de pH entre 5.5-8.0
(Ritter y Scarborought, 1995; Ercoli et al., 2001; Marguessin et al., 2003).
Condiciones altamente acidas o alcalinas pueden llegar a inhibir la actividad
microbiana, sin embargo, se han reportado numeroso estudios de
biorremediacion de HCs en condiciones extremas de T° y pH (Stapleton et

al., 1998; Eweis et al., 1999; Marguesin y Schinner, 1997a, 2001).

El pH del suelo afecta la disponibilidad del fésforo (P) dependiendo
de este parametro, una parte del P disuelto reacciona con el Fe y Al
(acidéz) o con Ca (basico) formando sales insolubles, por tal motivo solo
una pequeia fraccidbn de este elemento quedara disponible para los
microorganismos. El P restante que se encuentra en forma sdlida sera
solubilizado a medida que disminuya la concentracion de P disuelto. A un
pH entre 3-5 se presenta una minima solubilidad de fésforo, a un pH de 5.5
mucho del P esta quimicamente unido al Fe y AL, a un pH de 6 empieza la
precipitacion como fosfato calcio, y a pH mayores de 6.5 se forman sales
de calcio insolubles por lo que el P no es disponible para los
microorganismos, incluso puede formarse apatita la cual es muy insoluble

(Silvia et al., 1998; PEMEX, 2000; Ercoli et al., 2001).

Durante la degradacion de HCs, la formacion de compuestos

intermediarios acidos puede variar las condiciones del pH del sitio
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generando consecuencias negativas sobre el metabolismo microbiano
(Leahy y Colwell, 1997; Hamme et al., 2003). Por este motivo, en algunas
ocasiones es necesario realizar un control y ajuste de pH durante el
proceso de biorremediciacion por medio de la aplicacion de cal. Sin
embargo, el ajuste de pH debe hacerse de acuerdo a las caracteristicas del
suelo tales como: textura, conductividad y contenido de arcillas. Cuando el
pH es modificado algunos elementos pueden hacerse mas tdxicos en un
rango de pH diferente, asi mismo, los microorganismos nativos pueden
verse afectados ya que estan adaptados a las condiciones del sitio,

incluyendo los bajos valores de pH (Kastner et al., 1998).

2.6.1.3 Aceptores de electrones.

El metabolismo microbiano se puede realizar en forma aerdbica o
anaerobica (Brock et al., 2003).La presencia de AE como el oxigeno (Oy),
nitrato (NO3’), hierro (Fe*®) y sulfato (SO42) son indispensables para la
oxidacion de los HCs presentes en el ambiente contaminado (Leahy y
Colwell, 1990). Las condiciones aerdbicas son generalmente consideradas
como las mas favorables para la degradacion de HCs en el ambiente;
puesto que las vias de degradacién tanto para HCs saturados y aromaticos
involucran muchas veces la accion de oxigenasas (Atlas y Bartha, 1987),
estas enzimas catalizan la transferencia de O, a un determinado compuesto
organico (Brock et al., 2003). Los nitratos y sulfatos pueden servir como AE,
pero el O, es el que se utiliza con mayor frecuencia debido a que este

proporciona un mayor rendimiento energético y permite degradar un mayor
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rango de compuestos (Eweis et al., 1999; Atlas y Bartha, 1987; Vidali,
2001).

En el caso de suelos superficiales, se puede conseguir la
oxigenacion mediante un drenaje adecuado, por medio de compresores,
volteos mecanicos o manuales en donde se suministra el oxigeno requerido
en la zona vadosa. Los espacios porosos llenos de aire, facilitan la difusion
del oxigeno, mientras que en un suelo saturado la difusién es
extremadamente lenta (Silvia et al., 1998). Concentraciones elevadas de
residuos organicos en descomposicién crean una demanda de oxigeno muy
alta en los suelos, y la velocidad de difusiéon pueden llegar a ser un factor
limitante, incluso en suelos bien drenados y de textura ligera (Atlas, 1981;

Avila, 1999).

2.6.1.4 Nutrientes

Los nutrientes son sustancias quimicas necesarias para el desarrollo
de los microorganismos, los cuales se dividen en 2 grupos: los
macronutrientes (carbono, fosforo, nitrégeno) y los micronutrientes o
elementos minoritarios (Zinc: Zn, Boro: Bo, Molibdeno: Mb, hierro: Fe,
Cloro: Cl y Cobre: Cu) (Levin y Gealt, 1997; Vidali, 2001). Los macro y
micronutrientes son necesarios para el metabolismo microbiano,
incorporacion en la biomasa y actividad metabolica (Brock et al., 2003).

La fuente de carbono es requerida para producir compuestos
celulares, productos metabdlicos y biomasa (Rittman y McCarty, 2001) y la

fuente de fésforo interviene en la formacién de compuestos energéticos en
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la célula (p.e., ATP y ADP). De otra parte, los oligolelementos constituyen
un conjunto variado de elementos que se encuentran en muy bajas
cantidades en el suelo (Ercoli et al., 2001). Las formas preferidas de los
microorganismos para asimilar el nitrégeno son el amonio (NH4"), seguido
del nitrato (NO3); y para el fésforo la forma preferida es el fosfato (PO,™)
(Marguessin et al., 2000; Haines et al., 2002).

Los nutrientes son regularmente asimilados desde un numero
limitado de estados elementales (organicos e inorganicos) en el ambiente y
por lo tanto, la cantidad de nutrientes presentes y el estado de los mismos
son importantes para llevar a cabo un proceso de biodegradacion (Eweis et
al., 1999). Dependiendo de las concentraciones de C, N y P en el ambiente
contaminado las relaciones de los macronutrientes que son necesarias de
adicionar, pueden variar significativamente durante el proceso de
biorremediacién (Marguessin y Schinner, 1997a; Marguessin et al., 2000;
2003). A menos, que se lleven a cabo pruebas de laboratorio para
encontrar las concentraciones Optimas de C:N:P necesaria para la
degradacion de HCs, se puede emplear una relacion general (p.e.,
100:10:1), la cual ha sido reportada como optima en algunos procesos de
biorremediaciéon; aunque han sido reportadas otro tipos de concentraciones
por algunos autores (Tabla 4) (Song y Bartha, 1990; Margesin y Schinner,
1997a, 1997b; Avila, 1999; Cunningham y Philp, 2000). Sin embargo, el tipo
de nutriente 6ptimo y sus concentraciones varian de acuerdo a las
propiedades del suelo y las condiciones ambientales especificas de cada

sitio (Atlas, 1981; Atlas y Bartha, 2001).
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Tabla 4. Relaciones empleadas de C:N:P durante los procesos de

biorremediacién de HCs

Relacién C:N:P Tipo de nutriente Referencia
100:2:0,4 NH4H2-PO4 Genes y Consenti, 1993
100:10:2 NH4NO;3- KoHPO,4 Song y Bartha, 1990;

FIC (NPK) Marguessin y Schinner, 1997a;
Marguessin et al., 2000
100:10:1 NHsNO3-KH,PO4 Flathman, et al, 1995.
Calabrese, et al, 1993.
Margesin y Schinner, 1997b.
Avila, 1999.

Fuente: Eweis et al., 1999.

Cuando ocurre un derrame de petréleo en el ambiente el carbono
incrementa dramaticamente, y la disponibilidad de nitrogeno y fosforo
generalmente empiezan a ser un factor limitante en la degradacion de HCs
(Atlas y Bartha, 1981; Atlas, 1988; Leahy y Colwell, 1990). Por esta razon,
macronutrientes como el nitrogeno, fosforo y potasio son necesarios en el
metabolismo microbiano para su incorporacion en la biomasa y actividad
metabdlica (Ritmman y Mc Carty, 2001). La adicion de nutrientes en forma
de fertilizantes organicos e inorganicos, suplen las necesidades fisiologicas
de los microorganismos nativos presentes en el area contaminada dando
como resultado la degradacion del contaminante (Reynolds et al., 1997).

La mayor eficiencia de los procesos de biorremediacion se consigue
empleando diferentes tipos de nutrientes: solubles en agua, granulares vy
oleofilicos; los cuales traen ciertas ventajas y desventajas al ser aplicados
en ambientes contaminados por HC; su efectividad depende de las
caracteristicas del ambiente contaminado (Zhu et al., 2001).

El empleo de fertilizantes para estimular la biodegradacion de HCs

en ambientes naturales es una estrategia reciente (~1970). En muchos
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proyectos se han empleado procesos de bioestimulacion (adicion de
nutrientes, AE) en suelos y aguas contaminadas por TPH. La adicion de
nutrientes, especialmente nitrébgeno y fésforo pueden estimular la
biodegradacion de los HCs, si no existen otro tipo de limitantes en el
ambiente, y si las condiciones ambientales son adecuadas para el
crecimiento y desarrollo de los microorganismos (p.e., pH, humedad, AE,
etc). Las SIS (KNO3, NHsNO3, (NH4), SO4 NaNO3) y otro tipo de nutrientes
organicos como la urea se caracterizan por poseer diferentes
composiciones (Tabla 5). El nitrato de amonio es un abono nitrogenado,
que ha sido empleado en diferentes procesos de remediacion de suelos
debido a su alto % de nitrégeno, facil manipulacion y alta efectividad

(Wrenn et al., 1994; Marguessin et al., 2000; Broock et al., 2001).

Tabla 5. Composicion porcentual media de fertilizantes quimicos
nitrogenados.
Fertilizante Formula % N total P,0Os K,O CaO MgO
guimico asimilable | soluble

en agua
Amoniaco NH; 82 - - - -
anhidrido
Soluciones NH,OH 20-25 - - - -
amoniacales
Nitrato NO3NH, 33.5-34.5 - - - -
amonico
Sulfato SO4(NH4), 20.5-21 - - - -
amonico
Nitrosulfato SO4(NH,)+ 26 - - - -
amonico NO3;NH,4
Nitrato (NO3).Ca 15.5 - - 28 -
calcico
Nitrato NOsNa 16 - - - -
sodico
Urea CO(NH,), 46 - - - -

Fuente: Suppo, 1996.
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Los FIC contienen diferentes proporciones de los elementos
primarios de N, P y K, y en muchas ocasiones llevan algunos tipos de
microelementos requeridos para el metabolismo microbiano (Cleves y
Sandoval, 2001). El contenido de cada elemento presente en el fertilizante
se expresa mediante una serie de 3 numeros, dados en el orden N:P:K. Asi
15:15:15 significa un contenido de 15 % de nitrégeno total (3.1% de
nitrbgeno amoniacal y 11.96% de nitrégeno organico): 15% de fdsforo
asimilable (P20s5): 15% de potasio soluble (K2O) suplementados con un 6%
de magnesio (MgO) y 6% de azufre (Suppo, 1996; Zhu et al., 2000; Cleves
y Sandoval, 2001).

Las concentraciones de N y P son limitantes en suelos, y la
aceleracion de la tasa de biodegradacion de petréleo crudo o gasolina en
suelos y aguas subterraneas por medio de la adicion de urea, fertilizantes
tipo NPK, nitrato de amonio y sales de fosfatos ha sido demostrada en
diferentes estudios (Leahy y Colwell, 1990; Wrenn et al., 1994; Zhu et al.,
2001; Timothy et al., 2001). Sin embargo, en algunos estudios no se han
observado diferencias significativas en las tasas de biodegradacién entre
los controles y los tratamientos, los cuales han recibido diferentes tipos de
nutrientes, debido a la presencia de condiciones ambientales adversas
tales como: bajas concentraciones de microorganismos degradadores, pH
extremos, bajos porcentajes de humedad, entre otros (Hambrick et al; 1980;
Wrenn et al ., 1994; Marguessin y Schinner, 1997a; Marguessin et al., 2000;

Cleves y Sandoval, 2001).
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2.6.1.5 Humedad

La humedad del suelo tiene un importante efecto en la actividad
microbiana (Silvia et al., 1998; Atlas y Bartha, 2001). La presencia de agua
es necesaria ya que, los microorganismos toman el carbono organico, los
nutrientes inorganicos y los aceptores de electrones, necesarios para el
crecimiento microbiano, de la fase liquida (Ewies et al., 1999). Por lo tanto,
el agua debe estar en contacto con el contaminante y estar presente en
cantidades necesarias que permitan un Optimo desarrollo de las
comunidades bacterianas (Avila, 1999).

El agua es el principal componente del protoplasma bacteriano, y es
ademas un medio de transporte a través del cual los compuestos organicos
y nutrientes son movilizados hasta el interior de las células, y los productos
metabolizados salen al exterior de la célula. El contenido agua-suelo influye
en el transporte de AEs, en la solubilidad de los constituyentes del suelo y
en el pH (Levin y Gealt, 1997). Poca humedad en el suelo da como
resultado zonas secas y por tanto baja actividad de los microorganismos.
Sin embargo, demasiada humedad inhibe el intercambio de gases y da
como resultado el desarrollo de zonas anaerobias (Ordofiez, 1997).

La degradacion de HCs en el ambiente puede verse limitado por la
disponibilidad de agua (Hurst et al., 1997). La aireacioén y la humedad estan
directamente relacionadas debido a que el espacio de poro no se llena con
agua si no con gas. La atmodsfera en el interior del suelo generalmente
contiene mas didxido de carbono y menos oxigeno que la atmadsfera sobre

el suelo como consecuencia de la respiracion de los microorganismos y
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raices de las plantas, esto unido a la dificultad de movimiento del gas en el
interior de los pequefios poros. Muchas bacterias aerobias trabajan u
operan Optimamente a niveles de humedad entre el 50-75% de la
capacidad de campo (Sanchez et al., 1997; Hamme et al., 2003).

El contenido 6ptimo de humedad se mide con relacion a la capacidad
de campo de suelo; la cual se refiere a la humedad de un suelo que se ha
saturado con agua y dejado de drenar libremente durante 24 horas (Lopez
y Lopez, 1990). Los suelos de texturas gruesas drenan facilimente,
generalmente tienen una capacidad de campo superior a los suelos de
texturas mas finas. La capacidad de campo de un suelo arenosos puede
ser tan baja como un 5% peso seco, comparado con un 30% de un suelo
arcillosos peso seco (EPA, 1993). Para mantener el nivel necesario de
humedad, el agua se aplica mediante diferentes formas de riego,

incluyendo sistemas de aspersién y de goteo (Eweis et al., 1999).

2.6.1.6 Estructura y tipo de suelo.

Debido a que el proceso de biorremediacién es dependiente del
transporte de oxigeno y de los nutrientes a través del suelo contaminado,
este debe ser en lo posible homogéneo y permeable (Ordofiez, 1997). La
heterogeneidad puede dar lugar a tratamientos incompletos debido a que
los nutrientes y el oxigeno fluiran preferencialmente a través de las areas
permeables. Los suelos de baja permeabilidad disminuyen el flujo de
nutrientes y de oxigeno, incrementando el tiempo requerido para el

tratamiento de biorremediacién (Levin y Gealt, 1997).
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Las propiedades que mas influyen en un proceso de biorremediacion
son: el tamafo de la particula, la porosidad, la humedad, estado de
aireacion, composicion quimica, fraccion de arcilla, capacidad de
intercambio de cationes y materia organica (Gary y Duffi, 2000). En suelos
arcillosos, donde el tamafio de la particula es demasiado pequeno,
predomina el tamafio de poro mas reducido, a diferencia que en suelos
arenosos en donde este es mayor. El agua se mueve mas rapido a través
de los poros de gran tamano, reteniendo muy poca agua, por lo tanto, los
suelos de grano grueso drenan rapidamente (Ewies et al., 1999). EIl
contenido de arcilla esta correlacionado con la humedad, y puede dificultar
el proceso de homogenizacion y aireacién del terreno contaminado, area
superficial especifica, capacidad de intercambio catiénico influyendo en la

adsorcion de los iones (PEMEX, 2000).

2.6.1.7 Presencia de microorganismos

La concentracion y composicion de la comunidad microbiana y la
tasa de degradacién del contaminante estd influenciada por factores
ambientales, factores de sustratos y factores microbiologicos (Ritmman vy
McCarty, 2001). Entre los factores microbiolégicos se encuentra la
presencia de microorganismos con rutas para biodegradacion del
compuesto de interés, la aclimatacién de las poblaciones microbianas vy
factores ecologicos (Hohener et al., 1998).

La densidad de los microorganimos en el suelo es un factor

fundamental en el proceso de biorremediacion (EPA, 2000). Para el caso
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del tratamiento de suelos contaminados con HCs se requiere una
concentracion minima de microorganismos degradadores especifcos de
10°-10* UFC/gsuelo seco y de microorganismos degradadores de 10%-10°
UFC/gsuelo seco (Ercoli et al., 2001; Marguessin 2003). La fraccién de la
comunidad total heterotrofica representada por bacterias y hongos
degradadores de HCs es altamente variable y se han reportado rangos
para hongos entre el 6 al 82% y para bactertias de 0.13 a 50% (Mishra et al

2001).

2.7 Técnicas de biorremediacion de suelos contaminados con HCs.

Las técnicas de biorrermediacién son empleadas para incrementar la
tasa de biodegradacién microbiana (Hohener et al., 1998; Atlas y Batha,
2001); y pueden ser aplicadas in situ (en el lugar), la cual involucra
procesos de bioestimulacion, como la adicion de nutrientes y AE vy la
biorremediacion ex situ (fuera del lugar), en donde se realiza una
excavaciéon del suelo contaminado e incluye técnicas como los
biorreactores, la biolabranza, el compostaje y las biopilas, cuya diferencia
fundamental radica en la forma de aireacién (Hurst et al., 1997; Rtitmman y
Mc Carty, 2001). Ambos tratamientos constituyen una combinaciéon de
procesos y actividades biolégicas y no biologicas y dependen de factores
como la zona, tipo de contaminante y nivel de concentracion del
contaminante en el suelo (Levin y Gealt, 1997).

La biorremediacion ex-situ, es una técnica aplicable para terrenos

pequenos, cuando se desea una rapida limpieza del sitio contaminado, o
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cuando existe una alta contaminaciéon por compuestos organicos (Leavy y
Cowell, 1999). Un tratamiento in situ se ve afectado por las restricciones
locales, regulaciones del estado, densidad poblacional o por otras causas
que impidan su aplicacion. Cuando esto ocurre, el residuo peligroso y el
suelo o agua contaminada son llevados a otra parte para su tratamiento ex

situ (Aguilar et al., 1998).

2.7.1 Bioaumentacion

La bioaumentacion es una técnica ampliamente usada a partir de los
afnos 70 que consiste en la aplicacion o inoculacién de microorganismos
nativos, comerciales o mejorados genéticamente capaces de degradar el
contaminante presente (Wrenn et al.,, 1994; Hurst et al., 1997). Los
microorganismos son cultivados y adaptados para reforzar su capacidad
degradadora del contaminante (Mishra et al., 2001).

Generalmente la bioaumentacion es implementada cuando la
concentracion del contaminante es toxica para la microflora nativa, cuando
la concentracion de microorganismos nativos es relativamente baja, o
cuando el ambiente inhibe a los microorganismos nativos encargados del

proceso de biorremediacion (Hurst et al., 1997).

2.7.2 Bioestimulacion.
La bioestimulacién consiste en una modificacion de las condiciones
ambientales suministrando algun factor limitante que este restringiendo la

velocidad de crecimiento microbiano y el metabolismo de la sustancia
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contaminante (Atlas, 1988). Estas modificaciones ambientales, permiten
una rapida reproduccién de los microorganismos y la incorporacion de los
nutrientes a los componentes de la celula para la asimilacion y sintesis de
nuevo material celular (Eweis et al., 1999).

La adicion de nutrientes (macroelementos o microelementos) en
forma de fertilizantes organicos o inorganicos suplen las necesidades
fisioloégicas de los microorganismos, dando como resultado la eliminacion
total o parcial del contaminante (Reynolds et al., 1997). Para que la
bioestimulacion funcione es necesario que el compuesto no sea
recalcitrante, y que los microorganismos tengan la capacidad genética y
fisiolégica suficiente como para su degradacién (Ritmman y McCarty,
2001).

En general, han sido muchos los estudios que han utilizado procesos
de bioestimulacién con el objeto de acelerar las tasas de biodegradacion en
suelos contaminados con HCs, en la mayoria de ellos se logré incrementar
la actividad de biodegradacion con el uso de los fertilizantes (Dibble y
Bartha, 1979; Song y Bartha, 1990; Song et al., 1990; Marguessin et al.,
2000; Marguessin y Schinner, 2001; Broock et al., 2001; Coulon y Delille,

2003; Yerushalmi et al., 2003).

2.7.3 Bioventilacion
Es una técnica de bioestimulacién, en la cual se inyecta aire
(oxigeno) en una zona contaminada, bien sea por infiltracion o inyeccién de

aire (empleando bombas o distribuidores), estimulando asi el incremento de
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la actividad degradadora de la poblacién microbiana del suelo (Eweis et al.,
1999). Adicionalmente, la salida del aire del suelo aprovecha la naturaleza
volatil de algunos compuestos presentes en la mezcla para volatilizar los

compuestos de bajo peso molecular. (Ritter y Scarborought, 1995).

2.7.4 Biolabranza

Dentro de los diferentes procesos existentes para la biorremediacion
de suelos contaminados con petroleo se encuentra la técnica de
biolabranza, siendo una de las alternativas que permite reducir altas
concentraciones de TPHs en un lapso de tiempo razonable y a muy bajo
costo (Tabla 6) (Eweis et al., 1999; Ordofez, 1998). Esta técnica consiste
en incorporar suelos, sedimentos, lodos contaminados a la superficie del
suelo en una delgada capa, estimulando los microorganismos nativos,
mediante la aireacién, adicién de nutrientes y humedad (Reynolds et al
1997; Rittman y McCarty, 2001). Durante la implementacién de la
biolabranza es necesario controlar parametros como el requerimiento de
nitrégeno, fésforo, presencia AE (p.e., Oz) mediante un volteo periddico,
humedad, pH, tipo de suelo, solubilidad y concentracién de HCs (Atlas y

Bartha, 1987; Cleves y Sandoval, 2001; Roldan, 2001).
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Tabla 6. Ventajas y desventajas de la biolabranza.

Ventajas

Desventajas

Disefio e implementacion sencillos

Requiere grandes areas de terreno
para su implementacion

El tiempo del tratamiento es | Se puede generar polvo y vapores
relativamente corto bajo condiciones | durante el proceso de
optimas implementacion

Bajo consumo de energia, asegura | Reduccion de  concentraciones

un completo proceso de aireacion
de la mezcla

mayores del 95% y menores de 0.1
ppm son dificiles de lograr

Permite la reutilizacion del suelo
para el cultivo de plantas.

La presencia de concentraciones
significativas de metales pesados

puede llegar a inhibir el crecimiento
microbiano.

Fuente: ECOPETROL, 1999.

La biolabranza ha sido empleada de manera exitosa desde hace
varios afos para el control y disposicidon de lodos aceitosos y otros residuos
provenientes de la refinacion y extraccion de petréleo. Adicionalmente, se
han realizado estudios en donde se ha utilizado esta técnica evaluandose
diferentes factores limitantes que pueden llegar a afectar el rendimiento de
un proceso de biorremediacion (Dible y Bartha, 1979; Reynolds et al., 1997;
Cunningham y Philp, 2000; Cleves y Sandoval, 2001)

2.8 Meétodos empleados para el monitoreo de los procesos de
biorremediacion de TPHs
2.8.1 Recuento en placa de microorganismos

El recuento en placa es una técnica tradicional que cuantifica el
numero de bacterias presentes (microorganismos totales, bacterias,
hongos) capaces de crecer sobre un medio sdélido que posee un

determinado tipo de nutrientes y sustratos (Elsas y Smalla, 1997). El

método se fundamenta en el desarrollo de colonias visibles, las cuales son
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contadas para dar una estimacidon de la concentracion de microorganismos
presentes en la muestra (Hurst. et al., 1997; ASM, 1996; Standard Methods,
1995). Varios factores determinan la eficacia del método: uso de un medio y
sustrato adecuado, temperatura, tiempo de incubacion adecuados y
correcta preparacion de las diluciones (Hurst et al., 1997; Zhu et al., 2001).
El recuento en placa de microorganismos es usado frecuentemente
para cuantificar el numero de heterotrofos totales y provee una medida
sobre la viabilidad microbiana total, adicionalmente esta técnica puede ser
empleada para proporcionar una determinacion mas precisa sobre la
concentracion de microorganismos que presentan la capacidad metabdlica
para degradar diferentes HCs (alifaticos y aromaticos) (Hurst. et al, 1997;
Haines et al., 1996). La distribucion, el tipo y el nUmero de microorganismos
presentes en el area contaminada ayuda a realizar una caracterizacion del
ambiente contaminado con respecto a la edad y concentracién del
contaminante (Cerniglia et al., 1980). El empleo de medios adicionados con
diferentes tipos de HCs como fuente de carbono y energia han sido
empleados en diferentes estudios para determinar el crecimiento y actividad
microbiana en muestras contaminadas con TPHs (Song y Bartha, 1990;

Marguessin, 1997a, b; Marquez et al., 2000; Marguessin et al 2000).

2.8.2 Técnica del numero mas probable (NMP).
La técnica del NMP ha sido empleada para determinar la
concentracion de bacterias que presentan la capacidad metabdlica para

degradar HCs (Brown y Braddock, 1990). El método esta basado en la
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hipétesis de que una celula puede producir un cambio detectable en el
medio (p.e., cambio de color, presencia de turbidez). De igual forma se
asume que los microorganismos son distribuidos homogéneamente en la
muestra y el NMP sigue una distribucion de Poisson (Long et al., 1995).

El crecimiento se da en un medio liquido mineral (caldo Bushnell
Haas BH) (Anexo L) enriquecido con HCs que suministra la fuente de
carbono y energia para el crecimiento de la poblaciéon microbiana (Haines
et al., 1996). Para confirmar la presencia o ausencia de microorganismos
metabodlicamente activos se emplea un indicador  violeta
lodonitrotetrazolium (INT); este compuesto compite con el oxigeno por los
electrones de la cadena respiratoria, reduciéndose a un compuesto
insoluble de color rojo (Haines et al., 1996).

Numerosos estudios han utilizado el metodo de NMP para estimar la
densidad de microorganismos degradadores de HCs en soluciones
acuosas y muestras de suelo, comparando diferentes fuentes de HCs (p.e.,
Kerosene, ACPM y crudo), utilizando placas de 24, 60 y 96 pozos (Brown y
Braddock, 1995; Cunningham y Philp, 2000; Cleves y Sandoval, 2001;
Roldan, 2002). De esta manera, se ha demostrado que la técnica de NMP
es una herramienta valida y confiable para la determinacion de la
concentracion de bacterias degradadoras de HCs y para el monitoreo de

los procesos de biorremediacion.
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2.8.3 Cuantificacion de TPHs en suelos

La cuantificacion de los TPHs presentes en el suelo permite verificar
la disminucidén de estos en el tiempo durante el proceso de biorremediacion
(Zhu et al., 2001). Para la seleccion del método analitico se debe tener en
cuenta el tipo de contaminante y tipo de suelo. Adicionalmente se tiene en
cuenta su costo, la facilidad de ejecucion del método y la rapidez en la
obtencion de los resultados (Simonton, 1998). En muchos casos estos HCs
se encuentran en una mezcla de compuestos, los cuales pueden ser
analizados en conjunto como TPH, grasas o aceites o por métodos que
indiguen compuestos individuales: benceno, tolueno, etilbenceno y xileno
(BTEX) y PAH (Huesemann, 1995).

El analisis de los TPHs contaminantes en suelos, generalmente
comprenden una extraccion de la matriz, separacion de los componentes,
limpieza (para remocion de interferencias) y finalmente se realiza una
deteccién (p.e., gravimetria, espectofometria, cromatografia de gases)
(Weisman, 1998). La extraccion puede llevarse a acabo por fase de vapor,
desorpcion térmica o a través de diferentes tipos solventes organicos,
teniendo en cuenta la naturaleza del contaminante y la polaridad del
solvente seleccionado (p.e., Soxhlet, sonicacion, agitacibn mecanica)

(Madsen, 1997).

