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Resumen

Actualmente, uno de los problemas ambientales importantes es la contaminacion de ecosistemas terrestres
por derrames de hidrocarburos principalmente del petréleo y sus derivados, que ocurren en actividades de
explotacion y transporte de los mismos. En Colombia, ademas de lo mencionado se dan por incursiones violen-
tas contra la infraestructura petrolera por parte de grupos al margen de la ley. Para dar solucion a esta
problematica, existen métodos de tratamiento para recuperar suelos contaminados, como es la técnica de
biolabranza (landfarming) adicionando nutrientes inorgdnicos. En esta investigacion se evalu6 dicha técni-
ca, in vitro, a través de un disefio de 6 unidades experimentales (UE) que contenian suelo contaminado con
petroleo crudo; tres UE fueron tratadas con fertilizante inorgéanico Triple 15, y las otras tres fueron tomadas
como control biotico. La efectividad de la biolabranza se determin6 por medio de anélisis del pH, porcentaje
de humedad, temperatura, conteos de microorganismos heterotrofos totales y numero mas probable de
microorganismos degradadores de petroleo, nutrientes e hidrocarburos totales, durante un periodo de experi-
mentacion de cuatro meses. Al final del tiempo de experimentacion, para el tratamiento de biolabranza con
adicion de nutrientes, se lograron porcentajes de remocion altos de TPH’s, hasta de un 91%, alcanzando
concentraciones finales de TPH’s de 2028 ppm, en comparacion con el control bidtico en el cual se obtuvieron
porcentajes de remocion hasta del 65% y concentraciones finales de 8049 ppm de TPH’s; de manera que se
logré demostrar que la adicion de nutrientes optimiza el proceso de degradacion de hidrocarburos en suelos.
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Abstract
Effect in Laboratory of addition of inorganic fertilizers made in degradation of hydrocarbon
on contaminated soil by oil
At present one of the most important environmental problems is contamination of soil ecosystem by
hydrocarbon spilling mainly of oil and its derivates which occurs when oil is explored or transported. Furthermore
in Colombia it occurs due to violent assaults made by men outside of law against petroleum infrastructure.To

solve this problem there are treatment methods to recover contaminated soil as Landfarming technique, adding
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inorganic nutrients. In this research this technique was evaluated in vitro, through a design of six experimen-
tal units (EU) which contained contaminated soil with crude oil; three EU were treated with Triple 15 inorganic
fertilizer and the other three were taken as biotical control. Landfarming effectiveness was determined by pH
analysis, humidity percent, temperature, count of total heterotrophic microorganisms, and probable number of
oil degrades microorganisms, nutrients and total hydrocarbons for a four month experimental period. At the
end of that period, in Landfarming treatment with nutrients added was achieved a high remotion percentage
of TPH up to 91%, getting final TPH concentration of 2028ppm comparing biotic control in which the remotion
percentage achieved up to 65% and a TPH final concentration was 8049ppm thus, it could demonstrate that
nutrient addition optimizes the degrading hydrocarbon process in soil.

Key Words: contamination, petroleum hydrocarbon, inorganic fertilizers, landfarming, degradation.

Introduccion

Uno de los problemas ambientales mas importan-
tes de la actualidad es la contaminacion de ecosistemas
terrestres y acuaticos por derrames de hidrocarburos
de petréleo y sus derivados. En el caso del suelo, las
principales consecuencias ambientales que se presen-
tan después de un evento de contaminacion por hi-
drocarburos son: la reduccion o inhibicién del desa-
rrollo de la cobertura vegetal del lugar del derrame,
cambios en la dindmica poblacional de la fauna y la
biota microbiana y contaminacion por infiltracion de
cuerpos de agua subterraneos. Ademas del impacto
ambiental negativo, los derrames de hidrocarburos
generan impactos de tipo econdmico, social y de sa-
lud publica en las zonas aledafias al lugar afectado.

