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RESUMEN

TITULO: EVALUACION DE LA BIOESTIMULACION Y BIOAUMEN TACION (BACTERIAS
NATIVAS Y COMERCIALES) EN LA BIODEGRADACION DE HIDR OCARBUROS EN
SUELOS CONTAMINADOS

AUTORES: DUENAS CACUA, MAURICIO Y SANTOS CASTRO, LA URA ROCIO”

PALABRAS CLAVES: biodegradacion, biorremediacion, bioestimulacion, bioaumentacion,
alquitran, TPH, creosota.

DESCRIPCION:

La biorremediacion se ha constituido en el proceso biolégico mas importante para el
tratamiento de residuos organicos contaminantes. El objetivo del proyecto fue evaluar y
comparar dos técnicas de biorremediacion (Bioestimulacion y Bioaumentacion) en la
degradacién de hidrocarburos totales de petréleo (TPH) en un suelo contaminado
artificialmente con residuos de destilacion de alquitran (creosota).

El proyecto se realiz6 en dos fases (laboratorio y campo). En la fase de laboratorio se
aislaron e identificaron las bacterias degradadoras del suelo y se desarrollé un consorcio de
bacterias nativas degradadoras. Posteriormente en la fase de campo se realizé en parcelas
como unidades experimentales (UE) durante 120 dias. Se evaluaron 3 tratamientos:
Bioestimulacion adicién de nutrientes (FIC), Bioaumentacién adicion consorcio de bacterias
nativas (BBN) y Bioaumentacion adicion de consorcio de bacterias comerciales (BBC). Los
tratamientos tuvieron adicién de nutrientes, agua y aireacion manual. El seguimiento del
proceso de biorremediacion se realiz6 mediante el monitoreo de parametros fisicoquimicos
(pH, humedad, CO,, TPH, amonio, nitrato, fésforo y temperatura ambiental) y
microbiol6égicos (densidad de microorganismos heterétrofos y degradadores) durante 5
eventos de muestreo (EM) cada 30 dias.

No hubo diferencias significativas de las variables analizadas entre los tratamientos
analizados. No se presentaron diferencias significativas en la degradacion de TPH entre los
tratamientos (ANOVA p<0.05). La mayor degradaciéon de TPH al final del estudio se present6
en BBC (48.6%), FIC (46.2%) y BBN (34.0%). No existi6 diferencia significativa entre
bioaumentacion y bioestimulacion, ni entre los tratamientos de bioaumentacién. Sin embargo
FIC presentdé la mayor tasa de degradacién durante el estudio (51.25 mg/kg-d). BBN
presento una alta degradacion durante los primeros treinta dias (42.1%), mostrando que la
bioaumentacion con bacterias nativas es muy eficaz a corto plazo. La influencia de los
nutrientes fue establecida hacia el final del estudio cuando sus bajos niveles causaron una
disminucién en la densidad de microorganismos heterotrofos y degradadores.

" Trabajo de Grado
Facultad de Ciencias, Escuela de Biologia, UIS, Director: Fabio Roldan Ph.D. PUJ



ABSTRACT

TITTLE: BIOESTIMULATION AND BIOAUGMENTATION (NATIVE S AND COMMERCIAL
BACTERIA) EVALUATION IN THE BIODEGRADATION OF HYDRO CARBONS
CONTAMINATED SOILS .

AUTHORS: DUENAS CACUA, MAURICIO Y SANTOS CASTRO, LA URA ROCIO™

KEY WORDS: biodegradation, bioremediation, biostimulation, bioaugmentation, TPH, coal
tar, creosote.

DESCRIPTION:

The bioremediation has been as the main biological process in the polluted residues
treatment. The objective of this project was to evaluate two bioremediation techniques
(biostimulation and bioaugmentation) in the degradation of total petroleum hydrocarbons
(TPH) in an artificial contaminated soil with some distillation byproducts of the coal tar
(creosote).

This project was conducted in two phases (laboratory and field). In the laboratory phase the
isolation, identification and the conformation of the consortia of degraders bacteria from the
soil was carry on. In the field phase, a 8 boxes study was developed within 120 days with the
evaluation of 3 treatments (biostimulation with addition of nutrients FIC, bioaugmentation
addition of native hydrocarbon degrader microorganism consortia BBN and bioaugmentation
addition of commercial bacteria consortia BBC). All the treatments had FIC, water, and
manual aeration. The monitoring of the bioremediation process was made analyzing
parameters physicochemical (pH, humidity, CO,, TPH, ammonia, nitrate, and phosphorus
concentration) and microbiological (heterotrophs and hydrocarbons degrader counts)
conditions. 5 sampling events were conducted (SE) every 30 days.

There were no signifficative differences between the evaluated treatments, but it was with
CSC. There were signifficative differences between the TPH degradation and CSC (ANOVA
p<0.05). The main degradation observed in the study was in BBC (48.6%), FIC (46.2%), BBN
(34.0%) y CSC (19.48%). There were no significattive differences between the treatments
bioaugmentation and biostimulation, nor between the treatments of bioaugmentation.
However, FIC showed the most important degradation rate during the time of study (51.25
mgTPH/Kg/d). BBN showed a high degradation during the first thirty days (42.1%), and show
that the bioaugmentation with native bacteria is better.

 Thesis Project.
Science Faculty, Biology School, UIS, Fabio Roldan Ph. D. Director. PUJ



INTRODUCCION

El cierre de plantas de destilacién de alquitrdn debido a su insostenibilidad
ambiental, la implementacion de tecnologias mas productivas y la creacion
de productos nuevos mas favorables con el medio ambiente obligaron a las
industrias quimicas a almacenar algunos remanentes de produccién en
tambores y depdésitos generando potenciales fuentes de contaminacion.

Los remantes de produccion almacenados pueden contener compuestos
organicos volatiles (COVs) e hidrocarburos arométicos policiclicos (PAHS),
los cuales representan un riesgo para la salud y podrian llegar a afectar el
estado natural del suelo, el agua o el aire por derrames accidentales o fugas
en tanques originadas por la corrosion (Cerniglia, 1992; ATSDR, 2002).

El tratamiento de los residuos industriales puede realizarse a través del
proceso de biorremediacion, el cual busca optimizar las condiciones
necesarias para incrementar la tasa de biodegradacion intrinseca de un
compuesto, disminuyendo el tiempo necesario para recuperar el area
afectada (Alexander, 1999; Sylvia et al., 1999). En la biorremediacion es
necesario la implementacion de técnicas activas como: la biolabranza, el
compostaje, las biopilas, los biorreactores, la bioestimulacién y/o
bioaumentacion para optimizar el proceso de biodegradacion (Rittman y
McCarty, 2001; Vidali, 2001; Vallejo, 2004).

Estos procesos a pesar de haber sido estudiados a nivel mundial (Dibble y
Bartha, 1979; Atlas, 1981; Song et al., 1990; Mishra et al., 2001; Atagana,
2004; Hejazi y Husain, 2004; Chaineau et al., 2005: Vifas, 2005) no se
conoce plenamente cual de las multiples variables como pH, humedad,
temperatura, aceptores de electrones, nutrientes, densidad de
microorganismos, estructura del suelo, clima, tipo y concentracion del
contaminante y/o biodisponibilidad ejerce la mayor influencia sobre el
proceso de degradacion (Atlas, 1981).

Por todo lo anterior para la implementacién de técnicas de biorremediacion a
menor escala (bioaumentacion o bioestimulacion) se requiere de una
evaluacion previa de dichas variables, las cuales deben ser monitoreadas
durante un periodo de tiempo adecuado para lograr una aproximaciéon al



proceso de degradacion de hidrocarburos (HCs).Las técnicas de
biorremediacion que se evaluaron en el presente estudio contribuyeron con la
industria quimica en la solucion de la problemética de disposicion y
tratamiento de residuos contaminantes que pueden llegar a ser degradados
por procesos bioldgicos menos costosos que los procesos quimicos vy fisicos
como la incineracion. Los datos obtenidos le brindaron a la empresa la
posibilidad de estandarizar este procedimiento, reduciendo de manera
considerable los gastos operativos de un proyecto a gran escala.

La aplicacion de esta tecnologia por parte de la industria quimica es
fundamental ya que la ubica como una empresa con buenas practicas de
manejo ambiental, cumpliendo con politicas internacionales de conservacion
de los recursos naturales. lgualmente es importante para toda la comunidad
gue habita en su area de influencia, puesto que contribuye al mejoramiento,
proteccion de la salud y calidad de vida.

Por otra parte la informacion derivada de esta experiencia fue de gran valor
para el ambito investigativo, puesto que se obtuvieron nuevos datos sobre las
limitantes (humedad, pH, densidad de microorganismos, concentracion de
TPH) del proceso de biorremediacién. Ademas el proceso a escala piloto
desarrollado puede ser aplicado a gran escala.



1. MARCO TEORICO

1.1 HIDROCARBUROS AROMATICOS POLICICLICOS (PAHSs)

Los hidrocarburos aromaticos policiclicos (PAHs) son moléculas que
contienen tres 0 mas anillos aromaticos de benceno fusionados en diferentes
configuraciones estructurales (Lamar et al., 2002). Son solidos incoloros,
blancos o amarillo-verde pélido (Straube et al., 2003).

Los PAHs presentan una baja solubilidad en agua y elevada solubilidad en
disolventes organicos (Blumer, 1976). Estos hidrocarburos contienen carbono
y nitrdgeno en su estructura, son compuestos organicos no polares, neutrales
e hidrofdbicos, pueden ser lineales, angulares o agrupados (Cerniglia, 1992;
Straube et al., 2003).

Los PAHs son formados naturalmente durante la combustién incompleta de
combustibles fésiles aunque de esta forma se generan en bajas
concentraciones (Lamar et al., 2002). Elevadas concentraciones de PAHs
entran al ambiente principalmente por actividades antropogénicas en las
emisiones de la combustién del carbdn, produccion de coque, plantas de
destilacion de alquitrdn, creosota, refinamiento y derrames de petrdleo,
conservacion de maderas, exhostos de automdviles, humo del tabaco y en
desechos generados por las industrias, aunque unos pocos se usan en
medicamentos o para fabricar tinturas y pesticidas (Schneider et al., 2002;
Mahadevan et al., 2004).

Segun la Agencia de Proteccion Ambiental de Estados Unidos (EPA) existen
16 PAHs prioritarios clasificados como los principales contaminantes del
ambiente y siete de ellos representan un riesgo potencial para la salud
humana pues son cancerigenos (Amir et al., 2005) (Tabla 1).



Tabla 1. Propiedades de los principales PAHSs.

Formula y -
Compuesto | Anillos Peso Estructura SOI/lfb";jid
molecular (mg/l a 25°C)

Naftaleno 2 C1oHsg (128) 31.7
Antraceno 3 Ci4H1 (178) 0.045

Fenantreno 3 Ci4H1 (178) C'OC 1.0

Pireno 4 CisH1p (202) OCOC 0.132
Benzoantraceno 4 C1gH12 (228) OOQ‘ 9.4E+03

Criseno 4 CisH1» (228) CO‘O 1.8E+03

Benzo(a)pireno 5 CoH12 (252) Ogg 1.2E+03

Benzo(g,h,i)

) 0.7E+03
perileno

6 CyH (276)

Fuente: Eweis et al., 1999 y Amir et al., 2005.

1.2 ALQUITRAN DE HULLA

El alquitran de hulla es un liquido aceitoso espeso de color pardusco 0 negro
intenso, altamente incendiable, insoluble en agua y de olor caracteristico
debido a la presencia de hidrocarburos arométicos (ATSDR, 2002).



1.2.1 Obtencion.

El alquitrdn es un producto secundario que se produce durante la obtencién
del coque metallrgico y en la destilacién seca del carbén mineral de hulla
(Vega, 1986; Vecchioli et al., 1997; Mahadevan et al., 2004) (Figura 1). Las
principales clases quimicas obtenidas de esta destilacion son los
hidrocarburos  arométicos  polinucleares  homociclicos (85%  p/p),
poliaromaticos heterociclicos (3% p/p) y los fenoles (12% p/p) con varios
grados de sustitucion (Pollard et al., 1994).

El alquitran se puede obtener mediante la destilacion de la hulla a bajas
(300-400 °C) y a altas temperaturas (800-1500 °C). Los alquitranes obtenidos
a altas temperaturas se generan por destilacion destructiva y son los mas
importantes para la industria quimica por su caracter aroméatico (Vega, 1986).
Durante este proceso se experimentan temperaturas superiores a 800 °C,
generandose 5 fracciones importantes como son los aceites ligeros, aceites
de naftaleno, aceites pesados o0 de creosota, aceites de antraceno y brea
(Vega, 1986; Menéndez, 2004). Cada fraccibn se compone de compuestos
diferentes como hidrocarburos aromaticos como benceno, tolueno, xileno
(BTX); PAHs como naftaleno, antraceno, fenantreno, pireno,
benzoantraceno, criseno y mezclas de varios PAHs como la creosota y el
carbazol (Vecchioli et al., 1997; Eweis et al., 1999) (Figura 1).

Por otra lado el alquitran obtenido a temperaturas relativamente bajas es una
mezcla de hidrocarburos y fenoles con cantidades pequefias de bases
piridicas, el cual contiene de un 30% a 35% p/p de hidrocarburos
monoaromaticos, 30% p/p de fenoles, 40 a 50% p/p de hidrocarburos
aromaticos y 26 a 30% p/p de brea (Pollard et al., 1994).
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Figura 1. Procesos para la obtencion de alquitrdn de hulla. Fuente: Menéndez,
2004.

1.2.2 Usos.

El alquitran de hulla es usado principalmente como preservante para madera
y como un plaguicida de uso restringido. Los productos del alquitran se
aplican como ingredientes en medicamentos para tratar enfermedades de la
piel, como repelentes de aves y otros animales, insecticidas, soluciones para
bafar animales y fungicidas. En la industria se utiliza en pavimentacion de
caminos, techado, fundicion de aluminio, hierro y acero. En la manufactura
de llantas se utiliza como materia prima para la elaboracién del negro de
humo, también es usado como diluyente del combustoleo (Pollard et al.,
1994; Eweis et al., 1999).

1.2.3 Riesgos para la salud humana de los productos del alquitran de
hulla.

Los trabajadores en las industrias de asfalto, caucho, aluminio, hierro, acero
y neumaticos y la gente que trabaja en industrias que producen coque,
corren riesgo de exposicion al respirar vapores 0 experimentar contacto
directo de la piel con soluciones para preservar madera, con madera recién



tratada, con mezclas de asfalto o con otros productos en la industria de
manufactura de coque (ATSDR, 2002).

Los compuestos generados por la destilacion del alquitran de hulla son
principalmente PAHSs los cuales son potentes carcinogénicos en mamiferos y
estan implicados en la induccion de tumores cancerosos en humanos
(Hughes et al., 1997; Lamar et al., 2002; Mahadevan et al., 2004). Estudios
realizados por Culp y colaboradores, 1998 encontraron una alta incidencia en
la aparicion de tumores tipo sarcomas en pulmones, estomago e intestinos al
alimentar ratones con mezclas de alquitran y Benzo(a)pireno durante dos
anos.

Los compuestos del alquitran de hulla pueden penetrar al cuerpo a traves de
la absorcién en los pulmones, el estdmago, los intestinos y la piel. La
cantidad que ingresa al cuerpo depende de la manera en que se pone en
contacto con estas sustancias (a través del aire, los alimentos, el agua y la
piel), de la concentracion a la que se esta expuesto y de la duracién de la
exposicion (ATSDR, 2002). Generalmente, los componentes individuales del
alquitran pueden bioacumularse en la grasa corporal, y en el cuerpo estos
componentes pueden ser metabolizados. Por ejemplo, el pireno puede ser
metabolizado a 1-hidroxipireno y abandonar el cuerpo principalmente en las
heces y en menor cantidad por la orina (ATSDR, 2002; Schneider et al.,
2002).

1.3 CREOSOTA DE ALQUITRAN DE HULLA

La creosota es un producto liquido viscoso de textura aceitosa de color negro
o pardo oscuro con olor a humo y con solubilidad muy escasa en agua.
Compuesto por una mezcla compleja de 300 a 10.000 sustancias quimicas
principalmente hidrocarburos aromaticos policiclicos (PAHs) del tipo
benzo(a)pireno considerado como cancerigeno (Tabla 1) (Vega, 1986).

1.3.1 Obtencién de la creosota.

La creosota se produce al calentar el carbén a altas temperaturas (Figura 1)
por procesos de destilacion entre 200 y 400°C de alquitranes procedentes de
la combustion (900 - 1200°C) de carbones grasos (hulla). Su composicién
guimica es compleja y esta formada por 300 a 10.000 componentes quimicos
diferentes, de los cuales un 85% son hidrocarburos aromaticos policiclicos de
origen pirolitico de 2 hasta 5 anillos aromaticos (Tabla 2); un 10% son



compuestos fenolicos (Tabla 3) y un 5% son compuestos heterociclicos (N-,
S-, y O-) (Mueller et al., 1989).

Es importante resaltar que gracias a que la creosota esta representada en su
mayoria por PAHs de dos y tres anillos su biodegradacion es facilitada y que
ademads, los PAHs, al ser mayoritariamente de origen pirolitico, estan
mayormente representados por PAHs no metilados (Blumer, 1976; Mueller et
al., 1989).

Los compuestos fendlicos y algunos hidrocarburos heterociclicos de la
creosota presentan elevadas solubilidades (3 a 4 6rdenes de magnitud
superiores a los PAHs de 3 o mas anillos) y por lo tanto pueden ser
movilizados en las fases acuosas del suelo y, en consecuencia, pueden
afectar sistemas acuosos colindantes a los suelos contaminantes
(superficiales o subterrdneos). De la misma forma los componentes mas
volatiles (PAHs de 2 anillos, compuestos fendlicos y heterociclicos de bajo
peso molecular) pueden disminuir paulatinamente del suelo pasando a la
atmosfera (Vinas, 2005).

En consecuencia, los compuestos presentes en suelos contaminados con
creosota pueden ser diferentes en funcion del tiempo transcurrido desde el
episodio de contaminacion. Asi, un suelo con contaminacién reciente de
creosota se caracteriza por presentar compuestos contaminantes de 2 a 3
anillos aromaticos, mientras que en un suelo con contaminacion de meses o
afos, puede presentar una proporcion aun mayor en PAHs pesados (de tres
0 mas anillos) y una menor proporcion de compuestos fendlicos e
hidrocarburos heterociclicos (Tablas 2 y 3) (Mueller et al., 1989; Vifas et al.,
2005).

1.3.2 Usos.

La creosota se ha usado principalmente como preservativo de madera, en
medicamentos, pesticidas, fungicidas, plaguicidas de uso restringido y como
ingrediente para tratar enfermedades de la piel como la soriasis. Casi toda la
creosota que se utiliza hoy en dia es para conservar la madera que
habitualmente se usa en traviesas de ferrocarril, puentes, postes de cercas,
postes telefonicos y eléctricos. La creosota aumenta la durabilidad de la
madera al impermeabilizarla y controlar los insectos, hongos y bacterias
(Huston et al., 2002).



Tabla 2. Principales hidrocarburos aromaticos policiclicos (PAHS)
predominantes en la creosota de alquitran.

Compuesto Nu;gﬁlr:sde Peso Molecular (rﬁg}lﬁb'lzlg%%)
Naftaleno 2 128.2 31.7
2-metilnaftaleno 2 142.2 25.4
Fenantreno 3 178.2 1.3
Antraceno 3 178.2 0.07
Fluoreno 3 166.2 2.0
2,3 Dimetilnaftaleno 3 156.2 3.0
Acenafteno 3 154.2 3.9
Fluoranteno 4 202.3 0.26
Criseno 4 228.2 0.002
Pireno 6 202.3 0.14
Antraquinona 3 208.2 -
2-Metilantraceno 3 192.3 0.04
2,3-Benzo(b)fluoreno 4 216.3 0.002
Benzo(a)pireno 5 252.3 0.003

Fuente: Mueller et al., 1989.

Tabla 3. Principales compuestos fendlicos de la creosota de alquitran.

Compuesto Peso molecular Solubilidad (mg/L)
Fenol 94.1 82.000 (15 °C)
o-Cresol 108.1 25.920 (25 °C)
m-Cresol 108.1 23.500 (20 °C)
p-Cresol 108.1 24.000 (40 °C)
Pentaclorofenol 266.4 14 (20°C)
2,5 Xilenol 122.2 3.544 (25°C)

Fuente: Mueller et al., 1989.



1.4 HIDROCARBUROS TOTALES DE PETROLEO (TPH)

Los hidrocarburos totales de petroleo (TPH) son una mezcla de todos los
hidrocarburos (HCs) presentes en el suelo y su medida puede ser usada para
valorar el grado de contaminacion y monitorear el proceso de
biorremediacion de gasolina, aceites, lubricantes, diesel, disolventes y demas
contaminantes del ambiente (Khaitan et al., 2001).

El analisis de TPH por si solo no identifica los compuestos o el riesgo
asociado con los contaminantes, incluyendo su toxicidad, movilidad, contacto
con el hombre y medio ambiente, ya que una concentracion de TPH puede
contener diferentes compuestos y por lo tanto constituir diferentes riesgos
(Roberts, 2000). Por lo tanto la medicién de TPH solo indica la variacion en el
tiempo de los hidrocarburos de petréleo en un area durante el proceso de
biorremediacién (EPA, 2000).

El andlisis de TPH se puede realizar por medio de extraccion por sonicacion,
desorcion térmica, o por solventes organicos de diferentes polaridades
dependiendo del grupo de contaminantes a analizar. La deteccion se hace
por espectroscopia infrarrojo, cromatografia de gases (GC) con detector de
llama ionizable (FID), detector fotoionizador (PID) o por cromatografia liquida
de alta eficiencia (HPLC) para medir la concentracion de hidrocarburos
totales en una muestra (MAPFRE, 1994).

El método gravimétrico 9071 (EPA, 1994) es un método simple, rapido y
econdmico con el cual se cuantifica las concentraciones de TPH por medio
de extraccion por Soxhlet empleando solventes como hexano, diclorometano
0 acetona y luego se realiza el analisis gravimétrico para determinar la
concentracion de TPH (mgTPH/kgps) presente en una muestra.

La espectrofotometria y las técnicas gravimétricas son las mas economicas,
rapidas y simples, y esta ultima es la mas frecuentemente utilizada para el
analisis de TPH en lodos aceitosos. Los resultados son reportados
simplemente como concentracion de TPH de la sustancia presente (ASTM,
1996; Rittman y McCarty, 2001).



1.5 BIORREMEDIACION

En diferentes lugares contaminados con residuos quimicos se ha demostrado
gue la naturaleza puede mitigar los dafios ambientales empleando para ello
su capacidad de recuperacion si tiene las condiciones ambientales
adecuadas para transformarlos (EPA, 1999). Sin embargo, se ha
comprobado que se pueden lograr importantes reducciones de estos
compuestos en el ambiente mejorando las condiciones naturales para
favorecer la actividad de los microorganismos nativos por medio de la
biorremediacion (Atlas, 1981; Margesin y Schinner, 2001; Margesin et al.,
2003; Juhasz et al., 2005a).

La biorremediacion se define como un proceso natural, a lo largo del cual
distintos microorganismos (bacterias y hongos) o plantas son capaces de
metabolizar diferentes compuestos organicos e inorganicos de un
determinado medio (Ordofiez, 1995; Margesin y Schinner, 2001).

Para aumentar las tasas de biorremediacion de un contaminante se deben
tener en cuenta varios factores medio ambientales asi como las interacciones
gue entre ellos se dan. Estos son el nimero y tipo de microorganismos
degradadores presentes capaces de metabolizar un compuesto particular
(Eweis et al., 1999; Margesin y Schinner, 2001), concentracion de nutrientes
(nitrégeno y fosforo), aceptores de electrones (oxigeno y nitrato), pH entre 6 y
8, porcentaje de humedad (50-75% de la capacidad de campo), temperatura
y las caracteristicas fisicas y quimicas de los hidrocarburos a biodegradar
(Atlas, 1988; Eweis et al., 1999; Roberts, 2000).

La biorremediacion completa es un proceso ventajoso porque los residuos
generados por el tratamiento son inocuos (agua, biomasa celular, CO; o
CHgy), no se generan transferencia de contaminantes de un sitio a otro, se
puede llevar a cabo in situ 0 ex situ y esta técnica es la menos costosa
dentro de las demas tecnologias para la limpieza de desechos peligrosos
(Mishra et al., 2001; Vidali, 2001).

Por otra parte la biorremediacion es desventajosa porque algunas veces se
da un cambio en la estructura molecular del contaminante y da lugar a
diferentes compuestos que pueden ser mas toxicos y peligrosos por estar
mas oxidados y ser menos voléatiles que el compuesto inicial (Roberts, 2000).
Ademas es un proceso lento que puede tomar varios meses para llegar a la
mineralizacion del contaminante, sin embargo si se suministran las



condiciones necesarias para aumentar la actividad bacteriana el proceso
puede desarrollarse rapidamente (Levin y Gealt, 1997; Rittman y McCarty,
2001).

1.6 TECNOLOGIAS PARA TRATAMIENTO DE SUELOS CONTAMIN ADOS
CON HIDROCARBUROS (HCs)

Actualmente existen varias tecnologias disponibles para tratar suelos
contaminados con HCs. Se destacan los tratamientos fisicos, quimicos y
biolégicos los cuales pueden ser in situ o ex situ (Tabla 4) (Blackburn y
Hafker, 1993; Roberts, 2000; Rittman y McCarty, 2001; Vidali, 200; Marin et
al., 2005).

