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RESUMEN

Ante la contaminacion desmedida de los suelos con hidrocarburos y especificamente
con diésel, se llevé a cabo un estudio a escala de laboratorio durante un periodo de
100 dias, donde se us6 un disefo estadistico completamente al azar de un factor y 5
niveles, para evaluar el desarrollo de 5 tratamientos (Control Quimico (C),
Atenuacién Natural (AT), Bioaumentacién (BA), Bioestimulacién (BS) y Control
Microbiano (CM)). Los tratamientos se realizaron por triplicado en recipientes de
plastico, los cuales contenian 2kg de suelo arcilloso con una concentracion de
20,000ppm de diésel.

El analisis inicial del suelo establecio las caracteristicas mas importantes de la matriz
donde tendria lugar el proceso de eliminacién del combustible adicionado; revelando
el valor de parametros de interés para realizar el biotratamiento de los hidrocarburos,
tales como: textura, pH, materia organica, conductividad eléctrica, densidad de la
poblaciéon microbial y su disposicion de nutrientes (fésforo y nitrégeno).

Para evaluar el resultado de los tratamientos se midid el contenido de los
Hidrocarburos Totales de Petréleo (HTP) cinco (5) dias después de contaminar el
suelo y al finalizar el experimento. Ademas, se realizé el seguimiento semanal del
pH, la temperatura y la humedad y mensual de Carbono organico y Actividad
microbiana.

Los tratamientos estudiados revelaron la reduccién de la concentracion de los HTP
en un 41,42% para el tratamiento por Atenuacién Natural, 46,49% para el
tratamiento por Bioaumentacion y del 48,18% para el tratamiento por
Bioestimulacion. Este ultimo mostré el mejor resultado para la reduccién de
hidrocarburos con diferencia significativa con el tratamiento de Atenuacién Natural,
pero sin tener una diferencia muy marcada con el proceso por Bioaumentacion.

Palabras Claves: Biorremediacion, Suelo, Hidrocarburos, Biodegradacion,
Microorganismos.
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1 INTRODUCCION

La industria del petréleo ha sido una actividad econdmica significativa en Colombia
(Morales et al., 2013), representando para el bienio 2017-2018 mas de 9 billones de
pesos en regalias presupuestadas (SICODIS, 2018). Sin embargo, es por su alta actividad
en el pais que ha llegado a ser una fuente de contaminacion importante, pues hechos
como el contrabando de hidrocarburos, fugas en tanques subterraneos, afloramientos
naturales a través de las fisuras de la corteza terrestre, pérdidas accidentales en puntos
de distribucién, refinerias ilegales o los mas de 2.500 atentados realizados por grupos
armados a las estructuras de Ecopetrol, derramando cerca de 4°119.667 barriles de
hidrocarburo (Ecopetrol S.A, 2015), son algunos de los acontecimientos que han
generado impactos en la dinamica de los ecosistemas y en el suelo en particular,
ocasionando cambios en sus caracteristicas fisicas, quimicas y bioldgicas, es por esta
razon que los hidrocarburos son catalogados como contaminantes ambientales prioritarios
por la Agencia De Proteccion Ambiental de los Estados Unidos (EPA), la Organizacion
Mundial de Salud (OMS) y la Comunidad Europea (CE) (Menzie et al., 1992; Safdari et al.,
2018, Hernandez, 2018;).

Las principales consecuencias ambientales que se presentan en los suelos bajo una
contaminacion por hidrocarburos son: cambios en la dinamica poblacional de la fauna,
reduccion o inhibicion del desarrollo de la cobertura vegetal en el lugar del derrame vy
contaminacion por infiltracién a cuerpos de agua subterraneos (Cevallos and Garcia,
2018; Pérez, 2018; Dehghani et al., 2013). Sin olvidar sus impactos econémicos, sociales
y de salud publica en las zonas mas cercanas al lugar afectado (Nustez, 2012).

Para remediar estos dafios se han creado diferentes tecnologias, no todas exitosas, como
es el caso de los dispersantes quimicos, del cual se descubri6 que causaba un mayor
impacto ecoldégico que el mismo derrame, por su toxicidad y recalcitrancia a la
biodegradacion (Vallejo, 2015; Pérez et al.,, 2008; Medina-Bellver et al., 2005 ; Siddiqui
and Adams, 2002 ), caso contrario de los métodos bioldgicos, que han demostrado a
través del tiempo ser eficientes y adecuados (Johnsen et al., 2005; Varjani, 2017), debido
a que causan menor impacto en el sitio del problema.

Entre los métodos bioldgicos podemos encontrar la biorremediacion, la cual es capaz de
eliminar compuestos toxicos del ambiente con el uso de los microorganismos (Macchi,
2018; Rajalingham, 2015). Estos poseen sistemas enzimaticos capaces de fraccionar las
moléculas de hidrocarburo haciéndolas menos toxicas para luego asimilarlas e
incorporarlas a sus procesos metabdlicos (Seo et al., 2009).

Entre las estrategias de biorremediacion se destaca la Atenuacion Natural,
Bioestimulacion y Bioaumentacion. La Atenuacion Natural es el tratamiento capaz de
reducir la concentracién del contaminante de forma natural gracias a la accién de las
poblaciones nativas de microorganismos del suelo (Gomez et al., 2008), La
Bioestimulacion, es la introduccion de nutrientes y sustancias quimicas que estimulan el
crecimiento de los microorganismos nativos del suelo para mejorar el proceso biolégico de
remediacién (Hernandez, 2018; Wu et al., 2016; Bento et al., 2003) y por ultimo la
Bioaumentacion, que es la técnica que permite usar bacterias previamente aisladas en
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lugares contaminados para la biodegradacion de un compuesto organico persistente,
como es el caso de los hidrocarburos y en particular el de diésel (Ruiz et al., 2006; de
Lorenzo et al., 2013).

Poder remover la contaminacion de diesel del suelo, es de crucial importancia, pues
ademas de ser uno de los combustibles mas utilizados en la actualidad, presenta en su
estructura compuestos poliaromaticos que se consideran potencialmente carcinogénicos
para una amplia variedad de organismos entre los que se encuentran los mamiferos
superiores. Situacion alarmante ante su vertimiento desmedido en el suelo (EPA, 2010).

Teniendo en cuenta los dafios que sufre el suelo bajo un derrame de diésel y el potencial
de la biorremediacion, se realizé este estudio con el propdsito de comparar las diferentes
técnicas de biorremediacion, identificando la estrategia mas eficiente para biodegradar
hidrocarburos, utilizando en la Bioaumentacion un indculo bacteriano aislado previamente
en el Laboratorio de Investigaciones Microbiolégicas (LIM) de la Universidad de Valle
denominado Acinetobacter sp.

2 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La explotacién petrolera nace desde 1750 (EIA, 2012), incrementando su uso en el mundo
en casi 800 veces y alrededor de 12 veces solo en el siglo XX (Hall et al., 2003). Desde
ese entonces ha facilitado el desarrollo de las actividades humanas, al igual que afectado
severamente el entorno donde se desarrolla la extraccion y el transporte de este recurso,
lo que le concede a los hidrocarburos un papel protagénico en la problematica ambiental
referente al suelo (Cardona et al., 2015; Contreras and Carrefio, 2018).

Este aumento de la actividad petrolera en conjunto con los diferentes eventos de
derrames de hidrocarburos en el suelo, ha llevado este recurso a afectaciones fisicas y
quimicas, disminuyendo su fertilidad y la poblacién microbiana presente, poniendo en
riesgo la salud publica, pues el hidrocarburo tiene la capacidad de penetrar y entrar en
contacto con las masas de agua subterrdnea (Bermeo, 2018; Rodriguez, 2013),
produciendo afectaciones de tipo social y econdmico (Castro, 2006), debido a que el suelo
es un componente fundamental de la biosfera, productor de alimentos, lo cual lo hace la
base central de la agricultura. Por consiguiente el bienestar del suelo representa la
diferencia entre la supervivencia o no de los seres vivos que habitan en él (Doran et al.,
2000).

Como ejemplo de las consecuencias de los derrames, uno de los mas recientes y
representativos fue el del pozo Lizama 158 de Ecopetrol, en donde 550 barriles de crudo
fueron derramados, afectando directamente a 9 personas, 49 cuerpos de agua, 25 km del
Rio Sogamoso, provocandole la muerte a 2,460 animales y a pesar que no impacté zonas
agricolas, perjudicé suelos aledafos al rio, deteriorando cerca de 6,000 arboles y
desplazando a 60 familias. Se calcula que tardara alrededor de 20 afios la reparacion del
dafo ambiental (Vanguardia, 2018).

Los impactos que conllevan un derrame, en su mayoria se vuelven irreversibles, teniendo
en cuenta que las técnicas de recuperacion son aplicadas tiempo después de que los
hidrocarburos ya han penetrado lo suficiente en los ecosistemas o simplemente, no se

10
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realiza ninguna accion, dejando que la naturaleza se autodepure por si misma (Arrieta,
2011), como lo reflejado en el derrame ocurrido en Tumaco en el 2015, en donde la
gestion del gobierno ha sido precaria, a pesar de haber dejado afectados a mas de
160,000 habitantes, empeorando su situacién econdémica (Tejada et al., 2016) vy
disminuyendo sus posibilidades de una vida digna y sana en todos los aspectos (FAO,
2012), la nacién no responde, dejando ver una vez mas el accionar sosegado que aplica
para solucionar este tipo de tragedias.

En cuanto a los derrames con diésel, tenemos que a pesar que Su USO es
consideradamente alto, existe poca investigacion referente al desarrollo de métodos para
tratar una posible contaminacién de diésel en un suelo, razén por la cual motiva a plantear
la biorremediacion como una buena alternativa ante la presencia de este combustible en
un suelo.

Todo esto se ha venido presentando a pesar de la implementacion de politicas
ambientales, comenzando el 16 de diciembre de 2005, hace mas de una década, donde
se aprobd por el Consejo Nacional Ambiental, la Politica Ambiental para la Gestién
Integral de los Residuos o Desechos Peligrosos. El 30 de diciembre de 2005 entr6 en
vigencia el Decreto 4741: “Por el cual se reglamenta parcialmente la prevencion y el
manejo de los residuos o desechos peligrosos generados en el marco de la gestién
integral”’. Implementando también el protocolo internacional de Louisiana 29 B, el cual
regula el tema de la biorremediacién (Toro et al., 2015), respaldado por el Ministerio de
Ambiente y Desarrollo Sostenible que ha establecido que los hidrocarburos son
compuestos téxicos para el ambiente (Ministerio de Ambiente Vivienda y Desarrollo
Territorial, 2007).

Presentado todo lo que acarrea un desafortunado derrame de hidrocarburo en los suelos
y sumado a que el tratamiento biolégico solo es implementado en el 22% de los casos de
descontaminacion pese a sus ventajas (IDEAM, 2017) , se ha querido realizar y presentar
este estudio, el cual es una alternativa viable para dar soluciéon a la contaminacién de los
suelos con ayuda de microorganismos nativos o plenamente identificados.

3 JUSTIFICACION

Los numerosos derrames de hidrocarburos, son eventos que repercuten adversamente en
los suelos y desconocer el problema que estos conllevan seria restarle importancia a tal
recurso en el desarrollo de cualquier pais. Sabemos que a la par de la evolucion del
hombre, ha incrementado la contaminacidén de los recursos naturales y a pesar de los
avances tecnologicos, estos no han tenido presente, en su gran mayoria, minimizar la
carga contaminante que se deposita en la superficie (Burbano, 2017).