Las principales fuentes de contaminacién por hi-
drocarburos en la actualidad son las actividades de
explotacion y transporte del petréleo. En Colombia,
ademas de lo anterior, se presentan derrames de cru-
do en los sistemas de conduccion debido a incursio-
nes violentas de grupos al margen de la ley, entre los
aflos 1986 y 1998 dichas incursiones ocasionaron el
derramamiento de cerca de dos millones de barriles
de petroleo, 7.6 veces el petroleo que se derramo en
el desastre del buque Exxon Valdés entre Alaska y
Canada el 24 de marzo de 1998 (1).

www.unicolmayor.edu.co

En los ecosistemas terrestres, el suelo representa
el medio fisico que sustenta la vida de diversas espe-
cies, tanto animales como vegetales. La materia orga-
nica e inorgénica del suelo da cabida a la coexistencia
de una gran cantidad de microorganismos que se adap-
tan a sus caracteristicas fisicas y quimicas atin cuando
estas sean variables. Los microorganismos tienen una
gran importancia ecologica en los ecosistemas terres-
tres, pues cumplen la funcidon de descomponer sustan-
cias organicas de desecho en sus componentes basi-
cos, los cuales se metabolizan junto con los nutrientes
obtenidos del suelo, para generar nueva biomasa y lle-
var a cabo sus funciones vitales.

Quimicamente, el petréleo es una mezcla de hidrocar-
buros compuestos formados principalmente por carbono
e hidrégeno con contenidos menores de otros elementos
como azufre, oxigeno, nitrogeno o trazas de metales, de-
pendiendo del lugar de donde provengan. Los eventos de
contaminacion pueden ser remediados mediante eventos
naturales que ocurren en el medio contaminado. Por ejem-
plo, en suelos se presenta el proceso de atenuacion natu-
ral, capacidad de los suelos para degradar cantidades de
sustancias organicas; fundamentalmente ligado a proce-
sos metabolicos en microorganismos (biodegradacion),
pero también a procesos fisicos y quimicos como lava-
do, volatilizacion, fotodescomposicion e hidrdlisis; asi
como los de inmovilizacion por adsorcion y formacion

de enlaces con arcillas, oxi-hidroxidos, entre otros (2).
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En general, los hidrocarburos de petréleo son com-
puestos intermedios entre altamente biodegradables
y dificilmente biodegradables. La biodegradacion de
hidrocarburos en suelos se puede ver afectada por
diversos factores fisicos y ambientales del lugar del
derrame, como la temperatura; esta tiene una gran
influencia en la biodegradacion por su efecto sobre la
naturaleza fisica y quimica del petréleo.

Cuando la temperatura es baja, la viscosidad del
petrdleo aumenta variando su solubilidad en agua y
se disminuye la volatilizacion de algunas fracciones
toxicas que pueden afectar la actividad degradadora
de los microorganismos. Con temperaturas muy al-
tas, se incrementa la toxicidad de los hidrocarburos
inhibiendo la actividad microbiana. El rango de tem-
peratura mas apropiado para la biorremediacion se
presenta entre 30°C y 40°C, a la que se intensifica la
actividad enzimatica de los microorganismos acele-
rando al maximo los procesos de biodegradacion.

La biodegradacion de hidrocarburos requiere la
oxidacion de los sustratos por oxigenasas siendo ne-
cesaria la presencia de oxigeno molecular en el me-
dio. La concentracion de oxigeno es una variable
limitante para las tasas de degradacion de los hidro-
carburos; si el contenido de oxigeno en el suelo es
muy bajo algunas porciones del medio pueden volver-
se anaerobicas y afectar de manera negativa la
biodegradacion (3,4). La oxigenacion del suelo per-
mite la volatilizacion de los compuestos toxicos (5).