Para el disefio correcto de un sistema de tratamiento hay que conocer las
caracteristicas del suelo como su hidrogeologia, la capacidad de intercambio
de cationes, composicion anionica y cationica, composicion de nutrientes,
naturaleza del contaminante, asi como su persistencia y potencial para
expandirse en el medio ambiente, los microorganismos nativos de la zona,
costos y el tiempo disponible para llevar a cabo la biorremediacion (Caplan,
1993; Levin y Gealt, 1997; Roberts, 2000).

1.6.1 Tratamientos in situ.

Los tratamientos in situ se realizan en el mismo sitio donde se presenta el
impacto (MAPFRE, 1994; Roberts, 2000), con el fin de evitar movilizar los
contaminantes, cuando las areas afectadas son de dificil acceso y los
compuestos que se encuentran en zonas muy profundas (Levin y Gealt,
1997).

Este tipo de tratamiento presenta varias ventajas tales como bajo impacto
ambiental y costos relativamente bajos, aunque es limitado por la
profundidad de suelo que puede ser efectivamente tratado (Eweis et al.,
1999; Vidali, 2001). Estos tratamientos usan métodos bioldgicos, quimicos y
fisicos para degradar, extraer o inmovilizar los contaminantes. Incluyen el
bioventeo, bioestimulacion, bioaumentacion, inyeccion de aire, bioaspercion,
neutralizacién, solidificacién/estabilizacidén y oxidacion los cuales pueden ser
usados de manera combinada (Tabla 4) (MAPFRE, 1994; Pollard et al., 1994;
Roberts, 2000; Vidali, 2001).
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1.6.2 Tratamientos ex situ.

Los tratamientos ex situ involucran la excavacion o remocion del suelo
contaminado hacia otros sitios donde se llevara a cabo el tratamiento
(Rittman y McCarty, 2001). Son mas efectivos ya que no dependen de
factores externos como la hidrologia o la temperatura, su inconveniente es
gue pueden generar (VOCs), limitaciones de biodisponibilidad, altos costos
de operacion y limitaciones de espacio para tratar grandes volimenes de
suelo (Blackburn y Hafker, 1993; MAPFRE, 1994; Marin et al., 2005).

El tratamiento consiste en excavar el suelo y disponerlo en lechos de
tratamiento y una vez procesado puede ser retornado al sitio de excavacion
(Eweis et al., 1999). Los tratamientos ex situ incluyen métodos fisicos
(tratamiento térmico, incineracion, volatilizacion, lavado del suelo entre otros),
guimicos (encapsulamiento, oxidacion fotoquimica, extraccidén con solventes,
absorcion con carbon etc.) y biologicos (landfarming (biolabranza),
biorreactores, compostaje, biopilas etc.) (Eweis et al., 1999; Pollard et al.,
1994; MAPFRE, 1994; Roberts, 2000; Vidali, 2001) (Tabla 4).

Tabla 4. Ventajas y desventajas de las estrategias de biorremediacion.

Ejemplos Ventajas Desventajas Factores a considerar
-Bioestimulaciéon |-Bajo costo, aunque |-Limitaciones -Biodegradacion
-Bioaspercion algunas como el | ambientales realizada por bacterias
-Bioventeo bioventeo  son de |-Largo tiempo de | nativas

3 |-Bioaumentacion | mayor costo tratamiento -Parametros
‘» -No invasiva ambientales
£ -Relativamente pasiva -Factores geolégicos
-Procesos de -Distribucion de
atenuacion natural contaminantes
-Biolabranza -No depende de | -Requerimientos Ver arriba
-Compostaje factores climaticos. de espacio
- |-Biopilas -Las variables que|-Largo tiempo de
> controlan el proceso | tratamiento
X pueden controlarse con | -Necesidad de
mas precision. controles abioticos
-Limitaciones  de
biodisponibilidad

Fuente: Vidali, 2001.
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1.7 BIODEGRADACION

La biodegradacién es un proceso en el cual los microorganismos transforman
compuestos organicos (Hidrocarburos) e inorganicos al utilizarlos como
fuente de carbono, energia y como aceptores o donadores de electrones
generando biomasa, agua, CO, o CH, (Dibble y Bartha, 1979; Margesin y
Schinner, 1999b; Margesin et al., 2003).

Los microorganismos logran metabolizar diferentes compuestos llevando a
cabo reacciones de oxidacidn-reduccion, procesos de absorcion e
intercambio de iones y formacion de complejos que dan lugar a fijacion de
metales (Madigan et al., 1998; Eweis et al., 1999; Rittman y McCarty, 2001).

En la biodegradacidon se generan una serie de reacciones de transformacion
en las cuales se separan los electrones del compuesto y se oxida la
estructura del carbono, la energia que se genera en forma de ATP es
utilizada por las bacterias para la produccion de biomasa, transporte de
compuestos al interior de la célula y movimiento. Al final se produce CO, y
agua proceso denominado mineralizacion (MAPFRE, 1994; Eweis et al.,
1999) (Figura 2).

Compuesto Organico (Donador) mmp | CO,

+
ATP <$mmmmm Fuerza motrizf Flujo de Agua
de protones Electrones
O,
Aceptor
Biosintesis

Figura 2. Proceso de biodegradaciéon realizado por los microorganismos.
Fuente: Modificado de Madigan et al., 1998.
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En la biodegradacion no siempre el resultado es la mineralizacién, cuando
sucede esto se da un cambio en la estructura molecular del contaminante y
da lugar a diferentes compuestos que pueden ser mas toxicos y peligrosos
por estar mas oxidados que el compuesto inicial (Jimenez y Bartha, 1996;
Roberts, 2000).

La tasa de biodegradacion aerObica depende de: a) la complejidad del
contaminante por ejemplo hidrocarburos grandes y muy ramificados o que
contienen muchos anillos aromaticos son dificles de degradar, b) la
biodisponibilidad, la diversidad de microorganismos, la estructura del suelo y
disponibilidad de nutrientes (Heitzer y Sayler, 1993). La mayoria de los
hidrocarburos son degradados facilmente cuando el oxigeno es el aceptor
final de electrones mediante las enzimas oxigenasas, l0s microorganismos
gue utilizan esta via metabdlica son mas eficientes para eliminar los
compuestos del ambiente (Madigan et al., 1998; Roberts, 2000; Rittman y
McCarty, 2001).

1.7.1 Biodegradacion de hidrocarburos alifaticos.

Los HCs alifaticos poseen diferentes configuraciones y se dividen en alcanos,
alquenos y cicloalcanos, tienen enlaces sencillos carbono-carbono y no
contienen enlaces covalentes multiples (Eweis et al., 1999). Los alcanos son
degradados por la conversion de su cadena hasta acido graso. En presencia
de oxigeno el alcano es atacado por una monooxigenasa, introduciendo un
atomo de oxigeno molecular en su estructura formando un alcohol graso,
este alcohol es oxidado a aldehido y finalmente a acido graso, el cual es
oxidado en la 3-oxidacion transformandose en acetil coA formando agua y
CO; a través del ciclo de Krebs (Bouwer y Zehnder., 1993; Whyte et al.,
1997) (Figura 3).

Los alquenos y cicloalcanos son degradados aerobicamente por mecanismos
similares a la degradacion de los alcanos, aunque debido a los enlaces
dobles y triples de su estructura que son quimicamente mas reactivos, se
utilizan reacciones adicionales como la epoxidacion o hidratacion (Caplan,
1993).
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Figura 3. Degradacion aerdbica de HCs alifaticos hasta acidos carboxilicos.
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Fuente: Bouwer y Zehner., 1993.
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1.7.2 Biodegradacion de hidrocarburos monoaromatico S.

Los HCs monoaromaticos son degradados inicialmente mediante una
transformaciéon enzimatica de los compuestos contaminantes lo cual es
referido como una biodegradacion primaria (Rittman y McCarty, 2001). En la
biodegradacion aerdbia y anaerobia de compuestos aromaticos se llevan a

cabo 4 fases (Atlas, 1988; Eweis et al., 1999; Roberts, 2000).
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Entrada en la célula, lo cual se da por difusion libre 0 por mecanismos
especificos de transporte.

Activacion del anillo aromético, mediante la incorporacién de dos atomos
de oxigeno molecular dentro del anillo por medio de las dioxigenasas
formando un dihidrodiol.



* Ruptura del anillo, los dihidrodioles son oxidados hasta intermediarios
como el catecol los cuales son los encargados de la ruptura del anillo
aromatico.

» Aprovechamiento de los productos, el catecol es oxidado por via orto,
esta via sigue una serie de reacciones enzimaticas con el fin de producir
acidos organicos de bajo peso molecular y aldehidos que son
incorporados por la célula al ciclo de los &cidos tricarboxilicos.

1.7.3 Biodegradacion de hidrocarburos arométicos po liciclicos.

Muchos PAHSs estan sujetos a la degradacion bacteriana la cual se puede dar
bajo condiciones aerdbias o anaerobias (Cerniglia, 1992; Boldrin et al., 19983;
Stringfellow y Aitken, 1995; Jiménez y Bartha, 1996; Daane et al., 2001;
Margesin y Schinner, 2001; Sudip et al., 2002; Margesin et al., 2003; Straube
et al., 2003; Sarma et al., 2004).

La capacidad de los microorganismos para degradar diversas clases de
PAHs esta limitada por diversos factores ambientales como la fuerte
adsorcion de los componentes a las superficies del suelo (materia organica),
formacion de fases no acuosas (las cuales son fluidos insolubles en agua
gue migran a través de la capa bajo la superficie como una fase distinta), su
baja solubilidad, su baja biodisponibilidad y niveles altos de co-contaminacién
como es el caso del pentaclorofenol (PCP) que puede inhibir la
biodegradaciéon de los PAHs, todos estos factores contribuyen a la
persistencia de los PAHs en el ambiente (Stapleton et al., 1998; Kanaly y
Harayama, 2000; Sudip et al., 2002; Straube et al., 2003; Hansen et al.,
2004; Marin et al., 2005; Sabaté et al., 2005).

A pesar de estas caracteristicas gran variedad de microorganismos pueden
llegar a degradar PAHs, como bacterias del género Pseudomonas sp,
Achromobacter sp , Micrococcus sp, Vibrio sp, Acinetobacter sp, Alcaligenes
sp, Sphingomonas sp, Rhodococcus sp y Mycobacterium sp y especies de
hongos como Phanaerochaete chrysosporium, Pleurotas ostreatus, Agaricus
bisporus, Lentinulus edodes los cuales tienen la capacidad enzimatica para
oxidar los PAHs desde el naftaleno hasta el benzo(a)pireno (Schneider et al.,
1996; Eggen, 1999; Lamar et al., 2002; Kanaly y Harayama, 2000; Sudip et
al., 2002; Straube et al., 2003; Juhasz et al., 2005b; Marin et al., 2005;
Sabaté et al., 2005).
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La biodegradacion de los PAHs tiende a disminuir con el aumento en el
namero de anillos y con el nimero de sustituyentes alquilos. Estos se
degradan anillo por anillo por mecanismos similares a los que se utilizan para
los compuestos monoaromaticos al utilizar dioxigenasas incorporando dos
atomos de oxigeno en el sustrato formando dioxetanos los cuales son
oxidados a cis-dihidrodioles y por ultimo forman dihidroxidos (Eweis et al.,
1999; Roberts, 2000; Rittman y McCarty, 2001) (Figura 4).

En la presencia del microorganismo apropiado la biodegradacion de los
PAHs de bajo peso molecular como el naftaleno (PM= 128) ocurre bajo la
accion de las enzimas bacterianas requeridas. Los compuestos de 3 anillos
condensados y de mayor peso molecular como el acenafteno (PM=154.2),
antraceno (PM=178.2) y fenantreno (PM=178.2) son mucho mas resistentes
al ataque microbiano, los que tienen 4 o mas anillos bencénicos fusionados
se cree que son biodegradados mediante cometabolismo (Levin y Gealt,
1997; Boonchan et al., 1998; Rodrigues et al., 2005).

En el cometabolismo los microorganismos transforman un compuesto
orgénico, pero el organismo no puede crecer a partir del contaminante y no
obtiene energia, carbono u otros nutrientes de la transformacion (Eweis et al.,
1999).

Los compuestos degradados por cometabolismo son inicialmente resistentes
a la degradacion por su complejidad y baja solubilidad como el
benzo(a)pireno y benzoantraceno (Atlas, 1991). Los compuestos
recalcitrantes como asfaltos y resinas poseen una estructura compleja de
anillos aromaticos, nitrégeno, azufre y oxigeno en su estructura por lo cual
son resistentes al ataque bacteriano (Atlas, 1988).
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Figura 4. Principales rutas metabdlicas utilizadas por microorganismos para
la oxidacion de PAHS. Fuente: Vifias, 2005.

1.8 FACTORES QUE INTERVIENEN EN LA BIODEGRADACION D E HCs

1.8.1 Nutrientes.

Los requerimientos de nutrientes para los microorganismos son
aproximadamente los mismos que la composiciéon de sus células, excepto
para el carbono el cual es necesario en altas cantidades y es suministrado
directamente por el contaminante (Atlas, 1981, Liebeg y Cutright, 1999).

Los elementos principales y que se encuentran en mayor proporcion en las
células vivas son los macronutrientes. Basandose en su masa son el
carbono, oxigeno, nitrogeno, hidrogeno, fosforo y azufre. Los metales o
micronutrientes como hierro, manganeso, potasio, cobalto, calcio, cobre y
zinc son esenciales porque sirven como cofactores para el transporte de
electrones que se lleva a cabo en reacciones especificas catalizadas por
enzimas y estos son necesarios en pequefias cantidades (Roberts, 2000;
Mishra et al., 2001; Vidali, 2001) (Tabla 5).
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Tabla 5. Composicion tipica de una célula bacteriana en porcentaje de peso.

Elemento % Peso seco Funcién
Componente de materiales organicos
Carbono 50 P 9
celulares.
. Componente de materiales organicos
Oxigeno 20 p g
celulares y agua celular.
Nitr6geno 14 Comp_onente de proteinas, acidos nucleicos y
coenzimas.
. Componente de agua celular materiales
Hidrogeno 8 np! 9 y
organicos celulares.
. Componente de acidos nucleicos, fosfolipidos
Fosforo 3 pon ; p
y coenzimas.
Azufre 1 Componente de proteinas y coenzimas.
Potasio 1 Cation mayoritario en procesos celulares.
Sodio 1 Cation mayoritario en procesos celulares.
. Catibn mayoritario en procesos celulares
Calcio 0.5 . y P y
enzima cofactor.
. Catibn mayoritario en procesos celulares
Magnesio 0.5 y . P ’
cofactor en reacciones de ATP.

Fuente: Eweis et al., 1999.

Los nutrientes son asimilados por los microorganismos en un ndamero
limitado de formas orgénicas e inorganicas del ambiente (Levin y Gealt.,
1997). Las formas mas comunes para producir la degradacion de
compuestos peligrosos y producir biomasa son los macronutrientes y en
menor cantidad los micronutrientes (Roberts, 2000).

Generalmente en suelos contaminados o cuando sucede un derrame de HCs
se genera un desbalance del nitrégeno y fosforo del suelo, disminuyendo las
concentraciones de nutrientes, lo cual disminuye la velocidad de degradacion
microbiana de HCs (Dibble y Bartha, 1979; Vidali, 2001). Para los procesos
de biorremediacién y para compensar la ausencia de estos nutrientes es
necesario la adicion de nutrientes organicos en forma de estiércol, compost o
lodos residuales, o inorganicos como fertilizantes quimicos comerciales
(Hueseman y Moore., 1993).

Los fertilizantes organicos contienen diferentes concentraciones de
nutrientes, por ejemplo el estiércol de caballo tiene una composicion
aproximada de 6%, 2.5% y 6% para C, N y P respectivamente. Estos ayudan
a la formacién de humus favoreciendo la aireacién del suelo, facilitan el
intercambio i6nico, mejoran la circulacion y retencién de agua y ejercen una
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regulacion térmica del suelo todo para estimular la actividad microbiana en el
suelo (Guri, 1998).

Los fertilizantes inorganicos compuestos (FIC) o fertilizantes quimicos
comerciales contienen un balance de nitrégeno, fésforo y potasio en formas
facilmente disponibles para los microorganismos, algunas veces estos
fertilizantes llevan algunos microelementos necesarios para el metabolismo
microbiano (Roberts, 2000). Generalmente son formulados en una proporcion
N:P.K 15:15:15 donde 15% es nitrégeno total (3.1% de nitrégeno amoniacal y
11.96% de nitrégeno organico), 15% de fosforo asimilable (P,0s) y 15% de
potasio soluble (K,O) (Bem Systems, 1998; Guri, 1998).

El nitrégeno y el fésforo son los nutrientes mas adicionados en los procesos
de biorremediacién porque son usados principalmente para la produccién de
biomasa y pueden ser aplicados como FIC (fertilizantes inorganicos
compuestos) o SIS (sales inorganicas simples). El nitrogeno es agregado
generalmente en forma de NH;" y cuando esta presente en forma de NOz
también es utilizado por las bacterias como aceptor de electrones. La fuente
de nitrégeno puede ser aplicada en forma de urea, cloruro de amonio o
nitrato de amonio todas formas asimilables para los microorganismos. El
fosforo se adiciona como fosfato de potasio, fosfato de sodio o sales
ortofosforicas y polifosfatos (Dibble y Bartha, 1979; Liebeg y Cutright, 1999;
Roberts, 2000; Castro et al., 2004; Simon et al., 2004).

La proporcion recomendada de aplicacion de nutrientes en los procesos de
biorremediacion ya sea en laboratorio o en campo es la relacion C:N:P
100:10:1. Esta relacidon ha sido reportada como adecuada en varios trabajos
de biorremediacion (Dibble y Bartha., 1979; Atlas, 1988; Atlas, 1991;
Margesin y Schinner, 1997b; Liebeg y Cutright, 1999; Margesin y Schinner,
1999b; Margesin y Schinner, 2001; Mishra et al., 2001; Castro et al., 2004).

Sin embargo la adicion excesiva de nutrientes puede generar toxicidad,
incremento de costos, aumento de salinidad y presion osmatica del suelo. Si
el suelo necesita altas concentraciones, la adicion de nutrientes se debe
realizar en pasos, en lugar de una sola aplicacion al comienzo del
tratamiento, el uso de fertilizantes granulados puede ser una buena
alternativa porque asegura un aporte constante de nutrientes en el tiempo
(Eweis et al., 1999).
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1.8.2 Disponibilidad de agua.

Para los procesos de biorremediacion es necesario que para los
microorganismos del suelo exista una buena disponibilidad de agua, pues
esta determina la disponibilidad de oxigeno, el potencial redox, la toma
adecuada de los nutrientes y la actividad microbiana del sistema del suelo
(Levin y Gealt, 1997; Roberts, 2000). El agua es el medio de transporte a
través del cual los compuestos organicos contaminantes, nutrientes y
productos metabolizados van al interior o al exterior de la célula (Rittman y
McCarty, 2001).

Cuando en el suelo existe poca humedad se dan zonas secas disminuyendo
la actividad de los microorganismos, por el contrario cuando hay exceso de
humedad se inhibe el intercambio de gases, se forman zonas anaerobias y
se da la eliminacién de las bacterias aerobias (Bouwer y Zehnder, 1993;
Eweis et al., 1999; Madigan et al., 1998).

El contenido 6ptimo de agua en los procesos de biorremediacion se mide con
relacion a la capacidad de campo del suelo, la cual se define como la
humedad del suelo después que este se ha saturado con agua y dejado
drenar libremente durante 24 horas (Eweis et al., 1999). La capacidad de
campo de los suelos varian de acuerdo a su textura, por ejemplo los suelos
arenosos tendran una capacidad de campo aproximada del 5% y un suelo
arcilloso un 30%, en general el contenido optimo de humedad para la
biodegradacion aerobia de hidrocarburos puede estar en un rango de 50 al
75% de la capacidad de campo y de 25 al 28% para la actividad microbiana
(Dibble y Bartha, 1979; Leahy y Colwell, 1990; Levin y Gealt, 1997; Eweis et
al., 1999; Roberts, 2000; Vidali, 2001).

1.8.3 pH.

La actividad biologica del suelo es afectada significativamente por el pH,
pues sus variaciones pueden disminuir la solubilidad y disponibilidad de
macro y micronutrientes, asi como la movilidad de los contaminantes (Leahy
y Colwell, 1990; Roberts, 2000). El crecimiento de muchos microorganismos
es maximo en valores de pH entre 6.5 y 8.5, muchas bacterias y
actinomicetos tienen un pH Optimo de 7 y algunos hongos crecen en pH
menores de 5 (Heitzer y Sayler, 1993; Ordoiiez, 1995).

La contaminacién por hidrocarburos puede cambiar el pH del suelo durante
los procesos de biorremediacién, generando condiciones muy acidas o
alcalinas e inhibiendo la actividad bioldgica del suelo. Cuando esto sucede se
debe ajustar el pH, adicionando compuestos que contengan calcio,
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calcio/magnesio o acidificando afiadiendo azufre elemental o compuestos
gue contenga azufre (Dibble y Bartha, 1979; Roberts, 2000).

1.8.4 Temperatura.

La temperatura en el suelo es uno de los factores mas importantes que
controlan la actividad microbiolégica y las tasas de biodegradacién de
compuestos (Atlas, 1981; EPA, 2000). La temperatura afecta la naturaleza
fisica y la composicion de los contaminantes aumentado o disminuyendo su
viscosidad, solubilidad y volatilizacion (Roberts, 2000; Rittman y McCarty,
2001).

Se ha reportado que la temperatura optima para la biodegradacion de
hidrocarburos en diferentes ambientes es de 20 °C o superior a 60°C (Dibble
y Bartha, 1979; Leahy y Colwell, 1990). A temperaturas superiores a 40 °C la
biodegradacion se reduce porque se da la desnaturalizacion de enzimas y
proteinas y muchas poblaciones microbianas mueren. Por el contrario a
temperaturas aproximadas de 0 °C los hidrocarburos son degradados de
forma més lenta y los microorganismos se encapsulan hasta que se de un
cambio de temperatura (Eweis et al., 1999). Segun Margesin y Schinner
(1997b) después de 20 dias de tratamiento a 10 °C encontraron una
reduccién significativa de TPH del 27% a 53% en suelos con fertilizantes.

1.8.5 Aceptores de electrones.

La cantidad de oxigeno disponible determinard si un sistema es aerobio o
anaerobio. La degradacion de HCs se da mejor en los sistemas aerobios y
para ello los microorganismos deben utilizar O, como aceptor de electrones
como el oxigeno (O,) ya que los procesos de oxidacion de los HCs requieren
de enzimas oxigenasas. Sin embargo la presencia de otros aceptores de
electrones como nitrato (NO3), sulfato (SO42) o hierro (Fe*®) permiten la
biodegradacion de HCs en ambientes anaerobios (Atlas, 1981; Heitzer y
Sayler, 1993; Alexander, 1999; Roberts, 2000).

Para la biodegradacion de la mayoria de compuestos organicos se requiere
aproximadamente de dos partes de oxigeno para metabolizar completamente
un parte del compuesto. La oxidacion completa de 1 mg de HCs hasta CO, y
agua requiere de 3 a 4 mg de oxigeno, en general para una biodegradacion
mas rapida es necesario mayor suministro de oxigeno (Zhou y Crawford,
1995; Roberts, 2000).
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En los procesos de biorremediacion el oxigeno es proporcionado por el uso
de aire, oxigeno puro, peroxido de hidrogeno u ozono a través de bombas,
propulsores, agitadores, vaporizadores y chorros aunque también se puede
suministrar el oxigeno de forma manual mediante el arado directo del sistema
(Levin y Gealt, 1997; EPA, 2000).

1.8.6 Densidad de microorganismos.

La capacidad metabdlica de utilizar HCs esta ampliamente distribuida entre
diversas poblaciones bacterianas (Atlas, 1981). Las transformaciones
biol6gicas de los hidrocarburos se llevan a cabo por la accion de enzimas
adecuadas para esa transformacion. Las enzimas son especificas con
relacion al compuesto que atacan y a las reacciones que catalizan,
generalmente mas de una enzima es requerida para degradar una sustancia
organica y los microorganismos que poseen las enzimas estan presentes ya
en el suelo (Atlas, 1981, Rittman y McCarty, 2001).

La densidad de microorganismos en el suelo es un factor primordial en el
proceso de biorremediacion. Se requiere una concentracién mayor de 1x10°
UFC/gps para que se alcance una aceptable actividad biodegradativa por los
microorganismos (EPA, 1994; Leahy y Colwell, 1990; EPA, 2000). En
ecosistemas no contaminados las comunidades degradadoras de
hidrocarburos constituyen menos del 0.1% y en ecosistemas contaminados
forman el 85% de microorganismos viables, estas diferencias se dan por el
grado de exposicion y por la adaptabilidad de los microorganismos a los
hidrocarburos del ambiente (Levin y Gealt, 1997; Sylvia et al., 1999; Roberts,
2000).

Antes de iniciar cualquier proceso de biorremediacién es importante realizar
recuentos de microorganismos heterétrofos y degradadores para conocer la
densidad e identificar las especies de microorganismos existentes para
escoger una estrategia apropiada de descontaminacion para un sitio en
particular (Ordofez, 1995; EPA. 2000).