2.8.3.1 Determinaciéon de TPHs
La cuantificacion de TPHs se realiza con el fin de determinar la
cantidad total de HCs presentes en el medio ambiente (suelo y agua)

(Gustafson, 1998). El analisis de TPH por si solo no es un indicador directo
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de toxicidad, debido a que solo indican la presencia de contaminaciéon sin
determinar el compuesto especifico que cause mayor riesgo toxicologico y
ambiental. Por esta razéon no son empleados para estimar riesgos
asociados con la salud humana, para lo cual se podrian determinar los
compuestos de manera individual (p.e., PAH o BTEX) (Douglas et al.,
1991). Sin embargo, por muchos anos, los TPH han sido empleados como
un indicador de toxicidad por agencias regulatorias (p.e., EPA, ASTDR)
(Weisman, 1998).

La concentracion de TPHs no puede ser utilizado para identificar la
toxicidad para los organismos vivos (Weisman, 1998). La medida de TPH
se usa para determinar si existe algun riesgo potencial, estudiar la
severidad del problema (concentracién de HCs), determinar y evaluar la
efectividad de un proceso de biorremediacién (Weisman, 1998; Zhu et al.,
2001). Los métodos utilizados para la cuantificacion incluyen
espectrometria infrarroja (IR) método 418.1 (EPA, 1992), cromatografia de
gases (GC) método 8015B (EPA, 1986), gravimetria: método 9071 (EPA,
1994), sonicacion: método 3550/3550B (EPA, 1998), método D-5831
(ASTM, 1995) e inmunoensayos método 4030 (EPA, 1994) (Weisman,
1998; Trussell et al., 1992).

La seleccion de los métodos de screening para la determinaciéon y
cuantificacion de TPHSs, tiene en cuenta diferentes aspectos: costo, facilidad
de ejecucioén, rapidéz en la obtencion de los resultados y confiabilidad en
cuanto a la precision y exactitud del analisis. El método de EAMG

(Schawab et al., 1999; EPA, 1994) y el método D-5831 (ASTM, 1995), son
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métodos ampliamente aprobados para cuantificar TPHs, debido a la
simplicidad y bajo costo de las técnicas, adicionalmente permiten el analisis
de grandes volumenes de muestras y permiten una alta eficiencia en los
procesos de extraccion de las muestras (Sorini et al., 1997; Weisman,
1998; Schawab et al., 1999).

El método 418.1 (EPA, 1992) es uno de los métodos analiticos mas
empleados en el monitoreo de diferentes proceso de biorremedicién, y es
ademas exigido por algunas agencias regulatorias (p.e., EPA, ASTDR).
Este método provee informacion acerca la concentracion de TPHs en el
medio ambiente (p.e., arena contaminada, suelos, sedimentos), pero no
proporciona informacién acerca de la composicion de la mezcla de HC. La
cantidad de TPHs determinado por este método, depende de la capacidad
del solvente para extraer el HC del medio ambiente y de la absorcion hacia
la luz infrarroja (IR) presente en el extracto. Este método puede detectar
compuestos organicos tales como acidos humicos, los cuales podrian
interferir en la lectura.

El método gravimetrico 9071 (EPA, 1994), es un método simple,
rapido y confiable, ampliamente utilizado, que cuantifica bajas
concentraciones de TPHs por medio de un proceso de extraccion por
Soxhlet (u otro tipo de extraccion) empleando diferentes tipos de solventes
(p.e., hexano, DCM, acetona) y un subsecuente analisis gravimetrico que
permite determinar la concentracion de TPHs (mgTPH/Kgps). Este método
presenta algunas ventajas y desventajas, las cuales radican basicamente

en el proceso de extraccion por Soxhlet (Tabla 7).
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Por tal motivo, existen en la actualidad 2 grupos principales de
métodos de extraccion de TPH en muestras de suelos y aguas, y que en
algunos casos sirven como una alternativa para otro tipo de procedimientos
de extraccion (p.e., Soxhlet) que se caracterizan por tener diversas
desventajas (Tabla 7). Para su seleccion se debe tener en cuenta ell tipo de
muestra a analizar y el presupuesto que se tenga para realizar el proceso
de extraccion. El primero de ellos es para compuestos volatiles (p.e., Purga
y retencion, headspace) y el segundo es para compuestos semivolatiles
(agitacion mecanica: AM, el cual puede ser usado tambien para
compuestos volatiles, sonicacion, fluido supercritico y fluidos subcriticos)
(Weisman, 1998; Schawab et al, 1999)

Tabla 7. Ventajas y desventajas del proceso de extraccién por Soxhlet y

determinacién gravimetrica, metodo 9071 (EPA, 1994).

Ventajas

Desventajas

Es un método sencillo y economico

Requiere de largos periodos de
extraccion (mas de 24 h)

Permite la extraccion de
compuestos érganicos volatiles y no
volatiles de diferentes matrices de
suelos

La muestra de suelo permanece
estatica, limitando el contacto entre
la matriz del suelo y el solvente

Cuantifica bajas concentraciones de
TPHSs. Los limites de deteccion son
de 5-10 mg/L en agua y de 50
mg/Kg en suelos

No es recomendado para cuantificar
TPHs que se volatilizan a
temperaturas por debajo de 70-85°C

Es un método recomendado para
cuantificar TPHs de muestras de
suelos, lodos y muestras que
contengan componentes de alto PM

Los altos contenidos de humedad
en las muestras de suelo, aumentan
la variabilidad de las submuestras

Puede ocasionar la pérdida de
compuestos volatiles y requiere de
grandes volumenes de solventes

Fuente: Weisman, 1998; Zhu et al., 2001
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El método de AM o shaking y vortex, es un método simple y eficiente
de extraccién, empleado para la separacion de compuestos volatiles (HCs)
de muestras de suelo (Weisman, 1998). Aunque puede presentar algunas
interferencias y variar su eficiencia dependiendo del tipo de suelo (Tabla 8)

(Weisman, 1998., Huesemann, 1995).

Tabla 8. Ventajas y desventajas del proceso de extraccion por AM (shaking

y vortex).

Ventajas Desventajas

Asegura un total contacto del | Alta variabilidad en la eficiencia de
solvente con la fase sdlida, |la extraccion dependiendo del tipo
incrementando su eficiencia de | de suelo

extraccion (empleando varios ciclos
de extraccion).

Requiere una baja cantidad de | Puede resultar costoso
solventes organicos en comparacion | dependiendo del numero de ciclos
con otros tipos de extraccion. de extraccion que se emplen

Requiere equipos e instrumentos
relativamente simples.

Permite la extraccion de varias
muestras al mismo tiempo y su
periodo de extraccién es de ~ 4
horas

Fuente: Weisman, 1998; Schawab et al., 1999.

El método D-5831 (ASTM, 1995), se caracteriza por ser un método
que permite el analisis de varias muestras por dia (30 muestras x dia;
10min/muestra), es un método economico y de facil ejecucion (Sorini et al.,
1997). Adicionalmente, esta técnica ha sido empleado en otros estudios de
biorremediacion, en donde se ha demostrado que es una herramiento util y
confiable para el monitoreo de ambientes contaminados con TPHs (Sorini

et al.,, 1997; Cleves y Sandoval, 2001; Roldan 2002). En este método se
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utiliza isopropanol como solvente, el cual permite la extraccién en un corto
periodo de tiempo (3min/muestra). Este método ha sido empleado en
suelos ricos en materia érganica, los cuales frecuentemente presentan

algunos tipos de interferencias (Sorini et al., 1997; ASTM, 1995).
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3 JUSTIFICACION

A pesar de los recientes avances tecnoldgicos, muchos derrames
accidentales de TPHs y de diferentes productos de refineria ocurren
durante los procesos de embarque y desembarque. Adicionalmente cierta
cantidad de petroleo es vertido a los ecosistemas terrestres como
consecuencia de diversas actividades de rutina como la extraccion,
transporte, almacenamiento, refinamiento y distribucion (Eweis et al., 1999).

Colombia es el cuarto pais productor de crudo en América Latina.
Sin embargo, en lo corrido del afio 2004, el pais ha llegado a perder su
autosuficiencia, a causa de la ausencia de nuevos hallazgos de pozos
petroleros debido a las condiciones adversas de seguridad que operan en
las diferentes multinacionales encargadas de llevar a cabo estos
procedimientos (ECOPETROL, 2004). A esto se le suma la perdida de ~400
mil barriles anuales de petroleo (para el afio 2003) a causa de las continuas
voladuras de las tuberias de conduccion de petroleo; generando serios
problemas ambientales para los ecosistemas (terrestres y acuaticos), y
econdmicos para las compaiiias.

A partir del aumento de areas contaminadas con TPHSs, es necesario
buscar y aplicar tratamientos que proporcionen soluciones ambientalmente
seguras, efectivas y econdmicas para la remediacion de suelos afectados
por derrames de petroleo. Dentro de estos tratamientos encontramos la
biorremediacion; la cual es considerada como una alternativa econémica y

efectiva que permite la degradacion total o parcial del compuesto érganico,

45



disminuyendo su toxicidad, movilidad e impacto ambiental (Bragg et al.,
1994; Bitton, 2002).

La biodegradacion de TPHs por poblaciones nativas de
microorganismos constituye uno de los principales mecanismos para la
eliminacién de TPHs del medio ambiente (Atlas y Bartha, 1998). Sin
embargo, la tasa de degradacion puede verse afectada por diferentes
parametros bioldgicos (numero y especies de microorganismos presentes)
y ambientales (p.e., pH, temperatura, humedad, presencia de nutrientes y
AE) (Ordofiez, 1998; Marguesin y Shinner, 1997; Marguesin et al., 2000).
Por esta razon puede ser necesario incrementar la tasa de biodegradacion
por parte de los microorganismos nativos y reducir el tiempo requerido para
llevar a cabo el proceso de biodegradacién por medio del suministro de
factores limitantes a través de la implementacion de dos estrategias
generales; la bioestimulacion y bioaumentacion (Walter et al., 1997; Ercoli
et al., 2001).

Numerosos estudios han evaluado el efecto de la bioestimulacion en
suelos contaminados con TPHs por medio de la adicion de nutrientes tales
como: urea, fosfatos, SIS y FIC, con el objeto de lograr una degradacién
rapida y eficaz de los contaminantes (Dibble y Bartha, 1979., Reynolds et al
1997., Marguesin et al., 2000; Brook et al.,, 2001). Sin embargo, la
comparacion entre el uso de SIS y FIC no ha sido evaluado en suelos
Colombianos desconociéndose que tipos de fertilizantes presentan mayor
disponibilidad por parte de los microorganismos encargados de llevar a

cabo el proceso de biodegradacion.
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Las investigaciones realizadas en Colombia en este campo se han
centrado principalmente en el tratamiento de residuos aceitosos y aguas
residuales generadas por la industria de petréleo Instituto Colombiano de
petroleos ICP, ECOPETROL, Universidad de los Andes: CIMIC; PUJ:
USBA) (Vives, 1994; Quijano y Quiza, 2000; Cleves y Sandoval, 2001;
Maldonado, 2004) y en el aislamiento de microorganismos degradadores de
TPHs para su utilizacion en zonas contaminadas con HCs (Vives, 1994;
Espitia, 2002). Adicionalmente, existe poca informacién acerca de la
ecologia, aislamiento e identificacibn de microorganismos nativos
encargados de llevar a cabo el proceso de biodegradacién, la evaluacién
del efecto de la adicidon de nutrientes, AE, al igual que la implementacion y
estandarizaciéon de métodos analiticos sencillos, rapidos, econdémicos vy
confiables para la evaluacién y cuantificacion de TPHs.

Por lo tanto es necesario realizar investigaciones que permitan
conocer el papel de los microorganismos nativos en la biodegradacion de
TPHs y evaluar el efecto de la bioestimulacion sobre los procesos de
remediacion en suelos contaminados por derrames de petréleo, por medio
de la técnica de biolabranza. Este tipo de estudios permitira implementar a
largo plazo este proceso con un mayor rigor cientifico; bajo condiciones
econdmicamente factibles en diversas regiones de nuestro pais afectadas
por derrames de petréleo.

De igual manera, se tendra un mejor conocimiento acerca de los
diversos parametros ambientales que influyen durante los procesos de

biorremediacion, y de la diversidad microbiana de organismos nativos con
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capacidades degradadoras y su potencial uso biotecnolégico en el
tratamiento de suelos contaminados con TPHs. Los microorganismos
aislados podran ser empleados en un futuro mediante técnicas de
bioaumentaciéon en campo con el objeto de lograr un mayor rendimiento en
el proceso de biolabranza.

Durante este estudio se evaluo el efecto de la adicion de nutrientes
en forma de SIS y FIC en el proceso de remediacion de suelos
contaminados por TPHs bajo condiciones de Ilaboratorio utilizando
mesocosmos mediante la técnica de biolabranza. El proceso de
biorremediacion fue evaluado a través de analisis microbiolégicos (recuento
total de microorganismos heterétrofos, NMP para degradadores de HCs y
caracterizacion bioquimica de los degradadores) y fisicoquimicos
(concentraciones de nutrientes, pH y porcentaje de humedad). Finalmente,
se evaluaron y compararon 2 métodos analiticos para la cuantificacion de

TPHs.
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4 OBJETIVOS
4.1 Objetivo General
Evaluar el efecto del proceso de bioestimulacion (adicion de
nutrientes) en la biodegradacion de TPHs en un suelo contaminado con

petroleo.

4.2 Objetivos especificos
e Evaluar y comparar el uso de FIC y SIS en suelos contaminados con

petréleo durante el proceso de biodegradacion de HCs.

e Poner a punto el método de EAMG (Schawab et al., 1999; EPA, 1994) y
compararla con el método D 5831 (ASTM, 1995) para la evaluacion de
TPHs durante el proceso de remediacion de suelos contaminados con

petroleo.

e Correlacionar los factores fisicoquimicos (pH, humedad, nitratos, amonio

y fésforo) y microbioldgicos (heterétrofos y degradadores de HCs), en

los diferentes tratamientos evaluados.

e Cuantificar y caracterizar microorganismos nativos del suelo con

capacidad degradadora de HCs durante el estudio.
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5 MATERIALES Y METODOS

Durante el estudio se evalud el efecto de la adicién de nutrientes
(nitrégeno y fosforo) en la biodegradaciéon de TPHs, empleando la técnica
de biolabranza (Landfarming) utilizando mesocosmos. El proceso se evalué
en un suelo que fué contaminado intencionalmente con crudo. Se
compararon 2 tratamientos; la adicién de SIS y FIC, y se utilizaron 2
controles durante el estudio; control relativo y control abiético (n=3). Los
tratamientos y los controles, fueron ubicados y dispuestos en doce
mesocosmos, localizados en el invernadero de la PUJ, Facultad de
Ciencias. Se realizaron 5 eventos de muestreo durante 127 dias en los
cuales se llevaron a cabo mediciones de parametros fisicoquimicos
(concentracion de TPHs, analisis de nutrientes, pH, porcentaje de
humedad). Para la determinacion de TPHs se evaluaron y compararon 2
métodos analiticos durante el estudio. El método estandar para la
evaluacion de combustibles en suelos D 5831 (ASTM, 1995) y el método de
EAMG (Schawab et al., 1999; EPA, 1994). Igualmente, se determinaron
parametros microbioldgicos (recuento en placa de heterétrofos y
degradadores de HCs por la técnica de numero mas probable) y se aislaron

y caracterizaron los microorganismos degradadores de HCs.

5.1 Localizacién del area de estudio.
El estudio fué realizado en el invernadero de la Facultad de Ciencias
de la PUJ (Bogotd). El invernadero ofrecié caracteristicas tanto fisicas (facil

acceso y optima infraestructura: mesones, presencia de piso, suministro de
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agua, entre otros) y ambientales (temperatura: 20-27°C, disponibilidad de
agua para los tratamientos y luz), adecuadas para el montaje de los
mesocosmos. Los analisis fisicoquimicos y microbiolégicos fueron

realizados en el laboratorio de USBA de la PUJ.

5.2 Descripcion y recoleccion del suelo.

Con el objeto de determinar algunas caracteristicas fisico-quimicas y
granulométricas se realizé un analisis preliminar al suelo empleado durante
el estudio antes de la adicién de los HCs. Los analisis fueron llevados a
cabo en el laboratorio analitico de referencia del Instituto Geografico
Agustin Codazzi (IGAC). El suelo fué obtenido de la estacién experimental
finca San Javier de la PUJ (Zipaquira-Cundinamarca); adicionalmente el
suelo se seleccion6 ya que no habia recibido ningun tipo de contaminacién
previa con HCs (Roldan, 2003).

Para la recoleccion del suelo se removi6 la capa vegetal (~15 cm),
por medio de un descapote manual. Para realizar la caracterizacion inicial
del suelo y determinacion de su densidad, se tomaron 4 muestras
aleatorias de suelo de ~ 500 g y 2 terrones de suelo empleando espatulas
metalicas. Las muestras fueron colocadas en bolsas plasticas resellables
(Multinitta®), debidamente rotuladas y transportadas a los laboratorios de
USBA e IGAC para el desarrollo de analisis fisicoquimicos vy
microbiolégicos (Tabla 9). Los resultados obtenidos fueron usados para
comparar y validar las técnicas fisicoquimicas realizadas en el laboratorio

de USBA y conocer las caracteristicas propias de este suelo. Los recuentos
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microbiolégicos fueron realizados con el objeto de cuantificar y evaluar la

poblacion microbiana inicial presente en el suelo sin adicion de HCs.

Tabla 9. Caracterizacion inicial del suelo sin HC utilizado durante el estudio

PUJ IGAC
Recuento de Heterotrofos totales | Nitrégeno total: NTK Kjendal 4500 Nog
(ASM, 1986). (IGAC, 1979).

(Wrein y Venosa, 1996; Haines,

NMP para degradadores de HCs.

Materia organica Walkliey Black (IGAC,
1979) (Calcinacion — 500°C).

1996).
% humedad y peso seco (Anexo | Densidad aparente (Terron y/o Cilindro)
T). (IGAC, 1979).

Fésforo disponible (método No

Fésforo asimilable (Bray Il)y

521(HACH, 1994) cuantificacion colorimétrica (IGAC,

1979)

N-NO; método No 366 (HACH,
1994)

Nitratos extraccion con KCI 1N,
destilacion Kjeldalh y titulacidn
potenciometrica (IGAC, 1979)

N-NH;" método 391(HACH, Amonio extraccion con KCI 1N,

1994) destilacion Kjeldalh (IGAC, 1979).
pH método 9045¢c(EPA, 1995) Relacion suelo:agua (1:1) (p/v) (IGAC,
(Anexo R). 1994).

El suelo fué transportado a la PUJ para el montaje de los
mesocosmos, este se tomdé empleando palas a una profundidad de + 20
cm. Se recolectaron ~ 13 bultos de suelo con una capacidad ~ 50 Kg, para
un total ~ 650 Kg de suelo requeridos para el montaje del estudio. Cada
mesocosmo considerado como unidad experimental (UE) requeria ~ 52 Kg
de suelo. El suelo fué colocado sobre una superficie cubierta con un
plastico de calibre grueso (8 mm) en donde se realiz6 su
acondicionamiento, previo a la adicion del petréleo. El acondicionamiento
consistié en el humedecimiento y volteo del suelo. El volteo se realizé

~ durante 2 horas, hasta lograr una consistencia relativamente uniforme y

homogénea, debido a la heterogeneidad presente en el suelo. El suelo fue
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tapado con el plastico hasta el dia siguiente en el que se realiz6 la mezcla

con el petrdleo.

5.2.1 Preparacion de la mezcla suelo: petroleo.

Se utilizaron ~24 L de crudo tipo Castilla (12° API) (ECOPETROL)
para contaminar ~650 Kg de suelo, para obtener una concentracion
~20.000 mgTPH/Kgps.(Anexo A). Esta concentracion fue seleccionada
porque generalmente cuando ocurren derrames accidentales de crudo la
contaminacion de TPHs se encuentra por encima de los 15.000 mg/Kgps
(Dibble y Bartha, 1979; Wrenn et al., 1994; Reynolds et al., 1997; Towsend
et al., 2000). El calculo fue realizado teniendo en cuenta la densidad del
suelo (1.1 g/cm®), la cantidad total de suelo a contaminar (~ 650 Kg) vy la
dimensién de los mesocosmos (48.000 cm®) (Anexo A).

La adicién del petréleo al suelo se realizd6 manualmente dividiendo el
suelo en cuatro grupos, los cuales fueron contaminados con ~ 6 L de crudo.
Posteriormente se mezclé todo el suelo tratando de destruir los grumos
presentes y alcanzar una mayor homogeneidad en la mezcla. Para simular
el proceso de intemperizacion la mezcla se homogenizé por volteo manual
durante 1 semana (Towsend et al., 2000). El proceso de intemperizacion
ocurre en la naturaleza y causa la volatilizacion de los HCs de bajo peso
molecular que poseen una alta toxicidad (Leahy y Cowell, 1990).
Adicionalmente, el suelo fué tamizado empleando costales de fique con el

objeto de disminuir la variabilidad en el tamafo de las particulas de suelo y
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para permitir una mayor aireacion durante el proceso de biorremediacion

(Figura 1).

&

Figura 1. Proceso de tamizaje del suelo por medio de costales de fique,

para el ensamblaje de los mesocosmos.

5.2.2 Montaje de los mesocosmos

La mezcla suelo:petroleo se distribuyd en mesocosmos (cajas de
polietileno de alta densidad (60 X 40 X 25 cm) hasta alcanzar una altura de
~15 cm. Este material fué seleccionado por su baja permeabilidad y minima
absorcion de HCs (Marguessin et al., 2000; 2003). Los 12 mesocosmos
fueron ubicados en el invernadero de la PUJ sobre un mesén de cemento,

separados unos de otros (~20 cm) a lo largo de la estructura (Figura 2).
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Figura 2. Distribucion de los mesocosmos en el invernadero. Facultad de
Ciencias-PUJ.

5.3 Evaluacion de las condiciones iniciales del estudio

Con el objetivo de evaluar las condiciones iniciales de la mezcla, se
tomaron 4 muestras aleatorias de 200 g a una profundidad de ~0.8 cm. Dos
de las muestras fueron enviadas a un laboratorio analitico de referencia
(PRODICOM, LIDA) para la determinacion de la concentracién de TPHs por
deteccidon infrarroja Método 4030 (EPA, 1996). Las muestras fueron
colocadas en bolsas herméticas resellables y se rotularon adecuadamente
(fecha y hora de recoleccién, procedencia, analisis a realizar, tratamiento,
EM y numero de UE). Posteriormente fueron transportadas en nevera
portatii bajo condiciones de refrigeracion (~4-8°C); Las dos muestras
restantes fueron transportadas al laboratorio de USBA para la realizacion
de los siguientes analisis: TPHs por el método D-5831 (ASTM, 1995) y por

el método EAMG (Schawab et al., 1999; EPA, 1994), nitrato, amonio y
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fésforo (HACH, 1994; 1998). Los analisis de nutrientes fueron usados para
establecer y ajustar las relaciones de C:N:P (100:10:1), ya que esta relacién
ha sido reportada como eficiente en numerosos estudios de
biorremediacién (Calabrese et al., 1993; Marguesin y Shinner, 1997, 2003a,
Reynolds et al., 1997, Cleves y Sandoval, 2001). Adicionalmente se
determinaron: pH, % de humedad, peso seco, recuento de heterétrofos y
degradadores de HCs por los métodos mencionados anteriormente en el
numeral 5.2.

La humedad del suelo fue evaluada con el objeto de determinar la
cantidad de agua necesaria durante el proceso de biorremediacion, debido
a que este parametro puede llegar a ser un factor limitante durante dicho
proceso (Cleves y Sandoval, 2001). Para esto se realiz6 un calculo
aproximado de la capacidad de campo adicionando diferentes cantidades
de agua: 10, 30, 40, 60, 80 y 100 mL a 500 cm® de suelo. Se establecié que
30 mL de agua eran suficientes para saturar el suelo. De acuerdo a la
dimensién de la superficie del mesocosmo (0.036 m®) se determind que
eran necesarios ~ 2L de agua por cada UE, dos veces por semana (Anexo

B).

5.4 Disefio experimental

Para evaluar el efecto de la adicion de nutrientes (nitrogeno y
fésforo) en la biodegradacion de TPH en el suelo contaminado con HCs, se
empleo un disefio de bloques completamente aleatorio. Durante el estudio

se evaluaron 2 controles: control absoluto (abidtico) y control relativo (AN) y
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2 tratamientos FIC y SIS cada uno por triplicado (n=3). El proceso de
biorremediacion fue evaluado durante 127 d con 5 eventos de muestreo
(EM), ~25 dias (Tabla 10). En cada EM, se tomaron 2 muestras aleatorias
(n=2) por cada UE, para un total de 6 muestras por tratamiento/EM. A cada
muestra se le realizé andlisis fisicoquimicos (nutrientes, % humedad y peso
seco, pH y TPHs) y microbiolégicos (recuento de heterétrofos vy

degradadores de HCs).

Tabla 10. Eventos y dias de muestreo durante el estudio.

Evento de Dias de
muestreo muestreo
0

28

63

99

127

QB WIN—~

5.5 Descripcidn de los tratamientos

Con base en las concentraciones observadas de nutrientes: nitrato,
amonio y fosforo (12.04+2.8, 4.50+3.7 vy 30.82+0.2 mg/Kgps,
respectivamente) y el balance de masas obtenido en los analisis
preliminares de la mezcla suelo: petroleo, se ajusto la concentracion a una
relacion de C:N:P 100:10:1. La adicidon de los tratamientos se realiz6 al
inicio del estudio y en la mitad (dia 63) (50:50%) para generar un aporte
equitativo en el tiempo de nitrégeno y fésforo (Bragg et al., 1994;

Marguessin y Schinner, 1997; Marguessin et al., 2000, 2003).
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5.5.1 Control absoluto (abidtico).

El control abiético del estudio (T1) fue considerado como el control
absoluto del estudio. Se empled el esterilizante para suelos Basamid®,
BASF (Anexo C). Este compuesto fué seleccionado por su alta efectividad y
baja toxicidad en el ambiente. Adicionalmente, los compuestos que se
derivan del Basamid no son persistentes en el medio ambiente y su
degradacion es relativamente rapida (1-2 semanas) (BASF, 2000). La
concentracion de Basamid® utilizada y el modo de aplicacion se realizé
segun recomendaciones de la casa comercial (BASF), adicionando 70 g de
Basamid® por m? (Anexo D) (Sarate, 2003). Antes de la adicién del
Basamid®, el suelo fue humedecido (40-50% de la capacidad de campo)
durante 5 dias. Se adicionaron ~17 g del esterilizante sobre el area (0.24
m?) de cada UE. El Basamid® fue esparcido y homogenizado de manera
uniforme, empleando equipo de proteccion adecuado sobre la superficie
previamente humedecida (Fritsch y Huber, 1995). Las UEs fueron tapadas

con un plastico para evitar la evaporacion del ingrediente activo (Dazomet).

5.5.2 Control relativo
El control relativo (T2) contenia la mezcla suelo: petréleo para

evaluar efectos del volteo manual.
5.5.3 Adicion del FIC

Para evaluar el efecto del FIC (tratamiento 3) se adicioné triple

quince (15:15:15, C:N:P) marca Fergon® (Anexo E). Este fertilizante se
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selecciond porque ha sido utilizado en diferentes estudios de
biorremediacion de suelos, es econdmico, de facil adquisicion y manejo
(Belloso et al., 1998; Cleves y Sandoval, 2001; Marguesin y Shinner 1997,
2001).

Los analisis preliminares de la mezcla suelo: petréleo indicaron una
concentracion de ~21,500 mgTPH/Kges ¥y 2,129 mg N/Kgps, El balance de
masas indicé que era necesario adicionar ~ 40.0 g de N por UE (Anexo F).
El FIC fue aplicado en 2 EM, dia 0 y 63 (50:50%). Debido a que la
presentacion del triple quince es en forma de granulos secos y de acuerdo
a las instrucciones de la casa comercial este fué disuelto en agua antes de
su aplicacion. 134 g de FIC fueron adicionados en 1 Lt de agua agitando la
solucion con plancha magnética durante 1 h para obtener una mezcla
homogénea. Finalmente, la solucion fue dispersada uniformemente en la

mezcla suelo: petroleo.

5.5.4 Adicion de SIS

El tratamiento 4 (T4) evalud la adicion de nutrientes en forma de
SIS: NH4sNO3; (Mol Labs) como fuente de nitrogeno y KoHPO,4 (JT Baker)
como fuente de fésforo y potasio (Wrenn et al., 1994; Marguessin et al
2000).

