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Resumen 

RESUMEN 

En este trabajo se presentan los resultados de pruebas de biotratabilidad a nivel mesocosmos de un 

suelo contaminado con diese), en el cual se utilizaron dos materialesorgánicos texturizantes: composta 

y fibra de coco, además de la adició,.; de fertilizantes. 

El suelo contaminado tenia una concentración de diesel_de 86,926 mg/kg. Se utilizaron como controles 

un suelo no contaminado ~dicionado de texturizantes -y un .suelo contaminado' sill' adiclóri' d~-
texturi~antes, en este ultimo se realizo I~ caracterización microbiológica y fisicoquímica. Las pni~bas 
de biotratabilidad se realizaron en recipientes de vidrio con capacidad pa~a 3 k~ ~e s¡;el~, la 

temperatura se mantuvo constante en una incubadora: Se: montaron cuatro pruebasJ°dif~-r~n·t~s~por 
tripliCado: Suelo contaminado + Composta; Suelo contamin~do + Cornposta -:t:- F,el"t,iÚ~nie~; Suelo 

contaminado + Fibra de coco; Suelo contamin~do '-!: Fibra :de cocC> +:FertHi+n~F~· (~ '~antl~ad de' 

~~;:~::~::":~~~:::::::::::· :3~:~!º~~iii~,~:i~~~~~~i~~~Bf ;fü 
Se realizó un muestreo inicial (T0), a l°'s40(T¡)'y:aJos·;80.díru;;(T2) e~·cada•pno·se evalua~on 

:~::::it~~=gi::~co~~~=~cr~: (pp::e:~:~f 1dt~~~~:~~dt~~t W·ifiYl~f ji~=~:ii~~lrtt~:.·· f ::~;:: ·. ~ 
·:.;-· 

levaduras), además del diese! residual.· -. ( 

La utilización de texturizantes ade~IÍ!; de su ~fe~;o éo"~~ dih.iyente, mejoró las características flsicas 
~ ; ' . .- ' .. ' ·. ~ :'- ·' . . .-

(es tru c tura y aeración) y químicas del ·suelo, especialmente aporte de nitrógeno y fósforo disponible, 

lo cual se reflejo en la degradación del diese). en mayor medida en los tratamientos sin adición de 

fertilizantes 72.25% (Sc+C), y 60.69% (Sc+Fc). El uso de una fuente de nitrógeno como la urea, 

posiblemente afecto de manera negativa a los microorganismos tanto en su desarrollo como en su 

capacidad degradadora, principalmente por las condiciones alcalinas (pH 7.85 a 8.84) que se 

generaron a lo largo del experimento, lo cual se reflejo en el porcentaje de degradación del 33.55% 

(Sc+C+F) y 31.75% (Sc+Fc+F1 . El número de bacte~l~ p~tencialmente degradadoras , osciló entre 

105 y 107 ufc/gr suelo tanto en los tratamientos· con y ~in fertiÍizantes, pero en el caso donde las 

condiciones resultaron más alcalinas (Sc+c+F ·Y:. Sc+F~+F) pudo afectar tanto su capacidad 

degradadora, así como la disponibilidad de sustriit;,:·~61110 lo ~s el diese). Se encontró la presencia de 

hongos (NO a 106 UFC/g suelo) y levaduras (NO ii"'í lu UFC/g suelo) el cual resultó muy variable, e 
- -- ' ·- .- ~- -

inclusive en algunos casos no se obtuvo creéilTlierit~, no obstante se asume que pudieron haber 

participado en la degradación del diesel. 
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Introducción 

l. INTRODUCCIÓN 

El incremento en las actividades industriales a nivel mundial, a tenido como consecuencia 

problemas de contaminación en el medio acuático y terrestre; rAd~mlÍs ci6' la' é:Órit~l11i~ación del 
'·' ,_,, ., ; ' -··.::~.-. . .... j;..,;,-_,.~::~~~ -,__:::·,, 

aire. . ··. ' - ,: {:~,:: , , • ·•;:e 

En afio s. 'e~;entes han su,g;do d;,ej.as;~:~~~(f ~Ís;¡t}¡J~[e~i:i~~¡tf ¡~i~~~,~~~( de 
contaminación,. entre. los· que destaca~ 1()5. hi~~ocarburos:'deC pefr<':leó'¡i·· as!; C:o1:é>'' 10.s maforiáles 

peligr~sos, principales co~t~miofnt~.s .• ~}i~.>s~~16~.~ /~Ht~b ~·.:~~~t~¡;~'t'~~~~
5

i~~~~~~{.;,,~,i~?i~{i~1~s,··.· la 
biorremediación ha sido muy utilizáda dl'.bido aque es rdátivámérite más écoñómicá que et resto ' 

de las tecnologías, y ademásp~rqüe engene~alpu~de l~~;~T~J~'nif~éi~1i;:agiÓ~·~~~pl~tddelos 
contaminantes. 

La importancia de llev~r a cibo. pruebas .de bicitrat.ibÚidád a nivel .de laboratorio, permite 

establecer la factibilidaci:'de: aplicar iina biorremediació~'ad lzoc al sitio y hasta donde puede 
.;'•. -,,", , .. -.. -

llegar el· nivel de. biodegfadaci~~ de lós co~taminantés. Además se. pueden conocer los grupos 

microbianos pr~s~nt~;; ~-~ªh~e:ui~~i~~tc)'~,;·~fr.;ivol_u~úsn·a. l().largo_del, tiempo. 

Las condi.cioné~~•en, el ;·árii,6~¡~t~;~~~!l.~J;i~()~~u:~~~~·· r~~u~ta~/~ct~6r~~~·•~.~ia los microorganismos, ya 

que la concentracion de Ull fontanlinanfo pÚede resultar muy alta;'o;fü;ri; tóxica para los mismos. 
·, . ·. ·._ ~'-:-.:.-.<- : >y>·~;~~:·;?_.?-'.~:--.:::-~\: ·:.::/:t~:< ':;:'~ ;-: ·,_''_:~:/·-~-·. ·;:':'.> - ~~·/ .. : .. ·,,_'(\· .. -~~-~:· .:--: ~-~-.;( -<:::.'.~-;::,";'.:_:;,_/'. : .. :,._ ,_.' ': 

La falta de oxígeno, hume?.ªd.reducid¡;¡,'ounpH'extremo •• 4isiJiinuyen ladiversidad de los grupos 

microbianos y su .. acÚ~i~~J;bibtó~Íé~:frl!~~~ ~ -)~§- 6.~~t.~pi¡~¡~~~~)'.: Ot~o .. problema es el bajo 

contenido de nutrierit¿s erl'.ul1 suelocontainiriádo~ prin6ipairric;;hd:;'en.:10' que se refiere a nitrógeno 
,.· ..• ,,';';< .' " ··:.' .. o·,_ • "·~" .·¡· - ·>:-.· '-'·-', ~>:~·· -

y fósforo. · ···,,·,,., 
::;. 

Lo anterior lleva a la conveniencia de mejorar lás c'6ndicione~ fisicas del suelo mediante la 
',·-: 

adición de texturlzántes orgánicd~. así como las c9ridiciones químicas a través de la adición de 

Luis Felipe Vilchis Anaya 2002 1 
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Introducción 

fertilizantes, lo cual podrá favorecer una más eficiente biodegradación de los contaminantes, 

mediante el uso de ¡~'flora nativa. 

Luis Felipe Vilchis Anaya 2002 2 



Objetivos 

11. OB.JETIVOS 

Objetivo general 

• Determinar los microorganismos nativos de un . suelo contamin~dÓ con di~sel y ~u 
comportamiento a largo de pruebas de biotratabilldad en el laboratorio. 

Objetivos particulares 

• Determinar los grupos microbianos nativos de un suelO contaminado con diesel. 

• Dar seguimiento a la respuesta de los grupos micr6bianos nativos, durante el desarrollo de 

pruebas de biotratabilidad que incluye~ la acli~iJn· de materiales orgánicos texturizan tes y 

de fertilizantes. 

• Obser\rar la participación de la microflora nativa en la disminución de la concentración del 

diese]. 

Luis Felipe Vilchis Anaya 2002 3 



Marco Teórico 

111. MARCO TEÓRICO 

A. Microbiología del sucio 

El suelo es un ecosistema dinámico en el cual los microorganismos se ericuelltran entrelazados 

entre los componentes fisicos y biológicos. La microflora de los .suelos es compleja y puede 

incluir miembros representativos ~.e•. diversos grupos microbianos. La magnitud de las 

poblaciones y tipos específicos .e~tán\eii ~strecha relación co~ Io.s diferentes tipos de suelos y 

factores microambientales, tales ~·~;h6/;1-I;'tn1medad y la disp~~Íbilidad de nutrientes. Contrario 
, ·>·'·;~:>:~:·.',.":?-:~r·,)~\·~~,.·.:~:i~?<?;~;·.:: ·.:~·\.· ·- , · :', .":::--·.:.:·.~_~> .. · .·. -

al ambiente acuático, el ~11elo'I"éfI'e'~entai,~n(hábitat· muy\variable para los microorganismos, 

~:~::.:~:.;:~::.·~::t~ii1~~~~~~~~%i~:~~~~0~j~e¡:::::·:::,;:'~:::bl::;~::~ 
ambiente edafico selecciona los .t1pos,m1crob1anos •que:pueden adaptarse fis1olog1camente a un 

.- , : \''- ;:r:~:_·':-·;:~{ .. :, :· ~~~;(·=-_·"1;¡1r::,:_~~~~s/.:~:;;;~:-~~--.:~~}t~::;,ri-:' ~s::~\.:~k~~~~>8~F~'-':1:·:t/(:\:,:}::_,,:: -(., --:-: .. _. - '·:· • , • . 
conjunto dado.detcond1c1ones~naturalesnEn:.otras:palabras;'Ja poblac1on m1crob1ana en el suelo 

· _.-: .-::.;:"· <-.:~~--~- ~~-~~?~<."F!!J~4~:;:~;.-~~~;-I_ ·.L?f/:~;:,:~~>~-~ -~·;j{:#;~/~tF;,:: :i:;:·~·.; <~~~~~~~/ <·~ .. ,j ·:· '.~::;~,,: :·{:..:~:.'~·,._ ~.'.::- .' .. ::·.·:. : 

cambia con faCilidad ér(repuesta a~IOs"carhbi.os'ámbiéritátes • (Edmonds, 1978). 
'· ··~:·~:~'.-_~,-~~~;·.~ :·. :, >.:''.\":i~ :-f.r-~--t;l~~~<~f;~:;,-~:;!?:?.>üi~:·:.:l;~~~~·;~{~-~, ;~~::-º:j_~,,::>~If/?>~ ·--~[~f;' <J~ ·· 

. . ·:¿:·J.,,'.:/;;.-::;,_,,~ .. <(,, ._,. -'",- _-"''~T~' \'!.}]'.~~(· '.;;· , ·,<:.';~_,_·:~-~·:, 

Losmi~fo'.~t~~~i~~~~J~~~¡'.i6~"7kH'ú~i~;1~'~. #~.e~~~i)H~~~h~ables del reciclaje del carbono en la 

naturaleza:~. :En'./.ff,riiuchos,. ;>ecosistemas ·<existen ... ·comunidades microbianas nativas 

::::bt~:~j~~~~5f:,::•d::o::.d:i::••.:::~:nsu:~:::·~;b~:,:.":.:::s v:ri:•:~: 
::.'_;· .... ;'.. '-.-- ! .)";:_·: ,¡;;~ 

dulce.(A.tlas~ y\Bartha, 1973) En ecosistemas no contaminados dichas poblaciones pueden 
.- {•:·~- ·.•;-;, -. '/ 

constituir :menos del 0.1 %, en tanto que en presencia de hidrocarburos contaminantes, éstas 

püedeit constituir arriba del 100% de los microorganismos viables. Estas diferencias reflejan 

cuantitativamente los grados o el grado de exposición de un ecosistema a los hidrocarburos. 

'Además una amplia degradación de contaminantes del petróleo generalmente va acompañada por 

una mezcla de especies microbianas, más que especies microbianas individuales (Raiser, 1992). 
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.. uno delos primeros e~~dios,sot)re ladiversidad microbiana fue realizado por Zobel en 1946, en 

el ~ué: r;~~Ól1~ció. 4Je:;ciJ~i-t0~~ Jli¡~h>organismos tienen la habilidad para utilizar hidrocarburos 
- :" /'::. ·: .. .:·_-_':. .. e:.<_.'-:.:-:~~-. '.:~~;:·_ ·~}ó:·::: _ \::0: ·:"/. __ ~:' __ ··-~ 

como Úl}iCá ft¡ellfo ;de carbpri<) xeriérgía, y los cuales se encuentran ampliamente distribuidos en 

I~ ~.~;.;~~~~ti~: l~~t)'~ ~-w~ .··•••·· 
Muchas. espehies de bact~ii~, (:i~tjobacterias, hongos filamentosos y levaduras coexisten en 

ecosistelTlas nat:Urales, y pueden actuar independientemente o en combinación para metabolizar 

algunos compuestos, como por ejemplo, hidrocarburos aromáticos (Gibson, 1984). 

l. Microorganismos que intervienen en la biodegradación de hidrocarburos 

1.1 Bacterias 

Las bacterias son los organismos más numerosos en el suelo, se dice que existe hasta 108 

poblaciones viables por gramo de suelo, y son asimismo los organismos que presentan mayor 

diversidad fisiológica (Wild, 1992). 

En general, la mayoría de .fas :p(,blac'iones l:>acte,rianas organotróficas aerobias de una gran parte 

de los suelos está co~p~'~s~tip~~~é~~I"os~r~ni;o~itivos. Es común encontrar que hasta un 70% 

de la totalidad de las b~¿~~iÍ~~'.:aÍ~i~cl~s «:1ersuelo sean, de los géneros: Arthrobacter, Bacillus y 

Micrococcus. La población gram negativa generalmente esta compuesta en su mayor parte por 

especies de Pseudomonas y Flavobacterium, entre otros (Grant et al. 1989). 

Existen numerosas especies de bacterias con capacidad para degradar compuestos derivados del 

petróleo. Entre los principales géneros aislados de suelos y de ambiente acuáticos se encuentran 

pricipalmente: Pseudomonas, Achromobacter, Arthrobacter, F/avobacterium, Micrococcus y 

Nocardia. Las especies de Pseudomonas parecen ser las más adaptadas a los diferentes 

contaminantes (Balba, 1993 ). 
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1.2 Hongos 

En Ja naturaleza los hongos son particularmente. eficientes para degradar los principales 

polímeros de las plantas, celúlcisa . y lignina, pero' ellos también descomponen una enorme 

variedad de otras moléculas orgánicas.:A{)Üque en la·industri~ microbiológica regularmente se 

aprovecha el metaboiismri de dos'hon~~'.s~Tpa"~ádÓjÍc~m~nte el uso de Jos hongos en la . ::~~]~}!rf ~i~1J~~-J1\~~f~;r~:b~'.:;;~º::b::,b::~n;~:i: º,~;:::· ~: 
Los atril>utci.S}'q~e"·~i~Íingu~h~ ~: lbs hongos filamentosos de otras formas de vida determinan las 

±:j~,t]~~Wr1f ~~i~~~ :::,;;·;:;º d::~·::;:;~P7º:~~u::~·:;:":º::·:~,:;.:"; 
levaclúrás, espeCiaJm'ente·con respecto a la colonización en substratos insolubles; En adición, los 

'e',','" '1- >•,;•'-''•,•,,-C .. .<• ' 

hongC>s pued~Ii. rarr{iflca;se a través de los substratos, ya que literalmente Jos digieren gracias a la 

secr¿¿ióll d~ ~rididi~¡ degradativas extracelulares. La penetración hifal . P~C?vee un. mecanismo 

adjuríto· a )~::;~~fura química efectiva por las enzimas secretadas. Ad"6~ás; la ;naturaleza 

extracelular' d~·la~ enzi~as permite. a los ·hongos tolerar altas coric~nt~cipnei de ¿Óht~uestos 
químicos tóxicos (Benett y·Faiscml9~7)t ·.. . 

'.,.-.:··,. -t· 

La habilidad para utilizar hidrÓcarbufos s'e cla principalmente en 2 órdenes: los Mucorales y los 

Moniliales, Aspergillus y Penicillum asimilan hidrocarburos (Cerniglia, et al, 1992). 

Los hongos filamentosos no exhiben una degradación preferencial por cadenas particulares y 

parecen ser más capaces de degradar o transformar hidrocarburos de estructura compleja, o largas 

cadenas, de ahí que juegen un papel importante en la oxidación de hidrocarburos en el suelo 

(Gibson, 1984). 
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1.3 Levaduras 

La habilidad de algunos microorganismos, incluyendoJas levaduras, para utilizar alcanos como 

fuente de carbono ha sido conocida desde hace muchos años (Crow et al. 1980) 

Por lo menos 7 géneros de levaduras (Ascomicetes) como: Deberomyces, Lodderomyces, 

Metshinkowia, Pichia, Saccharomycopisis, Schwaniomyces y Wingea tienen especies que pueden 

· desarrollarse a expensas de hidrocarburos. Pero indudablemente las especies y géneros de 

levaduras estudiadas, capaces para desarrollarse sobre hidrocarburos son: Candida, Rhodotorula, 

Solentila, Sporidiobolus, Sporobolomyces, Turolopsis y Trichosporon, las cuales son capaces de 

utilizar n-alcanos (Rose, 1987). 

En 1977 Hagihara fue el primero en reportar la utilización de alcanos de cadena ramificada 

(pristano) C?mtj, úI1ka fuente de carbono y energía por Gandida lipolytica. En tanto que cepas de 

C. 111alt~sa y q'. iÚpolytica mostraron ser. capaces de co.nsumir hidrocarburos aromáticos y de 

cadena r~mifi~acÍa >(Crow et al. 1980). .. ··· X · , · " 1 ~;~ . > 
'·~~-· -?',: .< ,,: • ;~::<-: '\(::· :_-.:· ·,.'>:·.:1:: :~:{~ ·::·;.~_::;-:;_:. ~·:.~1~··, ~'cj;/<.'~~~·.;:~.·-~;~:';·,:' 

:: ::0:!~l;~:I;:2b:Jí¡¡~n:?~t¿t%iJ,t~~~¡)frt~~~~~ii~~::'p:~·::·~: 
levaduras que utilizan hidrocarburos se ha estudiado en ambientes marinos, en contraparte con la 

escasa información sobre su distribución en ambientes terrestres (Ekundayo y Obuekwe 1999). 