1.8.7 Estructura del suelo.

La estructura del suelo (granulometria y textura) puede afectar directamente
la entrada efectiva de aire, agua, nutrientes y la movilidad del contaminante
durante la biodegradacion (Atlas, 1981; Vidali, 2001).

Un suelo con baja permeabilidad impedird los movimientos de agua,
nutrientes y oxigeno al formarse complejos humicos de arcilla disminuyendo
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la disponibilidad para los microorganismos, de la misma forma esto
contribuye a la formacion de residuos persistentes en el ambiente (Eweis et
al., 1999) (Figura 5).

El contaminante puede ser absorbido en las particulas del suelo formando
agregados los cuales son dificilmente transportados hasta las células que los
degradan con lo cual aumenta la concentracion de la contaminacién (Bouwer
y Zehnder, 1993) (Figura 5).

Maieria orgénica;
conpkjos do amille ¥
meiErB orginka

Figura 5. Sorcién del contaminante en las particulas del suelo y formacion de
complejos humicos de arcilla. Fuente: Vifias, 2005.

1.8.8 Estructura de los contaminantes.

La estructura y composicion de los hidrocarburos contaminantes tienen un
mayor impacto en la viabilidad de los microorganismos y en la
biodegradacion de los compuestos (Hughes et al., 1997; Straube et al.,
2003).

Los compuestos que llevan dentro de su estructura grupos amino, metoxi,
sulfonatos y nitro, que tienen pesos moleculares altos o cadenas de longitud
larga, bencenos sustituidos en la posicibn meta y cadenas ramificadas de
carbonos generan impedimento estérico y por lo tanto dificultan Ila
biodegradacion (Ordofiez, 1995; Eweis et al., 1999).
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Los HCs con baja solubilidad en agua no pueden ser transportados al interior
de la célula, lo mismo ocurre con aquellos hidrocarburos que son absorbidos
en las particulas del suelo haciéndolos inaccesibles al ataque enzimatico por
parte de los microorganismos (Hughes et al., 1997)

La concentracion de los hidrocarburos en el ambiente también afecta
considerablemente las tasas de biodegradacion. Si las concentraciones
presentes en el suelo son muy bajas los compuestos presentes no
suministran la energia suficiente para el mantenimiento de la célula, y por el
contrario si las concentraciones de HCs son altas pueden ser toxicos para las
células al generar cambios en la estructura y funcion de la membrana celular
(Levin y Gealt, 1997; Margesin y Schinner, 2001).

1.9 TECNICAS DE BIORREMEDIACION

1.9.1 Bioaumentacion.

La bioaumentacion es la aplicacion directa al suelo de consorcios
microbianos nativos o externos modificados genéticamente o sin modificar
para estimular la biodegradacion (Boon et al., 2000; Simon et al., 2004; Bento
et al., 2005; Fantroussi y Agathos, 2005). Los microorganismos son
cultivados con una fuente de carbono que generalmente es el contaminate
para mejorar su habilidad de adaptacion a las condiciones de un sitio en
particular y reforzar su capacidad degradativa (Mishra et al., 2001).

La siembra de microorganismos en el suelo o la bioaumentacion se realizo
por primera vez alrededor de 1968, inoculdndose Cellumonas sp. y nutrientes
bajo condiciones controladas para degradar hidrocarburos, encontrandose
gue la degradacion era mas efectiva con la adicion de bacterias que
Unicamente con la aplicacion de nutrientes (Fantroussi y Agathos, 2005). A
partir de ese momento la bioaumentacion es utilizada en diferentes
ambientes para degradar compuestos organicos con mucho éxito (Kastner et
al., 1998; Boon et al., 2000; Straube et al., 2003; Castro et al., 2004; Silva et
al., 2004; Juhasz et al., 2005a).

En la bioaumentacion se emplean mezclas de bacterias de los géneros
Pseudomonas, Nocardia y Arthobacter entre otras, estas mezclas pueden
consistir de 3 0 mas cepas de microorganismos para tratar diferentes tipos de
contaminantes. Por ejemplo 3 bacterias Gram negativas de las especies
Pseudomonas putida, P. aeruginosa y Flavobacterium sp. fueron aisladas de
suelos contaminados con PAHSs incluyendo fenantreno, antraceno y fluoreno
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y se observd una eficiente degradacion de los compuestos cuando se
inoculaban estas cepas mezcladas (Sudip et al., 2002).

Algunos factores que pueden inhibir la inoculacion de microorganismos en el
suelo son:

* La concentracion de los compuestos en el suelo puede ser muy baja y no
generar produccion de biomasa de las bacterias inoculadas.

* El ambiente natural puede tener sustancias que inhiban el crecimiento de
los microorganismos adicionados.

» Puede existir competencia y predacion por parte de protozoos.

* Los microorganismos inoculados pueden utilizar otros compuestos
orgénicos y por lo tanto no degradar el compuesto de interés.

* Los microorganismos pueden tener dificultad para alcanzar el
contaminante a través de los poros del suelo (biodisponibilidad)
(Goldstein et al., 1985; Vidali, 2001).

La bioaumentacion también puede emplear microorganismos modificados
genéticamente, a los cuales se les refuerza su capacidad degradadora de
diferentes tipos de compuestos mediante el uso de técnicas como:
mutagénesis, conjugacion o recombinacion de las rutas, transposones,
clonacion de genes y mutacion in situ (Rittman y McCarty, 2001). Esta
modificacion ofrece varias ventajas porque permite ejercer un mayor control
sobre las rutas degradadoras enzimaticas, incluyendo la direccion del flujo
metabdlico para evitar cualquier posible intoxicacion intermedia (Levin y
Gealt, 1997; Roberts, 2000). Una desventaja de la modificacion de genética
es que estas bacterias no dan buenos resultados cuando son aplicadas en
campo (Eweis et al., 1999).

1.9.2 Bioestimulacion.

Es una modificacion ambiental que suministra el factor que puede llegar a ser
limitante y que esta restringiendo el crecimiento microbiano y la tasa de
degradacion del contaminante. Estos factores son nutrientes (nitrégeno y
fésforo), aceptores de electrones (O,), humedad y temperatura (Atlas, 1988;
Liebeg y Cutright, 1999).

El suministro del factor limitante como macroelementos o microelementos en
forma de fertilizantes orgénicos e inorganicos acelera la reproduccion de los
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microorganismos y la incorporacion de los constituyentes quimicos a los
componentes de la célula para su asimilacion y sintesis de nuevo material
celular y permitir la degradacion total o parcial del contaminante (Eweis et al.,
1999; Kaplan y Kitts, 2004; Bento et al, 2005; Chaineau et al., 2005).

Estudios realizados por Atagana y colaboradores (2003) encontraron que la
adicion de suplementos nutricionales en forma de sales inorganicas
promueven la degradacion microbiana de creosota hasta un 68.7% en un
periodo de 6 semanas. Armendariz y colaboradores (2004) lograron una
remocion del 60% de TPH al aplicar nutrientes en la proporcion 100:10:1
(C:N:P) y al adicionar microorganismos asociados al bagazo de cafia.

La bioestimulacion combinada con la bioaumentacién es una estrategia para
acelerar el proceso de biorremediacion. La aplicacién de microorganismos
nativos o exodgenos pueden beneficiarse de la bioestimulacion por la adicion
de fuentes de energia y/o aceptores de electrones (Fantroussi y Agathos,
2005). Estudios recientes de Silva y colaboradores, 2004 encontraron que la
bioaumentacion y la bioestimulacion puede llevar a la mineralizacion del
herbicida atrazina al adicionar citrato-succinato y Pseudomonas sp., el
estudio arrojo una mineralizacion del 54% después de 67 dias de
tratamiento.

1.9.3 Biolabranza (lanfarming).

El proceso de biolabranza es una técnica simple en la cual el suelo
contaminado es excavado y dispuesto sobre capas delgadas de suelo
organico, se le adiciona nutrientes, se controla la humedad y es
periodicamente arado para estimular la actividad microbiana aerdbica del
suelo hasta que los contaminantes sean degradados (Blackburn y Hafker,
1993; EPA, 2000; Vidali, 2001). Ademas debe existir un monitoreo constante
para evitar una potencial migracion de los contaminantes hacia aguas
subterraneas y emisiones atmosféricas (MAPFRE, 1994).

En este proceso se deben controlar variables fisicoquimicas como el
contenido de humedad (50 a 75% de la capacidad de campo), pH (entre 6.5y
8.5), nutrientes (adicion de fertilizantes) mantenido la relaciéon 100:10:1 y
suministro de oxigeno (Dibble y Bartha, 1979; Bem Systems, 1998; Eweis et
al., 1999).

Este proceso a sido exitoso en el tratamiento de HCs tales como el
combustible diesel, aceites combustibles nimero 2 y 4 en suelos, lodos en
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base de aceite, PAHSs, creosota y desechos de coque (Dibble y Bartha, 1979;
Huesemann y Moore, 1993; Pollard et al., 1994; Levin y Gealt, 1997; EPA,
2000; Mishra et al., 2001; Picado et al., 2001; Marin et al., 2005).
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2. HIPOTESIS

Ho: La bioaumentacion causa una mayor degradacion de TPH que la

bioestimulacion.
Hi: La bioaumentacion causa una menor degradacion de TPH que la

bioestimulacién.

Ho: La bioaumentacién con bacterias nativas causa una mayor degradacion
de TPH que la bioaumentacién con bacterias comerciales.
Hi: La bioaumentacién con bacterias nativas causa una menor degradacion
de TPH que la bioaumentacién con bacterias comerciales.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de los procesos de bioaumentacion (bacterias nativas vs.
comerciales) y bioestimulacion en un suelo contaminado con hidrocarburos.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Aislar e identificar las bacterias degradadoras de hidrocarburos nativas
del suelo.

* Desarrollar un consorcio de bacterias nativas Gram negativas
degradadoras de hidrocarburos para ser utilizadas durante la
bioaumentacion.

e Comparar la degradacién de hidrocarburos por un consorcio de bacterias
nativas y un consorcio comercial.

* Evaluar el efecto de la bioestimulacion con la adicion de fertilizantes
inorganicos compuestos (FIC) durante el proceso de biorremediacion.

29



4. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

El objetivo del estudio fue evaluar y comparar dos técnicas de
biorremediacién (bioestimulacion y bioaumentacién) en la degradacion de
hidrocarburos totales de petréleo (TPH) presentes en una mezcla suelo-
residuos de destilacion de alquitran.

Inicialmente se realiz6 una caracterizacion fisicoquimica preliminar del suelo
sin contaminar para determinar la viabilidad del proceso y conocer las
caracteristicas particulares del tipo de suelo que pueden afectar el proceso
de biorremediacion (Tabla 6). El estudio consistié de dos fases. La primera
de laboratorio, en la cual se realiz6 la estandarizacion de las técnicas de
Numero Mas Probable (NMP) y determinacién de nutrientes (amonio, nitrato
y fésforo); al mismo tiempo se realizé el aislamiento e identificacion de los
microorganismos degradadores de HCs, curvas de crecimiento y desarrollo
de un consorcio de bacterias nativas degradadoras de HCs (Figura 6).

La segunda fase, de campo, consistié en la evaluacion de 3 tratamientos con
adicion de fertilizante inorganico compuesto (FIC) triple 15 (NPK), agua y
aireacion. Se utilizaron parcelas como unidades experimentales (UE) y se
hizo el seguimiento durante 120 dias. Se llevaron a cabo 5 eventos de
muestreo (EM) cada 30 dias. Para el estudio se tomaron dos muestras por
parcela de forma aleatoria (n=2). A cada muestra se le realizaron andlisis
microbiologicos (recuento de microorganismos heterotrofos y degradadores
de HCs) y analisis fisicoquimicos de TPH, nutrientes, CO,, pH, humedad y
temperatura ambiental (Figura 7).

4.1 LOCALIZACION DEL AREA DE ESTUDIO

Las parcelas fueron localizadas en los predios de una empresa petroquimica
de la ciudad de Bogota (Colombia). El clima de la region corresponde a dos
estaciones particulares; invierno entre los meses de enero a mayo y verano
entre los meses de junio a diciembre, aunque durante todo el afio
predominan en promedio bajas temperaturas <13°C (IDEAM, 2004). Durante
el estudio se presento una temperatura minima de 0+1.5 °C y una maxima de
31+1.6 °C comprendidas entre los meses de Diciembre 2005 y Abril 2006.
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Tabla 6. Caracteristicas fisicoquimicas y microbiol6gicas preliminares del
suelo (n=2).

Andlisis Resultado
pH 8.6+0.14
Carbono organico (%) 8.0+£1.13
Textura Franco-Arenosa
Saturacion de Humedad (%) 35+1.41
Densidad (g/cc) 1.2+0.07
Conductividad eléctrica (ms/cm) 4.6%0.33
Fosforo PO, (mg/kg) 8+0.0
Nitrégeno amoniacal N-NH," (mg/kg) 15+0.0
Nitrogeno nitrico N-NOz™ (mg/kg) 5+0.0
Concentracion inicial de TPH(mg/kg) 13544+106.0
Recuento de heterotrofos UFC/g s 3.8 x10°+0.43
Recuento de degradadores NMP/gps 2.2 x10°+0.67

4.2 DESCRIPCION Y ANALISIS DEL SUELO

Se tomaron dos muestras compuestas (n=2) de 250 g del suelo sin
contaminar las cuales fueron enviadas al laboratorio analitico (Dr. Calderdn
Ltda.) para andlisis preliminares de pH, carbono organico, textura, saturacion
de humedad, densidad, conductividad eléctrica, nitrégeno nitrico N-NOj’
nitrégeno amoniacal N-NH," y fésforo PO, (Tabla 6). El resultado de estos
analisis permitié conocer la concentracion presente de macroelementos y
mediante un balance de masas se determiné la cantidad de fertilizante que
se aplicaria durante el estudio.

Igualmente dos muestras de 500 g suelo fueron enviadas al laboratorio
Ivonne Bernier Ltda. Para el andlisis preliminar de TPH por el método de
gravimetria (EPA 3540B-SM5520 F). Los analisis microbiolégicos iniciales de
heterétrofos por el método de recuento en placa por siembra en superficie
(ASM, 1986) y los degradadores de HCs por la técnica del niumero mas
probable (NMP) usando como fuente de carbono diesel se realizaron en el
laboratorio de la Unidad de Saneamiento y Biotecnologia Ambiental (USBA)
de la pontificia Universidad Javeriana (Tabla 6) (Haines et al., 1996; Venosa
y Wrenn, 1996). Los andlisis fisicoquimicos y microbiolégicos en cada evento
de muestreo fueron realizados en la USBA y los andlisis de TPH en
laboratorio analitico.
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‘ Fase de laboratorio \

Estandarizacion de técnicas Aislamiento de microorganismos
degradadores en agar Bushnell-Haas con

I | atmoésfera saturada de HCs

Nutrientes - : .
Identificacion de microorganismos

Amonio (N-NH"), Nitratg (N- degradadores por pruebas bioquimicas
NOgz) y Fésforo (P-PO4~) por BBL Crystal
colorimetria (HACH, 1994) |

Microbiologicos

placa (ASM, 1986) y |

degradadores por NMP
(Venosa y Wrenn, 1996)

Figura 6. Esquema general del estudio durante la fase de laboratorio.

32



| Fase de Campo \

Montaje y adecuacion de
parcelas

Contaminacion y mezcla de

suelo/residuos de alquitran

l Tratamientos evaluados

Bioestimulacién Bioaumentacié n Bioaumentacion
con adicion de con bacterias con bacterias
fertilizante nativas (BBN) comerciales (BBC)

(FIC)

Analisis
Fisicoquimicos

Analisis
Microbiologicos

TPH
nutrientes
CO,
pH
humedad
temperatura

Recuento de Recuento de
heterétrofos degradadores HCs

Figura 7. Esquema general de trabajo para la fase de campo.
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4.3 FASE DE LABORATORIO

4.3.1 Estandarizacion de técnicas.

La estandarizacion de técnicas consistio en la determinacion de la precision y
exactitud en la determinacion de nutrientes (nitrato, amonio y fosforo) y el
conocimiento y entrenamiento de la técnica del nimero mas probable (NMP)
para la determinacién de microorganismos degradadores.

4.3.1.1 Determinacion de nutrientes.

La estandarizacion de las técnicas para cuantificar nutrientes (amonio, nitrato
y fosforo) se realiz6 durante 4 meses, a lo largo de los cuales se evaluo la
exactitud y precision en la mezcla de reactivos y muestras para su
determinacion. Para determinar la exactitud y precision se prepar6 una
solucion estandar por cada nutriente a analizar.

* Solucion estandar de amonio: Esto se realizo preparando una solucion de
1.000 mg/L de cloruro de amonio.

* Solucion estandar de nitrato: Realizando una soluciéon de 100 mg/L de
nitrato de potasio.

* Solucion estandar de fosfato: Preparando una solucion de 500 mg/L de
fosfato diacido de potasio (Anexo 1).

De las soluciones estandar de cada uno de los nutrientes a analizar se
realizaron 4 diferentes diluciones en diferentes rangos de concentracion para
realizar las curvas de calibracion (Tabla 7).

Tabla 7. Estandares utilizados para realizar las curvas de calibracion (n=2).

Nutriente Concentracién (mg/L)
Amonio N-NH," 50-120-190-260
Nitrato N-NO;" 5-15-25-35
Fésforo P-PO,*° 5-20-35-50
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4.3.1.2 Curva de calibracion para nutrientes.

Se realizaron curvas de calibracion para cada una de las soluciones estandar
de amonio, nitrato y fésforo para establecer la precision al determinar las
concentraciones de nutrientes.

4.3.1.3 Anélisis microbiologicos.

Para el analisis microbioldgico inicial del suelo se tomaron 10 g de suelo y se
diluyeron en 90 ml de agua buferada (Standard Methods, 1995) (Anexo 2). La
solucién se agité por 20 min a 160 rpm para facilitar el desprendimiento de
los microorganismos de la matriz del suelo (Towsend y Bonner, 2000).

Se realizaron diluciones seriadas con base 10 en tubos de ensayo de 10
hasta 10°. Posteriormente se realizd el recuento en placa en agar infusién
suelo para la cuantificacion de heterotrofos totales (ASM, 1986; Standard
Methods, 1995, Maldonado, 2003) (Anexo 3). Para la determinacion de los
microorganismos degradadores de HCs se utilizé el método del nUmero més
probable (NMP) con el indicador INT (Violeta de iodonitrotetrazolium) (Haines
et al., 1996; Venosa y Wrenn, 1996, Maldonado, 2003, Vallejo, 2004).

4.3.1.3.1 Recuento de microorganismos heterétrofos.

El método de recuento en placa por siembra en superficie es empleado para
la recuperacion y conteo de microorganismos heterotrofos totales presentes
en el suelo (ASM, 1986; Standard Methods, 1995). En este meétodo se
obtienen solo células viables las cuales son capaces de dividirse para dar
lugar a descendencia, es decir cada célula viable puede dar lugar a una
unidad formadora de colonia (UFC) al crecer en medios sélidos enriquecidos
como el agar infusion suelo u otros medios modificados (ASM, 1986;
Madigan et al., 1998).

De las diluciones realizadas se inoculé 0.1 ml en cajas de petri con agar
infusion suelo mediante siembra en superficie, las siembras se hicieron por
duplicado y las placas se incubaron a temperatura ambiente (22 — 28°C) por
7 dias. Posteriormente se realizd el recuento de las colonias que crecieron
sobre el agar dentro de un rango entre 30 y 300 (Figura 8).
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Figura 8. Recuento de heterétrofos en agar infusion suelo.

4.3.1.3.2 Recuento de microorganismo degradadoresd e HCs por el
namero mas probable (NMP).

El método del NMP es utilizado para la determinacion de la densidad de
microorganismos degradadores de HCs junto con el indicador INT para
evidenciar la actividad metabdlica de los microorganismos (Brown and
Braddock, 1990). Para la técnica se utiliza un medio minimo de sales
Bushnell-Haas (BH) (Sigma) (Anexo 4) suplementado con una fuente de
carbono especifica (Haines et al., 1996; Venosa y Wreen., 1996; Maldonado,
2003).

La técnica NMP se realiz0 usando placas de 96 pozos previamente
esterilizadas por luz UV durante 1 h. En cada uno de los pozos se agregaron
180 ul de medio BH, luego se inocularon 20 ul de las diluciones seriadas
(102 a 10®) cada una con cinco réplicas y por Ultimo se adicioné 5 pl de
diesel como fuente carbono, la evaluacion se repito 3 veces y por duplicado
para lograr obtener el mayor niumero de bacterias degradadoras presentes
en el suelo. En cada placa se utilizaron cuatro controles cada uno por
triplicado (n=3) (Tabla 7).

El control 1 contenia solo medio BH para evaluar la ausencia de
microorganismos contaminantes y presencia de fuentes de carbono que
pudieran dar falsos positivos. El control 2 fue para determinar la presencia de
microorganismos contaminantes en el diesel. El control 3 contenia la cepa
degradadora Acinetobacter sp. (PUJ-M-Biol-USBA) la cual fue aislada de
suelos contaminados con HCs en trabajos realizados en la USBA y fue el
control positivo. Al control 4 se le adicioné el microorganismo no degradador
Bacillus cereus (ATCC 11778) y fue el control el negativo (Tabla 8).
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Tabla 8. Controles utilizados en la técnica del NMP

[ Gawe) | zwen [ ieesmans b=l
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++ |+ |+
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Las placas se incubaron a temperatura ambiente (25 °C) durante 15 dias
recubiertas con papel vinipel para evitar la perdida por evaporacién de HCs
(Haines et al., 1996). Transcurrido este tiempo, a cada pozo se le adiciono
50 ul de INT (Sigma) (0.3%) (Anexo 5). El recuento de degradadores se
realiz6 después de 16 horas y se tomaron como positivos los pozos que
presentaron una coloracidon roja-rosada en cada dilucion, debido a la
reduccién del INT (Figura 9).

10?103 10* 105 10° 102 10° 10" 10° 10°

1

2

3

4

5
Cl C3
C2 C4

Figura 9. Técnica de NMP para bacterias degradadoras de HCs. Columnas:
muestras y sus diluciones (102 hasta 10°®). Filas: replicas (1 — 5). Controles:
C1: BH, C2: BH y diesel, C3: BH, Acinetobacter sp. PUJ-M-Biol-USBA-98 y
diesel, C4: BH, Bacillus cereus ATCC 11778 y diesel.

37



El INT compite con el oxigeno en la cadena de transporte de electrones en
donde es reducido a formazan, el cual es insoluble y se observa como un
precipitado rojo o rosado como indicador de la respiracion de los
microorganismos (Haines et al.,, 1996; Venosa y Wreen., 1996). Los
resultados obtenidos de pozos positivos y negativos en cada dilucién se
analizaron en el programa Most Probable Number Calculator, (Version 4.04),
(Cleves y Sandoval, 2001; Vallejo, 2004). Los resultados fueron expresados
en NMP/gy transformados a gramos de peso seco (NMP/gys).

4.3.2 Aislamiento de bacterias nativas degradadoras

De las mayores diluciones que presentaron crecimiento evidenciado por los
pozos positivos de cada placa de NMP se tom0 una asada y fue sembrada
en agar BH. En la tapa de la caja de petri se colocé un papel filtro (Wathman
No. 4) impregnado con alquitrdn como fuente de carbono para saturar la
atmosfera con el compuesto. Las cajas se incubaron a temperatura ambiente
(2524.24 °C) por un periodo de 7 dias (Maldonado, 2003; Margesin et al.,
2003; Vallejo, 2004) (Figura 10).

Para garantizar la capacidad degradadora de las bacterias se realizaron
cuatro siembras consecutivas en agar BH y con alquitran. Luego se repicaron
a agar nutritivo (AN) mediante siembra por agotamiento hasta obtener
colonias bien aisladas. Finalmente se realizd la observacion macroscopica
teniendo en cuenta color, tamafo, forma, borde, aspecto, superficie y
pigmentacion. Mediante coloracion Gram se realiz6 la observacion
microscopica para determinar la pureza de las cepas aisladas (Madigan et
al., 1998).

Sensidisco impregnado
de alquitran

Figura 10. Aislamiento de bacterias degradadoras de HCs en agar BH.
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4.3.3 ldentificacion de bacterias nativas degradado  ras.

La identificacion de las cepas obtenidas se realizé por medio de pruebas
bioquimicas BBL CRYSTAL® para bacterias entéricas no fermentativas Gram
negativas, para ello fue necesario la siembra en agar MacConkey y con
cultivos de no méas de 24 horas en crecimiento.

El sistema de identificacion BBL CRYSTAL® se basa en la utilizacién de
sustratos especificos por parte de los microorganismos detectados por
distintos sistemas indicadores. Las reacciones de oxidacion estan basadas
en la capacidad de un organismo para metabolizar el sustrato siendo el
oxigeno el aceptor final de electrones. Esta reaccion se detecta normalmente
mediante el uso de un indicador de pH en el sustrato del analisis. Los
sustratos cromégenos al sufrir hidrolisis producen cambios de color que
pueden ser detectados visualmente (Identification Systems
Enteric/Nonfermenter Manual Codebook, 2004) (Figura 11) (Anexo 6).

Figura 11. Prueba de identificacion bioquimica BBL Crystal.

Una vez identificadas las especies bacterianas fueron conservadas a — 70 C
en medio skim milk (Oxoid) e ingresadas al cepario de la USBA de la
Universidad Pontificia Javeriana.