De acuerdo a la cantidad de N necesarios (~ 40.0 g de N) se calculo
la cantidad requerida de NH4sNO3 por UE, que fué de ~114 g (Anexo G). Al
igual que el FIC, las SIS fueron adicionadas a un 50% de la relacion al

inicio del estudio (dia 0) y en la mitad del estudio (dia 63) 50:50. La solucion
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se preparo en 1 Lt de agua destilada con agitacion en plancha magnética
durante 1 h. Con base en la relacion escogida fue necesario adicionar ~201
mgP/Kgps por cada UE. Finalmente se determind que se requerian ~21.3 g
de KoHPO4 por cada UE, teniendo en cuenta la cantidad de suelo (18,66
Kgps) necesitado por mesocosmo; las SIS se mezclaron en 1 Lt de agua
destilada. El procedimiento se repiti6 por cada una de las UEs

seleccionadas aleatoriamente para este tratamiento (Tabla 11).

Tabla 11. Composicion de los tratamientos utilizados durante Ia

bioestimulacion.

Tratamiento UE Sales Fertilizante | Basamid G®
inorganicas 15:15:15 (9/UE)
(9/UE) (9/UE)

T1 1 2 3 - -

T2 2 3 - - 17

T3 1 2 3 57 NH4NO;3 - -
10.7 KoHPO,

T4 1 2 3 - -67

Adicion al 50% de la relacién C:N:P, en los dias 0 y 63.

5.6 Aireacién de los mesocosmos

Durante el metabolismo aerobio de los compuestos organicos
oxidados, las bacterias utilizan el oxigeno (O;) como aceptor final de
electrones, por lo que resulta de gran importancia su suministro durante la
biorremediacion (Eweis et al., 1999). Para la biodegradacién de HCs, la
manera mas rapida, efectiva y econdmica para generar el aporte de
oxigeno es mediante las actividades como el arado, volteo mecanico o
manual y el trillado (Acosta et al., 1995; Ordofiez, 1998). El proceso de

aireacion de los mesocosmos se realizd 2 veces por semana por volteos
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manuales, empleando palas de jardineria metalicas, con el fin de garantizar

el oxigeno necesario para el metabolismo de los microorganismos, ademas

de generar una mayor uniformidad a la mezcla (Figura 3).

Figura 3. Proceso de volteo manual realizado en los mesocosmos.

5.7 Seguimiento fisicoquimico y microbioldégico de los tratamientos
5.7.1 Recoleccion y manipulacion de muestras

En cada evento de muestreo (EM) se tomaron 2 muestras
compuestas aleatorias (n=2) por UE; utilizando una cuadricula de muestreo
(10 x 10 cm) (Figura 4). Cada cuadrante se enumero de 1 hasta 24, y
seleccionaron aleatoriamente 3 cuadrantes por muestra compuesta.
Durante el procedimiento se utiliz6 guantes de latex desechables, y las
muestras se tomaron con espatulas metalicas, previamente limpiadas con
isopropanol al 60% evitando de esta manera contaminacion cruzada. Se

tomaron ~250 g de muestra, los cuales se depositaron en bolsas plasticas
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resellables (Multinitta ®).Cada muestra se rotuld como habia sido
previamente descrito (Figura 5). Durante cada EM se realizaron analisis
fisicoquimicos y microbioldgicos (Tablas 12y 13).

10 cm
1 2 3 4 5 6

10 cm

7 8 9 10 11 12
40 cm

13 14 15 16 17 18

19 20 21 22 23 24

60 cm

Figura 4. Cuadricula de muestreo utilizada en los mesocosmos.

Figura 5. Muestreo de los mesocosmos
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Tabla 12. Métodos de analisis fisico-quimicos realizados durante el estudio

DETERMINACION

METODO

% Humedad

(IGAC, 1994) (Anexo Q).

pH

Método 9045c EPA (Anexo R).

N-NO3" (mg/Kgps)

Método No. 366 HACH a 500 nm

(Anexo A).

N-NH," (mg/Kgps) Método No. 391 HACH 425 nm
(Anexo A).

P (mg/Kgps) Método No. 521 HACH 890 nm
(Anexo A).

TPH (mg/Kgps)

Método de extraccion por agitacion

mecanica (Schawab et al., 1999) y

determinacion gravimetrica método
9071 (EPA, 1994).

TPH (mg/Kgps)

ASTM D 5831-96

Tabla 13. Analisis microbiolégicos en suelo determinados durante el estudio

DETERMINACION

METODO

Determinacion de microorganismos
degradadores de HCs

Numero mas probable (NMP)
microorganismos degradadores de
HCs (Braddock y Brown, 1990;
Haines, 1996)

Recuento de heterotrofos

Recuento en agar infusion suelo
(ASM, 1986)

5.8 Meétodos empleados para el analisis y determinacion de TPHs en

suelos

Los TPHs describen una gran familia de cientos de compuestos

quimicos originados del petréleo crudo. Los TPHs comunmente, se refieren

a HCs de petréleo, HCs extractables o aceites y grasas; y estan definidos

de acuerdo al

(Weisman, 1998; Zhu et al., 2001).
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5.8.1 Método D-5831(ASTM, 1995) para la determinacion de combustibles
en suelos

Este método se emplea para la determinacion de compuestos
aromaticos de combustibles presentes en suelos. El método puede ser
usado para identificar la presencia de contaminacion o para realizar una
estimacion de la concentracién del combustible presente en el suelo, por
medio de la ecuacién obtenida en una curva de calibracién (ASTM, 1995;
Sorini et al., 1997). EI método de ASTM se seleccion6 por ser un método
sencillo, que permite el procesamiento de un gran numero de muestras por
dia (~ 30 muestras/dia), en un tiempo corto (~10 min/muestra), es efectivo
para la determinacion de TPHs en suelos ricos en materia organica, los
cuales comunmente presentan interferencias, y ademas por ser
relativamente econdémico (< $20.000 por muestra) (Sorini et al., 1997;
Roldan, 2002). Adicionalmente, este método ha resultado ser una
herramienta efectiva para la evaluacion y el seguimiento de diferentes
procesos de biodegradacion de HCs en suelos (Sorini et al., 1997; Cleves y
Sandoval, 2001; Roldan, 2002).

La técnica consiste en la extraccién de los HCs con isopropanol y
determinacion espectrofotométrica. La adicion de o6xido de calcio es
empleada para remover las interferencias de la humedad del suelo y los
acidos humicos presentes en la muestra que podrian causar falsos

positivos en los resultados (ASTM, 1995).
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Inicialmente, se realizd una curva de calibracion empleando petroleo
para contaminar el suelo (crudo Castilla, APl 12°) a partir de una solucién
inicial de 1,000 mg/L (solucion madre). Posteriormente se prepararon 5
soluciones estandares de: 10.0, 20.0, 50.0, 80.0 y 90.0 mg/L (n=2). Las
concentraciones de los estandares fueron seleccionados por estar dentro
del rango de 0.000 a 1.000 Unidades de Absorbancia (AU). El alcohol
isopropilico se empled para llevar el instrumento a cero (blanco reactivo).
Muestras cercanas a 1 AU fueron diluidas dentro del intervalo de
absorbancia, empleando isopropanol y la lectura fue corregida por el factor
de dilucién. La curva de calibracion se cre6 a partir de los estandares (mg/L
vs Absorbancia: Abs) y se utilizé para calcular la concentracion de TPHs
(mg/L) con relacién a los resultados obtenidos (Abs) de las muestras. La
concentracion obtenida en mg/mL fué multiplicada por un factor de 10 para
encontrar la concentracion en mg/Kg (ASTM, 1995). El factor de 10 se
empled debido a la relacién volumen de solvente (mL) / masa de suelo (Q):
50 mL de alcohol isopropilico: 5 g de suelo. Los resultados fueron
expresados como mg/Kg,s (Standard Methods, 2000)

Se colocaron 5 g de muestra de suelo en un frasco de vidrio de boca
ancha de ~125 mL, previamente pesado. Se afiadieron 5 g de Oxido de
calcio en polvo, grado reactivo (Sigma®; LIME) y se mezclaron con una
espatula metalica hasta obtener una mezcla completamente seca. El 6xido
de calcio fué secado previamente a 900°C en una mufla durante 12 h, y
almacenado en un desecador hasta su uso. 50 mL de alcohol isopropilico

(grado reactivo) (Mallinckrodi®) fueron adicionados a la mezcla, y se coloco
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una barra magnética (teflon®; VDRL) en la misma botella, para su posterior
agitacion en plancha magnética (Lab-line; Pyro-Magnestir) durante 3 min.
Después de ~5 min de sedimentacién, 10 mL de sobrenadante fueron
recolectados con una jeringa desechable, posteriormente este se filtrd
empleando cartuchos de politetrafluoroetileno (PTFE) de 0.45 um x 13 mm
(Millex ®; LCR). El extracto fue colocado en celdas de cuarzo de 1cm de
ancho, y medido a 254 nm en un espectrofotometro UV (Jenway 6405
UV/Vis).

Como parte del control de calidad, durante el estudio se evaluaron
blancos de laboratorio (BL) (isopropanol), soluciones estandares, arena sin
contaminar (ASC) previamente secadas en una mufla a 550° C durante 1 h
para eliminar la materia organica presente, arena contaminada con HCs
(AC), suelo organico (SO) y suelo organico contaminado (SOC). Estas
muestras fueron analizadas con el fin de determinar y comparar la
eficiencia de extraccion de los métodos, y detectar posibles interferencias
de materia organica presente. ElI BL permiti6 verificar posibles
interferencias causadas por los reactivos y materiales de vidrio utilizados
durante el analisis. El valor obtenido en AU, fué sustraido de los resultados
obtenidos para cada lote de muestras.

Los parametros de precision y exactitud de la técnica fueron
evaluados de acuerdo a los porcentajes de coeficientes de variacion (%CV)
y los porcentajes de recuperacién (% P) que se calcularon durante cada
evento de muestreo (EM). Se realizé un spike (adicion de una

concentracion conocida) por cada lote de corrida (~ cada 20 muestras). Los
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spikes se utilizaron para verificar que el % de P de la técnica estuviera en
un rango del 80-120% (ASTM, 1995). El spike fué utilizado a una
concentracion de 60,000 mgTPH/Kgys, que era de 2 a 3 veces la
concentracion esperada en la muestra (~ 20,000 mgTPH /Kgps). El % de P
fué calculado utilizando la siguiente ecuacion:

% P = (A — B/ Concentracion del spike) X 100.

A = Concentracion de mgTPH /Kg,s de de la muestra con spike.

B = Concentracion de mgTPH/Kgps de la muestra sin spike.

(Ecuacién No 1)

5.8.2 Método EAMG (Schawab et al., 1999; EPA, 1994) para la
determinacion de TPHs en suelos

Este método, permite la extracciéon de HCs de petroleos volatiles y
semivolatiles de suelos y sedimentos. La agitacion mecanica, asegura un
completo contacto del solvente con la fase sodlida, incrementando asi la
eficiencia de la extraccion (Schawab et al., 1999). Este método presenta
diferentes ventajas tales como: (a) es una técnica sencilla y eficiente para la
extraccion de HCs de petroleo de diferentes muestras de suelo, (b) asegura
un total contacto con la fase soélida, incrementando la eficiencia de la
extraccion si se emplean varios ciclos, (c) requiere equipos e instrumentos
relativamente simples (d) consume bajas cantidades de solventes
organicos y (e) el periodo de extraccion es corto ~3 h, en comparaciéon con

otros procesos (p.e., Soxhlet) (Schawab et al., 1999).
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Se peso 1.0 g de suelo en una balanza analitica (Mettler: AJ 150) y
se colocaron en un tubo de 50 mL (Corning). Se adicionaron 10 mL de una
mezcla diclorometano (DCM) grado reactivo (Mallinckrodt AR®) y acetona
(ACN) grado reactivo (Mallinckrodt AR ®) en proporcion 1:1. Esta mezcla
fué seleccionada porque permite una mayor eficiencia en el proceso de
extraccion de los TPHs (Schawab et al., 1999). La mezcla fué colocada en
una plataforma de agitacién orbital (Innova; modelo 2001) a 120 ciclos/min
por 30 min. Transcurrido este tiempo, los tubos fueron puestos en una
centrifuga (IEC Centra; MP-4R) a 1,054 rpm por 10 min. El sobrenadante
fue recogido en un frasco de vidrio de ~ 50 mL, y el pellet (muestra de
suelo) fue nuevamente resuspendido en 10 mL de la mezcla DCM: ACN
(Figura 6); el procedimiento se repitié 3 veces. El volumen final del extracto
se filtré con papel whatman No 40 (Ashless 125mm X 100) recubierto con 1
g de silica gel (Merck®, 20 mm) secada previamente durante 1 h en una
mufla a 250°C, el filtro fue colocado en un embudo de vidrio. El extracto
filtrado fue puesto en tubos de vidrio de 50 mL (Kimax ®) previamente
pesados (+ 0,0001g). Los tubos se colocaron en bafo Maria (Precision
Scientific) a una temperatura de 55 + 5° C, ~2 h hasta su completa
evaporacion. Los tubos se colocaron en un desecador ~2 h hasta alcanzar
un peso constante y los tubos fueron pesados nuevamente en una balanza
analitica (Mettler AJ 150). La concentracion de TPHs presente en las
muestras se obtuvo por la diferencia del peso del tubo antes y después de

la evaporacion (Ecuacion 2).
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Figura 6. Proceso de extraccion de TPHs del suelo contaminado, por el
método de EAMG (Schawab et al., 1999; EPA, 1994)

ganancia.en. peso.del.tubo(g) * {1000mg'|’PI—I}

mgTPH gTPH

kg, suelo ~

kg ,,suelo
peso.del.solido(g) * fracci()n.de.peso.seco(ps)*{ 95U }

1000g.suelo

(Ecuacién No 2).
Calculo de la fraccién de peso seco:

Se pesaron ~10.0 g de suelo y se secaron en un horno (UM
MEMMERT-300) durante toda la noche utilizando bandejas de aluminio a
una temperatura de 105 x 0.5°C. Transcurrido este tiempo se dej6 enfriar la
muestra en un desecador a peso constante para determinar la fraccion de

peso seco (Ecuacion 3).
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Peso de la muestra seca (g)
Fraccién de peso seco =

Peso de muestra humeda (g)
(Ecuacion No 3).

Durante esta parte del estudio se emplearon 2 tipos de blancos de
laboratorio para evaluar el control de calidad: (a) un BL y (b) un blanco de
laboratorio contaminado con petréleo (crudo Castilla) (BLC). ElI BL fue
preparado con arena libre de contaminacion, la cual se secé previamente
en una mufla a 550°C durante 1 hora asegurando la eliminacion de materia
organica presente. EI BLC se obtuvo contaminando el BL a una
concentracion de 40,000 mg/Kgps de petroleo (crudo Castilla).

Adicionalmente, se realizaron spikes del suelo contaminado utilizado
durante el estudio a una concentracion de 60,000 mgTPH/Kgps;
adicionando ~0.06 mg de petrdleo (crudo Castilla). El % de P fué obtenido
al dividir el peso incrementado de las muestras con el spike, por el cambio
de peso del blanco del spike, empleando la ecuaciéon No 1. Los % P fueron
considerados aceptables si el valor tedrico se encontraba dentro del rango

~ del 75% y 115% (EPA, 2000).

5.9 Analisis de nutrientes.
5.9.1 Analisis de nitratos (N-NO3").

Los analisis de nutrientes se realizaron en el laboratorio de USBA de
la PUJ. Previo al proceso de extraccion y analisis de nutrientes (nitratos,
amonio y fosfato), el suelo se sec6 en un horno (UMMEMMERT-300) a 60.0

+ 0.5 °C, durante toda la noche (HACH, 1994). Esto se realiz6 para
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transformar los resultados a peso seco (Kgps). El suelo fué tamizado a
través de una malla de 20 mm (HACH, No 18624-00) para obtener un
tamafo de particula uniforme, removiendo todos los fragmentos de rocas,
raices, tallos, etc. Se tomaron 4.2 g de suelo tamizado empleando una
cuchara graduada HACH No 17044-00 y se colocaron en una botella de 25
mL (HACH; No 18624-00), y se adicionaron 25 mL de agua desionizada.
Se anadieron ~ 0.02 g de polvo de extraccion de nitrato (HACH; No 14556-
46), y se agitaron durante ~30 s. El proceso de extraccién para la
determinacién de nitratos y amonio se realizd siguiendo el mismo

procedimiento HACH (1994) (Figura 7)

Figura 7. Proceso de extraccion en suelos para determinacion de nitratos y
amonio (HACH, 1994).

Para la cuantificacion de N-NOj3; se empled el método No 366
(A=500nm) (HACH, 1994) usando un espectofotometro (HACH DRL-2000)

(Anexo H). La intensidad de color rojo indicé la concentracion en mg/Kgps
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de N-NOj™ presente en la muestra (Figura 8). Para el control de calidad, se
corrieron blancos de laboratorio con agua desionizada para determinar
cualquier tipo de interferencia con los reactivos y/o materiales. El valor
obtenido del BL en AU, fue sustraido al valor obtenido en AU para ese lote

de muestras.

Figura 8. Determinacién de nitrato en muestras de suelo empleando el
método No 366 (A=500nm) (HACH, 1994).

Durante el analisis se realizaron pruebas de precision y exactitud
empleando estandares comerciales (HACH, 1998) y preparados en el
laboratorio (Standard Methods, 1995) (Anexo |) a una concentracion de 10
mg/L de N-NOgs,; este valor fue transformado a ~ 52 mg N-NO3/Kgps
determinando el factor de conversiéon (HACH, 1994). Para la determinacién
de la precision del método se prepard una solucion estandar de 10 mg/L, el

estandar fue analizado 5 veces (n=5) siguiendo el mismo procedimiento
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que para una muestra normal. La desviacion estandar (DS) obtenida se
comparé con una DS de + 2.3 mg N-NO3;/Kg, reportada por el método
(HACH, 1994; 1998). Para la evaluacion de la exactitud se utilizd el
estandar comercial de HACH (1994) de 10 mg/L de N-NOs3" y se prepard un
estandar en el laboratorio de 41 mg N-NO3/Kg. Los estandares leidos por
esta técnica deberia tener una concentracion de 44 mg N-NO3;/Kg. (HACH,

1994).

5.9.2 Determinacion de amonio (N-NH;")

La extraccion para la determinaciéon de amonio en suelo fué la misma
que la empleada para nitratos (HACH, 1994); la cuantificacion de N-NH4" se
realizé utilizando el método No. 391 (A=425 nm) (HACH, 1994) (Anexo H).
La intensidad de color amarillo en la muestra indicé la concentracion en mg
N-NH4"/Kgps.

Para el control de calidad, al igual que para la determinacion de
nitratos y fosfato; se corrieron BL con agua desionizada. El valor obtenido
del BL en AU, fue sustraido al valor obtenido en AU para ese lote de
muestras. Se determinaron parametros de precision y exactitud. Para la
evaluacion de la precision del método se prepard una solucidén estandar de
139 mg N-NH;*/Kg (Standard Methods, 1995) (Anexo |). El estandar fue
analizado siguiendo el mismo procedimiento que para la muestra de suelo,
pero se emplearon 25 mL de la solucion estandar en lugar de 1 mL del
extracto diluido (HACH, 1994). Este procedimiento se realizé 5 veces (n=5),

luego se evaluaron las desviaciones estandar obtenidas, se compararon
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con los reportados por el método (+ 1.4 mg N-NH3*/Kgps) (HACH 1994;
1998). Para la evaluacion de la exactitud se preparo una solucion de
estandar preparada en el laboratorio de 1 mg/L N-NHs", este valor fué
transformado a ~132 mg N-NH3;'/Kg utilizando el factor de conversion

(HACH, 1998).

5.9.3 Determinacion de fésforo (P)

Para la determinacion de P se empled el método de extraccion con
bicarbonato de sodio, el cual permite evaluar la fraccion de P disponible
presente en el suelo (HACH, 1998). Se colocé 1.0 g de suelo seco y
tamizado utilizando una cuchara graduada (HACH; No 510-00) en una
botella de 25 mL a la cual se le adicionaron 20 mL de agua desionizada.
Luego se agregaron ~ 0.9 g de extractante No 3 para suelos (HACH, No
14556-46). La botella fue tapada y agitada durante 30 s. Se adicionaron
~0.02 g de polvo de extraccion para nitrato (HACH, No 20441-68) y se agit6
nuevamente durante ~30 s.

Para la cuantificacion de fosfato se empleé el método
espectofotométrico No 531 a una longitud de onda de 890 nm (HACH, 1998
(Anexo H). Para el control de calidad se evaluaron parametros de precision
y exactitud. Se preparé una solucién una solucién de 16.3 mg/L de P
(Standard Methods, 2000) (Anexo G), El valor fué transformado a ~ 33
mgP/Kgps (HACH, 1998). El estandar fue analizado 5 veces (n=5) siguiendo
el mismo procedimiento que para una muestra. Se comparo la DS obtenida

con el valor reportado por el metodo (+ 0.3 mg/Kg de P) (HACH, 1994;
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1998). Para la evaluacion de la exactitud se tomaron 0.5 mL de la solucion
estandar de 16.3 mg/L de P en lugar de 5.0 mL del extracto, esto deberia

tener una lectura de 32.6 mg/Kg de P.

5.10 Analisis microbiolégicos.

Para el recuento de los microorganismos se empleo el método de
recuento en placa de heterétrofos totales en agar infusién suelo (ASM,
1986) (Anexo J) y el recuento de microorganismos degradadores de HCs
se realizo por el método de NMP en placas de 96 pozos con el indicador

INT (Haines, 1996; Wreinn y Venosa, 1995).

5.10.1 Preparacién y homogenizacion de las diluciones

Se diluyeron 10 g de suelo en 90 ml de agua bufferada estéril
(Standard Methods, 1995) (Anexo K) obteniendo una dilucién 10 ~'. La
mezcla se agitdé durante 30 min a 150 rpm en una plataforma de agitacion
orbital (Innova®), para lograr una mayor homogenizacion de la mezcla. La
agitacioén facilita el desprendimiento de los microorganismos de la matriz del
suelo (Towsend et al.,, 2000). A partir de esta dilucion se prepararon
diluciones seriadas hasta 107°. Este rango fue seleccionado debido a que
los recuentos preliminares de microorganismos heterétrofos realizados en

el suelo se encontraron dentro de este rango de dilucion.
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5.10.2 Recuento en superficie de microorganismos heterétrofos en placa.
El método de recuento en placa en superficie se emplea para la
recuperacion y conteo de microorganismos totales presentes en el suelo
(Hurst et al., 1997). El analisis de heterotrofos totales estima la poblacion
de microorganismos presentes en la muestra de suelo y se basa en la
diluciéon seriada de una muestra obteniendo colonias contables que son
expresadas como UFC/g,s (Standard Methods, 2000; Marguesin y
Schinner, 2001) El recuento se realiz6 a partir de los microorganismos
viables que son capaces de crecer en medio enriquecido (agar infusién
suelo, AIS) (ASM, 1984) (Anexo J) y formar colonias visibles (Figura 9).
Este medio suple las necesidades nutricionales que se encuentran
presentes en su habitat natural al ser preparado con el suelo de estudio. Se
inocularon 0.1 mL de las ultimas diluciones por duplicado y se llevo a

incubar a temperatura ambiente durante 7 d (ASM, 1984).

Figura 9. Colonias de microorganismos heterétrofos en AlS.
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5.10.3 Determinacion de microorganismos degradadores de HCs en placas
de 96 pozos por la técnica de NMP.

Para el desarrollo de esta técnica se utilizé un medio liquido mineral
(Caldo Bushnell Haas, BH) (Anexo L), enriquecido con HCs (ACPM)
(Fendipetroleo, Nacional). Para confirmar la presencia o ausencia de
microorganismos metabolicamente activos se utilizé el indicador violeta
lodonitrotetrazolium (INT) (Sigma®) (Anexo L). Este compuesto compite
con el oxigeno por los electrones de la cadena respiratoria, reduciéndose a
un compuesto insoluble de color de rosado-rojo, en caso de haber
metabolismo activo (Haines et al.,, 1996; Venosa and Wrenn, 1995). La
formacion de un precipitado del precipitado indica la reduccion del INT a
formazan insoluble (Haines et al., 1996).

Para el desarrollo de esta técnica se utilizaron placas de 96 pozos,
previamente esterilizadas con luz UV durante 1 h. En cada uno de los
pozos se agregaron 180 pL de caldo BH (Venosa y Wrenn, 1995), a
continuacion se adicion6 5 pL de ACPM como fuente de energia.
Finalmente cada uno de los pozos seleccionados fué inoculado con 20 pL
de las diluciones (10°-10°) del suelo preparadas previamente en agua
bufferada estéril realizandose 5 repeticiones por dilucién (n=5). En cada
placa se realizaron 3 controles: (a) control del medio (BH) para evaluar la
ausencia de fuentes de carbono y microorganismos contaminantes, (b) BH
con ACPM para evaluar la presencia de microorganismos contaminantes, y
(c) BH con la menor diluciéon confirmando que la unica fuente de carbono

del medio es el ACPM.
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Las placas fueron incubadas a temperatura ambiente durante 15d y
transcurrido este tiempo, a cada uno de los pozos se les adiciond 50 pL de
INT 3% (Anexo M) e incubado por 16 h (Haines et al., 1996). Después de la
incubacion, los pozos fueron evaluados y se realizé la lectura, tomando
como positivos los pozos que presentaron una coloracién roja-rosada,
producida por la reduccién del INT (Figura 10). La combinacion de pozos
positivos/negativos de las 5 diluciones realizadas se analizaron en el
programa Most Probable Number Calculator, versién 4.04, 1996 (Venosa y
Wrenn, 1995; Cleves y Sandoval, 2001) (Anexo N) y expresados como

NMP de microorganismos degradadores por gps.

Figura 10. Método de NMP para la determinacién de microorganismos

degradadores de HCs en placas de 96 pozos.

5.10.4 Aislamiento e identificacién de microorganismos degradadores.

Las bacterias degradadoras fueron aisladas de los pozos de las

diluciones mas altas que presentaron crecimiento en el NMP (Brown vy
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Braddock, 1990; Haines et al., 1996; Wrenn y Venosa, 1996). Estos pozos
fueron seleccionados porque existe una mayor densidad de
microorganismos degradadores de HCs. Las cepas fueron aisladas en un
medio minimo de sales (agar BH) (Marguessin et al., 2003).
Adicionalmente, se establecié una atmosfera saturada de HCs usando
sensidiscos humedecidos (papel whattman No 40) con 20 yL ACPM, los
cuales se ubicaron en la tapa de la caja de petri (Vives, 1994; Espitia, 2002;
Marguesin et al., 2003). Las cajas fueron incubadas durante 15 d a
temperatura ambiente. Posteriormente, se realizdé una seleccién macro y
microscopica de las colonias que presentaron caracteristicas similares. Una
vez se obtenia crecimiento y se habia realizado la seleccion de las
bacterias, las cepas se mantuvieron en agar nutritivo previo a su
identificacion bioquimica, utilizando las placas de no mas de 24 h de
crecimiento (Figura 11); los microorganismos fueron identificados mediante
pruebas bioquimicas BD BBL para gram-negativos (CRYSTAL™ comercial)

(Anexo O).
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Figura 11. Crecimiento de bacterias degradadoras de HCs en agar nutritivo;

antes de su identificacién bioquimica.

5.10.4.1 Preservacion de las cepas degradadoras de HCs.
Las cepas degradadoras de HCs aisladas y seleccionadas, fueron
conservadas en el laboratorio de USBA- PUJ a -70°C en medio liquido Skim

milk 10% (Difco), para ser empleadas en posteriores estudios.