B. Contaminación del Ambiente con Hidrocarburos 

Una amplia variedad de químicos orgánicos tóxicos son introducidos inadvertida o 

deliberadamente en el ambiente. Los hidrocarburos son un ejemplo común de estos compuestos, 

los cuales entran al ambiente en grandes volúmenes a través de numerosas rutas (Balba et al. 

1998). 
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·:-~'/: : ··~:~' ~ '." ,,.· ·~:::( ... '· .->:: 
; :<,~· .. , ··- ·.!.: . . . .:::, 

Existen tres'.fuí::ntes ~btenci~l~~\le hidrocarburos, una de las principales se refiere a las entradas 
C • - "' • :. ·,;.. j ;• ,- •_.v'"f. ~·. C',• .• •; •• :• ~" •,,, ~"." "'.'' ~ - '•' • -. 

~::~:~,rg~1P{f I~)~~~;~~~:~:~º·º~:b:~~~=~·::: ~:º '"~;:º':.;:;;,~~:··d:·:::::: 
subterráneos'de alrnacenarniénto muy antiguos. Otra fuente son las filtraciones de reservorios 

, ·, nátur~le~,;~¿,/~1 ~J~l}:~1,i~tf~)g~. entra en contacto con el ambiente. Y finalmente, se tienen los 
. .. :· -. ;_ .... :·" ::::~---~~~~:"<;:-.;~:'.~/--~Y:~~:··--\:~z>·:f,::3X~t}~i:s;./df,c:r_. • • . . 

· derrames.en mayor,escala·provementes de tanques superficiales mdustnales de almacenam1ento y 

, toiri~s .• c:I~p~~s;1~~~·~~~áJ~i~~~:fJ.1organ et al. 1989). 
f-,,, x~~-. ~E:~:': 

Todo ~s~&· J6hd~c~ a· la contaminación de los suelos, acuíferos, sedimentos, y aguas superficiales, 

porJ·á· qQ~ I~ necesidad de remediar estos sitios ha propiciado el desarrollo de nuevas tecnologías 

q~t! e~f~tict!n la degradación de los contaminantes, más que el emprender una disposición 

•·convencional. La biorremediación está entre las nuevas tecnologías que tienen la finalidad de 

bi~dt!gradar contaminantes (Boopathy, 2000). 

C. Biorremediación 

Una variedad de tecnologías están disponibles para tratar suelos contaminados con materiales ' - ,.- .--. ,· . . 

peligrosos, incluyendo la excavaci.ón y:cont~ndón ele tierras rehabilitadas, extracción de vapor, 

estabilización y solidifica~ióri, lay~_do.cl{su~los, extracción con solventes, desorción térmica, 

vitrificación e incinera~ióri.·ivi~bhi~<l~~~~as tecnologías, sin embargo, son costosas o no resultan 
' -,_ - '- '-" , ___ ."'=. _ _,_ .. -""e· 

en una destrucción co~pleta ci~i contaminante o no devuelven su vocación natural al suelo. De 

~sta ma~~~~~' el' tratamiento biológico parece estar entre los métodos más promisorios para 

ocuparse'de un amplio intervalo de contaminantes orgánicos, particularmente los hidrocarburos 

delpetróleo (Balba et al. 1998). 

La biorremediación consiste en la oxidación biológica o biodegradación de un compuesto. El 

grado de biodegradación y la tasa en la cual ocurre depende de las interacciones entre el 

ambiente, el número y tipo de microorganismos presentes, y la estructura química de los 

contaminantes. Para que una biorremediación sea exitosa, muchos factores deben ser tomados en 

cuenta (Walter y Crawford, 1997). 
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La más importante cará2!erfs6sa de la biorremediación es que los contaminantes no se destruyen, 

sino que a t.ráves d~ iía 'ii'cti~idad microbiana se transforman en compuestos químicamente 

dif~r~nt;s~:~~i~~;~J~~~~~¿f~4ación llega hasta la generación de C02 , se habla entonces de una 

completa._~iri~~~Úi~bió~: La complejidad química de los contaminantes y la limitación de 

nutrient¿s :~~e~áiaf6'spara la. actividad metabólica, hace que el proceso requiera de varios años, y 

en algu_~E;:~~~osno se logra su completa degradación (Saval, 1998). 
:- .. \ - . 

En . los sitios donde ocurren derrames de hidrocarburos que no son atendidos inmediatamente, Ja 

flora.·microbiana presente en el suelo se somete a un proceso de selección natural, en el que los 

mié:roorganismos sobrevivientes son aquellos que desarrollan capacidad degradadora. En estos es 

·mejor usar la flora autóctona del sitio, en Jugar de agregar microorganismos exógenos. Para tratar 

· derrames recientes, probablemente será necesario recurrir a preparados microbianos (Saval, 

1998). 

Dado que Ja práctica de ia blorrem~diación se realiza en campo, su ejecución debe ser vista como 
' ,, ,·, J·: .. ·~~'··· ·:,~ . .r-~·· '!-''-'~·.·\¿;¡;;; ·,;,' ',, 

un problerriá irige~ierilde escalamiento. Tomado como base lo anterior, se podría hacer énfasis 

sobre.·. Ia rónri~'.'.. J~s~~bl~. para desarrollar un proyecto de biolTerrie~iación,·;.ell\tres•. etapas:_ 

caracteri;aciór/ii'eÍ~~itÍo, estudios de biotratabilidad y escai~ciie~~o;:~(~;~~¿p~~~§~;;i~cHca eri 

Ja Tabla IiÍ.t (Sav~I, 1999). 
' ·~ "., '.''"'' ;~ 
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Tabla 111.1. Desarrollo de un proyecto de bioremedlación (Saval 1999). 

Caracterización del sitio 
* Geohidrológica 

• Química del contaminante 
* Física y química del suelo 

*Microbiológica 

Estudios de biotratabilidad 
* Consumo del contaminante 

* Consumo de 02 
* Generación de C02 

• Consumo de sales minerales 

Escalamiento al campo 

i\larco Teórico 

La finalidad de la caracterización geohidrológica es conocer el tamaño y forma de la mancha de 

contaminación, la cual habrá de convertirse en un biorreactor, que por naturaleza será 

heterogéneo. Por otra parte, a través de la caracterización química de los contaminantes se podrá 

conocer la amplia variedad de los compuestos que servirán como substratos y de otros que 

podrían inhibir la actividad metabólica. La caracterización fisica y química del suelo permitirá 

conocer el microambiente donde los microorganismos llevarán a cabo su acción metabólica 

dirigida a la degradación de los contaminantes (Saval, 1998). 

Dentro de la caracterización microbiológica se incluye: conteo de microorganismos heterótrofos 

totales y degradadores específicos de los hidrocarburos de interés en el suelo contaminado. Esta 

caracterización proveerá información útil sobre la actividad biológica del suelo y el grado en el 

cual la población microbiana nativa esta aclimatada a las condiciones del sitio. Los resultados 

indicarán si el suelo contiene una población microbiana saludable y suficiente, capaz de efectuar 

una biorremediación. En adición a la evaluación inicial del suelo contaminado, la necesidad de 

monitorear la población microbiana durante la biorremediación es una herramienta útil para 
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seguir los cambios e identificar j()~_/griip6~ microbianos activos en la degradación de 

hidrocarburos (Balba et al; 1998)>·~ 
º':;s,. ·-:,-: :·~~::·_.--·-

Las tecnologías de bio.rreITie<li~cÍÓil7pueden ser clasificadas como off site o in situ. Las 

tecnologías o.ff site so~ -~qüe'll~~ 'e·~- l~s cuales se traslada a otro sitio diferente al de su origen. 

Mientras que,Ja;'té'gilíC:~s,;i~:'.iü~\~.aplican en el mismo lugar donde se encuentra el material 
' ":··: ," -·.·- _", ,,,.,_;.··\.,··e··'''./·".- ·:L"• 

contaminado (BoC>paÍ:hy/2ÓOO}'. Existen varias opciones para la biorremediación, su aplicación 

--~. depel'lae'aévaBos factores como son la profundidad de la contaminación, el tipo de suelo, el tipo 

.. _ y ~o~ce~tración de los contaminantes, la presencia de actividad degradadora, la presencia de 

aceptares finales de electrones para la respiración microbiana y las condiciones climatológicas 

que imperan en el lugar (Saval, 1996). En la Tabla 111.2 se resumen las diferentes opciones. 

Tabla 111.2. Opciones de biorremediación que se aplican 
en función de las características del sitio contaminado (Saval 1995) 

1. Biolabranza. El suelo se extiende en una capa de tamaño regular y se mezcla 
periódicamente (in situ ó off si te) 

umentación. Adición de bacterias previamente seleccionadas por su capacidad de 
r cnn1ta1111inante (usada en sistemas in situó off si te) 

mposteo. Proceso aeróbico que es llevado a cabo por microorganismos en el 
aterial contaminado es mezclado con cornposta después de su maduración. 

5. Bioestimulación. Adición de nutrientes para estimular la actividad de las bacterias 
nativas. 

l. Pruebas de Biotratabilidad 

La biorremediación es un procedimiento científico intensivo, el cual puede ser hecho a la medida, 

de acuerdo a las condiciones de un sitio específico. Para ello, previamente pueden ser llevados a 

cabo estudios de biotratabilidad, ya que con estos se mide el potencial de ef'ectividad de la 

biorremediación en una situación dada. 
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El objetiv() de. una prueba de biotratabilidad es identificar los factores limitantes y sugerir las vías 

por las~qúe estos pueden ser superados en el campo (Skladany et al. 1992). 
:.-, 

Las pruebas de biotratabilidad se llevan a cabo a cualquier nivel de operación, pueden ser 

estl!dios sencillos con duración de una semana o menos para obtener información acerca del 

pot.~llcial de degradación de un contaminante; estudios a escala piloto o laboratorio, que pueden 

. llevar yarios meses de operación ó estudios a gran escala que consisten en la aplicación del 

esquema de tratamiento propuesto a una pequeña porción del sitio. Los estudios de 

biotratabilidad se complementan con información del sitio y características del contaminante, de 

'esta manera se puede hacer una comparación con otras alternativas de remediación, considerando 

factores como son la facilidad de llevarla al campo (Sims et al. 1990). 

En resumen, la información que aportan los estudios de biotratabilidad es: 

-.Silos.contaminantes del suelo son pote11cialmente degradables. 

- Si alguno de los contaminantes es potencialmente tóxico para el proceso de degradación 

microbiana, y si ·;.·~·. deb1lre~Ii~~~. ~~ ;¡~~Nd~'t~~t~llliento>prevfo ª 1a biorremediación. 
;._.,~~- :;;t'_.': ;(0::'.. ~:\t:.-:,.~:~;:f;;,-·_::?1~( )?;?',·.;;~~X- ~::,)-:.:~><.:~f'F-' ;.~~:~~:,.'.'.:_.,t6.~>;; .. :-_·:~": .-···:.--.: · ,· ... 

- Los nivéles.de]itpi~za q~e'se p~e&eri·aléaMar~araun sitio en particular. 

~n~~.:~1::1;~~), ~t.ii. i.[~' .. •.r .•. '.'·:.'..r.t.¡: .. ~~.~.,c .. >~l.'.;r m·;·:········f~~~~l~~l~·~t&' ~itio ( mkrnoraanfa~ó· aerobio• o 

- .. ·Si .e1•·.·ambiente}es,·apropiado ·para;:·. óió:~~~di~~ión. o} se, deben. ajústa~i.•la~ cóndiciones 

ambie~!al~~'; p·~rl:ij~~;¡g -~~dlflc-~r- ~H, · re~~~i6~ p~evÍa <i~ in~tales ·. tóxicos~o ~j~stes en el 

conténido de humf;dád (Gniiz et al. 1995). 
. : ' '~" . . " .. 

· El seguimiento de las pruebas de biotratabilidad incluye: 

- Determinar el grado de reducción del contaminante en el suelo, analizando muestras 

periódicamente. 

- Determinar el consumo de los aceptores finales de electrones y de nutrientes. 

- Cuenta de microorganismos degradadores 

Los estudios de biotratabilidad se realizan en una fase, o bien, divididas en 2 o más. Cuando se 

realizan en múltiples fases se tiene la ventaja de que se usen los resultados de la primera fase para 

Luis Felipe Vllchis Anaya 2002 12 

~ 
) 

1 

1 

! 

1 
¡. 
k 
L 



!\larco Teórico 

cambiar ó confirmar el diseño experimental apropiado para la siguiente, aunque tiene la 

desventaJáéiei~querir más tiempo. 

· Todos l~s estiÍdios de biotratabilidad requieren el uso de controles, independientemente de su 

simplicidad, los cuales no deben ser omitidos, ya que se usan para establecer la base de 

comparación de los parámetros a evaluar. 

D. Características físicas y químicas del suelo que influyen en la biodegradación de 

hidrocarburos 

1. Humedad 

El contenido de humedad del suelo influye en el número y actividad de los microorganismos del 

suelo. La influencia de la humedad depende en gran parte de la naturaleza del suelo, y de los 

organismos que. en él s~ encuentren. La canti.dad óptima de agua :PªI<i ,la rnayoria de los 

organismos delsu~l~ ~~.·e~~r~ el 50 y 70% de l~ ¿i~J~Íd~cl ,de retención ele a.~~ 'en el suelo. (Foth, 

1981) .• ;,, 
. ' '/·f·.:->-":·· :~: 

~~.::~~: '. ). :.: ; ,; .. 

Generalmente la:. degradación aerobia de compuestos orgánicos en suelos, como los 

hidrocar6[ro_~;·~H~c1~ é~ta~,~n fü~ción de la humedad disponible del suelo (Calabrese et al. 1992). 

La humedadd~b'~ ser considérada como una variable importante, ya que el agua del suelo no solo 
, . . '-· :'_:-: ·.;::·.·: ;:':: ::_•::.;~:·,.·<·:··, __ ·_:"··/:':··A:-~) 

afecta Ia;<li~p~hibiÜdád de('contaminante, sino también el grado de aireación del suelo, la 

natllrai~i~~~~llii~ad d~~rn~terlales solubles, presión osmótica, y el pH de la solución del suelo, el .. ' .. ,\ 

nivd ·.de :toxicidad, el movimiento y estadios de desarrollo de microorganismos así como la 

distrlbtición de especies (Cookson, 1995). 
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2. pH 

La actividad biológica t!n el suelo es grandemente. afectada por el pH, a través de la 

disponibilidad de nutrientes y compuestos tóxicos. El pH puede influenciar la solubilidad o 

disponibilidad de macronutrientes, especialmente el fósforo, así como de micronutrientes. El pH 

ideal para promover la biodegradación de hidrocarburos en suelos se encuentra dentro del 

intervalo de neutro a ligeramente alcalino (Frankenberger Jr., 1992). 

3. Temperatura 

La temperatura, al igual que la. humedad y el pH, es un factor importante que controlan la 

actividad microbiana en el suelo, y por consiguiente la tasa: de descomposición de materia 

orgánica. Aunque muchós microorganismos son capagesidesobrevivir a temperaturas extremas, 

sus actividades son r~du¿icÍ~~ p~ra condiciones excesiv~s,de ~alor ofrío(Skladany et al. 1992). 
-··. · , · ,,. \f;\~:. 'A~< ·> 

~º::t:,~:~:~~~~~~~~~~i~;j~~·'i:~~~:t;;:;::;. ;:::':r~~n\f :;~;::;:, :: 
biodegradacióri;\ g¡:>r;;C:el?{c~,iitrari~:''las {altas temperaturas incrementan':el; metabolismo de 

, <'.( .:';\_:~·:,f:t·?.·:.~y~.: .. ~-~}f,?t:,. ;~ü/:-·:;~',(}.t-,)1!:/:~)-~'.':";t:Y~~::.\:\\--. :>»:;; '.. . /:·, _ >.;> •.. ;\":.:. !·,·'.-. . 

hidrocarburos a:.un".rriáxirí1o~\típicamente ~n el intervalo de 30 a 40°C; arriba det 'cual la toxicidad 

de Jos hidr6¿~;b~~~~·It¿y~~~h{~,_(~~~by·~t al. 1990). Otros autoresse~alaÜ un intervalo menor, 

entre 20.y :is0 c, en elcu~I Ja ~~yÓ·rÍ~ d~ Íos microorganismos que utiliz~n hidrocarburos como 

fuente de.carbono son más activos (Riser, 1992). 

4. Intercambio gaseoso 

La presencia o ausencia de oxígeno claramente tiene un efecto importante sobre Ja tasa o grado 

de degradación, dependiendo si el contaminante es metabolizado a través de una vía aerobia o 

anaerobia. La biodegradación de hidrocarburos es predominantemente aerobia. (Balba, 1993). 
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El contenido ele o~íg~h6"éri'~h suelo depende de Ja textura, agregación, porosidad, permeabilidad . "". ·,.- ---·"'; ·::-. "··". '··· 

y drenaje, ¿¡sf~~01º de i;l ~c{tiyidad microbiana. En suelos contaminados con hidrocarburos y en 

exp~rilll~n~os a nivel de Jáb~ratorio, se ha demostrado que un bajo contenido de oxígeno limita Ja 

biodegradación, según Rhykerd et al. (1999), Ja mineralización de hidrocarburos disminuye 

cuando el contenido de oxígeno es menor al 1 O %. 

5. Materia Orgánica 

La descomposición de los residuos orgánicos es una función principal de la vasta población 
'q•:. 

microbiana del suelo. Cuando lós -microorganismos descomponen el material orgánico, la 

mayoría del carbono• es Íl"ªlls:foi&:~á_o a bióxido de carbono o incorporado a biomasa. Sin 

embargo, sólo una ~eq~'efi~·-¡p~rfiÓ11 del carbono es bioquímicamente alterado y el resto 

pern11m~9e ~~ eLs~e.1~;fp~6rT~l~ri~ ~rgánica. 
,r ~'•',\ • ·~ >;'. ~·'>''.:;• ' ¡ ~~{<:-'. ·:·~t~·."" .;.-.--'; • 

L~ mat~~a or~~Jica':-~ei~'.'.sJ~id:;~es 'importante porque imparte propiedades químicas, fisicas y 

biOló~ic~~ d~séilbl~~- Ifa~~ritfc:Íadideal de materia orgánica en el suelo se encuentra por arriba del 

5% del volum~~ tbtal, · su'fiCiente para ejercer una influencia importante en las propiedades del 

suelo. 