4.3.4 Curva de crecimiento.

Para realizar un proceso de bioaumentacion exitoso es necesario tener una
poblacién de microorganismos entre 10° — 10® UFC/ml (EPA, 2000; Sanjeet et
al., 2001; Guevara, 2005). Para determinar el tiempo aproximado en el cual
se obtiene una poblacién 102 UFC/ml fue necesario realizar la curva de
crecimiento (absorbancia y UFC/ml vs. tiempo) a la especie bacteriana mas
abundante previamente aislada e identificada del suelo de estudio
(Pseudomonas putida). Para ello se realiz6 un preinoculo y un inoculo con
siembras simultaneas en placa en agar de recuento por duplicado y lectura
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en el espectrofotometro a 600 nm durante 24 h (Sanjeet et al., 2001,
Guevara, 2005).

Para la obtencion del preinoculo Pseudomonas putida fue crecida en un
medio con melaza al 0.4% (p/v) como Unica fuente de carbono y urea 0.04%
(p/v) como fuente de nitrégeno (Carrefio, 2004). El medio fue esterilizado en
autoclave a 121 T por 15 minutos (Al-hadhrami et al., 1997; BEM systems,
1998). Luego el preinoculo se incub6é por 24 h a 37 C° a 200 rpm,
manteniendo una relacién de 1/5 de aireacién y se buscé alcanzar una
densidad optica (DO) de 1.0 a 600 nm en el espectrofotometro (Margesin y
Schinner, 1997a; Madigan et al., 1998; Guevara, 2005). El inoculo se realiz6
agregando 2 ml de preinoculo (1% v/v) a un volumen final de 200 ml de
medio melaza 0.4% (p/v) y urea 0.04% (p/v) en frascos de 1000 ml.

4.4 FASE DE CAMPO

4.4.1 Diseio experimental.

El estudio se desarrollo durante 120 dias evaluando tres tratamientos
(bioestimulacion con adicion de FIC, bioaumentacion con adiciéon de un
consorcio de bacterias nativas y bioaumentacion con adicion de un consorcio
de bacterias comerciales). Se llevaron a cabo 5 eventos de muestreo (EM)
cada 30 dias, en cada EM se obtenian dos muestras al azar por cada parcela
(n=2). A cada muestra se le realizaron andlisis microbiologicos (recuento de
heterétrofos y degradadores de HCs), andlisis fisicoquimicos (nutrientes,
TPH y CO,) y se realiz6 el monitoreo de variables como pH, humedad y
temperatura ambiental.

4.4.2 Elaboracion de las unidades experimentales (U  E).

Se construyeron 6 parcelas en madera (1.5 x 1.5 x 0.3 m), las cuales fueron
recubiertas en su parte inferior con plastico industrial para evitar la perdida de
suelo tratado a través de las uniones de la madera (Figura 12). Igualmente el
suelo estuvo cubierto por plastico industrial para evitar que los lixiviados
pasen directamente al suelo. Las parcelas estuvieron protegidas de la lluvia
mediante una cubierta con tejas de zinc de 11 x 5 m y una altura de 2.5 m. A
cada parcela se le adicionaron 0.45 m*® (450 Kg) de suelo contaminado
tamizado hasta una altura de 0,2 m.
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Figura 12. Parcelas utilizadas durante el estudio.

4.4.3 Contaminacion y mezcla del suelo.
Para el estudio se recolectaron 4 m® de suelo cercano a una antigua planta
de destilacién de alquitran. El suelo fue tamizado y homogeneizado de forma
manual durante un periodo de 5 dias para lograr un tamafio de particula
uniforme y facilitar la toma efectiva de O,, H,O y nutrientes durante el
proceso de biorremediacion (Figura 13).

Se colocaron 450 Kg de suelo en cada parcela y se realizé la contaminacion
en cada una de ellas con residuos de destilacién de alquitran aplicando una
proporcion de 1:25 (v/v) por parcela para una concentracién final de 14,000
mg/Kg, el suelo fue homogeneizando de forma manual hasta que presento
uniformidad de textura y color reduciendo la formacion de parches de
contaminacion (Figura 14) (Anexo 7).

41



Figura 13. Tamizado y homogenizado manual del suelo a contaminar.

Figura 14. Proceso de contaminacion y mezcla del suelo manual con

residuos de destilacion de alquitran.

4.4.4 Descripcion de los tratamientos.

Para evaluar el efecto de la bioestimulacién y la bioaumentacion en la
degradacién de suelos contaminados con residuos de destilacion de alquitran
se evaluaron 3 tratamientos en parcelas (Tabla 9). Cada tratamiento tenia la
misma proporcion (1:25 v/v) de la mezcla residuos-suelo. Los tratamientos

fueron aireados manualmente mediante volteo empleando palas.

Tabla 9. Descripcion de los tratamientos elaborados.

(BBC)

Tratamientos (n=2) Adicion de Adl_Clon dt_a Adicion de pacterlas
FIC bacterias nativas comerciales
Bioestimulacién con adicién +
de FIC (FIC) - -
Bioaumentacion con
bacterias nativas y FIC + + -
(BBN)
Bioaumentacion con
bacterias comerciales y FIC + - +
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Para el tratamiento con FIC se adiciono fertilizante inorganico compuesto
(FIC) marca Nutrimén® en una proporcién 100:10:1 (Dibble y Bartha, 1979;
Bem Systems, 1998; Margesin y Schinner, 2001) el cual esta compuesto por
N:P:K en la proporcion 15:15:15 (Anexo 8).

En BBN se agregd el consorcio de microorganismos nativos aislados e
identificados previamente (Tabla 13) con capacidad degradadora de HCs
mas adiciéon de FIC (Triple 15).

Para BBC se aplicé un consorcio de microorganismos comerciales marca
InterBio® (RBC 109) (Anexo 9), compuesto por Pseudomonas sp. y Bacillus
sp. mas adicién de FIC.

4.4.4.1 Bioestimulacion con adicion de fertilizante inorganico

compuesto (FIC).

De acuerdo a los andlisis preliminares de concentracion de nitrégeno y
fosforo realizados en laboratorio analitico (Tabla 11) se hizo un balance de
masas para establecer la relacion de nutrientes a aplicar en los tratamientos
de acuerdo a una relacion C:N:P, 100.10.1 (Atlas, 1981; Dibble y Bartha,
1979; Bem Systems, 1998; Cleves y Sandoval, 2001; Margesin y Schinner,
2001: Mishra et al., 2001, Vallejo, 2004) (Anexo 10).

Se aplicaron 12 kg de FIC (Triple 15) por cada parcela, los cuales fueron
diluidos en 50 L de agua (equivalente al 60% de la capacidad de campo),
colectada con varios dias de anticipacion para evitar la accion bactericida del
cloro. El triple 15 se disolvié por 3 dias para facilitar su desintegracion y
facilitar la absorcion por los microorganismos del suelo. Este fertilizante se
utilizé por ser empleado en estudios de biorremediacion, por ser econdmico y
de facil adquisiciéon (Cleves y Sandoval, 2001; Vallejo, 2004).

4.4.4.2 Bioaumentacion con adicion bacterias nativa sy FIC (BBN).

Se realiz6 un cultivo con las bacterias del consorcio desarrollado (Tabla 13)
hasta obtener una densidad de 10® UFC/ml o superior. Primero se desarroll6
un preinoculo para cada una de las especie identificadas en un medio con
melaza al 0.4% (p/v) como Unica fuente de carbono y urea 0.04% (p/v)
(Carreiio, 2004). El medio fue esterilizado en autoclave a 121 T por 15
minutos (Al-hadhrami et al., 1997; BEM systems, 1998). Los preinoculos se
incubaron por 24 h a 37 C° a 200 rpm, manteniendo una relacion de 1/5 de
aireacion (Margesin y Schinner, 1997a; Guevara, 2005).
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Posteriormente se realizé la bioaumentacién del consorcio adicionando 7 ml
de cada preinoculo hasta obtener un volumen de 35 ml (1% v/v) que se
adiciond a tres biorreactores cada uno con 3.5 L de medio con melaza al
0.4% (p/v) y urea 0.04% (p/v), estos se dejaron incubando por 48 h a
temperatura ambiente (25C) (Carreiio, 2004) (Figura 15). En cada
biorreactor se controlaron los siguientes parametros de crecimiento:
aireacion, pH 7.0, y produccion de espuma adicionando polietilenglicol al 1%
(Umafia et al.,, 1991; Mishra et al., 2001). Transcurrido el tiempo de
incubacién se realizaron siembras en agar de recuento para determinar la
concentracion final alcanzada en los biorreactores para su posterior adicion
al tratamiento (Figura 16).

Figura 15 y 16. Biorreactores utilizados para la bioaumentacion del
consorcio. Adiciéon del consorcio de bacterias nativas al tratamiento de
bioaumentacion.

4.4.4.3 Bioaumentacién con adicion de bacterias com  erciales y FIC
(BBC).

Las cepas comerciales InterBio® (RBC 109) se prepararon segin las
especificaciones del fabricante (Anexo 9). Partiendo de una concentracion de
liofilizado de 1x10' UFCI/g, se preparé 1 kg de liofilizado en 10 L de agua
destilada, obteniendo una concentracion de 1x10™ UFC/g y una
concentracién de 1x10° UFC/g después de adicionarse al suelo (Anexo 11).
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4.5 PARAMETROS CONTROLADOS EN LOS TRATAMIENTOS

4.5.1 Aireacion.

El crecimiento de los microorganismos y el desarrollo de sus actividades
metabdlicas dependen de la disponibilidad de oxigeno molecular, ya que las
bacterias lo utilizan como aceptor final de electrones. El O, puede ser
suministrado por acciones de arado, volteo y trillado (Ordofiez, 1995; Levin y
Gealt, 1997). Durante el estudio se realiz6 la aireacion en cada parcela una
vez por semana mediante volteo manual para adicionalmente dar una mejor
homogenizacion a la mezcla (Figura 17).

Figura 17. Aireacion de los tratamientos de forma manual.

4.5.2 Disponibilidad de agua.

La disponibilidad de agua en el suelo puede convertirse en un factor limitante
durante la biorremediacion ya que la humedad tiene gran influencia en la
actividad microbiana (Dibble y Bartha, 1979; Eweis et al., 1999). Por esta
razon se realiz6 la adicion manual de agua a todos los tratamientos
intentando mantener un contenido de humedad del 15% adicionando 18 L
por parcela semanalmente.

4.6 MONITOREO DEL PROCESO DE BIORREMEDIACION

4.6.1 Recoleccion de muestras.

Se colectaron dos muestras por parcela en cada EM de forma aleatoria,
utilizando un generador de niumeros aleatorios y una cuadricula de muestreo
con un area de 2.25 m? dividida en 36 cuadrantes de 25 x 25 cm (Figura 18).
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Las muestras se tomaron con barreno y cucharas plasticas desechables
hasta una profundidad de 20 cm.

4.6.2 Andlisis microbioldgicos.

Para los analisis microbioldgicos se tomaron 250 g de suelo y se colocaron
en bolsas plasticas resellables, rotuladas adecuadamente (fecha y namero
de muestra) y transportadas en nevera (4-6C) para analisis en el laboratorio
USBA (Figura 19). En donde se les realizaron recuentos de heterotrofos
(ASM, 1986; Standard Methods, 1995) y recuento de degradadores por el
método del NMP (Haines et al., 1996; Venosa y Wrenn, 1996).

Barreno de muestreo

Figuras 18 y 19. Cuadricula de muestreo. Recoleccion de muestras para
analisis microbiologicos y fisicoquimicos.

4.6.3 Andlisis fisicoquimicos.

Para el analisis de TPH (Gravimetria. EPA 3540 B-SM5520 F) se tomaron
500 g de suelo y se depositaron en frascos de vidrio suministrados por el
laboratorio analitico. Estos fueron rotulados adecuadamente con fecha, hora,
tratamiento y responsable de la muestra. Los andlisis de nutrientes (nitrato,
amonio y fésforo) se realizaron utilizando 20 g de suelo y su determinacion
se realiz6 en la USBA (Anexo 12). Estos analisis se hicieron previos a la
adicion de los residuos de alquitran y durante el tiempo de estudio.

El monitoreo de pH y humedad en cada parcela se hizo tomando 50 g de
suelo para su andlisis. También se evalio la actividad de los
microorganismos del suelo mediante la produccion de CO,, su evaluacién se
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realiz6 colocando los montajes directamente sobre las parcelas (n=2)
(Figuras 20 y 21). La temperatura ambiental se registr6 con un termoémetro
de maximas y minimas dos veces por semana. Estos andlisis se efectuaron
durante todo el tiempo de estudio y se determinaron en las instalaciones de
la empresa (Tabla 10).

Montajes

Trampa con NaOH 1N

Figuras 20 y 21. Montaje para medir la produccion de CO; en cada parcela.

Tabla 10. Métodos fisicoquimicos realizados durante el estudio.

Determinacion Método Anexo
TPH Gravimetr_ia. I_EPA 3540B-5520 F
Laboratorio privado.
Nitrato N-NO3" 366
Amonio: N-NH4 * 301 2
Fésforo: P-PO 4'3 531 HACH, 1994
PH EPA 9045C, 1995 13
HUMEDAD Peso Seco IGAC, 1979 14
CO, Titulacion Campos, 2002 15
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4.7 ANALISIS ESTADISTICO

Inicialmente se realiz6 la prueba de Shapiro Wilk (p<0.05) para evaluar si los
datos seguian una distribucion normal. Se utiliz6 analisis de varianzas
(ANOVA p<0.05) para comparar las medias de cada una de las variables
analizadas e identificar diferencias significativas entre los tratamientos. Para
comparaciones multiples entre las variables se usaron pruebas de Tukey
(p<0.05) en el programa JMPy (version 4.04). Las variables que no se
distribuyeron de forma normal fueron analizadas por la prueba no
paramétrica Kruskall Wallis (p<0.05) y como prueba posteriori Kruskal-Wallis
All-Pairwise Comparisons en el programa Statistix 8 (version 8.0).
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 FASE DE LABORATORIO

5.1.1 Descripcién y analisis preliminar del suelo.

Antes de la contaminacion del suelo con los residuos de destilacion de
alquitran la concentracion de TPH fue de 1,200+0.1 mg/kgps. El suelo
presentd un pH basico (8.6+0.1) y contenidos de materia organica de
8.0+1.1. Estos valores han sido reportados dentro de un rango medio en
estudios de biorremediacion de suelos contaminados (Tabla 11) (Margesin et
al., 2003). Al mismo tiempo se establecio que la conductividad eléctrica fue
baja 4.6£0.3 ms/cm.

En nuestro estudio la materia organica presente pudo generar una baja
disponibilidad de los contaminantes para los microorganismos y ademas
bajas tasas de degradacion. Breedveld y Sparrevik (2000) encontraron
contenidos medios de materia organica (17%), resultando en una fuerte
sorcion de compuestos hidrofébicos como los PAHs. Los residuos de
alquitran aplicados en el estudio estdn compuestos por creosota la cual
contiene principalmente PAHs, los cuales son fuertemente sorbidos por la
materia organica y las particulas del suelo (Mueller et al., 1989; Breedveld y
karslen, 2000).

El suelo presentd una textura franco-arenosa con altos porcentajes de arena
(5040.1%), limo (4740.1%), y arcilla (3.0+0.4%). Estas caracteristicas
aumentan la porosidad del suelo, permitiendo la libre circulacién de aire y
facilitando las labores de contaminaciéon artificial y homogenizacion con
residuos de la destilacion de alquitrdn (Atlas, 1981; Vidali, 2001). Estos
porcentajes son muy similares a los encontrados por Bento y colaboradores
(2005) quienes reportaron un porcentaje de arena del 61%, limo del 32% y de
arcilla 7% para un estudio de biorremediacién de suelos contaminados con
diesel.

En cuanto a los macro-nutrientes (fésforo y nitrdgeno), el suelo tuvo bajas
concentraciones (Tabla 11), por lo tanto se hizo necesario balancear la
concentracion de nutrientes mediante la adicion de fertilizantes inorganicos
compuestos (FIC) para suplir las necesidades fisiologicas de las bacterias del
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suelo (Bem Systems, 1998; Guri, 1998; Cleves y Sandoval, 2003; Vallejo,
2004; Vinas et al 2005).

El recuento de heterétrofos totales en el suelo (3.8+0.4x10° UFC/gps) fue
adecuado para la biorremediacién de suelos contaminados con HCs ya que
se requiere una concentracién mayor de 1x10° UFC/gps para que se alcance
una aceptable actividad biodegradadora por los microorganismos (Leahy y
Colwell, 1990; EPA, 2000). Los recuentos menores a este valor podrian
indicar la presencia de compuestos toxicos tanto organicos como inorganicos
y esto hace necesario incrementar la densidad poblacional incorporando
microorganismos nativos o de cepas comerciales al suelo (Alexander, 1999;
Eweis et al., 1999). De acuerdo a lo anterior el recuento de microorganismos
heterotrofos y degradadores fue alto (Tabla 11).

Tabla 11. Caracteristicas fisicoquimicas del suelo empleado para la mezcla
de residuos de destilacion de alquitran.

Andlisis Resultado
pH 8.6+0.10
Carbono organico (%) 8.0+1.10
Textura franco-arenosa
Saturacion de Humedad (%) 35+1.40
Densidad (gr/cc) 1.2+0.10
Conductividad eléctrica (ms/cm) 4.610.30
Fésforo PO, (mg/kg) 8.0+0.00
Amonio N-NH, (mg/kg) 15.0+£0.00
Nitrato N-NO3 (mg/kg) 5.0£0.00
Potasio (me/100 cc) 0.38+0.00
Calcio (me/100 cc) 7.61+0.02
Magnesio (me/100 cc) 2.71+0.01
Sodio (me/L) 44.55+0.05
Concentracion inicial de TPH (mg/kg ps) 1,200 £0.10
Recuento de heterotrofos  (UFC/ggs) 3.8+0.43 x 10°
Recuento de degradadores (NMP/g,) 1.2+0.70 x 10°

5.1.2 Estandarizacién de técnicas.

5.1.2.1 Determinacién de nutrientes.
Para la determinacion de amonio, nitrato y fosforo en las muestras de suelo
de los diferentes tratamientos se realizd una curva de calibracion
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(absorbancia vs concentracion) para cada uno de los nutrientes analizados
utilizando soluciones estandar previamente preparadas (Anexo 1). Los
valores de r® fueron mayores a 0.99 indicando un comportamiento lineal y
una alta correlacion entre los valores de absorbancia y concentracion (Tabla
12) (Figura 22).
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Figura 22. Curvas de calibracion para nitrato (A), amonio (B), fosforo (C). Se
presenta el valor promedio y la desviacion estandar (n=2).

Tabla 12. Valores obtenidos para las curvas de calibracion de nutrientes.

: Pendiente Intercepto 2
NI (absorbancia/mg/L) (absorbancia) !
Amonio 0.0011+0.0001 0.0314+0.0009 0.9997
Nitrato 0.083+0.00028 0.0738+0.0066 0.9987
Fosforo 0.0088+0.0001 0.0008+0.0003 0.9993

5.1.3 Aislamiento e identificacién de bacterias nat  ivas degradadoras.

De las diluciones mas altas del NMP se aislaron 18 morfotipos de bacterias
degradadoras de HCs. Estos morfotipos fueron caracterizados
macroscopicamente, microscopicamente y por pruebas bioquimicas
utilizando el sistema BBL Crystal® (Anexo 16). Se identificaron 5 especies de
bacterias, siendo Pseudomonas putida la especie mas abundante con ocho
morfotipos, representando el 44.4% del total de morfotipos identificados
(Tabla 13). Las caracteristicas ambientales de las especies aisladas se
resumen en la Tabla 14.
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Tabla 13. Especies bacterianas identificadas mediante BBL Crystal ®.

Especie Indol/oxidasa % identificacion
Pseudomonas putida -/- 0.91
Pseudomonas aeruginosa -/- 0.98
Acinetobacter iwoffi -I- 0.98
Chromobacterium violaceum -/- 0.99
Stenotrophomonas maltophilia -/- 0.99

Tabla 14. Caracteristicas ambientales de las cepas aisladas e identificadas.

Bacteria Caracteristicas Referencia
Degradador de una amplia variedad de |Krieg y Holt, 1984:
HCs y PAHs como naftaleno, fluoreno, | Ortega et al., 2003;
Pseudomonas antraceno, fenantreno, pireno. Es | Vallejo, 2004,
putida encontrada principalmente en los suelos, | Rodrigues et al.,
aunque también es causante de |2005.
infecciones nosocomiales.
Degradador principalmente de PAHs al|Madigan et al.,
incrementar su solubilidad. Es capaz de|1998; Straube et al.,
Pseudomonas degradar compuestos como la atrazina, y|2003; Abalos et al.,
aeruginosa derivados del petréleo. Igualmente esta|2004.

asociada a infecciones del tracto urinario y
respiratorio en la especie humana.

Acinetobacter
iwoffi

Degrada principalmente diesel, fracciones
de petrdleo y PAHs. Pueden causar
algunas infecciones nosocomiales.

Madigan et al.,
1998; Ruberto et al.,
2003; Vallejo, 2004.

Chromobacterium

Degradador de HCs como alcanos.

Ocasionalmente patégeno en mamiferos

Krieg y Holt, 1984;
Vallejo, 2004.

violaceum L 4
causando serias infecciones.
Metaboliza PAHs como fluoranteno, | Krieg y Holt, 1984;
Stenotrophomonas pireno, benzoantraceno y coroneno entre Madlgan et al,
maltophilia otros. Encontrado en la flo,ra nativa ple la 1998, Juhasz vy
faringe. Infecta heridas, vias urinarias y | Naidu, 2000;

causa septicemias.

Maldonado, 2004.
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Todas las bacterias identificadas en el estudio han sido reportadas como
microorganismos degradadores de un amplio rango de HCs, principalmente
PAHSs, diesel, fenol, benceno, tolueno y etilbenceno (Whyte et al., 1997;
Madigan et al., 1998; Alexander, 1999; Maldonado, 2004; Vallejo, 2004;
Guevara, 2005)

El género Pseudomonas ha sido ampliamente investigado y existen varios
estudios en los cuales se ha analizado su capacidad para degradar HCs.
Stallwood y colaboradores (2005) evaluaron la biorremediacion en suelos
antarticos contaminados con combustible usando bioaumentacién vy
bioestimulacion y encontraron que Pseudomonas ST41 crecid en un amplio
rango de HCs a 4°C, igualmente fue el género mas abundante en los
microcosmos ensayados. Ururahy y colaboradores (1998) realizaron un
estudio para la biodegradacién de residuos de petrdleo a través de
bioaumentacion encontrando que Pseudomonas sp. fue el género que
predominé en las diferentes tratamientos evaluadas.

Por otra parte Cerniglia (1992) demostré que las bacterias gram negativas
con forma de bacilos como las del género Pseudomonas sp. tienen la
capacidad de degradar PAHs. Whyte y colaboradores (1997) aislaron
Pseudomonas sp. de un suelo antartico contaminado con petréleo vy
evaluaron su capacidad para degradar alcanos y naftaleno por diferentes
rutas catabolicas. Margesin y colaboradores (2003) encontraron la
prevalencia de P. putida en la degradacion de PAHs en suelos alpinos de
Austria contaminados con desechos industriales empleando andlisis de
hidridizacion con PCR.

Pseudomonas putida fue utilizada por Rodrigues y colaboradores (2005) para
investigar las caracteristicas del crecimiento bacteriano en presencia de
fluoreno y fenantreno, sus resultados indicaron que esta bacteria fue capaz
de crecer gracias a la producciéon de sustancias poliméricas extracelulares
gue promueven disponibilidad de compuestos hidrofébicos. En otro estudio
Ortega y colaboradores (2003) aislaron tres cepas; Pseudomonas stutzeri,
Pseudomonas alcaligenes y Pseudomonas putida las cuales degradaron
naftaleno, fenantreno, antraceno y pireno gracias a la quimiotaxia hacia estos
compuestos y a la produccion de biosurfactantes.

Los biosurfactantes han sido propuestos como un método promisorio para
aumentar la tasa de degradacién de compuestos hidrofébicos en suelos
contaminados, aunque algunas veces pueden inhibir el crecimiento de
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especies de Pseudomonas sp. cuando se usa antraceno como Unico recurso
de carbono (Chen et al., 2000). Johnsen y Karslon (2004) registraron que el
biosurfactante que produce Pseudomonas aeruginosa le facilita el
crecimiento en fenantreno y naftaleno al incrementar la solubilidad de los
PAHs sugiriendo que el mismo microorganismo puede promover la
biodisponibilidad de este sustrato.

Abalos y colaboradores (2004) describieron el aumento significativo de la
biodegradacion de PAHs y derivados alquilados del crudo Casablanca de un
consorcio microbiano en presencia de biosurfactantes producidos por
Pseudomonas aeruginosa AT10. Straube y colaboradores (2003) estudiaron
la biorremediacion en suelos contaminados con PAHs usando
bioestimulacion y bioaumentacion con adicion de Pseudomonas aeruginosa
retenida en vermiculita y obtuvieron un 87% de disminucion de PAHSs
después de 11 meses.

Pseudomonas sp. también ha sido usada en trabajos de biorremediacion por
bioaumentacion para degradar herbicidas como la atrazina llegando a una
rapida mineralizacion en 28 dias de tratamiento (Silva et al., 2004). Koutny y
colaboradores (2003) lograron aislar especies del género Pseudomonas en
suelos pristinos del sur de Siberia las cuales fueron capaces de degradar
fenol a diferentes concentraciones.