Se conoce que el suelo tiene un rol fundamental en la degradacion quimica, gracias a que
se ha utilizado durante mucho tiempo como depédsito de residuos, no obstante ha sido
tanta la carga contaminante suministrada que ha entrado a una degradaciéon de forma
espiral que a su paso afecta a otros componentes del ecosistema vy, en lo social, genera
pobreza a las comunidades que resultan involucradas. Pese a esto y a que afecta
directamente a mas de 1,500 millones de personas en el mundo, la valoracién social
respecto al suelo es escasa y se debe quizas a que no es un bien que se consuma
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directamente y porque se considera, erroneamente, que es renovable a escala humana
(Zuniga, 2017; Zinch, 2014; Burbano, 2017).

Es en este punto donde la implementacion de métodos de remediacién de los suelos se
hace crucial, volviendo importante el desarrollo de este estudio. A pesar que ha venido
siendo tema de investigacion desde finales del siglo XIX, aplicando tecnologias de
caracter fisico, quimico y biolégico, disciplinas como la biorremediacién son catalogadas
como innovadoras (Varjani, 2017). La Biorremediacion es un tratamiento que aprovecha la
capacidad de los microorganismos para degradar compuestos quimicos organicos en
sustancias inocuas para el ambiente, estos toman los compuestos organicos como fuente
de alimento debido a que contienen carbono, o también los co-metabolizan
convirtiéndolos en H,O, CO; (aerobio) o en CH4 (anaerobio), producto de sus procesos
bioquimicos (Ramirez-Elias et al., 2014; Macchi, 2018; Varjani, 2017).

Esta investigacion aporta informacién sobre el método de bioaumentacién inoculando una
cepa microbiana con capacidad degradativa de hidrocarburos que se encuentra en la
coleccion de microorganismos del Laboratorio de Investigaciones Microbioldgicas (LIM)
del Departamento de Biologia de la Universidad del Valle, que fue inoculada en un suelo
contaminado con hidrocarburos y comparada con dos técnicas de biorremediacion
conocidas como Atenuacion Natural y Bioestimulacién. Se enfoca sélo en las tecnologias
de caracter biolégico, dado que presentan ventajas potenciales sobre las tecnologias
convencionales, como menor costo, son menos intrusivas en el sitio contaminado, mas
amigables con el ambiente en términos de sus productos finales y requieren de un minimo
0 ningun tratamiento posterior (Hernandez, 2018; Kuppusamy et al., 2017; EPA, 2004).

Los resultados de esta investigacion contribuyen a la toma de decisiones a corto plazo
que sumado con el desarrollo sustentable detendra el deterioro ambiental, lo cual es
primordial en estos momentos, teniendo en cuenta que mas de 49 millones de Km? de
tierra firme, lo equivalente al 33% de la superficie de la tierra, se encuentra contaminada
por diferentes agentes, entre esos los derrames de compuestos quimicos (FAO, 2015). Si
no hay ningun apoyo hacia estas pequefias iniciativas de remediacion de los suelos, todos
los dafios ocasionados por el hombre hacia la naturaleza, podrian conducir a un nivel tan
alto de contaminacion, que haria imposible su recuperacién (Lépez Santos, 2016).

Preservar el suelo no so6lo debe ser prioridad del sector agricola, sino de toda la sociedad.
“Un suelo sano es vital para el ser humano y un mal manejo de este recurso conlleva a
efectos adversos a través de lo que comemos, bebemos, respiramos y tocamos”, es por
ello que todo aporte dirigido a presentar, estudiar, comparar o implementar medidas de
remediacién se vuelve relevante (Siebe and Cram, 2015).

4 ANTECEDENTES

La problematica ambiental ocasionada por los derrames de hidrocarburos en suelos, los
cuales han vertido mas de 64 mil millones de barriles a nivel mundial (Tejada et al., 2016),
lo que equivale a la cantidad que se extrae en todo el mundo en tres afios, han
ocasionado danos a gran escala, es por esta razén que se han ido desarrollando una
serie de técnicas, entre ellas la biorremediacion, de la cual se tienen registros desde
tiempo ancestrales por los romanos, comunidad que las aplicaba con gran lucidez en el
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tratamiento de sus aguas residuales, donde hacian uso de microorganismos para la
degradaciéon de contaminantes en el agua (Rincéon, 2004).

En el afio 1895 se iniciaron los primeros estudios, hechos por Miyoshi, el cual estudié la
capacidad degradadora de los hongos sobre los Hidrocarburos de petréleo (HP) (Zegarra,
2000), claro esta que esto también fue motivado por la aparicién de la primera perforaciéon
de un pozo petrolero, realizada en Titusville (Pennsylvania) en 1859 (Vizuete, 2011), si
bien algunos yacimientos petroliferos fueron explotados desde la antigiedad, podemos
considerar que el verdadero punto de partida de la industria del crudo fue este y por ende
el de la contaminacién ambiental por hidrocarburos.

A mitad del siglo XX se conocieron los primeros estudios sobre la habilidad de los
microorganismos para biodegradar contaminantes utilizandolos como unica fuente de
energia y de carbono, estimulados con nutrientes esenciales (Zobell, 1946; Davis et al.,
1956).

Un aporte importante para la biorremediacion fue el de George M. Robinson en 1960,
definida como “La eliminacién de contaminantes presentes en el suelo mediante procesos
bioldgicos llevados a cabo por microorganismos” , en donde detalla el comportamientos
de los microorganismos ante los contaminantes y como lo hacen parte de su alimentacion,
dejando a su paso un suelo libre de contaminantes (Castano, 2018; USDA, 1972). Es en
este momento en donde las diferentes tragedias relacionadas con derrames de
hidrocarburos se prestan como oportunidades reales para aplicar los métodos de
biorremediacion estudiados hasta el momento. En la Tabla 1 se presenta la informacion
relacionada con los eventos ocurridos y la técnica utilizada.

Tabla 1. Aplicacion de Biorremediacion en desastres a nivel mundial

o CANTIDAD . % DE
LUGAR AN AUSA TECNICA UTILIZADA -
ue o CAUS (Barriles) ¢ v REMOCION
Pensilvania 1975 Derrame en pozo petrolero 3,200 Bioestimulacion 34%
Francia 1978 El buque Amc'>clo Fadlz encall.o en la costa 1.6 millones CoptroI.BloIog!cfo y 45%
britdnica de francia bioestimulacién
Trinidad & 1979 Colisién entre los buques Atlgntlc Empress 2.2 millones Bioestimulacién NR
Tobago y el Aegean Captain
Alaska 1989  FlBoonValdezencallo en una reserva 240,000 Bioestimulacién 50%
natural
Golfo de
México 2010 Explosién de plataforma petrolera 4 millones Biorremediacion N.R.

Fuente: Jamison and Raymond, 1975; Chasse,1978; Pérez et al., 2004; Bermudez and Corredor, 2010; Garcia and Aguirre,
2014.
N.R.: No Reportado.

Paralelamente se desarrollaron los métodos de ingenieria que permitieron mejorar los
rendimientos de la otra gran familia de técnicas (“ex situ”) como fueron el landfarming,
compostaje, biopilas y otras (Herrero, 2004; Delgadillo et al., 2016). Las cuales son
tecnologias que se pueden desarrollar bajo condiciones controladas, aportando en gran
medida a la ciencia.
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Para los 90’s el uso de microorganismos para la descontaminacion de suelos con
presencia de petroleo, era catalogado como la manera mas econdmica, innovadora,
adaptable y eficiente para esta tarea (Bartha, 1986; Atlas, 1991). Ademas en la misma
fecha se implementaron las técnicas de burbujeo de oxigeno, la cual hizo posible la
biorremediacion en zonas por debajo del nivel freatico, ampliando asi las fronteras de
accion de este tipo de remediacion de hidrocarburos (Cardona et al., 2014).

A comienzos del siglo XXI| las investigaciones para mejorar las técnicas de
biorremediacion no se hicieron esperar, en donde se descubrié que los surfactantes y/o
biosurfactantes aumentan las eficiencias, sin embargo se advierte que estos se deben
utilizar con precaucién, pues implican riesgos (Chen et al., 2000; Cameotra et al., 2003;
Kosaric, 2001). También se identifico que la adicion de compostaje enriquece los suelos
con poblaciones microbianas biodegradadoras y con un alto porcentaje de materia
organica biodegradable, provocando un aumento de la capacidad biorremediadora
intrinseca de cada suelo contaminado.

En el caso de Colombia, la gran cantidad de incidentes de derrames, se han presentado
por diversas circunstancias entre las que cabe destacar: voluntaria, accidental o por
atentados de grupos al margen de la ley. Esto ha generado una serie de estudios, con la
intencion de caracterizar cada uno de los tipos de suelos presentes en las diferentes
regiones de Colombia, con el propédsito de recomendar que técnica de biorremediacién es
la mas acertada segun la ubicacion del derrame (Delgado et al., 2009).

En la Tabla 2 se detallan algunos estudios donde se llevo a cabo biorremediacion a
suelos contaminados con hidrocarburos de petroleo.

En la tabla 2 podemos encontrar varios estudio que se han realizado para remediar suelos
contaminados con diesel obteniendo resultados en su mayoria por encima del 60%, como
es el caso de Namkoong (2002), Bento (2005), Alisi (2009), Liu (2010) y Taccari (2011),
claro esta, que estos fueron desarrollados en suelos en su mayoria arenosos, la cual es
una textura propicia para el crecimiento de microorganismos en donde se ejecutan con
mucha facilidad las técnicas de biorremediacién (Acuna et al., 2009).

En cuanto al uso de la bacteria denominada Acinetobacter sp, investigaciones tales como
Mishra et al. (2001), Grisales (2017) y Varjani (2017) demostraron la gran efectividad que
tiene este microorganismo para el consumo de algunos compuestos del hidrocarburo,
llegando hacer utilizados en técnicas de bioaumentacion en los estudios desarrolladas por
Wu et al (2013) y Wu et al (2016) con porcentajes de degradacion de hidrocarburos de
entre 35y 50%.

Se tiene presente el hecho que la comprension de la dinamica y comportamiento de las
comunidades microbianas es fundamental para el desarrollo de la biorremediacién y se
reconoce que los avances presentados hasta el momento no han alcanzado este nivel de
discernimiento, teniendo en cuenta que cada situacion tiene sus particularidades (Rahman
et al., 2003; Widder et al., 2016).
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Tabla 2. Resultados de estudios realizados con técnicas de biorremediacién en hidrocarburos de petréleo

Autor Afio Técnica Utilizada % de Remocion T|em|.u': UAE G Autor Afio  Técnica Utilizada % de. . Tlem?? iR TEEEGE
de Accién Suelo Remocion Accion Suelo
Namkoong et . . . franco- . . - 7 mesesy 9
2002 Bioestimulacion 64%-98% 3 meses Wang X. 2012  Bioestimulacion 49.62% B Lodos
al. arenoso dias
Combinacién de
. bioventing, . . .,
Gogoi et al. 2002 . . . >75% 12 meses Arenoso Gong X. 2012  Bioestimulacion 88.9% 4 meses Arenoso
bioestimulaciény
bioaumentacion
. . . . 4 meses y . . . L.
Mills M. 2004 Bioestimulacién 90%-95% 18 dias Humedal Li X. 2012  Bioestimulacion 32.9% 2 meses N.R.