5.11 Analisis estadistico

Inicialmente se realizd un test de Shapiro Wilk (Stadistics 8, 2003)
para determinar si los datos seguian una distribucién normal. Las variables
que no siguieron una distribucion normal (p<0.05) se normalizaron con
logaritmo en base 10. Posteriormente se realizé el analisis de los resultados
empleando un analisis de varianza (ANOVA). Por medio de esta técnica se

evalué la varianza total del conjunto de datos que se dividi6 en 4
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componentes (T1-T4); determinando las diferencias significativas entre
cada tratamiento y EM. El analisis de varianza fué soportado con un
analisis de comparaciones multiples de Sheefé para verificar que grupo de
tratamientos presentaron las diferencias. Finalmente, se realizé un analisis
de correlacion entre las variables medidas, las cuales fueron determinadas
por medio de correlaciones de Pearson para aquellos datos que siguieron
una distribucion normal o una correlacion de Sperman para los datos que

no siguieron una distribucién normal (no paramétrica).
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6 RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Analisis preliminares del suelo

El suelo empleado en el estudio se caracterizO por ser
moderadamente acido, estar constituido en su gran mayoria por arcilla,
tener un alto contenido de materia organica (MO), baja densidad aparente,
nivel moderado de nitrégeno total y nutrientes (nitratos, amonio) y alto
contenido de fésforo asimilable (Tabla 14). Las caracteristicas son
representativas de algunos tipos de suelos de la sabana de Bogota,
especificamente en la zona de Zipaquira-Cundinamarca. Estos suelos
tienen texturas medias (menos del 35% de arcilla y menos del 70% de
arena) y finas (mas del 35% de arcilla), altos contenidos de P (>40
mg/Kgps), con un pH acido (4.5-5.5) asociado a la presencia de radicales
carboxilicos de la materia d6rganica y a la presencia de aluminio
intercambiable, y altos contenidos de MO (Garavito, 1980; IGAC, 1979;
1995). Durante el estudio, el alto contenido de arcilla, por lo tanto el
pequeno tamafo de poro del suelo, dificultd el proceso de humedecimiento
del suelo, la preparacion y homogenizacién de la mezcla suelo: petroleo.

Como parte del control de calidad del estudio, fué necesario la
preparacion 'y entrenamiento en los anailisis fisicoquimicos y
microbiodlogicos del personal que participé en el estudio, por medio de la
evaluacion de parametros de precision y exactitud. Una vez que el control
de calidad fué satisfactorio (comparado con las técnicas analiticas), se
procedié al andlisis de las muestras de suelo y su comparacion con los

resultados (nutrientes) obtenidos en el laboratorio del IGAC;
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determinandose que no existian diferencias significativas (NSD) (t-student,

2 colas, p< 0.05) (n=3) (Tabla 14).

Tabla 14. Caracterizacion fisico-quimica y granulométrica del suelo

empleado en el estudio y comparacion estadistica IGAC-USBA (n=3).

ANALISIS IGAC USBA
pH 5.5+0.10 5.10+ 0.06 NSD
N-NO3" (mg/Kgps) 21.90 + 6.1 25.50 £ 4.5 NSD
N-NH3" (mg/Kgps) 19.60 + 2.7 12.78 + 2.48 NSD
Faésforo disponible 75.95+11.10 63.15 £ 1.23 NSD
(mg/Kgps)
% de Nitrogeno Total 0.60 £ 0.10%
% Materia organica 18.30 + 1.84 %
Densidad aparente (g/cc) 1.08 +£ 0.06
Granulometria (%) Arena = 21.
Limo = 25.
Arcilla = 54.
Clase textural Arcilloso.

Fuente: IGAC, 2003; USBA, 2003
6.2 Anadlisis preliminares a la mezcla suelo:petroleo

La mezcla suelo:petréleo mostré una disminucion significativa en las
concentraciones de nitratos, amonio y fosforo (Tabla 15) con relacién al
suelo antes de la adicidon de los HCs (t-student, 2 colas, p< 0.05) (n=3). La
baja concentracién de nutrientes hizo necesario la incorporacién de
productos bioestimulantes en forma de FIC y SIS para suplir las
necesidades de algunos macroelementos (N:P) requeridos durante el
proceso de biorremediacion, siendo ajustada a la concentracion

previamente descrita (100:10:1) (Atlas, 1981; Atlas y Bartha, 2001).
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Tabla 15. Caracterizacion de la mezcla suelo: petréleo empleados para los
calculos de C:N:P.(n=3)

Analisis Concentracion (mg/Kgps)
AN-NO3 ~ (mg/Kgps) 12.04 +2.83
"P (mg/Kgps) 30.82 + 0.21
AN-NH3" (mg/Kgps) 45+0.71
BTPH (mg/Kgps) 21,481.50 + 2,543.40

Fuente: USBA, 2003; PRODICOM, 2003.

A = Anadlisis realizados en USBA.

B = Analisis realizado en PRODICOM método 4030 (EPA, 1996) deteccion
infrarroja.

6.3 Evaluacion de los controles de calidad de los 2 métodos analiticos
empleados para el analisis de TPHs

Uno de los indicadores mas importantes de la efectividad de un
proceso de biorremediacion es la reduccion en las concentraciones de
TPHs (Douglas et al., 1991; Weisman, 1998; Zhu et al., 2001); por este
motivo, es importante realizar un seguimiento adecuado de la reduccion de
TPHs durante este proceso.

Para comparar la eficiencia de los procesos de extraccion y
determinacion de TPHs por los 2 métodos analiticos se utilizaron 3 tipos de
suelos: (a) un suelo organico (SO), (b) una arena limpia (AL) y (c) un SO
contaminado con petroleo (tipo Castilla) (SOC). Las muestras analizadas al
inicio del estudio (dia 0) fueron empleadas para comparar la eficiencia de
los procesos de extraccion y determinacion de TPHs por los 2 métodos
analiticos. Los métodos fueron comparados basandose en parametros
como: limite de deteccién del método (LDM), limite de cuantificacion (LC),

precision (%CV) y exactitud (%P).

84



6.3.1 Método D-5831 para determinacion de combustibles en suelos
(ASTM, 1995)

Se realizaron 3 curvas de calibracibn para calcular las
concentraciones de TPHs presentes en la muestra de suelo por este
método (Figura 12). Las pendientes y los interceptos de las curvas de
calibracion fueron NSD (t-student, 2 colas, p<0.05). Los coeficientes de
determinacion (r?) de las curvas de calibracién (Tabla 16) fueron mayores al

valor minimo aceptado (0.995) (Standard Methods, 2000).

Tabla 16. Curvas de calibracion empleadas para la determinacion de TPHs
por el método D-5831(ASTM, 1995).

Curva de Pendiente Intercepto Y r n
calibraciéon | (absorbancia/ mg/L) (absorbancia)
1 0.0119+2.28 x 10* | 0.0616 +4.85x 10 > [{0.9993}
2 0.0134 +3.08x 10 | 0.0228 +£2.30 x 10 ° [{0.9984}
3 0.0124 +2.46x 10 ™* 0.055+5.03x 10 [{0.9986}

{ } Exceden el valor minimo aceptado de 0.995.

La absorbancia del estandar mas bajo de las 3 curvas de calibracion
(10 mg/L) fue empleado para calcular el LDM (27.2 mg/Kg TPHps) (n=6)
(Anexo P) el estandar fue corrido 2 veces por cada curva de calibracion.
Para calcular el LDM se multiplico la DS de la absorbancia del estandar de
10 mg/L por el valor de 3.37 (t-student, una cola, p=0.01) (Standard
Methods, 2000; ASTM, 1995) La concentracion de 2.72 mg/L del LDM
correspondio a 24.2 mg/KgTPHyH en la muestra de suelo y a 40 mg/Kgps
(ASTM, 1995). El LC del método fué de 183.5 mg/Kgpn ¥ 269.9 mg/Kgps,
este se calcul6 10 veces la desviacion estandar de la absorbancia del

estandar de 10 mg/L (ASTM, 1995) (Anexo O).
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Figura 12. Curvas de calibracion realizadas para el método D-5831 (ASTM,
1995).
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Para la evaluacion de la matrices de laboratorio con el método de
ASTM, se analizaron muestras de SO y AL (Tabla17). Las concentraciones
de TPHs para la AL fueron mas bajas que las del LC. La muestra de SO
tuvo una concentracion mas alta que la del LC. Lo cual puede deberse a
que el método de ASTM puede llegar a detectar mayores concentraciones
de TPHs en relacion a otros métodos ya que es altamente sensible a los
componentes arématicos presentes en las muestras (Sorini et al., 2000).
Adicionalmente, Sorini et al (1997) reporté que algunos compuestos
humicos presentes en el SO pueden llegar a interferir en la lectura de los
TPHs a una longitud de onda de 254 nm. Por lo tanto es probable que este
tipo de componentes hayan afectado la lectura, sobrestimando la

concentracion de TPHs presentes en la muestra del SO.

Tabla 17. Concentraciones de TPHs obtenidas por el método D-5831

(ASTM, 1995) para las matrices de suelo evaluadas (AL, SO y spikes).

Muestra N TPH mg/Kgps %CV %P del spike
AL 3 78.2 £45.22 {x 57.79} -

Spike de AL 3 39,768.3 + 4266.13 +10 95.28 + 12.53
SO 3 286.5 + 19.05 +7 -

Spike de SO 3 34,389.1 + 5800.42 {+ 16} 81.87 £5.03

Spike de 8000 mg de crudo Castilla en 200g de muestra. (40,000 mgTPH/Kggs).

LMD = 40 mg/Kgps; LC= 269.88 mg/Kgps

{} % CV excede el valor publicado de < 11%

Las concentraciones de TPH presentes en los spikes estan modificados por su fraccion

correspondiente de peso seco.

El ASTM reporta valores de % CV para SO y AL contaminados con

combustible diesel, de =11% (802 + 80 mg/Kg y 618 + 61 mg/Kgps,
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respectivamente). Lamentablemente ASTM no reporta valores de %CV
para SO y AL contaminados con crudo, por lo cual la precisién del método
se evalud teniendo en cuenta los valores reportados para combustible
diesel. A pesar de que los %CV del spikes de SO fué mayor que el valores
reportado, este no fué SD (Test de Barlett, p=0.05) por lo tanto la precision
del método no se vio afectada y se consider6 como aceptable.

Los %P de los spikes de las AL y SO se encontraron dentro del
rango recomendado por el ASTM (80-120%) (Tabla17). Adicionalmente, el
% de P del SO fue significativamente mas bajo que el de la AL, esto pudo
haber sido causado por la interferencias que causan algunas sustancias
humicas que se encuentran retenidas en la matriz del SO, y que en algunos
casos no son removidos por el 6xido de calcio alterando los valores de
TPHs. A pesar de esto, la rapida extraccidon con isopropanol y el
subsecuente analisis por espectrofotometria recuperé6 una cantidad
aceptable de TPHs. Los % de P de los spikes realizados para AL y SO no
presentaron diferencias significativas (t-student, 2 colas, p< 0.05),
adicionalmente estos se encontraron dentro del rango reportado (ASTM,
1995).

Los valores de % CV para las muestras evaluadas durante el estudio
excedieron el valor publicado (>11%). Esto pudo haberse debido a la alta
variabilidad presente en la mezcla y ha la poca homogeneidad vy
distribucion del contaminante en el suelo ocasionado por el gran contenido

de arcilla del suelo.
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Tabla 18. Precision (% CV) durante el estudio obtenidos por el método D-

5831 (ASTM, 1995)(n=24).

Dia %CV
0 {13}
28 {14}
63 {13}
99 {18}

127 {14}

{} %CV exceden el valor publicado de < 11%.

Asi mismo, durante los 5 eventos de muestreo, se realizaron %P y

blancos (Tabla19). Los resultados obtenidos muestran que los % de P

obtenidos en los 127 dias de estudio se encontraron dentro del rango

reportado 80-120% (ASTM, 1995) (Figura 13).

140
120 A
o
S 100 A © ©
‘O
g o
Q80+
>
(8}
£ 60 -
2
40 -
20 -
O T T T
0 28 63 127
Dias

Figura 13. % de recuperacion obtenidos por la técnica D-5831 (ASTM,

1995) durante el estudio. Se observa los % de P entre el rango del 80-

120%.

89



Tabla 19. % P y blancos obtenidos por el método D-5831 (ASTM,
1995).durante el estudio

Dia %P Blancos (MgTPH/Kgps)
0 106.52 48.40 BQL

28 104.65 46.72 BQL

63 101.41 50.08 BQL

99 84.07 53.07 BQL

127 86.10 60.04 BQL

Spikes de ~ 60.000 mg/Kg TPHgs (~ 0.4 g de crudo en 5 g de muestra)
BQL= Por debajo del LQ = 269.88 mg/Kg TPHps

6.3.2 Método de EAGM (Schawab et al., 1999; EPA, 1994)

Este método fué empleado durante el estudio debido a que presenta
diversas ventajas durante el proceso de extraccion y determinacion de
TPHs, mencionadas en el numeral 5.8.2. Los métodos de determinacion
gravimétricos ya han sido evaluados y empleados previamente en el
seguimiento de diferentes procesos de biorremediacion en suelos
(Simonton, 1998; Roldan, 2002; Coulon y Delille, 2003); adicionalmente los
meétodos gravimétricos han sido aprobados y recomendados por la Agencia
de proteccion ambiental de los Estados Unidos (EPA) para cuantificar bajas
concentraciones de TPHs en suelos, sedimentos y lodos (Weisman, 1998).

Para calcular el LCM y el LC se analizaron 7 muestras de AL, ya que
este es el minimo de muestras requeridas para calcular estos parametros
(Tabla20). ElI LDM fué calculado como 3.14 veces la DS de las replicas de
AL (t-student, 1 cola, p= 0.01) (Standard Methods, 2000). ElI LC fue
calculado como 10 veces la DS de las replicas de AL. Los LDM y LQ fueron

de 655.31 mg TPH/Kg,s y 2,085 mg TPH/Kgps, respectivamente (Anexo Q).
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Tabla 20. Replicas de arena limpia empleadas para calcular el LC y LDM
para el método de EAMG (Schawab et al., 1999; EPA, 1994).

Muestra Mg TPH/KQgps
1 ND
2 308.9
3 189.1
4 748.3
5 288.1
6 368
7 185.6
Media 347.1
Desviaciéon estandar 208.5
(DS)

ND = No detectado.

Aunque se emplearon muestras de AL para calcular el LDM y LC, se
pudo observar que las muestras presentaron una concentracion
relativamente alta de TPHs (748.3 y 368 mgTPH/Kgys). Esto pudo ser
causado por la adherencia de pequeias particulas que fueron
transportadas durante el proceso de filtracién con la silica gel a los tubos en
donde se realiz6 la evaporacion, afectando el peso final del frasco, y por lo
tanto la concentracion de TPHs presentes en la muestras. Los LDM
reportados para este método son de ~5-10 mg/L en agua y de 50 mg/kgps
en suelos (Weisman, 1998). Por lo tanto durante el presente estudio,
concentraciones de TPH =< 748.3 mgTPH/Kgps no puedieron ser
determinados por este método.

Las concentraciones de TPH presentes en las muestras del SO y las
de AL fueron SD que el LCM y que las del LC (t-student, 2 colas, p<0.05)
(Tabla21). Estos resultados indicaron que algunos de los componentes
presentes en el SO (p.e., acidos humicos, materia organica) causaron

interferencias positivas durante el analisis de TPHs. Estas interferencias
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fueron probablemente extraidas por la mezcla 1:1 ACN+DCM y detectados
como TPHs. La precisién de las muestras del SO expresados como %CV
excedieron el valor reportado (<25%) y esto puede ser causado a que los
componentes organicos presentes en el SO afectaron la precision de la
técnica a bajas concentraciones de TPH (%CV=44), mientras que a altas
concentraciones de TPHs la precision (%CV=9) no se vio afectada

(Tabla21).

Tabla 21. Concentraciones de TPHs de las diferentes matrices utilizando el
método EAMG (Schawab et al., 1999; EPA, 1994).

Muestra N Mg TPH/Kgps %CV %P

AL 3 415.4 + 44 4 <LCM= +11 -

655.31 mg/Kgps

Spike de 3 39,451.9 + 968.1 +24 93.7+1.8

AL.
AL + HC

SO 3 4,596.5 £ 2023.1 {+ 44} -

SOC 2 48,735.244224.5 +9 101.3+7.5
Spike SO 3 84,952.7 + 11164.8 +13.4 1129+ 12.8
SO + HC

Spike de 8000 mg de crudo Castilla en 200g de muestra. (40.000 mg TPH /Kgps).

{} % CV excede el valor publicado de < 25%.

Las concentraciones de TPH presentes en los spikes estan modificados por su fraccion
correspondiente de peso seco.

La precision (%CV) de las muestras del suelo contaminado para los
tratamientos y controles estuvieron dentro del valor publicado: %CV=< 25%
(Standards Methods, 2000; EPA, 2000). De esta manera se determin6 una
buena precision en el método a pesar de la alta variabilidad que se
presentaba en el momento de la toma de muestras debido al gran

contenido de arcillas presentes en el suelo, las cuales dificultaron la
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homogenizacion de la mezcla y que ademas, podrian haber llegado a
interactuar con los solventes disminuyendo su capacidad de extraccion.
Tabla 22. Porcentajes de CV obtenidos del suelo contaminado empleado

durante el estudio por la técnica de EAGM (Schawab et al., 1999; EPA,
1994) (n=24).

Dia %CV
0 +15
28 +10
63 + 16
99 +15
127 + 16

Posteriormente se evalu6 la exactitud de la matriz de laboratorio,
teniendo en cuenta lo reportado por la literatura para los % P siendo de 75-
115% (EPA, 2000). Los % de P obtenidos tanto para los spikes de AL, SO y
SOC se encontraron dentro de este rango (Tabla 23). Sin embargo, el %P
del SO fué mayor que los de la AL y SOC pero NSD que la del rango
recomendado (t student, 2 colas, p< 0.05). Todos los analisis realizados en
las matrices conocidas de muestras de suelo tuvieron una buena precision
y exactitud (NSD) al ser comparados con los valores anteriormente
publicados.

La exactitud evaluada durante el estudio muestran % de P que se
encontraron dentro del rango reportado: 75-115% (EPA, 2000) (Figura 14).
Los blancos realizados durante el desarrollo del estudio siempre estuvieron

debajo del LMD y LC del método (Tabla 23). Los blancos de laboratorio
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realizados durante el desarrollo del estudio siempre estuvieron debajo del

LC Y LDM

Tabla 23. % P y blancos obtenidos durante los 127 dias de estudio por el
meétodo de EAMG (Schawab et al., 1999; EPA, 1994) (n=24).

Dia %P Blancos (mgTPH/Kgys)
0 110.94 177.96 BDL-BQL

28 90.86 300.45 BDL-BQL

63 100.10 458.97 BDL-BQL

99 99.78 ND

127 103.31 225.63 BDL-BQL

ND: No detectado.
BDL = Por debajo del LMD= 655.31 mg/Kg
BQL= Por debajo del LC = 2085 mg/Kg

140

120 -

100 o [+

80 -

% P

60 -

40 -

20 A

0 T T T T
0 28 63 99 127

Dias
Figura 14. Porcentajes de recuperacion (%P) obtenidos por la técnica de

EAMG (Schawab et al., 1999; EPA, 1994) durante el estudio. Se observa
los % de P entre el rango del 75-115%.
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6.3.3 Comparacién de los 2 métodos analiticos para determinacion de
TPHs

Los valores calculados para LDM y LC para ASTM fueron mas bajos
(40 y 269.88 mg/Kgys, respectivamente) que los reportados por el método
EAMG (Schawab et al.,, 1999; EPA, 1994) (655.31 y 2085 mg/Kgps,
respectivamente). Por lo tanto, pequefias concentraciones de TPH
puedieron ser detectadas mejor y cuantificadas por el método de D-5831
(ASTM, 1995). Esto puede haber ocurrido debido a que los limites de
deteccion para el método de EAMG fueron calculados sobre la DS de la AL,
a diferencia de los del ASTM que se calcularon con el estandar de
calibracion mas bajo empleado en las curvas de calibracion (10 mg/L). El
método D-5831 (ASTM, 1995) presenté interferencias con los componentes
organicos presentes en las muestras anallizadas de SO (bajo % P)
(Tabla24) a diferencia del método EAMG en donde estos % de P fueron
significativamente mayores.

La precision de las muestras de AL y spike de SO para el método D-
5831 (ASTM, 1995) estuvieron por fuera del rango recomendado (%CV= <
11%), a diferencia del método EAMG en donde todos los CV fueron < 25%,
exceptuando la muestra para el SO. Comparando la precision (%CV) de las
muestras de suelos contaminado durante los 5 EM, indican que hubo DS
entre los 2 métodos evaluados (t-student, 2 colas, p=0.05). Lo cual pudo
haberse debido a la alta variabilidad presente en la mezcla, adicionalmente

el método EAMG presentd un bajo % de CV, presentando una mejor

95



precision que el del ASTM en las muestras de suelo contaminado
(Tabla, 24).

Los % de P de los 2 métodos se encontraron dentro de los criterios
publicados para cada uno de ellos tanto para las muestras son spikes de
AL y SO. Los % de P para las 2 muestras presentes en los spikes de SO
fueron SD (T student, 2 colas, p=0.05), pero NSD entre los spikes de la AL.

(T student, 1 cola, p=0.05) (Tabla 16).

Tabla 16. Comparacién estadistica de los %CV y %P entre los métodos

analiticos para determinacion de TPHs.

Muestra Concentracion en %CV %P
mg/Kgps
Spike de AL. - SD NSD
Spike de SO. SD SD SD
Muestras de SD SD -
suelo (127 d)

Los 2 métodos analiticos fueron comparados en cuanto a tiempos de
extraccidon y costos. Los procesos de extraccion realizados con isopropanol
en el método de ASTM fueron mas cortos (0.06h), mientras que para el
método de extraccién por agitacion mecanica (Schawab et al., 1999) y
determinacion gravimetrica 9071 (EPA, 1994) fueron mayores (2h). Ambos
meétodos permiten el procesamiento de grandes volumenes de muestras en
un solo dia, ~40 muestras en 6 horas para el gravimétrico, y de ~ 90
muestras para el ASTM.

El método gravimetrico resulta ser menos costoso (~$20.000 por

muestra Vs $30.000 por muestra, respectivamente) que el de ASTM.
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Aunque en el proceso de extraccion por el método de agitacidn mecanica
requiere grandes volumenes de solventes (~40 mL por muestra), los
materiales para su procesamiento son menos costosos que los de ASTM,
en donde se requieren implementos costosos (p.e., filtros PTFE, 6xido de
calcio grado reactivo, etc). Este método presentd una mejor precisidon vy
exactitud que el método de D-5831 (ASTM, 1995) reflejados en los %CV y

%P encontrados en las muestras de suelos analizadas.

6.4 Biodegradacion de TPHs

La concentracion inicial de TPHs presente en la mezcla
suelo:petroleo fue evaluada por los métodos: infrarrojo: IR (PRODICOM),
D-5831 (ASTM, 1995) y EAMG (Schawab et al., 1999; EPA, 1994) (Tabla
17). Se observd que no fueron significativamente diferentes (NSD) entre los
3 métodos evaluados, asi como en los 2 laboratorios (PRODICOM Vs
USBA) (t-student, p< 0,05, n=3).

Tabla 17. Concentraciones de TPHs obtenidas en la mezcla suelo.petréleo
por los 2 laboratorios, métodos (IR, ASTM, EAMG) (n=3).

PRODICOM USBA
(mgTPH/KQgps) (mgTPH/KQgps)
IR: 21,481 + 2,453.40 ASTM: 24,184 + 2,356.22

EAMG: 18,368 + 3,635.15

6.4.1 Evaluacion de TPHs por los 2 métodos analiticos
Al inicio del estudio (dia 0), las concentraciones de TPHs
determinadas por el método D-5831 (ASTM, 1995) y por el método de

EAMG (Schawab et al., 1999; EPA, 1994) no presentaron DS. Durante el
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estudio se observd una disminucion gradual de los TPHs a través del
tiempo para los tratamientos y los controles evaluados (ANOVA, p< 0,05,
n=120) (Figuras 15y 16).

La reduccién mas rapida de HCs se observé en los primeros 28 dias
(Scheffé, p< 0,05, n=48) (Anexo S), especificamente para los tratamientos
con SIS y FIC por los 2 métodos evaluados (EAMG y ASTM) (Figuras 17 y
18) (16,197.1 + 1,354.9 y 13,851.7 £+ 643 y 15, 737.4 £ 1,534.2 'y 14,27.6 +
1,356 mgTPH/Kggs, respectivamente). De igual forma, durante este periodo
se presentaron los mayores recuentos de devgradadores de HCs para los
tratamientos (70x10%y 11x10° NMP/gps, respectivamente). Adicionalmente,
durante este periodo se observaron las mayores tasas de degradacion de
los tratamientos, siendo significativamente mayores a las de los controles
(t-student, 2 colas, p< 0,05).

Tabla 18. Tasas de degradacion (mg/Kgps/dia) obtenidas por los 2 métodos

analiticos durante los primeros 28 dias

METODO | CONTROL CONTROL SIS FIC
RELATIVO ABIOTICO
EAMG 160.8 84.57 255.1 230.5
ASTM 187.2 42.18 301.3 238.4
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Figura 15. Concentraciones de TPHs durante el estudio por la técnica D-
5831 (ASTM, 1995). Se presenta el valor promedio de 6 datos (n=6) y la

DS=1.
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Figura 16. Concentraciones de TPHs durante el estudio por el método de
EAMG (Schawab et al., 1999; EPA, 1994). Se presenta el valor promedio
de 6 datos (n=6) y la DS=1.
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Figura 17. Concentracién de TPHs en los primeros 28 dias por el método

D-5831 (ASTM; 1995). Se presenta el valor promedio de 6 datos (n=6).
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Figura 18. Concentracion de TPHs en los primeros 28 dias por el método
EAMG (Schawab et al., 1999; EPA, 1994). Se presenta el valor promedio
de 6 datos (n=6).
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La rapida reduccion en las concentraciones de TPHs (primeros 28
dias) pudo ser causada por una mayor reduccién de HCs volatiles (bajo
PM), a causa de los procesos de volteo manual. Posteriormente los
compuestos de mayor peso molecular, y que son mas dificiles de degradar
por los microorganismos, van acumulandose en la matriz de suelo haciendo
mas lenta la tasa de biodegradacién (Marguesin y Schinner, 1997a; Ercoli
et al., 2001). Adicionalmente, durante este periodo hubo un consumo
marcado de nutrientes, especificamente nitrato y fosforo, lo cual estimulé la
biodegradacion de TPHs por parte de los microorganismos degradadores
nativos.

Después de los primeros 30 dias las tasas de degradacion fueron
mucho mas lentas, y no presentaron DS entre controles (AN) y tratamientos
(SIS y FIC). Pero si fueron SD a las del control abidtico. Estas bajas tasas
de degradacién pudieron ser causadas por los bajos valores de pH (~4.0) y
el bajo numero de microorganismos degradadores (~1x10° NMP/gps)
presentes en los tratamientos. Muchos estudios han reportado que la
degradacion de HCs disminuye con el tiempo, debido a que los HCs se
vuelven menos disponibles para la biodegradacion por su caracter
recalcitrante y su limitada biodisponibilidad (Marguessin y Schinner, 1999),
causando una tendencia decreciente de los recuentos microbianos antes
del agotamiento de los TPHs (Song y Bartha, 1990; Hamme et al., 2003).

A pesar de que no hubo una DS en las concentraciones de TPHs
durante el estudio (Tabla 19 y 20) (controles Vs tratamientos) (ANOVA,

p<0,05, n=124). Los tratamientos con SIS y FIC presentaron los mayores %
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de remocién de HCs durante el estudio, por los 2 métodos evaluados; lo
cual indica que los fertilizantes potenciaron la biodegradacion de los TPHs.
Sin embargo, muchos estudios han reportado que la adicion de fertilizantes
en forma de FIC o SIS, no siempre aumentan los % de remocion de TPHSs,
debido a que otro tipo de factores pueden suprimir o limitar la actividad
microbiana o interactuar con los nutrientes retardando la tasa de
degradacion, algunos de estos factores pueden ser: un bajo pH (<5), bajos
porcentajes de humedad, la concentracién de los TPHSs (fracciones de dificil
degradacion), AE, temperatura y biodisponibilidad, entre otros (Steffensen y
Martin, 1995; Marguessin et al., 2000; Zhu et al., 2001; Cleves y Sandoval,

2001).

Tabla 19. Porcentajes de remocion de TPHs obtenidos por la tecnica D-
5831 (ASTM, 1995) durante el estudio.