El mayor efecto de Ja materia orgánica en un suelo mineral, es que contribuye de un 20 a un 80 % 

de la capacidad de intercambio catiónico. La materia orgánica también influye en la propiedades 

· fisicas el suelo promoviendo su agregación. Esta propiedad es favorecida por Ja producción de 

polisacáridos producidos por las bacterias del suelo y las substancias húmicas producidas por 

hongos del suelo (Wagner et al. 1998). La Tabla 111. 3 resume Jos efectos benéficos que imparte 

la materia orgánica al suelo. 
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Tabla 111.3. Propiedades que proporcionan al suelo la materia orgánica (Wagner et al 1998) 

1 
Propiedades Biológicas 1 Propiedades Químicas Propiedades físicas 

- Provee una fuente de carbono y - Incrementa la capacidad de - Contribuye a mejorar la 
una fuente de energía para soportar intercambio catiónico. estructura del suelo y su 
una grande y diversa actividad de agregación. 
la población metabólicamente - Favorece la capacidad buffer 
activa. - Disminuye la densidad en masa, y 

- Provee una lenta liberación y de esta manera incrementa el 
- Favorece el desarrollo de la suministro de nutrientes como: porcentaje de espacio libre. 
cubierta vegetal, derivado de las N, PyS. 
modificaciones fisicas y químicas - Incrementa la capacidad de 
del suelo y la existencia de - Tiene una alta capacidad para campo. 
elementos esenciales y agua para el absorber compuestos orgánicos y 
desarrollo. así reducir la biodisponibilidad de - Favorece el intercambio gaseoso, 

xenobionticos tóxicos. Ja aireación y disponibilidad de 
oxigeno para los microrganismos 

Una de las principales diferencias entre los suelos superficiales, suelos de la zona vadosa y 

sedimentos subterráneos es el contenido de materia orgánica. El alto contenido de materia 

orgánica está asociado con la gran diversidad de poblaciones y diversidad de la actividad 

microbiana. En tanto, los suelos subsuperficiales (o subsuelo) y sedimentos subterráneos tienen 

bajos niveles de materia orgánica, y por lo tanto, una menor. cantidad de microorganismos y 

diversidad de poblaciones (Wagner et al. 1998). 

6. Textura 

La textura del suelo se refiere básicamente al porcentaje de arena, limo y arcilla de un suelo. 

(Tamhane et al. 1986). El área superficial de un material puede influir mucho en sus propiedades 

fisicoquímicas, esta superficie es fundamentalmente una función del tamaño de las partículas. 

Los suelos difieren, en forma marcada, en el área superficial como resultado de las diferencias de 

textura, tipos de material arcilloso, y cantidad de materia orgánica. Propiedades tan importantes 

como la retención de agua y capacidad de intercambio están íntimamente relacionadas con la 

superficie específica de los suelos (Gavande, 1991). 
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Las arenas, consisten en mineráles resistentes, son de gran tamaño y exponen poca superficie, son 

principalmente inactivas y éonstituyen en realidad el armazón de la masa del suelo. Los limos 

muestran propiedades en cierto sentido intermedias entre las arenas y las arcillas. y se componen, 

fundamentalmente de fragmentos minerales originales. Las arcillas consisten principalmente, de 

productos secundarios del intemperismo químico, tienen tamaño ultramicroscópico, y exponen un 

área superficial grande. Son las fracciones del suelo más activas e influyen en la mayor parte de 

sus propiedades fisicoquímicas (Tamhane et al. 1986). 

7. Capacidad de intercambio catiónico 

El mecanismo de intercambio catiónico, se da entre los cationes absorbidos sobre las superficies 

cargadas del suelo y los cationes que están en solución, es un fenómeno reversible entre las 

particulas y solución del suelo. 

Más del 99 ·'Yo de fos catione{se h~yarl.ab~~~bld~~ eri las superficies colóida!cis; Y; meno~ del l % 
~·.··. -"·' ·;~:;,<:.~.;:~;: ;-.~;~~r~.·-,:,o~:·~t~~ ·¡·;');'· :,f;' ,. J:::jt~·;:;:J.f::: :·~: ~ ~~~_,',+: .. _ .. -:::: ;¡·~;~~i-:: .. ;tpJ;_~-~·~::\-::.< >~-:>· '..::;,. , . · ... ··/ ... ;· .... _ ;-:·<: ·,. :>-~</'[.~·,:;: -;?}:,>~:~.;:<;. -:·· .. ;f:·· -::~· - , .• :·: 

se encuentra\en; sol~c1on: ~as. Blirt1c~l~s· ~uep9s'r~:ºl!º.~n sonmmusculas '.porc1o~e~d~ •• arc1Ila .•. y · 

matenaf j~i~~c~f;~.-:~i~·*r~~~%!(~.i~~f ¡~¡~~~g~;~o1€1.rl~l;/g¡~~~¡~·(~e~a.1~01¡c· 
En los s~~lo~;l:s '~ation~s· in;er~á:~i~~l~: más co~unes son: Ca++, Mg++, H+, K+, Na+ y NH4 +, 

~:~:~:!J~1~i1i~tJJ~··~~~&i~~j~71~:rii:~,:::u7:;:::;~, ::70::,'~ ::::•V:~~~ 
acuerd~al~Ü~t'.Ür~i~:Za'~y,cÓn~~riÍdo de arcilla y de humus (Bear,1963). 
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8. Nitrógeno 

El nitrógeno está presente en grandes cantidades en muchos suelos, como constituyente de la 

materia orgánica. El nitrógeno asociado a la materia orgánica puede ser convertido de formas 

orgánicas a inorgánicas mediante procesos de mineralización. 

La materia ()rgán~ca del suelo, particularmente las substancias húmicas, actúan como un almacén 

y suministro d.e nitrógeno, para plantas y microorganismos; casi un 95 % del nitrógeno total está 

aso~iadci·a~sta (Hasset et al. 1992). 

La min~~alii~bióri del N es llevada a cabo principalmente por microorganismos heterótrofos. A 

través d~ e~i~¡prC>ceso el N orgánico es liberado como NH3 o NHt. Los organismos sintetizan 

una ~~pli~ ~~rl~dad de •compuestos que contienen nitrógeno, tales como: aminoácidos, 
- ' .. ' . -· . ' ;· '-- -.-- ·-"' -;- -'-• 

La inmovilización• de N'pu~de oc~rrir directamente porprocesos tanto bióticos como abióticos 

(inmovili~ación po~ ~rcillas). La adÍción a_ suelos d~. tlf! ~~b~~tO con un alta relación C/N 

provocará una ~ápicla in~ovilización microbiana cl~·NJ-4+}L~i~c:lvilización no representa una 

pérdida permane~te de N, ya que a l~ .rii~~~~;~í'~;lós microorganismos se produce una 

mineralización y retorno al suelo el nitróg~no inin~~Íli~ado (Mengel, 1996). 

8.1. Amonificación 

El amonio es el punto final de la degradación de proteínas y ácidos nucléicos, y a su vez, es 

utilizado por los microorganismos para la síntesis celular. La amonificación es un importante 

proceso microbiano, no sólo porque proporciona la materia prima para la nitrificación posterior 
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,_-.;· ' ,;~,: .. : .~ . . :~:~;"·:·· -:~·J,:'· ' _.<;=·-~:~ .. : ;_. -~(·,> .· --: - ' 

' . ' ··>'.~· :.: .,.· :·-;:~ "·· 

sino. ta~bién~ porqÜd.'geri~r~;.N'frácilmente asilllÜable, que es_~Cle interés para muchas especies de 
plantas (WilcI,:19~2).{·'}E.;'r~.: L:< ... . . . . . . . , •.-.. ,. ' 

-;·s~~-
-·.L------~;.:-e. -:~-----;i~'..~ ';;;__:_<·~---- .:•• --"'-, :.~ 

El amonio resuÍ~a~te de la'a~onifü:ación 'puede ser: l)absorbÍdo,~or las plantas, 2) adsorbido por 
·. ·:,·'.·~:·_,,.,·:·:·~ ·~<~··.·'·.· ... ·.· . ' '' . •>' 

las arcillas o por la materia orgánica, 3) inmovilizado por microorganismos, 4) lixiviado a través 

del suelo, ó 5) oxidado hasta el nivel de nitratos (Fassbender, 1987). 

La amonificación es catalizada por enzimas presentes en muchos microorganismos heterótrofos 

quedando libre el N~ +en la solución del suelo (Wild, 1992). Una flora diversa libera amonio de 

los compuestos nitrogenados orgánicos; ciertamente casi todas las bacterias, hongos y 

actinomicetos atacan alguna forma compleja del elemento pero la tasa de descomposición y los 

compuestos utilizados varia de acuerdo con los géneros y especies involucrados. En el caso de los 

hongos se ha reportado que liberan cantidades considerables de amonio por la descomposición de 

proteínas y aminoácidos, entre otros. Sin embargo, la cantidad de amonio que se acumula varía 

·con el organismo, el tipo de sustrato, el. tiJ?o. de suelo y las condiciones ambientales (Alexander, 

1981). . • . ,_ <; ··-·. .. r · . 
._'.,~> ~}~j·.~: -\?: ~~.-~:,~, c~~i· ~-·"" •. :J.- ·' 

El N en f º'.W·ª·cd:'/~~h P,fc~~~~i¡Í~S~~~~~Jdo por vola\il~~~~1~~~~i~\~ [~~ ~! e? 
valores de pH altos ·súcede:por· é[eqúilibrio éíitre Iós iones ~ · en'¡Ia1füs-~ ácuósi(del gas• NH3 · · . · · . ;.,- ;.\ ·_ :·::,_~<' · ·_¡ .. :/>- /·>-: ":f\~;> -~~¡::;_:):_, r~tJ:~1 _'.;,;-;hf).~}~·/<:_''<~t:""·'.:'.~'_,~,-· ~'.' !'.·: ' · :· . . - -:, , __ , -_ · ::_;>_ ",::';.,:,,:_:~.¿;},~_\'..~:-;~.s.:~~ ·i~f.i-L~:~<',:-;:¿ ;: -~'::~·-· .. ·~- ,,~ -.. · · ·:. ' 

_que es altamente.. depe,ndi~nt(!;, c!elip~:'·.'.En:·.~alores, de· pH meno( a'.7:();'el'éqúi.J!brio favC>rece 
: -- , :_,:;.,,·. ·:-: ·-.~:~ -~: :~·T.;',_·.~ ·.-~r .~ .. ~ 3:'.-,~-f::-, ~~\~:¡"·1;'·i'.~7>f.: ;~tl . .;:'." :t::~~··,:,. _-~:-:_::~ :> :::; _ · .. ~-:: -;:· . - . . --. , · -:.'. _ .'· · '; ~;:·:: · ···: :;"t: ~-: !~'.-_;:,1 .:.' ''"i':~~'~': -~;;:;:~; .·.' '·~:·:;·~:' ._·. ~" : 

fuertemente á la for:ma 1'fH4 ;'mi~ittras que a valores de pH cercanos a 9:0, el 40% de las especies 

nitrogenadas podría estar en forma de NH3 (Hasset, 1992). 

Otra pérdida potencial de nitrógeno por volatilización, puede ocurrir con la aplicación a los 

suelos de urea como fertilizantes. La urea es enzimáticamente hidrolizada por las ureasas del 

suelo, dando como resultado la liberación de NH3 , lo que aumenta el pH (Tabatabai et al. 1972) 

En las pruebas de biotratabilidad la cantidad de N y P necesarias para el desarrollo de los 

microorganismos es usualmente estimada tomando algunas medidas del C disponible en el 

sistema, incluyendo el contaminante y asumiendo una relación ideal de C/N/P (Skladany 1992). 
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9. Fósforo 

Los fosfatos del suelo se pueden dividir en 2 grupos: inorgánicos y orgánicos. La proporción del 

P orgánico generalmente varia entre 25 y 75%. De acuerdo con la estructura química del suelo, 

en la materia orgánica, existen cinco tipos principales de compuestos fosfatados: fosfolípidos, 

ácidos nucléicos, fosfatos metabolizados, fosfoproteínas, y el hexafosfato de inositol (fitina), este 

último llega a cons.tituir el 50% del P orgánico (Fassbender, 1987). 

Por otra parte la forma inorgánica dominante en la solución del suelo son los iones fosfato tanto 

H2P04 " ó HPOl- dependiendo del pH del suelo, sin embargo, se encuentran normalmente en el 

intervalo de pH de 4.0 a 8.5. Cuando el pH del suelo es cercano a 7.2 ambas formas están 

presentes en cantidades aproximadamente iguales (Hasset, 1992). 

La disponibilidad del P en el suelo está controlada por la mineralización e inmovilización a través 

de la fracción orgánica y la solubilización y preCipitación de formas inorgánicas de fosfato. Este 

P en los residuos orgánicos puc;:deserlib'e'r~d<>.y estar disponible para plantas y microorganismos. 

La biomasa microbia~a p~ecl~~~~~~~r~JiAct1sponibilidad de P a través de la inmovilización, y la 

incorpor?:~i~-~ ~e)g~i1-.º~?;t~-~1t~\~E~f~.if as orgánicas dentro del microorganismo. La relación 
CIP de' un'•residuC>;fdiciOriiído~;piiede'¡detérminar el grado por el cual el P inorgánico es 

:::.t~~=~á~ll!~!i~t~k~~~~~p·~::~:~,:~::~. :º~~:~::·=~~ ,::,:'p~:~:",:,"::d:~ 
y la inmovilización ~~l.i oc~e. Contrariamente, si más P esta presente la mineralización neta de 

ortofosfato ocurre (Wagner, 1998). 

Generalmente, el P es adicionado en los suelos contaminados con hidrocarburos. La relación 

propuesta para una mezcla de biomasa microbiana en el suelo es 100: l. Varios estudios han 

mostrado que la adición de P puede estimular la degradación de hidrocarburos (Dibble et al. 

1979; Milis, et al. 1992). 
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La adición de fósforo· como fertilizante puede ser incluida en pruebas de biotratabilidad 

comúnmente en la forma de ortofosfato ó superfosfato triple (Skladany, 1992), ya que contiene 

entre 40 y 49% de P 20s que es la forma más disponible en el mercado (Yúfera, 1987). 

E. Uso de Materiales Texturizantes 

Entre los materiales texturizantes de suelos más utilizados como están la composta y la fibra de 

coco, sus propiedades se mencionan a continuación. 

l. Composta 

Un suelo contaminado es a menudo pobre en materia orgánica y tie~e una baja actividad 

microbiana. Usualmente la comunidad microbiana se adapta a Ja· preseÜci~ del contaminante, 

pero otras condiciones ambientales tales c~mo disponibilidad de nutrlehtesy ~~ncentración de 02 . ·- -«·.~/ ' ·:~ ~· 

pueden ser desfavorables, por lo que ladegradación del contamin~nie:'in'situ es lenta 
, ". . '· - '.« ·:-~ , --.:"'!.;-. - ":'.,. . 

'' J < l-'t :;·,··e~?}'.~·:'·. {),: 

Las tecnologías de compost¿o··.pu~den se; aplicada~' par~;·~a.Ü~~·p,·~~:~l¿~'contaminados fuera del 
1 • • .' •. • - • -·· ; •• ' •• • • , • ' ' ·;. ._.,, ••• ;', '--- "-· ~/ •• \ 

··sitio. Adicionando.· una '.'~matriz· •.. orgánic11 :•·al Cs~elo.;;·co~tíifuiii'ado~UI~·•,aetividad microbiana 

general~ente sé·aurn~~J'~ -t~~b_ié~I~;'ac:ti~Í,dad~d~-~6'gi.~~adÓr~~e~~~6íti66s:·los cuales pueden 

encontrarse en el sUelci conta~inacló o ser introd~cidos~ori el material orgánico (Jorgensen et al 
• ~ • , ".-·.: - , __ .,. - ·- '.--- • -· :·:-. - - ._ - • ·-··· .- < -.-· ; __ - - - - -_- :.- • ·-;·._· ,- ,-- - ... ~- .> . ,"'.: '. . 

2000). 

La composta es utilizada para mejorar las caracteristicas fisicoquímicas de los suelos como: 

ae~ación, además de mejorar ciertas caracteristicas como son: suministro de N y P, así como 

. mejoramiento del pH, y retención de agua, aspectos que favorecen la actividad microbiana 

(Hillel, 1980; Hupe et al. 1998). Además la capacidad de intercambio catiónico de el suelo 

· t~~j,¡";'~ se puede ver beneficiada por la adición de compostas, este efecto es principalmente 

debido a la disociación de H+ de acidos débiles de la materia orgánica. Los sitios de intercambio 

catiónico de la materia orgánica son principalmente los grupos carboxílicos y fenólicos. (Stratton 

et al.1995) 
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2. Fibra de Coco 

La fibra de coco es un subproducto de la industria del coco que se encuentra disponible en 

grandes cantidades en los países productores de coco. La fibra de coco consiste en partículas de 

lignina y celulosa con una relación C/N de 80. 

Este materi~} tiene alta capacidad de retención de agua y se utiliza para mejorar las propiedades 

fisicoquímicasde los suelos. Además de mejorar la retención de agua, aumenta la disponibilidad 

de 'núiri~fü~s'. y la tasa de infiltración, así como la porosidad total (Bures, 1997). Tiene elevado 
. '.'~·· .. ·,~;.~2;: . . . . . 

contenido' de materia orgánica (85 al 95 %), pero bajo contenido de nutrientes. Su pH varía entre 

4.~: y,'j.a}'. l:li porosidad total es superior al 80 %, con aeración muy elevada. Su densidad varia 

ent;e' ;()'!~ 4Óo kg/m3 (Bures, 1997). Su capacidad de intercambio catiónico está entre los 31. 7 a 

9s:~ cili~~?,1oog ··suelo, 1as . c~nc~nt~ciones de . nitrógeno disponible, calcio, magnesio y 

micro'~le.Tentc>;< sm1 relativan1e~~e ,·baj~~ 'co.28-2.·~ l',mol. m·3
), mientras que el fósforo y potasio 

s'on c·o~sider~bl~,m~~t6 al~o~ ~~ ~~;~'2'..97~52:'~6,'~6{1ri·J (Abad et al 2002). 
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IV. ANTECEDENTES 

);> Saval, ( 1997) llevó a cabo la biorremediación de un suelo contaminado con diese!, 

mediante la estimulación in situ de la microflora autóctona. El tratamiento consistió en 

adicionar fertilizantes y mantener la humedad constante en el propio sitio contaminado, 

durante 6 meses. El pH del suelo fue alcalino, arriba de 9, por lo que se decidió agregar 

ácido fosfórico con la finalidad de llevar el pH a la neutralidad y a la vez suministrar 

fosfatos como nutriente, con esto se favoreció la actividad de los microorganismos 

presentes en el suelo. A los 2 meses se observó una reducción en la concentración de 

diese! del 80% y después de 6 meses de tratamiento, la remoción fue del 98%. Con el fin 

de demostrar que se había llevado a cabo una biorremediación, a partir de una muestra del 

suelo saneado se obtuvo un cultivo en medio líquido con diese! como único sustrato, en la 

muestra se identificaron Pseudomonas aureoginosa y P. fluorescens P. putida en las 

mayores diluciones, con un 98% de confiabilidad. En el propio sitio, se observó 

crecimiento y desarrollo de .las esp~cies vegetales autóctonas, además de las que fueron 

sembradas O. A diferencia de los resultados positivos obtenidos en el sitio de estudio, las 

pruebas de biotratabilidad a nivel mesocosmos que pretendieron ser realizadas a nivel de 

laboratorio en palanganas de plástico no tuvieron éxito, ya que no se lograron simular las 

condiciones reales del sitio. 