Bioestimulacion . . .
Y Bioestimulacién 1mesy

Sarkar D. 2004 atenuacion Arcilloso Mao J. 2012 Bioaumentacion 35% 2 meses N.R.
96% 18%
natural
Atenuacién
Bioaumentacién 2 meses Bioestimulacion
Bento F. 2005 . Nétural, " B v arenoso Lladé etal. 2013 . L. Y 71%-73% 6 meses Arcilloso
bioestimulacion 72-75% 12 dias Bioaumentacion
bioaumentacién
1m 6 Atenuacion Franco
Ayotmuno M. 2007 Bioaumentacion 84.5% d?:Sy lodo Ruizetal. 2013 natural y 40.3% 3 meses Arcilloso
Bioaumentacion arenoso
. . ) Atenuacion
Bioestimulacién y Franco ; franco
Pao etal. 2008 . L. (60% - 80%) 5 meses Jeongetal. 2014 natural y 45% - 75% 30 dias .
Bioaumentacion Arenoso ) . L, arcilloso
Bioestimulacién
Byss et al. 2008 Biorremediacion (20% - 80%) 5 meses N.R. Collaetal. 2014 Blf)estlmulacml)? Y 35.7%-32.2% 32 dias Franco
Bioaumentacion arenoso
Combinacién de
1mesy6 bioaumentacion Franco
Alisi C. 2009 Bioaumentacion >75% ) Y Arenoso Fanetal. 2014 K . " v 42%-82% 6 meses .
dias bioestimulacion arcilloso
con levadura
Combinacién de
Franco

Teng. 2009 Bioaumentacion 23.4% 28 dias limoso Adams 2015 bioaumentaciony  70%-90% 1 -4 meses N.R.
bioestimulacién

. . ) Combinacién de
Bioestimulacion y

Liu et al. 2009 . L. 70% 4 meses Lodo Wangetal. 2016 bioaumentaciény 83% 6 meses limoso
Bioaumentacion i ) »
bioestimulacién
o Bioestimulacién,
Combinacion de Benyahia et Bioaumentacion 5 meses Franco
Liu C. 2010 bioaumentacion 87% 1 mes N.R. vant 2016 %Y CONY 5394 -77% esy
bioventing al. atenuacion 15 dias Arenoso
v natural
Combinacién y Arcill
comparacién de Combinacion de 2 mesesy Franco Haghollahi . ) refioso
XuY. 2010 . . . - P . 2016 Bioaumentacion 23.5% - 70% 9 meses Arenoso-
bioestimulaciény  técnicas 61% 12 dias Arcilloso etal. L
bioaumentacion imoso
Chang W. 2010 "Landfarming" 55% 2 meses Arenoso Wuetal. 2016 Blf)estlmulaut.)? Y 34% - 60% 3 meses N.R.
Bioaumentacion
Comparacién y ) . L.
Combinacién de 4 meses y Franco Bioestimulacion y 2 meses 'y Franco
Liu P. 2011 L. >80% B Trejos 2017 atenuacion >50% .
bioaumentacién 18 dias Arenoso natural 20 dias Arenosa
y bioestimulacion u
Bioestimulacion,
- ) o .
Tahhan R. 2011 Bioaumentacion >30% 6 mesles Y Franco Delgado 2017 Bloaumenté?lon v 53.8% 3 meses Franco
18 dias atenuacion 76.9% Arenosa
natural
Combinacién de 6 ;meStlmutla?I?n’ ;
Karamalidis A. 2011 bioaumentacion 79% MESESY  Arenoso Martinez 2018 °02umen é?'on V' 28%-88% 3 meses ranco
9 dias atenuacion Arenosa

y bioestimulacion
natural

Combinacién de

Bioestimulacién y 2 meses 'y Arenoso

Taccari M. 2011 bioaumentacion 96% 4 meses Franco Peréz 2018 N o, 99.25% ) i
. . . Bioaumentacion 10 dias Arcilloso
y bioestimulacion
) C‘omblnauonfie Arcilla . BIOEStImu|é€IOn y 26.5% -
BeskoskiV. 2011 bioaumentacion 94% 5 meses Silesetal. 2018 atenuacion o 4 meses N.R
i . L Arenosa 74.7%
y bioestimulacion natural

Fuente: Adaptado de Plata (2012)
N.R.: No Reportado
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5 OBJETIVOS

5.1 Objetivo General

Comparar la eficiencia de remocion de diésel en suelos sometidos a procesos de
Bioaumentacion, Bioestimulacion y Atenuacion Natural.

5.2 Objetivos Especificos

» Determinar las caracteristicas fisicoquimicas y microbiolégicas del suelo en
estudio, antes y después de los tratamiento.

* Evaluar la capacidad de remocién de hidrocarburos totales de petréleo presentes
en el diésel al adicionar una cepa bacteriana de Acinetobacter sp.

* Determinar el método de biorremediacion mas eficiente para la degradacion de
hidrocarburos totales de petréleo presentes en un suelo contaminado con diésel.

6 MARCO TEORICO

6.1 Hidrocarburos

Los hidrocarburos son compuestos quimicos formados por atomos de carbono e
hidrogeno y presentan una estructura a manera de armazon donde se ligan los atomos de
hidrégeno; segun la estructura de los enlaces entre los atomos de carbono, se clasifican
en:

* Hidrocarburos alifaticos o de cadena abierta: estos a su vez se dividen en:
» Hidrocarburos saturados (alcanos o parafinas), que no tienen enlaces dobles,
triples, ni aromaticos.
» Hidrocarburos insaturados, que tienen uno o mas enlaces dobles (alquenos u
olefinas) o triples (alquinos o acetilénicos) entre sus atomos de carbono.

* Hidrocarburos ciclicos, que a su vez se subdividen en:
» Hidrocarburos nafténicos, que tienen cadenas cerradas de 3, 4, 5, 6, 7y 8
atomos de carbono saturados o no saturados
» Hidrocarburos aromaticos, no saturados, que poseen al menos un anillo
aromatico ademas de otros tipos de enlaces que puedan tener (Marin, 2004).

En los hidrocarburos existen conjuntos de compuestos que presentan altas tasas de
biodegradabilidad y otros con dificultad para realizar esta accion, pues tienen variaciones
en cuanto a la longitud de sus cadenas, ramificaciones, presencia de anillos,
combinaciones con otras moléculas, estado fisico y toxicidad, entre otras, siendo mas
facilmente biodegradables aquellos de estructuras moleculares mas simples (Cardona
and Montero, 2014). Claro esta que al inicio todos necesitan de condiciones aerobias para
romper las primeras cadenas de hidrocarburo (Eweis et al., 1999; Meckenstock, et al.,
2016).
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En cuanto a los hidrocarburos altamente resistentes a la degradacion estan los
hidrocarburos ciclicos, pues se componen de grupos moleculares fisicoquimicamente
diferentes, estructurados con dos o mas anillos de benceno fusionados entre si, donde un
par de atomos de carbono se comparte (Kuppusamy et al., 2016). Son contaminantes
organicos hidrofébicos altamente persistentes en el suelo y en los sedimentos (Cébron et
al., 2008),

En casos donde sea necesario medir la presencia de cada hidrocarburo en una muestra y
dado que existe un gran numero de estos que se involucran generalmente, se hace uso
de los Hidrocarburos Totales de Petréleo (HTP), que se utiliza para describir a un grupo
de sustancias quimicas, derivadas del petréleo crudo, haciendo util medir la cantidad total
del conjunto de hidrocarburos que se encuentran en una muestra de suelo contaminada
que sirve como indicador general del tipo de contaminacion (Ortiz et al., 2005).

6.1.1 Diésel

Es la fraccion petroleo que es destilado después del queroseno, utilizado principalmente
como combustible en motores diesel y en calefaccién. Tiene una densidad de 850 kg/m-
3 (0,850 g/cm-3), un punto de ebullicion entre 200 y 360 °C (Petenello and Feldman,
2012)

El diesel esta compuesto esencialmente por n-alcanos (65-85)% de cadenas lineales y
ramificadas (parafinas), cicloalcanos, hidrocarburos policiclicos, aromaticos, azufre, entre
otros (Bernal, 2015).

6.2 Contaminacion del suelo

Se definen los suelos como sistemas dinamicos y complejos, compuestos por varias
capas verticales llamadas horizontes, las cuales resultan de diferente factores, entre los
que se encuentran el clima, la topografia, los materiales a partir de los cuales se forma y
la diversidad de los seres vivos que lo pueblan (Cortinas C., 2002).

Se determina que un suelo esta contaminado cuando su capacidad para depurarse por si
mismo es tan baja que comienza a representar un peligro para los ecosistemas y para la
salud publica, pues se eleva su nivel de toxicidad. Esta contaminacién produce que el
suelo cambie sus propiedades fisicas, quimicas o biolégicas (Carrillo et al., 2017).

Al indicar que un suelo esta contaminado se esta advirtiendo de la presencia de uno o
varios compuestos o0 elementos en una concentraciéon tal que genera efectos
desfavorables en los organismos, causando cambios ecolégicos. La contaminacion del
suelo es un fendmeno de origen fundamentalmente antrépico que se produce como
consecuencia de la eliminacion incontrolada de sustancias quimicas al ambiente durante
los procesos productivos desarrollados por el hombre (Rodriguez, 2013).

Las sustancias mas frecuentemente involucradas en la contaminacién del suelo por fugas
o derrames de materiales o residuos peligrosos en su mayoria son los hidrocarburos,
representando un alto grado de contaminacién ambiental (Santos, 2007).
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6.2.1 Contaminacion del suelo por Diésel

A la par del desarrollo mundial de los ultimos tiempos, se ha incrementado de igual forma
la presencia de contaminantes soélidos y liquidos, asi también como los gases
contaminantes a la atmédsfera. A este grave problema de contexto ambiental,
aproximadamente el 54% corresponde a derivados del petréleo, entre esos el diésel. Asi
que, debido a esto, el tratamiento de suelos contaminados con hidrocarburos es esencial
para mantener la calidad del ambiente (Rosales, 2008).

En primer medida los compuestos de hidrocarburo del diésel son considerados toxicos y
cancerigenos, culpables de alterar células, tejidos u érganos en los seres vivos, con la
capacidad de penetrar en los suelos e iniciar procesos fisico-quimicos, que son dados
gracias a que impiden el intercambio gaseoso con la atmdésfera, pues son compuestos
hidrofébicos (Varjani, 2017). Estos procesos pueden ser mas o0 menos lentos
dependiendo del tipo de hidrocarburo, temperatura, humedad, textura del suelo y cantidad
vertida (Pellini, 2006). Todos estos factores deben ser identificados ante un derrame,
debido a que una pequefia cantidad en un area susceptible puede ocasionar un dafo
mayor que una gran cantidad en una costa rocosa desolada (Canals, 2005).

Debido al alto consumo del diésel, al momento de ser transportado este, ocurren
accidentalmente numeros derrames al suelo que generan desequilibro inmediato en sus
nutrientes esenciales, tales como carbono, nitrégeno, fésforo y potasio, puesto que se
presenta una adicién descontrolada de carbono perdiendo fertilidad el suelo, afectando
también el pH (potencial de hidrégeno).

Una contaminacion por hidrocarburos en un suelo provoca una moderada o alta salinidad,
la cual puede destruir la estructura terciaria de las proteinas, desnaturalizar enzimas vy
deshidratar células, llevando a que muchos microorganismos indispensables para el
mantenimiento de la funcionalidad del suelo, mueran, afectando la autoremediacién de
este, puesto que la actividad de los microorganismos es de vital importancia para que se
lleve a cabo la degradacién de los hidrocarburos presentes en el mismo (Rodriguez ,
2013).

