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RESUMEN

Palabras clave: Se evalu¢ la actividad de biodegradacion de microrganismos en la recuperacion de suelos contaminados por
hidrocarburos. Se usaron dos concentraciones de hidrocarburos totales de petroleo (TPH) iniciales: 4,7 %
3 y 6.5% a los cuales se aplico microorganismos degradadores de hidrocarburos (MDH) y microorganismos
Hidrocarburos, degradadores de fenoles (MDF). Se empled disefio experimental factorial 2x2 con dos repeticiones, los
Fenoles, tratamientos fueron T1: Suelo con TPH 4,7% + MDH, T2: Suelo con TPH 4,7% + MDH/MDF, T4: Suelo
Suelo. con TPH 6,5% + MDH, T5: Suelo con TPH 6,5% + MDH/MDF y dos testigos T3: Suelo con TPH 4,7% y
T6: Suelo con TPH 6,5% sin aplicacion de MD. La cantidad de microorganismos aplicada por tratamiento
correspondio con larelacion de 0,3% en peso del suelo a remediar. A cada uno se agrego6 suplemento nutricional
tripolifosfato de sodio y urea 46%. La unidad experimental fueron bandejas plasticas con capacidad de 10
kg c/u de suelo contaminado. Los bioensayos se llevaron a cabo durante 62 dias. Los resultados mostraron
que el porcentaje de remocion fue mayor en T1: Suelo con TPH 4,7% + MDH y T4: Suelo con TPH 6,5% +
MDH con 68% y 66% respectivamente. La utilizacion de la mezcla Degradador de hidrocarburos (MDH) +
Degradador de Fenoles (MDF) en cuanto a % de remocion fue mayor para T2: Suelo con TPH 4,7% + MDH/
MDF con un 65%. La prueba LSD Fisher (0.05) determiné diferencias significativas para concentraciones de
hidrocarburos A (4,51) y B (6,51) con promedios de 1,60 TPH y 2,52 TPH respectivamente, lo que significa,
a menor concentracion inicial de TPH, mayor eficiencia de los microorganismos biodegradadores aplicados.

ABSTRACT

Keywords: The biodegradation activity of microorganisms in the recovery of soils contaminated by hydrocarbons was

evaluated. Two initial concentrations of total petroleum hydrocarbons (TPH) were used: 4.7% and 6.5%, to

which hydrocarbon-degrading microorganisms (MDH) and phenol-degrading microorganisms (MDF) were

Hydrocarbons, applied. 2x2 factorial experimental design was used with two replications, the treatments were T1: Soil with

Phenols, TPH 4.7% + MDH, T2: Soil with TPH 4.7% + MDH / MDF, T4: Soil with TPH 6.5% + MDH , T5: Soil with

Soil. TPH 6.5% + MDH / MDF and two controls T3: Soil with TPH 4.7% and T6: Soil with TPH 6.5% without
application of MD. The amount of microorganisms applied per treatment corresponded to the ratio of 0.3%
by weight of the soil to be remedied. To each was added nutritional supplement tripolifosfato de sodio and
urea 46%. The experimental unit were plastic trays with a capacity of 10 kg each of contaminated soil. The
bioassays were carried out for 62 days. The results showed that the percentage of removal was higher in
T1: Soil with TPH 4.7% + MDH and T4: Soil with TPH 6.5% + MDH with 68% and 66% respectively.
The use of the mixture Degradador de hidrocarburos (MDH) + Depends of Phenols (MDF) in% of removal
was greater for T2: Soil with TPH 4.7% + MDH / MDF with 65%. The Fisher LSD test (0.05) determined
significant differences for concentrations of hydrocarbons A (4,51) and B (6,51) with averages of 1,60 TPH
and 2,52 TPH respectively, which means, at a lower initial concentration of TPH, greater efficiency of applied
biodegradable microorganisms.
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Introduccion

Los hidrocarburos estipulan una actividad econdémica
de primera importancia a nivel mundial ya que son
los principales combustibles fosiles, ademas sirven
de materia prima para todo tipo de plasticos, ceras y
lubricantes. Pero son estas formas de elevado valor
econémico (petroleo y derivados) las responsables de
graves problemas de contaminacion en el medio natural
[1]. La generacion de impactos ambientales adversos
en los diferentes compartimentos ambientales debidos
a fugas y derrames de hidrocarburos (intencionales y
no intencionales), asi como afloramientos naturales,
constituyen uno de los problemas ambientales mas
importantes para el recurso suelo [3].