);> En· otro estudio se realizaron pruebas de biotratabilidad a escala de demostración en 

campo, para reducir el contenido de diese! y gasolina en agua subterránea y suelos 

contaminados, en una instalación de almacenamiento de combustibles localizada en el 
.. ·-' '. ' 

Valle de Méxi.co. Para ello, diferentes lotes de agua subterránea conteniendo la mezcla de 

combustibl~s' en. fase libre en concentraciones superiores a 20,000 mg/kg, se inocularon 

con cultivos· de bacterias degradadoras de diese!, además se adicionaron fuentes de 

nitrógeno amoniacal y fósforo en forma de fosfatos, y se proporcionó una ligera corriente 

de aire. Los resultados obtenidos durante el saneamiento del agua subterránea, indicaron 

una disminución en la concentración de diese!, casi del 100%. Los cultivos obtenidos de 
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estas pruebas se utilizaron como inóculo para tratar el suelo contaminado excavado del 

mismo sitio. Después de 2 meses de iniciada la biorremediación en forma de biolabranza, 

con riego y homogenización del suelo constantes, se observó que la concentración inicial 

de diesel (6,256 mg/kg) y de gasolina (313 mg/kg), se redujo en 99.77% y 100%, 

respectivamente. Esta prueba resultó exitosa para el tratamiento de agua subterránea y del 

suelo contaminados (Guzmán, 2001). 

;¡;;... En otro estudio realizado a nivel de microcosmos se evaluó el efecto de la concentración 

de diese], nitrógeno y fósforo, así como la relación C:N:P durante la biodegradación de 

diese! industrial en un suelo contaminado, aprovechando la actividad de la flora nativa. 

Los resultados de la caracterización del suelo proveniente del mismo sitio del que se 

utilizó para el presente estudio, permitió conocer las condiciones prevalecientes en el 

lugar (Tabla IV.1). Como parte importante del estudio se empleó una técnica estadística 

basada en la metodología de superficie de respuesta con un diseño experimental central 

ortogonal compuesto, a partir del cual fue posible conocer los efectos significativos de la 

concentración de diese!, de nitrógeno amoniacal y de fosfatos, así como las necesidades 

reales de nutrimientos requeridos para la óptima actividad metabólica de la flora nativa. 

Además, se encontró que. la concentración original del diese] en el suelo, de 86,926 

mg/kg, debe ser· r.educida a aproximadamente a 35,000 mg/kg para favorecer la 

degradación y se; h~g~Ic evidente la necesidad de mayores concentraciones de nutrientes 

(Zegarra, 2000). ·J:id~",~se mismo suelo se demostró una importante actividad biológica 

nativa, ya qu~ la~:b:~cterias presentes, pertenecientes al género Pseudomonas, contenían 

los genes específicos para la degradación del diese} (Milcic et al. 2000). 
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Tabla IV.1. Características químicas, microbiológicas y fisicas 
del suelo contaminado con diesel y del suelo control 

Parámetro* Suelo control Suelo contaminado 

Concentración de diese! 
NO 86,926.31 (mg/k!!) 

Humedad(%) 27.29 24.74 
pH 7.77 S.47 

Materia orgánica (%) 6.27 S2.06 
Carbono orgánico(%) 3.64 30.26 

Nitrógeno total (mg/k!!) 3S7.S 140 
Nitrógeno amoniacal (mg/k!!:) 6.0 2.73 

Fosfatos (mg/k!!:) 2.10 1.82 
Metales pesados lixiviables 

(mg/l) 
Bario O.S6 0.400 

Cadmio 0.030 NO 
Níquel 0.080 ND 
Plata ND 0.370 

Carbonatos (mg/kg) ND . ND 
Bicarbonatos (mg/kg) 126.9 '.· 28.1 
Cuenta de bacterias 

9.3S ES 
.. 

1.16 E7 heterótrofas (ufc/g) . ,• . '· 

Cuenta de bacterias ,< ,, 

potencialmente degradadoras de 8.6S ES 
.. :: "' .. 

1.74 E7 
diese! (ufc/1!:) ' ... • ,. 

Capacidad de retención de agua 
312 S36 (ml/kg) 

Densidad aoarente ( g/ml) 1.20 0.98 
Densidad real ( g/ml) 2.31 1.90 

Porosidad (%) 47.98 48.67 
Clasificación textura! Migajón arenoso Migajón arenoso 

Proporción de componentes(%) Arena 1 Limo Arena 1 Limo 
SS 1 4S 62.S 1 37.S 

* Concentraciones expresadas en base seca. ND: No detectado 

Antecedentes 

);;.. Varias investigaciones han demostrado que la biodegradación de contaminantes en un 

suelo puede verse aumentada por la adición de texturizantes orgánicos como la composta. 
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Además algunos estudios comparativos realizados sobre la degradación de hidrocarburos 

poliaromáticos en suelos, muestran que la degradación fue estimulada más efectivamente 

por adición de composta, que por adición de bacterias degradadoras (Kastner et al. 1996). 

Esto ha sido comprobado para antraceno y hexadecano (Kastner et al. 1995). 

);>- Trabajos realizados en el Instituto de Geología por Rangel et al (en prensa) permitieron 

demostrar que la adición de fibra de coco a suelos mejora sus características físicas como: 

porosidad y la textura, así como la capacidad de campo, mientras que el pH y la 

conductividad eléctrica se mantienen constantes. 

);>- Estudios de biotratabilidad que se realizaron en el laboratorio de manera simultánea con 

suelo proveniente del mismo sitio, a nivel de mesocosmos en charolas de vidrio, 

c~mfirm~ron que la adición de texturizantes orgánicos como composta y fibra de coco 

facilita 0 la biodegradación del diese! como respuesta a la modificación de sus 

características fisicas y al aporte de nutrientes naturales de fácil aprovechamiento 

(Domíng1;1ei, 2001; Nrez, 2001): 
.. ~:~~-·· ' ·· .• - ··, 

~--/;'·-,·· ··,.-·:· 
Con base en' Ias"expenen'~ias\~f{t'eriores~ se realizó el presente estudio con el enfoque específico . :;º=~~Jñ~~~~~~~,;f Z~!C:'"d:~~:.:n'::"O:c~;. m:;º'·~=:iº:~ó:,;:~:::: 
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Experimentación 

V. EXPERIMENTACIÓN 

A. Sitio de muestreo 

El suelo contaminado se encontraba debajo de un tanque de almacenamiento de diesel, de 500 l 

de capacidad, que abastecía una planta de emergencia generadora de energía eléctrica, el cual, por 

falta de mantenimiento tuvo un goteo constante que duró aproximadamente 12 años. El suelo del 

lugar es un relleno artificial con un espesor de 4.60 a 6.40 m. La mancha de contaminación se 

localiza en la parte superficial cercana al tanque y llega aproximadamente a 5 m de profundidad 

(Instituto de Ingeniería y AMBSA, 1996). La Figura V.I muestra una vista del tanque. 

Figura. V.I. Tanque de almacenamiento de diesel 
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B. Obtención de la muestra 

La muestra se tomó superficialmente, aproximadamente a 15 cm de profundidad, mediante 

excavación con ayuda de una pala de albañil. Se colectaron aproximadamente 12 kg de suelo en 

frascos de vidrio de 500 g de capacidad y se trasladaron al laboratorio donde se almacenaron a 4 

ºC hasta su procesamiento. Para llevar a cabo los análisis y las pruebas de biotratabilidad, se 

homogeneizó perfectamente la muestra con la finalidad de minimizar fuentes potenciales de 

variación durante la experimentación. 

C. Técnicas Analíticas 

l. Caracterización fisica y química del suelo 

Para la caracterización del suelo se consideraron los siguientes parámetros fisicos y químicos 

como son: nitrógeno total, nitrógeno amoniacal, fósforo (en forma de fosfatos), pH, humedad y 

capacidad de retención de agua. 

1.1. Nitrógeno total. Se llevó a cabo por digestión ácida (Jackson, 1982; NOM DGN-AAA-24-

1984), .t1tili:ZaI1do un equipo de digestión BÜCHI modelo 435 con extractor de humos y un 

destilado~ ~Ü8fli lnodelo 323. 
'.:;·-; :<:; -e';~.~~·¡. __ · .. 

'':;._. ::._~';·:'_~ t--
- ' :~{;-> ;;.~~-

1.2. Nitróg~~~}~~()~!~cal. Se determinó por destilación en un equipo BÜCHI modelo 323, a 

partir de u~'extrac;to que se realizó con 450ml de NaCl al 10% por cada 100 g de suelo. 

1.3. Fosfat~s. >Se re~lizó de acuerdo al método colorimétrico de Bray P-I (Jackson, 1982), 

empleando un espectrofotómetro Milton Roy Spectronic 200. 
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1.4. pH. Se midió en una suspensión 1 :2 de suelo - agua desionizada (Aguilera, 1986; Jackson, 

1982) eri-ipleando un potenciómetro Conductronic modelo pH20 con electrodo de vidrio 

Coining G-p Combo W /RJ. 

1.5 Porcentaje de humedad. Se cuantificó por gravimetría (NOM-AA-16-1984; Allison, 1985). El 

secado se realizó en un horno Felisa modelo 243 a 105ºC. 

L6 CapacidáclcÍ~'~etención de agua (CRA). Se determinó por el método de saturación del suelo 

con a~u~1y)df~dando por gravedad (Carter, 1993). 

1. 1 con:~~J~L~~:.ét~· di_ese1. Se llevo a cabo por el método 8015 (USEP A 1966°), por 
, '·t '" .,.;,,-,. 

extracciói}C!erh~xah_~a;reflüjo y eliminación de agua con sulfato de sodio anhidro y de partículas 

de filt~abÚ;~ ~ tr~~é~ de, fibra de vidrio y centrifugación a 3000 rpm. Durante 15 min. Se utilizó 

un cromat~grafo de gases (Varian mod.3350) con detector de ionización de flama (FID) a 300° C 

e inyector a 320º C. 

2. Caracterización microbiológica del suelo 

Antes de llevar a cabo las pruebas de biotratabilidad se realizó una caracterización 

microbiológica inicial a partir de los microorganismos cultivables, tanto de bacterias heterótrofas 

y bacterias potencialmente degradadoras del suelo contaminado con diese! y un suelo control no 

contaminado cercano al punto de contaminación. 

2.1 Conteo,de:bacterias potencialmente degradadoras. Se realizó conteo en placa, en un medio 
. . ·~ --"'· ·: 

miner~fcoií\oo rnicrolitros de diesel industrial como única fuente de carbono. . · .. ·, ·, 

;~~_): 

2.2 Cont~~ •. d~J~oÜ~os y levaduras. Se determinaron mediante conteo en placa utilizando el medio 

agar-papa-dexfrosa (Merck No. Catálogo 119). 
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2.3 Bacterias amonificantes'. S~ cúantific~ron de acuerdo al 'método del Número Más Probable . -- .. . . 

(NPM), según Katznelsón (1946), utilizando un medio de crecimiento agar BEL-Gelatina 

nutritiva (MerckN~, (;atáiogo 11481). 

D. Pruebas d~ biotrat;.tbilidad en laboratorio . . 

El suelo': se ··'mezcló c-on texturizantes orgánicos para mejorar sus características fisicas, . 

perrÍ1eabilidad y- estructura. Los texturizantes utilizados fueron col11posta y fib~á de coc~, ICJs 

cuales se adicionaron en una proporción 1: 1.3 para.IIé~af)áconcenfraciónde 'dÍe~el ·.d~>86,n6 
mg/kg a 30,820 mg/kg (corresponde a una düuciió~::~~f-jJ_.51%), y~ que en uri e~tuclio'an~erior 

. ' - : . : . . , -., -> - '.-'·· -~ J ' . ' . . . ·. -. ·. ' ·.·, . . ~- ·'. 

(Zegarra, 2000) se encontró que fa concentración'.de .dÍesei debe ser reducida a 35,000_ ri-ig&g, con 

lo cual se favorecerá la degradacÍ~n. 

Previamente, ambos texturizantes se secaron~ y se moHeron p~ra tener un. tarríai'Ío de partícuia 

homogéneo, posteriormente se ester\lizaron 2 veces por. espacio de una hora ( 1.5 lb. a 120ºC), con 

la finalidad de eliminar los microorganismos y•e~;6r~~ r~si~tentes. Después de· esterÍlizar, ~e · 
dejaron airear de manera natural (sobre Charolas de al~minici) aproximadamente un día para 

eliminar todos los compuestos volátile~ pres~nt~s:. 
;.-: 

Las prueb~s & biotratabiiidad se reaÚzai'.c>r(é:m )~cipientes de vidrio con capacidad aproximada de 

3 kg de sÜeld.(V~r·· apéndic~~3) Se/m~~t¡i~()ti ctiati-o pruebas diferentes por triplicado, y tres 
~;,.. 

controles d~ lasigµi6~te manera: 

Controles 

l. CC: 'sti~lo'no c~ri1:~minado + composta (1 repetición) 
• e • •' •",• -l<' • '•. ,.· •' •' , • 

2. CFc:' Suel() ~{j'cd~t3:1niriado+ fibra de coco (!repetición) 

3. Se: SueÍo~ÓritanÍf~aéiÓ '(t~iplicl:ldo) 
';/,·.-;.".:", 

Tratamientos 

4. Se -t-C:.suh~~º~!~ur1inado+ composta (triplicado) 
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5. Se+ C +F: Suelo contaminado+ composta +fertilizantes (triplicado) 

6. Se+ Fe: Suelo contaminado+ fibra de coco (triplicado) 

7. Sc+Fc+F: Suelo contaminado+ fibra de coco +fertilizantes (triplicado) 

A los tratamientos correspondientes se les adicionaron fertilizantes previamente disueltos. La 

solución se preparó con urea y superfosfato triple, hasta alcanzar una relación C: NH4 + :Pol· de 

100: 15 :0.1. Se mantuvieron a temperatura constante a 25ºC, procurando mantener las 

condiciones óptimas de humedad (%) y así favorecer la actividad microbiana. 

l. Seguimiento de las pruebas de biotratatabilidad 

Se llevaron a cabo muestreos al inicio del experimento (To) a los 40 (T1) y 80 (T2) días, con la 

finalidad de tener un seguimiento de los grupos microbianos presentes a lo largo del tiempo así 

como de la biodegradación del diese!. 

1.1 Variables biológicas 

Se cuantificaron: bacterias potencialmente degradadoras de diesel (ufc/g.suelo), bacterias 

amonificantes (NMP), hongos y levaduras (ufc/g suelo). 

1.2 Variables químicas 

Se determinaron: contenido de humedad, pH, nitrógeno amoniacal, nitrógeno total y fosfatos. 
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VI. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
* Los datos de este capitulo fueron tratados como valores promedio para cada una de las gráficas. En el apéndice :! se muestran los datos 

completos oblenidos para los análisisflsicoquimicos ,microbiológicos y degradación de diese/ 

A. Bacterias potencialmente degradadoras de diesel 

l. Efecto de la humedad 

El contenido de humedad del suelo es uno de los factores esenciales para la actividad microbiana, 
- .. , . ,_ 

ya que ésta caracteriza no sólo la disponibilidad de agua para las reacci~I1es met~ból!ca~. sino 

también la disponibilidad de 02 y la disolución de los nutrientes (Fil~riC>v ~t ti1.1999L 
•,: ·--.-.----·., --· ;'""'·._.·-. __ ./-

El porcentaje de humedad máximo, q,~e p~ede)iiarite~er;·~rt suelo';~s 'iiri~·fudcig'h j~irect~ de'la 

capacidad de retención de ag';J~.:y t~ sÜ\.iez,fé~i~ depende; d~;:fo~ cb~p,6nci~ic;;5 'd~l.'suelo,. 
principalmente de la materia orgá;,¡'¿~_;( :',. ,: •. :· ·~' ,) ':"J' ·i,··. 

"·:<r .. ,.,:, _,,-
En este trabajo, el hecho de haber incorporado materiales t~'xti'.Jrlianies iaJ suelo contaminado 

modificó el contenido de materia orgánica y con ello la c~~a~,icl*cfde ~etenciÓride aiua. De esta 

forma, para los tratamientos con fibra de coco (Sc+Fc, sc+Fc+F y CFc) la capacidad de retención 

de agua osciló entre 1,115 y 1;;723 ml/kg, en tanto que pariJ6~1:riita~ientos con composta (Sc+C, 

Sc+C+F y CC) los valores estuvieron entre 133 y 389 ni{ci~;;agua/kg de suelo (Figura VI.1). Esto 

comprueba que la ~bra de coco es capaz de retener ~n~'.I'Jl3.yor cantidad de agua, en comparación 

co~ la composta, y.porJo.t~~to los porcentajes deh~i:hedad requeridos en presencia de fibra de 
- . ,_ 'h :,,• : '.· - --. . - . ' - . . . .-,~-' ' ~' " 

coco fueron riiay(;r~~ ~Órte~er 13. misma cÓn~l~terici~. 
·,.~:;-/-' ,,_-:::,~_- n· 

Con base' e~~ 1JJa~~~~~é;p8.ra el suelo contaminado con diesel y composta, la humedad se 

.encoritró alrededor de 23% (Sc+C+F) y 31% (Sc+C) a lo largo del experimento (Figura VI.2). 

En tanto que para los tratamientos con fibra de coco, el porcentaje de humedad fue, de 43 % 

(Sc+Fc) y 57 % (Sc+Fc+F). Estas diferencias en humedad estuvieron de acuerdo a los resultados 

obtenidos en cuanto a la capacidad de retención de agua se refiere. 

Luis Felipe Vilchls Anaya 2002 32 



Resultados y Discusión 

de incuba~ión} qÍJ~;e.n.Ios'otr.os'tieritp~s de muestreo, TO y T2, aunque conviene recordar que 

este parám~tr~se colltr~l~ co~~tanteme~te a lo largo de todo el experimento (Figura VI.2) . 

. -' 
200 l'i'23 

o~·"'--====~~====~~-===~~-===:-..---..: 
Sc+C Sc+C+F CFc: Sc+Fc Sc+Fc+F 

D T:ia fu.miento s 

Figura. VI.1. Capacidad de retención de agua en los distintos tratamientos 

Nota: en todas las figuras se utilizará la siguiente nomenclatura para distinguir entre las diferentes condiciones de 
tratamiento, tal como se mencionó en el capítulo de Experimentación. 