Tratamiento | Concentracién inicial | Concentracion final % de
(MgTPH/KQgps) (mMgTPH/Kgps) remocion
Control 22,487.7+2,074.75 15,757.841,321.9 30
relativo
Control 18,700.5 + 2063.96 15,981.3£2,742.3 15
abiotico
SIS 22,938.4+1,974.5 14,035.242,347.9 39
FIC 20,952.7+3,202.43 14,011.94£1,386.8 34
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Tabla 20. Porcentajes de remocion de TPHs obtenidos por la tecnica de
EAGM (Schawab et al., 1999; EPA, 1994) durante el estudio.

Tratamiento | Concentracién inicial | Concentracion final % de
(MgTPH/KQgps) (mMgTPH/Kgps) remocion
Control 21,864.2+2,909.5 14,867.6+2,232.5 32
relativo
Control 18,479.91£2,876.4 16,633.9+1,848.9 10
abiotico
SIS 22,561.1+£1,726.4 13,181.541,931.8 41
FIC 20,025.4+2,500.3 13,412.6+1,837.5 34

El tratamiento con SIS presentd el mayor porcentaje de remocion de
HCs durante el estudio por los 2 métodos analiticos evaluados (ASTM vy
EAMG) (41 y 39%, respectivamente). Esto puede haber sido debido a la
composicion de las sales, las cuales son mas solubles y por lo tanto
resultan mas disponibles para los microorganismos encargados de llevar a
a cabo el proceso de biodegradacion (Wrenn et al., 1994). La adicion de N
y P incremento los prorcentajes de remocion de TPHs. Numerosos estudios
han evaluado el efecto de diferentes fuentes de N y P, las cuales tienen
diferentes resultados sobre la biodegradacién, dependiendo de su
solubilidad y toxicidad. Sin embargo, aunque el modo de accion (liberacion
lenta) de los FIC es diferente al de las SIS, se han reportado estudios en
donde se han obtenido altas tasas de degradacion de TPHs, empleando
este tipo de fertilizantes (Song y Bartha, 1990; Marguessin y Schinner a, b;
1997; Marguessin et al., 2000; Yerushalmi et al., 2003).

De manera general durante todo el estudio, el control relativo tuvo

una reduccion significativa de TPHs indicando que los procesos de AN
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pudieron ser efectivos, a pesar de la baja concentracién de nutrientes
necesaria para llevar a cabo el proceso de biodegradacion (Tabla 19 y 20).
Los procesos de AN incluyen una combinacion de fendmenos fisicos,
quimicos y biolégicos, que permiten la reduccion de TPHs en el ambiente
contaminado (Zhu et al., 2001; Hinchee, 1998). La biodegradaciéon es uno
de los mas frecuentes mecanismos para la eliminacion de contaminantes
ambientales; sin embargo los procesos quimicos y fisicos, tales como la
dispersién, dilucion, sorcidn, volatilizacién y transformaciones abidticas
resultan ser importantes (EPA, 1999; Marguesin et al., 1999). Se determiné
que solo de un 10-15% fué debido a procesos abidticos tales como: tales
como volatilizacién, transformacién procesos de sorcion (arcillas minerales
y particulas humicas) e importantes transformaciones quimicas las cuales
tienen un papel bien importante en la descontaminacién y pérdida de HCs
del suelo (Marguessin y Shinner, 1997a, Marguessin et al., 2000, 2003).
Durante la implementaciéon de la técnica D-5831 (ASTM, 1995) se
detectaron interferencias con la materia érganica presente en el suelo en
las lecturas de los TPHs. Las interferencias pueden haber sido causadas
por la presencia de acidos humicos provenientes del suelo, los cuales no
fueron removidos por el 6xido de calcio. Estos compuestos contienen en su
estructura anillos aromaticos que pueden ser extraidos a través de
diferentes solventes organicos. Estos compuestos son detectados por el
espectrofotometro de luz UV a una longitud de onda similar a la empleada

en la técnica (Sorini, 1997).
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Comparando las concentraciones de TPHs evaluadas por los 2
métodos analiticos se puede observar que aunque el comportamiento de
los TPHs a lo largo del estudio fué similar por ambos métodos, al finalizar el
estudio el control abidtico, y los tratamientos con FIC y SIS presentaron
valores de TPHs mas altos por el método de EAMG (Schawab et al., 1999;
EPA, 1994), esta diferencia puede estar causada por la presencia de HCs
alifaticos medidos por la tecnica de EAMG, mientras que el método de
ASTM solo cuantifica los compuestos arématicos.

Generalmente, se ha reportado degradacion de TPHs entre un 10-
18%, la cual puede estar atribuida a procesos abioticos (Marguessin et al.,
2000, Marguessin y Schinner, 2001). Durante este estudio este procentaje
se encontré6 entre un 10-15%, evaluados por los 2 métodos para la
determinacién de TPHs. A diferencia de este estudio, Marguesin y
colaboradores (2000) evaluaron el proceso de biorremediacion en un suelo
aluvial (50.1% arena) contaminado con diesel a una concentracion de 5,000
mgTPH/Kgps, (pH: 6.8), el cual permanecié neutro o ligeramente alcalino
por medio de la adicion de CaCOs. Se determind el efecto de los procesos
de bioestimulacion por medio de la adicién de diferentes fuentes de N y P:
FIC (triple quince), nitrato de amonio calcico, KoHPO4 y urea. Después de
98 dias a 20°C esta concentracion inicial se habia reducido a 609-1,328
mgTPH/Kgps (73-88% de remocién) en los tratamientos que habian recibido
bioestimulacion, la cual fue mayor a la encontrada en este estudio, de otra

parte un 21% se atribuyd a procesos abidticos tales como volatilizacion,
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adsorcion y transformaciones quimicas, porcentaje similar al encontrado
durante esta investigacion.

La degradacion de TPHs observada en esta invesgacion (127 dias)
puede ser comparada con el % de remocion reportado por Marguessin y
Schinner, 2001 en suelos alpinos contaminados con diesel, aunque la
concentracion inicial de TPHs fué mas baja (2,612 £+ 70 mgTPH/Kgps). El
suelo empleado fué una mezcla de grava y arena, con un pH neutro
durante 3 estaciones de verano. La mayor degradacion de TPHs se
presentd en los tratamientos durante las primeras 6 semanas. Después de
48 dias habia ocurrido una disminucion en la concentracion de TPHs
correspondiente al 42 + 6% en el tratamiento con bioestimulacién (adicion
de nutrientes). En el presente estudio la mayor remocion de TPHs se llevo
a cabo en los primeros 28 dias, posiblemente por ser un suelo con un gran
contenido de materia organica. Al final de la segunda estacion de verano
(447 dias después) el tratamiento con AN habia removido un 41 £ 4% de
HCs y el tratamiento con bioestimulacién un 66 + 2%. Al final del estudio
(780 d) el tratamiento con bioestimulacién habia alcanzado un valor finales
de TPHs de 774 + 52 mg/Kgps (70 £ 2%) y en AN 1296 + 110 mg/Kgps (50 +
4%). A pesar de la adicién de nutrientes, después del invierno no hubo una
DS en la reduccién de TPHs entre los controles y los tratamientos.
Adicionalmente en la segunda y tercera estacion de verano la AN tuvo las
mas altas tasas de degradacion de HCs (7.0 y 3.8 ug/d”, respectivamente
que en los tratamientos (2.7 y 3.3 ug/g®), es decir que los procesos de AN

tuvieron un efecto significativo en la disminucién de TPHSs, adicionalmente
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durante este periodo se presento un bajo % de humedad (~12%) y una
disminucién en el pH (de 8.0 a 6.0) en los tratamientos que recibieron
fertilizacion, lo cual concuerda con el estudio realizado en USBA en donde
la AN no presentd diferencias significativas con los tratamientos debido
posiblemente a los bajos valores de pH y bajo numero de degradadores.

Marguessin y Schinner, 1997, evaluaron la biodegradacion de diesel
a bajas temperaturas (10°C) en 5 tipos de subsuelos alpinos los cuales
tenian un rango de pH entre el 5.0 y 7.5. Unos de los tratamientos recibio
bioestimulacion con un FIC (NPK) en una relacion 100:10:2 similar a la
relacién 100:10:1 utilizada en el presente estudio. Inicialmente el suelo tuvo
una contaminacion de TPHs de 5.000 mg/Kgps, y después de 20 dias a
10°C la reduccién de HCs fué mas alta en el suelo fertilizado (27-53%) que
en el suelo no fertilizado (AN) (16-31%). El control abidtico presento un %
de remocion del 23%.

Mishra y Colaboradores, 2001, evaluaron en su estudio la efectividad
de los procesos de bioaumentacion y bioestimulacion en un suelo organico
(pH: 7.0-7.6). Durante su investigaciéon la adicion del consorcio de
microorganismos mas los nutrientes, resulto en la maxima respuesta del
proceso de biorremediacion. La concentracién de TPHs se redujo de 91.8
+ 9.2 g/Kg de suelo a 47.2 + 5.4 g/Kg de suelo en 120 dias, lo cual es
equivalente a un % de remocion del 48.5%, comparado con un 17% de la
reduccion que se encontrd en los tratamientos solo con nutrientes.

Marguessin 'y Schinner, 2003 evaluaron un proceso de

biorremediacion en un suelo aluvial contaminado con 400mg/Kgps de BTEX
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(42.3% arena, pH=7.1). Durante el estudio se determind el efecto de la
adicién de un FIC (triple quince) y un fertilizante oleofilico (Inipol EAP22).
Después de 28 dias, se observd que un 19% en la reduccion de la
contaminacién inicial fue debido a procesos abidticos similar al valor
encontrado en este estudio (10-15%). La fertilizacién con el FIC estimuld la
tasa de biodegradacion, particularmente para tolueno y benceno (45%),

para los otros componentes no hubo una DS con los controles (35%).

6.5 Analisis de pH

Antes de la adicion de los HCs el pH del suelo presento un valor
promedio de 5.5 + 0.1 (n=4), considerado como moderadamente acido
(IGAC, 1994). Sin embargo, a pesar del bajo valor de pH que presenté el
suelo este no fué ajustado hacia valores neutros por tres razones: a) para
no afectar a los microorganismos nativos, que era la poblacién a estudiar
durante el proceso de estimulacién, los cuales ya estaban adaptados b)
porque no era una variable de estudio propuesta en el proyecto, y c) por los
trabajos que reportan procesos de biodegradacién exitosa en suelos acidos
( Hickey, 1995; Raymond et al., 1998; Marguessin et al., 2003).

Al inicio del estudio (dia 0), los tratamientos y controles presentaron
un rango de pH entre 5.05 - 5.82, siendo el tratamiento con SIS el que
presento el valor mas bajo de pH (5.05 + 0.07) (n=6) durante este EM
(Anexo R). Este descenso, se atribuyé a la composicion del NH4sNO3, el
cual se caracteriza por poseer el nitrogeno en forma de amonio catién
(NH;") y en forma de nitrato anion (NO3’) dando una reaccion global acida

en el suelo. Durante el proceso de nitrificacion del NH,4* del fertilizante a
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NO;3 " se liberan iones H* que producen una acidez en el suelo (Fink, 1985;
Suppo, 1996; Silvia et al., 1998).

Durante el estudio, se observd una reduccion significativa en los
valores de pH en los tratamientos donde se adicionaron las SIS y FIC en
relacion con la de los controles (Scheffé, p<0.05) (n= 120) (Anexo S). Esta
disminucién de pH coincidi6 con un aumento en la concentracion de
nitratos. Los tratamientos con SIS y FIC alcanzaron en el ultimo EM un pH
de 41 £+ 01 y 42 + 0.2, respectivamente (Figura 19).Después de un
derrame de HCs ocurre una disminuciéon en los valores de pH debido a la
activacion del metabolismo microbiano en presencia de carbono (alta
concentracion de TPHSs), el carbono, nitrégeno y el fosforo representan para
los microorganismos su soporte para el incremento en la biomasa (Atlas y

Bartha, 1981; Marguessin y Schinner, 1997a).
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Figura 19. Valores de pH durante el estudio. Se presenta el valor promedio

de 6 datos (n=6) y las barras de error =1 DS.

Adicionalmente, los bajos valores de pH pudieron haber sido
causados por el incremento en las concentraciones de nitrato, la formacion
de acido nitrico, presencia de fosfatos de hierro y aluminio en el suelo y la
baja capacidad amortiguadora (Wrenn et al., 1994; Marguesin y Schinner,
1997a; Marguessin et al.,, 2000; 2003). La formacion de compuestos
intermediarios acidos durante la degradacion de HCs puede variar las
condiciones de pH del lugar en donde se lleva a cabo el proceso de
biorremediaciéon (Atlas y Bartha 1981). Esta disminucion de pH evidencia
una mayor actividad metabdlica de los microorganismos que utilizan los
HCs como fuente de carbono y energia para su desarrollo (Watkinson y

Morgan, 1990; Atlas y Bartha, 2002; Marguesin et al., 2003).
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Aunque la poblacion de microorganismos estaba adaptada a un pH
moderadamente acido (5.5), los valores tan bajos que se presentaron hacia
el final del estudio (~4.0) pudieron inhibir el desarrollo y crecimiento de las
poblaciones de microorganismos nativos, disminuyendo significativamente
el recuento tanto de heterétrofos, como de los degradadores de HCs para
el tratamiento con SIS entre los dias 28 y 63 (ANOVA, p<0.05) (n=120)
(Anexo S), el cual presentd la reduccion mas rapida de pH durante el
estudio.

El control relativo, presenté un pH inicial de 5.8 + 0.1 (n=6), el cual
se mantuvo relativamente constante hasta el dia 63, presentando después
un descenso significativo (ANOVA, p<0.05) (n=120) hasta un valor de 5.0 +
0.2 en el dia 127 (Anexo R). Por su parte el control abidtico al inicio del
estudio presento un valor de pH de 5.3 + 0.1, incrementandose ligeramente
hasta el dia 99, alcanzando un valor de 5.08 + 0.40 al final del estudio
(Figura 19).

El crecimiento y actividad de los microorganismos es afectado
facilmente por valores de pH acidos (<5.0), aunque hay microorganismos
que son capaces de llevar a acabo el proceso de biodegradacién en
condiciones extremas, el rango 6ptimo para llevar a cabo este proceso se
encuentra entre 5.0-8.8 (Dibble y Bartha, 1979; Leahy y Colwell, 1990;
Levin y Gealt, 1997; Hamme et al., 2003). Adicionalmente, muchos
ambientes contaminados con HCs se caracterizan por tener condiciones
extremas (pH, temperatura, presion y concentraciones de sal). Sin

embargo, los microorganismos nativos degradadores de HCs se
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encuentran adaptados a estos ambientes lo cual les permiten crecer y
mantenerse. Por ese motivo, los degradadores nativos tienen un importante
papel en la biodegradacion en estos ambientes extremos (Marguesin y
Schinner, 2001).

A pesar de que la mayoria de estudios en biorremediacion han
trabajado con pHs cercanos a la neutralidad, considerado como el 6ptimo
para la mineralizacion de petroleo en suelos contaminados; se han
reportado estudios en donde se han encontrado valores de pH acidos en
suelos en el rango de 4.5-5.5 (Hickey, 1995; Marguessin y Schinner, 1997a,
b; Stapleton et al., 1998). Adicionalmente, estudios en biorremediacién de
suelos contraminados con HCs con valores iniciales de pH < a 5.0 han
mostrado ser exitosos después de que el pH del suelo ha sido neutralizado
a valores superiores a 7.5 (Dibble y Bartha, 1979; Song y Bartha, 1990;
Song et al., 1990; Marguesin y Schinner, 1997; Marguesin et al., 2000).

Hickey (1995) evalu6 el efecto de la extraccion con vapor en un
suelo contaminado con gasolina sobre la poblacién microbiana nativa. El
estudio fué realizado en suelo arenoso (85%) a un pH de 5.0 el cual se
mantuvo constante durante todo el proceso. Durante este estudio el bajo
pH del suelo no tuvo efectos significativos sobre la poblacion nativa de
microorganismos ni en los porcentajes de degradacion de TPHs. La baja
actividad microbiana que se presento en el estudio entre los dias 180 y 462
fué asociada a una baja en la densidad de la poblacién de microorganismos
degradadores de HCs (<10%) debido a una limitacién de nutrientes.

Marguessin y colaboradores (2003) caracterizaron las poblaciones de
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microorganismos degradadores de HCs en 12 tipos de suelos
contaminados con diesel y 8 suelos alpinos pristinos. En el estudio los
valores de pH en los suelos se encontraron en un rango entre 4.8-9.0 y no
encontr6 un efecto significativo del pH sobre la densidad de
microorganismos heterotrofos y ni degradadores de HCs.

Por el contrario Hambrick y colaboradores (1980) encontraron que
las tasas de mineralizacion del octadecano y naftaleno eran menores a un
pH inferior de 5.0 comparado con las tasas encontradas a pH cercanos a
6.5. Adicionalmente, la tasa de mineralizacion del octadecano incremento
cuando el pH se acerca a la neutralidad (6.8-8.0). Wrenn y colaboradores
(1994), evaluaron el efecto de diferentes fuentes de nitrégeno sobre la
biodegradaciéon de HCs, determinando el efecto de la adicion de SIS sobre
el pH, consumo de oxigeno y crecimiento de los microorganismos
degradadores bajo condiciones de laboratorio. Durante el estudio se
observo un descenso significativo en los valores de pH en los cultivos que
contenian NH4CL y NH4sNO3, pero no en los que contenian como fuente de
nitrogeno KNOs. El recuento de microorganismos heterétrofos totales y
degradadores de HCs fué afectado por los bajos valores de pH que se
presentaron en los tratamientos (4.46-5.30). La presencia de amonio como
la fuente de N se asocio a las reducciones de pH que afectaron la densidad
de microorganismos degradadores de HCs, pudiendo llegar a inhibir o
cesar completamente la tasa de biodegradacion de HCs. Estos estudios

apoyan los resultados obtenidos durante el estudio en USBA, en el cual la
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adicién de los tratamientos afecto significativamente el pH pudiendo llegar a

inhibir el crecimiento de los degradadores de HCs

6.5.1 Analisis de Humedad

Al inicio del estudio los 4 tratamientos evaluados no fueron SD en los
porcentajes de humedad (ANOVA, P<0,05, n=24) (Anexo S). La mayoria de
degradadores de HCs crecen en un contenido de humedad entre el 30-
40%, rango considerado como Optimo para llevar a cabo el proceso de
biodegradacion (Leahy y Colwell, 1990; Sanchez et al., 1998; Vidali, 2001).
El porcentaje de humedad durante el estudio se mantuvo dentro de un
promedio ~ de 27+ 5% con la adicién periodica de agua (riegos manuales).
Sin embargo, el alto porcentaje de arcilla presente en el suelo causé la
formacion de grumos que dificultaron que la mezcla fuera homogénea y que
hubiera una distribucién uniforme del agua en los mesocosmos.

Durante el estudio, se observé una disminucion significativa en los
valores de humedad en el dia 28 para los tratamientos con SIS, FIC y el
control abiotico (Scheffé, p<0,05) (n=120) (Anexo S) (Figura 19). Al inicio
del estudio se presentaron los mayores % de humedad para los
tratamientos (SIS y FIC) (~30-35%), periodo en el cual se observaron los
recuentos mas altos de heterotréfos y degradadores de HCs. Un rango
adecuado de humedad en el suelo hace posible un aumento en la
solubilidad de los TPHs, lo que genera un mayor contacto entre los

microorganismos y los HCs, influyendo en el proceso de aireacion
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(transporte de O;) a través de los poros, favoreciendo el proceso de
biorremedicion (leahy y Colwell, 1990)

El control relativo present6 el mayor porcentaje de humedad durante
el estudio, el cual fue significativamente mayor que el de los tratamientos
(Scheffé, p<0,05) (n=120), especialmente en los primeros 63 dias (33.7 *
2.7). Esto fue causado por problemas en el sistema de riego instalado, que
ocasionaron un aumento significativo de agua en los mesocosmos; por tal
motivo, el sistema de riego autdmatico fué suspendido, continuando con
riegos manuales. Entre el dia 63 y 99 se observaron valores constantes en
el % de humedad, la cual disminuyé al final del estudio (dia 127)
alcanzando un valor promedio de 29.73 + 1.87 (n=6) (Anexo R) (Figura 20).

El control abidtico presenté los valores mas bajos de porcentajes de
humedad durante el estudio (ANOVA, p<0,05) (n=120). El uso del
Basamid G® dificultd el proceso de riego y homogenizacién de la mezcla
suelo: petréleo. Por tal motivo, al final del estudio el porcentaje de humedad
fué significativamente menor que las de los otros tratamientos (Scheefé,
p<0,05) (n=120). De otra parte, los tratamientos con SIS y FIC presentaron
un comportamiento similar en los porcentajes de humedad durante el
estudio alcanzando un valor de 28.7 + 4.0 y 30 £ 4.0 (n=6) en el dia 127

(Figura 20).
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Figura 20. Valores de porcentajes de humedad. Se presenta el valor

promedio de 6 datos (n=6) y las barras de error =1 DS.

6.5.2 Analisis de nitratos y amonio

Después de la adicion de los nutrientes las concentraciones de
nitratos en los tratamientos con SIS y FIC fueron de 404.17 + 18.82 y 62.67
+ 2.80 mg N-NO3/Kgpys (n=6), respectivamente (Anexo R). La baja
concentracion de nitrato presente en el FIC es atribuida a que el amonio es
la fuente principal de nitrdgeno; por esta razén, las concentraciones de
amonio que se encontraron en el FIC al inicio del estudio fueron
significativamente mayores que las de las SIS (276.0 £+ 34.6 mg N-

NH3*/Kgps) (n=6) (Schefeé, p< 0.05) (n=24) (Figura 21). La concentracién
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de nitrato incremento significativamente hasta el dia 63 en donde alcanzé
un valor de 348.10 + 45.14 mg N-NO3/Kgps. El rapido incremento en las
concentraciones de nitrato en el tratamiento con FIC fué causado a la
adicion del triple quince, el cual a pesar de ser un fertilizante de liberacion
lenta, aporté progresivamente la fuente de nitrégeno al suelo (Suppo,
1996). Adicionalmente, este aumento en los valores de nitratos pudo ser el
resultado del proceso de nitrificacion, llevado a cabo por los
microorganismos a partir de la urea presente en el fertilizante al utilizar el
amonio como donador de electrones en presencia de oxigeno como AE. De
la misma forma, durante este periodo hubo la reduccién mas drastica de los
valores de pH en el suelo; ya que en este proceso, se libera hidrogeno lo
que incrementa la acidéz del suelo (Atlas y Bartha, 2001).

Después de la adicién de nutrientes (dia 0 y 63) se presentd una
reduccion en las concentraciones de nitrato en el tratamiento con SIS y en
el dia 63 para el FIC (Figura 21). El consumo de nitrato fué mas rapido en
las SIS que en el FIC, debido posiblemente a que las sales inérganicas son
mas solubles en el suelo que el FIC, y por esta razén son asimiladas mas
facilmente por los microorganismos.

De otra parte, las concentraciones de nitrato y amonio en los 2
controles durante el estudio, fueron constantes y significativamente
menores que las de los tratamientos. Esto indica que se presentd un mayor
consumo del nitrégeno durante el proceso de biodegradacién y una falta de
nitrégeno en los controles. Las concentraciones de estos nutrientes (nitrato

y amonio) en los controles (AN y abidtico) alcanzaron valores de 13 £ 2.10
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y 14.67 + 1.86 mg NO3/Kgps, y 31.83 +5.12 y 58.33 + 8.24 mg N-NH3"/Kgps,

respectivamente durante el ultimo EM (Anexo R) (Figuras 21y 22).
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Figura 21. Concentracion de nitrato durante el estudio. Se muestra el valor
promedio de 6 datos (n=6) y las barras de error =1 DS. Las flechas indican

la adicidn de nutrientes.

La concentracion de nitratos en el control de AN presentd un
descenso significativo durante los primeros 28 dias (11.17 £ 1.94 mgN-NOg3’
mg/Kgps) (ANOVA, p< 0.05, n=48) (Figura 21). Este descenso puede ser
atribuido a su uso durante la biodegradacion intrinseca como nutriente
(forma asimilativa) o como AE (forma desasimilativa). Este proceso de
denitrificacion pudo haber sido favorecido por las fallas en el sistema de

riego en este tratamiento, lo cual favorecié un ambiente anaerobio.
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Figura 22. Concentracion de amonio durante el estudio. Se muestra el valor
promedio de 6 datos (n=6), y las barras de error =1 DS. Las flechas indican

la adicion de nutrientes.

Durante el estudio la concentracion de amonio en el SIS, permanecio
relativamente invariable (131 * 15.03 mg N-NH3'/Kgps, dia 127). La
presencia constante de amonio en este tratamiento, se relacioné con la
rapida disminucion en el pH, el cual alcanzé un valor de 4.10 + 0.06 en el
ultimo EM (Figura 23). Sin embargo, el nitrato presenté un comportamiento
variable, indicando un rapido consumo de este nutriente después de su
adicién (dia 0 y 63) (Figura 23). Este consumo marcado de nitrato se puede
correlacionar con la degradacion de HCs observada durante este periodo

(dia 0 y 63), lo cual confirma que la adicion de los nutrientes estimulo la
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tasa de biodegradacién de TPHs por parte de los microorganismos

degradadores nativos, y que fué observada por los dos métodos analiticos

(ASTM y EAMG) evaluados.
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Figura 23. Comportamiento de los nutrientes y pH en el tratamiento con SIS

durante el estudio. Se presenta el valor promedio de 6 datos (n=6) y las

barras de error=1DS.

El tratamiento con FIC presenté un comportamiento diferente que el

SIS. La concentracion inicial de amonio (276.83 + 34.58 mgN-NH3"/Kgps)

disminuy6 durante todo el estudio. Por otro lado, la baja concentracion

inicial de nitrato aumento durante los primeros 63 dias (300.12 + 35.36

mgN-NH;"/Kgps) y luego permanecio invariable (Figura 24) Independiente
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del tratamiento y por este motivo de la fuente de nitrégeno, durante el

presente estudio se observo que no hubo consumo de nitrato ni de amonio

después del dia 99. Esta inhibicion en la toma de nitrégeno estuvo

acompanada de una reduccidén en la biodegradacién de TPHs, Este

fendmeno esta relacionado con el descenso en el pH y el bajo numero de

degradadores.
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Figura 24. Comportamiento de los nutrientes y pH en el tratamiento con FIC

durante el estudio. Se presenta el valor promedio de 6 datos (n=6) y las

barras de error=1DS.

Muchos estudios han evaluado el efecto de la adicion de FIC y SIS

en suelos contaminados con HCs de petroleo. Estos estudios se centran
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basicamente en la reduccion de TPHs y en las densidades de
microorganismos degradadores (Dibble y Bartha, 1979; Song et al., 1990;
Song y Bartha, 1990; Marguessin y Schinner, 1997a, b; Marguessin et al.,
2000, 2003; Broock et al., 2001). De otra parte, algunos de ellos realizan un
seguimiento de las concentraciones de nutrientes (amonio, nitrato y fosfato)
durante la investigacién (Marguessin y Schinner, 1997, 2001).

Los cambios obtenidos en las concentraciones de nutrientes durante
el estudio, pueden compararse con las observadas por Marguessin y
Schinner (2001). Los autores evaluaron el efecto de un proceso de
bioestimulacion Vs AN, sobre la biodegradacion de TPHs en un suelo
alpino (48% arena) (pH: 7.0- 8.0). Durante el estudio, se ajusto la
concentracion de C:N:P, 100:10:1 como la evaluada en el presente estudio,
de la misma manera se empled un FIC (tipo NPK, 15:15:15). Se observo un
incremento significativo en las concentraciones de nitrato, amonio y fosfato
despues de la adicion de los tratamientos. Sin embargo, las
concentraciones de nutrientes (N-nitrato, N-amonio y P) disminuyeron
considerablemente con el tiempo. Esta disminucién fue atribuida a
metabolismo, inmovilizacion en biomasa e inmovilizacion en los coloides del
suelo y lavado del suelo, el cual fué confirmado al realizar estudios en los
lixiviados. Asi mismo, al igual que en el presente estudio, las
concentraciones de nitrato disminuyeron mas rapidamente que las de
amonio, debido a que el nivel de inmovilizacion del nitrato en la matriz del

suelo es bajo.
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Marguessin y Schinner, 1997 evaluaron en su estudio el efecto de un
proceso de bioestimulacion en la degradacion de TPHs en 2 tipos
diferentes de suelos, uno rico en carbonato (suelo A) (pH: 7.2) y otro en
silicato (suelo B) (pH: 6.2). Durante el estudio se observé un descenso
significativo en las concentraciones de amonio en los 2 tipos de suelo
evaluados, lo cual fué atribuido principalmente a incorporacion en la
biomasa microbiana e inmovilizacion en las matrices del suelo. De otra
parte, el contenido de nitrato fué el mismo al inicio del estudio en ambos
tipos de suelos, esta concentracion permanecio invariable en el suelo A

durante los primeros 100 dias, y después disminuyd en un 20%.