6.3 Biorremediacion del Suelo

En la degradacion de algunos contaminantes del suelo ocurren procesos fisicoquimicos
entre la interaccion natural del contaminante con el ambiente, que incluyen la dispersién,
dilucion, absorcidn, volatilizacién, estabilizacion quimica o la biodegradacion del
contaminante (Biorremediacion). En la mayoria de los casos, la biorremediacién es la
mejor alternativa para el tratamiento de la contaminacion (Arroyo et al., 2002;Cabanillas
and Pissani, 2015).

La biorremediacion es la técnica donde se utilizan organismos vivos (plantas, hongos,
bacterias, etc.) para degradar, transformar o remover compuestos organicos toéxicos a
productos metabdlicos inocuos o menos toxicos (Galindo & Llontop, 2015). Esta estrategia
biolégica depende de las actividades catabdlicas de los organismos, y por consiguiente de
la utilizacion de los contaminantes como fuente de alimento y energia. Para que esto
ocurra, es necesario favorecer las condiciones para el crecimiento y la biodegradacién. La
ventaja aqui es que estos no producen ninguna sustancia téxica, mucho menos algun
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tipo de reaccion secundaria en el medio ambiente en el que van a ser aplicados (Van
Deuren et al., 1997; Maldonado and Narvaez, 2003; Sajna et al., 2015).

Se debe tener en cuenta que antes de empezar un proyecto de biorremediacion es
recomendable realizar un estudio de factibilidad para caracterizar las propiedades
especificas del sitio, evitando asi inconvenientes que atrasen o en el peor de los casos
que impidan la realizacion del proyecto (Martinez and Casallas, 2018). El estudio
comprende dos partes:1) la caracterizacion de las propiedades fisico-quimicas del suelo a
tratar y del contaminante, y 2) la determinacién del potencial de los microorganismos del
sitio para descomponer los hidrocarburos. (Schroeder et al., 1999).

La caracterizacion fisico-quimica es de gran importancia para la biorremediacion, porque
basados en ella se emplean mejoras en las condiciones del ambiente para favorecer la
actividad microbiana, como son el pH, la conductividad, textura, carbono organico,
nutrimentos inorganicos (como N, P, K, Ca, Mg), tipo y concentracion de hidrocarburo, asi
como la toxicidad del material (Boopathy, 2000; Varjani et al., 2016).

La biorremediacion se presenta en varias técnicas, una de ella es la denominada
Atenuacidon Natural, que es cuando el mismo suelo haciendo uso de su autodepuracion,
remueve todo contaminante con la ayuda de los microorganismos nativos (Narvéez,
2005). La bioestimulacién es otra técnica, que se caracteriza por estimular el crecimiento
y elevar las tasas de biodegradacién de los microorganismos nativos con la adicion de
nutrientes y oxigeno (Narvaez, 2005). Por ultimo esta la bioaumentacién, en donde se
inoculan en el suelo contaminado microorganismos propicios para remover el
contaminante (Prince, 2002).

El mejoramiento de las distintas técnicas de biorremediacion requiere de estudios
profundos de los factores que gobiernan la diversidad, dinamica y versatilidad catabodlica
de la comunidad microbiana del sitio contaminado (Macchi, 2018).

6.3.1 Atenuacion Natural

En los procesos de biodegradacion que tienen lugar de forma natural en el medio, se les
conoce como atenuacion natural. La atenuacion natural transforma el contaminante en
formas menos toxicas, por procesos fisicos (evaporacion, dispersion, dilucion), quimicos
(oxidacion/reduccion) y biologicos (degradacion), que reduce la movilidad, la masa y la
concentracion del contaminante (Gideon and Paschal, 2008).

La atenuacion natural, aunque no estd considerada como una técnica de
descontaminacién propiamente dicha, estd englobada dentro de las técnicas de
remediacion “In Situ”. Su caracteristica principal es la utilizacion de los procesos
fisicoquimicos de interaccién contaminante-suelo y los procesos de biodegradacién que
tienen lugar de forma natural en el medio. Estos procesos se conocen como procesos de
biotransformacion natural (Delgado et al., 2009).

Los procesos de biotransformacion natural son aquellos que van a reducir la
concentracion de los contaminantes y entre los que se encuentran la dilucion, dispersion,
volatilizacién, adsorcién, biodegradacion y aquellas reacciones quimicas que se producen
en el suelo y que contribuyen de alguna forma a la disminucién de la contaminacién. Esta
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técnica se aplica en aquellos casos en los que exista contaminacién producida por
hidrocarburos de tipo halogenado o no halogenado.

6.3.2 Bioestimulacion

La Bioestimulacion es la estimulacion de los microorganismos nativos del suelo, que se
lleva a cabo con la adicion de nutrientes, agua, oxigeno, aceptores de electrones, entre
otros elementos que permitan el buen desarrollo de los microorganismos para activar y
acelerar la degradacion del contaminante (Manacorda and Cuadros, 2005; Borrasen y
Rike, 2007).

Dentro de los nutrientes se encuentran principalmente el nitrégeno y fésforo. El nitrégeno
proporciona el elemento necesario para la produccion de aminoacidos y enzimas, y la
fuente de foésforo interviene en la formacién de compuestos energéticos dentro de la
célula que se utilizan en los procesos de reproduccion y degradacién. Estos fertilizantes
pueden ser de uso agricola o de origen organico como estiércol, también se puede llevar
a cabo una estimulacion con adicidn de agua y oxigeno, si el area contaminada ya cuenta
con buena presencia de nutrientes (Taccari et al., 2012).

6.3.3 Bioaumentacion

Esta técnica de biorremediacion se presenta cuando se adicionan cepas de
microorganismos externos (diferentes a los nativos), al suelo contaminado, los cuales ya
se identificaron como microorganismos con una alta capacidad para degradar el
contaminante (Herrero, 2016).

Una de las ventajas de esta técnica es que no requiere area adicional, ni maquinaria
pesada, como desventaja esta la inoculacién a gran escala, el que entran a competir con
los microorganismos nativos y pueden tener limitaciones con las condiciones climaticas
del sitio a tratar. Con un buen estudio de las condiciones del area a inocular, esta
estrategia puede aumentar las tasas de remocién del contaminante mediante el aumento
de la poblacién bacteriana (Ta-Chen et al., 2010).

Para mejorar la bioaumentacion se ha estudiado la forma de aclimatar o incluso modificar
genéticamente en el medio los microorganismos, para elevar su potencial de
biodegradabilidad, proporcionando porcentajes de remocion de contaminantes mucho
mas altas (Atlas et al., 1999).

Una clara desventaja de inocular microorganismos capaces de degradar contaminantes
organicos en cultivos, es que pueden abandonar su funciéon cuando se aplican en
ambientes naturales, pues pueden ser susceptibles a toxinas o depredadores en el
ambiente (Marquez et al., 2001).

Una de los microorganismos que han sido identificados como degradadores de
hidrocarburos y utilizados en la bioaumentacion es la bacteria denominada Acinetobacter
sp. Esta se encuentra distribuida ampliamente en la naturaleza y es facilmente aislada de
muestras de suelo, su papel en la degradacion de compuestos organicos en los
ambientes en los cuales son encontradas es importante ya que pueden usar algunos
compuestos de los hidrocarburos como fuente de carbono.
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7 METODOLOGIA

7.1 Caracterizacion Fisicoquimica y Biolégica del Suelo Antes y Después de los
Tratamientos.

El estudio del suelo se inicid con su seleccion, que se realizd bajo una serie de requisitos,
seguido por un pretratamiento, que fue efectuado para garantizar las condiciones a cada
tratamiento y por ultimo se realizaron las pruebas Fisicoquimicas y bioldgicas para
determinar sus caracteristicas.

7.1.1 Seleccion del Suelo

El suelo utilizado en el estudio fue colectado al interior de la sede Meléndez de la
Universidad del Valle. En el cual se garantizd que estuviera libre de contaminacion con
hidrocarburos. La muestra fue extraida de un area aproximada de 20 m? a una
profundidad comprendida entre 10 y 30 cm una cantidad de aproximada de 30 kg (Atlas
and Bartha, 2002).

7.1.2 Pretratamiento de las Muestras de Suelo

El suelo para todos los tratamientos se seco y posteriormente fue tamizado a tamafios de
particula entre 2 y 2.36mm (tamices Pinzuar), garantizando asi un proceso aerobio y una
distribucion mas homogénea del hidrocarburo en el suelo. Después de tamizado se
esterilizaron 12kg de suelo para el Tratamiento Control Quimico (CQ) y Control
Microbiano (CM), en una autoclave operando a una temperatura de 121°C y una presion
de 1.5 Kg/cm? durante 30 minutos y en dos oportunidades (Pefialoza et al., 2013).

7.1.3 Pruebas Fisicoquimicas y Biolégicas del Suelo

Se llevaron a cabo pruebas fisicas, quimicas y biolégicas para caracterizar el suelo. Estas
pruebas se realizaron al inicio y final del experimento, con el interés de dimensionar los
cambios y transformaciones que sufrio el suelo ante la contaminacion con Diésel y
posterior biorremediacidn. Las pruebas se listan en la Tabla 3 y se evaluaron de acuerdo
con Jaramillo (2002):

Tabla 3. Parametros para la caracterizacion del suelo

PARAMETRO METODO TENICA ANALITICA
Fisico-Quimicos

Densidad Real Picnédmetro Dominguez & Aguilera, 1989
Densidad Aparente Parafina Dominguez & Aguilera, 1989
Cantidad de Agua Gravimétrico Jackson, 1964
Textura Bouyoucos Bouyoucos, 1962
Porosidad Fraccién Sélida Método por diferencia porcentual
pH Potenciémetro Jackson, 1964
Conductividad Eléctrica Extracto de Saturacion Jackson, 1964
Carbono Organico Walkley - Black o Calcinacion Walkley & Black, 1934
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Nitrégeno Semimicro-Kjeldahl Jackson, 1964
Fdsforo Bray y Kurtz Il Bray & Kurtz, 1945
Biologicas
Actividad Microbiana CAB Guitian y Carballas, 1976
Recuento de American Society of agronomy,

I
Recuento en placa 1982

microorganismos
Contaminante
Cromatografia de gases
acoplada a
espectrofotometria de masas

(CG-MS)

Hidrocarburos Trejos, 2017

7.2 Ensayos de Remocion de Diésel por Atenuacion Natural, Bioestimulaciéon y
Bioaumentacion

El suelo fue contaminado con 20,000 mg de diésel/kg de suelo seco total, cantidad que es

recomendada para la buena aplicacién de procesos de biorremediacidn, debido a que es

inferior a 50,000 ppm (mg/kg de suelo seco total) (Lépez et al., 2006; Delgado et al., 2009;

Ortiz et al., 2005). Este suelo luego fue sometido a biorremediacién por las siguientes tres

(3) técnicas:

* Atenuacion Natural (AT),
* Bioestimulacion (BS) y
* Bioaumentacion (BA).

Ademas, se construyeron 2 tratamientos més, uno denominado Control Quimico (CQ) y
el otro, Control Microbiano (CM), para un total de 5 tratamientos.