Stenotrophomonas maltophilia anteriormente conocida como Xanthomonas
malthophilia es capaz de metabolizar una gran variedad de HCs (Madigan et
al., 1998). Esta especie fue evaluada en medio liquido de sales (BSM) para la
degradacion de fluoranteno y cometabolismo de otros PAHS, incluyendo el
pireno, benzoantraceno y coroneno (Juhasz y Naidu, 2000). Este género
también fue aislado de un suelo contaminado con PAHs en un estudio
realizado por Boonchan y colaboradores (1998) en el cual evaluaron la
habilidad de S. maltophilia para degradar compuestos de alto peso molecular
en suelos contaminados con PAHS, en sus resultados encontraron que esta
especie fue capaz de degradar pireno como uUnico recurso de carbono y
energia, asi como otros PAHs con mas de siete anillos de benceno.

Igualmente Stenotrophomonas maltophilia fue aislada en el estudio realizado
por Maldonado (2004) en el cual se evalué la atenuacién natural de
hidrocarburos de petréleo como supresores de polvo en carreteras sin
pavimentar. En la evaluacion encontraron que esta especie fue capaz de
degradar los lodos aceitosos de alto peso molecular, los cuales son
adicionados a las carreteras.
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Por otro lado utilizando técnicas de biologia molecular se investigaron las
comunidades bacterianas de muestras de crudo en Japon usando
electroforesis en gradiente de gel denaturante (DGGE), los perfiles
demostraron que Stenotrophomonas maltophilia fue la mas abundante y
frecuentemente encontrada en las muestras analizadas (Yoshida et al.,
2005).

Otra especie aislada en el presente estudio fue Acinetobacter iwooffi la cual
fue encontrada como la bacteria dominante en un estudio para degradar
diesel en un biorreactor simple logrando una remocion del 90% después de
45 dias de tratamiento. En el mismo estudio se encontr6 que A. iwoffi
degrada rapidamente crudo y diesel gracias a la produccion de
biosurfactantes y ademas puede competir eficientemente con otros
degradadores de HCs como Pseudomonas sp. (Gallego et al., 2001).

En el estudio realizado por Vallejo (2004) en donde se evalluo la
bioestimulacion en la biodegradacion de TPH en suelos contaminados con
petroleo, se logro aislar e identificar Acinetobacter iwoffi de los suelos
utilizados durante el estudio.

Por otra parte en un estudio realizado para la biorremediacion de suelos
articos contaminados con combustible se investigo el efecto de la flora
natural, la bioestimulacion y la bioaumentacion con adicion de Acinetobacter
sp. En sus resultados encontraron una remocion de HCs del 75% para el
tratamiento de bioaumentacién siendo este el mejor tratamiento (Ruberto et
al.,, 2003). Guevara (2005) evalu6é la degradacibn de 5 cepas de
Acinetobacter sp. aisladas de suelos contaminados con lodos aceitosos con
adicion de nutrientes en microcosmos, con la mejor cepa (PUJ-M-Bio-USBA-
98) obteniendo un 51% de degradacion de TPH durante 98 dias.

5.1.4 Observacion macroscopica y microscopica de la s bacterias
identificadas.

A continuacion se presenta la morfologia macroscopica y microscopica de las
bacterias degradadoras aisladas e identificadas mediante las pruebas BBL
Crystal (Figuras 23 - 27) (Tabla 15).
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Figura 23. Crecimiento macroscopico en agar nutritivo y morfologia
microscopica (100x) de Pseudomonas putida.

Figura 24. Crecimiento macroscOpico en agar nutritivo y morfologia
microscopica (100x) de Pseudomonas aeruginosa.
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Figura 25. Crecimiento macroscopico en agar nutritivo y morfologia
microscopica (100x) de Acinetobacter iwoffi.

Figura 26. Crecimiento macroscopico en agar nutritivo y morfologia
microscopica (100x) de Chromobacterium violaceum.
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Figura 27. Crecimiento macroscopico en agar nutritivo y morfologia
microscopica (100x) de Stenotrophomonas maltophilia.
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Tabla 15. Caracteristicas macroscépicas y microscoépicas de los morfotipos
de bacterias degradadoras aisladas del suelo.

: Caracteristicas Caracteristicas Macroscdépicas
Morfotipos Mi £
Icroscopicas Color Textura Forma | Aspecto
1 Cocobacilos Gram negativos Blanca Cremosa Plana Brillante
rectos
2 Cocobacilos Gram negativos Blanca Cremosa | Convexa | Opaca
rectos
3 Cocobacilos Gram negativos Blanca Cremosa Plana Brillante
rectos
4 Bacilos Gram negativos Blanca Cremosa | Convexa | Brillante
rectos
5 Cocobacilos Gram negativos Rosada Mucoide Plana Brillante
curvos
6 Cocobacilos Gram negativos Marrén Blanda Convexa | Brillante
rectos
7 Cocobacilos Gram negativos Marrén Blanda Convexa | Brillante
rectos
8 Cocobacilos dglgados Gram Crema Mucoide | Convexa | Brillante
negativos
9 Cocobacilos de_Igados Gram Crema Mucoide | Convexa | Brillante
negativos
10 Cocobacilos dglgados Gram Blanca Cremosa | Convexa | Brillante
negativos
11 Cocobacilos dglgados Gram Blanca Cremosa | Convexa | Brillante
negativos
12 Cocobacilos de_Igados Gram Blanca Mucoide | Convexa | Brillante
negativos
13 Cocobacilos dglgados Gram Blanca Cremosa | Convexa | Brillante
negativos
14 Cocobacilos Gram negativos Blanca Mucoide | Convexa | Brillante
15 Cocobacilos Gram negativos Blanca Mucoide Plana Brillante
16* _Bacﬂos Gram positivos Beige Dura Plana Opaca
filamentosos esporulados
17* _Bacﬂos Gram positivos Beige Dura Plana Opaca
filamentosos esporulados
18* _BaC|Ios Gram positivos Beige Mucoide | Convexa | Opaca
filamentosos esporulados

*Los morfotipos 16, 17 y 18 no fueron identificados bioquimicamente porque
el objetivo era trabajar con bacterias gram negativas, las cuales han sido
reportadas como las mas eficientes en la biorremediacion.
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5.1.5 Curva de crecimiento de Pseudomonas putida.

Las curvas de crecimiento se realizaron para conocer el tiempo en el cual se
obtiene una densidad de microorganismos mayor de 10 UFC/ml. Durante los
procesos de bioaumentacion se ha determinado que es necesario alcanzar
densidades de microorganismos degradadores superiores o iguales a 10°
UFC/ml. Después de adicionar el consorcio bacteriano al suelo contaminado
ocurre una disminucion significativa de la concentracion de microorganismos,
por esta razén es necesario aplicar altas concentraciones con el proposito de
alcanzar altas tasas de degradacion durante el proceso de biorremediacion
(Margesin y Schinner, 1997; Juhasz et al., 2000; Chen et al., 2000; Mishra et
al., 2001; Abalos et al., 2004; Bento et al., 2005; Guevara, 2005).

Se establecié que el maximo crecimiento de Pseudomonas putida se di6 a
las 12 horas, alcanzando una concentracion celular de 4.75 x 10® UFC/ml, a
37 € a 600 nm y 200 rpm (Figuras 28-30). Pseudomonas putida fue elegida
para realizar las curvas de crecimiento por ser la especie mas abundante
encontrada en los aislamientos del suelo previos a la contaminacion.
Igualmente se escogié esta especie porque en estudios como el realizado
por Ortega y colaboradores (2003) se determind que el crecimiento de P.
putida es mas rapido y este crecimiento fue acompafado por una mayor
cantidad de PAHs degradados.
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Figura 28. Curva de crecimiento Pseudomonas putida (absorbancia vs.
tiempo x 16h) a 37 T (n=2).
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Figura 29. Curva de crecimiento Pseudomonas putida (recuento vs. Tiempo
x 16 h) a 37 C.
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Figura 30. Fase exponencial de crecimiento para Pseudomonas putida
durante 16 horas a 37 TC.
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5.2 FASE DE CAMPO

5.2.1 Analisis de pH.

El suelo previo a la contaminacion presenté un pH ligeramente basico
(8.6+0.14; n=4). Este pH puede estar relacionado con la presencia de sodio
en el suelo (44.55+£0.05 me/L), el cual forma sales de cloruro de sodio que
incrementan el pH. De la misma forma el suelo fue basico debido a la
presencia una concentracion de HCs (1,200+0.10 mgTPH/Kgps). Se ha
establecido que cierto tipo de compuestos poseen un pH alto, elevando este
valor en el suelo. En estos casos puede considerarse acidificar el suelo con
azufre, acido sulfurico, sulfato de aluminio o hierro (Alexander, 1999; Eweis
et al., 1999).

Aunque el pH fue béasico (8.6) no se ajustd esperando que disminuyera tras
la adicion de los residuos al suelo y se obtuviera a un valor cercano a la
neutralidad (Vallejo, 2004). Valores comprendidos entre 5.0 y 7.0 han sido
reportados como Optimos para desarrollar los procesos de biodegradacion de
TPH en suelos (Dibble y Bartha, 1979; Kastner et al., 1997; Alexander, 1999;
Eweis et al., 1999). EI pH observado en el presente estudio puede
compararse con el reportado por Hansen y colaboradores (2004) quienes
registraron un pH de 9.0 al inicio de un tratamiento de biolabranza durante
seis meses en un suelo contaminado con PAHs y pentaclorofenol en El
Dorado (Arkansas).

Una vez se contamind el suelo con los residuos de alquitran y durante el
resto del estudio el pH se sitio dentro del rango de neutralidad (5.0 y 7.0)
(Tabla 16), disminuyendo desde (8.6+0.14) hasta (6.7+0.11, n=4). Se ha
establecido que valores extremos del pH resultan en efectos negativos sobre
las habilidades de los microorganismos para el proceso de mineralizacion
(Dibble y Bartha, 1979; Marin et al., 2005). La disminucion en el pH (8.6 a
6.7) es comparable con la observada por Hejazi y Husain (2004) quienes
registraron una disminucion del pH de 9.6 a un valor comprendido entre 7.1 y
8.4 al adicionar lodos de petréleo a un suelo arenoso durante un estudio de
biolabranza.
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Tabla 16. Valores de pH durante el estudio. Se presenta el valor promedio y

la desviacion estandar (n=4).

Tiempo (dias
Tratamiento 0 30 60 90 120
FIC 5.85+0.13 6.43+0.21 6.38+0.13 6.50+0.00 6.53+0.17
BBN 5.93+0.05 6.43+0.05 6.45+0.24 6.63+0.15 6.48+0.10
BBC 5.65+0.13 6.38+0.03 6.38+0.30 6.70+0.00 6.45+0.13
8 1 —& - FIC
—v— BBN
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Figura 31. Valores de pH durante el estudio. Se presenta el valor promedio y

la desviacion estandar (n=4).

Posterior a la adicion del fertilizante (triple 15) a los tratamientos FIC, BBN y
BBC se produjo un nuevo descenso del pH hasta valores ligeramente acidos
entre 5.6+£0.13 y 5.9+0.05 para BBN y BBC, respectivamente (Figura 31).
Alexander (1999) establecié que valores de pH muy &cidos generalmente
inhiben la degradacién de los contaminantes en el ambiente. Sin embargo,
no se ajusto el pH debido a que valores ligeramente &cidos han sido
reportados en diversos estudios en suelos contaminados en los cuales se
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han desarrollado procesos de bioremediacion de manera exitosa (Vecchioli,
1997; Margessin y Schinner, 1997; Maldonado, 2004; Juhasz et al., 2005).

En términos generales a través del estudio, el pH no presento diferencias
significativas (DS) entre los tratamientos;(Kruskall Wallis, all pairwise, p<0.05;
n=80). De la misma forma el pH se mantuvo entre (5.6 y 7.0) el cual es
considerado como ligeramente acido y neutro (IGAC, 1994), excepto durante
el primer mes donde se registraron valores promedio mas &cidos (5.840.1)
(Tabla 16). Los valores de pH del presente estudio son comparables con los
encontrados por Pardo y colaboradores (2005) quienes registraron en un
estudio de biolabranza durante cuatro meses valores de pH entre 4.2 a 6.7
en un tratamiento con FIC, mientras en el control abiotico fue de 4.7 a 6.8.

Durante los treinta dias iniciales ocurrid un incremento general del pH para
los tratamientos. Este aumento pudo llegar a favorecer la actividad de las
bacterias nativas adaptadas a un ambiente de pH mas béasico y estuvo
representado por un mayor nimero de heterétrofos (3.5+0.2x10° UFC/gps) ¥y
de degradadores (1.3+0.4x10° NMP/gps) especificamente en BBN. El
aumento del pH coincidié con una liberacion del nitrato incrementando su
concentracion en el suelo (ver numeral 5.2.4.2) (Tabla 16).

Probablemente el incremento del pH en los primeros treinta dias se origind
en las concentraciones de nutrientes adicionadas a los tratamientos y a su
rapida solubilizacion en el suelo. Atagana y colaboradores (2003) reportaron
importantes variaciones del pH en todos los tratamientos durante seis
semanas de incubacion. Ellos apreciaron que la actividad microbiana siguio
incrementandose durante este periodo, teniendo mayor disminucion del pH
en las proporciones de nutrientes mas bajas, mientras en las més altas tuvo
un incremento en el pH de 6.48 a 6.57.

A partir del dia treinta el pH se mantuvo estable en un rango entre (6.3 y 6.7)
en todos los tratamientos. Esta situacion estuvo acompafiada por un
marcado descenso de la concentracién de fésforo a partir del primer mes del
estudio. Igualmente se conoce que las propiedades del suelo tales como pH
neutro y un alto contenido de carbonato resultan en una elevada capacidad
buffer del suelo lo cual facilita la biodegradacion. Este comportamiento fue
descrito por Liebeg y Cutright (1999) quienes lo aatribuyeron a una rapida
liberacion del fosforo, el cual actia como un amortiguador en el suelo
impidiendo que el pH sufra grandes cambios durante el tiempo de
tratamiento.
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Otro factor fundamental en la estabilidad del pH radicé en el contenido de
humedad en los tratamientos, puesto que se ha determinado que el pH
cambia con el contenido de humedad del suelo, este pH a su vez influencié
una mayor degradacion de TPH. Atagana y colaboradores (2003)
encontraron una baja degradacion de creosota en un tratamiento, lo cual fue
atribuido a un pH bajo (4.8) comparado con los otros tratamientos evaluados
gue tuvieron 6.1 y 6.7 respectivamente.

Cabe resaltar que el pH de FIC en el dia cero (5.9+£0.1) fue superior al
5.3£0.0 en un tratamiento de bioestimulacion con FIC y muy similar al
5.840.0 de un control reportado por Vallejo (2004) durante su estudio para la
evaluacion de la bioestimulacién adicionando nutrientes en la biodegradacion
de TPH en un suelo contaminado con petroleo. Se ha determinado que dicha
reduccion de pH fue producida por una reaccion global 4cida generada por
un proceso de nitrificacion del amonio del fertilizante triple 15 a nitrato donde
se liberan iones H+ produciendo un fendmeno de acidez (Sylvia et al., 1998).

5.2.2 Andlisis de humedad.

El contenido de humedad a través del estudio estuvo comprendido entre
16.440.7% y 13.0+0.3%, mientras la capacidad de campo del suelo fue
calculada en 18.8% (Tabla 17). El contenido de humedad no fue SD a través
del estudio entre los tratamientos (Kruskall Wallis, all pairwise, p<0.05, n=80).
La capacidad de campo (18.8%) estuvo dentro de los valores normalmente
registrados, puesto se ha establecido que la capacidad de campo de un
suelo generalmente se encuentra comprendida entre 18 y 30% (Eweis et al.,
1999). Diversos estudios coinciden en que este rango 18 y 30% puede
considerarse como adecuado para llevar acabo procesos de biorremediacion
en condiciones 6ptimas (Dibble y Bartha 1979; Roberts, 2000; Erickson et al.,
1993; Sabaté et al., 2004; Hansen, 2004; Vifias et al., 2005).

Tabla 17. Porcentajes de humedad durante el estudio. Se presenta el valor
promedio y la desviacion estandar (n=4).

Tiempo (dias)
Tratamiento 0 30 60 90 120
FIC 13.95+0.29 | 15.0940.85 | 16.41+0.76 | 15.68+0.77 | 14.33%1.42
BBN 15.00+0.00 | 15.00+0.66 | 15.55+0.45 | 14.47+0.78 | 15.03+1.62
BBC 15.00+0.82 | 15.06+0.92 | 15.43+0.63 | 13.08+0.59 | 13.85+0.51

66




Sin embargo, la capacidad de campo fue baja debido a la poca cantidad de
arcilla encontrada en el suelo (3%), esto provoco una baja de retencién de
agua. Atagana (2004) registré un contenido de humedad entre 16.9% y 24%
representando el 52.8 y 75% de la capacidad de campo a 32% p/p durante
un estudio sobre bioremediacion de suelos contaminados con creosota en
Sudafrica implementando la técnica de biolabranza. Hansen y colaboradores
(2004) determinaron como optima la capacidad de campo de 23% al inicio de
un estudio de biorremediacion de PAHs durante seis meses implementando
biolabranza.

Tanto la capacidad de campo (18.8%) como el contenido de humedad
(14.940.8%), pueden compararse con los reportados por Hejazi y Husain
(2004) en un estudio sobre el desempefio de un proceso de biolabranza bajo
condiciones aridas, donde tuvieron un suelo con una capacidad de campo de
16.5%. Ellos calcularon que el contenido de humedad para lograr una optima
actividad degradativa microbiana deberia estar comprendida entre el 30 y
90% de la capacidad de campo y estimaron que para su estudio la humedad
del suelo deberia permanecer entre 5y 15% de contenido de humedad.

El porcentaje de humedad se mantuvo sin fluctuaciones a lo largo de los
ciento veinte dias de investigacion (14.86+0.82%), la escasa fluctuacion
favorecio el desarrollo de otras variables como el pH y nutrientes (Figura 32).
El porcentaje inicial de humedad de todos los tratamientos estuvo
representado por diferentes fuentes como la humedad de los residuos de
alquitran y el agua adicionada con los fertilizantes inorganicos disueltos. En
los tratamientos la humedad se mantuvo por la adicion semanal de 18 L de
agua por parcela y algunas lluvias ocasionales con vientos muy fuertes que
arrastraron un poco de agua hacia las parcelas.

El porcentaje de humedad en que se mantuvieron los tratamientos
(14.9+0.8%) favorecio significativamente la degradacion promedio de TPH al
final del estudio la cual fue de 42.93%. Se ha establecido que un bajo
porcentaje de humedad puede originar una baja disponibilidad del
contaminante (Alexander, 1999; Eweis et al., 1999). Hejazi y Husain (2004)
relacionaron el bajo porcentaje de humedad en el suelo y la disminucion de la
biodegradacion en algunos periodos de tiempo, lo cual fue atribuido a los
efectos de la aireacion y la evaporacion del agua por altas temperaturas
ambientales.

Se ha determinado que los suelos que presentan bajos porcentajes de
humedad generan zonas muy secas dando origen a una sensible
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disminucion de la actividad microbiana. Por el contrario si existe un exceso
de humedad se llega a inhibir el intercambio de gases y el transporte de
oxigeno a través de la matriz del suelo, lo que a su vez provoca la aparicion
de zonas anaerobias, hecho que puede dar lugar a la eliminacion de
microorganismos aerobios y a la proliferacidon de anaerobios y facultativos
(Eweis et al., 1999).

Aunque el contenido de humedad (14.9+0.8%) a través del estudio fue
favorable para la bioremediacion, difiere de otros estudios de biolabranza
como el realizado por Vallejo (2004) que registro un promedio de 27+5% de
porcentaje de humedad, mientras que representd6 mas del doble del
reportado por Cleves y Sandoval (2001) en una zona arida y con bajas
precipitaciones registrando un promedio de 6.1% al final de su estudio. La
humedad influye de manera significativa en la actividad biologica,
principalmente porque el agua es un componente esencial del protoplasma
bacteriano, por lo tanto, su abastecimiento garantiza el mantenimiento de
funciones metabdlicas como el crecimiento (Eweis et al., 1999).

En el presente estudio varios factores afectaron el contenido de humedad,
uno ellos fue la evaporacion por las altas temperaturas diurnas (32.4+£0.9C)
registradas durante los primeros meses del estudio. Esta perdida pudo
incrementarse por efecto de la mezcla semanal al aumentar la evaporacion
del agua adicionada. Huesemann y colaboradores (2004) registraron que una
frecuente aireacidn puede causar efectos negativos en la estructura del
suelo, especialmente en suelos humedos aumentando las tasas de
evaporacion. Hejazi y Husain (2004) encontraron que las frecuentes labores
de aireacion en clima arido y seco no afectaron la estructura del suelo, pero
si influyeron en la fuerte volatilizacion del contaminante.

La textura franco-arenosa del suelo generd algunas pérdidas de agua por
lixiviacion, debido a que presentd un alto porcentaje de arena (50.0+0.1%) y
limo (47.0£0.1%), mientras tuvo un bajo porcentaje de arcillas (3.0+0.4%).
Esto provoco que el agua suministrada no fuera totalmente retenida y pasara
a través de los intersticios del suelo. La densidad y la textura del suelo
determinan la capacidad de campo, la cual determina la cantidad de agua
que puede ser retenida afectando el oxigeno disponible, el potencial redox y
la actividad microbiana (Alexander, 1999).
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Figura 32. Porcentajes de humedad durante el estudio. Se presenta el
promedio y la desviacion estandar (n=4).

5.2.3 Andlisis de temperatura ambiental.

La temperatura ambiental diurna durante el estudio estuvo comprendida
entre 33.5 y 27C, con un promedio de 30.9+0.3C . Igualmente se
establecieron grandes diferencias entre la temperatura ambiental diurna y
nocturna (x30C) (Figura 33). Generalmente las diferencias de temperatura
no llegan a afectar la actividad bacteriana en el suelo, porque la temperatura
del suelo es mayor que la ambiental. La temperatura es un factor importante
gue gobierna la actividad microbiana, afectando las tasas degradativas de los
microorganismos por su efecto sobre la naturaleza fisica y la composicion
guimica del crudo, particularmente el area disponible para la colonizacion
microbiana (Atlas, 1991; Eweis et al., 1999).
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Figura 33. Valores de temperatura durante el estudio. Se presenta el valor
promedio y la desviacién (n=4)

La temperatura no presenté DS a lo largo del tiempo (Kruskall Wallis, all
pairwise, p<0.05; n=80). Se ha establecido que la mayoria de los
experimentos de biorremediacion son llevados a cabo en temperaturas entre
25 y 30C (Margesin y Schinner 1999b; Chaineau et al., 2005; Juhasz et al.,
2005). Nuestros valores de temperatura maxima (33.5C) pueden
compararse con los registrados por Hejazi y Husain (2004) que registraron en
el area de estudio un promedio mensual de temperatura de 35°C en agosto;
con un maximo diario entre los 27 y 46°C, mientras entre mayo y septiembre
la temperatura estuvo arriba de 30°C.

La degradacion de TPH fue favorecida por las altas temperaturas
(30.86+0.34C) produciendo un aumento de las poblaciones entre dos y
cuatro ordenes de magnitud; aunque la adicion de nutrientes y los aceptores
de electrones y también juegan un papel importante en la degradacion
(Tablas 21 y 22). La actividad microbiana en el suelo se eleva hasta un limite
de aproximadamente 45°C, mas alla de esta temperatura la actividad
microbiana desciende y practicamente cesa (Leahy y Colwell, 1990; Pardo et
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al., 2004). La temperatura ejerce un gran control sobre la actividad de los
microorganismos porque la totalidad de las reacciones de degradacion
microbiologica se producen a través de la actividad de las enzimas, a un
mayor incremento de la temperatura, se eleva la actividad metabdlica debido
a la presencia de mas energia en el sistema (Margesin y Schinner, 1999b;
Hejazi y Husain, 2004).

La homogeneidad de la mezcla suelo-residuos de los tratamientos pudo ser
afectada significativamente por la temperatura. Se ha determinado que la
temperatura es interactiva con factores como la cantidad y calidad de la
mezcla de HCs, ha bajas temperaturas la viscosidad del crudo se
incrementa, la volatilizacién de los alcanos de cadena corta se reduce y su
solubilidad en agua es incrementada (Atlas, 1991; Margesin y Schinner,
1999b).

5.2.4 Analisis de nutrientes.

El contenido de nutrientes encontrados en el suelo antes de agregar el
fertilizante fue de 15.0, 5.0 y 8.0 mg/kg,s para amonio, nitrato y fosforo,
respectivamente. Estas concentraciones de nutrientes son bajas para llevar a
cabo el proceso de bioremediacion de forma exitosa, puesto que se ha
establecido que generalmente la biorremediacién de HCs en suelos necesita
una relacion C:N:P 100:10:1 (Dibble y Bartha, 1979; Cerniglia, 1992;
Breedveld y Sparrevik, 2000; Armendariz et al., 2004; Hansen, 2004; Pardo
et al.,, 2005). En este caso el suelo después de adicionar los residuos
presentd una concentracion de 13,540.0+4.2 mgTPH/Kg,s y deberia tener
1,354 mgN/kgps ¥ 135.4 mgP/kgys, esto provoco un desvalance entre los HCs
y los nutrientes limitando el crecimiento microbiano y asi como la
degradacién de los contaminantes.