En cuanto a la capacidad de retencion de agua y
humedad, la biodegradacion de hidrocarburos en
ecosistemas terrestres puede ser limitada por la can-
tidad de agua disponible en el medio para el creci-
miento y metabolismo de los microorganismos. Di-
ferentes estudios realizados reportan que las tasas
optimas de biodegradacion se dan cuando la satura-
cion de agua en el suelo se encuentra en el rango de
30 a 90%, en valores menores la degradacion se ve
inhibida (6,7).
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En lo referente al pH, la mayoria de bacterias
heterdtrofas se desarrollan 6ptimamente en pH cer-
canos a la neutralidad, por lo cual es de esperarse
que pH extremos en el medio afectaran de manera
negativa a las comunidades microbianas inhibiendo
su capacidad para degradar hidrocarburos. Algunos
estudios han establecido que el rango 6ptimo de pH
para la biodegradacion de lodos aceitosos en suelo se
encuentra entre 5y 7.8 (7,8).

Otro factor de importancia es la adicion de nutrientes,
los cuales son necesarios para el desarrollo de la activi-
dad microbiologica y pueden ser divididos en dos clases:
macronutrientes y micronutrientes (9).

La adicion de hidrocarburos al suelo aumenta la
cantidad de carbono disponible en el medio para la
actividad metabolica de los microorganismos, si esto
ocurre en lugares donde la concentracion de nutrientes
inorganicos como N y P es baja, produce una relacio-
nes C/N y C/P muy altas lo cual es desfavorable para
el crecimiento microbiano.

Debido a que la disponibilidad de N y P en el medio
es un factor limitante en la degradacion microbiana de
hidrocarburos, se puede ajustar la proporciéon C/N/P
mediante la adicidén al medio de urea-fosfato, fertili-
zantes N-P-K y sales de amonio y fosfato logrando de
esta manera acelerar el proceso de biodegradacion.

Dichos factores deben ser controlados al maximo
para aumentar la eficiencia de biodegradacion y lo-
grar la recuperacion del suelo en el menor tiempo
posible. Actualmente se aplican técnicas de
biorremediacion bajo condiciones controladas, como
la biolabranza que consiste en incorporar a un sue-
lo, sedimentos o lodos contaminados con hidrocarbu-
ros en una delgada capa estimulando la actividad de
la biota microbiana nativa aerdbica del suelo, me-
diante la aireacion y/o adicién de nutrientes y hume-
dad (10).

La liberacion excesiva de hidrocarburos al medio
y la disposicion inapropiada de los residuos de petroleo,

hace necesario implementar métodos de tratamiento
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para la recuperacion de los suelos afectados, para
que sean ambientalmente aceptables y econdmi-
camente rentables. Dentro de la presente investigacion
se evalud el efecto de la adicién de nutrientes

mediante la técnica de biolabranza.

Materiales y métodos

El presente estudio siguié un diseflo experimental
basico preprueba-postprueba.

Muestra: fué tomada de la estacion experimental,
Finca San Javier de la Pontificia Universidad Javeriana,
ubicada en la via Zipaquira — Nemoco6n (Cundinamarca)
con la cual se evalué una alternativa de tratamiento para
suelos contaminados con petrdleo por medio de un pro-
ceso de biorremediacion, en el que se valoro la adicion
denutrientes P y N, aplicando la técnica de biolabranza,
durante un tiempo de experimentacion de 4 meses.

Muestreo: inicialmente se tomaron muestras direc-
tas del suelo de la finca San Javier para analisis fisico-
quimicos. En el laboratorio externo del Instituto Geo-
grafico Agustin Codazzi se practicaron los siguientes
analisis preliminares: nitrégeno total (N-NO,, N-NH,)
y extraccion con KCI (2N). Se realizd cuantificacion
potenciométrica de P asimilable y cuantificacion
colorimétrica; se determind densidad aparente por el
método del terron parafinado y carbono orgéanico por
el método de titulacion de Walkley — Black. Posterior-
mente se delimitd un area de 15 m?, de la cual se re-
movio la capa vegetal superficial presente y se toma-
ron muestras aleatorias excavando hasta una profun-
didad aproximada de 20cm; las muestras fueron em-
pacadas en 24 sacos de polietileno con un peso aproxi-
mado de 250 kg.