7.2.1 Ensayos Experimentales

Se realizo el siguiente montaje experimental segun la Tabla 4 (Gémez et al., 2009) :
Tabla 4. Condiciones experimentales

Aspecto Determinacion
Lugar Estacion de experimentacion de Biologia (Univalle)
Concentraciéon de Hidrocarburo 20,000 mg de Diesel/kg de suelo seco total
Unidad Experimental Recipiente plastico
Numero de Tratamientos 5 Tratamientos
Réplicas 3 por cada tratamiento
Cantidad de suelo por replica 2 kg de suelo
Variables de Control semanal pH - Humedad - Temperatura
Variables de Control mensual Carbono Organico - Actividad Microbiana
Variables de Respuesta Hidrocarburos Totales de Petréleo
Duracion del experimento 100 dias
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Los tratamientos se construyeron de la siguiente manera:

Tratamiento (CQ) CONTROL QUIMICO
: 2kg de suelo estéril + HCI + Diésel

Tratamiento (AT) ATENUACION
NATURAL: 2kg de suelo + Diésel

=

S

Tratamiento (BS) BIOESTIMULACION:
2kg de suelo + Nutrientes + Diésel

Tratamiento (BA) BIDAUMENTACION:
2kg de suelo + Acinetobacter sp. +
Nutrientes + Diésel

=

=

Tratamiento (CM) CONTROL
MICROBIANO: 2kg de suelo estéril +
Acinetobacter sp. + Nutrientes + Diésel

T

Figura 1. Esquema de los tratamientos con sus respectivas réplicas
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Se le agreg6 al tratamiento Control Quimico 100 ml de HCI a una concentracion 2M, se
suministro esta dosis en 7 oportunidades durante las primeras 7 semanas, con la
intencion de disminuir el pH del suelo (Gomez et al., 2009) y de esta forma inhibir el
crecimiento bacteriano. Para el tratamiento de Atenuaciéon Natural no se ejercié ninguna
intervencion, dejando que el suelo activara sus propiedades remediadoras de forma
natural.

En los tratamientos de Bioestimulacion, Bioaumentacion y Control Microbiano se les
adicionaron los nutrientes segun las cantidades calculadas en el apartado 7.2.2, ademas
de realizar una oxigenacion para el suelo de manera manual, la cual consistié en mezclar
y voltear el suelo periddicamente cada 3 dias.

Al tratamiento de Bioaumentacion se le inoculo una cepa bacteriana denominada
Acinetobacter sp., a una concentracion de Densidad Optica (D.O.) goonm = 0.9 , al igual que
se hizo en el tratamiento de Control Microbiano, solo que en este se realizé bajo un suelo
que habia sido previamente esterilizado, con la intencion de garantizar la presencia unica
de la bacteria inoculada. Cabe aclarar, que esta condicién solo pudo garantizarse al inicio.

Se adicioné 150 ml de agua a todos los tratamientos semanalmente, con la intencién de
mantener el suelo en un rango 6ptimo de humedad. Esto se logro realizando la prueba del
metodo gravimétrico, en donde se calculo el contenido de agua a capacidad de campo
(CC) y basados en este, se procuré mantener la humedad en el intervalo que se indica en
la tabla 5, dado que se ubica en el rango de humedades recomendadas por Acuia et al
(2012), Moliterni (2016), Butenschoen et al. (2011) y Refugio et al. (2011) para procesos
de biodegradacion.

Como medida de seguridad para un buen desarrollo de cada uno de los tratamientos se
trabajaron los siguientes rangos en las variables de control. El pH, la temperatura y la
humedad, fueron medidos en cada uno de los tratamientos en el Laboratorio de Quimica
Ambiental de la Escuela Eidenar de la Universidad del Valle.

Tabla 5. Rangos 6ptimos para las variables

Propiedad Rango optimo
Temperatura (°C) 20° - 40°
pH (unidades) 6-8
Humedad 20% -70% de la
capacidad de campo
Nutrientes C:N:P 100:12:2 - 100:2:0.2

Fuente: Tomado de Prada (2016)

7.2.2 Aporte de Nutrientes al Suelo

La dosificacién de nutrientes en los tratamientos de bioestimulacion (Tratamiento BS, BA
y CM), fue calculada mediante relaciones estequiométricas establecidas por el método de
McCarty (Rittmann & McCarty, 2001). Este método realiza un balance de masas
determinando la cantidad de nutrientes y aceptores de electrones que necesitan los
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microorganismos, obteniendo una estimacion de la cantidad de productos finales en el
disefio de sistemas de tratamiento biolégico. Para obtener la reaccion global es necesario
conocer la reaccion de energia y sintesis celular de los microorganismos. Estas se logran
con las siguientes ecuaciones:

Reaccién de Energia Re = Ra - Rd
Reaccion de Sintesis Rs =Rc - Rd
Donde:

Ra es la semi-reaccién del aceptor de electrones,
Rd es la semi-reaccion del donador de electrones,
Rc es la semi-reaccidn de sintesis.

Conociendo la férmula del diésel (C12Hy6) y las cantidades de nitrégeno y fésforo con las
que contaba inicialmente el suelo, se aplico este método para calcular las cantidades de
nutrientes que requeria el suelo, con el fin de desarrollar los tratamientos que

demandaron Bioestimulacion.

Semi-reaccion donadora de electrones:

1 2a—c a d
E(CaHbOCNd) +TH20 - ECOZ +ENH3 +HY+e”

Donde: z=4a+ b — 2c— 3d

Semi-reaccién del donador de electrones (Rd)

1 12 6 .
ﬁcle26 +§H20 —>§C02 +H +e

Semi-reaccion del aceptor de electrones (Ra), por ser aerobia.

1 1
ZOZ +Ht+e” —>§H20

Semi-reaccioén de sintesis (Rc)

1 1 1 2
ZCOZ +%NH3 + H* +e” - %CSH-;OZN + EHZO

Reaccion de energia (Re = Ra - Rd)

1 1 13 6
ﬁCleZG + ZOZ d ﬁHZO +§COZ

Reaccion de sintesis (Rs = Rc - Rd)

1CH +1360+1NH+1HCO 14H0+1CH0N
—_— —_— —_— —_— e — —_—
74712726 T 148772 T 2073 T 20 3 7185 27 "0 %772
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Teniendo Fs = 0.4 como la fraccién de carbono destinada para el proceso de sintesis y a
Fe = 0.6 como la fraccion de carbono para los procesos energéticos.

Fs+Fe=1
La reaccién global del proceso se determina mediante la siguiente ecuacion:

R = FsRs + FeRe

R = Cy,Hye + 11.1 0, + 1.48 NH, + 1.48 HCO; — 4.6 CO, + 10.04 H,0 + 1.48 C;H,0,N

Para la obtencion de las relaciones molares (C:N:P) se tiene en cuenta el peso molecular
del donador de electrones, que en este caso ese le diésel, con 170 g/mol y nitrégeno 14
g/mol.

14 1 14
1:1.48 = 1= (1.48 —)
170 6 170

Luego la relacion C:N:P es:

1: 0.12: 0.02

Finalmente se obtiene que para 100 gramos del hidrocarburo Ci;Hzs se necesitan 12
gramos de Nitrégeno y 2 gramos de Fésforo, dando una relacion aproximada de C:N:P de
100:12:2. La fuente de nitrégeno utilizada fue urea (CH4N,O) y la fuente de fésforo el
fosfato de potasio dibasico (K;HPO,), su aplicacion se llevé a cabo en 7 pulsos iguales
semanalmente en el agua empleada para controlar la humedad. Se determind el
suministro semanal con la intencién de disminuir el riesgo de inhibicion del proceso
degradativo como consecuencia de la acumulacién de amonio y cambios del pH en
el medio al momento de adicionar los nutrientes (Barrios et al., 2015).

7.2.3 Seleccion de la cepa bacteriana para el tratamiento de bioaumentaciéon y
control microbiano.

La cepa bacteriana introducida para realizar la bioaumentacion en el tratamiento BA'y CM,
fue una bacteria aislada a partir de una muestra de suelo contaminado con petréleo que
realizé Grisales (2017), identificando la resistencia, supervivencia y capacidad para
biodegradar hidrocarburos de la cepa denominada Acinetobacter sp, demostrando que
este microorganismo es promisorio para la biodegradacion de hidrocarburos del petroleo y
candidato para contribuir a la rehabilitacién ecoldgica de areas afectadas por derrames de
hidrocarburos, razén por la cual fue seleccionada para este estudio. Esta investigacion fue
llevada a cabo en el Laboratorio de Investigaciones Microbioldgicas (LIM) del
Departamento de Biologia de la Universidad del Valle.
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7.3 Técnica de Extraccion del Hidrocarburo del Suelo

7.3.1 Seleccion del Solvente para la Extraccion del Diésel en el Suelo
La seleccion del solvente con mayor capacidad para la extraccion del hidrocarburo en
esta clase de suelo, se realizé comparando tres tipos distintos de estos:

* Acetato de etilo (EtOAc)
* Acetona (Me,CO)
* Diclorometano (CH,Cl,)

Se ejecutd una prueba de extraccion experimental con cada uno de los solventes, que
consistiéo en contaminar 100 g del mismo suelo y misma concentraciéon de diésel (20,000
mg/kg de suelo seco) que se utilizé en esta investigacion, para luego ser analizadas en un
cromatografo y su lectura comparada con una muestra de diésel puro.

o g (11000000

24 Extractos de
2224 suelo

: -
E 176 -
=~ 1503
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T o]  EtOAc b d N b
35:-w\___M-82CQ ]ﬁWJk\,.HJL»,LM.,-J_A.J..‘)& J— 1 b e
0254
2% Diessel
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Figura 2. Cromatografia obtenida por CG/MS para la extraccién de compuestos de hidrocarburo de un suelo
contaminado con diésel

La figura 2 destaca el Diclorometano (CH,Cl;) como el solvente que mayor concentracion
de diésel extrajo, por esta razon se eligié para realizar la recuperacion del hidrocarburo en
esta investigacion.

7.3.2 Extraccion del Diésel en el Suelo

La extraccién del diésel contenido en el suelo se realiz6 por medio de un lavado, en
donde se utilizaron jeringas de 10ml, sin pistén de hule al final del émbolo, evitando asi
desprendimiento de sustancias provenientes de esta parte de las jeringas que pudieran
afectar los resultados.

En el pivote de la jeringa se introdujo algoddn esterilizado con la intencidon de evitar el
paso de las particulas del suelo, permitiendo solo el cruce del solvente con los
hidrocarburos extraidos.
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Figura 3. Instrumentacién para lavado del suelo y extraccién del diésel

En la Figura 3 se muestra el equipo utilizado para la extraccion. La secuencia de acciones
que se llevaron a cabo fueron:

Se agregd 1 gramo de suelo al interior de la jeringa

Se adicionaron 5 ml de solvente al interior de la jeringa y se dejo escurrir en un

tubo de ensayo de 100 ml (secuencia 1)

3. El paso 2 se repitid dos veces mas sobre el residuo sélido remanente hasta lograr
un volumen de 15ml de sobrenadante en el tubo de ensayo y se dej6é evaporar
durante 24 horas (secuencia 2)

4. Se resuspendid el contenido de los tubos de ensayo en 1.5ml del solvente

seleccionado en viales de 1.5ml marca Agilent de ambar provistos de tapas

roscadas con tapon de teflon (secuencia 3)

N —

Figura 4. Secuencias de acciones para la extraccién del diésel en el suelo
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Los viales fueron almacenados a una temperatura de -19°C hasta finalizar el montaje,
teniendo en cuenta que se llevaron a cabo dos mediciones, una al iniciar y otra al finalizar
el montaje de los mismos (100 dias), todo esto para ser analizadas bajo las mismas

condiciones en el equipo de cromatografia.

7.3.3 Analisis de los Hidrocarburos Totales de Petréleo (HTP) del Diésel

El analisis de la concentracion de diésel la cual se denomino como HTP, se llevé a cabo
empleando cromatografia de gas acoplada a espectrofotometria de masas (CG/MS), en el
laboratorio de Analisis Industrial de la Universidad del Valle. El equipo utilizado fue un
cromatografo GCMS-QP2010 Ultra, marca SHIMADZU.