La adicién de residuos de alquitran al suelo provocé un mayor desbalance
C:N:P. Cuando se introduce creosota en el suelo esto origina un desbalance
en la proporcion de nutrientes debido a los altos niveles de carbono
agregado, por esta razon se hace necesario la adicion de nitrégeno y fosforo
en el suelo contaminado con HCs para incrementar la biodegradacion de los
componentes y aumentar la abundancia de las especies microbianas
(Alexander, 1999). Los macronutrientes que limitan la degradacion
microbiana en el suelo son el nitrogeno y el fosforo, ellos toman electrones
de los contaminantes para reducir los nutrientes a la forma quimica utilizada
por los constituyentes celulares, y para generar la energia necesaria que
posibilite la sintesis y el mantenimiento de la biomasa (Rittmann y McCarty,
1997, Madigan et al., 1998; Eweis et al., 1999).
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5.2.4.1 Amonio.

Las concentraciones iniciales de amonio después de adicionar el fertilizante
triple 15, fueron mayores en BBC 1,230.2+74.7 mgN-NH,4"/kgps, comparado
con BBN fue 1,107.0+123.8 mgN-NH,'/kgps y FIC de 976.75+199.5 mgN-
NH4'/kgps. Estas diferencias en las concentraciones de amonio ocurrieron
porque tanto el medio de soporte que contenia las bacterias comerciales
como la melaza utilizada para la bioaumentacién de las bacterias nativas
contenian diferentes cantidades de amonio.

Tabla 18. Concentracion de amonio (mgN-NH,/kgps) durante el estudio. Se
presenta el valor promedio y la desviacion estandar (n=4).

Tiempo (dias)

Trata 0 30 60 90 120

FIC 976.75+199.5 953.63+96.4 1,084.31+160.0 760.45+88.0 | 771.81+280.8

BBN | 1,107.00+123.8 | 1,146.81495.5 1,016.13+209.4 | 783.18+105.7 | 919.54+164.4

BBC | 1,230.25+74.7 | 1,197.95+#129.0 908.17+112.8 646.81+39.3 | 697.95+116.4

Sin embargo, las concentraciones iniciales de amonio (dia cero) no fueron
SD entre los tratamientos con fertilizante FIC, BBN y BBC (Kruskall Wallis, all
pairwise, p<0.05 n=16) registrdndose un promedio de concentracién de
1,104+100.3 mgN-NH4'/kgps. La concentracion promedio en el dia cero
mostrd que se alcanzé el objetivo de solubilizar rApidamente el amonio y que
se dio un consumo constante, puesto no se incremento su valor en los meses
siguientes. Estos resultados se produjeron porque el fertilizante inorganico
(triple 15) fue adicionado en su totalidad al inicio del estudio; diluido en agua
(12 kg/parcela) para que fuera integrado al suelo de forma rapida, puesto que
normalmente este fertilizante es de lenta liberacion.

A partir del dia treinta hasta el noventa se observé un consumo continuo de
amonio, posteriormente la concentracion se mantuvo constante hasta la
finalizacion del proyecto (Figura 34). Esta tendencia pudo deberse
principalmente al consumo por la actividad metabdlica de los
microorganismos. Margesin y Schinner (1997b) registraron que el contenido
de amonio decrecié por la incorporacién a la biomasa microbiana y por
efectos de su inmovilizacion a la matriz del suelo, inicialmente registré 200 a
300 mgN-NH,"/kgps y posteriormente se redujo a 120 mgN-NH,"//kgps durante
un estudio de biodegradacion en suelos alpinos.
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Figura 34. Concentracién de amonio (mgN-NH,"/kgps) durante el estudio. Se
presenta el valor promedio y la desviacion estandar (n=4).

Durante el estudio la concentracién de amonio en los tratamientos disminuy6
en promedio un 27.9% pasando de 1,104+100.3 mgN-NH,"/kgys hasta 796.43
mgN-NH, /kgps, siendo mayor a la reportada por Vallejo (2004) quien tuvo
una disminucion de 22.21%. Margesin y colaboradores (2000a) concluyeron
gue la adicion de grandes cantidades de recursos de carbono en los
contaminantes tienden a resultar en una rapida disminucién de los nutrientes
inorganicos tales como nitrégeno y fésforo. La proporcion exacta de
nutrientes adicionados depende de la tasa y la extension que alcancen los
guimicos presentes en el sitio, de la biodisponibilidad de nutrientes en el
suelo y del tipo de nutrientes que se vayan a utilizar (Leahy y Colwell, 1990).

El contenido de amonio en FIC vari6 muy poco los primeros treinta dias
(23.1+3.5 mgN-NH,4"/kgps), luego se dié un incremento hasta los sesenta dias
(103.7£2.7 mgN-NH4'/kgps). Este incremento coincidié con el mayor
porcentaje de reduccion de TPH en este mismo periodo de tiempo (76%).
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Entre el dia sesenta y ciento veinte el amonio en FIC disminuyé (312.5+3.2
mgN-NH, /kgps), esta disminucion coincidié con un incremento en los TPH.
Chaineau y colaboradores (2005) observaron el efecto de la concentracion
de nutrientes en la biodegradacion de crudo asociado con las poblaciones
microbianas del suelo y demostraron que niveles adecuados de fertilizacion
incrementan las tasas de biodegradacion mientras que la fertilizacion
excesiva tiene un efecto negativo.

Tanto BBN como BBC presentaron tendencias similares en el contenido de
amonio a través del estudio. Los primeros treinta dias fueron estables y luego
presentaron un significativo descenso hasta el dia noventa (455.5+3.5 mgN-
NH,/kgps). Posiblemente el descenso se debi6 a que el amonio fue usado
para biomasa tanto en heterotrofos como en degradadores, observandose un
aumento en densidad de dos oOrdenes de magnitud (Tabla 20 y 21). El
amonio es el nutriente mas utilizado en bioremediacion porque es mas
facilmente asimilable por los microorganismos aun cuando otras formas de
nitrégeno como el nitrato estén presentes (Townsend y Bonner, 2000;
Atagana, 2004).

5.2.4.2 Nitrato.

Las concentraciones promedio de nitrato para los tratamientos con fertilizante
fueron (315.9+42.7 mgN-NO3/kgps), sin presentarse DS entre tratamientos al
inicio del estudio (Kruskall Wallis, all pairwise, p<0.05 n=16) (Tabla 19). En el
dia cero se observo que las concentraciones promedio de nitrato (335+5.3
mgN-NOs3/kgps) fueron mucho mas bajas que las del amonio (1,10+6.6 mgN-
NHa/kgps) representando el 23.28% del nitrogeno total aplicado. Esto se debe
a que el nitrégeno contenido en el fertilizante (triple 15) esta compuesto
basicamente por amonio y una tercera parte por nitrato (Vallejo, 2004).

Tabla 19. Concentracion de nitrato (mgN-NO3s/kgps) durante el estudio. Se
presenta el valor promedio y la desviacion estandar (n= 4).

Tiempo(dias)
Tratamiento 0 30 60 90 120
FIC 349.50497.34 | 496.75+98.18 | 428.25+21.56 | 128.13+42.04 81.80+14.03
BBN 330.50+31.16 | 608.75+70.28 | 456.25+56.82 | 136.80+30.35 | 126.14+37.62
BBC 325.2549.60 531.50+44.84 | 425.50+39.45 | 142.13+27.72 | 170.80%£19.21




El aumento de 195.6 mgN-NOs/kgps después de treinta dias en los
tratamientos con fertilizante mostré que el NO3 no se solubilizé tan rapido
como el amonio. Un aumento similar también fue reportado por Vallejo (2004)
explicando esto como un proceso de lenta liberacion del fertilizante. Después
del dia treinta en FIC se presenté un descenso general del nitrato hasta los
noventa dias, de alli en adelante se mantuvo estable o con un leve descenso
(Figura 35). Este descenso se origind en el consumo por parte de los
microorganismos para su crecimiento.

Posiblemente el incremento de concentracion del nitrato al inicio del estudio
este relacionado con el hecho de que los nutrientes presentan numerosas
interacciones con las bacterias, los contaminantes, el suelo y los aceptores
de electrones, esto en conjunto afecta significativamente el proceso de
biorremediacién. En algunos casos los nutrientes no llegan hasta los
microorganismos porque se dan limitantes en la transferencia de masas
(Liebeg y Cutright, 1999).

Pardo y colaboradores (2004) en su estudio sobre el efecto de la adicion de
fertilizantes inorganicos compuestos en la degradacion de HCs en suelos
contaminados con petréleo, observaron niveles decrecientes de nitrato y
amonio a lo largo de cuatro meses. Ellos atribuyeron este descenso a la
asimilacién total del nitrogeno adicionado por los microorganismos y por lo
tanto no se presentd una liberacion de forma inorganica al medio del
fertilizante triple 15.

La pequefia disminucion (68.5+12.5 mgN-NO3z/kgps) en FIC entre los dias
treinta y sesenta coincidié con un incremento de 130.68 mgN-NH,/kgps Y con
una reduccion de TPH de 76%. Mathew y colaboradores (2006) relacionaron
la disminucion del contenido de nitrato con aumentos en la concentracion de
amonio y fosfato, asi mismo esta situacion confirma la actividad metabdlica
probablemente por muerte y lisis bacteriana. Margesin y Schinner (1997b)
encontraron una disminucién en la concentracion de nitrato del 20%,
atribuyendo este descenso al metabolismo microbiano y a procesos de
desnitrificacién durante algunas etapas donde la humedad se estabilizé en el
tratamiento.

75



800 - —= - FIC
—v— BBN
—e— BBC

»

o

o
1

400 - //// o \

200 ~ \X\

O T T T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120 140
Tiempo (dias)

Concentracion de N-NO 5~ mg/kg ps

Figura 35. Concentracion de nitrato (mgN-NOs/kgps) durante el estudio. Se
presenta el valor promedio y la desviacion estandar (n= 4).

La significativa disminucion del contenido de nitrato
(409.1+21.1 mgN-NO3/kgps) en todos los tratamientos entre los treinta y
noventa dias se puede atribuir al metabolismo microbiano. Las fuentes de
nitrogeno que se incorporan a los tratamientos de bioestimulacion son
utilizados primordialmente para el crecimiento microbiano; aunque algunas
veces sirve como aceptor de electrones si es adicionado como nitrito o
nitrato, y cuando los niveles de oxigeno son bajos (Liebeg y Cutright, 1999).
En el estudio el nitrato no fue aceptor de electrones porque se suministro una
adecuada aireacion. Cuando se produce la respiracion aerébica el oxigeno
es el aceptor de electrones dominante (Townsend y Bonner, 2000).

5.2.4.3 Fosforo.

La concentracion promedio de fésforo en el suelo (después de la adicién de
los residuos) durante el dia cero fue de 212.5+21.9 mgP-PO4'3/kgps, sin
diferencias entre los tratamientos (Tabla 20). El fésforo estuvo presente en
menores concentraciones que el nitrdgeno debido a que el fésforo adicionado
es fuertemente adsorbido por el suelo, provocando que sea menos
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disponible. Vifias (2005) encontré que el fosforo adicionado se presentd en
concentraciones menores que las del nitrdgeno ya que el fésforo es
fuertemente absorbido por el complejo suelo y resulta en parte inactivo
debido a las caracteristicas acidas del medio que desencadenaron una fuerte
fijacion de los aniones sobre todo el fosfato que se incorpora a las arcillas del
suelo.

Tabla 20. Concentraciéon de fosforo (mgP-PO4'3/kgps) durante el estudio. Se
presenta el valor promedio y la desviacion estandar (n= 4).

Tiempo(dias)
Tratamiento 0 30 60 90 120
FIC 215.55+17.07 | 220.20+27.79 | 136.48+14.45 | 94.04+10.20 | 76.02+15.98
BBN 220.49+27.15 | 207.99+34.25 | 114.53+27.55 | 87.35+12.84 51.31+6.65
BBC 201.60+14.72 | 179.94+16.84 | 110.03+18.10 | 89.24+13.06 68.60+6.56

La concentracion del fésforo no mostré DS entre los tratamientos a lo largo
del estudio (Kruskall Wallis, all pairwise, p<0.05 n=80). Esta tendencia tuvo
un efecto positivo en la degradacion de TPH puesto que facilito el crecimiento
de los microorganismos degradadores. Las adiciones de fosforo y nitrégeno
inorganico han demostrado que incrementan significativamente las tasas de
transformaciéon de los HCs, sin un aparente incrementé en la biomasa
microbiana (Breedveld y Karslen 2000).

A partir del dia cero se produjo un descenso del fosforo en los tratamientos
(Figura 36). Este descenso se atribuyé a una funcion metabodlica de los
microorganismos por inmovilizacion, en este proceso se incorpora el fosfato
soluble al interior del microorganismo y estd mediada por el rango del pH que
este presente en el suelo (Atlas, 1988; Roberts, 2000; Vallejo, 2004). Pardo y
colaboradores (2004) encontraron que después de la aplicacion del
fertilizante triple 15 se generé un aumento de nitrato, amonio y fésforo en el
suelo, debido a que se estimularon los procesos de mineralizacion
microbiana liberando un exceso de nutrientes en forma inorganica.

La continua reduccion de fésforo durante el estudio es el resultado de la
combinacion de dos factores como un rango de pH neutro (5.6 y 7.0) y un
contenido de humedad entre 13.95+0.29% y 16.41+0.76%, estos factores
facilitaron la liberacién de fosforo a partir del dia treinta. Atagana (2004)
observé un pH cercano al rango neutral durante todo su experimento, lo cual
facilito la solubilizacion del fosforo. Atagana y colaboradores (2003)
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determinaron que la movilizacion de nutrientes en el suelo y la incorporacion
de estos nutrientes a la biomasa de los microorganismos requiere cantidades
apropiadas de agua.
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Figura 36. Concentracion de fosforo (mgP-PO4'3/kgps) durante el estudio. Se
presenta el valor promedio y la desviacion estandar (n=4).

Margesin y Schinner (1997b) realizaron un estudio de 155 dias sobre
biodegradacion de diesel implementando bioestimulacién con fertilizante
triple 15. Ellos registraron un contenido de fosforo que permanecié estable
durante varios meses y solo disminuyo en un 20% hacia el final de la
investigacion, esto se presento porque existio diferente tipo de inmovilizacion
del fésforo en la forma de fosfato férrico-aluminio y de fosfato de calcio. Estos
ultimos son dificiles de disolver y fueron los responsables de los diferentes
contenidos de fosforo en los suelos estudiados.

5.2.5 Analisis microbiolégicos
Durante los ciento veinte dias de estudio el recuento de microorganismos
heterétrofos totales fue mayor entre dos y tres 6rdenes de magnitud que el
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recuento de degradadores. Este comportamiento se debe a que en el suelo
no todos los heterotrofos son degradadores pero tienen la habilidad de vivir
en presencia de HCs (Figura 37) (Margesin et al., 2003).
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Figura 37. Densidad de microorganismos heterétrofos y degradadores
durante el estudio. Se presenta el valor promedio y la desviacion estandar
(n=4).

5.2.5.1 Recuento de microorganismos heterétrofos.

La densidad de microorganismos heterotrofos totales antes de contaminar el
suelo fue de 3.8x10°+0.4 UFC/gps. Esta densidad estaba dentro del rango
optimo para la biorremediacion de suelos contaminados con HCs. Se ha
establecido que se requiere una concentracion inicial mayor a 1x10° UFC/gps
de microorganismos heterdtrofos para que se alcance una aceptable
actividad degradativa por los microorganismos (Ercoli et al., 2001). Los
recuentos de heterétrofos son similares a los reportados por Sabaté y
colaboradores (2005), antes de contaminar un suelo con HCs quienes
presentaron una densidad de heterétrofos de 1.8x10° UFC/gps,
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Tabla 21. Recuento de microorganismos heterétrofos (UFC/gys) durante el
estudio. Se presenta el promedio y la desviacion estandar (n= 4).

Tiempo (dias)

Tratamiento

0

30

60

90

120

FIC

8.13+0.05x10"

8.88+0.05x10°

3.02+0.03x10"

2.80+0.03x10"

6.59+0.04x10"

BBN

1.83+0.10x10°

3.53+0.19x10"

3.81+0.04x10°

1.03+0.05x10°

1.88+0.02x10"

BBC

1.30+0.11x10°

1.97+0.03x10°

2.74+0.08x10"

4.12+0.03x10’

1.46+0.08x10"

Después de la adicion del consorcio de bacterias nativas se esperaba tener
en el suelo una concentracién superior a 1x10*° UFC/gps, Sin embargo, la
adicion de residuos de alquitran tuvo efectos negativos sobre los recuentos
de heterotrofos, disminuyendo en mas de cinco ordenes de magnitud en el
dia cero, respecto a los conteos previos a la adicién (3.8x10°+0.4 UFC/gps).
El tratamiento con mayor densidad microbiana fue BBN con 1.83+0.10x10°
UFC/gps y el de menor densidad fue FIC con 8.13+0.05x10* UFC/g,s (Tabla
21) (Figura 38). Esta notable disminucion fue originada por la toxicidad de los
residuos de alquitrén, los cuales contienen PAHs de alto peso molecular y
han sido reportados como altamente bactericidas (Boldrin et al., 1993;
Towsend y Bonner, 2000; Amir et al., 2005; Juhasz et al., 2005a).

Durante el estudio no se presentaron DS entre los tratamientos (Kruskall
Wallis p<0.05; n=80)., a su vez se establecio que el crecimiento se debio a
factores como la adiciébn de agua ya que se conoce que los nutrientes
inorganicos como el triple 15 favorecen el crecimiento de los
microorganismos heterotrofos; y el agua es el medio de transporte a través
del cual los compuestos organicos contaminantes, nutrientes y productos
metabolizados van al interior o al exterior de la célula (Rittman y McCarty,
2001). Pardo y colaboradores (2004) durante un estudio de biolabranza
utilizando fertilizantes inorgénicos registraron un aumento en el conteo de
heterétrofos de 10* a 10° en todas las unidades experimentales. Sin
embargo, todos los tratamientos fueron superiores a los encontrados en el
control biotico.
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Figura 38. Recuento de microorganismos heterétrofos (UFC/gps) durante el
estudio. Se presenta el promedio y la desviacion estandar (n=4).

Un efecto inhibitorio sobre los microorganismos nativos pudo producirse por
la reduccion inicial del pH de 8.6 hasta 5.8 al adicionar los residuos, esto
causo una disminucion del metabolismo microbiano disminuyendo su
crecimiento, posteriormente se adaptaron incrementando su poblacion en
tres ordenes de magnitud (Figura 38). Atagana y colaboradores (2003),
observaron que los microorganismos involucrados en la utilizacion de los
HCs de creosota en el suelo poseen un amplio rango de tolerancia al pH.
Ellos encontraron que los recuentos microbianos se incrementaron hacia la
sexta semana entre pH 5.5 y 8.0, sin embargo la maxima actividad fue entre
un pHde 6.5y 7.0.

Todos los tratamientos a partir del dia treinta hasta el noventa presentaron un
constante crecimiento de los microorganismos heterétrofos de tres ordenes
de magnitud (Tabla 21). Sin embargo, en el dia ciento veinte se present6 un
descenso general en los tratamientos, excepto en FIC y ligeramente en BBC.
Este descenso ocurrié probablemente por acumulacion de metabolitos
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secundarios y a deficiencia de nutrientes. Vallejo (2004) reporté que el
descenso en el numero de microorganismos heterotrofos al final del estudio
fue atribuido a deficiencias en las concentraciones de nitrogeno y fésforo.

5.2.5.2 Recuento de microorganismos degradadores de HCs.

El recuento de microorganismos degradadores previo a la contaminacién del
suelo fue 1,2x10° NMP/g,s. Esta densidad representdé el 3.15% de los
heterétrofos totales, siendo considerada suficiente puesto que es necesaria
una concentracién minima de 1.0x10° NMP/gys (Leahy y Colwell, 1990).
Igualmente fue muy similar a la registrada por Viiias y colaboradores (2005)
quienes presentaron una concentracién de 1.8x10° NMP/g,s durante un
estudio de un suelo contaminado con creosota. De la misma forma fue
superior a la reportada por Vallejo (2004) que presento una concentracion de
degradadores entre 45.0x102NMP/gpS y 17.0x10° NMP/gps al inicio de su
investigacion.

Tabla 22. Recuento de microorganismos degradadores de HCs (NMP/gps)
durante el estudio. Se presenta el valor promedio y la desviacion estandar
(n=4).

Tiempo (dias)

Tratamiento 0 30 60 90 120
FIC 1.1740.07x10° | 1.96+0.53x10° | 5.45+0.83x10" | 3.80+0.54x10° | 1.70+0.74x10°
BBN 1.42+0.13x10° | 1.29+0.45x10° | 1.83+0.31x10° | 6.34+0.37x10° | 1.61+0.23x10>
BBC 1.05+0.16x10° | 3.22+0.25x10° | 2.30+0.09x10 | 3.93+0.96x10” | 6.28+0.73x10"

Después de la aplicaciéon de los residuos se presentd una reduccién de tres
ordenes de magnitud en los degradadores, pasando de una densidad de
1.2+1.2x10°> NMP/gps a 1.0£0.0x10° NMP/g,s (Tabla 22) (Figura 39). Debido a
los bajos recuentos para degradadores se decididé realizar una segunda
adicion de bacterias nativas y comerciales después del dia treinta. Estos
compuestos representan un grado de toxicidad muy elevado para las
bacterias, lo cual origina su muerte e inhibicion, asi como retarda su periodo
de adaptacion. Huesemann y colaboradores (2004) hallaron que muchos
tipos de compuestos inhibitorios del suelo son desconocidos hasta el
momento; como los intermediarios de la degradacion de los compuestos
polares, ellos pueden llegar a restringir importantes funciones de los
microorganismos degradadores como su crecimiento y su metabolismo.
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A través del estudio no se establecieron DS en el recuento de
microorganismos degradadores, entre tratamientos (Kruskall Wallis p<0.05;
n=80). Los recuentos no fueron muy altos posiblemente a causa de factores
abioticos propios del suelo. Se ha encontrado que en procesos de
biorremediacion de combustible se redujeron los microorganismos
degradadores por causa de un incremento en la salinidad producida por el
NaCl (Eweis et al., 1999; Vifas, 2005). Igualmente se establecié una
reduccion de la actividad microbiana en suelos articos contaminados con
HCs producida por la salinidad y un exceso de nutrientes (Braddock et al.,
1997).
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Figura 39. Recuento de microorganismos degradadores de HCs (NMP/gps)
durante el estudio. Se presenta el valor promedio y la desviacion estandar
(n=4).

Después de treinta dias la densidad de degradadores encontrada no fue
superior a 1.2+0.4x10° NMP/gps, aunque se registré una reduccion en los
TPH se realiz6 una segunda adicion de bacterias nativas y comerciales
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durante la quinta semana adicionando (1x10™ UFC/ml), esperando alcanzar
una concentracion en el suelo de 1x10° UFC/gps (Figura 39). Los recuentos
menores a 1x10°-10* NMP/g,s indicaron la presencia de compuestos toxicos
organicos y esto hace necesario incrementar la densidad poblacional
incorporando microorganismos nativos o cepas comerciales al suelo (EPA,
2000).

A partir del dia sesenta se incrementaron en dos ordenes de magnitud los
recuentos de degradadores en BBN y BBC, mientras en FIC fue solo de un
orden. Este aumento fue producto de la segunda adicion de microorganismos
y a un consumo de TPH en BBN (34.6%) (Figura 41). Simon y colaboradores
(2004) evaluaron dos productos comerciales de bioaumentacion para
incrementar la remocion de petréleo en una tierra costera; encontrando que
las poblaciones degradadoras de PAHs en los tratamientos contaminados se
dio un incremento exponencial posterior a la contaminacion del tipo de tres
6rdenes de magnitud (1x10* a 1x10” UFCI/g,s) por encima de la poblacion
inicial. Ellos concluyeron que el aumento en el nimero de degradadores es
un crecimiento tipico como respuesta al abundante recurso de carbono
introducido.

El incremento en el numero de degradadores registrado en BBC en el dia
noventa fue desde 2.30+0.09x10° NMP/gps hasta 3.93+0.96x10* NMP/gys.
Esta situacion pudo ser causada por una progresiva fase de adaptacion de
los microorganismos comerciales a los compuestos de alto peso molecular.
Es probable que este periodo de tiempo sea necesario para que se produzca
la conformacion de un consorcio microbiano capaz de utilizar los PAHs de
alto peso molecular como recurso de carbono para su crecimiento (Kanaly y
Bartha, 1999). Sin embargo, en nuestro estudio este incremento también
pudo originarse en el crecimiento de las bacterias nativas.

5.2.6 Analisis de TPH.

Inicialmente tras la mezcla suelo-residuos de alquitran las concentraciones
de TPH fueron en promedio (13,540.0+4.2 mgTPH/Kg,s) (Tabla 23). Estas
concentraciones de TPH son similares a las reportadas por otros estudios
como en el de Bento y colaboradores (2005) quienes registraron
concentraciones iniciales de 12,250 mgTPH/kgys y 10,750 mgTPH/kgps. Por
otra parte Vifas y colaboradores (2005) reportaron una concentracion inicial
de 8,000 mgTPH/kgps considerada como alta.