6.5.3 Analisis de Fdsforo (P).

Al inicio del estudio las mayores concentraciones de fésforo las
presentaron los tratamientos con SIS y FIC (565.22 + 4.16 y 74.03 + 3.76
mgP/Kgps, respectivamente). De otra parte, los controles presentaron
valores significativamente menores durante los primeros 28 dias (38.62 +
2.30; AN y 31.93 £ 2.71 mgP/Kgps; abiotico) (Anexo R).

Durante el estudio se observé un disminucién significativa en las
concentraciones de fésforo para los tratamientos con SIS y FIC (ANOVA,
p<0.05) (n=120) (Anexo T); mientras que los controles no presentaron DS
en los valores de fosforo a lo largo del estudio (Figura 25). La disminucion
en el contenido de fésforo en el suelo pudo haber sido causado por
metabolismo bacteriano; fendmeno de inmovilizacién en el cual se lleva a

cabo la incorporacion de fosfato soluble dentro de las células microbianas y
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que esta determinada directamente por las reacciones quimicas del suelo
segun su pH.

El fésforo puede ser inmovilizado por la fase sdlida del suelo en
presencia de hidroxidos de hierro (Fe™™), aluminio (Al'") y de calcio (Ca®)
(carbonato o hidroxido de calcio). A pH mayores de 6.0 el fosfato es
adsorbido por los 6xidos de Fe y Al, férmandose un compuesto de fosfato
de calcio poco soluble con precipitacion de fosfato dicalcico o tricalcico que
se transforma rapidamente en hidroxiapatita. A un pH inferior de 5.0 se
produce adsorcion por los 6xidos de Fe y Al, y precipitacién de fosfatos de
hierro y aluminio, que tienen caracter poco soluble (Atlas y Bartha, 1981;
lllmer y Schinner, 1995; Marguessin y Shinner, 1997; Marguessin y
Schinner, 2001). El suelo empleado en el estudio fué acido, en este tipo de
suelos los 6xidos e hidroxidos de hierro y aluminio inmovilizan el pentéxido
de fésforo (P2Os) contenido en los abonos y fertilizantes quimicos.
Adicionalmente, la disponibilidad de fosforo para los microorganismos es
mayor en suelos arenosos que en suelos arcillosos, como el evaluado en el
presente estudio (53% arcilla), debido a que los terrones de arcilla,
sesquidxidos de hierro y aluminio actuan como componentes fijadores de

este elemento (Atlas y Bartha, 2000).
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Figura 25. Valores de fésforo (P) durante el estudio. Se presenta el valor

promedio de 6 datos por tratamiento (n=6), barras de error = 1DS.

Aunque hubo un rapido consumo de P en los tratamientos con SIS y
FIC, el mayor consumo de este elemento se presentd en el tratamiento con
FIC (Figura 25), sin embargo este fertilizante aporto una mayor cantidad de
P durante el estudio. Este aspecto podria ser util a la hora de decidir que
tipo de fertilizante es adecuado para un proceso de biorremediacion
teniendo en cuenta su costo-€ficiencia. El FIC aporta un mayor porcentaje
de P, 15% de P,Os5 y 15% de P soluble en agua, de facil aplicacion y muy
econdmico, es ademas un fertilizante de liberacion lenta, que permite
liberar sus nutrientes gradual y continuamente a un ritmo ajustado a las
necesidades de los microorganismos, sin embargo, su presentacion en

forma de granulos secos en algunos casos dificulta su distribucion y
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homogenizacion uniforme en el suelo. De otra parte las SIS, aunque se
disuelven mas rapidamente en el agua, resultan ser muy costosas vy
aportan muy baja cantidad de fésforo, el cual es consumido rapidamente
por los microorganismos en los primeros dias del proceso de

biodegradacion.

6.6 Seguimiento microbiolégico del proceso de biorremediacion.
6.6.1 Recuentos preliminares de heterétrofos totales en el suelo sin
contaminar

En el suelo sin contaminar, se observd un recuento inicial de
heterétrofos totales de: 68-91x10° UFC/g,s. Estos recuentos fueron
considerados adecuados ya que para la remediacion de suelos
contaminados con HCs se requiere una concentracion minima de
heterotrofos totales >105UFC/g,Ds (Silverio y Sordo, 1989; Coulon y Delille,
2001; Ercoli et al.,, 2001). Si la concentracion microbiana es baja, puede
dificultar el proceso de biodegradacion; y puede ser necesario la

incorporacion de microorganismos al suelo (bioaumentacion).

6.6.2 Recuento de microorganismos heterétrofos totales en el estudio

Al inicio del estudio (dia 0) el recuento de heterétrofos totales para
los tratamientos y controles estuvieron dentro del rango de 45x10°- 27x10°
UFC/gps (Anexo R) Siendo los tratamientos con SIS y FIC los que
presentaron el mayor recuento de microorganismos (58x10° y 60x10°

UFCl/gps, respectivamente), sin embargo, este recuento no fue mayor al
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encontrado en el suelo antes de la adicion del petréleo, es decir que la
adicion de los nutrientes no estimuld el crecimiento de la poblacion de
heterotrofos totales. Después de la adicion del petroleo se observé un leve
descenso (un orden de magnitud) en la poblacion de microorganismos, y
esto pudo haber sido causado por la accidn toxica (alta concentracion) que
pueden ejercer algunos tipos de HCs petréleo. Las especies presentes
menos resistentes a los HCs en el suelo tienden a desaparecer, y se
pueden producir altas tasa de mutagenicidad a causa de la posible
presencia sustancias toxicas Venosa et al., 1999; Townsend et al., 2000;
Cooulon y Delille, 2001).

En el presente estudio los recuentos de microorganismos
heterétrofos totales permanecieron relativamente constantes en los
tratamientos con SIS y FIC (ANOVA, p< 0,05, n=120) (Anexo S). Sin
embargo, a partir del dia 63 se presentd un descenso significativo en los
heterétrofos (un orden de magnitud) para ambos tratamientos (Figura 26)
(Scheeffé, p< 0,05, n=120). El tratamiento con SIS tuvo un recuento de 86 x
10* UFC/gys y el tratamiento con FIC de 93 x 10* UFC/gys.La disminucién en
la concentracién de microorganismos heterétrofos puede estar asociada a
los bajos valores de pH que presentaron en los tratamientos (~4.0), lo cual
pudo llegar a inhibir el creciemiento de la poblacion microbiana presente el

suelo.
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Segunda adicion de Basamid
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Figura 26. Recuento de microorganismos heterétrofos durante el estudio.
Se muestra el valor promedio de 6 datos (n=6) y las barras de error=1DS.

El control relativo no presenté cambios significativos en la poblacion
de microorganismos heterotrofos a lo largo del estudio (ANOVA, p< 0.05,
n=120), iniciando con un recuento de 45x10° UFC/g,s, finalizando con un
recuento de 12x10° UFC/gps. Aunque en el control abidtico se empleé el
Basamid como esterilizante para el suelo y se siguieron las instrucciones
del producto y del productor para su aplicacion se siguieron
adecuadamente, los recuentos iniciales fueron significativamente mas altos
que las de los otros tratamientos. Por recomendacion del distribuidor se
volvié a aplicar el producto a una concentracion mayor obteniendo bajos

recuentos a partir del dia 63 (<10? UFC/gys).
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La baja efectividad presentada por el Basamid® pudo ser causada
por las altas temperaturas que se presentaron durante los primeros 30 dias
del estudio (>20°C), lo cual gener6é una disminucién en el contenido de
agua en los mesocosmos, por lo que el ingrediente activo del compuesto
(DAZOMET) no interactuo con las zonas humedas del suelo, dificultando la
formacion de subproductos que eliminan las formas biolégicas presentes en
el suelo (BASF, 1984). Por este motivo para la segunda adicion del
Basamid se realiz6 un humedecimiento mas prolongado del suelo (2
semanas) antes de su aplicacion, tanto en la mafiana como en la tarde.

En términos generales, durante el estudio el recuento de heterotréfos
totales fue mayor que el recuento de degradadores durante el estudio. Esto
es debido, a que en el suelo existen microorganismos que son capaces de
vivir en presencia de los HCs pero no necesariamente de usarlos como
fuente energia (Atlas y Bartha, 2002; Marguessin et al., 2003) (Figura 27).

Las concentraciones de microorganismos heterétrofos encontrados
en el estudio pueden relacionarse con las encontradas en otros estudios de
biorremediacion de suelos contaminados con HCs. Hickey (1995), al inicio
de su estudio encontré una densidad de microorganismos de 106UFC/gpS, la
cual después de 180 dias se disminuyd 2 ordenes de magnitud,
posiblemente causado a una limitacion de nutrientes (N y P) y a el bajo pH

que se presento durante el estudio (5.0).
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Figura 27. Relacién de heterétrofos y degradadores de HCs durante el
estudio. Se muestra el valor promedio de 6 datos (n=6) y las barras de

error=1DS.

Coulon y Delille, 2001 Evaluaron el efecto de la bioestimulacion
sobre el crecimiento de bacterias nativas en un suelo Sub-Antartico
contaminado con HCs (pH: 6.4). Antes de la contaminacion el suelo tenia
un recuento de 3.2x10° UFC/g,s, el cual se mantuvo constante en los
controles. Durante el estudio, no se observo un efecto significativo de los
fertilizantes sobre el numero de microorganismos heterotofos totales,
posiblemente porque el N y el P fueron los factores limitantes. Por este
motivo, se observo un descenso en la poblacion de microorganismos al
final del estudio (3 meses después de la contaminacion) de un orden de

magnitud de (10° UFC/gps).

130



Marguessin y Schinner, 2001 evaluaron el efecto de la AN y la
bioestimulacion en un suelo Alpino (pH:8.0), observando un recuento inicial
de inicial de microorganismos heterotrofos totales de 65x108UFC/gpS, la
cual fué mayor a la encontrada en el presente estudio de USBA (10°-
106UFC/gpS). Los autores no observaron un efecto significativo de los
nutrientes sobre los recuentos de heterotrofos totales pero si sobre los

recuentos de degradadores de HCs durante los primeros 67 dias.

6.6.3 Recuento de microorganismos degradadores de HCs en placas de
96 pozos por la técnica del NMP

Inicialmente se utilizé kerosene como sustrato para la determinaciéon
de microorganismos degradadores de HCs, debido a que este ya habia
sido reportado por Cleves y Sandoval (2001). Sin embargo, se presentaron
interferencias en la lectura de la prueba, debido a que no habia formacion
del color rosado-rojo por el INT. Por este motivo, se tomo la desicién de
evaluar crudo y ACPM como sustratos alternativos.

Cuando se empled crudo como fuente de carbono y energia en el
suelo sin contaminar se obtuvieron recuentos mas bajos de
microorganismos degradadores de petréleo (45-58 x 102NMP/gps). El uso
de ACPM como sustrato presentd recuentos significativamente mayores
(17-21x103NMP/gpS). La composicion del ACPM tiene una menor
concentracion de HCs complejos (de menor peso y mas sencillos
estructuralmente) por ser un producto refinado, los cuales son menos

dificiles de degradar por parte de los microorganismos. Por otra parte, el
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petréleo puede contener diversas mezclas de diferentes clases de HCs
(aromaticos, alifaticos, PAHs) que pueden ser mas dificiles de biodegradar
0 que en algunos casos pueden llegar a ser téxicos para los
microorganismos (Haines et al., 1996; Weisman, 1998). Finalmente se
seleccion6 el ACPM como fuente de carbono debido a que la manipulacion
de este producto es mucho mas facil que el crudo, no se queda adherido a
las paredes de los pozos, ni a los instrumentos de laboratorio y permitié una
mayor recuperacion de microorganismos degradadores.

Para la remediacion de suelos contaminados con HCs se requiere
una concentracion inicial minima de degradadores especificos de 10°-10*
UFC/gps (Leahy y Colwell, 1990; Ercoli et al., 2001). Esta concentracién se
encontré dentro del rango que presento el suelo inicialmente sin la adicidon
de los HCs. En estos casos generalmente no se requiere de la adcion de
degradadores, y se puede hacer bioestimulacion de los parametros
limitantes (p.e., nutrientes, aceptores de electrones, entre otros) para
acelerar el proceso de biorremediacion por parte de los microorganismos
nativos.

Durante el estudio se observé una disminucion en la concentraciéon
de lo microorganismos degradadores a través del tiempo (Figura 28) para
todos los tratamientos y controles evaluados (ANOVA, p< 0,05, n=120).
Este fenobmeno se ha observado en diferentes procesos de remediacion
cuando la concentracién de TPHs disminuye con el tiempo o cuando algun

factor empieza a limitar el proceso de biodegradacion (Marguesin y
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Schinner, 1997; Marguessin y Schinner, 1997a, Marguessin y Schinner,

2001; Marguesin et al., 2003).
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Figura 28. Recuento de microorganismos degradadores de HCs en placas
de 96 pozos por la técnica del NMP. Se presenta el valor promedio de 6

datos (n=6) y las barras de error=1DS.

Al inicio del estudio los tratamientos con SIS y FIC (11x10% y 70x10?
NMP/gps, respectivamente) presentaron los recuentos mas altos de
microorganismos degradadores de HCs que los controles (AN y abiético), lo
cual indicé que los fertilizantes suministraron los nutrientes necesarios (N y
P) para el desarrollo y la actividad microbiana al inicio del estudio. Sin
embargo, a partir del dia 28 este rango disminuy6 significativamente hasta

el final del estudio alcanzando un valor de 24x10" y 37x10'NMP/gps,
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respectivamente. Esta disminucidn puede estar relacionada con los bajos
valores de pH que se presentaron en los tratamientos con SIS y FIC. Los
recuentos muestran que al inicio hay una rapida estimulacion de los
degradadores en comparacion con los controles. Se ha observado en
diferentes estudios de biodegradacién de TPHs que al final del proceso de
biodegradacion, existe una acumulacién de las fracciones mas largas y
pesadas de HCs, las cuales son poco disponibles para los
microorganismos, dificultando su rapida degradacion y presentando una
disminucién significativa en el recuento de degradadores(Cooulon y Delille,
2001).

Al inicio del estudio, el control de AN presenté el recuento mas bajo
de degradadores (45x10’ NMP/gps), el cual incremento significativamente
hasta el dia 28 alcanzando un recuento similar al de los tratamientos
(86x10? NMP/gps). A partir de este dia al igual que los tratamientos con SIS
y FIC, mostré un descenso significativo en el recuento de microoganismos
hasta el tltimo EM (48 x 10" NMP/gps). Sin embargo, el descenso fué mayor
para los tratamientos. Este control mostré un proceso de adaptaciéon de la
comunidad microbiana a los HCs que permitié el aumento de la poblacion
microbiana hasta el dia 63 (Figura 28). De otra parte, el control abiético
presentd una disminucion significativa en los recuentos de degradadores de
HCs a lo largo del estudio, indicando que el Basamid tuvo un efecto
importante sobre la poblaciéon microbiana.

El rango de microorganismos degradadores que se encontro

después de los 28 dias del estudio mostré una poblacién de degradadores
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de HCs relativamente baja. Song y Bartha, 1990 en su estudio observaron
una tendencia diferente a la del presente estudio, ellos evaluaron el efecto
de un derrame de combustible para avién sobre la comunidad microbiana
en un suelo arcilloso (pH de 7.5). Al inicio del estudio el numero de
degradadores fué de 4x104NMP/gps, después de 4 semanas este rango de
microorganismos aumento 2 érdenes de magnitud (10° NMP/g,s) debido a
la accidon de los fertilizantes, sin embargo al final del estudio el numero de
degradadores permanecié en en un rango aproximado a su recuento inicial,
lo cual puede ser debido a que las fracciones que se encuentran en la
gasolina son mas ligeras y de compuestos menos pesados que son mas
faciles de degradar.

Coulon y Delille, 2001 evaluaron el efecto de la bioestimulacion
sobre el crecimiento de bacterias en un suelo Sub-Antartico con un
(pH=7.0) contaminado con diesel. Antes de la adicién de los HCs el numero
de degradadores fué de 2.7x10° NMP/gps. Después de la adicion de los
tratamientos (Inipol) se observd un incremento significativo de
microorganismos degradadores (2 ordenes de magnitud) hasta el primer
mes después de la adicion del fertilizante. El rango de degradadores de
HCs fue mas alto en el suelo contaminado con diesel, que en el suelo
pristino siendo de (4.6x10” Vs 1.4x10° NMP/g,s). Sin embargo, al final del
estudio se observo una disminucién en el numero de degradadores de HCs
(3 ordenes de magnitud) (después de 3 meses de contaminacién). Este
fendmeno, es similar al encontrado en este estudio, debido posiblemente a

que los compuestos menos toxicos (mas sencillos y de bajo peso
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molecular) son degradados en las etapas iniciales del proceso y los mas
toxicos (recalcitrantes)se acumulan y permanecen en el suelo por un
periodo de tiempo mas largo limitando posiblemente el crecimiento de los
microorganismos.

El numero de degradadores de HCs encontrado en el presente
estudio puede ser comparado con el realizado por Marguessin y Schinner,
1997.; en donde se evalud la eficiencia de microorganismos nativos e
inoculados en la biodegradacién de suelos alpinos contaminados con
diesel. Los suelos evaluados estaban constituidos principalmente por arena
(58-86%) y con un pH entre 5.0-7.2. En el estudio se adicionaron nutrientes
(FIC, tipo NPK) a una concentracién de 100:10:1, similar a la adicionada en
el presente estudio (100:10:1). Antes de la contaminacion con los HCs el
rango de degradadores fue de 1.5 + 1.3x10° -3.7 = 3.3x10* NMP/g,s, la
menor concentracion de degradadores se encontré en los suelos a un pH
entre 5.0-6.2. Esta reduccién en los recuentos causados posiblemente por
el pH puede ser comparada con el presente estudio. Cunnigham y Philp,
2000 en su estudio reportan una concentracion de microorganismos
degradadores entre 10* y 10° NMP/gps en un suelo con un % de arcilla del
47% y con un pH entre 6.5-7.0, valor similar al encontrado al inicio del

presente estudio.
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6.6.3.1 Caracterizacion de microorganismos degradadores de HCs por
medio de paneles bioquimicos.

De las diluciones mas altas del NMP, se aislaron los
microorganismos degradadores de HCs. Se obtuvieron un total de 12
cepas, las cuales fueron caracterizadas macro y microscopicamente.
Posteriormente se realizaron pruebas de indol y oxidasa previa a su
identificacion con CRISTAL™ para gram negativos identificandose 6
microorganismos, siendo Strenotrophomonas maltophilia la que se presento
en mayor proporcion (32%) (Tabla 21).

Tabla 21. Caracterizacion macro y microscépica de las cepas

seleccionadas degradadoras de HCs.

No Identificacion Identificacion | Indol/oxi | Microorganismo
cepa Macroscépica Microscépica dasa
1. Colonia pequena elevada, borde Bacilo delgado -/- Stenotrophomonas
irregular, color blanco cremosa. y corto gram maltophilia
negativo
2. Colonia pequefa, blanca cremosa, Coco-bacilo -/- Acinetobacter
elevada, borde regular. gram negativo iwooffi
3. Colonia mediana, redonda blanca, Bacilo largo, -/+ Burkholderia
borde regular y plana. delgado gram cepacia
negativo
4, Colonia mediana, blanca cremosa, Bacilo gram -/- Pseudomonas
elevada, borde regular, halo negativo putida
verdoso- azulado a la luz.
5. Colonia mediana, blanca cremosa, Bacilo gram -/- Choromobacterium
elevada, borde regular. negativo violaceum
6. Colonia pequefa, amarilla clara, Bacilo gram -/- Flavimonas
elevada, borde regular, halo. negativo orizihabitans

Las bacterias identificadas en el presente estudio han sido
reportadas como microorganismos degradadores de HCs en previos
estudios: Pseudomonas sp, Acinetobacter sp, Burkholderia sp,
Stenotrophomonas sp, de la misma manera Choromobacterium Violaceum

y Flavimonas Orizihabitans han sido reportadas como degradadoras de
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PAHs (Eriksson et al., 2003; Hamme et al., 2003), y anteriormente estaban
clasificadas como especies de Pseudomonas spp. Rahman et al. (2003),
realizé estudios con microorganismos degradadores de HCs, dentro de los
cuales se encontraban Pseudomonas sp, Acinetobacter sp,
Strenophotomonas sp, Bacillus sp. Las Pseudomonas sp han sido bastante
estudiadas y existen diferentes publicaciones por su capacidad para
degradar HCs. Whyte et al., 1997 aislaron Pseudomonas sp de un suelo
antartico contaminado con petroleo, y evaluaron su capacidad para
degradar alcanos, tolueno y naftaleno. Por otra parte Reordon et al. (2000)
realizé un estudio con una mezcla de HCs: Benceno, Tolueno y Etilbenceno
(BTEX), observando crecimiento y biodegradacion de tales compuestos por
parte de Pseudomonas. Durante ese mismo afio Greene et al (2000) uso un
suelo al cual se le adiciond benceno, tolueno, xileno, etileno, y naftaleno,
para observar la dinamica poblacional en el suelo, usando técnicas de
biologia molecular DGGE (electroforesis en gradiente en gel denaturante),
comparo el tamano y posicion de las bandas de DNA de diferentes géneros
bacterianos, para poder determinar si existian homologias entre los
géneros presentes, pudiendo diferenciar géneros y especies diferentes
(Pseudomonas spp, Alcaligenes spp, Flavimonas spp y Rhodococcus spp).
Daane, et al (2001) buscé microorganismos degradadores de PAHs en
sedimentos de un estuario y la rizosfera de un pantano, contaminados con
naftaleno, fenantreno, y bifenil donde encontr6 Pseudomonas sp. Saadoum
(2002), estudid la diversidad bacteriana en un suelo contaminado con crudo

microorganismos como Pseudomonas sp, Acinetobacter sp, eran
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identificados como capaces de degradar no solo este compuesto si no
derivados del petroleo como diesel. 4 diferentes especies fueron
identificadas Pseudomonas Putida, Acinetobacter Iwooffi, Enterobacter
Cloacae y Rhodococus Erythropolis. La prevalencia del numero de genes
que ellos encontraron de Pseudomonas en todos los tipos de suelos
evaluados confirman los reportes previamente realizados acerca de su
amplia distribucidn en suelos contaminados con HCs y su capacidad para
utilizarlos como fuente de carbono y energia, permitiendo la

descontaminacion de muchos sitios afectados por derrames de petréleo.

Greene et al., 2000 estudié la comunidad microbiana en un suelo
enriquecido con una mezcla de HCs encontrando comunidades de
microorganismos como Pseudomonas, Alcaligenes spp y Rhodococcus sp,
(microorganismo aerobio de orden Actinomycete, capaz de metabolizar
diferentes HCs como tolueno, benceno y fenol). Esta especie de
microorganismo ha sido estudiada por otros autores como Correa et al.,
1999, donde el objetivo de esta investigacion fue conocer su capacidad
biosurfactante y evaluar su influencia en la biodegradacién de HCs.
Marguessin et al., 2003 caracterizaron microorganismos degradadores en
suelos alpinos pristinos y contaminados con diesel, en su investigacion la
prevalencia de 7 fenotipos involucrados en la degradacion de n-alcanos
fueron: Pseudomonas Putida, Acinetobacter sp, Rhodoccus sp vy
Burkordelia Cepacia, HCs aromaticos: P. Putida, y PAHs: P. Putida y

Mycobacterium sp. Los microorganismos fueron aislados de 12 suelos
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contaminados y 8 tipos de suelos alpinos pristinos empleando analisis de

hibridizacion con PCR.
6.7 Analisis de correlaciones

El analisis de correlacidon que se realizd entre los parametros
evaluados durante el estudio mostrd; una fuerte correlaciéon positiva entre el
numero de heterétrofos totales y los degradadores de HCs (p<0.05), es
decir que los recuentos de microorganismos degradadores dependen de la
cantidad de hetrotrofos presente. De igual forma, durante el presente
estudio se presentd wuna correlacion entre los microorganismos
(heterétrofos y degradadores) y los demas parametros determinados en el
estudio, esta relacion indico como los factores (nutrientes, % de humedad y
pH) pueden afectar el proceso de biodegradacion (Tabla 22) (p<0,05). La
correlacion de los parametros microbiolégicos Vs el pH, indica que los
microorganismos tanto heterétrofos totales como degradadores de HCs
fueron posiblemente afectados por los bajos valores de pH observados
durante el estudio, pudiendo llegar a inhibir el continuo crecimiento de la

poblacién de microorganismos nativos presente en el suelo.

La concentracion de nitratos presente en el suelo mostré una
correlacion negativa con el pH, y positiva con la densidad de
microorganismos (heterétrofos y degradadores). Esta relacién indicé que
los bajos valores de pH observados en el estudio pudieron ser causados
por el incremento en las concentraciones de nitrato

Se observé una correlacion significativamente positiva (p<0.05) entre

la concentracion de TPHs por los 2 métodos utilizados y todas los
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parametros evaluados durante el estudio; con excepcion del contenido de
nutrientes (nitratos, amonio y fésforo). Este analisis mostroé para ellos una
correlacion negativa con los TPHSs, es decir que a medida que aumento la
concentracion de nutrientes hubo una mayor disponibilidad por los
microorganismos y por lo tanto disminuyé la concentracion de TPHs. La
fuerte correlaciéon entre los TPHSs, el pH y el % de humedad demuestra la

importancia de estos parametros dentro del proceso de biodegradacion.
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Tabla 23. Analisis de correlacion de variables evaluadas durante los 127 dias de estudio

Bioestimulacion pH Humedad | Heter6trofos | Degradadores Nitratos Amonio | Fésforo | TPHG TPH
de HCs ASTM
Heterdétrofos 0,307* 0,109 1,000 0,817** 0,194* 0,230* 0,431** | 0,206* 0,315**
0,001 0,236 0,000 0,034 0,000 0,000 0.010 0,001
Degradadores 0,412** 0,226* 0,817** 1,000 0,291** 0,169 0,474** | 0,226* 0,025
de HCs 0,000 0,014 0,000 0,001 0,069 0,000 0.014 0,789
pH 1,000 0,258** 0.307* 0,412** -0,669** -0,410** | -0.016 | 0,377** 0,380**
0.005 0.001 0,000 0,009 0,000 0,831 0,000 0,000
Humedad 0,258** 1,000 0,109 0,226* -0,157 -0,019 0,193* | 0,184* 0,126
0.005 0,236 0,014 0.088 0,836 0.035 0,044 0,171
Nitratos -0,669** -0,157 0,194* 0,291** 1,000 0,597** | 0,269** | -0,194 -0,239**
0,009 0.088 0,034 0,001 0,000 0,003 0,034 0,008
Amonio -0,410** -0,019 0,230* 0,169 0,597** 1,000 0,689** | -0,079 -0,471*
0,000 0,836 0,000 0,069 0,000 0,000 0,392 0,062
Fésforo -0.016 0,193* 0,431** 0,474** 0,269** 0,689** | 1,000 0,103 -0,007
0,831 0.035 0,000 0,000 0,003 0,000 0,293 0,942
TPH ASTM 0,380** 0,126 0,315** 0,025 -0,239** -0,471* -0,007 0,499** 1,000
0,000 0,171 0,001 0,789 0,008 0,062 0,942 0,000
TPH G 0,377** 0,184* 0,206* 0,226* -0,194 -0,079 0,103 1,000 0,499**
0,000 0,044 0.010 0.014 0,034 0,392 0,293 0,000

* La correlacién es significante al nivel 0,05 (bilateral).
** La correlacion es significante al nivel 0,01 (bilateral).
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7 CONCLUSIONES.
-La adicién de los nutrientes (SIS y FIC) redujo significativamente la
concentracion de TPHs en el suelo contaminado durante el estudiio.
Sin embargo, esta reduccién no fué significativamente diferente a la
del control relativo. La alta variabilidad presente en la matriz del
suelo no permitio evidenciar diferencias en las concentraciones.
- Las SIS presentaron los mayores porcentajes de remocién que el
FIC y fueron a un mayor costo. Independiente del tratamiento, el pH
para este suelo debe ser controlado
- Los bajos valores de pH observados, pudieron inhibir el crecimiento
de los microorganismos (heterétrofos y degradadores), reduciendo
las tasas de degradacion de TPHs en el presente estudio.
-Los métodos analiticos evaluados durante el estudio pueden ser
utilizados para la cuantificacion de TPHs durante los procesos de
biorremediacion. Sin embargo, se debe tener un especial cuidado
durante el analisis de SO, debido a las interferencias en el proceso
de extraccion.
-El control abidtico permiti6 determinar que la biodegradacion
intrinseca fué el proceso predominante.
-Se pudo determinar que Stenotrophomonas maltophilia (34%) fué la
especie predominante durante el estudio, la cual ya habia sido

asociada a procesos de biodegradacion de HCs.
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8 RECOMENDACIONES
Se recomienda que se desarrollen estudios posteriores que mantengan la
continuidad de esta investigacién profundizando en aspectos como:
- Controlar y ajustar el pH durante el proceso de biorremediacion en caso
de ser necesario.
- Emplear las bacterias nativas identificadas en el estudio en procesos de
bioaumentacion.
- Realizar los estudios de biorremediacion de HCs empleando otro tipo de
suelos.
- Evaluar el efecto de otras fuentes de nitrégeno (p.e., KNO3;, NaNOs3,
NH4CIl) sobre la biodegradacion de TPHs.
- Realizar 3 adiciones de nutrientes empleando la misma relacién C.N:P:

100:10:1 durante el estudio de biorremediacion.
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ANEXO A. Calculos para realizar la contaminaciéon del suelo a una
concentracion de 20,000 mg/Kgps

1.1g

g de suelo requerido por mesocosmo = 48,000cm® * > =52,800 g suelo
m

52,8 kKg suelo*12 UE, = 633.8 kg = 650 Kg suelo

20,000 mg petrdleo
Kg suelo

*650 Kg suelo =1300,000 mg petréleo*l—g:13,000 g petroleo
1000 mg

13,000 g petroleo* imL

= 24,390.24 mL petroleo
053 g

24,390.24 mL petréleo*L =24.4 L petrdleo
1000 mL



ANEXO B.Calculos realizados para determinar la humedad requerida por
mesocosSmo

500cm®suelo + Diferentescantidadesdeagua( probeta)
100-80-60-40-30-10 mL

Dimension de los mesocosmos = 0.036m?®

30 mL agua

*36,000 mL =2.16 mL agua = 2.16 L agua ™ mesocosmo
30 mL suelo



ANEXO C. Esterilizacion de suelos utilizando BASAMID® Granular (Hoja
de seguridad)

A. Identificacion del producto y proveedor.
Nombre del producto: BASAMID GRANULADO.

Proveedor: BASF Aktiengesellschaft unternehmensbereich Pflanzenschutz
D- 67056 Ludwigshafen.