Controles 
CC: Suelo no contaminado + eomposta 
CFc: Suelo no contaminado + fibra de coco 
Se: Suelo contaminado (ver Tabla IV.l) 

Tratamientos 
Se + C: Suelo contaminado + composta 
Se + C + F: Suelo contaminado + composta + fertilizantes 
Se+ Fe: Suelo contaminado + fibra de coco 
Se + Fe + F: Suelo contaminado + fibra de coco + fertilizantes 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

Algunos reportes señalan que un contenido de humedad superior al 15 %, puede ser óptimo para 

la biorremediación de un suelo, aunque otros señalan que una humedad menor al 40 % reduce la 
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tasa de. bioriérh~diación(Cookson Jr., 1995) . Lo importante es enfatizar que el porcentaje de 
-·. ,,. ··1 ·- ·,->,·-:- -~--·, "'" ' . 

humeda<:(óptiffi'o·:ñ(> puedé ser una Cifra o intervalo fijos, todo depende de las características del 
,,_, ''·' ..... --;_;:·'· ' 

material que~seva;·a:fratar .. 
--------<,~-,- .- ,.-· -_,---,,-,- -.--,,·;-,· F----- .< -::- : -· -

' .. ;~ .. ·.· ' . , 

., 
En el.caso ,deJá'íibra:de cocci aunque el porcentaje de humedad fue mayor, la posibilidad de que 

los n~trh:ht~!i:qÜedarah; absorbidos es baja, debido a su menor capacidad de intercambio catiónico 

de en~~.:~·J~i,ji~~~;m~q/)oqg ~uelo (Abad et al 2002). 

,._.~- ~~~:{;·~·-:;~-º''.:::-:;:;_,;-~.~~-<~X -:\:'. 

En los tr~tarÜÍeI1t~s:~'{#é~ sC:·t):c+F, el porcentaje de humedad estuvo sobre el 50 %, aunque en 

estos da~c{s';~l ~h~~~·nciiJe-~Í'i~aC~e degradación de diese! fue mas bajo de 60.69 % (11,898,98 . 

mWJcg);yJ·~¡:35:·{:~··i(i6;J~á.(}3 'lllg/kg) respectivamente comparado con los tratamientos a los 

cual~sse~if~t~W.~f :º~f ~~~f:()~~~·<?ºmo se puede apreciar en las Figuras VI.4 y VI.4.1." . 

Respe~io[~''1~i;.Bi~t~Sii~~p~t.encialmente degradadoras (UFC/g suelo), el contenido' en C~d-~ uno de 
'·:: _ .. :-:'~>. ·:~·:>~: :-·!t~:·:·, >:l\:,j,'.:. L':;;_:. ·.".~:~ -'.. ·:: , . - . -. · ·>: !.)\: -< ":· · ·. 

los tratamientos parece nci haber sido influenciado por la humedad del suelo, a pesar; de que 

existierori.;~~iia~iones entre los diferentes tratamientos y aún en uno mismo, como se puede 

apreciar en la Figura VI.2. 
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CC Sc+c Sc+c+F CFc Sc+Fc Sc+Fc+F 

C::::J Humedad-Bacterias potencialmente dcgradadoras 

Figura. VI.2. Porcentaje de humedad y su efecto sobre las bacterias potencialmente 
degradado ras 

En el tratamiento Sc+C se obtuvieron cuentas de bacterias potencialmente degradadoras que 

fluctuaron entre 1 os y 107 UFC/g de suelo, en tanto que en el Sc+Fc el número permaneció en l 07 

UFC/g suelo (Figura VI.2). Estas cifras son semejantes a lo encontrado por Watkinson y Morgan 

(1989), quienes señalan que el número de bacterias degradadoras de hidrocarburos presentes en 

suelos con historia de contaminación es típicamente entre los y 106 UFC/g de suelo. 

Podría parecer extraño haber encontrado bacterias degradadoras en los controles de ambos 

tratamientos, los cuales fueron preparados con suelo no-contaminado, sin embargo, el suelo del 

lugar de estudio es suelo biológicamente activo y además, el hecho de haber adicionado composta 

o fibra de coco incrementa de manera importante el contenido microbiano, (no obstante que 
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·j 

<' -, : ; :.: . :'.·· . . . ··~ {" . "-i'· 

ambos /ut!roll.Lesterilizados) no solo de bacteriasheterótrof~'s Hpiciis, sino de aquellas que son 

capaces''dd"s'obfevivif en ambientes e~frerAos y cfa~ad~r,~~~1~_niiria~~e~ orgánicos. Es posible que 

uria prcjp_ofción'deJas' bacterias cuantifiéadas' comó degradado~ :realmente no Jo sean, pero sí 

demostrawntoler~ncia al diesel, y capacidad para ~,recF'el1,preséncia'· de éste como único sustrato, 

pbr elló~e;~ecidió'llamarlas bacterias pot;e~¿i~l~e~;t~,<l~iiad~dÓras;··· ' 
.~ .... . •. . ~; ·,· ... '. ' \''~ '·: . . . : ' .· .. '7::-:· ; . . 

··• P~'º'.'OjJadO •• :~ f t e;~füade1•f~ó~1:~1óri ~~·~ácte~a; p;tenClalménte degradado ca~ cua~tificada 
.:'.J:Ii~~~~:~~~i;~~J~t~~~1~l?i.~a~~~~~:~r~,::,z:, ¡~:::ºt.~:,Ps::::c::~ 
contaminado, por estar p~es~~té~~-\in sustrató ric~ ~n llutrierites se considera muy activa y puede 

toler~r é inCluso degradar eldÍ~seL< , , , . 

2.pH 

El intervalo de pH sugerido para el desarrollo de bacterias se encuentra entre Ja neutralidad a una 

ligera alcalinidad, esto es, entre 6 y 8 (Meeting Jr.,. i992) . 

En general, los tratamientoscon/adicióh de fortilizarltés prese?UÚºn l?s valo~es• iriásaltris d~pH,; 
alcanzando cifra~ superiores a 8 .·(Flgur~·~:~) .. ~,?~i"§~~li~~~~?n ·~~ .• ~~·~.;~l s~~i~i~lf~0-11<füe~~e-~e ;. 
nitrógeno en forma de urea; su hidrólisis en el ¡súeló lleva· a Ja formacióri de~ amoníaco; ercual' ' 

' .. ,., .. - . '·. ,., •' .. '.;-e<'··'-,,~·; . ,-., . '·' ., . ~ • ·•"'- . . .·,_ ' . - <'· . ',---.' .,·. ' ,;¡,·.' ', •., ; . ".· . . , ': ·.· 

puede reaccionar con el agua y produCir condicfoné~ a_lc~linas alformárse liidró~idéi de anionio, 

además de promover aún más la voJátÚizaciÓn del niÍ~ógerio ·•en·. forma de amoníaco (Mobley, 

1992). 

Por otra parte el resto de la urea que no se hidroliza, por sí misma también puede haber elevado el 

pH y mantenerlo a lo largo del tratamiento, ya que se menciona que alrededor de las partículas de 

urea, se pueden alcanzar valores de 8 y hasta 9 (Alexander, 1980). 

Aun así el número de bacterias fluctuó entre 106 y 107 (UFC/g de suelo) sólo en el caso del 

tratamiento Sc+C+F Ti. se observó una disminución a 105 UFC/g (Figura.VI.3), aunque algunos 
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datos sugieren que' un pHarribade 8.5, la ~ctividad de bacterias potencialmente degradadoras de 

hidrocarburos po&fa s&r IimÍt~d~{Coo~son Jr. et al. 1995) . 

10 

7 9 

8 
6 

- • !\ / 7 

6 

.. • s c. 
4 

3 
2 

2 

o 
TO TI p TO TI T2 TO TI T2 TO TI p TO T1 P TO TI p 

CC Sc+c Sc+c+F CFc Sc+Fc Sc+Fc+F 

c:::::J pH -Bacterias potencialmente dcgradadoras 

TO 7.3 5.8 8.2 6.6 5.8 7.8 
pH TI 7.4 6.7 8.8 5.8 5.6 8.4 

T2 7.1 7.1 8.5 5.7 6.5 8.2 

Fig. VI. 3. pH y su efecto en las bacterias potencialmente dcgradadoras 
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3. Nitrógeno amoniacal 

La concentración de nitrógeno amoniacal en los tratamientos sin fertilizantes fluctuaron entre 

12.6 y 76. 7 mglkg, mientras que en l.os tratamientos con fertilizantes fueron muy altos, entre 

2,894 a 5,620 mg/kg (Figura. VI; 7); Posiblemente estas diferencias se debieron a un exceso en 

la concentración de nitrógerto; ~elcu~l solo se utilizó lo necesario por parte de las bacterias, y el 

resto quedo. en,s,olución.<>;.en·1~{~itios de intercambio del. suelo. 

Sólo. ,e ~~jz;¿·~t., ~;.~J5~,i~ ~e filtro geno OmO~facal en el trafamiento Sc+F: (T ,¡ de 76 .7 

::~ :~~~f ~~~~r~~Í~~~f~~zli0~~°i~~i~~:~.ef~~~,~~:~1~u;~~1i:»;y"·.· ... 
cambio· en .el· tratamiento'.Sé'fC•la Cémceritracióil de NHi "".,füé• en:áumeÍ:ito{'el;'j)órcentáje; final 'de . 

. ·~: .:': > .:. ~: ::' :'.;· :-~-~[ .... ;.'.:\:.~~:-~~~1~i(::·.:·~~~~:-:~ ... ·:;\,~j:~\~}.w·'.~/·.;):.~.--.. -~-(·: : __ .· <·:. -~ -~- _- ~--' · :.. > ->__ · -<·~. _ ·}·-·:_;-.. - '·, ).> ~-:·;-,·:-:-:'_:;.:,~·t:·;:~-~t··.: ..... {/( .. ~:-:~."; ... ;J_--. 2' --

degradad ón resultó sér dez2.2?% {de30;820 .a.8,5.53.21.rng/kg··(Figura:v-1A·y y1A.l):;una ·•. 

explicación k ~si6·,~~ i~S~~~~hc'l~ cle~~ct~rias a~onificantes·Í~s·cuales· incre~e~t~r¿~·~knhmtirn .. · 
(107 a 10 8UFC ;¡sC~l~) J;1 '.J'.' 1'~~ T2 • Con esto se podría su;oner que las bacterias p()t~h6ialfuente . 

degradadotas solo utili~aron el necesario para su metabolismo, y el resto se quedóen los siti~s de 

intercambio y en la solución del suelo. 

o; 80 

"' 70 ~ 

'el 

-8 60 

= so ..,, 
·¡:¡ 40 
"' "t:I 

"' 30 ... 
CI) 

-8 20 
-8 10 
~ o o 

Sc+c Sc+c+F Sc+Fc Sc+Fc+F 

111 TI • T2 

Figura VI.4 Porcentaje de degradación en los distintos tratamientos 
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Figura VI. 4.1 Concentración de diese) en los tratamientos con y sin fertilizantes 
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Figura VI. 5 Variación de bacterias amonificantes en los distintos tratamientos 
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La minec~li Z.Oió~ ~b1 n'.~geno ocgánieo a su fonn a inocg~i¿; disponible como es el amonio, 

posiblemeÓte~'seli~~~':a~~a~o por bacterias amonificantes •• ,1~'~cu~lestuvieron valores de entre 105 

y 108 NJ\lf Pjg ~6 ~~~tJ; ~Úrante casi todo el periodo dé:Ú~~p(') ~n el ctÍ~I se realizaron las pruebas 

(Figura; VI~~). he~cuerdo con la literatura, entre la~ b~c,terias aerobias que participan en este 

procesó estáp:''Bácillús sp., Pseudomonas sp.; Escheri~hia, yStreptococcüs, (Fassbender, 1987). 
'.,,. 

~:::!::i:~¡:~~~~~1~r~tt~~€l~if ~~i~itf~tf~~:1:~~: 
activa, y, podo tanto; ta rianirafo2:a'de ·Ja deséóiriposicióri llevada por•está'ínfofoflora:'t •·· · 

·,-,- · ~ ~~/:.~·- ~~~~tfErfi:: .. ~{f~ih~:~~!~~<~'..~:>":.:'::,:;;.-:~}'~; ·:;:::;~ · .(· .~~.-~>t~~~~~.j~)\;~,*~~~~--'.~-~~'.¡= ;~.\::~~('{~;; ··;.}~::·í:·'..f~~;~·-;~;: .. -, · 
· · . ._::-,_ ·. /.: ~ ··y~--~·,._\'.~::.;-.:: ::{:~T::·: ~z:~~~~:: ' . .J.i~.J<.:~j\\0 .. ··;i-:·<·::· :~}rJ·~;;..,,:·.~> ;.: ~-::~:_:~-~:"· ~\:;·;·~:.~~:':f;.> .. ~ {:.i·~~-:) <?r':~i-~;~>,· ~tfi:.·~ ;~~}w~~:: :,:~f}:V~~~~;a::: ::.~;. 