La contaminacion de los sistemas acuiferos y suelos
ecologicamente sensibles con petréleo es un problema
ambiental global muy importante. Se estima que mas de
8 millones de toneladas métricas de petroleo se liberan
anualmente al medio ambiente global por derrames,
fugas, afloramientos naturales, produccion costa
afuera, transportacion, aguas residuales industriales y
escurrimientos urbanos [5].

El impacto ambiental de los derrames de crudo en
Colombia ha dejado miles de hectareas afectadas, sin dejar
a un lado los kilémetros de rios y quebradas. Estos dafios
a las fuentes hidricas, suelos, aire, fauna y vegetacion,
causados por actos terroristas a la infraestructura
petrolera o como resultado de la actividad de la extraccion
del petroleo, son practicamente irremediables, ya que los
procesos de descontaminacion no alcanzan a cubrir todas
las areas afectadas y se realizan mucho tiempo después
de que el crudo ha penetrado al ecosistema [13].

En la actualidad los derrames de hidrocarburos por
multiples causas, presentan un reto para las diferentes
entidades encargadas de la recuperacion del espacio
afectado por estos. La biorremediacion es una opcion
de recuperacion natural y aceleradora en la degradacion
de los residuos que afectan las condiciones normales del
suelo de manera amigable con la naturaleza [10], mediante
la adicion de materiales a ambientes contaminados
para producir una aceleracion del proceso natural de
biodegradacion [9].

Para la descontaminacion de suelos contaminados por
hidrocarburos, en el mundo se han implementado diversos

métodos de descontaminacion. El mas empleado es en el
que se aplican técnicas fisicoquimicas, con la desventaja
de ser muy costoso y que puede emplear mucho tiempo
en ver resultados. El Landfarming es una técnica de
bajo costos pero, con la diferencia a otras, esta demora
en el tiempo de degradacion de los contaminantes, la
generacion de lodos contaminados es alta y se tiene
que evacuar de forma eficaz y eficiente. [2]. Entre las
alternativas actuales para el proceso de biorremediacion
existen ya microorganismos aislados que degradan
hidrocarburos y fenoles con resultados positivos [10].
Dentro de los contaminantes hidricos, los fenoles
constituyen un contaminante indeseable al conferirle
al agua caracteristicas organolépticas desagradables y
nocivas para la salud humana, entre otros problemas [12].
Sin embargo a pesar de los beneficios de las tecnologias
de biorremediacion, existen algunas dificultades en la
aplicacion debido a las restricciones impuestas por el
sustrato y variabilidad ambiental, el potencial limitado
de biodegradacion y la viabilidad de los microorganismos
de origen natural, entre otras [7].

Con el presente estudio se pretende evaluar actividad
de microorganismos degradadores de hidrocarburos y
fenoles en la recuperacion de suelos contaminados con
hidrocarburos.

Metodologia
Ubicacién

Elestudioserealizd enla Hacienda Carrillo, corregimiento
La Garita a 534 msnm, con una temperatura promedio de
28 °C y precipitacion anual entre 500 y 1.000 mm/afio,
del municipio Los Patios, Norte de Santander (Colombia).
Se emplearon bandejas plasticas con una capacidad
de 10 kg c/u de suelo contaminado con hidrocarburo a
concentraciones TPHs de 4,51% y 6,5%; a los cuales se les
realizo la aplicacion de microorganismos degradadores de
hidrocarburos (MDH) y microorganismos degradadores
de fenoles (MDF).