Se configurd el equipo para iniciar con una temperatura de 40°C y alcanzar una
temperatura de 320°C, la temperatura del inyector y del detector fueron 230°C Y 280°C,
respectivamente. La concentracion de contaminante en las muestras fue identificada y
cuantificada con un estandar de hidrocarburo C3, resuspendido en hexano.

7.4 Analisis de Datos

Para el analisis estadistico de los datos se inicio con pruebas de normalidad y
homogeneidad para la varianza (D'Agostino-Pearson omnibus, Shapiro-Wilk y
Kolmogorov-Smirnov), seguidas por un modelo completamente al azar de un factor (la
concentracion remanente de hidrocarburos totales de petréleo en el suelo) y 5 niveles
correspondientes a cada tratamiento (Atenuacion Natural (AT), Bioestimulaciéon (BS),
Bioaumentacion (BA), Control Quimico (CQ) y Control Microbiano (CM)), llevando a
determinar la existencia de diferencias significativas entre las medias de las pendientes
con un nivel de significancia <0.05, apoyado por test de comparacion multiples (LSD-
Tukey) para identificar el tratamiento que presenta mayor degradacién, permitiendo
comparar las medias después de haber rechazado la hipoétesis nula de igualdad de
medias por el ANOVA. Todo esto se realizé en el programa estadistico Prism version 8.0 .

Tabla 6. Diseio estadistico

=

EIDENAR

Numero de Nivel de tratamiento
experimentos Cc AT BS BA cm
[HTP]; Xil Xil Xil Xil Xil
[HTP]; Xf1, Xf2, Xf3  Xf1, Xf2, Xf3  Xf1, Xf2, Xf3  Xf1, Xf2, Xf3 Xf1, Xf2, Xf3
En donde:

X: es la variable de respuesta (la concentracion remanente de HTP en el suelo).
f: estado final

i: estado inicial

1, 2 y 3: se refiere al numero de réplica por tratamiento.

Para expresar los datos en unidades de mg/kg de suelo seco (s.s.) se utilizé la ecuacion 1

y los datos procesados se encuentran en el Anexo IV.

vV FC2
HTP(mg/kg s.s) = C % ——*——

(1)
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En donde:

C: hidrocarburos totales expresados en mg/l.

V: volumen donde esta resuspendida la muestra (ml) = 1.5 ml

P: cantidad de suelo empleado para la extraccion (g) = 19

FH: factor de correccion de la humedad del suelo (1-(%humedad/100)).

FC1: factor de correccién para obtener los HTP contenidos en el disolvente = 1000
FC2: factor de correccién para convertir los HTP a mg/kg s.s. = 1000

El porcentaje de degradacion se realizé teniendo en cuenta el promedio de los HTP
presentes inicialmente en cada tratamiento (Anexo lll), utilizando la ecuacion 2.

% Degradacion = %* 100 2)

En donde:

HTP; : Hidrocarburos Totales de Petroleo de diésel al inicio
HTPs: Hidrocarburos Totales de Petréleo de diésel al final

8 RESULTADOS

8.1 Caracterizacion del Suelo

El suelo fue caracterizado con el propdsito de conocer su estado inicial antes de aplicar
las técnicas de biorremediacion y después de estas. En la tabla 7 se presentan los
resultados de la caracterizacion fisico-quimica del suelo antes y después de la aplicacion
de los diferentes tratamientos de biorremediacion.

Inicialmente se contaba con la presencia de un suelo sin contaminar que tenia una clase
textural Arcillosa, pH ligeramente acido (6.5 unidades), contenido alto de materia organica
(3.82%) (ICA, 1992), conductividad eléctrica (CE) baja (0.22 dS/m) y un contenido de
Carbono organico alto (2.22%) como se muestra en la tabla 6.

La densidad real (2.32 g/cm®) y aparente (1.26 g/cm®) solo se determinaron al inicio y su
calculo esta en el Anexo |. Se tiene que para suelos con textura arcillosa la densidad real
promedio es de 2.837 g/cm?, para el suelo estudiado tenemos que la densidad es menor,
pero esto puede deberse a su buen contenido de materia organica (Felmer et al, 2010;
Salamanca et al., 2006).

La densidad aparente reportada es también caracteristica comun de este tipo de suelos,
pues se conoce que para suelos arcillosos regularmente esta alrededor 1.25 g/cm3, valor
muy cercano al obtenido en la prueba de la parafina que se llevd a cabo. Teniendo en
cuenta que la densidad aparente es un valor que varia con la textura (Felmer et al., 2010).

Con la relacion porcentual de las densidades se calculd la porosidad del suelo en un valor
de 45.44%, la cual es la parte que en su estado natural esta ocupado por aire y/o agua en
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el suelo. Es un valor que hace alusion a una porosidad media, con probabilidad a
repercutir en propiedades fisicas desfavorables para la biorremediacion, debido a una
menor aireacion del suelo, menor capacidad de infiltracion de agua y dificultad para la
penetracion de las raices, convirtiéndose en suelos compactados (Flores et al., 2010).

Tabla 7. Caracteristicas Fisicoquimicas del suelo antes y después de los tratamientos

Suelo antes Suelo después del tratamiento
Parametro del Tratamiento Tratamiento Tratamiento Tratamiento  Tratamiento
tratamiento cQ cM AT BS BA
Arena (%) 25 65 30 32 42 38
Arcilla (%) 59 10 54 50 41 47
Limo (%) 16 15 16 18 17 15
Textura Arcilloso Franco Arcilloso Arcilloso Arcilloso Arcilloso
Arenoso
pH 6.5 1.9 7.7 6.4 7.1 7.3
C.E. (dS/m) 0.22 35 0.5 0.2 2.31 2.81
Materia organica (%) 3.82 4,99 5.44 5.29 3.91 4.49
Carbono Orgénico (%) 2.22 2.89 3.16 3.07 2.27 2.61
Fosforo (mg/kg) 10 10 24 9 22 27
Amonio (mg/kg) 10 10 800 7 750 720
Nitratos (mg/kg) 23 20 24 17 25 27
Nitrégeno Total (%) 0,13 0,22 0,25 0,23 0,21 0,2
Actividad Microbiana g 44 0.1 27.56 8.42 18.8 17.96

(KgC - CO,/ha - dia)

C.E.: Conductividad eléctrica

Pese a lo anterior se conté con un suelo con caracteristicas mayormente favorables para
la biorremediacion, por las siguientes razones:

* Segun Hernandez et al (2006), a pesar de las desventajas del suelo arcilloso, en
este se pueden presentar microorganismos heterétrofos y degradadores de
hidrocarburos en cantidades acordes para realizar buenos procesos de
biorremediacion de estos compuestos (Jacques et al, 2008), pues se conoce que
las particulas de arcilla, tienen una mayor superficie especifica y en consecuencia
un mayor contacto entre el microorganismo y el hidrocarburo, lo que mejora la
biodegradacion del hidrocarburo (Garcia et al., 2012).

* El pH reportado no repercutiria de forma negativa en las técnicas de limpieza
como la biorremediacién, la cual requiere un rango de pH de 5,5 a 8,5 unidades
(Martinez et al, 2001; Das & Dash, 2014).

* El contenido de materia organica (3.82%) es conveniente para este estudio, ya
qgue actia como mejorador de las caracteristicas fisicas y almacena energia para
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la vida microbiana del suelo, aspecto esencial a la hora de aplicar biorremediacion
(Trinidad et la, 2016).

* En cuanto al Carbono organico (C.0.), fue 2.3%. Se dice que cerca del 56.7% de
los suelos en Colombia se encuentran entre 1 a 2.5% de C.O. y que en climas
calidos se considera un valor alto y beneficioso por encima del 2% (Vasquez,
2014) a comparacion de climas frios, pues segun un estudio realizado por
Valenzuela et al. (2018), en los calidos el suelo tiene mayor capacidad de
descomponer, mineralizar y humificar materia organica, por lo tanto el C.O. sera
menor. Este parametro se estima como un factor que aportara al buen desarrollo
de la técnica de biorremediacion.

* La concentracion de sales solubles (0.22 ds/m) en la solucién del sustrato se mide
mediante la Conductividad Eléctrica (CE). El dato reportado indica que el suelo
puede ser biorremediado con éxito, ya que se considera una baja concentraciéon
de sales por debajo de 1 dS/m (Barbaro, 2014).

Con base en los datos al final de los tratamientos reportados en la tabla 7, tenemos que la
textura del suelo para todos los tratamientos presentaron cambios en las cantidades de
arenas y arcillas, sin embargo se mantuvieron en la clasificacion de suelo arcilloso, a
excepcioén del tratamiento CQ que reporté cambio en su textura. Esto también ocurrié en
un estudio realizado por Martinez y Lopez (2001), que después de caracterizar un suelo
como arcilloso por el método de Bouyoucos, ocurrié que la cantidad de arenas aumento y
disminuyo la de arcillas al agregarles hidrocarburo, el mismo fendmeno registré Zarate
(2004) bajo condiciones de suelo similares. Al final de estos estudios se concluyé que las
particulas del suelo se ven modificadas debido a que adsorben el hidrocarburo mediante
interacciones electrostaticas del tipo Van der Waals, puentes de hidrogenos y puentes
cationicos que terminan interfiriendo con la lectura del hidrobmetro de Bouyoucos, en
consecuencia, se sugiere no emplear este método en la determinacion de la textura de
suelo contaminados con hidrocarburos (Martinez, 2018).

Se evidencia un incremento del pH en los tratamientos de BS, BA y CM, lo cual se debe
muy seguramente al proceso de hidrolisis de la urea que fue agregada semanalmente a
estos tratamientos y que contribuye al aumento del pH (Nustez 2012, Gonzalez et al.,
2015) o al metabolismo microbiano estimulado por la adicion del diésel. Trejos (2017)
reportd al final de sus tratamientos de biorremediacion mediciones de pH entre 6.5y 7.4
unidades, rango en el que se ubican los resultados de esta investigacion.

El tratamiento control Quimico presenté variaciones de pH, reportando al final un pH acido
debido a la solucion de HCI 2M que se le adiciond con la intencion de crear un ambiente
de toxicidad para los microorganismos que pudieran involucrarse en la degradacion del
diésel (Navarro, 2018). El tratamiento de Atenuacion Natural (AT) no registr6 cambio
significativo en su pH y esto obedece a que no recibié estimulo externo, dejando actuar a
los microorganismos nativos.

La conductividad eléctrica se mantuvo constante en el tratamiento de Atenuacion natural
(AT), pero aumenté en los tratamientos de Bioestimulacién (BS), Bioaumentaciéon (BA) y
Control Microbiana (CM), siendo los valores del tratamiento Control Quimico los mas
altos, debido posiblemente a la adicién de HCI, el cual es un &cido fuerte (Prada, 2016).
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La materia organica incrementd en todos los tratamientos, pasando de un nivel medio a
nivel alto en algunos de ellos, cambio que se presenta dado que los hidrocarburos por su
naturaleza hidrofébica se adhieren a la materia organica del suelo, provocando un
aumento de su valor (Delgado, 2017). Este valor final hace referencia de manera indirecta
a los hidrocarburos remanentes del suelo (Trejos 2017).