Además, la cantidad de. nutrientes 'disponibles ,córrió-el ?amonfo r,etenidos; por el suelo puede estar 

~~~-po• la 

Para favoreder,~úÓn1ás el· c~ecimiento delas',bJ~"f~~as';~6tenciaÍmente degracl~doras, se adicionó. 

una fuen,te /%xt~~ :de nitrógen~. Esto debiJg J{ ~~~: alg1mos reportes ~6ñ~íari'.,;ci~e. un suelo 

contaminado por un largo periodo de tiempOy ~I1 'ausencia de un prograITia d~ biort-emediación, 

será pobre én nitrógeno (Deni et al.·, 1999). Esto es porque comúnment~::¡cff 'á~~bu~tibles 
-., . ., 

derivados del petróleo son extremadamdnte deficientes en nitrógeno y la entrada de una gran 

diversidad de fuentes de carbono tiend6' a res~ltar en una rápida disminución del nitrógeno 
, ~; . --;--· 

natural disponible (Morgan et al .. 1 ~89). /· 

Además, generalmente en los ambiel'lt~s'ri11tul"éi1es la biodegradación de compuestos orgánicos es 

a menudo lenta porque uno o más nutrientes necesarios para el desarrollo microbiano están en 

bajas concentraciones ( Steffensen et al. 1995) . Lo cual se hizo evidente en la caracterización 

inicial del suelo contaminado en el cual tuvo un contenido de nitrógeno total de 140 mglkg y de 

I.82 mglkg de fósforo lo cual es considerado como un suelo pobre (ver Apéndice 1) 

La incorporación de urea y su posterior hidrólisis a amonio posiblemente afectó la capacidad 

degradativa en los microorganismos, no solo por el aumento del pH, sino además por las altas 
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concentracioJes·~D~lllC>~i~, elcu~al es má~ evidente arriba de 300 mg/kg ( Dennis et al. 1993), 

ademá's·é1:~riiÓnÍ~cb'""'.pÜ~de"ar6ciar la.disponibilidad de sustratos carbonados como es el caso del 

diese! (MiÜé~;) 992)~~ 

!i'" 

Aunque én>fiúe~fro~cáso !lo se cuantificó amoniaco, cuando se homogenizaba el suelo y se le 
- , .~ , ·º •... ,. ' .. : r - - -

adicionaba, agua';pára mantener una humedad se percibió su olor caracteristii::o que fue un 

indicadord~)iÜ'eel nitJ"óge~o estaba en exceso. Otro fact~r importante fue elpH, ya que •el ~ + 

~::o::~Jt¿.l~~~~:c:::;:n~a ~o~a~~~i::~titl~~~~~ii~~~~~:~1~~Í1:pH, 
Aunad~··a1.)~_ri~ii* ~W ~$ºn.ifica~ión,_st:.·f i~~f~I,~-~-~~~·~~f~K~? .;~~~-,f~--:~~.~i~.~~~.H[~-~~~"~a ··~_t·· s~éto 
puede incrementarse- con el .contemdo>:de; h1drocarburosydeb1do'• al:.· aumento·· en .. la b1omasa 

. ; , _ .-.- :._;, :;)···): r~~¡:~--~-~-_,. (--~::~: <-~_:;·.'.;·_ :: • . -. ~: ·:,':·:: ._. .: ;:·:'.\: .;tL:: :~/:~:,;·.-;_-:fC.: ·.f?Y~1~:-;·:~\>:-~\t~--:~: ::~""·:~:-~::~!~i:;r 1~.~-1.:._;_:_;:\'Cs~ ~-~si:··:\:r:<~.~ .. -'.r~~~>. e:_\:~,; ? ·;>-· ... ,· ... ·, . 
microbiana la cual.contribuye en la.transfonnac1on•deJa·fuente:mtrogenada ~(Xu et. al. 1997). 

: ~:;~' · 1>':·. º<--_ , , c.. .~ ... -- ·• · -~.~-:.· . :e:.;;~ f~·~:~~-· ·::~;:-: ··:';~";." ·:·.·:,:> ~:·~_,:·.;· ·><:: ·. :.:·~~~-'. ". ..;· ·-~· -.< .-· ~ -'<i:. -· . .''.:\»~· -~--~ .·_ :· · :; : ·,, :· .: :-'>' , ·: 

~:;~~:~:~::~::~:~:!r~~~~·tt~~~;:I~i~~~~~~~~~~tiit::f ~i~~:~: 
(Figura. VI. 5). ; ·i.' ,·,;·.. ·· >·., ;•i: _.;:;'. ·,;~?•' ~'. ·' .::;.: ,:r.' ... · 

.. • :-~.:·.:.:: :'!':::(- \.:,:~ ·.'/.'_:~.~ •; ·-.;. ·," o"'.''. ~-'-:'.··. ,[.• 
_·_,i • : -~: .• - - '. ,;;- • ·/~- ·::·.. 7" -· ' • --:-.~.-;' 

Con ambos p~~cesos.tant~ i~am6riific~~ió~:~;~~e~~~};~-y~~cli~a la actividad ureasa una gran 

cantidad. de' amor1.io 'estaria~p~6sehteten':e1 :;suéfo;. de(cual se utilizó sólo lo necesario para el 

desarrolÍo mÍdioblano: E.l reste{ del ariiorÚb ~udo haber permanecido en los sitios de intercambio, 
·"·~ , .. -- . . . '· ' . , <· .. - .. _ .- ... "-, •' ,,.;\,"·~;:e--:<. . 

principáti:nente 'eri et caso d'e la coniposta, ya qué en ella se encuentran una gran cantidad de 

cargas ri~g~tivas d~bido a la disociación de H+ de los grupos funcionales, como es el caso de Jos 

grupos carboxilo y fenal del humus de la materia orgánica ( Bohn et al. 1985) . 

Además, existen datos en los cuales se señala que el aumento en el contenido de materia 

orgánica, incrementa la capacidad de intercambio catiónico de entre un 20 y 80% en muchos 

suelos ( Wagner et al. 1998). 
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De igual manera, ~f} eJ
1

sJ~1~ C:Óritiirii'ÜaclÓ/(S¿) fluctuó entre 105 y 106 UFC/g, ( Figura 6 ) sin ,. 1-.· ... ,,. -· ... -_ ·.,, -- . 

embargo, debido a las con
1

di¿i:Oiíi!'s fisib~qÚímicas predominantes en el suelo (Tabla IV.A .1.), la 

biodegradación se llevó a ~abo,. pero más lentamente. Figura VI. 6.1 

6,8 

1 6,6 

6,4 

1 
o 6,2 .... = 1 
"' 6 
"" ~ 5,8 ;;;:. 

~ 5,6 

5,4 

5,2 

• TO o TI • T2 

Figura VI.6 Determinación de la presencia de bacterias potencialmente degradadoras en el 

Suelo contaminado 
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Figura VI. 6.1 Concentración de dicsel en el sucio contaminado (Se) 

En algunos casos,\lna',ckncentración excesiva de nutrientes puede no tener un efecto inhibitorio 
.- ' .,_,_' ''··,<· >' 

en la biÓdegradá.ci~n·;deT~idrocarburos, sin embargo, la inhibición ha sido reportada en una tasa 

de aplicación d~ s~p~B.;;·~·4,ooo mglkg de nitrógeno en el suelo ( Braddock et al. 1997) .. 
;·: 

. . 

En otro caso un ~~elo experimentalmente contaminado con· dÍ~sel, la/pi~se~ciá. o ausencia de 

nutrientes no iriflu~néÍÓ significativamente los cont~o~ de org~nis~os ·~~gf~d~d6~~s (Margesin et 

al. 2000). 

El mismo resultado fue obtenido por Van der Waarde et al. (1995), quienes asumieron que 

aunque el aumento en el número de bacterias es un indicativo de una estimulación en el proceso 

de biodegradación, esto puede no representar una franca medida de la biodegradación real, 

(Margesin et al 2000) por lo que es indispensable determinar la disminución de la concentración 

del contaminante Figura VI.4.1. 

Generalmente los niveles de N y P adicionados para estimular la biodegradación en sitios 

contaminados son a menudo estimados a partir de la relación C:N. 
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Los result~d()s''bb'~el)'_a~ds ,eri 1.os: tratamientos adicionados ~:~n nutrientes con base en una 

relaci<)n g:~i~,:!g§:)_5,~0:Lqúefue evaluada en trabajos previ()s'(Zegarra et al. 1998), parece no 

haber sido.1~·-·má~;iclónea para.la biodegradación del diesel:';Vafiosa~tores señalan relaciones 

consider~da~}>gtiui~s··~ari la biodegradación que varían· rrÍuch~·m 6~s~ a caso. Por ejemplo, una . ; 
···: :_:--:,:..,";- :·.-.:.- .. -... ·.. . : ·', ·, . .--- .,.'1:;;:.''-:··:·,:\·_---:-·:\:!.'':'·I:<·,~·~.·-'., <::_-·;,··::_~.', · __ , .. ,': - .·.-... -,--:.- -~ 

relación 120:10~.i e~reC!oinendada por Aislabie et al. (199~), otrcÍ~··~Üt6~¿s\f~éluyen •solam.entela·f;jFi 

~:.:~~~1!~~::E::t:~:::;:¡~:~9~J~J~~f !:;i~~~it~;-~~~iiq~~~:~~~~1 

, ·:--y:·. ~.;_~e;:_ -_ _;;·_~~.. •Í ~),--. '\:: _, .;_.{:-- '~ ·-

'' '.;'; - --~i~~~:~:;,.·r,;//. ·-·~'1 ;, .:\::··' " . 
"l•:: ': _:~=~}~: ·;~ ... >--. .. ·.>> 

En general, se tienen da~os eri',los' c\i~¡~~·é'ú~liiliihistrar ~utrlentes~e~te~C>s p~ede· o ~o beneficiar 

, ·-> , ., .. - .. :f.f:-. ·-J._ :·"·>_,: :·:~:\.\: .>.' ,: ~~/.X~::.::::·:.;\+:·:_::~ __ .; ,-.~~~ 
·. <:'.· .... .;;:¿ :.-..\\\ ,~_ .. ~:~~:-, <:/~;_··-:·:i:~~;.:~:-.~~:<:é;.::;. ·;_~~-~-· -·<· .J: r-i~.-~·-··:~ ;.~:-i.t.-·;·"·;:::-_ ::~_.!<'. _-·:)-/·_ "'·:· .; .. - .. 

Así, en los _tratim1fontos con a<fición de urea parece que la cantidad adicionada fue en exceso, lo 

cual se reflejó en' una re~p\Jest~ más lenta por parte de las bacterias potencialmente deiradadoras, 

debido a las condiciones hostiles en el micro ambiente tanto por el pH alcalino, y un Rosible 

efecto inhibitorio por el nitrógeno amoniacal, aún cuando no se observó una gran diferencia entre 

las poblaciones potencialmente degradadoras, en los tratamientos con y sin adición•. dé 

fertilizantes. Figura VI.7 
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Fig.VI. 7 Concentración de nitrógeno amoniacal y su efecto sobre las bacterias 

potencialmente degradadoras 

4. Nitrógeno total 

Los tratamientos a los cuales no se les adicionaron nutrientes, el nitrógeno que se encontraba en 

la materia orgánica del suelo, y la misma biomasa microbiana aportó nitrógeno total al suelo. Las 

mayores concentraciones fueron de 5,792 mg/kg (Sc+C) en el T2 y 6,163 mg/kg (Sc+Fc) para el 

T 1 (Figura VI.8) lo cual es considerado como un contenido de nitrógeno extremadamente rico 

según, Aguilera, 1989; Vázquez, 1993; Tavera, 1985 (ver Apéndice 1). 
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.. , :;::·:<"" 
:.•·, 

Algunos estudios señalan que los~~esl~u~~.A_rg6.hi~os.(c6Jno',lo~\texturizantes empleados en este 

estudio) pueden representaruri ~pcirtJ~dé~fyeÍ1°tesd~)ii/fJ~rit~~;rá,cilmente aprovechables, aunque 

el nitrógeno representa una peqti~ri'~~f~~~~Í6~}1~Ó~fu(de;;¡~~'at~~a orgánica del suelo ( Lunquist 
' - -- - - - - - -' .. -; .. :-~·~ «;.·_--,¡.-:-.·~·;,~,-\' .· ¡?~('·:~:·;:-¿¡·::. "-.>~'.::_..~-·< ·.'.-...--~::,· __ ,; .~::;;: ·:.;~l;:;).:. ~-:y:' __ ,·._.·:-).~~:: p;<:: : .. -

et al. 1999) . El adicionar materia 'org~J1ica 'al e suel<>;{tan:ibi~h puede favorecer la actividad 

... f:~.~~í:~~~~~I~~~~~e~~T~!f it{{~~ti~tt f lit~~~~~~1~~~~~~:it 
, :'.E; -. . . ·' .,, - ';;: , . \, - .- . ·-·-·e" ... -. ,:: . > ?.} ~·~-·- };'"-~·:{ ,,,,:: ·.:: ;;:f _é,; ':. :<':· -

Cabe.d~s;t~~€r.'.ª~~~~tf~f~~~~s~~r~tn~-~~~;,~;~i~~~~~i~;~~~~~fo~~t~~-·t·~i~f~~f~~~l?~9-~~ri.parte · -
_del- mtrogeno· total; del suelo;pud1eron.:estar.pi:esentes~\pero estos:•no;fuercm cuantificados en este 

e~tudi6. <. :f :;~~: 6~ >i~;·~·- 'f~· -_~:'._-~_-.. _t_.:~---. >; it'. ,;:~r ~:·r)é1 .:;-t'. ::":: '.\~ ' .. / +: ·:;1~~-- '1'~~: . .:.::_,;: .... :h_;;i:{-rt·x::/' 4: . 
. ,. . :;r,:.~::·: ;?0:~ .. ·:--~Y' s::-~.< ;:~:}].: -~:·:;~: ~,. .- , !~:--:· ;" ~~:·~~·: , /·:~·~; ·. :. _ --.;·1 :::· •• .-. ~:..·.;;· • .• ·,;, .... • :, -~ -·:.: 
, _ _, __ , :-:;',;' ,-,;s: , • :lf ·.~.· .. -:-;·:/' ·~.:: ':~.;.;:: ;: •.. _:.-x::· ::._'.,··:·<..-:;_~.· L·/.f_. :-:;: .. :::. , .. :·!;.,·--.. 

.. ::::~:g'.:~~~~1}·~~t~~E~~e;~1:::~::.t· ~~:'!,1\~~Á~~~·~:f :." ~:.;·~º:"s'., :; 
:rotb.t~&f;~f f ;: :~~:~:·~:;:.,::. ·::'::~:,r1:t~!~1tf !:~;:e::.:~ ;;~::~ 
.YI~S.).: E~·to'i'..'v~lor6s se encuentran muy por arriba d~Já~·6cin~~n~ciones consideradas en un . . ' '.'·'"-. '- --.. ·.-: ,-·- ... •-' /:'· .. -:; ... · .. ' 

su~lo'típÍ¿():~x'tremadamente rico en nitrógeno (ver Apéo'cli~~'.t);'por lo que en este caso la 
''. '·, .-• _,· . ; "'" '..,_" e· 

degracÍaciÓn se .vio afectada por el pH alcalino del suele) p~evaleciente a lo largo del tratamiento, 

como ya se discutió anteriormente. 
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TO TI T2 TO TI T2 TO T 1 T2 TO TI T2 TO TI T2 TO TI T2 

CC Sc+c Sc+c+F CFc Sc+Fc Sc+Fc+F 

c==i Nitrógeno total - Bacterias potencialmente clegr a dadoras 

Nitrógeno TO 184.2 4,620.0 8,693.0 2,900.3 3,737.9 6,494.0 
Total t--T-l-t-~4~0~7~.~8~~~-5~.~1~2~6~.0~11-~9~.2-5-1~.~o-;1--~3~.7~1~0-.0:--~-6~.~1~9~3~.0~~1---i~S~.1~3~2~.o---1 

(mg/kg) T2 419.2 5,792.0 8,880.0 2,962.3 4.579.0 15,045.0 

5. Fosfatos 

Fig. VI. 8.Concentración de nitrógeno total y su efecto sobre las 

bacterias potencialmente degradadoras 
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El fósforo existe en el medio casi en su totalidad en forma de fosfatos, por lo general como 

ortofosfatos, aunque muy poco puede estar disponible, ya que se puede presentar como fosfato 

inorgánico insoluble, particularmente de calcio o hierro (Campbell, 1987) . La concentración de 

fósforo en solución comúnmente va de 0.1 a lmg/l en el suelo, de éste más de la mitad puede 

estar en la forma de compuestos orgánicos solubles liberados por la muerte de células o en los 

componentes orgánicos coloidales (Mullen, 1998) . 
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~- -'l • '. -· . ;.· 

'· .; .-~ ;· :,:; 

Estas formas orgá~ic~sg~i{er~1n,;eAie}()I1stituyen de un 50 a un 75% del fósforo total del suelo, 

en may~r rri~di~cla;~o~~~C·~~~H6,J'~~~a(osl~ti) conocidos como fitatos ( Richardson et al. 1997) . 

__ .;_:_e·---'>:-~·-~-

"'-_,~;,';;~.~_:( -~-.,-,,,:.;- ~-\-,:"<1 ·;.:/!:; ~'"· 
·,~:~;c~·:·-,::~v-·-:::: t.~.~:·-·.- :-.~.:~,:'., ~r: '° .-.-- • · '.-!~;- . __ ,;-~,::r_·' ;· ..:_·_¡;; )._;:.~>·.·;·,,·.:~, . 

En el éiso &~ lg~ ii::t~fuÍ~*t¿i~ sJh fertiÚz~Üt~~. Ia cantidad de ortofosfatos di'~ri:iinuyó de 19 .43 a 8 
' > ,: <;:':'·,<1:;,t<.:i;}:i':'".'''.'':''·;,<;<iJ <«<:·?: '~'.i. ::. ' .:::>}·, 

mg/kg (Sc+9;yde.28a'W inglkg (Sc+Fc) alT;i (Figura VI.9). Esto sugeriría una utilización de 

los. mismos·fosfatS~' ~~'la formació~ de biomoléculas, ATP y ácidos nuéiéicos, requeridos para la 

degr~d;~¡ó~dg'i'·di¿seJi: E~to fue má~ evidente en el caso del tratamiento sc+c del To al T 1, que 

presentó u~ 40:17% de biodegradación (FiguraVI.4 y VI.4.1) . Con esto se puede decir que 
- . '... ~. 

exist.ió suficiente fósforo disponible, y la posibilidad de quedar adsorbidos es mínima ya que la 

carga neta de la materia orgánica de la composta (principalmente humus) es negativa., 
. . , .. -·:·· ···-

Con base en lo anterior, se esperaba que al adicionar un sustrato orgánico~i:~(Ici'IÜá~l.ci~'í-r~~fato 
' - . ,. .'· ·,. : :-~V •; .: ·,~' -. •., '.'~::·• .:··:· . . · •. . , .. 

triple se observaría un efeCto pósitivo en el desarrollo microbiano, ya que el ~uel~ ~olltaminado 

original contenía niveles muybajos de fósforo (Tabla IV.A. l.) . Sin embargo, algunos estudios 

señalan que el adicionar fósforo a suelos contaminados con hidrocarburos, puede no tener efecto 

alguno en un aumento de bacterias potencialmente degradadoras, que normalmente se esperaría 

después de la incorporación del mismo (Riser, 1992) . En contraparte algunos otros autores 

señalan un aumento en el desarrollo microbiano y consecuentemente la biodegradación de ciertos 

compuestos orgánicos ( Manila! et al. 1991) . 

De acuerdo con Mullen, ( 1998) la utilización neta de ortofosfato ocurre si la relación C:P es 

menor a 200: l, mientras que una relación C:P mayor a 300: 1 resultará en inmovilización del 

mismo, por lo que relaciones intermedias resultaran en un pequeño cambio en las 

concentraciones de fósforo en solución . 
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inmoviliza~ióri d61 rl1isrilo;¡·éy~:~o'írio~2o~~ecÜ6ncfa~ri6.liabría una biodegradación eficiente del 

dies~~. o bi~~.;:;¡ p~oc:~~·~~ba~a~á~-lerlto-~ebido ar exceso en la fuente de carbono (Alexander, 

1981); 

Sin emJ:>11rgo,. aunquc;:.el núfl1~~o rte l:Jacterias p?tencialrpente. degradadoras permanecieron entre.· 

105 a 107 UFC/g de su~lo en los trat~mientos a loséuales se les adicionó fertilizante parece ser 

que su utilización de fosfatos en efecto fue 01ás:'i~nta,ya que en el T 1 se obsen;óunaumento a 22 

mglkg en ambos tratami~ntos,posibl~melltl~r~ci~~tode'la 'mineraliiacÍón'éle1·11l:ismo,. aunque la 

biodegradación no fue evident~ e~ e~~ Jiíci~~;~~e; p~ra Sc+C+F y.sC:-l-Fcif~2fs610 una ligera 
• • • , . '.·;.·\· :;>:-:··_·-::r-::--~,:·:-~--'~:~-::·~:_;·:~:.::·-'··:<'· ·'·<.:_:_ .~--~- ." :: ·;<~--,: --~·:,/~--~:/.L·:!.'.--~::·~--~;g~/;·:.·,-<:. • 

d1smmuc1on de 15 y 17 mglkg, respectivamente; se observo:alfinal de:los·,tratam1entos, (Figura 
- • • ' ,"- -... ; - - - • , • ' ·- - • ,. .. • • •• ,. ' " • •·'"' '·~; ' • : ,._, .,_ ." ~ < __ ,_ - • 

VI.9) lo cual se podría deber a una utilizaciÓ~ iikocia·d·a ~-Ja _degrad~cióh\í'eldig~el en este lapso 
-. > .. - ',_ .. - .. ·. -- -. .,,· -e-- c.·~ ;· ·. • .. 

de tiempo (Figura VI.4 y VI.4.1). 
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B. Hongos y Levaduras 

l. Humedad 

La ventaja competitiva entre bacterias y ho~g~~ en sueÍ~s ~~mbia marcadamente con los niveles 

de humedad (Griffin et al. 1980), la C\jal. es C()~_i¡id~r~da ~l?f~ctor,primario que determina la 

actividad fúngica (Wi~terhoffét al. (~9.:z) .. ·e :; ,:":
1
.d· .;r. J.¡).·;/ '::; \ '[:. .>·· '.;: _e:··· 

->::· ' ; :_:-·· :'.'"<'. ·.~ ;. _., __ .,:( ~,. ', .;.'" ! ' ~:_,.:{.'-~. ·.'.,,~~>- : . ·\'~~; ... 

:: ~:~~~'.~t~i~k~~~¿~¡~~~:l~~~~:fü:l~~~~ñl~l~i~,1t~!i~~·j,:: 
. · UFC/g de .• ·suelo ipar~•. elitratamiento Sc+Fc, de manerá:siinilar• aJ¿CF~~{·Eh'.;tagt(>~'que,:pa~a el 

::~::'.!1iif i~I~::;:~~~ ~d::.~~~::::~~eJ~1:¡¡¡¡;¡¡;~;;~;;~ 
en el trat~Il1ie11to ·Sctc:;.· en donde el porcentaje dé hüm(!dad fti~'.P1~ii~~;'(se}~.Y8iún;:;v~ri~ción · 

entre 10
4 ~ 106, .lJF~lg de suelo, lo cual fue semejan~~-·~::l~~~~Í~?s~~~?~~!.~}i'~$¿.i~;-~Ls~elo 

contaminado con diese! (Se) (Figura Vl.10). Cabe destacar que en el tratamiento Sc+C+F; rio se . . ' . - .... ~.·· ···-~·· ,· . ' 

obtuvo crecimiento, principalmente debido a las condiciones hostiles en cuanto-~~- pH dél süelo. 

Glllongos OLc,·nduras 

Figura VI.10 Determinación de UFC para hongos y levaduras en el Se 
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--.~:< _, .. ::~-~~ :.;:·.~'~ - . : . 

··Así se tuv~~KuCf·e~~16~_tratamientos en los que:'.~l~porcentaje de humedad fue mayor (Sc+Fc, 

Sc:f-Fc+Fy,CFgÚ~ cuenta de levaduras oscHó e~tr~I05,"yéJ? 11 (UFC/g de suelo), al igual que en 

los ;r;tami·e~~io{restantes (Sc+C, Sc+C+F, CG·~nrc}{d~}1de •. 1a· variación fué entre 104 y 108 

. UFC/g de' suelo (Figuras VI.10.1 y VI.10).JE~-·~h,'{;~·r casos los valores resultaron ser 
' . - : ·" . ·:_ ·: ·, . ;. ·:..,, ~ . ·'· ., :- ' . ·. ~- -~ 

relativa~ente más altos a lo encontrado. eri ;sue.los '.d~ zonas templadas que'i~sC>n:de 
aproxiinac:lamente de 103 UFC/g, aunque con un illt~rvalo d~ I05 a 106 UFC/g de ~~eí6 cVis~ni~c, · 

1995). 
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Fig, VI. 10.1. Porcentaje de humedad y su efecto sobre 
el desarrollo de hongos y levaduras 
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2.pH 

La influencia del pH sobre el desarrollo y metabolismo fúngico es complejo. Los hongos 

característicamente toleran valores de pH bajos y muchos tienen un pH óptimo entre 5 y 7 para 
. ' 

desarrollarse (Barry, 1984). 

De esta mancira, fos:trata~ientos sin fertilizantes en donde predominó unpHdé ligeramente ácido 

a neutro, i~ ~~~oÁt~¿'eÍ Ínayor creCimiento, de entre 104 y 108 UFCÍg de ~ueló'; p<)i-el éolltrarfo en 
:<. ,:~'.· . .-·.:· .. ::~.:"·"'_·.::~:-~.:.,;~:~.'.-.~t~:{:~··:_~,';_i::§i~:)~'.i~·-,··::.;\::'.-:,:-~:._,,'~_-,<_ '·. - ; ... _ .. __ -,:_;--.~- <·:.:_ ::>:<: -~·~:-· _-,-~_ - _.,,_-. :_;_-__ .,.·,_ ··, 
los fratamientos)a).óS'qúe;se les adicionaron fertilizantes se vió limitado su desárrollo por el pH 

- .---- ·_·_ ... ?;:>' !+;.;·-~:~:-';·i:.,,;·:'.-,Y-.o-2-'.>~(-(~/r"-... --_l:?·>'---.< ... -- . >-,,_ __ .:··_;-.->--·-:>-.:.:- . .:-. - - ·- ··-: . ·,_,·_. 
arriba ele 8,y,sóÍC>'eneltfatamiento Sc+Fc+F se obtuvo ciert1 crecimiento (Figura VI~ 11). 

Auri~u6 '~B~'e·~··c~~·s'iá~J~1()·u~ .pH óptimo para su crecimiento, ~Igl111~~ espe¿ies ~~mo As;ergi/lu; 

níg~r p~~(Í~ d~s~&C:1Jaife sobre un intervalo de pH entre ts ;·9.8 (Smith, 1994). Sin einbargo, 

Bo~iter áHooj':i~~~i~: cltie gran parte de los hong~s generaÍfuente toleran intervalos de pH entre 
- ·-- .. ··-r:·. ::·,:r.: - ·-<·;::· ,._~ ·· .. :: . . . . '. . . . . . 

s;sy8:o/)' qtie ~Llímite superior de pH en el cual pueden.subsistir los hongos estará determinado 
:, , . . ' ... '. ' . -. ' ,- ,'.. .';~.'· '·, ,_ ··.. . . _, ' . . ·" -: . 
porla prebipii:~'éióri de los nutrientes esenciales d~ ~lrrieclio en donde se encuentran, mas que por 
~1 Jfl-iiii~ci~-::~~;r· ·--~~·~:: ,. 

;-)-: 

Por'oti~p¡~~}.en lo ,que se refiere a las .levaduras, se l~a e~contr~do que prefieren intervalos de 
. ". . ' : . . ' ·~ . .' . ·. ._, ' . ' ·. : ' . ' .. . . '. --> '_·, 

pHde 3.0 a :6.5, y en menor grado condicionesimás áóiclas'ó í:riás alcalinas, pH arriba de 8. 
- ; ·_ ' ' ' ' . . ' . ' ",J.,. ' • ->;· . ·, ·~· 

(Walker, 1998; Schmit:i; 2000).·LapreserÍci~ delevadÚrasef¡:,doncl~.e! pH se mantuvo arriba de 8 

(Sc+C+F, Sc+.Fc;;+F) pudo deb6rs~ en ciertameclida a'ia'l1~t6~Jg~n~Íd~d del suelo,.ya que pueden 

existir ··.micrositios en .• donde eI<pH ·pue~~/váriar,~eri¿dos.~;c,:zmas· ':unidades en distancias 

:::~~ti~f:.!::~u:. :::~~~o(~I~~~,~-~~~~~~il'k~~t~~i~ii\~lt:~::::::: ,: 
condiciones resultan adversas pa~a s~·creci,miento c¡ishniác,',l 9Q5):~pe~:esta. manera, se podría 

~;;~~;:;;r~;:~;;i~lili~~~~;;;::~~;IiliJifüj1~~~;~~~~:::::::: 
. inicial (Figur~ yÍ.;4): ;'2=6~~r~~i6"a <esto en l~s. t·r~ta~i~ni~~ e~ donde el pH fluctuó entre 

ligeramente ácid~·a ,ne~tro, (Sc+C, Sc+Fc) y aunque s~ crecÍmiento fue variable de entre 104 a 
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- ' - "'! -:<- <:<.·: .t:·~.:i'. <:'/·'.·~· :~~~~~'.:. -~~·;:_::~· -:::_:; -- ~ . .- '·~··1~ : - ,. : - " -

1010 UFÓg•su6ici;fi~~~odl"Í{sUi~ril"dÍei-&;a.rti~ipación de las levaduras en la degradación del 
diese;'ire:sehi~·in~{~Ü61ó? ::;~ . ·· . .,, . ·.•.-~ . . ;' ;e:,:. · .. 

__ :,·:. << :;: . )> .. "~~-¿ r,;· ,, __ ~.~""· ~- _ .---"'" ,.3_ '::_=;· ,:,'.~,-~~---/ 
, '~l _;_-~,;_¿ )~-;.;;: :~ ;,___,:~.~--~;".!;__-= -~:;,.~e:- -:--=- ":=-~-:~:.,,.~.-- '~i~~- -~t·f-~-,-;~~;;;~·=-- ,~;;-~-

· Aimque i~de~~iiñ~~t6 ~-e 6reg!:tju·~ '1<ls}:iJ&ii~c)~'~1gvaduras están sólo marginal mente involucrados 

en la -~e#ra~Jc!~ll~~'.r~"~i~f~~~r~~d~Y~~!~~E~f:~Rki-tes, en los cuales se señala el aislamiento de 
Ieváélüras,que degr;¡dan_c?nipoiiénfos_':~el-~~ruélo' en· suelos contaminados (Margesin et al. 2000; 

;;~~:~:i;¡~~g~:f "~i~f ~!jl1~11~:~~;Ift\t:;ó~0;e h~~~~~~'d:nd~=:~::~6:o::~:::~:: 
reportados; \;ilgie'ren que . !a's' lev~Clu~a.~ · pueden ser miembros establecidos de comunidades 

degradadoras (Schmitz etal.2000). 
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Fig. VI. 11. Determinación del pH y su efecto sobre el desarrollo de hongos y levaduras 
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3. Amonio 

La mayoría de los hongos pueden usar amonio como la única fuente de nitrógeno en su 

metabolismo (Garraway et al. 1991), como es el caso de especies de A/ternaria, Aspergillus y 
,:.,:, .. :.;·. :·. :· 

Penicillum entre otras (Pa~erríaii eta/. 1984). 
-.. ~:..' 

"----

Así, aunque.las ·c~~é;~11t;~6i6n::f'd~'a~onio en los tratamientos sin adición de fertilizantes, son 

consideradas baji{(~~{;;Á~é'~'~ice l); los hongos pudieron utilizar fuentes alternas como nitratos 

y nitritos:'.~~'n'cig~~~~~~t"km~~" ~Üéd~ ser tóxico para algunos hongos y bacterias (Pateman et al. 
1984): . : .· •. · ... '::: ' '"'.' ... ,; . 

El número de ~~n~Ó·~/~11 ·dichostratamientos además de los controles (CFc, CC y Se) fluctuó 
. -'. ' ' ¡¡':' ...... " ·:.';• .. .-: : ' ' 
entre 104 y JO.· UFC/g ~e :suelo (Figuras VI.12 y VI.10) lo cual es semejante al número 

encontrado en ~Uchos s~~Ios con valores a menudo de entre 104 y 106 UFC/g de suefo (Thorn, 
- . '• 

1997).Debido a esto es. de suponer que los hongos pudieron haber contribuido en Ja 
)~ . ,, . 

biodegradación del diese!., Por ejemplo, Garraway (1991) señaló que algunos hongos como 

Cladosporium se desarroitriJ;~-sobre sustratos como diese!, kerosina y parafinas .. Algunos otros 

como Aspergillus terrus,>Á.: ;Flavus ·.y Penicillum degrada hidrocarburos poliaromáticos como 

antraceno y fluorantre~i. '.C~~hm'oC>d et al. 1993). 
·· ... '.;~~·.::t ·:;:::\· · .. ;y·,~ 
~- . ~',"' ~·~--~~:· 

_:_::.~·!.',:··::~?';\'. 

Por otra parte, los horigos;.farJibién se pudieron beneficiar con la actividad microbiológica por Ja 
- . . .· -,/·::·· );·'.:''t!.~·:,:.._ '/:\<~::r:~·:,::·:~,">:,-· -~- _>; - : 

liberación de an;iol'lio ',en: el suelo, ya que el número de bacterias amonificantes fue alto ( 108 

UFC/g)~ a:io Iar~b J~i;;~J~~i~e~to (Figura VI.5). Aunque también se tienen reportes de muchos 

á:dJ::]~~~fzt~~fir~í~i::n.~::5~ protefna, y péptido• para utilizar el nitrógeno que •e 
-- '· .-",,:- -~":~j>¿ ·.·;X~-- -~ · ... _. -· ·"" 
'/-, .. :~~~~;';;,' ·. ·.·. •,,_,_·.- ·-~· ~:{:~.~:~.·.·~,-~:.~º(": -:.:::-:'- -

L(); ~q~~t?c~f.l:;:,~c?ge.~!~·;5~~.~ . la abundancia y actividad de los hongos, puede variar 

, c'ónsi.Oera}Jle,mérite,fs,iel1do~;:~11{f,actor importante las variaciones en la concentración de nutrientes 

' co~~ el NÍ-Ii.iJ'.ta·~¡~~~~f~d~ciÓri de hidrocarburos. Finalmente, en los tratamientos con adición 

· · de f~rtili~~nt~~f'~~h'g~~;~x.·i~~í¿ silflciente amonio la actividad de hongos se vió inhibida, salvo un 
·< ' ·- -- --·--_ ·- -·. -·,_ -- :""-· .. , .,. -·- -·-.e,,::_. .. '~: -~" . 

ligero crecimi,ent:ó en' T() )'.'Í\ del Sc+Fc+F (Figura VI.12). 
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.:;;·"::·. Resultados y discusión 
' . ·- .. : ;.:_ ,. , - , .~.; 

Por lo que!r~~~~C:01:~·1~ i~~ Ievadt1ras,';.a1iunostrep()rtes señalan que generalmente utilizan iones 

amonioh:~futi;~i·¡~~nti'! iá~·;~iÍi-~gen~"~':c.RC>s~:;)'9s7), sin embargo la urea también es usada 

· ampliarrie~t~G~~Ík~E ~998). De ·ac~~~d~-é~n 'esto en los tratamientos sin fertilizantes el mayor 

- nÓ~~r~~cÍ:él60~~Jt~;(Figura.VI~12) coinCÍ~·ÚÓ,eri>donde la concentración de amonio fue mayor, 

tanto p~~ael t~~tamiento Sc+C (T2)y sc+F6_(T 1 );~1 cual podrían haber utilizado como fuente de ... · .. · ... ~· . . . 

nitrógeno en la degradación del diese!. 
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Fig. VI. 12. Concentración de nitrógeno amoniacal y su efecto sobre 
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4. Nitrógeno total 

Existieron grandes diferencias entre el nitrógeno amoniacal y el nitrógeno total del suelo (Figura 

VI. 12 y13). Con lo anterior se pUede decir que la presencia de hongos en el suelo, contribuyó de 

manera significativa a la reducción,deSa concentración del diese!, en Jos tratamientos Sc+C y 
·>";. ., 

Sc+Fc, ya que existó un surriinistro~ 'adeb'Í.1ado de nitrógeno. En el caso de los tratamientos 

Sc+C+F y Sc+Fc-j-F aunqJ~~l~{bti~~ehiración de nitrógeno total fue mucho mayor (Figura 
• -· ' .,, ·' ' ' ·.. • --: . ¡: " '_ ~, ; ... 

VI.13), Ja presencia de lfs~Jlorigos;"pucfo'J:iaber estado limitada tanto por el pH, como se mencionó 

anteriormente, co"md 'i>Ji- ~(~fc:~e¡o d; K~~rógeno acumulado en la solución del suelo, que pudo 
. , .. •· . -

resultar tóxico para su desar~ollo. 
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Fig. VI. 13. Concentración de nitrógeno total y su efecto en hongos y levaduras 
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S. Fosfatos 

Los hongos se encuentran altamente adaptados para la obtención de fósforo del suelo, en varias 

formas, liberando enzimas fosfatasas al medio (que rompen las formas orgánicas de fosfato), o 

bien, solubilizando los fosfatos inorgánicos por liberación de ácidos orgánicos al suelo (Deacon, 

1997). 

· Aunque el contenido de;fosfatof e11 el'°s~elk f~¿ relativamente bajo para los tratamientos sin 

adi~ióri de fertilizantes cs§t-g )i:sc,tl-"~5~ s;~6b~~fvó una disminución en el mismo a lo largo del 

=~~::I~:1:iili~f i{llr~~litl~~~¡~~;;~;:·:~,º:º:::~~=a::::':: 
Si· lós nutrientes/están disponibles Como. el fósforo; sófo será cuestión de tiempo antes de que los 

.. :· _ · -:'.:-.- _',·~<· __ ·: .:.¡;:-,·::_;·~'-:._?_::·::: ~-t-::.~·.::·:-'-·.:~,~-;:::,.>::,>:~;r~::-,.··_::·::·.'; ~, <<- -..".;··, _·_ -: · -:".;'.·;·_· :. __ ~· :;'.::..:_-:_·: :;·: -·:;;: , ::,:·_ .. · .- -,. _ :· 
miéroorgani§hlo~.:·1~~·óttiHcyn;'.:ACierríás, debidó a la: versatilidad ~que tienen los hongos para la 