Las concentraciones de TPH no presentaron DS entre los tratamientos
(ANOVA, Tukey p<0.05; n=80). La alta variabilidad en los TPH se origind
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principalmente por la formacién de bolsillos de contaminacion. Los residuos
de alquitran adicionados al suelo son sustancias que pertenecen a la fase no
acuosa, dificultando una integracion rapida y homogénea al suelo
(Alexander, 1999). Por esta causa se hizo necesario realizar una intensa
actividad de mezcla y homogenizacion del suelo antes de iniciar el estudio..

Tabla 23. Concentracion de TPH (mgTPH/kg,s) durante el estudio. Se
presenta el valor promedio y la desviacion estandar (n= 4).

Tiempo (dias)
Tratamiento 0 30 60 90 120
FIC 13,750+3,743 | 10,800+4,846 3,300+2,136 - 7,400+3,510
BBN 14,125+4,835 8,175+1,043 9,225+5,006 - 9,325+2,338
BBC 12,700+5,724 9,900+716 12,625+1,569 - 6,525+1,592

Tabla 24. Porcentajes de remocion de TPH durante el estudio. Se presenta
el valor promedio y la desviacion estandar (n=4).

. % Remocion % Remocion % Remocion % Remaocién
VI 30 dias 60 dias 90 dias 120 dias
FIC 21.4 76.0 - 46.2
BBN 42.1 34.6 - 34.0
BBC 22.0 0.6 - 48.6

Durante los primeros treinta dias se dio un importante descenso de los TPH
en BBN con 42.1%, seguido por BBC con 22.0% y FIC con 21.4% (Figura
42). Sin embargo, no existieron DS entre tratamientos (ANOVA, Tukey
p>0.05; n=16). La tendencia hacia una rapida degradaciéon de TPH fue
causada principalmente por la actividad de las bacterias nativas y
comerciales adicionadas, la degradacién intrinseca y en menor proporcion
por factores fisicos, quimicos los cuales actian sin contar con la intervencién
humana produciendo la reduccion de la toxicidad, la movilidad, y la
concentracion del contaminante en suelo. Estos procesos pueden incluir
dispersion, dilucidn, sorcion, volatilizacidn, estabilizacion bioldgica o quimica,
transformacion o destruccion de los contaminantes (Alexander, 1997,
Vecchioli et al., 1997; EPA, 1999).

La degradacion de TPH en BBN se debio a los mayores recuentos de
microorganismos heterétrofos y degradadores encontrados durante el dia
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treinta (3.520.2x10" UFC/gps y 1.2#0.4x10° NMP/gps). Estos recuentos
superaron en dos oOrdenes de magnitud a los tratamientos FIC
(8.8820.05x10°> UFC/gps y 1.96+0.53x10° NMP/g,s) y BBC (1.97+0.03x10°
UFC/gps ¥ 3.22+0.25x10° NMP/gps). La diferencia se debio a que las bacterias
nativas adicionadas aun poseian una pequefia cantidad de fuente de
carbono contenida en la melaza del medio, la cual pudo brindarles la energia
suficiente para estimular su crecimiento y a su vez desarrollar una rapida
degradacion de TPH.

Alhadhrami y colaboradores (1997) utilizaron la melaza como una rica fuente
de carbono en la biodegradacion de tres grupos de n-alcanos por
Pseudomonas putida en la presencia de fertilizantes minerales. Durante
dicha investigacion se observé que su uso aumenta las tasas de degradacion
por encima de los tratamientos en los cuales se uso fertilizante. Concluyendo
gue la presencia de vitaminas y elementos traza encontrados en la melaza
juegan también un rol importante en la suplementacion de requerimientos
nutricionales para las bacterias ayudando a la biodegradacion.

Mishra y colaboradores (2001) evaluaron la adicion de un inoculo para la
biodegradacion in situ de un suelo contaminado con lodos aceitosos.
Utilizaron melaza al 2% como Unica fuente de carbono y energia en un medio
minimo de sales para bioaumentar un consorcio bacteriano compuesto por
Acinetobacter baumannii y Burkholderia cepacia capaces de degradar lodos
aceitosos. Al final del estudio encontraron que el tratamiento de
bioaumentacion estimulé la degradacion de los TPH desde 69,700 mgTPH/kg
hasta 5,530 mgTPH/kg alcanzando una degradacién del 92.0% de TPH en
360 dias de investigacion.

La menor degradacién de TPH en BBC respecto a BBN en los primeros
treinta dias pudo originarse en una menor tolerancia de las bacterias
comerciales a los compuestos toxicos presentes en los residuos de
destilacion alquitran, esto pudo causar un efecto inhibitorio temporal del
consorcio comercial, lo cual estuvo representado por una diferencia de un
orden de magnitud en el recuento de microorganismos degradadores con
BBN, mientras fue ligeramente superior a FIC que no poseia adicion de
bacterias.

Los porcentajes de degradacion registrados son similares a los reportados
durante una investigacion comparativa de biorremediacion de suelos
contaminados con diesel implementando atenuacion natural, bioestimulacion
y bioaumentacién realizada por Bento y colaboradores (2005) se evaluaron
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dos suelos provenientes de Long Beach (California) y Hong Kong (China). En
las primeras dos semanas encontraron que la mayor tasa de degradacion de
las fracciones ligeras se obtuvo en el suelo Long Beach, esta disminucion
represent6 cerca del 50% del total de los TPH degradados.

En algunos casos se ha encontrado que las pérdidas abiodticas debidas a
procesos fisicos y quimicos son pocas o nulas en ambientes con previas
contaminaciones, mientras en zonas recientemente contaminadas las
pérdidas abidticas presentan una mayor contribucion a la descontaminacion.
Esta variable es a menudo desestimada cuando se desarrolla la
biodegradacion (Atlas, 1988; Margesin y Schinner 1999b). Sin embargo, en
nuestro estudio las perdidas abioticas fueron menores puesto que se
encontraron altas concentraciones de CO,, asi como mayores porcentajes de
degradacion en BBN (42.1%) que en BBC (22.0%) por efecto de las bacterias
adicionadas.

Las perdidas abioticas pudieron estar representadas por efecto de la
volatilizacion durante las labores de aireacion, sin embargo este efecto fue
minimo puesto que la gran mayoria de volatiles se perdieron durante las
labores de contaminacion y mezcla de los residuos y el suelo. Atagana
(2004) encontré que el incremento de la aireacion estimuld la actividad
aerbbica a través del arado del suelo produciendo un aumento de la
poblacion bacteriana en un 40%, asi mismo concluyé que el uso de sélo
aireacion sin adicion de nutrientes reduce los contenidos de creosota en el
suelo.

Los resultados registrados son coincidentes con otros estudios de
biorremediacién en los cuales se ha determinado que en los procesos de
degradacién se diferencian dos fases, una de alta velocidad en la
degradacién de HCs en los primeros meses, mientras las fracciones mas
pesadas especialmente las alifaticas se degradan durante la fase mas lenta
en los meses finales. En algunos casos de comportamiento bifasico es
erroneo atribuir la reducciéon de la degradacion a la biodisponibilidad de los
contaminantes porque en realidad existen otros factores como pérdida de
sustratos cometabolicos o insuficiente nimero de degradadores (Huesemann
y Moore 1993; Huesemann et al., 2004).

Hansen y colaboradores (2004) reportaron que la degradacion de TPH
durante la biorremediacién implementando biolabranza se desarrolla por un
orden jerarquico, iniciando con la degradacién de compuestos de bajo peso
molecular (dos y tres anillos). Posteriormente se produce un aumento de la
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concentracion de los compuestos de cuatro y cinco anillos principalmente
porque se hacen mas disponibles debido a la actividad microbiana. Vifias y
colaboradores (2005) determinaron que la cinética de degradacion observada
durante un estudio de biorremediacion de suelo contaminado con creosota
tuvo un patron bifadsico porque ocurri6 una disminucion de la
biodisponibilidad, acumulacion de metabolitos 0 aumento de los compuestos
recalcitrantes.

Juhasz y colaboradores (2000) realizaron un estudio sobre la degradacion
microbiana y la detoxificacion de TPH de bajo y alto peso molecular
utilizando Stenotrophomonas maltophilia VUN 10,003. Después de 42 dias
encontraron mayores porcentajes de degradacion en los compuestos de bajo
peso molecular como fluoreno 90%, fenantreno 91%, mientras fluoranteno y
pireno entre 72-74%. Los PAHs de alto peso molecular como benzo
antraceno, benzopireno, dibenzoantraceno y coroneno presentaron menores
porcentajes de degradacion entre 34-37% en 42 dias de tratamiento.

Hacia el dia sesenta, FIC fue SD de los otros tratamientos (ANOVA, tukey
p<0.05 n=16), debido a una significativa disminucién de TPH desde
7,500+2.5 mgTPH/kgps, siendo esta disminucion fue mas prolongada que la
observada en BBN. Durante la primera etapa de los procesos de
bioremediacion las tasas de degradacion se hacen mas rapidas indicando
que los HCs mas faciles de biodegradar son consumidos rapidamente y
posteriormente los microorganismos degradadores actlan sobre otras
fracciones mas pesadas como los arométicos los cuales son degradados a
diferentes tasas por ser menos biodisponibles para los microorganismos
degradadores (Langbehn y Steinhart, 1995; Margesin y Schinner, 1999a).

La disminucion de TPH en FIC fue acompafiada por un incremento en el
nimero de degradadores de dos ordenes de magnitud (1.9+0.5x102 NMP/gps
a 5.4+0.8x10* NMP/gps). Vallejo (2004) registr6 durante su estudio de
biodegradacion implementando bioestimulaciéon que la disminucion en la
concentracion de TPH en el tratamiento con fertilizante triple 15 fue rapida
solo durante los primeros veintiocho dias, y que esta disminucién fue
acompafiada por un incremento en el numero de degradadores. Sin
embargo, después de los treinta dias las tasas de degradacién se hicieron
mas lentas y no se tuvieron DS entre los tratamientos y los controles.

La rapida disminucién de TPH producida en FIC durante este periodo es
similar a aquella generada por el fenomeno jockey stick, el cual se
caracteriza porque el patrén de la degradacion de los quimicos organicos
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presentes en el suelo generalmente tiene una rapida fase de disminucion;
seguida por un ligero o ningin cambio en la concentracion (Bento et al.,
2005). Alexander (1999) sostiene que una disminucion de los nutrientes, un
descenso de las poblaciones microbianas, una baja biodisponibilidad y una
alta recalcitrancia de los contaminantes pueden originar esta dinamica.

La disminucion de la degradacion en BBN durante el dia noventa fue
causada por el rapido consumo de las fracciones livianas por parte de las
bacterias nativas teniendo despues poca biodisponibilidad de las fracciones
pesadas haciendo mas lento el proceso de degradacion. En el caso de BBC
es posible que los bajos recuentos de microorganismos degradadores por
algun tipo de competencia con las bacterias del suelo ocasiono que la mayor
cantidad de nutrientes fueran utilizados por los microorganismos heterotrofos
aumentando su densidad, sin hacer uso de los TPH del suelo.

Los valores de TPH registrados durante el dia noventa no fueron tomados en
cuenta para el analisis porque las concentraciones aumentaron de forma
significativa en todos los tratamientos. Al terminar el estudio no se
encontraron DS en la degradacion de TPH entre los tratamientos FIC, BBN y
BBC. Los porcentajes de degradacion de TPH fueron BBC (48.6%), FIC
(46.2%) y BBN (34%) (Figuras 40 y 41). Sin embargo, los porcentajes de
degradacion de mostraron un efecto positivo y prometedor para disminuir
estos compuestos en el suelo.

Estos resultados son comparables con los reportados por Straube y
colaboradores (2003) en su estudio sobre remediacion de TPH a través de
biolabranza implementando técnicas de bioestimulacion y bioaumentacion.
Después de once meses encontraron que el control mostré un 23% de
remocion en los TPH, el bioestimulado un 34%, mientras el bioestimulado y
bioaumentado mostré un 87% de disminucion. Ellos también hallaron un
aumento de los TPH en el suelo debido a la aireacion; la cual mezcla y
rompe las asociaciones suelo arcilla y distribuye el contaminante en toda la
superficie.

Un factor importante que influencié la constante degradacion de TPH en
todos los tratamientos lo constituyeron las tasas de desorcion de los
contaminantes. Este fendmeno se pudo originar en las pocas fluctuaciones
que presentd el pH durante el estudio (5.6 y 7.0). Huesemann vy
colaboradores (2004) realizaron una investigacion acerca de cémo la
biodisponibilidad limita la biodegradacion mediante una comparacion entre la
biodegradacién de HCs y las tasas de desorcién en suelos, estableciendo
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gue la degradacion de los PAHs durante la fase final del proceso de
bioremediacion es lenta porque es limitada por las bajas tasas de desorcién
de los HCs en el suelo.

El contenido de humedad (14.6+0.6%) favorecié la degradacion de TPH,
puesto que a pesar de que el suelo no retenia una gran cantidad de agua si
facilito que los contaminantes mas livianos fueran liberados de la matriz del
suelo favoreciendo la accidén de las bacterias. La humedad que se mantuvo
fue importante puesto que bajos contenidos de humedad resultan en la
inactividad de muchos microorganismos asi como la no biodisponibilidad de
los contaminantes. Las variables que limitan significativamente la
biodegradacion son el contenido de humedad, el contacto de los nutrientes
con la matriz del suelo, la homogeneidad del suelo y la temperatura
(Alexander, 1999; Liebeg y Cutright, 1999; Atagana 2004).

Aunque la degradacion de TPH fue alta en todos los tratamientos, es
probable que fuera un poco limitada por la perdida de humedad después de
la adicién de agua. Esta disminucion se debio a factores como la evaporacion
del agua provocada por las altas temperaturas ambientales (30.8+0.8C9 y
por perdidas de agua debidas a lixiviacion. La composicion franco-arenosa
del suelo con altos porcentajes de arena (50+0.1%) y limo (47+0.1%) asi
mismo tuvo un bajo porcentaje de arcillas (3%) impidié que el contenido de
agua fuera més grande.

Posiblemente la acumulacion de metabolitos intermedios al final del estudio
limitd las tasas de degradacion de TPH en todos los tratamientos porque
estos compuestos inhiben la actividad metabdlica de los microorganismos.
Sabate y colaboradores (2005), establecieron que en algunos casos la lenta
degradaciéon y la degradacion incompleta de PAHs tienen relacion con la
acumulacion de metabolitos intermedios producto de las diversas rutas
metabolicas. Huesemann y colaboradores (2004) estimaron que durante las
fases iniciales de la biodegradacion los PAHs de cuatro y cinco anillos sufren
transformaciones haciendo que la biodegradacion resulte incompleta por la
presencia de un alto contenido de PAHs en los residuos.

Generalmente los residuos de alquitran poseen altas concentraciones de
sales. Estas sales pueden causar la inhibicion de los microorganismos, lo
cual limita la actividad bacteriana no permitiendo alcanzar mayores
porcentajes de degradacion. Marin y colaboradores (2005) en un estudio de
la influencia del suelo sobre la actividad microbiana encontraron que los altos
contenidos de cloro en los lodos causaron una alta conductividad eléctrica
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(299 pcm™). Ellos concluyeron que se debe tener cuidado con la disposicion
de lodos en el suelo, debido a que un contenido excesivo de sales puede
llegar a tener un efecto negativo sobre la actividad bacteriana y sobre la
biorremediacion, especialmente cuando la salinidad es debida a los cloruros
en lugar de los sulfatos.

El mejor tratamiento fue FIC ya que presento la mayor tasa de degradacion
(56.0 mgTPH/kgps por dia). La degradacion fue estimulada por la rapida
incorporacion de los nutrientes, lo cual permitié un progresivo crecimiento de
los degradadores que se mantuvo a lo largo de todo el estudio desde
1.0£0.5x10* NMP/g,s hasta 1.720.6x10° NMP/g,s (Figura 40). Mathew y
colaboradores (2006) en una investigacion sobre biorremediacion de un
suelo contaminado con diesel en Singapur compararon tratamientos de
bioestimulacién. Después de un periodo de 60 dias encontraron que en el
uso de un fertilizante comercial NPK, produjo una reduccién del 53% en los
TPH, mientras la aplicacion de una mezcla de urea y K;HPO,4 redujo un 48%
los contaminantes.
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Figura 40. Tasas de degradacion de TPH (mgTPH/Kgys/dia) durante el
estudio. Se presenta el valor promedio y la desviacion estandar (n=4).
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La mayor tasa de degradacion hallada en FIC al final del estudio, pudo
haberse dado como consecuencia de una serie de sucesiones en las
poblaciones bacterianas del suelo. Sabaté y colaboradores (2005) en su
estudio sobre biodisponibilidad y destino ambiental de los TPH en un suelo
bioestimulado contaminado con creosota reportaron que los nutrientes, la
aireacion y la adicion de agua producen una variacion de la comunidad
microbiana inicial. Estos cambios generan la presencia de diferentes
comunidades microbianas lo cual explica la diferencia en el comportamiento
degradativo de los PAHs entre los tratamientos particularmente cuando hay
compuestos de alto peso molecular.

Diversos estudios han reportado que el uso de fertilizantes inorganicos en
tratamientos de bioestimulacion, obteniendo con ellos altos porcentajes de
degradacién (Margesin y Schinner, 1997a; Armendariz et al., 2004; Silvia et
al., 2004; Pardo et al., 2005). Margesin y Schinner (1997a) en un estudio
sobre la eficiencia de microorganismos nativos en la biodegradacion de
diesel en suelos alpinos, encontraron que el maximo porcentaje de
descontaminacion (53%) se dio en suelos fertilizados. Igualmente
determinaron que la bioestimulacion con fertilizantes inorganicos aumenta
significativamente la actividad biodegradativa de los microorganismos nativos
del suelo a 10 C°en los suelos evaluados.

Los tratamientos de bioaumentacion BBN y BBC no fueron SD, sin embargo,
degradaron TPH en diferentes periodos de tiempo. Margesin y Schinner
(1999b) determinaron, que los tratamientos de bioestimulacion con la adicién
de nutrientes inorganicos resultd en un aumento en la degradacion de
combustible por los microorganismos nativos, mientras la bioaumentacion
con microorganismos adaptados para degradar combustible en clima frio
fueron encontrados algunas veces como poco exitosos. Adicionalmente
establecieron diferencias en el grado de descontaminacion que se puede
obtener en ambientes contaminados con HCs basados en las perdidas
bidticas y abioticas.

Al concluir nuestro estudio la degradacion de TPH en BBC (48.6%) y BBN
(34%) pudo verse afectada por varios problemas asociados con la
implementacion de estrategias de bioaumentacion en ambientes terrestres.
Margesin y colaboradores (2000a); Margesin y Schinner (1997b); Atlas
(1991), reportaron que no todos los microorganismos degradadores del suelo
pueden llegar a ser aislados y cultivados en el laboratorio y que la aplicacion
de los organismos viables en las é&reas contaminadas afectan
significativamente la degradacion. En otras circunstancias sucede que los
microorganismos pueden utilizar otras sustancias diferentes al contaminante
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objetivo o pueden llegar a ser incapaces de moverse a través del suelo hasta
el sitio donde se encuentra el contaminante.
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Figura 41. Concentracion de TPH (mgTPH/kgps) durante el estudio. Se
presenta el valor promedio y la desviacion estandar (n=4).

Un proceso de adaptacion de las bacterias comerciales a su medio puede
explicar la tasa de degradacion de TPH en BBC al final del estudio
(28.16£1.2 mgTPH/kgps d!) (Figura 40). Alexander (1999) afirmé que las
bacterias deben adaptarse a las nuevas condiciones del suelo como
aireacion y humedad. En el caso de BBC esta adaptacion fue facilitada por la
disponibilidad del fertilizante tal como lo reporto Atagana (2004) quien
encontrd que las altas tasas de reduccidon de creosota observadas durante el
cuarto mes de tratamiento se debieron principalmente a que los
microorganismos introducidos al suelo estaban adaptados al nuevo ambiente
y a que los fertilizantes estuvieron completamente integrados al suelo y
fueron mas biodisponibles para las bacterias.
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Teniendo en cuenta que los residuos de destilacion de alquitran aplicados al
suelo contienen PAHs de diferente peso molecular es probable que la
degradacién en BBC al concluir el estudio fuera producto de la consolidacion
de un fendmeno de cometabolismo que se venia dandose entre las bacterias
comerciales y las nativas desde el inicio del estudio. Sabate y colaboradores
(2005) hicieron referencia a que la ausencia de lixiviados con
concentraciones significativas de metabolitos intermedios durante la
degradacién de algunos compuestos en los suelos contaminados con
creosota, puede ser debido a un fendmeno de cometabolismo entre la
comunidad microbiana del suelo.

En diversos estudios se ha comprobado que ciertos compuestos pueden
promover el fendmeno de cometabolismo bacteriano. EI cometabolismo de
este tipo se basa en la estructura de los contaminantes, es decir los
compuestos de bajo peso molecular estimulan la degradacion de los
compuestos mas pesados. Kanaly y Bartha (1999), Juhasz y colaboradores
(2000); Huesemann y colaboradores (2004); Sabate y colaboradores (2005)
establecieron que los PAHs de bajo peso molecular pueden estimular la
biodegradacion por cometabolismo de los PAHs de alto peso molecular. Ellos
encontraron que el fenantreno promueve la degradacion de pireno y el
benzo(a) pireno por cometabolismo.

Otra causa de la degradacion tardia en BBC pueda atribuirse a factores de
competencia entre las bacterias comerciales y las poblaciones nativas, lo
cual se not6 con un aumento de dos ordenes de magnitud en los
degradadores s6lo en los dltimos sesenta dias del estudio, este
comportamiento causo una baja degradacion en los primeros meses y una
mayor al final del estudio (Tabla 22). Margesin y Schinner (1997b) en un
estudio sobre biodegradacion de diesel en suelos alpinos establecieron que
la bioestimulacién de suelos por nutrientes inorganicos puede generar una
competencia entre las poblaciones nativas y los microorganismos
introducidos. Esto causa posiblemente que los microorganismos introducidos
no crezcan tan rapidamente como los nativos y que en algunos casos sean
finalmente reemplazados por completo.

La menor tasa de degradacion a través del estudio se presenté en BBN
(28.81 mgTPH/kgps d!). Sin embargo, el porcentaje de degradacién de TPH a
los treinta dias (42.1%) fue mayor al 34% observado sobre final del estudio.
Estos resultados indican que la bioaumentacion con bacterias nativas es mas
eficiente a corto plazo, requiriendo de algun otro sustrato cometabolico para
degradar las fracciones mas pesadas. Se ha estimado que la inoculacion de
microorganismos al suelo en determinados ocasiones puede acelerar la fase
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inicial de bioremediacion y ademas pueden llegar a ser favorable en aquellos
lugares en los cuales los contaminantes pueden resistir la accion
biodegradativa microbiana nativa o cuando la sub-superficie del suelo ha sido
esterilizada por algun evento de contaminacion severa (Margesin y Schinner,
1997a; Margesin y Schinner, 1997b).

Una explicacion para la disminucion de las tasas de degradacion en BBN
después de treinta dias se baso en que la bioaumentacion con melaza como
fuente de carbono favorecio el crecimiento del consorcio en los bioreactores
y durante el primer mes en el suelo, pero que a su vez los hizo menos
resistentes a otros factores del suelo. En ciertas ocasiones los investigadores
han determinado que los microorganismos son capaces de lograr altas tasas
de degradacion del contaminante en cultivos de laboratorio pero esto no es
del todo valido, puesto que pueden llegar a fallar cuando son inoculados en
el ambiente natural porque ellos pueden ser suceptibles a diversos factores
como las toxinas o predadores del ambiente (Marin et al., 2005; Golstein et
al., 1985; Margesin y Schinner, 1997b).

La alta degradacion observada en BBN durante los primeros treinta dias
(42.1£2.0 mgTPH/Kgps), indicd que el consorcio de bacterias nativas
adicionadas si poseia una alta capacidad para degradar TPH. Asi mismo
este porcentaje de degradacion mostrd que las bacterias no necesitaron una
fase de adaptacion. Vifias y colaboradores (2005) establecieron durante un
estudio de dinamica bacteriana durante la bioremediacion de un suelo
contaminado con creosota que una alta concentracion de bacterias
degradadoras al inicio del experimento y la ausencia de una fase de
adaptacion indicO que la poblacion del suelo presentaba bacterias
preadaptadas para degradar TPH.

5.2.7 Produccion de CO ;.

La produccion de CO, no fue SD entre los tratamientos (Kruskall Wallis
p<0.05; n=80). La produccién de CO, fue en aumento desde el dia cero
(4.0£0.2 molar) hasta el dia sesenta (114.2+20.4 molar), a partir de alli se
estabilizd y se mantuvo hasta el final del tratamiento (Tabla 25). Esta
tendencia del CO; a través del estudio mostré que los contaminantes fueron
utiizados como fuente de carbono por los microorganismos. lgualmente
indic6 que la mayor actividad degradativa de los microorganismos fue
realizada durante los primeros sesenta dias y que apartir de ese momento
descendid levemente o se mantuvo constante (Figura 42).
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El incremento en la produccion de CO; durante los primeros sesenta dias
coincidi6 con un aumento de las poblaciones de microorganismos
degradadores entre dos y tres ordenes de magnitud, salvo en BBC donde no
se observd un aumento significativo. Marin y colaboradores (2005)
encontraron que la actividad respiratoria se incrementd justo después de la
adicion de los lodos de la refineria. Ellos atribuyeron estos resultados a que
los compuestos susceptibles a la biodegradacién necesitan de una alta
actividad microbiana para ser metabolizados.