Adecuacion y preparacion del suelo: el suelo re-
colectado se mantuvo a la intemperie sobre polietileno
negro calibre 4, realizando riego y volteo una vez por
semana, durante un mes, con lo anterior la humedad
relativa permanecio entre 30 — 60%, pardmetro calcu-
lado mediante el método aplicado por el Instituto Geo-

grafico Agustin Codazzi. Para evitar la deshidratacion

y pérdidas por accidn del viento, se recubrid con sacos
de polietileno.

Determinacion de linea base: se complemento
la informacién del contenido de nutrientes (N y P),
densidad aparente y contenido de carbono organico,
obtenida en los analisis preliminares, con la determi-
nacion del pH y el conteo de unidades formadoras de
colonias (UFC) para heterdtrofos.

pH: la determinacion del pH del suelo, se desarro-
116 por el método 9045C, segtn Standard Methods (11).

Conteo de microorganismos heterotrofos tota-
les: se utilizd agar infusidn suelo mediante la técnica
de la Sociedad Americana de Microbiologia (7) y se
realizo conteo de microorganismos heterotrofos por
el método 9215 del Standard Methods (12,13). Se
prepararon diluciones 10! del suelo en agua
buferizada (14). Posteriormente, se agité 25 minu-
tos a 200rpm, se dejo decantar por 30min y se reali-
zaron diluciones sucesivas hasta 10®. Las diluciones
preparadas se sembraron en placas de agar nutritivo,
por duplicado dejandolas incubar a temperatura am-
biente (17 = 3°C) durante 7 dias, realizandose recuento
de unidades formadoras de colonias.

Contaminacion del suelo con petrdleo: el suelo
fue contaminado con 24L de petrdleo crudo tipo
castilla, con gravedad API 12, distribuido de manera
homogénea y posteriormente tamizado para lograr un
tamafio de particula uniforme. Se cubri6 con polietileno
y se dejo reposar durante 4 dias para lograr que el
contaminante impregnara completamente el sustrato;
al cabo de este tiempo se realizo volteo con el fin de
permitir la volatilizacion de las fracciones de hidro-
carburos de cadenas cortas. Se analizaron dos mues-
tras compuestas de lkilo, para determinar la concen-
tracion de hidrocarburos totales de petréleo (TPH)
por el método de luz infrarroja y se determino la con-
centracion inicial de nitrato, amonio y fosforo asimi-
lable.

Montaje de los mesocosmos: se realizd un monta-

je de 6 mesocosmos (unidades experimentales - UE)
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en cajas de polipropileno con capacidad de 0.0312
m3, sin sistemas de drenaje que contenian suelo con-
taminado hasta una altura de 14cm. A tres UE se les
adicion¢ fertilizante inorganico Triple 15, T15, el cual
contiene nitrégeno amoniacal y organico, fosforo asi-
milable (P,0) y potasio soluble (K,0O) en una propor-
cion equivalente al 15 % por kilogramo de fertilizante
y las otras tres se utilizaron como control bidtico.
Balance de nutrientes: con base en la relacion
C:N: P 100:10:1, se adiciond un total de 308g de T15
a cada una de las 3 unidades experimentales; este
fertilizante se distribuyo en el tiempo asi: 50% duran-
te el primer mes de experimentacion, 25% el segundo
mes y el 25% restante en el tercer mes. Se humede-
cid y volteo una vez por semana durante los cuatro
meses de investigacion. El porcentaje de humedad
relativa presente, se mantuvo entre 30 y 90% (3,15).
Se controlé semanalmente temperatura y humedad;
la humedad se determind segtn la técnica utilizada
por el Instituto Geografico Agustin Codazzi (7).
Muestreo del suelo contaminado: se realizdé un
muestreo compuesto; el suelo de las UE fue constan-
temente homogenizado proporcionando una distribu-
cion uniforme del contaminante, asi como de los
nutrientes adicionados. Las unidades experimentales
no tenian un sistema de drenaje por lo que no se pre-
sentaron pérdidas significativas de hidrocarburos ni
nutrientes por accion de la escorrentia o lavado del
suelo. La seleccion de las muestras se realizo de
manera aleatoria, tomando 8 muestras puntuales de
la superficie de las UE por medio de una cuadricula
de 60 x 40cm (4rea superficial), subdividida en 77
recuadros de 5 x Scm, los puntos para tomar las mues-
tras se seleccionaron por medio de nimeros aleatorios
y con el suelo recogido se conformaron dos muestras
compuestas. Las muestras compuestas 1 y 2 (M1 y
M2), de cada UE se obtuvieron mezclando 4 de las
muestras puntuales para M1 y 4 para M2, de esta se
tomaron submuestras con una cantidad de suelo ne-

cesaria para cada analisis de laboratorio.