~~~¡:~lit1~~~;~Tit~1'.c~t<;, Pudk<on · de,.rrolla<'< adecuadamente, y contribufr en Ja 

-2~-~· ·'·\· .. ::>,:::::-

·Podo quéresp~~t~i'a ios'fratamientos ·a los cuales se les adicionó fosfato triple, se esperaría un 
• . . ,- ·.: - - . ' • • '·"--' ,-.,-_-_, ;' ·, -~-- ·:: ~ ,,·.: : - •. <- _.-· ' • 

mayor, désarronó, pero \_debido a .las condiciones fisicoquímicas del suelo el resultado no fue 

óptimo~ Ya q~e;·a un v~lJr'clci~pH: al"l"füa de 6 la tasa de consumo de fósforo declina rápidamente 

en los hong~s (Pate~~~,;:di.:&/ .. :Í9's4)}por lo que es de suponerse que aunque había fosfato 

inorgánico disponible, '116 tGe titili~~clo compl~tamente, X mostró una pequeña disminución 

(Figura VI.14). 

En el caso de las levaduras pueden ser aprovechados tanto el ortofosfato y fosfatos inorgánicos 

condensados como fuentes comunes de fósforo (Walker, 1998). De esta forma los requerimientos 

de fósforo pudieron haber quedado satisfechos, ya que sen observó el desarrollo de levaduras en 

ambos tratamientos sin adición de fertilizantes (Figura VI.14). Cabe señalar que sólo en el 

tratamiento Sc+Fc+F (T 1) es en donde se obtuvo el valor más alto de UFC/g, de 1011
, y en donde 

se tuvo la mayor concentración de fosfatos, el cual pudo ser utilizado para su crecimiento y por 
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ende su posible participación el degradaCión del diese!, no obs.tante las condiciones adversas en 
- . . . 

donde su efecto en mayor medida se -reflejó en los hÓngÜ~. 
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Figura. VI. 14. Concentración de fosfatos y su efecto sobre el desarrollo de hongos y 
levaduras 
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Conclusiones 

VII. CONCLUSIONES 

..r Mediante el uso de medios de cultivo selectivos se logró la determinación de grupos 

microbianos, tales como bacterias potencialmente degradadoras de diese!, bacterias 

amonificantes, hongos y levaduras en los distintos tratamientos aplicados a un suelo 

contaminado con diese!.. 

..r La utilización de texturizantes orgánicos además de su efecto como diluyente, mejoró las 

características fisicoquímicas del suelo, así como el aporte de nitrógeno y fósforo disponible, 

lo cual se reflejó en la disminución de la concentración de diese!; esto se observó más 

claramente en· los tratamientos sin fertilizantes . 

..r El uso '~de la urea como fuente de nitrógeno, afectó de manera negativa a los 

microorganis~C>s. tanto en su desarrollo .como en su capacidad degradadora de diese!, 

principalmente por las condiciones alcalinas que predominaron a lo largo del experimento, 

siendo más evidente en el caso de hongos y levaduras . 

..r La adición de una fuente de fosfatos en forma de fertilizante parece no haber sido necesario 

para la actividad microbiana, ya que en ambos texturizantes contenían fósforo disponible 

suficiente para la población existente . 

..r El aporte de amonio por parte de las bacterias amonificantes, en los tratamientos Sc+C y 

Sc+Fc pudo haber contribuido en cierta medida a la actividad de los microorganismos 

potencialmente degradadores de diese!. 

..r El número de bacterias potencialmente degradadoras, osciló entre 105 y 107 ufc/g.suelo en 

los tratamientos con y sin fertilizantes, además del suelo contaminado (Se), sin embargo el 

mayor porcentaje de degradación se obtuvo en los tratamientos Sc+C y Sc+Fc, con un 72.25 

% y 60:69 % lo que representa una reducción de 30,000 a 8,553 y 11,892 mg/kg de diese!, 

respectivamente. 
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../" La cuenta de hongos en los tratamientos sin nutrientes osciló entre 105 y 106 ufc/g suelo, 

semejante a lo encontrado en el suelo contaminado (Se), esto sugiere que la presencia diese! 

no interfirió en su metabolismo . 