Instalacién del bioensayo

Inicialmente se tomo una muestra de suelo a una
profundidad entre 0,25 y 1,0 m, a la cual se determino
la humedad mediante analisis gravimétrico realizado en
el laboratorio de suelos del IGAC (Instituto Geografico
Agustin Codazzi). El pH del suelo contaminado fue de
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6,92. La cantidad de agua suministrada al inicio fue para
todas las unidades de 1400 ml, determinando como punto
de saturacion 1600 ml. Posteriormente se le suministro
diariamente cantidades iguales a cada tratamiento de 300
ml.

Contaminacion del suelo

El suelo extraido sin esterilizar fue contaminado con
hidrocarburo quedando a concentraciones de TPH de
4,51% y 6,5%. Dicho suelo fue secado en forma natural
durante 4 dias y tamizado a 2,33 mm, proporcionando de
esta manera la distribucion homogénea del hidrocarburo
y disminuyendo la formacion de agregados [3].

Se establecieron 6 tratamientos, que consistieron en T1:
Suelo con TPH 4,7% + MDH, T2: Suelo con TPH 4,7%
+ MDH/MDF, T3: Suelo con TPH 4,7% sin aplicacion
de MD, T4: Suelo con TPH 6,5% + MDH, T5: Suelo
con TPH 6,5% + MDH/MDF, T6: Suelo con TPH 6,5%
sin aplicacion de MD. Las unidades experimentales
dispuestas en casa malla, consistieron en bandejas
plasticas de capacidad 10 kg c/u de suelo contaminado
con hidrocarburo a concentraciones descritas
anteriormente. La cantidad de microorganismos aplicada
a cada tratamiento corresponde a la relacion del 0,3% en
peso del suelo a remediar. Para estimular el desarrollo
y crecimiento de microorganismos, a cada uno se le
agregd un suplemento nutricional con tripolifosfato de
sodio y urea al 46% [3]. Para la cuantificacion de los
TPHs presentes al inicio y al final del estudio, se utilizo
la técnica de extraccion Soxhlet, por gravimetria, método
EPA 9071 B-SM 5520 D, realizado por el laboratorio
CHEMILAB, ubicado en Bogota D.C. y de esta manera
determinar el porcentaje de remocion del contaminante
en relacion a este parametro.

Disefio y factores experimentales

Se empled un diseno experimental factorial 2x2 con
dos repeticiones, los tratamientos utilizados fueron los
descritos anteriormente. La unidad experimental fueron
bandejas plasticas con capacidad de 10 kg c/u de suelo
contaminado. Los resultados se sometieron a analisis de
varianza y pruebas de comparacion multiple por el test
de Tukey y LSD Fisher para la minima significancia,
utilizando el paquete de disefios experimentales [8].

Resultados y Discusion

Los resultados de laboratorio mostraron que el porcentaje
de remocion fue mayor en los tratamientos T1: Suelo con
TPH 4,7% + MDH y T4: Suelo con TPH 6,5% + MDH
con el 68% y 66% respectivamente; adicionalmente se
evidencia que la utilizacion de la mezcla Degradador de
hidrocarburos (MDH)+ degradador de Fenoles (MDF) en
cuanto al % de remocion fue mayor para el tratamiento
T2: Suelo con TPH 4,7% + MDH/MDF con 65% de
remocion. Para los tratamientos control T3: Suelo con
TPH 4,7% sin aplicacion de MD y T6: Suelo con TPH
6,5% sin aplicacion de MD, la remocion fue del 7% y 5%
respectivamente (Tabla I).

Tabla I. Porcentaje de remocion de hidrocarburos totales de petroleo (TPH) por
tratamiento utilizado.

TRATAMIENTO *TPHs MICROORGANISMO APLICADO | *TPHs (%) REMOCION (%)
(%) FINAL
INICIAL

T1 471 Degradador de hidrocarburos (MDH) 1,53 68

T2 471 Degradador de hidrocarburos (MDH)+ 1,67 65
degradador de Fenoles (MDF)

T3 471 NINGUNO 437 7

T4 6,51 Degradador de hidrocarburos (MDH) 2,19 66

T5 6,51 Degradador de hidrocarburos (MDH) + 2,85 56
degradador de Fenoles (MDF)

T6 6,51 NINGUNO 6,18 )

*Hidrocarburos Totales de Petréleo (TPH)

La menor remocion en términos de TPHs corresponde
con el tratamiento T5: Suelo con TPH 6,5% + MDH/
MDF con un 56% de remocion; eficiencia representativa
al ser comparada con otras investigaciones como la
realizada por [4], en el que las eficiencias maximas de
remocion del 25 % aplicando microorganismos propios
de la vacaza mas aserrin de bolaina, mostraron resultados
positivos en términos de remocion de contaminantes de
esta naturaleza.