Los valores de amonio aumentaron notablemente en los tratamientos que se les aplicé
bioestimulacién, ayudando a regular el desequilibro que provocé el contaminante en los
nutrientes balanceando la relaciéon C:N. Lo contrario paso en el tratamiento de atenuacion
natural, que no recibié ningun estimulo, provocando la disminucién de la cantidad de
amonio por presunta presencia de microorganismos nativos que pudieron acceder a este.
En cambio en el tratamiento Control Quimico no presentd variacion alguna.

En cuanto al fésforo, se observa un aumento en los tratamientos de Bioestimulacion (BS),
Bioaumentacion(BA) y Control Microbiano (CM). Este aumento se explica ya que se
agrego una fuente de fosforo (Fosfato de potasio dibasico) y porque los hidrocarburos en
el suelo causan un incremento del fésforo disponible (Ortinez, 2003). Esto favorece la
biorremediacion del suelo, dado que este nutriente es el encargado de sintetizar
moléculas que brindan energia a las células (Prada, 2016).

8.2 Variables De Control Semanal (Propiedades Fisico-Quimicas)

Para el desarrollo de esta investigacion se llevdo a cabo un control semanal del pH,
temperatura y humedad, que se consideran propiedades fisico-quimicas fundamentales
en los suelos

8.21 pH

Segun la FAO (2018), el pH es una de las propiedades del suelo mas importante, pues
guarda relacion con el ciclo microorganismo-nutrientes-suelo, y por tal motivo un pH
o6ptimo es crucial para que las mismas se lleven a cabo y puedan presentar el normal
desarrollo de las actividades internas del suelo. Por lo cual, se recomienda mantenerlo
entre 5,5 y 8,5 unidades para una mejor eficiencia en la biorremediacion (Das & Dash,
2014).

En la figura 5 se ilustra como el tratamiento de Atenuacion Natural se mantuvo bajo
oscilaciones breves del pH. Para los tratamientos que se les adiciondé nutrientes, como fue
el caso de Bioestimulacion (BS) y Bioaumentacién (BA), se observé una elevacién del pH
hasta la semana 5, teniendo un descenso hasta la semana 9 y volviendo a tener uno de
sus mayores picos en la semana 11, alcanzando pH por encima de 7.5 unidades. Este
comportamiento obedece a que no se le adiciono urea en la semana 6 a estos
tratamientos, provocando un descenso transitorio, pues se le sefala a la urea de
provocar el aumento del pH en los suelos, al ocurrir la volatilizacién del amoniaco y
posterior produccién de amonio (Chaillan et al, 2006). En cambio en el tratamiento de
Control Microbiano (CM) el cual tampoco se le suministro nutrientes en la semana 6,
sucedio lo contrario, reportando un aumento progresivo del pH de la semana 5 ala 9.

En el tratamiento Control Quimico, desde el inicio descendio el pH hasta 1.4 y se mantuvo
durante todo el experimento en condiciones fuertemente acidas comportandose de
acuerdo a lo esperado por la adicion de HCI 2M.
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Figura 5. Promedio de la variaciéon del pH para cada tratamiento

8.2.2 Temperatura

Entre los factores abidticos limitantes para el buen desarrollo de un tratamiento de
biorremediacion, se encuentra la temperatura como factor crucial (Siles and Margesin,
2018). Esta influye directamente en el proceso de biorremediacion de hidrocarburos
mejorando su actividad metabdlica y la velocidad de crecimiento bacteriano (Pérez, 2018).
Se conoce que las bacterias presentes en el suelo son mesdfilas (Trejos, 2017), por esta
razén se recomienda manejar una temperatura de entre 20 a 40°C (Martinez and
Casallas, 2018)

En la figura 6 se muestra como la temperatura de cada uno de los tratamientos, oscil6 en
el rango recomendado (20-40°C), beneficiando asi, segun lo anterior, la actividad
microbiana reportada en la figura 8.
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Figura 6. Promedio de la variacion de la temperatura para cada tratamiento
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Segun Nustez (2012), cuando se supera los 45°C se produce una reduccién del
metabolismo bacteriano, causado por la desnaturalizacién de enzimas y proteinas de las
bacterias y cuando se encuentra en bajas temperaturas donde la viscosidad de los
hidrocarburos aumenta, la volatilizacion de alcanos de cadena corta se reduce
disminuyendo asi la solubilidad del O, en agua, afectando a la biodegradacion.

8.2.3 Humedad

A lo largo de este estudio se realiz6 riego semanal, con el propdsito de mantener un rango
6ptimo de humedad en el suelo, pues es un factor importante en el crecimiento
microbiano, debido a que estos requieren de un medio acuoso para llevar a cabo su
metabolismo (Trejos, 2017). La humedad tiene considerables repercusiones en la
solubilidad, el pH y la aireacion del suelo. Por consiguiente es una variable que puede
limitar de forma severa la biodegradacion (Ramos and Zuhniga, 2008; Roldan e lturbe,
2005)

En la figura 7, se nota como todos los tratamientos, a excepcion del tratamiento de
Atenuacién Natural (AT), presentaron fluctuaciones importantes desde el inicio y solo se
estabilizaron al final del estudio. Sin embargo estas oscilaciones se mantuvieron en un
intervalo de 20-40% de humedad, rango recomendado para la degradacion de los
componentes de los hidrocarburos. Estudios mas precisos sobre la humedad del suelo
con relacion a la biodegradacion en suelos arcillosos han sefialado humedades alrededor
del 20% ( Acuna et al., 2012; Moliterni, 2016).
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Figura 7. Promedio de la variacion de la humedad para cada tratamiento
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8.3 Actividad microbiana - Carbono organico

Se llevaron a cabo mediciones de dos variables de control mensual, una de ellas fue la
actividad microbiana, la cual define la cantidad de CO, que se produce en determinada
cantidad de muestra de suelo, producto de la activaciéon de los microorganismos. Esta
estimaciéon es una medida indirecta de la mineralizacion del carbono organico que posee
el suelo, que se monitored con la misma periodicidad, para ratificar lo registrado por la
variable de actividad microbiana (Jaramillo, 2002). Su comportamiento se reporta en las

Figuras 8 y 9.
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Figura 8. Carbono orgénico de cada tratamiento reportado cada mes durante el tiempo del experimento
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Figura 9. Actividad microbiana de cada tratamiento reportada cada mes durante el tiempo del experimento
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En la figura 8 se evidencia el aumento del carbono organico (CO) en las primeras 4
semanas en todos los tratamientos . Este aumento fue causado por la adicion de diésel, el
cual tiene la capacidad de incrementar el carbono organico en el suelo de manera
proporcional a su concentracion (Martinez and Loépez, 2001; Garcia and Ballesteros,
2005). Pasado el tiempo el CO fue disminuyendo en todos los tratamientos, observandose
que el tratamiento de Bioestimulacion alcanz6 valores muy similares a los iniciales. Los
tratamientos de Control Microbiano y Atenuacion natural fueron los que reportaron menos
disminucion en este parametro, indicando una menor reduccion de carbonos en el suelo
en comparaciéon con los otros tratamientos.

En cuanto a la actividad microbiana observada en la figura 9, tenemos que obedece al
mismo comportamiento que reporté el CO, presentando un aumento en el primer mes
para todos los tratamientos, excepto para el tratamiento Control Quimico. Este
comportamiento en suelos contaminados con diésel es frecuente, Margesin et al (2003) y
Mair et al (2013) dedujeron que la contaminaciéon con este hidrocarburo tiene un efecto
estimulante en el suelo para los microorganismos y mas aun cuando el contenido de
materia organica es bueno (de Souza Pohren et al., 2016). Se observa como los
tratamiento de BS y BA presentaron el mismo comportamiento.

Los valores mas altos de actividad microbiana los registro el tratamiento de Control
Microbiano, seguido de los tratamientos de Bioestimulacion y Bioaumentacion con valores
similares. El tratamiento de Atenuacion natural tuvo wuna actividad microbiana
moderadamente baja que fue disminuyendo al pasar el tiempo y para el tratamiento
Control Quimico se reporta una disminucion de este parametro, causado por la adicion de
HCI que provocé una acidificacion del suelo, inhibiendo el crecimiento microbiano.

8.4 Recuento De Microorganismos En Cada Tratamiento

En la figura 10 se presentan los resultados del recuento total de bacterias realizado al
inicio y final de estudio.
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Figura 10. Resultados del recuento en placa de cada tratamiento. CQ: Control Quimico, AT:
Atenuaci6on Natural, BS: Bioestimulacién, BA: Bioaumentacién y CM: Control Microbiano
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Se observa en el tratamiento Control Quimico la ausencia de microorganismos al finalizar
el estudio, causado por la adicion de HCI. En los otros tratamientos se presento un
aumento de la cantidad de microorganismos, siendo el mas representativo el reportado
por el tratamiento de Bioestimulacién (BS), seguido por el de Control Microbiano (CM). El
incremento en el tratamiento de Bioaumentacion (BA) fue minimo, manteniéndose casi
igual que al inicio.

8.5 Remocién De Diesel En Los Tratamientos Evaluados

Después de ser contaminado el suelo con diésel se realizaron las pruebas de CG/MS a
cada tratamiento pasados 5 dias, para calcular la concentracion inicial (Anexo lll). El
promedio fue de 5,893.52 + 54.74 mg de diésel/kg s.s.. Cabe aclarar que fue solo la
cantidad que pudo ser detectada y comparada con el estandar. En la figura 11 se
presenta el espectro de la concentracion inicial de HTP en el estudio.

Se identificaron y cuantificaron un total de 18 compuestos de hidrocarburo lineales con
estructuras de carbono en un rango de Cq; a Cyg, siendo los alcanos lineales (C44-C+g) los
que se degradan mas facilmente (Pérez, 2018) a comparacion de los alcanos de cadena
mas larga (Cz5 — C4 ) que son menos susceptibles (Khan et al, 2018).
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Figura 11. Espectrémetro de CG/MS para la concentracioén inicial promedio de HTP de todos
los tratamientos

Al finalizar el estudio se volvié a realizar cada una de las pruebas de concentracion de
HTP en el suelo para cada replica de cada tratamiento (Anexo Ill), en el Anexo V se
encuentra la comparacion de los espectros de CG/MS iniciales y finales. Los porcentajes
de degradacion de hidrocarburos que reporté cada tratamiento se observan en la figura
12.
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Figura 12. Porcentaje de degradacién de HTP que obtuvo cada tratamiento

Segun los porcentajes de degradacion calculados con la ecuacion 2, se tiene que el
tratamiento que presento mayor degradacion de diésel en el suelo fue el de
Bioestimulacién y el de menos degradacion el tratamiento Control Quimico.

Para conocer la existencia de diferencias significativas entre los tratamientos se llevo a
cabo el analisis estadistico. En la tabla 8 se presentan los resultados del analisis de

varianza.
Tabla 8. Resultados del analisis de varianza
ANOVA SS DF MS F (DFn, DFd) P value
Treatment 516056 4 129014 F (4, 10) = 7.958 P=0.0038
Residual 162125 10 16213
Total 678181 14

Segun la tabla 8, existen diferencias significativas entre los tratamientos, dado que P es
<0.05. EIl tratamiento CQ (Control Quimico) fue el que mayor concentracién de HTP
reporté al final con 3,557.18 +73,80 mg/kg s.s., seguido por el tratamiento de AT
(Atenuacién Natural) con 3,452.25 +39.74 mg/kg s.s., mientras que los tratamientos de BA
(Bioaumentacion) y CM (Control Microbiano) finalizaron con concentraciones muy
cercanas de 3,153.49 +230.00 mg/kg s.s. y 3,275.24 +49.11 mg/kg s.s., respectivamente.
Finalmente, el tratamiento de BS (Bioestimulacion) fue el que menor concentracion
reporté con 3,053.77 +136.84 mg/kg s.s. . Sin embargo, segun los test de comparaciones
multiples, no existe diferencia significativa entre BS y BA.