../" La cuenta de levaduras en los tratamientos Sc+F y Sc+C, fue mas variable entre 105 y 

108 ufc/g suelo, por lo que pudo haber existido un efecto del diese! sobre el crecimiento de las 

levaduras . 

../" En los tratamientos con adición de fertilizantes el número de hongos y levaduras resultó 

muy variable, ( ND a 1011 ufcig:suelo)en parte debido al pH alcalino y a exceso en la 

concentración de nitrógeno, Ío :~ual pudo inhibir su actividad, y consecuentemente la 

concentración final de diesbi i~:~~~E~esultó de 20,480 (33.55%) y 20,649 (31.75%) mg/kg ... 
para el tratamiento Sc+C+E'ys~+f'.~-1:-R,respectivamente. 

:-:\' : . .';.:".·~ .-· ~·-·'·/{'~:.:.: .. :.~: .. 

:~:i:~¡~~~&~~~f ~F!~tw~d~;:~;¡:;: ::E.:::::::~::~::~:: 
cambi~s· , .tü~K ~~á~ldos a través de procesos como amonificación, nitrificación y 

desnitrific~C:ión. • 

../" En cuanto a los análisis microbiológico, presentó una variabilidad mayor al 1 O %; en 

parte se debió al hecho de tener diferentes lotes, (por tratamiento) además de la variabilidad 

intrinseca que puede existir en un sistema como es el suelo. 

>/ Finalmente cabe destacar que aún cuando en el mejor tratamiento (Sc+C) también 

existieron variaciones en cuanto a microorganismos se refiere, posiblemente interactuaron de 

manera tal, que cada uno utilizó las diferentes fracciones del diese! de acuerdo a su menor o 

mayor complejidad estructural como una fuente de carbono fácilmente asimilable, ya que 

tanto bacterias, hongos y levaduras poseen capacidades metabólicas muy particulares, lo cual 

se reflejo en el % final de degradación del combustible. 
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VIII. RECOMENDACIONES 

Algunos de los aspectos que se recomiendan para poder en un futuro continuar con 

investigaciones de este tipo son las siguientes: 

~ Realizar experimentos de degradación de diesel considerando exclusivamente hongos y 

levaduras, con el fin de confirmar su posible participación en la degradación de diesel. 

~ Confirmar si las bact.erlas que fueron cuantificadas son verdaderas degradadoras de diesel 

y procecler:'a sÜ,ide~Ú~c~ción. Esto incluye aquellas que corresponden al control del suelo 
' • .• ~ e -,-_' . -'--., ' 

no contamÍ~ad~.Yú .. 

~ Realizar 'ef arÍ~~isis de la capacidad de intercambio catiónico del suelo en los tratamientos 

con y sin~ t~~ii.Ni'.ikntes, con lo cual se podría entender el comportamiento fisicoquímico 
""'·'· ., .. ·--

general d~l s'u~íC>;·<lsí como su interacción con los microorganismos y su implicación en la 

degradabic)Ü'~~Í cliesel. 
';~; -· ::·.~.<.: 

... :.'~:: 

~ ·:··,\.-: ·_, .. -

~ Evit~I'J~ ~~i~i~n de fertilizantes, ya que la cantidad de nitrógeno y fósforo aportada por 

fos t~xíuá~~~~s,: sobre todo en el caso de la composta, fueron suficientes para los 

microorga~Ísinos. 

~ Esterilizar los texturizantes mediante otro método que asegure una completa eliminación 

de la actividad microbiológica. 
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Apéndice 1 

Niveles de Nitrógeno, Fosfatos y Materia Orgánica 
en Suelos 

Nitrógeno Fosfatos ¡y1a1cna urgan1ca 

(%) mg/kg mg/kg (%) Denominación 

<0.032 <320 0-0.2 Extremadamente pobre 
0.032 - 0.063 <4.0 320 - 630 0.8 -2.0 Pobre 
0.064 - 0.095 640 - 950 2.0 -4.0 Regular 
0.096 - 0.126 4.0-6.9 960 - 1260 4.0-8.0 Medianamente rico 
0.127-0.158 7.0 -12.5 1270- 1580 8.0- 15.0 Rico 
0.159 - 0.221 1590- 2210 15.0-30.0 Muy rico 

>0.221 <12.5 >2210 >JO.O Extremadamente rico 

(Tomado de Aguilera, 1989; Vázquez, 1993; Tavera, 1985) 
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A éndice 2 

RESULTADOS OBTENIDOS 

ANÁLISIS FISICOQUÍMICOS 

Nitrógeno Nitrógeno Fosfatos 
Tiempo Tratamientos Humedad 0/o pH amoniacal total (mg/kg) (mg/kg) 

(mg/kg) 

27.49 5.83 13.68 3.985.07 19.43 
Sc+C 27.20 5.83 18.82 4,848.9 15,92 

27.0 5.75 13.49 5.027.4 21 
Promedio 27.4 5.80 12.6 4,620 19.4 

o/o variabilidad 1.91 o.so 12.61 12.06 15.87 
49.0 5.92 3.86 3.568.63 27.52 

Se+ Fe 45.3 5.86 10.8 3.583.18 28.06 
48.3 5.76 7.62 4.061.9 28.06 

Promedio 47.53 5.84 7.4 3,737.90 28.0 
TO º/o variabilidad 4.14 138 46.77 7. 51 1.11 

29.0 8.11 2,807.77 8.774.65 15.14 
Sc+C+F 29.3 8.29 2,892.19 9.108.91 12.39 

27.7 8.24 2,980.93 9.004.15 13.05 
Promedio 28.67 8.21 2,894 8,963 14 

0/o variabilidad 2.97 1.13 2.99 1.91 10.61 
42.3 7.73 5,563.48 5,996.53 20.24 

Sc+Fc+F 46.2 7.86 6,215.83 7,290.31 20,l 
46.9 7.96 5,083.67 6.195.86 20.94 

Promedio 45.14 7.85 5,620.9 6,494 20 
0/o variabilidad 1.47 5.50 10.11 10.73 2.20 

ce 24.0 7.31 3.13 184.21 17.81 
CFc 37.0 5.82 95.98 2,900.39 27.93 
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A éndice 2 

1 1 
Nitrógeno Nitrógeno Fosfatos 

Tiempo Tratamientos Humedad 0/o pH amoniacal total (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) 

31.0 6.36 40.00 5.072.00 15.34 
Sc+C 32.6 6.84 11,69 5.341.24 16.49 

29.5 6.91 11,18 4,964.54 15.09 
Promedio 31.03 6.70 20.9 5,126 15.92 

º/o variabilidad 5.00 4.47 78.71 3.78 4.79 
48.6 5.62 95.89 5.583.66 14.12 

Se+ Fe 53.0 5.58 96.49 5,872.34 17.34 
58.2 5.65 37.73 7,033.49 18.42 

Promedio 53.26 5.61 76.7 6,163 17 
TI 0/o variabilidad 9.02 0.63 44.01 12.45 13.44 

32.5 8.88 3,585.14 9.343.02 20.28 
Sc+C+F 34.6 8.87 4,058.23 9,633.03 23.02 

31.4 8.79 3,253.80 8,775.51 21.95 
Promedio 32.56 8.84 3,632.40 9251 22 

% variabilidad 4.93 0.56 11.13 4.72 635 
60.6 8.45 4,253.93 15.710.7 23.42 

Sc+Fc+F 54.8 8.41 3,690.62 14,004.4 23.07 
57.4 8.39 3.795.54 15,680.8 20.46 

Promedio 57.6 8.41 3,913.4 15,132 22 
o/o variabilidad 5.04 0.36 7.66 6.45 7.24 

ce 29.0 7.42 16.69 407.8 17.67 
CFc 53.l 5.80 105.09 3.710.02 19.21 

1 1 

Nitrógeno 
Nitrógeno Fosfatos Tiempo Tratamientos Humedad 0/o pH amoniacal 

total (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) 

28.2 6.95 87.86 5.752.08 8.2 
Sc+C 25.7 7.13 32.69 5.693.14 8.69 

23.3 7.38 51.93 5.932.20 5.85 
Promedio 25.73 7.15 57.2 5792 8.0 

º/o variabilidad 9.52 3.02 48.71 2.15 20.02 
32.9 6.89 69.91 4.113.26 9.35 

Se+ Fe 51.1 6.19 37.10 5,357.87 11.71 
46.8 6.45 22.82 4.266.92 9.26 

Promedio 43.6 6.51 43.3 4,579 10.0 
T2 º/o variabilidad 21.82 5.44 55.80 14.82 13.73 

27.0 8.42 4.828.29 9.493.15 15.68 
Sc+C+F 30.69 8.71 3.545.20 8,988.6 11.76 

12.1 8.32 2.481.05 8.157.0 17.67 
Promedio 23.26 8.48 3,618.2 8,880 15.0 

o/o variabilidad 42.31 2.39 32.48 7.60 19.99 
53.6 8.20 2.932,24 14.396.6 18.83 

Sc+Fc+F 56.2 8.26 8,233,31 15,799.1 17.83 
49.4 8.11 4,029,39 14,938.7 15.59 

Promedio 53.07 8.19 5,064.9 15,045 17.0 
º/o variabilidad 6.47 0.92 55.25 4.70 9.53 

ce 23.2 7.15 35.93 419.27 9.03 
CFc 39.0 5.67 158.24 2.962.35 13.5 
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A éndice 2 

ANÁLISIS MICROBIOLÓGICOS 

Bacterias Bacterias 

Tiempo Tratamientos 
potencialmente amonificantes Hongos Levaduras 
degradadoras (NMP/g (ufc/g suelo) (ufe/g suelo) 
(ufc/g suelo) suelo) 

2.03 X 10 o 1.78 X 10 o 
Sc+C 2.29 X 107 2.74xl07 1.86 X 10' o 

2.15 X 107 2.73 X 107 2.05 X 10' o 
Promedio 2.15 X 10 2.74x10 1.96X10º o 

0/o variabilidad 6.18 86.60 6.73 o 
1.33 X 10 2.54 X 10 2.01 xlO" 5.41 xlO" 

Se+ Fe I.04xl07 3.10 X 108 3.52 xl06 2.97 xl05 

2.07 X 107 2.51 X 108 1.41 X 106 2.57xl05 

Pron1edio 1.48 X 10 1.95 X 10" 2.31 xlO" 1.98 xJO" 
º/o variabilidad 35.74 76.84 46.97 149.03 

1.32 X 10 2.39 X IQ· o o 
TO Sc+C+F 5.94 X 106 2.40 X 105 o o 

2.61 X 10' 2.35 X 105 o o 
Promedio 6.46 x10º 2.38 X 10' o o 

0/o variabilidad 100.23 1.19 o o 
8.49 X 10" 2.53 X 10" 5.89 xi O" 4.61 xlO 

Sc+Fc+F l.79x 107 7.39 X 104 3.25 xl05 3.71 xlo' 
3.53 X 106 2.48 X 10 5 8.19 x10• 1.88 xl05 

Promedio 9.97 X 10" 8.74 X JO" 4.80 x10" J.53 X 10 
o/o variabilidad 73.20 141.31 84.21 173.17 

ce 7.43 X 10, 3.28 X 10 1.05 X IQ· 2.36X10' 
CFc 3.03 X 10 4,8 X 10" 1.27X10" 4.35xl0" 

2.03 X 10º 2.72 X 10º 1.52 X 10 3.30 X IQ"' 

Se 1.60 X I07 3.24 X 107 1.62 X 106 5.11 X 107 

2.66 X 106 4.74x 106 1.16 X 106 l.74x 107 

Promedio 7.Ux 1 O" 9.0xlO" 6.UxlO" l.Ox 1 o· 
0/o variabilidad 114.47 142.65 133.12 167.92 
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A éndice 2 

Bacterias Bacterias 
Tiempo Tratamientos 

potencialmente 
amonificantes Hongos Levaduras 

degradadoras 
(ufc/g suelo) 

(ufc/g suelo) (ufc/g suelo) 
(ufc/g suelo) 

1.30 X 1 Oº 2.89x 10• 8.69X10" 1.24 xi O" 
Sc+C 3.71 xl06 3.70 107 1.51 X 105 6.52 xl05 

t .43 xl06 3.54xto' 5.67 X t 0 4 l.39xt06 

Promedio 2.14 xlOV t.20x IO 9.83 X 10 1.09 xto· 
º/o variabilidad 62.96 t45.80 49.13 35.65 

l.tO X 10 7.78xt0 5.36 xtOV 2.68 xtO 
Se+ Fe l.74xt06 2.76xl08 3.46 X t 0 5 3.59 xl07 

2.94 X t06 5.98 xto' 3.18 xl05 2.51 xl08 

Promedio 5.22 X 10" 1.38 xlOº 2.01 xlO" 1.04 xlO" 
0/o variabilidad 96.03 87.13 144.58 121.32 

4.60 X t0" 2.52 X tOº o o 
TI Sc+C+F 1.79 X 105 2.59 X t05 o o 

7.14 X t04 2.47x to' o o 
Promedio 9.88 X 10" 1.00 xlO" o o 

º/o variabilidad 71.43 129.65 o o 
1.72 X 10 3.29 xi O 6.75 X 10 2.46 X )0 

Sc+Fc+F 1.13 X 107 5.53xl07 4.42 X ) 0 5 2.94 X ) 0 11 

2.19x 107 5.86xl07 2.34 X 105 2.00 X 1011 

Promedio 1.68 X 10 3.24 xlO 2.25 xi O" 2.47 X 10" 
0/o variabilidad 31.80 82.03 173.18 18.93 

ce 4.35xl0' 2.81 xlO 2.53 xi O" 1.68 xlOº 
CFc 3.82 xi O" 3.62xl0 5.82 Xl0v 2.13 xlOº 

5.39 X 10 3.08 X 10 6.16 X 10' 1.54 X 10' 
Se 1.07 X )06 3.10 X 107 4.64 X )05 4.)8 X 106 

7.60 X 105 2.96 X 107 4.19 X 105 4.96 X 104 

Promedio 8.0x ID" 3.0 X 10 5.0x JO' 1.0 X IOV 
0/o variabilidad 33.66 2.45 20.67 161.18 
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A éndice 2 

1 T<ompo 1 
Bacterias Bacterias 

Tratamientos 
potencialmente amonificantes 

Hongos Levaduras 
degradadoras 

(ufc/g suelo) 
(ufc/g suelo) (ufc/g suelo) 

(ufc/g suelo) 

3.62 xi O 2.78 xi Oº 1.20 xi Oº 1.01 xlO 
Sc+C 1.23 xl0° 2.28 xl08 2.55 xl06 2.82 X 105 

1.40 xl05 3.25xl07 3.68 xl05 5.08 X 105 

Promedio 5.77 X 10° 1.79 xlOº 1.37 xlOº 3.37 X IOº 
º/o variabilidad 99.88 72.25 80.16 173.19 

1.70 X 10 5.21 xlOº 2.17 xi O' 4.96xlO' 
Se+ Fe 4.38 xl06 3.47 xl08 2.98 xl05 4.08 xl05 

1.50 X 107 3.75 X 107 3.85 xl05 4.04 xl05 

Promedio 1.21 X 10 3.02 xi Oº 3.00 xi Oº 4.36 xlO· 
0/o variabilidad 55.95 81.11 27.92 11.88 

1.36 X 10º l.78xl0" o 1.09 x10• 

T2 Sc+C+F 2.19 X 106 3.60X106 o 1.08 xl04 

8.76 X 105 2.27 xl05 o 2.84xl07 

Promedio 1.47 X JOº 1.87 xlOº o 9.48 xlO.,, 
º/o variabilidad 45.08 90.37 o 173.01 

l.91xlOº 3.66 x10• o 1.84 xi O' 
Sc+Fc+F 2.49 X 107 3.88xl05 o 4.79xl04 

2.63 X 106 5.92xl05 o 4.84 xl05 

Promedio 9.81 xlOº 3.39 xlOº o 2.39 xrn· 
0/o variabilidad 76.51 82.94 o 93.34 

ce 2.43 X 10 2.21 xlOº 2.21 xlO" o 
CFc 8.23 X 10 6.54 xi O' 3.92 xi Oº 4.90X10' 

6.79 X 10' 1.94 X 10 3.65 X 10 3.13 X 10' 
Se 5.63 X 105 6.26 X 106 3.22 X 105 6.41 X 106 

4.29 X 105 2.67 X 105 1.26 X 105 1.57 X 105 

Promedio 6.0 .... 10' 9.0xlOº 3.0x 1 O' 2.0XIO" 
º/o variabilidad 22.49 113.24 47.17 155.50 
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A éndicr 2 

DEGRADACIÓN DE DIESEL 

CONCENTRACION DE % ELIMINACIÓN DI ESEL(mg/kg)) 

TO TI (40 días) T2 (80 dlas) TI (40 días) T2 (80 días) 40-80 días 

30,820.00 21.130.75 10.251.81 31.44 66.74 51.48 
Se+C 30,820.00 15,765.38 6.418.60 48.85 79.17 59.29 

30,820.00 18.419.35 8,989.24 40.24 70.83 51.20 

Promedio 30,820.00 18,438.49 8,553.215 40.27 72.25 53.99 

30,254.!8 29,254.10 17,268, l 8 3.31 42.92 40.97 
Se+ Fe 30.254.18 19,704.17 8,715.31 3.,87 71.19 55.77 

30.254.[ 8 23,729.27 9,695.46 21.57 67.95 59.14 

Promedio 30,254.18 24,229.18 11892.98 19.91 60.69 51.96 

30.820.00 29,644.28 20,536.99 3.81 33.36 30.72 
Se+C+F 30,820.00 28.787.60 14.099.94 6.59 54.25 51.02 

30.820.00 27,889.60 26,805.75 9.51 13.02 3.89 

Promedio 30,820.00 28,773.82 20,480.89 6.64 33.55 28.54 

30.254.18 29,573.89 26.090.96 2.25 13.76 11.78 
Se+Fe+F 30.254.18 23,145.31 17.012.29 23.50 43.77 26.50 

30.254.18 24,745.21 18,843.85 18.21 37.71 23.85 

30,254.18 25,821.47 20,649.03 14.65 31.75 20.71 
Se 1 86,926.00 63,229.98 6 r .465.39 27.76 25.93 -
Se 2 86,926.00 85,239.64 75.512.98 1.94 12.34 -
Se 3 86,926.00 78,885.35 56,548.07 9.25 25.69 -
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