Monitoreo del suelo contaminado: se monitorearon
las caracteristicas fisicas, quimicas y microbiologicas de
cada una de las UE durante los 4 meses de experimen-
tacidon se realizaron mediciones de temperatura y pH
mediante el método 9045C (11). Estos tres parametros
fueron medidos una vez por semana. La determinacion
del pH y el conteo de microorganismos heterotrofos to-
tales se llevd a cabo seglin la metodologia descrita ante-
riormente.

Anadlisis del numero mas probable (NMP): se rea-
lizé en placas de 96 pozos para microtitulacion; se
utilizé petréleo refinado como fuente de carbono, me-
dio Bushnell-Haas (16) e iodonitrotetrazolium vio-
leta (INT) (6). Los datos obtenidos en dicho recuento
fueron analizados con el software Most Probable
Number Calculator version 4.04 desarrollado por la
Agencia de Proteccion Ambiental de Estados Unidos
(US EPA).

Medicion de nutrientes: para determinar la concen-
tracion de nutrientes, se llevaron a cabo las mediciones
de: N-NO, y N-NH, con extraccion por KCI (IN) y
cuantificacion potenciométrica y P asimilable con ex-
traccion por Bray Il y cuantificacion calorimétrica (7).

Determinacion de los hidrocarburos totales de
petroleo TPHs: se llevo a cabo mediante determi-
nacion gravimétrica (14). La extraccion del hidrocar-
buro de las muestras de suelo, se llevo a cabo utili-
zando el método de extraccion por agitacion orbital
con diclorometano como solvente (17).

Determinacion de hidrocarburos policiclicos aro-
madticos (PAHs): se realizé mediante cromatografia liqui-
da (HPLC). Las curvas de calibracién se realizaron por
medio del analisis de una ampolleta de 2000ng/ml, cuyo
estandar contenia los 16 PAHs identificados por la USEPA
como contaminantes prioritarios (18). Estas determina-
ciones fueron realizadas en la segunda o tercera semana
de cada uno de los meses de experimentacion.

Aislamiento de los microorganismos degradadores
de hidrocarburos: se realizé durante el tltimo mes de

experimentacion. Se tomaron 2 muestras de suelo de
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0.1g, a partir de un muestreo compuesto realizado en
cada UE, cada muestra se sembré en 50ml de medio
mineral liquido Bushnell Haas (BH) con 1ml de petro-
leo refinado como fuente de carbono. Los in6culos fue-
ron colocados en agitador orbital a 120rpm por 3 dias a
temperatura ambiente. Posteriormente, se realizaron
siembras por duplicado de 0.1ml de cada muestra en
agar BH, utilizando petroleo refinado como fuente de
carbono, después de seis dias de incubacion a 37°C se
observo el crecimiento de colonias sobre el medio de
cultivo. A partir de la siembra inicial se realizaron tres
resiembras en agar BH con la misma fuente de carbono
e incubadas durante 7 dias a 37°C. Se realizo6 resiembra,
seleccion de colonias e identificacion por medio de prue-
bas bioquimicas Gram-Positive ID Kit BBL Cristal
Identificacion Sistems, de Becton, Dickinson and
Company.

Analisis estadisticos: los datos obtenidos al de-
sarrollar los analisis descritos anteriormente fueron
procesados en el programa estadistico SPSS para
determinar diferencias significativas entre los datos
obtenidos en cada una de las unidades experimenta-
les y entre el tratamiento con Triple 15 y el control

biotico.