B. Composicion y descripcion del producto.
Desinfectante para suelos, microgranulado.
Formula quimica: CsH1oN2S..

Sinénimos: Dazomet.

Ingrediente activo: Tetrahydro-3,5, dimethyl-2H-1, 3, 5-thiadiazine-2

thiONE...cciiiii 99%.
Ingredientes inertes:.........ccccccceveiiiiiiiinns 1%
Totali..oo 100%

C .Propiedades fisicas y quimicas del producto.
Estado fisico: sélido, microgranulo o en polvo.

Apariencia y olor: Color: blanco.

Olor: caracteristico.

Concentracion: Dazomet 99% p/p.

pH (23°C): 7,1-7,2 al 1%.

Temperatura de descomposicion: No determinada.

Punto de inflamacion: 93°C. No hay peligro de inflamacion.

Temperatura de autoignicion: No es autoinflamable.



Temperatura de ignicion: 270°C.

Propiedades explosivas: evitar formacion de nubes de polvo, riesgo de

explosion del polvo.

Punto / intervalo de fusién: 104°C.

Presién de vapor a 20°C: 5,8 *10 4 mbar.

Densidad: 0,645- 0,8 Kg/Lt.

Solubilidad en agua y otros solventes: 0,36g / 100g de agua.
D. Informacion General.

El BASAMID®, es un esterilizante para suelos previsto para el
control de hongos, bacterias, nematodos, enfermedades y malas hierbas
del suelo. Durante una semana (5- 14 dias), dependiendo de la
temperatura presente antes de su tratamiento; debe existir una humedad
constante del suelo (al menos un 50% de la capacidad de campo),
procurando al maximo proporcionar riegos frecuentes en el area a tratar (2
veces al dia), con el objeto de mantener una temperatura adecuada del
suelo, disminuir la concentracion de sales y facilitar la emision de los gases.
Se deben cubrir los mesocosmos con un plastico durante ~5-8 dias para
evitar la evaporacion del producto, y dejando airear durante 3 dias

siguientes.



ANEXO D. Calculos realizados para la adiciéon del Basamid®

Area*mesocosmo = 60*40 m = 0.24m?

709,

i 0.24m? =16.8g *mesocosmo ~ 17 g de Basamid /mesocosmo
m



ANEXO E. Composicion del FIC (NPK) (15:15:15).

Fertilizante comercial NPK, con adicion de elementos coadyuantes

(Mg y S) para mejor asimilacion de nutrientes.

A. Marca.

Fertilizante multiproposito marca Fergon S.A. Bogota- Colombia.
B. Fabricacion.

Las particulas con que se fabrica el NPK, son de tamafo uniforme
(2-5 mm de diametro), de colores. La mezcla resultante es seca, libre de

polvo.

C. Propiedades fisicas y quimicas.

Aspecto: Granulos de colores variados.

Olor: Inodoro.

pH en solucidon acuosa al 10%: > 4.5.

Punto de ebullicion: > 210 °C (se descompone).

Punto de fusién: Depende de la composicion, puede descomponerse

antes de fundir.

Propiedades explosivas: No clasificado como explosivo segun la Directiva
67/548/EEC, test.A 14. Este producto tiene una alta resistencia a la
detonacion. La resistencia disminuye en presencia de contaminantes y/o
altas temperaturas. Calentandole en recipientes cerrados (p.ej: en tubos y
drenajes) puede desencadenar una violenta reaccion o explosion,

especialmente si esta contaminado con sustancias relacionadas en 10.3.

Propiedades oxidantes: Puede mantener la combustion. No clasificado

como material oxidante de acuerdo con la Directiva 88/379/EEC.

Densidad aparente: Normalmente entre 900-1100 Kg./m3



Solubilidad en agua: La mayoria de las formulas son higroscépicas.
D. Caracteristicas Generales.

Es una mezcla de fertilizantes simples, Algunas de sus materias
primas son: Urea, fosfato monoamaonico (MAP), cloruro de potasio (KCL), y

fosfato doble de potasio y magnesio.

A.Composicion quimica.

Nitrogeno total...............ocoeies 15 %.
Nitrégeno amoniacal...................... 3.0%.
Nitrégeno organico....................... 12%
Fosforo asimilable (P20s)........... 15%

Magnesio (MgO)........cceeeeeeviiiinnns 4%
Azufre total (S)......ccoeciiiiiiiiiee 5%
BOro (B)...uveeeeeeeiiiiiiiii 0.15%
Cobre (CU)..ccoovviiiiee 0.13%



ANEXO F. Calculos realizados para la adicién de las FIC (C:N:P, 100:10:1)

100 g fertilizante
15 g N

*20 g N (50%Relacion) =133.3 g FIC ~134 g FIC

ANEXO G.Calculos realizados para la adicion de las SIS (C:N:P, 100:10:1)



21,500mg

a.) Carbono existente =
) KQps

N necesario = 2150mg/Kg s
P necesario = 215mg/Kg

Cantidad de Nitrégeno existente en elsuelo = 21.3mg/Kg, (Nitrato + Amonio)
21,500 mg /Kgps —21.3 mg /Kges = 2,129 mg /Kg,s (N requerido)

2129 mg N

*18.66 Kgps =39.24 mg N ~ 40 mg de N requerido™> mesocosmo
Kg suelo

b.)Fésforo 215mgdeP/KgF,S —5.2mgP/KgPS = 201mgP/KgF,S

201 mg P

*18.66 Kg.,,, =3,750 mg P =3.8 mg P
KQps

,174.18 g K,HPO,
31 mg P
64.05 g K,HPO, *3mesocosmos

3.8 mgP

=21.3 g K,HPO, * mesocosmo

ANEXO H. Técnicas para la determinacion de las concentraciones de
nutrientes en suelos (HACH, 1994).



A- Nitratos: Ingresar al programa 366 y colocar el espectrofotometro
a una longitud de onda de 500 nm. Sacar 1 mL del extracto acuoso en una
celda de vidrio y diluir con 25 mL con agua desionizada. Adicionar el
contenido de 1 almohadilla de nitraver 6 y tapar. Agitar durante 3 minutos,
transcurrido este tiempo, déjelo sedimentar durante 2 min. Verter el
sobrenadante rapidamente a otra celda procurando no dejar pasar
particulas de cadmio. Adicionar 1 almoadilla de nitriver 3 y tapar, agitar
durante 30 seg. Contabilizar a partir de alli 10 minutos mas, prepare la
muestra de blanco empleando otra celda con 25 ml de agua desionizada.

Lea después de este tiempo.

B- Amonio: Utilizar el programa No 391 y llevar a una longitud de
onda de 425 nm. Pipetear 1 mL del extracto acuoso en una celda de vidrio
y diluir con 25 ml de agua desionizada. Agregar 5 gotas de solucién de
nitrdgeno amonio 1 a cada muestra incluyendo el blanco. Adicionar 1.0 mL
de reactivo de nessler dentro de la muestra y agitar inmediatamente.

Contabilizar 1 min de reaccién y lea en el espectrofotdmetro.

C- Fosforo: Ingresar al programa 531 y colocar el espectrofotometro
a una longitud de onda de 890 nm. Sacar 5 mL del extracto de bicarbonato
dentro de cada una de las 2 celdas y llenar con 25 mL de agua
desionizada. Agregar el contenido de 1 paquete de phosver-4 en cada una
de las celdas (blanco y muestra), y contabilizar 3 minutos de reaccion.
Colocar el blanco y llevar a zero, contabilizar otros 7 minutos y lea la

muestra.



ANEXO I. Preparaciéon de las soluciones estandar de nutrientes (nitratos,
amonio y fésforo) (Standard Methods, 1995)

A- Solucion de nitratos: Preparar una solucion madre de 100 ppm de
N-NO; °, disolviendo 0,7218 g de KNOs, previamente secados a 100°C
durante 24 horas, en 1000 ml de agua desionizada. 1ml = 100 ug NO3 —N.

B- Solucion de amonio: Disolver 3,819 g de NH.Cl, secado
previamente a 100°C durante 24 h, en 1000 ml de agua desionizada, para
preparar una solucion stock de 1000 ppm de N-NH4. 1mL = 1mg N = 1,22
mg NHs.

C- Solucion de fosfato: Preparar una solucién madre de 50 ppm de
P, disolviendo 219,5 mg de KH,PO4 en 1000 ml de agua desionizada. 1mL
= 50 ug de P-PO4>.



ANEXO J. Agar infusién suelo (American Society for Microbiology)
(ASM, 1986)

1. Infusién suelo.

Agua destilada....... 1 Lt.

Mezclar el suelo y el agua destilada, calentar la mezcla sin hervir
durante un periodo ~ de 15 min. Pasar a través de una gasa y papel
filtro, o hacer una filtracion en vacio en caso de ser necesario Guardar

en la nevera, hasta su utilizacion.
2. Preparacion de agar infusién suelo.

Composicion por Lt de agua destilada.

Agar nutritivo............. 20 g.
Infusién suelo............ 200 mL.
Agua destilada............ 800 mL.

Mezclar y esterilizar en autoclave durante 15 min a 121°C.



ANEXO K. Agua Bufferada (Standard Methods, 1995)

A. Solucién 1 Buffer fosfato.

KHoPO4..ovneeea 0,085 g en 1,25 mL de agua destilada.
B. Solucién 2. Cloruro de Magnesio.

MgCl,.6H,0............ 0,405 g en 5 mL de agua destilada.

Mezclar y diluir con agua destilada a un volumen de 1000 mL, esterilizar en
autoclave durante 15 min a 121°C.



ANEXO L. Caldo Bushnell- Hass (BH) (Wrenn y Venosa, 1995; Brown y
Braddock, 1990).

KH2PO4.ooooieeeeeeeee 19
NH4NO3z...ooiiiieiieeeeee 19
CaCL2H0..cciieee 0,02g
FEClauniiiiiiieeeee, 0,05¢
KoHPO4..eoieieeciveee 19
MQGSO4.uuueeeiiiiieiiiiiiiiei, 0,2g

Mezclar todas las sales en 1 Lt de agua destilada, agitar por 30 min en

plancha magnética, y esterilizar en autoclave durante 15 min a 121°C.



ANEXO M. Solucién de violeta lodonitrotetrazolium (INT).
Indicador INT (Sigma®)................... 34.
Agua destilada........................ 1000 mL.

Mezclar el INT con agua destilada previamente esterilizada durante 15 min.
Agitar durante 1 H en plancha magnética hasta completa homogenizacion,

guardar en nevera en frasco oscuro.



ANEXO N. Recuento de NMP con MPN calculator, version 4.04, EPA, 1996

Una vez obtenidos los pozos positivos de NMP, por dilucidon estos

datos se ingresan al MPN calculator (este programa opera en DOS).

En el programa se llenan los siguientes parametros: numero de diluciones,
cantidad de réplicas por dilucién y volumen de muestra inicial (p.e., 20 ul de

muestra inicial equivalen a 0.02 ml) y las diluciones seriadas.

Una vez se ingresan las anteriores opciones se procede a introducir
los datos. Es necesario incluir todas la diluciones aun cuando estas no se
hallan hecho directamente en la técnica (p.e., si en la técnica se utilizaron
las diluciones 10%, 10° 10° y 107, en el momento de ingresar las diluciones
al programa se ingresan desde 10'), asumiendo que las diluciones menores

daran todos los pozos positivos.

Finalmente el valor obtenido se expresa como NMP/mL de muestra,
sin embargo cuando se trabaja con suelo, es necesario realizar las
conversiones pertinentes. Por lo tanto es necesario convertir el resultado de
mL a g de peso humedo, luego eso cuanto equivale en 10 g (de la muestra

utilizada) y finalmente convertirlo a gramos de peso seco (FPS).



ANEXO O. BD Sistemas BBL CRYSTAL de identificacion para

microorganismos gram negativos

A. ldentificacion y uso del producto: Sirve para la identificacion de
bacterias aerobias gram negativas que pertenecen a la familia
Enterobacteriaceae asi como también bacilos gram-negativos

fermentadores y no fermentadores de glucosa aislados con mas frecuencia.

B. Resumen y explicacion: El sistema BBL CRYSTAL E/NF ID es un
método miniaturizado de identificacion. Incluyen test para fermentacion,
oxidacion, degradacion e hidrdlisis de diversos sustratos. Ademas contiene
sustratos unidos a un cromégeno para detectar la presencia de enzimas
que utilizan diferentes microorganismos para metabolizar distintos

sustratos.

C. Principios del procedimiento: Los analisis utilizados en el sistema BBL
CYSTAL E/NF ID estan basados en la utilizacion y degradacién de
sustratos especificos por parte de los microorganismos detectados por
distintos sistemas indicadores. Las reacciones de fermentacion detectan la
capacidad de un aislado para metabolizar los carbohidratos en ausencia de
oxigeno atmosférico, y las reacciones de oxidacion estan basadas en la
capacidad del organismos para metabolizar el sustrato siendo el oxigeno el

aceptor final de electrones.

D. Procedimiento de analisis: 1- Realizar pruebas de indol y oxidasa a

partir de una placa de aislamiento selectiva de no mas de 24 horas.

2- Tome un tubo de inoculo y etiquetelo con el numero de la muestra.
utilizando una técnica aséptica, con la punta de un asa o torunda, tome una
colonia grande bien aislada (con un diametro de 2-3 mm o mayor) o0 5

colonias mas pequefias de la misma morfologia.

3- Suspenda las colonias en un tubo de fluido de inoculo BBL CRYSTAL.



4- Tapone el tubo y agitelo en vortex durante aproximadamente 10-15 seg.
Vierta todo el contenido del fluido en el area objetivo de la base de las
placas para BBL CRYSTAL.

5- Sostenga la base con ambas manos y mueva el inoculo suavemente de
un lado a otro a lo largo de las pistas hasta que se hallan llenado todos los
pocillos. Haga retroceder cualquier liquido sobrante del area objetivo y

coloque la base en la parte superior de un banquillo.

6- Alinee la tapa de forma que el extremo marcado de la tapa este en la

parte superior del area objetivo de la base.
7- Apriete hasta que perciba una ligera resistencia.

8- Coloque cada uno de los paneles inoculados en las bandejas de
incubacién en un incubador sin CO, con una humedad de 40-60%. de 18-
20h a 35-372C.

9- Después del periodo de incubacién, saque los paneles, estos deben
leerse boca abajo utilizando la caja de luz o el visor del panel BBL
CRYSTAL. Consulte la tabla de colores de la reaccion y /o el apartado de

‘reactivos” para obtener una interpretacién de las reacciones.

10- Realice un calculo de cada perfil positivo (4, 2 o 1) o negativo (0).
Después se suman los valores resultantes de cada reaccidn positiva en

cada columna y se genera un numero de 10 digitos.

11- Introduzca este numero en un PC disponible o emplee un lector
automatico BBL CRYSTAL, el PC identifica automaticamente los

organismos.



ANEXO P. Niveles de deteccion para el método D-5831 (ASTM, 1995).

- Valores en AU de la media de la absorbancia y desviacidén estandar para
el estandar de calibracion mas bajo (10 mg/L) empleado para calcular el
LCMy LC.

Muestra Absorbancia (AU)

1 0.137

2 0.178

3 0.137

4 0.141

5 0.198

6 0.190
Media 0.163
DS 0.028

El LCM fue calculado 3.37 veces la DS del estandar mas bajo
empleado en la curva de calibracion (10 mg/L). Usando la ecuacion de la
curva de calibracion se obtuvo la concentracion en mg/Kgps, MDL= 40
mg/Kgps. El LC fue calculado 10 veces la DS y transformado a mg/Kgps
siguiendo el mismo procedimiento para el MDL, este fue de 269.88
mg/Kgps. Esto se realizo de la siguiente manera:

LCMay= ts= 3.37 x 0.028 Au= 0.094 Au.

Empleando la ecuacion de la curva de calibracion (Y= 0.0134x +
0.0228) esto corresponde a una concentracion de 2.72 mgTPH/L, usando la
relacion volumen de solvente muestra (50 mL solvente/ 5 g de suelo) este
valor se convierte a 40 mgTPH/gps.

LCM= 2.72 mgTPH/L X 50 mL solvente/5 g de suelo X 1000 g/Kg suelo X
1L/1000mL X Fraccion de peso seco.
LCM= 40 mgTPH/Kgps



ANEXO Q. Niveles de deteccion para el método de EAMG (Schawab et al.,
1999; EPA, 1994).

Muestra Mg TPH/Kgps

1 ND

2 308.95

3 189.04

4 748.25

5 288.02

6 368.01

7 185.61

Media 347.98

Desviacion estandar 208.50

(DS)

ND= No detectado.

De acuerdo a la EPA (1994), el LCM se calcula de la siguiente manera:
LCM = ts.

En donde: t= 3.143 (T student, 1 cola, P=0.01), y la DS = 208.50mg/Kgps
MDL=20.8.50 X 3.143 = 655.31 mg/Kgps.

El LC fue calculado de acuerdo a Standard Methods, 2000:
LC= 10DS.

DS=208.50 mg/Kgps.

LC= 2085 mg/Kgps.



ANEXO R. Tablas de Resultados

- Valores de pH durante el estudio. Se presenta el valor promedio y la

desviacion estandar de 6 datos (n=6).

Evento de Muestreo
Tratamiento 1 2 3 4 5
Control AN [5.82+0.09| 558+0.29/579+0.17| 5.16+0.17|4.85+0.12
SIS 505+0.07| 477+010/4.70+0.16| 4.20+0.06|4.10 +0.06
FIC 531+011| 519+0.13|/524+017| 4.46+0.04|4.18 +0.06
C. Abiotico [5.27+0.13| 563+0.14|5.67+0.13| 5.68+0.10|5.08 +£0.40

- Valores de porcentaje (%) de humedad del suelo durante el estudio. Se

presenta el valor promedio y la desviaciéon estandar de 6 datos (n=6).

Evento de Muestreo
Tratamiento 1 2 3 4 5
Control AN | 31.77+1.82 | 33.74+2.68 | 31.60+1.32| 32.70 £ 3.00 | 29.73 + 1.87
SIS 3091+£1.17 | 2584 +2.26 | 29.89+1.34 | 23.89+1.62 | 28.65 + 3.95
FIC 3525+1.61|24.35+0.88 | 30.62+1.27 | 30.41 +2.61 | 29.86 £ 3.94
C. Abiético | 31.61+3.77 | 24.82+3.85 | 29.53+1.42 | 29.08 +2.41 | 23.22 + 4.81
- Valores promedio de N-NOj3; durante el estudio. Se presenta el valor
promedio y la desviacion estandar de 6 datos (n=6).
Evento de Muestreo
Tratamiento 1 2 3 4 5
Control AN 41.50+7.18 13.67 £+4.03 | 33.17 £10.94 | 22.00 £ 6.48 13+2.10
SIS 404.17+£18.82 |279.17+29.23 | 558.33+54.01 | 379.17+69.67 | 415.00+44.72
FIC 62.67 £ 2.80 |287.50+26.22 | 300.00+£35.36 |254.17+29.23|279.18+40.05
C. Abiodtico 19.67 £+ 4.55 1250+1.75 | 1450+345 | 11.83+1.72 | 14.67 + 1.86

- Valores promedio de N-NH,;" durante el estudio. Se presenta el valor

promedio y la desviacion estandar de 6 datos (n=6).

Evento de Muestreo

Tratamiento 1 2 3 4 5

Control AN | 15.00+2.76 | 29.17 +3.54 | 34.00+6.16 | 26.00 + 2.61 | 44.17 £+ 11.13
SIS 134.17434.66 | 121.83+8.21 | 163.00+4.98 | 117.67+8.30 | 131.00+15.03
FIC 276.83+34.58 | 258.83+4.22 | 197.67+5.85 | 105.00+8.39 | 215.33+23.02

C. Abi6tico | 10.83+3.19 | 38.50+3.51 |41.50+5.68| 48.50 +6.28 | 66.33 + 8.24




- Valores promedio de fésforo (P) durante el estudio. Se presenta el

valor promedio y la desviacion estandar de 6 datos (n=6).

Evento de Muestreo
Tratamiento 1 2 3 4 5
Control AN [ 38.68+2.32 | 3553+2.00 |[40.70+5.25|44.39+3.14 | 32.65+2.35
SIS 5522 +416 | 42.83+9.66 |37.21+247|3548+1.76 | 34.42+3.92
FIC 74.03+3.76 | 67.32+5.75 [51.82+6.17|50.60+5.66 | 43.85+3.34
C. Abiotico [ 31.93+£2.71| 30.95+225 |3295+3.82|28.83+2.15| 27.07 +2.52

- Valores promedio de TPHs por el método D-5831 (ASTM, 1995) durante

el estudio. Se presenta el valor promedio y la desviacion estandar de 6

datos (n=6).
Evento de Muestreo
Tratamiento 1 2 3 4 5
22,487.73 14,050.54+ 15,706.33 14,519.03 15,757.81
C. AN 2,074.75 1,804.61 1,833.96 2,861.62 1,321.90
22,938.45 + 15,737.46 15,372.72 + 13,313.20 + 14,235.24 +
SIS 1,974.48 1,534.21 1,575.10 2,190.83 2,347 .91
18,433.19 14,274.62 + 13,450.69 % 13,410.02 14,061.95 +
FIC 2,709.20 1,356.01 1,534.58 2,273.86 1,386.86
18,700 £ 17,519 £ 14,565.58 + 17,357.82 15,181.27
C. Abiético 2,063.96 1,720.67 2,387.25 1,545.95 2,742.29
- Valores promedio de TPHs, por la técnica de EAMG (Schawab et al.,
1999; EPA, 1994) durante el estudio. Se presenta el valor promedio y la
desviacién estandar de 6 datos (n=6).
Evento de Muestreo
Tratamiento 1 2 3 4 5
21,864.26 * 16,524.21 15,491.55 12,723.25 14,367.06 %
C. AN 2,909.56 1,094.81 1,519.33 998.37 2,232.52
22,561.12 16,197.09 15,091.65 % 11,800.16 13,681.51
SIS 1,726.44 1,354.90 2,227.94 1,126.97 1,931.80
20,025.43 13,851.69 14,112.13 15,049.75 + 13,512.69
FIC 2,876.94 643..0 2,486.91 1,913.01 1,813.55
18,479.96 + 16,111.81 13,720.98 + 14,565.74 + 16,633.97 +
C. Abidtico 2,876.94 1,311.29 2,402.79 1,696.27 1,848.90




- Valores de recuento en placa de heterétrofos totales UFC/gps durante el

estudio. Se presenta el valor promedio y la desviacién estandar de 6 datos

(n=6).
Evento de Muestreo

Tratamiento 1 2 3 4 5
45+200x | 37+138x | 49+1.14x | 46+1.20x | 12+1.38x

Control AN 10° 10° 10° 10° 10°
58+154x | 30+120x | 86+1.10x | 79+1.20x | 42+ 1.47 x

SIS 10° 10° 10* 10° 10*
60 + 1.51 13+158x | 93+144x | 71+1.25x | 26 +1.77 x

FIC x105 10° 10* 10° 10*
27+162x | 28+1.04x | 14+098x | 11+025x | 3+0.18x

C. Abiético 10° 10° 10’ 10° 10"

- Valores de bacterias degradadoras de HCs NMP/g,s durante el estudio.

Se presenta el valor promedio y la desviacion estandar de 6 datos (n=6).

Evento de Muestreo

Tratamiento 1 2 3 4 5
45+162x | 22+288x | 86+1.62x | 33+1.65x | 48 +1.77 x

Control AN 10’ 102 102 10" 10"
11+138x | 20+144x | 80+158x | 40+1.70x | 24 +1.77 x

SIS 10° 10? 10? 10’ 10’
70+147x | 32+147x | 46+295x | 50+1.58x | 37 +1.38x

FIC 102 102 102 10’ 10’
81+239x | 45+158x | 86+354x | 27+1.23x | 17 +1.08 x

C. Abidtico 10" 10° 10° 10° 10°




ANEXO S. Analisis estadistico

A- Test de Shapiro-Wilk para evaluar la normalidad de los datos (Statistix

8.0, 2003).
Variable N W P
Nitratos 120 0.8082 0.0000
Amonio 120 0.9021 0.0000
Fosforo 120 0.9499 0.0000
Heteroétrofos 120 0.6893 0.0000
Degradadores 120 0.8720 0.0000
de ACPM
TPH ASTM 120 0.7451 0.0002
TPH 120 0.8012 0.0006
Gravimetria
Humedad 120 0.8782 0.0000
120 0.9498 0.0000

P < 0.05 Los datos siguen una distribucién normal.

B- Dias Vs Tratamientos (Analisis de varianza: ANOVA de 2 factores con

varias muestras por grupo). Variable pH.

ANALISIS DE VARIANZA
Origen de las Suma de Promedio de Valor critico
variaciones cuadrados GL cuadrados F Probabilidad para F
Muestra 12.65 4 3.16 99.00 6,87E-34 2,46

Columnas 15,84 3 5.28 165.32 1,27E-38 2,70
Interaccion 4.12 12 0.34 10.75 2,168E-13 1,85
Dentro del

grupo 3.19 100 0.03

Total 35.85 119

Muestra: Variable Vs dias, Columnas:

Variable Vs tratamientos, interaccion: Dias Vs tratamientos.

C- Dias Vs tratamientos (Analisis de varianza de 2 factores con varias

muestras por grupo). Variable % de humedad.