De acuerdo con los resultados de los analisis estadisticos
se encontrd por prueba de Tukey (0.05) que existen
diferencias significativas entre el tratamiento T5: Suelo
con TPH 6,5% + MDH/MDF con un porcentaje de TPH
final de 2,85% y los demas tratamientos empleados.
Mientras que no existieron diferencias significativas
entre este mismo tratamiento y el tratamiento T4: Suelo
con TPH 6,5% + MDH (Fig. 1).
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Figura 1. Diferencias de TPH final entre tratamientos utilizados.

Por otro lado mediante la aplicacion de la prueba LSD
Fisher (0.05) las concentraciones de hidrocarburos B
6,51) y A (4,51) con promedios de concentraciones
2,52 TPH y 1,60 TPH, respectivamente presentan
diferencias significativas, lo que significa que a menor
concentracion inicial de TPH, mayor la eficiencia de los
microorganismos biodegradadores aplicados (Fig. 2).
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Figura 2. Promedios remanentes de TPH de las concentraciones utilizadas.

Al respecto [6] en estudio realizado encontraron que
la concentracion inicial de los hidrocarburos totales de
petroleo (HTP) se ve influenciada inversamente por la
biodegradacion de microorganismos al pasar de 15.3, 19.0
y 29.2 g/kg de suelo a 84, 72 y 55 %, respectivamente, en
60 dias.

Por otro lado, se determind con los tratamientos control
T3: Suelo con TPH 4,7% sin aplicacion de MD y T6:
Suelo con TPH 6,5% sin aplicacion de MD, que la
remocion fue del 7% y 5% respectivamente (Tabla 1), no
fueron tomados como representativos estadisticamente;
lo cual nos puede indicar que la contaminacién por
hidrocarburos generan grandes impactos en los

alcanzan a corregirlos de manera natural. Al respecto
[11] en estudio relacionado mediante biorremediacion
bacteriana encontr6 estabilidad de toxicidad utilizando
bioestimulacicion, bioaumentacion y atenuacion natural
llegando a obtener concentraciones menores a 5000 ppm
de TPH.

De acuerdo con lo anterior [3], mencionan que aunque
la atenuacion natural puede generar resultados positivos
es una técnica poco recomendable para tratar derrames
de hidrocarburos, pues los tiempos necesarios para el
restablecimiento o la recuperacion del ecosistema suelen
ser tan largos, que permiten que el contaminante se
mueva y genere impactos negativos no solo en el sitio del
derrame sino también en ecosistemas adyacentes.

Por ltima instancia, la combinacion de los
microorganismos degradadores de hidrocarburo +
degradadores de fenoles no generaron mayores eficiencias
de remocion en ninguno de los tratamientos, sin embargo
[10] en estudio relacionado, mediante la aplicacion de P
Sfluorescens redujo el contenido de fenoles hasta en un
50% después de 15 dias.

Conclusiones

Se pudo evidenciar la efectividad del proceso de
biorremediacion mediante la medicion del porcentaje de
remocion hidrocarburos totales (TPH) en los tratamientos
evaluados, no obstante los resultados de la combinacion
de grupos de microorganismos con actividad degradadora
en el proceso de biorremediacion del suelo contaminado
(Degradadores de hidrocarburos + degradadores de
fenoles) no fueron tan eficientes.

Existe una mayor eficiencia de los microorganismos
al degradar suelos con menor concentracion de
hidrocarburo, lo que significa que a menor concentracion
de hidrocarburos en el suelo, mayor eficiencia de los
degradadores aplicados.
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