Resultados

Porcentaje de humedad: tuvo un comportamien-
to creciente entre los meses 0 y 2, y decreciente en-
tre los meses 2 y 4 con valores comprendidos entre
36 a 67% para cada una de las UE.

Temperatura, presentd un comportamiento cre-
ciente entre los meses 2 y 4 para cada una de las UE,
manteniéndose dentro de un rango de 13 a 17 °C.

pH, presentd un comportamiento creciente desde
la semana 0 hasta la 10 y un comportamiento decre-
ciente desde la semana diez a la dieciséis, para cada
UE, presentando datos entre un rango de 4.2 a 6.96
para T15 y de 4.7 a 6.8 para control bidtico. Los va-
lores de pH fueron més bajos en las UE de Triple 15,

que los encontrados en UE de control bidtico.

TPH [rigikg) de suels

Tempo |moses|

Figura 1. Correlacién de concentraciéon de TPH vs. tiempo de
experimentaciéon en UE de triple 15 y control biético

Hidrocarburos totales de petroleo-TPHs, los
resultados obtenidos de TPHs para las UE parten de
un valor de 23280 mg/kg TPH en el primer mes, de-
creciendo hasta el cuarto mes. Los valores de TPH
para T15 fueron mas bajos que en el control bidtico,
llegando a un minimo de 2028 mg/kg y 8049 mg/kg
TPH respectivamente; presentando una diferencia
estadisticamente significativa (Figura 1).

Las UE con T15 mostraron valores mas altos de
remocidn que el control bidtico, alcanzando su maximo
valor en el segundo mes con un 75% de remocion, mien-
tras que en el control biotico fue del 62% en el mismo
mes. Los porcentajes de remocion total a lo largo de la
investigacion desde el primer mes al cuarto mes, en
las UE con T15 tiene valores comprendidos entre el 67
y 91% y valores en los controles bidticos comprendi-
dos entre el 37 y 65% (Figura 2).

Los Hidrocarburos policiclicos aromadticos
PAHs, tuvieron baja disminucion a lo largo del tiempo
de experimentacion. Las concentraciones que mas
disminuyeron fueron las de los compuestos pireno y
B(k) fluoranteno (Figura 3 y 4).

Correlacion de nutrientes, Triple 15, la tenden-
cia de todos los nutrientes analizados para las UE que
contenian T15 mostré un aumento progresivo, a pe-
sar de algunas fluctuaciones en sus valores; presen-
tando diferencias significativas entre ellos (p<0.05)
(Figura 5).
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Figura 2. Porcentaje de remocién de TPH’s vs. tiempo de observacién
en las UE de triple T15 y control biético.
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Figura 3. Concentracion de PAHs vs. tiempo de experimentacion
para las UE Triple 15.
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Figura 4. Concentracion de PAH’s vs. tiempo de experimentacion
para las UE de control biético.
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Figura 5. Correlacion de nutrientes segun tiempo de observacién en
T15.
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Figura 6 . Correlacion de nutrientes segin tiempo de observacion en
control biético.

Control Bidtico de los nutrientes analizados en las
UE, solo el N-NO, present6 un comportamiento decre-
ciente, inversamente proporcional al que presento el Py
el N-NH,. Se presentaron diferencias estadisticamente
significativas entre los diferentes nutrientes (p<0.05)
(Figura 6).

Microorganismos heterotrofos totales, el conteo
de heterotrofos totales del suelo de estudio presento
un aumento progresivo desde 10* hasta 10° en cada
una de las UE, sin una diferencia significativa entre
ellos; sin embargo, los valores obtenidos en el UE con
T15 fueron mayores que los del UE de control biotico;
con un incremento poblacional que inicia en los meses
2 y 4 respectivamente (Figura 7).

Numero mds probable NMP, los microorganismos
degradadores de hidrocarburos presentaron un
comportamiento creciente para la UE de control bidtico, con
valores logaritmicos comprendidos entre 5 y 9 y decreciente
parala UE con T15 entre los meses 2 y 4 de experimentacion,
con valores que varian de 6 a 1.7 (Figura 8).