ANALISIS DE VARIANZA
Origen de las Suma de Promedio de Valor critico
variaciones cuadrados GL cuadrados F Probabilidad para F
Muestra 390,36 4 97,59 12,65 2,30E-08 2,46

Columnas 327,84 3 109,28 14,16 9,20E-08 2,70
Interaccion 522,75 12 43,56 5,64 2,54E-07 1,85
Dentro del

grupo 771,71 100 7,72

Total 2012,66 119

Muestra: Variable Vs dias, Columnas:

Variable Vs tratamientos, interaccion: Dias Vs tratamientos.




D- Dias Vs tratamientos (ANOVA). Variable nitratos.

ANALISIS DE VARIANZA

Origen de las Suma de Promedio de Valor critico
variaciones cuadrados GL cuadrados F Probabilidad para F
Muestra 175631,42 4 43907,35 53,06 6.56E-24 2,46

Columnas 3339814,56 3 1113271,52 1345,52 1.16E-80 2,70
Interaccion 451985,32 12 37665,44 45,52 4.60E-35 1,85
Dentro del

grupo 82738,83 100 827,39

Total 4050170,13 119

Muestra: Variable Vs dias, Columnas: Variable Vs tratamientos, interaccion: Dias Vs tratamientos.

E- Dias Vs tratamientos (ANOVA). Variable amonio.

ANALISIS DE VARIANZA

Origen de las Suma de Promedio de Valor critico
variaciones cuadrados GL cuadrados F Probabilidad para F
Muestra 24837,80 4 6209,45 32,85 1.77E-17 2,46

Columnas 673332,83 3 22444428 1187,48 5.13E-78 2,70
Interaccion 106219,13 12 8851,59 46,83 1.41E-35 1,85
Dentro del

grupo 18900,83 100 189,01

Total 823290,60 119

Muestra: Variable Vs dias, Columnas: Variable Vs tratamientos, interaccion: Dias Vs tratamientos.

F- Dias Vs tratamientos (ANOVA). Variable TPHs por el método de EAMG

(Schawab et al., 1999; EPA, 1994).

ANALISIS DE VARIANZA

Origen de las Suma de Promedio de Valor critico
variaciones cuadrados GL cuadrados F Probabilidad para F
Muestra 0.49 4 0.12 41.48 1.86E-20 2.46

Columnas 0.01 3 0.00 1.38 0.25 2.70
Interaccion 0.12 12 0.01 3.44 0.084 1.85
Dentro del

grupo 0.29 100 0.00

Total 0.91 119

Muestra: Variable Vs dias, Columnas:

Variable Vs tratamientos, interaccion: Dias Vs tratamientos.




G- Dias Vs tratamientos (ANOVA). TPHs por el método D-5831 (ASTM,

1995).
ANALISIS DE VARIANZA
Origen de Valor
las Suma de Promedio de critico
variaciones cuadrados GL cuadrados F Probabilidad para F
Muestra 3,132.16 4 783.04 44.33 2.33E-21 2,46
Columnas 11,722.09 3 3907.36 221.20 5.83E-44 2,70
Interaccion 3,076.07 12 256.33 14.51 4.80E-17 1,85
Dentro del
grupo 1,766.36 100 17.66
Total 19,696.70 119
Muestra: Variable Vs dias, Columnas: Variable Vs tratamientos, interaccion: Dias Vs tratamientos.
H- Dias Vs tratamientos (ANOVA). Variable fosforo.
ANALISIS DE VARIANZA
Valor
Origen de las Suma de Promedio de critico
variaciones cuadrados GL cuadrados F Probabilidad | paraF
Muestra 3,132.16 4 783.04 44.33 2.33E-21 2,46
Columnas 11,722.09 3 3907.36 221.20 5.83E-44 2,70
Interaccion 3,076.07 12 256.33 14.51 4.80E-17 1,85
Dentro del
grupo 1,766.36 100 17.66
Total 19,696.70 119

Muestra: Variable Vs dias, Columnas: Variable Vs tratamientos, interaccion: Dias Vs tratamientos.

I- Test de Scheefé, variable: NMP para degradadores de HCs.

Tratamiento Error
Tratamiento (1) J) Dif.medias tipico Significancia
Control AN SIS 0,077 0,151 0,96
FIC 0,244 0,151 0,37
Control abidtico 1,770* 0,151 0,00
SIS Control AN -0,077 0,151 0,97
FIC 0,168 0,151 0,75
Control abidtico 1,701* 0,151 0,00
FIC Control AN -0,244 0,151 0,46
SIS -0,168 0,151 0,75
Control abiotico 1,525 0,151 0,00
Control
abiodtico Control AN -1,769* 0,151 0,00
SIS -1,692* 0,151 0,00
FIC -1,525* 0,151 0,00

Basado en las medias observadas,
*. La diferencia de medias es significativa al nivel 0,05.




J- Test de Scheefé, variable: Nitrato.

Tratamiento Error
Tratamiento (1) J) Dif.medias tipico Significancia

Control AN SIS -387.60* 17.90 0,96
FIC -229.43* 17.90 0,37
Control abidtico 11.46 17.90 0,00
SIS Control AN 387.60* 17.90 0,97
FIC 158.16* 17.90 0,75
Control abiético| 399.06* 17.90 0,00
FIC Control AN 229.43* 17.90 0,00
SIS -158.16* 17.90 0,00
Control abiético| 240.90* 17.90 0,00

Control 17.90
abidtico Control AN -11.46 0,938
SIS -399.06* 17.90 0,00
FIC -240.90* 17.90 0,00

Basado en las medias observadas,

*. La diferencia de medias es significativa al nivel 0,05.

K- Test de Scheefé, variable: Amonio.

Tratamiento Error
Tratamiento (1) J) Dif.medias tipico Significancia

Control AN SIS -108.50* 8.66 0.00
FIC -185.70* 8.66 0.00
Control abiético -16.10 8.66 0.33
SIS Control AN 108.50* 8.66 0.00
FIC -77.20* 8.66 0.00
Control abiético 92.40* 8.66 0.00
FIC Control AN 185.70* 8.66 0.00
SIS 77.20* 8.66 0.00
Control abiético| 169.60* 8.66 0.00

Control 8.66
abidtico Control AN 16.10 0.33
SIS -92.40* 8.66 0.00
FIC -169.60* 8.66 0.00

Basado en las medias observadas,

*. La diferencia de medias es significativa al nivel 0,05.




L- Test de Scheefé, variable: Fésforo.

Tratamiento Error
Tratamiento (1) J) Dif.medias tipico Significancia

Control AN SIS -8.40* 6.01 0.58
FIC -54.90* 6.01 0.00
Control abidtico 35.50 6.01 0.00
SIS Control AN 8.40 6.01 0.58
FIC -46.50* 6.01 0.00
Control abidtico 43.90* 6.01 0.00
FIC Control AN 54.90* 6.01 0.00
SIS 46.50* 6.01 0.00
Control abiético 90.40* 6.01 0.00

Control 6.01
abidtico Control AN -35.50* 0.00
SIS -43.90* 6.01 0.00
FIC -90.40* 6.01 0.00

Basado en las medias observadas,

*. La diferencia de medias es significativa al nivel 0,05.

M- Test de Scheefé, variable: TPHs por el método EAGM (Schawab et

al., 1999; EPA, 1994).

Tratamiento Error
Tratamiento (1) (J) Dif.medias tipico Significancia

Control AN SIS 0.017 -0.06 0.757
FIC 0.025* -0.06 0.036
Control abidtico 0.007 -0.06 0.979
SIS Control AN -0.017 -0.06 0.757
FIC -0.007 -0.06 0.972
Control abiético -0.010 -0.06 0.936
FIC Control AN 0.025* -0.06 0.036
SIS 0.007 -0.06 0.972
Control abiético| -0.055* -0.06 0.002

Control -0.06
abiodtico Control AN -0.007 0.979
SIS -0.010 -0.06 0.936
FIC -0.055* -0.06 0.002

Basado en las medias observadas,

*. La diferencia de medias es significativa al nivel 0,05.




N- Test de Scheefé, variable: TPHs por el método D-5831 (ASTM, 1995).

Tratamiento Error
Tratamiento (1) (J) Dif.medias tipico Significancia

Control AN SIS 0.015 0.0158 0.685
FIC 0.045* 0.0158 0.045
Control abiético| -0.0093 0.0158 0.951
SIS Control AN -0.0193 0.0158 0.685
FIC 0.0263 0.0158 0.432
Control abiético| -0.0286 0.0158 0.355
FIC Control AN -0.0456* 0.0158 0.045
SIS -0.0263 0.0158 0.432
Control abiético| -0.0550 0.0158 0.009

Control 0.0158
abioético Control AN 0.0093 0.951
SIS 0.0286 0.0158 0.355
FIC 0.0550* 0.0158 0.009

Basado en las medias observadas,

*. La diferencia de medias es significativa al nivel 0,05.

O- Test de Scheefé, variable: Humedad.

Tratamiento Error
Tratamiento (1) (J) Dif.medias tipico Significancia
Control AN SIS 4.073* 1.12 0.006
FIC 0.8110 1.12 0.913
Control abidtico 3.537* 1.12 0.022
SIS Control AN -4.073* 1.12 0.006
FIC -3.262* 1.12 0.042
Control abiético -0.536 1.12 0.973
FIC Control AN -0.8110 1.12 0.913
SIS 3.262* 1.12 0.042
Control abiético 2.726 1.12 0.122
Control 1.12
abioético Control AN -3.537* 0.022
SIS 0.536 1.12 0.973
FIC -2.726 1.12 0.122

Basado en las medias observadas,

*. La diferencia de medias es significativa al nivel 0,05.




O- Test de Scheefé, variable: pH.

Tratamiento Error
Tratamiento (1) J) Dif.medias tipico Significancia

Control AN SIS 0.856* 0.0628 0.000
FIC 0.562* 0.0628 0.000
Control abiético| -0.0173 0.0628 0.993
SIS Control AN -0.856* 0.0628 0.000
FIC -0.293* 0.0628 0.000
Control abiotico -0.873* 0.0628 0.000
FIC Control AN -0.562+ 0.0628 0.000
SIS 0.293* 0.0628 0.000
Control abiético -0.580* 0.0628 0.000

Control 0.0628
abidtico Control AN 0.0173 0.993
SIS 0.8733* 0.0628 0.000
FIC 0.5800* 0.0628 0.000

Basado en las medias observadas,

*. La diferencia de medias es significativa al nivel 0,05.

P- Test de Scheefé, variable: Recuento de heter6trofos totales.

Tratamiento Error
Tratamiento (1) J) Dif.medias tipico Significancia

Control AN SIS 0.3923 0.3676 0.768
FIC 0.510 0.3676 0.589
Control abiético| 2.9763* 0.3676 0.000
SIS Control AN -0.3923 0.3676 0.768
FIC 0.1180 0.3676 0.991
Control abiético 2.584* 0.3676 0.000
FIC Control AN -0.5103 0.3676 0.589
SIS -0.1180 0.3676 0.991
Control abiético 2.466* 0.3676 0.000

Control 0.3676
abidtico Control AN -2.976* 0.000
SIS -2.584* 0.3676 0.000
FIC -2.466* 0.3676 0.000

Basado en las medias observadas,

*. La diferencia de medias es significativa al nivel 0,05.




ANEXO T. Determinacion de humedad (IGAC, 1994)

Pesar 10 g de suelo en una capsula metalica, o bandeja de aluminio,
y colocar en horno a 105°C durante 24 horas; dejar enfriar la capsula en el
desecador y pesarla nuevamente. La humedad se calcula sobre la base de

suelo seco y se presenta por Pw.
Pw = gramo de agua por 100 g de muestra.

g de muestra himeda — g de muestra seca _

g de muestra humeda



ANEXO U. Determinacién de pH (EPA 9045c).

Pesar 20 g de suelo y adicionarlo en un beaker de 50 ml. Adicionar
20 ml de agua desionizada. Agitar continuamente la suspension a 120 rpm
durante 5 min. Transcurrido este tiempo, dejar la suspension de suelo
quieta durante 1 hora o filtrela. Introduzca el electrodo en el beaker en el

sobrenadante. Reporte el resultado como: pH de suelo en agua (°C)



ANEXO V. Datos crudos de todas las variables evaluadas durante los 5 EM



Anexo V. Datos crudos de todas las variables evaluadas durante los 5 EM

Log UFC/g,s | Log NMP/g N-NO; N-NH;3 TPHMg/Kg,s Log TPH |TPHmMQ/Kgs Log o
Muestreo D FPS HETEROTROFOS | DEGRADADORES mg/Kgs mg/Kgps Pmg/Kgps gravimetria /Kgps ASTM TPH/Kgps /Humedad PH
1 I |A]1] 0,66 6,26 2,19 27 17 38,4 18943,94 4,28 25898,31 4,41 34,33 5,70
1 2| 0,66 6,90 2,03 27 17 36,2 23594,31 4,37 21765,61 4,34 33,79 5,94
1 B|1] 0,69 6,48 2,16 29 10 36,1 20967,75 4,32 21409,51 4,33 30,73 5,88
1 2| 0,70 6,67 2,35 28 15 38,8 25569,13 4,41 22526,28 4,35 30,28 5,79
1 C|1] 0,69 6,54 2,30 28 17 42,2 21944,42 4,34 23513,50 4,37 31,24 5,88
1 2| 0,70 6,07 2,36 29 14 40,0 20166,02 4,30 19813,18 4,30 30,24 5,75
1 Il]A[1] 0,68 6,46 3,24 400 109 51,2 21493,47 4,33 20678,46 4,32 31,78 5,26
1 2| 0,68 6,72 3,90 375 112 56,0 24278,11 4,39 22153,81 4,35 31,95 5,14
1 B|1] 0,70 6,61 3,82 425 119 50,0 23683,36 4,37 21990,49 4,34 30,34 5,13
1 2| 0,71 6,94 3,98 400 110 45,4 25639,10 4,41 22087,31 4,34 28,82 5,05
1 C|1] 0,69 6,95 2,66 400 190 57,3 24260,77 4,38 24904,32 4,40 31,03 4,98
1 2| 0,68 6,70 2,77 425 165 61,4 16011,92 4,20 25816,30 4,41 31,51 5,31
1 IIfA]1] 0,65 6,94 2,43 39 313 78,4 17333,83 4,24 15450,15 4,19 34,69 5,34
1 2| 0,66 6,78 2,32 43 320 70,3 20430,30 4,31 24132,56 4,38 34,40 5,20
1 B|1] 0,62 6,93 2,67 44 265 74,4 19992,53 4,30 19967,46 4,30 37,68 5,25
1 2| 0,63 6,74 2,38 40 240 76,9 23437,67 4,37 22315,62 4,35 36,78 5,22
1 C|1] 0,66 6,54 3,02 45 241 68,8 18992,29 4,28 20256,17 4,31 34,42 5,48
1 2| 0,66 6,53 2,66 44 282 75,4 19965,94 4,30 22933,38 4,36 33,53 5,36
1 IVIA]1] 0,62 7,48 2,45 22 5 31,1 22.940,74 4,36 16451,17 4,22 37,74 5,52
1 2| 0,66 7,35 2,47 23 10 34,4 16.880,11 4,23 18769,49 4,27 33,97 5,28
1 B|1] 0,72 7,58 2,70 21 13 29,2 17.006,23 4,23 19513,10 4,29 27,53 5,24
1 2] 0,71 7,45 2,50 24 12 28,8 17.882,88 4,25 18501,37 4,27 28,84 5,19
1 C|1] 0,68 6,99 3,20 15 14 32,7 19.705,87 4,29 16809,44 4,23 31,87 5,21
1 2| 0,70 7,51 3,27 13 11 35,4 16.463,94 4,22 22158,74 4,35 29,74 5,18
2 1 |A[1]0,653 6,34 3,26 8 6 34,3 18331,26 4,26 15461,06 4,19 34,73 5,91
2 210,614 6,41 4,19 10 4 32,4 16822,20 4,23 12656,86 4,10 38,60 5,96
2 B|1]0,665 6,69 4,11 18 4 36,8 16195,75 4,21 15177,80 4,18 33,52 5,52
2 2]0,676 6,55 4,18 20 5 36,2 16912,55 4,23 13402,55 413 32,36 5,42
2 C|[1]0,679 6,66 3,71 16 8 35,4 15306,44 418 16097,89 4,21 32,10 5,29
2 2]0,689 6,64 3,18 17 9 38,1 15577,04 4,19 11507,11 4,06 31,15 5,38
2 II1A[1]0,719 6,47 3,15 275 118 52,5 15108,42 4,18 15500,29 4,19 28,07 4,91
2 2|0,713 6,44 4,08 250 110 47,2 16140,15 4,21 14850,23 417 28,65 4,62
2 B|1] 0,75 6,42 3,25 300 124 43,7 15096,57 4,18 15139,31 4,18 25,02 4,71
2 2|0,765 6,40 3,32 250 118 51,5 17854,31 4,25 18150,36 4,26 23,48 4,86
2 C|1]0,766 6,46 3,65 275 128 31,7 15102,43 4,18 13891,06 4,14 23,37 4,76
2 2]0,736 6,62 3,49 325 133 30,4 17880,68 4,25 16893,52 4,23 26,44 4,77
2 lI|A]1] 0,77 6,29 2,23 325 261 71,3 14057,04 4,15 15051,95 4,18 23,02 5,33
2 210,747 6,25 2,18 275 259 63 13440,41 4,13 12405,08 4,09 25,29 5,36
2 B|1]0,746 6,09 2,75 250 263 63,4 14682,40 4,17 16042,04 4,21 25,36 5,20
2 2|0,761 5,84 3,13 300 261 60,2 14474,07 4,16 14058,27 415 23,92 5,06
2 C|[1]0,757 6,04 3,44 300 251 73,3 13208,31 4,12 14998,74 418 24,32 5,14




Log UFC/g,s | Log NMP/gpe N-NO, N-NH3 TPHMg/Kg,s Log TPH |TPHmMg/Kgs Log o
Muestreo D FPS HETEROTROFOS | DEGRADADORES mg/Kgs mg/Kgps Pmg/Kgps gravimetria /Kgps ASTM TPH/Kgps Humedad pH
2 2]0,758 5,82 3,04 275 258 72,7 13247,89 4,12 13091,64 4,12 24,21 5,07
2 IV]A[1]0,649 7,44 2,26 10 36 31,2 18483,55 4,27 16913,20 4,23 35,07 5,90
2 2|0,714 7,46 1,88 12 39 34,5 16562,76 4,22 18703,41 4,27 28,62 5,67
2 B|1] 0,75 7,47 1,72 13 35 32,5 16107,56 4,21 18090,69 4,26 24,80 5,56
2 2] 0,77 7,35 1,77 14 36 29,2 15159,25 4,18 19909,55 4,30 23,49 5,55
2 C|1] 0,80 7,45 1,94 16 41 29,7 14933,11 4,17 15144,65 4,18 20,39 5,61
2 2| 0,78 7,43 1,81 10 44 28,6 15424,65 4,19 16355,12 4,21 21,55 5,51
3 1 |A|1] 0,67 6,70 3,25 18 34 39,6 17375,23 4,24 17800,06 4,25 32,92 5,90
3 2| 0,67 6,62 3,36 21 40 35,1 12934,47 4,11 16438,94 4,22 32,58 5,98
3 B|1] 0,68 6,74 2,94 36 33 44,7 15864,43 4,20 14931,57 417 32,31 5,83
3 2| 0,68 6,72 3,38 41 29 45,0 14831,61 4,17 17476,38 4,24 31,68 5,85
3 C|1] 0,69 6,60 3,55 39 26 45,8 15514,03 4,19 14451,55 4,16 30,64 5,53
3 2| 0,71 6,74 3,37 44 42 34,0 16429,52 4,22 13139,46 4,12 29,47 5,64
3 II]A[1] 0,69 5,81 2,09 525 158 33,9 16606,75 4,22 13327,40 4,12 31,35 4,98
3 2| 0,71 5,92 2,07 500 160 42,0 15956,35 4,20 16156,71 4,21 28,91 4,68
3 B|1] 0,68 5,98 2,22 650 164 35,4 13732,76 4,14 15726,75 4,20 31,67 4,51
3 2| 0,70 5,92 2,16 575 159 38,3 16992,93 4,23 17858,31 4,25 29,57 4,73
3 C|1] 0,70 5,93 2,28 525 166 41,0 16084,54 4,21 14413,71 4,16 29,53 4,61
3 2] 0,72 5,98 2,19 575 171 36,2 11176,55 4,05 14753,46 417 28,30 4,66
3 lI|A]1] 0,69 5,91 2,24 300 197 447 13195,27 4,12 15402,67 4,19 30,56 5,54
3 2| 0,70 5,99 2,16 275 201 56,0 10436,96 4,02 13686,44 4,14 29,59 5,31
3 B|1] 0,70 5,64 2,69 300 194 52,8 16565,30 4,22 13377,47 413 29,72 5,11
3 2| 0,68 5,99 2,56 350 189 60,1 12470,42 4,10 13433,88 413 32,39 5,25
3 C|1] 0,71 6,05 2,52 325 199 44,6 16600,94 4,22 10713,19 4,03 29,50 5,14
3 2| 0,68 6,09 2,39 250 206 52,7 15403,86 4,19 14090,50 4,15 31,96 5,09
3 IVIA]1] 0,72 0,14 1,22 9 48 33,8 17882,35 4,25 17761,48 4,25 28,14 5,68
3 2| 0,72 0,14 0,95 13 39 32,6 14196,23 4,15 16560,85 4,22 27,60 5,88
3 B|1] 0,70 0,16 0,00 14 32 29,9 14381,71 4,16 13030,60 4,11 30,17 5,75
3 2| 0,71 0,15 0,00 17 41 27,8 11586,38 4,06 15311,21 4,19 29,49 5,66
3 C|1] 0,70 0,16 0,16 19 46 38,6 11324,22 4,05 13568,54 4,13 30,46 5,54
3 2| 0,69 0,16 0,00 15 43 35,0 12955,01 4,11 11340,80 4,05 31,33 5,52
4 I |A]1] 0,70 6,67 2,40 28 22 40,5 11548,37 4,06 13561,33 413 30,30 5,30
4 2| 0,66 6,60 2,45 16 28 54,6 13.597,47 4,13 18704,69 4,27 33,56 5,23
4 B|1] 0,62 6,80 2,69 14 27 64,9 12832,37 4,11 16591,10 4,22 37,56 5,39
4 2| 0,66 6,65 2,53 19 24 54,2 13973,78 4,15 15179,22 4,18 34,30 5,11
4 C|1] 0,69 6,55 2,45 26 29 43,4 12538,47 4,10 11628,22 4,07 30,57 4,95
4 2] 0,70 6,67 2,51 29 26 47,2 15493,27 4,19 11449,62 4,06 29,92 4,99
4 II|A[1] 0,77 5,79 2,12 300 107 42,5 12333,73 4,09 13561,33 4,13 23,27 4,27
4 2| 0,77 5,83 2,52 400 110 48,6 11369,22 4,06 11469,71 4,06 22,70 4,22
4 B|1] 0,78 5,95 2,18 475 116 32,7 12265,44 4,09 16591,10 4,22 21,60 4,26
4 2| 0,75 5,96 2,40 425 124 36,5 13393,20 4,13 15179,22 4,18 25,36 4,17




Log UFC/g,s | Log NMP/g s N-NO3 N-NH3 TPHmMQ/Kgps Log TPH | TPHmg/Kgps Log o
Muestreo| 1D FPS HETEROTROFOS | DEGRADADORES mg/Kgs mg/Kgps Pmkges gravimetria IKgps ASTM TPH/Kgps /Humedad PH

4 C|1] 0,75 5,83 2,31 375 120 38,7 11348,42 4,05 11628,22 4,07 24,74 4,10
4 2] 0,74 5,98 2,20 300 129 414 10090,92 4,00 11449,62 4,06 25,68 4,19
4 IAJ1] 0,71 5,98 2,15 225 102 42,0 13830,11 4,14 14309,48 4,16 29,36 4,53
4 2] 0,71 5,82 2,35 250 98 50,3 14960,16 4,17 16316,85 4,21 29,30 4,44
4 B|1] 0,72 5,93 2,37 250 112 57,2 16212,01 4,21 12353,90 4,09 27,84 4,48
4 2] 0,71 5,72 2,39 300 117 47,9 12453,35 4,10 11015,38 4,04 28,56 4,44
4 C|1] 0,66 5,80 2,65 225 95 56,2 14848,65 4,17 15432,33 4,19 34,07 4,45
4 2| 0,67 5,78 2,42 275 106 50,0 17994,22 4,26 11032,17 4,04 33,32 4,43
4 IV|A]1] 0,68 0,17 0,00 9 46 24,6 14654,29 417 16565,03 4,22 31,68 5,64
4 2| 0,69 1,31 0,00 12 57 23,1 12947,57 4,11 19833,04 4,30 30,56 5,55
4 B| 1] 0,66 0,18 0,00 14 51 20,6 17050,62 4,23 18148,23 4,26 33,93 5,69
4 2] 0,65 1,19 0,22 10 44 17,9 14429,73 4,16 15247,25 4,18 35,47 5,81
4 C|1] 0,72 1,38 0,00 14 40 15,7 12538,77 4,10 17019,08 4,23 27,58 5,77
4 2] 0,70 0,16 0,00 12 53 18,4 15773,47 4,20 17334,27 4,24 30,15 5,60
5 1 |A]1]0,766 6,04 2,46 11 32 36,1 16482,31 4,22 16220,31 4,21 29,18 4,95
5 210,783 5,95 2,39 13 41 33,4 17537,22 4,24 13839,91 4,14 26,20 4,99
5 B| 1] 0,752 5,90 2,26 20 30 30,7 13691,82 4,14 16941,65 4,23 31,34 4,71
5 2| 0,76 6,07 2,16 21 33 29,8 12490,31 4,10 14461,66 4,16 30,36 4,92
5 C|1]0,756 6,12 2,17 24 29 34,2 14158,47 4,15 17058,65 4,23 30,90 4,76
5 210,757 6,30 2,21 20 26 31,7 11842,21 4,07 16024,68 4,20 30,39 4,75
5 11{A]1]0,811 5,63 2,17 500 152 40,9 12998,20 4,11 16989,86 4,23 22,46 4,15
5 210,741 5,65 2,13 450 121 39,5 16534,56 4,22 13226,97 4,12 33,11 4,05
5 B|1]0,753 5,33 2,16 475 145 37,2 13356,41 4,13 15021,48 4,18 32,52 4,19
5 2| 0,77 5,59 2,20 400 114 28,9 13809,54 4,14 13415,10 4,13 28,67 4,02
5 C| 110,767 5,33 2,27 425 133 40,6 14222,90 4,15 10532,81 4,02 28,73 4.1

5 210,784 5,28 2,11 350 121 39,4 10567,46 4,02 16225,23 4,21 26,44 4,11
5 II|A]1]0,741 5,65 2,36 270 193 42,4 14776,65 4,17 12709,39 4,10 32,97 4,19
5 2] 0,75 5,54 2,63 280 227 40,7 15311,68 4,19 13463,30 4,13 31,47 4,27
5 B|1]0,743 5,15 2,48 300 254 46,9 14388,72 4,16 14231,87 4,15 32,21 4,12
5 210,785 4,99 2,71 350 201 44,3 12402,02 4,09 15993,51 4,20 25,76 4,2
5 C| 110,797 5,32 2,45 250 198 48,5 10359,51 4,02 15339,20 4,19 23,96 4,13
5 2|0,744 5,20 2,67 230 219 40,3 13837,57 4,14 12634,41 4,10 32,76 4,15
5 IVIA]1]0,825 4,23 0,08 12 62 26,8 14600,10 4,16 17715,44 4,25 20,10 4,71
5 2] 0,8 2,25 0,00 10 57 30,1 16677,16 4,22 17899,46 4,25 23,73 4,88
5 B|1]0,741 0,13 0,00 11 66 19,7 19028,50 4,28 16644,82 4,22 32,57 4,81
5 2] 0,81 2,09 0,09 11 73 22,6 15463,80 4,19 12836,30 4,11 22,40 4,9
5 C| 110,826 2,32 0,00 10 79 20,2 15350,24 4,19 14811,97 417 20,10 5,65
5 210,824 0,08 0,00 9 61 28,4 18684,02 4,27 11179,64 4,05 20,43 5,53
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