Tabla 25. Valores de produccion de CO, durante el estudio. Se presenta el
valor promedio y la desviacion estandar (n=4).

Tiempo (dias)
Tratamiento 0 30 60 90 120
FIC 4.,10+0.22 53.3+18.2 112.5+35.3 107.7+6.86 131.5%7.55
BBN 4.40+0.22 88.8+18.4 122.3+22.5 114.245.12 126.3+21.5
BBC 3.68+0.26 44,3+12.9 108.0+3.40 107.3+12.04 107.5+1. 99

Pineda y colaboradores (2004) realizaron un estudio sobre un consorcio
microbiano aislado de muestras de crudo que usan asfalteno como recurso
de carbono y energia. Ellos determinaron que la respiracion de un consorcio
gue utiliza asfalteno como Unica fuente de carbono fue 800 molar, siendo SD
gue las muestras que contenian solo el consorcio microbiano (200 molar
CO,) o solo asfalteno (300 molar CO,). Estos resultados evidenciaron la
existencia de microorganismos capaces de degradar asfaltenos en el crudo,
igualmente la alta produccion de CO, demostré que estos compuestos son
usados como Unico recurso de energia.

La alta produccion de CO;, en los primeros sesenta dias se pudo originar en
la biodisponibilidad de los compuestospara los microorganismos
degradadores por efecto de la humedad, y la mezcla durante la aireacion. En
términos de bioremediacion la biodisponibilidad puede ser definida como la
extension en la cual el contaminante es disponible para la conversion
biolégica (Juhasz y Naidu, 2000). Se ha encontrado que la ausencia de agua
limita la biodisponibilidad del contaminante y que las medidas de la
respiracion del suelo nos proporcionan un acercamiento de la actividad
microbiana en el suelo, asi como de la cantidad y calidad de los sustratos
susceptibles a la mineralizacion (Alexander, 1999).
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Figura 42. Produccion de CO; durante el estudio. Se presenta el valor
promedio y la desviacion estandar (n= 4).

La estabilizacion de la produccion de CO; en los ultimos seis meses fue
causada por la aparicion de fracciones mas pesadas, las cuales pueden
llegar a restringir significativamente la actividad microbiana ocasionando que
el proceso de biodegradacion no se lleve acabo por completo. Breedveld y
Karlsen (2000) durante su estudio de estimacion de la viabilidad de la
biorremediacion de PAHs de un suelo contaminado con creosota
establecieron que la tasa respiratoria se redujo de 66 mgCO,-C/kg hasta 4
mgCO,-C/kg al finalizar el estudio después de seis meses de tratamiento.
Ellos sugirieron esta reduccion sucedié porque los microorganismos fueron
inhibidos porque el suelo presentaba una gran concentracion de PAHs de
cinco y seis anillos.

En términos generales la presencia de altas concentraciones de fosforo en
los tratamientos con fertilizante inorganico favorecieron la produccion de CO,,
registrandose valores muy similares durante los ciento veinte dias de estudio
(Tabla 25). Esto se produjo porque la constante liberacion de fésforo desde el
dia cero de 202.7 mgP-PO4°/kgps hasta 137.4 mgP-PO4/kg,s al finalizar el
estudio, permitié elevar las tasas respiratorias (Figura 42). El féosforo aumenta
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la tasa respiratoria representada en el consumo de oxigeno, de la misma
forma estimula el crecimiento de los microorganismos nativos y fordneos
(Liebeg y Cutright, 1999). Margesin y colaboradores (2000b) reportaron que
la producciéon de CO, fue significativamente mas alta en los tratamientos con
fertilizantes inorganicos que en el control abiotico. Después de once dias
tuvo un valor maximo, y luego permanecio constante.

La mayor produccion de CO, en BBN a partir del dia treinta en promedio
(112.9+16.8 molar) correspondié con un mayor recuento de heterotrofos y
degradadores (Figura 43). Asi mismo el rapido incremento del CO, durante
los primeros treinta dias correspondié con la maxima degradacién de TPH
(Figura 40 y 41). Liebeg y Cutright (1999) establecieron que en la generalidad
de los casos la actividad biologica y la tasa de degradacion de los
compuestos esta directamente relacionada con la tasa de respiracion, estos
parametros son utilizados para comprender los fendmenos interactivos que
gobiernan la bioremediacion.

Sabaté y colaboradores (2004) en una investigacion de biorremediacion a
escala de laboratorio en suelos contaminados con HCs establecieron
diferencias en la produccién de CO; entre dos suelos. Ellos reportaron que la
maxima produccién de CO, fue registrada en el suelo uno; con un tratamiento
gue contenia glucosa y nutrientes, mientras en el suelo dos en iguales
condiciones que el uno present6 una producciéon de CO, muy baja. Ellos
atribuyeron esta diferencia a la ausencia de recursos asimilables de carbén o
a la presencia de compuestos toxicos.

Los bajos recuentos microbianos en BBC durante los primeros sesenta dias
en nuestro estudio no parecieron afectar la produccion de CO, en el
transcurso del proyecto. Una explicacion a este fendmeno de produccion de
CO; en BBC, pudo darse por la mineralizacion de compuestos organicos
liberados por la lisis bacteriana (Pineda et al.,, 2004). Margesin y
colaboradores (2000b) afirmaron que el CO, puede producirse por liberacion
de carbonato, pero también puede generarse CO, en suelos no calcareos
donde el CO; abiotico se produce por descarboxilacién quimica de la materia
organica.
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6. CONCLUSIONES

Los procesos de bioaumentacion (BBN y BBC) y bioestimulacion (FIC)
disminuyeron la concentracion de TPH. Sin embargo no se observaron
DS entre los procesos de bioaumentacion y bioestimulacion.

No existieron diferencias significativas en la degradacion de TPH en los
procesos de bioaumentacion con bacterias nativas y comerciales. Sin
embargo, BBN y BBC tuvieron efecto en diferentes periodos de tiempo.

El tratamiento BBN redujo los TPH en un 42.1% durante los primeros
treinta dias. Esta reduccion demostr6 que la bioaumentaciéon con
bacterias nativas es muy eficiente en periodos de corta duracion, puesto
gue este efecto no pudo ser observado nuevamente durante el estudio.

La bioaumentacion con BBC presento una alta degradacién al final del
estudio. Sin embargo, no es posible atribuir este efecto tardio Unicamente
a las bacterias comerciales por la posible actividad degradativa de las
bacterias nativas del suelo.

La influencia de los nutrientes fue establecida hacia el final del estudio
cuando sus bajos niveles causaron una disminucion en la densidad de
microorganismos heterotrofos y degradadores.
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7. RECOMENDACIONES

Se recomienda que en estudios similares de bioremediacién se tengan en
cuenta aspectos tales como:

* Realizar seguimientos de los diferentes PAHs mediante cromatografia
para conocer cuales compuestos estan siendo degradados y cuales son
mas recalcitrantes.

» Desarrollar ensayos de genotoxicidad para conocer si se estan generando
nuevos compuestos mas téxicos y determinar su posible impacto sobre el
medio ambiente.

* Realizar ensayos de respirometria en donde se cuantifique el consumo de
O, junto con la produccion de CO, como parametros para confirmar la
mineralizacion de los contaminantes. Estos ensayos pueden ser
realizados en el laboratorio para seleccionar el mejor tratamiento, para su
posterior implementacién en campo.

» Efectuar monitoreos de la actividad enzimética de los microorganismos
(p.e., Dioxigenasas, lipasas) para determinar si la degradacion es
producida por la actividad de los microorganismos.

 Hacer seguimientos por técnicas moleculares de las bacterias
adicionadas para determinar los cambios de estructura poblacional a
medida que avanza la bioremediacion.

« Emplear en el proceso de bioremediacion consorcios microbianos
constituidos por cepas que posean rangos mas amplios para degradar
diferentes compuestos especialmente PAHS.
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ANEXO 1

Preparacion de las soluciones estandar de amonio, n itrato y fésforo.
(HACH, 1994)

* Preparacién de la solucion de amonio: Se prepar6 una solucién madre de
1000 ppm de N-NH,4" disolviendo 3.819 g de NH.4Cl secado previamente a
100 °C durante 24 horas Yy diluido en 1000 ml de agua desionizada.

* Preparacion de la solucion de nitrato: Se preparo una solucién madre de
100 ppm de N-NOj  disolviendo 0.728 g de KNO3 secado previamente a
100 °C durante 24 horas Yy diluido en 1000 ml de agua desionizada.

* Preparacién de la solucién de fésforo: Se prepar6 una solucion madre de
500 ppm de P-PO,* disolviendo 219.5 mg de KH,PO, diluida en 1000 ml
de agua desionizada.
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ANEXO 2

Agua buferada (STANDARD METHODS, 1995)

Solucién A. Fosfato de potasio. Se pesan 34 g de KH,PO, y se diluye en
500 ml de agua desionizada. Se ajusta el pH a 7.2 — 7.5 con NaOH 1N.

Solucién B. Cloruro de magnesio. Se pesan 81.1 g de MgCl,y se
disuelven en 1000 ml de agua desionizada.
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ANEXO 3
Agar infusion suelo (ASM, 1986)
El agar infusidon suelo esta compuesto de agar nutritivo y de una infusién de
suelo.
Composicién para un litro de agua.

600 ml Agua destilada
400 ml Infusién suelo

Se agita y esteriliza en autoclave a 121 °C durante 15 minutos.
* Infusién suelo
Se agregan 250 g de suelo en 1 L de agua destilada. Se agita y se calienta

sin dejar hervir durante 15 min. Luego la mezcla se pasa por papel filtro No 4.
Se toman 400 ml para 1 L de agar infusion suelo.
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ANEXO 4

Ficha técnica del medio Bushnell-Haas (BH) (Sigma® )
Descripcion: Bushnell-Haas (BH) es recomendado para la determinacion de
la actividad microbiana en sitios contaminados con hidrocarburos. Este medio

contiene todos los nutrientes excepto la fuente de carbono, el cual es
necesario para el crecimiento bacteriano.

Componentes (g/L):

Sulfato de magnesio................... 0.20
Cloruro de calcio.......cccoovevneevennnnns 0.02
Fosfato monopotasio.................. 1.00
Fosfato dipotasio...........ccc.evvennn. 1.00
Nitrato de amonio....................... 1.00
Clururo ferrico.......cccoeeveeviveeennnnns 0.05

pH final (a 25 C) 7.0 £ 0.2

Perfil del producto: Polvo blanco ligeramente color ambar, la observacién
de cultivos se da después de 7 dias a 25 - 30C.

Preparacion: Suspender 3.27 gramos de Bushnell-Haas en 1 L de agua
destilada. Disolver el medio completamente. Esterilizar en autoclave a 15 Ibs
de presion (121 ) por 15 minutos. La formacion de un precipitado blanco
antes de esterilizar, y que luego se torna amarillo o naranjado después de
esterilizar es normal.
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ANEXO 5
Preparacion de Violeta de iodonitrotetrazolium (INT ) (Sigma ®)

Para una concentracién de 0.3% se agrega 3 g de INT en 1000 ml de agua
destilada.

Se mezcla el indicador INT en el agua destilada previamente estéril con una
barrita magnética.
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ANEXO 6

Ficha técnica BD sistema de identificacion BBL CRYS TAL®

Descripcion: El sistema de identificacion BBL Crystal de bacterias
entéricas/no fermentadoras (E/NF) sirve para la identificacion de bacterias
aerobias gram-negativas que pertenecen a la familia Enterobacteriaceae asi
como también de los bacilos gram-negativos fermentadores y no
fermentadores de glucosa aislados con mas frecuencia.

Procedimiento: El sistema BBL Crystal requiere los resultados de los
andlisis de indol y oxidasa, los cuales se deben hacer a una placa de
aislamiento no selectiva de no mas de 24 horas.

Se toma un tubo de inoculo y se etiqueta. Con asa estéril de plastico y
usando técnica aséptica se roma una colonia grande bien aislada (diametro
de 2-3 mm o mayor) o 4-5 colonias mas pequefias de la misma morfologia de
una placa de agar sangre tal como agar de soja trypticase con hematies de
oveja al 5%. El uso de placa agar MacConkey también es aceptable.

Se suspende las colonias en un tubo de fluido de inoculo BBL Crystal para
organismo entéricos.

Se tapona el tubo y se agita en voértex por 10-15 s.

Se toma una base y se vierte todo el contenido del fluido de inoculo en el
area objetivo de la base.

Se sostiene la base con ambas manos y se mueve el inoculo suavemente de
un lado a otro a lo largo de las pistas hasta que se hayan llenado todos los
pocillos.

Se alinea la tapa de forma que el extremo marcado de la tapa este en la
parte superior del area objetivo de la base.

Se aprieta hasta que se perciba una ligera resistencia. Se coloca el pulgar en
el borde de la tapa hacia la parte media del panel en cada lado y se aprieta
simultdneamente hasta que la tapa encaje en su lugar.

Todos los paneles se deben incubar mirando hacia debajo de 18-20 h a 35-
37<C.

Lectura: Después del periodo de incubacion todos los paneles deben leerse
boca abajo utilizando una caja de luz o el visor del panel BBL Crystal. Se
consulta la tabla de colores para obtener una interpretacion de las
reacciones. Se usa el cuaderno de informes BBL Crystal para registrara las
reacciones. A cada resultado del andlisis con un resultado positivo se le
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asigna un valor de 4, 2 o 1, correspondiendo a la fila donde este ubicado el
analisis. Se asigna un valor de cero a los resultados negativos. Después se
suman los numeros resultantes de cada reaccion positiva en cada columna.
Se genera un numero de 10 digitos; éste es él numero del perfil.

El nimero del perfil resultante y los resultados de indol oxidasa deben
introducirse en un PC en le que se haya instalado el libro de cdédigos
electronico del sistema BBL Crystal para obtener la identificacion.
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ANEXO 7

Célculos para la contaminacion del suelo hasta 14.0 00 mg/kg de TPH

Gramos de suelo a utilizar por parcela = 540,000 g suelo

540,000 g suelo x 1 kg =540 kg suelo
1000 g

14,000 mq residuo x 540 kg suelo = 7°’560,000 mg residuo x 1 g = 7,560 g residuo
kg de suelo 1000 mg

17,581.39 mlresiduo x _ 1L =18 L residuo
1000 ml
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ANEXO 8

Ficha técnica del fertilizante inorganico compuesto
(Nutrimén®)

Marca Comercial: Abonos Nutrimén®

Composicion Garantizada:

Nitrogeno Total (N).........c.eeeeeveeeeenn. 15%
Nitrogeno Amoniacal (N).........ccccceeenne 10.3%
Nitrogeno Nitrico (N)......ccccovvveveereeennanns 4.7%
Fosforo Asimilable (P20s)........c.cevveeeee... 15%
Potasio Soluble en Agua (K20)............. 15%

(FIC) triple 15

Tipo de Abono: Fertilizante complejo granulado N-P-K para aplicacion al

suelo

Aplicaciones: Fertilizante de proposito general, indicado para una amplia
gama de cultivos, particularmente para algodon, sorgo, arroz, cafia y para

reabonamiento de la papa.
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ANEXO 9

Ficha técnica del consorcio de bacterias comerciale s RBC 109
(Interbio®)

Descripcion: RBC 109 son cepas bacterianas altamente especializadas,
seleccionadas y adaptadas para degradar un amplio rango de desechos
organicos. Este producto ha sido usado en plantas petroquimicas, plantas
guimicas, refinerias, plantas de procesamiento de alimentos y plantas de
tratamiento de madera. RBC 109 degrada aceite, combustible, creosota,
PCP, hidrocarburos clorinados, grasas, fenoles. BTEX y otros compuestos
organicos complejos.

Caracteristicas:

Recuento bacteriano total: 3 billones/gramo
Apariencia: Polvo blanco

Olor: Como levadura

pH: Neutro

pH efectivo: 6 a 9

Rango de temperatura efectiva: 50 — 110 °F

Manipulacion y almacenamiento:  Almacenar en un lugar fresco y seco.
Prevenir la inhalacion excesiva. Lavar las manos con agua y jabon después
de su uso.

Aplicacion: Afadir 1 kg de RBC 109 en 10 L de agua destilada a una
temperatura de 35 a 36 °C. Se mezclo vigorosamente durante una hora
(periodo de preaclimatacion), tiempo durante el cual las bacterias son
activadas para ser aplicadas.
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ANEXO 10

Balance de masas C:N:P para la adicién de FIC

» Célculos para la adicion de fertilizante inorganico compuesto (FIC), triple
15 marca Nutrimon ®

80 mg NH4NO3 x 1400 mg N = 4000 mg NH4NOs/kg
28 mg N kg

4000 mg NH4NO3 x 450 kg suelo = 1800,000 mg NH4NO3
kg

100 g fertilizante x 1800 g N = 12000 g x 1kg = 12 kg Triple 15
15gN 1000 g
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ANEXO 11

Densidad bacteriana en el suelo después de la aplic
(Interbio ®)

1x10* UFC x 1000 gr = 1x10** UFC/ml
gr 10000 ml

1x10™ UFC x 10000 ml = 1x10° UFC/gr
ml 450.000 gr
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ANEXO 12

Determinacion de nutrientes

« Determinacién de Nitrato N-NO*. Método 366 de HACH, 1994

Para la determinacién de N-NO* y N-NH**, se debe realizar una extraccion
acuosa de N para suelo, para ello se colocan 3.5 cm® de suelo en la botella
de extraccion y se afora hasta la marca de 25 ml con agua desionizada.
Luego se agregan 0.02 g de polvo de extraccion para nitrato se cierra la
botella y se agita por 30 s. El sobrenadante debe ser claro y transparente.
Antes de la extraccion las muestras de suelo se deben secar a 60 °C durante
toda la noche.

Para la deteccion de N-NO3" de una muestra de suelo se toma 1 ml del
extracto acuoso y se diluye con agua desionizada hasta la marca de 25 ml,
se adiciona el contenido de 1 sobre de Nitraver 6 el cual contiene cadmio y
reduce los iones NO3 a NO,". Se agita durante 3 min y se deja reposar en un
periodo de 2 min donde sigue el asentamiento del cadmio, luego se vacia el
sobrenadante a otra celda teniendo cuidado de no transferir particulas de
cadmio. En seguida se adiciona un sobre de Nitraver 3 el cual contiene
sulfamida que reacciona con los iones presentes de NO,, se agita durante
30 s y dentro de 10 min se lee la muestra a una longitud de onda de 500 nm
en el espectrofotdmetro. A parte se prepara un celda Unicamente con agua
desionizada el cual es el blanco.

« Determinacién de N-NH,", Método 391 de HACH, 1994.

Para la determinacion de N-NH;" se toma 1 ml del extracto acuoso
anteriormente preparado y se afora hasta la marca de 25 ml con agua
desionizada, se aplican 5 gotas de Nitrogeno de Amonio solucion 1 a la
celda. Luego se adiciona 1 ml de reactivo de Nessler que reacciona con los
iones de amonio presentes en la muestra, se mezcla y se lee la muestra a
una longitud de onda de 425 nm en el espectrofotometro.

e Determinacién de P-PO4'3, Método 531 de HACH, 1994.
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Para la determinacion de P-PO,3 se hace una extracciéon de P con
bicarbonato, con el cual se convierten todas las formas de fésforo presentes
en el suelo a fracciones disponibles de orto-fosfato. Se toma 1 g de suelo y
se afade en la botella de extraccion y se afora hasta la marca de 20 ml con
agua desionizada. Se adiciona 0.9 g del polvo de extraccién para suelo No 3,
se cierra la botella y se agita durante 30 s. Se deja reaccionar por 10 min, se
agrega 0.02 g de polvo de extraccion para nitratos y se agita por 30 s. El
sobrenadante debe ser claro y transparente. Antes de la extraccion las
muestras de suelo se deben secar a 60 °C durante toda la noche.

Para el andlisis de fésforo se adiciona 5 ml del extracto acuoso en una celda
y se afora hasta 25 ml con agua desionizada, se agrega el contenido de un
sobre de Phosver 4 en pequefias proporciones, Phosver 4 contiene acido
ascorbico que reacciona con el orto-fosfato, produciendo color azul. La
reaccion ocurre en tres minutos y luego se lee la muestra a una longitud de
onda de 890 nm en el espectrofotometro.
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ANEXO 13

Determinacion de pH (EPA 9045C, 1995)

Se pesan ~20 g de suelo en un vaso de precipitado de 50 ml con 20 ml de
agua desionizada, se agita la suspension continuamente durante 5 min y se
deja decantar el suelo durante 1 hora. Luego se hace la medicién con un pH-
metro HACH con control de temperatura calibrado con una solucién
amortiguadora de pH 7, comprobando el ajuste con una solucién de pH 4.
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ANEXO 14

Determinacion de humedad por peso seco (IGAC, 1979)

Se pesan ~10 g de la muestra de suelo en una bandeja de aluminio la cual
debe ser pesada previamente. Las muestras se secan durante 12 horas a
105°C. La diferencia de peso antes y después del suelo, descontando el
peso de la bandeja permiten obtener la fraccion de peso seco (ps) y de
humedad (Roldan, 2002).

El peso seco se utiliza para la correccion de los resultados y su posterior
analisis.

Ps = Peso Seco (q)
Peso Humedo (g)

Humedad= Peso Seco (g) — Peso Seco (q) X 100
Peso Humedo (g)
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ANEXO 15

Determinacion de la produccién de CO , (CAMPOS, 2002)

La medicion se hace directamente sobre las unidades experimentales. Cada
una tendra dos frascos de vidrio con volumen de 210 cc, los cuales estaran
colocados boca abajo y cada uno contendra en su interior un frasco de
capacidad de 10 cc. Los frascos de vidrio con capacidad de 10 cc se les
aflade 10 ml de solucion 1 N de NaOH junto con una tira de papel de filtro.

Para incubar los frascos de vidrio dentro de la unidades experimentales estos
se cubriran con los de volumen de 220 cc, teniendo la precaucion de enterrar
estos Ultimos 2 cm para prevenir la no salida y entrada de CO..

Una vez concluido el tiempo de incubacion se vacian los contenidos de los
frascos de 10 cc (NaOH) en un erlenmeyer de 125 ml agregando el papel
filtro. Luego se titula con solucién de HCI 0.1 N con 3 gotas de fenolftaleina
como indicador. Antes de titular se afiade 2 ml de cloruro de bario (BaCl,)
para precipitar el carbonato.

Se deben realizar titulaciones testigo de los 10 ml de frascos sin suelo para
cada tratamiento, los cuales daréan el valor de referencia para el calculo de
CO al cual se le restaran los ml gastados de NaOH en las otras muestras.
Los anteriores valores se promedian para obtener un solo valor de titulacion
testigo, para aplicarlos a todos los tratamientos.
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ANEXO 16

Perfiles bioguimicos de las especies aisladas segun BBL CRYSTAL®

Arabinosa - - -
Manosa + - -
Sacarosa - - -
Melibiosa . - . La utilizacién de carbohidratos produce un
Ramnosa - - - - Lo .

- descenso de pH y un cambio en el indicador (rojo-
Sorbitol - - -

. fenol).
Manitol - - -
Adonitol - - -
Galactosa + - -
Inositol - - -
p-n-p-fosfato + - +
p-n-p a-i3- i i + La hidrdlisis enzimética del glucésido incoloro aril
glucosido sustituido o éster de fosfato libera p-nitrofenol
p-n-p B3- ) ) i amarillo.
galactésido
Prolina + ) ) La hidrdlisis enzimética del sustrato amida incoloro
nitroanilina libera p-nitroanilina de color amarillo
p-n-p bis- i i + La hidrolisis enziméatica del glucdsido incoloro aril
fosfato sustituido o éster de fosfato libera p-nitrofenol
p-n-p-xilésido - - - amarrillo.
p-n-p-a- i i i
arabinésido
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p-n-p-
fosforilcolina

p-n-p-f3-
glucurdnido

p-n-p-N-acetil
glucosamidina

Y-L-glutamil p-
nitroanilida

La hidrélisis enziméatica del sustrato amida incoloro
libera p-nitroanilina de color amarillo.

Esculina

La hidrdlisis de la esculina produce un precipitado
negro en presencia de iones férricos.

p-nitro-DL-
fenilalanina

La desaminacion oxidativa de la fenilalanina
produce un color pardo en presencia de iones
férricos.

Urea

La hidrdlisis de la urea y el amonio -resultante
cambia el color del indicador -de pH (azul de
bromotimol)

Glicina

La degradacion de la glicina libera metabolitos
alcalinos que cambian el color del indicador de pH
(azul de bromotimol)

Citrato

La degradacion del citrato libera metabolitos
alcalinos que cambian el color del indicador de pH
(azul de bromotimol)

Acido
maldnico

La degradacion del malonato libera metabolitos
alcalinos que cambian el color del indicador de pH
(azul de bromotimol)

Cloruro de
trifenil
tetrazolio

La reduccién del compuesto de tetrazolio produce
la formacién de un formazan rojo.

arginina

Lisina

El catabolismo anaerobio produce una elevacion
del pH y un cambio en el color del indicador
(purpura bromocresol).

133




	TABLA DE CONTENIDO
	RESUMEN
	ABSTRACT
	INTRODUCCION
	MARCO TEORICO
	METODOLOGIA EXPERIMENTAL
	RESULTADOS Y DISCUSIÓN
	CONCLUSIONES
	RECOMENDACIONES
	BIBLIOGRAFIA
	ANEXOS