Aislamiento e identificacion de microorganismos,
los resultados del aislamiento de los microorganismos
degradadores de hidrocarburos en los dos grupos de
experimentacion fueron: en las UE de T15 5 aislamien-
tos de bacilos gram positivos y 1 aislamiento de leva-
duras. En las UE de control biodtico 4 aislamientos de
de bacilos gram positivos y 1 aislamiento de levaduras.
Solo se pudieron identificar tres de las cepas aisladas,

las cuales se muestran en la Tablal.
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Figura 7 . Correlacién entre el comportamiento de microorganismos
heterétrofos totales vs tiempo de observacion en UE de triple 15 y
control biético.

Discusion

Durante la investigacion se conservo el rango de
temperatura Optima de crecimiento al cual se encon-
traban adaptados los microorganismos del suelo de
estudio; esto permiti6 un desarrollo satisfactorio de la
biota microbiana ya que a dicha temperatura se pre-
sentan las tasas mas elevadas de crecimiento y repro-
duccioén (19). De igual forma el porcentaje de hume-
dad se mantuvo dentro del rango establecido para el
proyecto (30-60%), lo cual proporcion¢ las condicio-
nes necesarias para el tratamiento de biolabranza.

El pH del suelo disminuyd notablemente en cada
una de las UE por la accion de los microorganismos
debido a la transformacion de materiales organicos y
nitrificacion, lo cual contribuye a que el suelo sea mas
acido (20).

Al final de la presente investigacion los analisis
reflejaron un alto contenido de nutrientes, pues las
UE eran sistemas cerrados; ademas la aplicacion
de T15 generd un aumento en el nitrato, amonio y P
en las UE, debido a que estimularon los procesos de
mineralizacién microbiana, liberando un exceso de

nutrientes en forma inorgénica. Teniendo en cuenta

Tabla 1. Resultados de identificacion taxonémica —BBL cristal.

Momenclatura ldentificacidn taxondmica

T151 A Corymebacteniin popimg U
T15 2 E 31 Baciius brews
CB 1A 11 gacilus hrewis
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Figura 8. Correlacion entre NMP vs. tiempo de observaciéon en UE de
T15 y control biético.

que en las unidades experimentales de control bidtico
no hubo adicion de nutrientes, el N-NH, presenta un
incremento que se le atribuye a los procesos de
mineralizacion.

Los comportamientos decrecientes para N-NO, y N-
NH, se debieron a la asimilacion de la totalidad del ni-
trogeno adicionado por parte de los microorganismos,
por lo tanto no se presentd una liberacion de N en forma
inorganica al medio. En las UE de control bidtico la can-
tidad de NO, present6 una disminucion que pudo deber-
se a un proceso de reduccion asimilatoria del nitrato.

Otra razén, pudo ser atribuida a la baja cantidad
de microorganismos nitrificantes capaces de
metabolizar todo el NH, resultante de la mineralizacion
de la materia organica.

Existen varias razones por las cuales el fosforo se
presentd en concentraciones menores que las de nitro-
geno en ambos grupos de observacion; una de ellas es
que el fosforo adicionado se adsorbe fuertemente por
el complejo del suelo y en parte resulta inactivo (21),
por otra parte las caracteristicas dcidas del medio des-
encadenaron una fuerte fijacion de los aniones sobre
todo el fosfato que, se incorpora a las arcillas del suelo
de estudio (22); esto provoco una inmovilizacion defi-
nitiva del mismo durante el cuarto mes cuando el pH
lleg6 a ser demasiado acido (pH 4), interviniendo en el
grado de solubilidad del fésforo y por consiguiente en
su aprovechabilidad (21), impidiendo asi la presencia

de fosforo asimilable.
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La adicion de nutrientes en las UE de T15 ocasio-
no un incremento en la cantidad de microorganismos
heterdtrofos comparados con los de CB en las que
fue mas bajo; esto demuestra que la abundancia de
fuentes de carbono presentes en el sustrato al conta-
minar el suelo con hidrocarburo, puede intensificar la
actividad microbiana, pero las bajas concentraciones
de nutrientes retrasan los procesos de biodegradacion
de dichos contaminantes.

La contaminacion del suelo con hidrocarburos ge-
ner6 un cambio drastico en las condiciones del medio
que inducen a un periodo de adaptacion en las comu-
nidades microbianas, el cual fue mas prolongado en
las UE de control bidtico debido a la carencia de al-
tas concentraciones de nutrientes.

La disminucién de las fuentes de carbono propias
del suelo generd el consumo del hidrocarburo, lo cual
ocasiond el incremento de los microorganismos
degradadores. La densidad poblacional de dichos
microorganismos depende de las relaciones carbono
nitrogeno (C:N) presentes en el suelo; cuando dichas
relaciones son altas las tasas de mineralizacidon son
bajas y cuando estas relaciones son bajas las tasas
de mineralizacidn son altas, lo cual se evidencia con
la concentracion de TPH's.

El aumento de microorganismos heterotrofos to-
tales se debid a procesos cometabdlicos, lo cual pue-
de justificar el aumento de los heter6trofos totales en
las unidades experimentales durante los tltimos me-
ses de experimentacion. Los procesos cometabdlicos
y actividades bioquimicas sinérgicas en consorcios
microbianos pueden conducir al reciclaje total de com-
puestos relativamente recalcitrantes (2).

Las diferentes cepas encontradas se desarrollaban
simultaneamente en cooperacion mutua, con lo cual se
logré comprobar que la degradacion de hidrocarburos
requiere de la presencia de poblaciones mixtas con
amplias capacidades enzimaticas para la degradacion
de mezclas complejas de hidrocarburos, petrdleo cru-
do, en suelo (23) debido a que los microorganismos

individuales pueden metabolizar solo un limitado rango
de sustratos de hidrocarburos (24). Las bajas tasas de
degradacion de los PAH’s se atribuyen a que los pro-
cesos de biodegradacion de este tipo de compuestos
son muy complejos y requieren mayores tiempos de
tratamiento que los TPH's.

Los resultados obtenidos en la evaluacion de la
atenuacion natural demostraron que la degradacion
de hidrocarburos por esta técnica requiere de un pe-
riodo de tratamiento mayor al evaluado para lograr
una reduccion de los TPH hasta niveles que no afec-
ten la salud publica.

Los elevados niveles de remocion de hidrocarburos
obtenidos en el tratamiento de biolabranza, demostra-
ron que la adicion de nutrientes inorganicos; en combi-
nacion con altos porcentajes de humedad y condiciones
aerobicas agilizan los procesos de biodegradacion de hi-
drocarburos en suelo.

La disminucién en el porcentaje de remocion de
hidrocarburos después de llevar a cabo los procesos
de biolabranza, se debid a la cantidad de nutrientes
con la cual fueron tratados, ya que los dos se mantu-
vieron bajo los mismos parametros de humedad, tem-
peratura y aireacion.

Los conteos de microorganismos heterdtrofos to-
tales del suelo de estudio permitieron evidenciar, a lo
largo del tiempo de experimentacion, los diferentes
comportamientos; periodo de adaptacion a las nue-
vas condiciones del medio y la degradacién intensiva
del contaminante.

El desempefio de los microorganismos degradadores
de hidrocarburos es dptimo cuando en el medio se pre-
sentan las condiciones ambientales y nutricionales ade-
cuadas, las cuales generan en los microorganismos
una capacidad de respuesta rapida a eventos de con-
taminacion.

La disminucion en las concentraciones de los PAH

a lo largo del tiempo de experimentacion fue baja

www.unicolmayor.edu.co
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debido a que este tipo de compuestos presentan poca

degradabilidad y volatilidad, por lo tanto tienen un alto

grado de persistencia en el medio.

La eleccion de un tratamiento para biorremediar

el suelo contaminado con hidrocarburo no depende

solo de la disponibilidad econdmica, sino también de

las caracteristicas propias del terreno, del contami-

nante y del impacto ambiental negativo que pueda este

pueda generar.
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