Es de resaltar los resultados obtenidos con el tratamiento CQ, que a pesar de someterse
a condiciones ambientales adversas, reporté disminucién en la concentracion de HTP, sin
diferencia significativa con el tratamiento de AT.
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9 DISCUSION

Para contribuir a la seleccion del método de biorremediacion mas eficiente para la
degradacién de hidrocarburos en los suelos, en este estudio se realizd diferentes
tratamientos de biorremediacion ex situ, que se llevaron a cabo a escala de laboratorio,
donde se evidenci6 el rendimiento del método de Bioestimulacion, Bioaumentacion y
Atenuacioén natural, técnicas que han sido motivo de investigacion con buenos resultados
(Gébmez et al., 2009; Wu et al., 2016; de la Cueva et al., 2016; Trejos, 2017; Wu et al.,
2017; Guarino et al., 2017; Safdari et al., 2018).

Con base en la caracterizacion inicial que se le realizé al suelo, se reveld que era un suelo
de clase textural Arcilloso, comportandose de forma compacta y fina en ausencia de
humedad y en exceso de esta, de forma pantanosa y plastica, que a pesar de ser
catalogada como la textura que poco aporta a la Biorremediacion en comparacion con los
suelos arenosos (Haghollahi et al., 2016), algunos autores han demostrado que aun bajo
la existencia de sus desventajas, la superficie especifica con la que cuentan sus
particulas, aumentan el contacto microorganismo-crudo, beneficiando el proceso de
biodegradacion (Garcia et al., 2012). Sumado a esto, parametros tales como el pH, la
materia organica, conductividad eléctrica, la temperatura del suelo, la capacidad de
retencion de agua y la buena relacion de nutrientes, lo denotaron como un buen candidato
para aplicar las técnicas de biorremediacién.

Al final de la aplicacion de los tratamientos y conforme a los resultados conseguidos, se
revela la fuerte relacién que existe entre las propiedades fisico-quimicas y microbioloégicas
que tiene el suelo a la hora de construir tratamientos de biorremediacion. El volteo que se
le practico a los tratamientos, permiti6 una buena oxigenacién, el pH cercano a la
neutralidad que reportaron la mayoria de los tratamientos, beneficié el desarrollo de la
microfauna y la adicion de nutrientes que recibieron los tratamientos de Bioestimulacion,
Bioaumentacion y Control Microbiano para balancear la relacién C:N:P, estimuld la
actividad microbiana, segun lo reportado por la prueba de actividad microbiana (figura 9).
Todo esto promovio la degradacion de los hidrocarburos (Acuia et al., 2012; Hernandez,
2018; Wu et al., 2016; Bento et al., 2003).

Cabe aclarar que también se presentaron algunas propiedades que al final reportaron
resultados que no beneficiaron el buen desarrollo de los tratamientos, como fue el caso de
la C.E., que en el tratamiento Control Quimico alcanz6 valores muy altos (35 dS/m),
consecuencia de la adicion de HCI, el cual es un electrolito fuerte. Los tratamientos de
Bioestimulacion y Bioaumentacidén también reportaron un aumento en esta propiedad, que
fue dada a la adiccion de los nutrientes, clasificandolo como un suelo ligeramente salino,
el cual no es adecuado ya que la acumulacién de sales solubles puede afectar la
biodisponibilidad del contaminante e inhibir la capacidad de biodegradacién de la
microflora autdctona (Prada, 2016). Las oscilaciones de la humedad que se presentaron
al inicio, tampoco resultan ser lo mas apropiado para las técnicas de biorremediacion.

En cuanto al aumento que sufrié la materia organica en todos los tratamientos al final, se
debe aclarar, que pese ha ser un componente que mejora las propiedades fisicas y
quimicas del suelo (Trinidad et al, 2016), este incremento no es favorable, pues se trata
de materia petrogénica (por hidrocarburos) y no de materia biogénica (por la
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descomposicion de vegetales y animales), lo que causa presencia de hidrocarburos
aromaticos polinucleares que representan un riesgo ecotoxico.

Para la determinacion del tratamiento mas eficiente no solo nos apoyamos en la variable
de respuesta, sino también en las variables de control mensual, que fueron actividad
microbiana y carbono organico, que segun un estudio de Trindade et al., (2005) realizado
a suelos degradados y recientemente contaminados, observaron que el carbono organico
correspondia al 89% de los HTP(%) del suelo degradado. Ademas de identificar la misma
susceptibilidad a la biodegradacion que tiene la actividad microbiana y los HTP, indicando
que son variables adecuadas para ser empleadas en el monitoreo de un tratamiento de
biorremediacion(Alisi et al., 2009).

Relacionando los resultados de la actividad microbiana y el carbono organico, tenemos
que los tratamientos que recibieron Bioestimulacion y Bioaumentacion, obtuvieron las
actividades microbianas mas altas, cercanas a la ideal (USDA, 1999), lo que sugiere la
adaptacion de los microorganismos del suelo a la contaminacion y a la utilizacion
microbiana de los hidrocarburos como una fuente de carbono adicional, pues también
fueron los tratamientos que mas consumo de carbono organico reportaron (Mishra et al.,
2001; Alisi et al., 2009). Este mismo comportamiento fue registrado por varios estudios
recientes, donde los microorganismos parecieron tolerar y utilizar la nueva fuente de
carbono, resultando en una elevada tasa de emision de CO, y terminando con una
actividad microbiana que disminuyo con el tiempo como consecuencia del agotamiento de
las sustancias carbonadas, identificandolos como los dos tratamientos de mayor
degradacién de HTP (de Souza Pohren et al., 2016; Torri et al., 2018; Wu et al., 2017).

En cuanto al tratamiento de atenuaciéon natural (AT) que no recibié ningun estimulo,
tenemos una activacion microbiana que alcanzdé su pico maximo hasta una categoria
moderadamente baja (USDA, 1999) que tiende a disminuir al pasar las semanas,
reflejando el alto porcentaje de carbono organico con el que culmina, convirtiéndose en el
tratamiento que menos mineralizacion realiz6. Un resultado semejante lo reportaron
Gomez et al., (2009) igualmente con un suelo de textura arcillosa, en donde el tratamiento
por Atenuacién Natural no solo culmind con el porcentaje de carbono organico mas alto,
sino también fue el que menos reduccion de HTP reporto.

Para el tratamiento de Control Microbiano (CM), que fue un suelo esterilizado y luego
inoculado con una cepa de Acinetobacter sp, se obtuvieron porcentajes de carbono
organico, al terminar el estudio, por encima de los otros tratamientos, pese a ser el
tratamiento que al final present6 los valores mas altos de actividad microbiana en el suelo.
Esto sefiala la importancia de tener poblaciones en el suelo conformadas por diferentes
tipos de bacterias y no individuales, pues pese a que se presentd una actividad biologica
representativa en este tratamiento, se conoce que la Acinetobacter sp., solo puede
metabolizar un nimero limitado de hidrocarburos, mientras que una poblaciéon mixta tiene
la capacidad de degradar compuestos hidrocarbonados complejos y variables,
asimilandolos como una fuente de carbono (Vifas, 2005; Zafra et al., 2017; Khan et al.,
2018). Esto fue verificado por Wanapaisan et al., (2018), quienes mostraron que un
consorcio conformado por diferentes cepas bacterianas puede llegar a tener una tasa de
biodegradacion tres veces mayor que una especie individual ante un escenario de
descontaminacion. En general, cuanto mayor es la poblacion microbiana degradante de
hidrocarburos, mayor es la degradacion de este ( Krutz et al., 2005, Wu et al., 2013 )
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Cabe aclarar de lo anterior, que la eficiencia de biodegradacién basada en la generacion
de CO; y de pruebas de carbono organico son frecuentemente mas bajas y menos
especificas que una basada en la determinacion cromatografica. Esta ultima no solo toma
las transformaciones por mineralizacion, sino también la formaciéon de compuestos
polares intermedios (Trindade et al., 2005), razén por la cual se tomé como variable de
respuesta la Cromatografia de Gas Acoplada a Espectrofotometria de Masas (CG/MS)
para identificar el tratamiento de biorremediacién de suelos mas eficiente en la remocion
de HTP del diésel.

La variable de respuesta demostré una disminucién para el tratamiento de Atenuacion
Natural de 41,42% de HTP, cercano a lo demostrado en el estudio realizado por Guarino
et al (2017), reflejando su mayor disminucién en los compuestos de Cq a Cq. Se
reconoce que entre los factores que contribuyeron a estos resultados se encuentran los
abioticos, reportandose en algunos estudios que la fraccion volatil del Diesel puede estar
alrededor del 5% (Serrano et al., 2006) o en algunos casos alcanzar el 10% (Pérez et al.,
2015).

En cuanto al tratamiento Control Quimico, el cual no contaba con las condiciones
propicias para el buen desarrollo y crecimiento de microorganismos, obtuvo una
disminucion en la concentraciéon de HTP, que segun la prueba de recuento en placa, en
esta disminucidon no intervino ningun microorganismo, razon por la cual se le atribuye a la
adicion de HCI. Este compuesto quimico pudo provocar transformaciones quimicas que
consumieron el diésel o simplemente, los hidrocarburos fueron adsorbidos por el suelo. A
pesar de esta reduccion de HTP, el tratamiento Control Quimico no fue el que mayor
disminucion reporté en este estudio, como si sucedido en los estudios realizados por
Gomez et al. (2009), Trejos (2017) y Arrieta et al. (2012) en donde también se present6
este fenémeno.

El tratamiento de Bioaumentacién (BA) a pesar de ser inoculado con una cepa de
Acinetobacter sp, su poblacion microbiana no tuvo aumento importante al final del estudio,
situacion que pudo deberse a diferentes factores como el estrés causado por inoculacion,
el tamafio del inoculo en relacién a la biomasa del suelo, la competencia con la microbiota
natural del suelo, la predacion, la disponibilidad de agua, la accesibilidad a los nutrientes,
entre otras, que impidieron que la bacteria prosperara en el suelo. Sin embargo alcanzé
una reduccion de HTP del 46.49%, resultado por encima de lo registrado por Wu et al.
(2016) que también realizaron la inoculacidon de una cepa de Acinetobacter, obteniendo un
34% de degradacién de HTP en aproximadamente 10 semanas. Este tratamiento logré un
valor adicional del 5.07% por encima del tratamiento de AT, llegando a ser
significativamente diferentes.

En cuanto al tratamiento de Control Microbiano (CM), el cual se desarrollé bajo las
mismas condiciones que el de Bioaumentacion, excepto por que se esterilizd antes de dar
inicio al experimento, reporté una disminucion de HTP del 44.43% similar al de
Bioaumentacion, en donde su poblacion microbiana tuvo un aumento importante,
fendmeno que se le atribuye a que la bacteria se inoculo en un suelo sin mayor presencia
de microorganismos, permitiéndole acceder facilmente a los nutrientes.

En los tratamientos de CM y BA en donde se inocul6 la bacteria Acinetobacter sp, se
puede observar claramente que se obtuvo una mayor reduccién en los compuestos de Cys
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a Cy9 en comparacion a los demas, los cuales son compuestos de facil degradacion para
esta bacteria, sugiriendo la posible participacion de este microorganismo en estos
tratamientos (Abbasian et al., 2015). Es de resaltar que son compuestos pertenecientes al
grupo de alcanos de dificil degradacion.

El tratamiento de Bioestimulacion fue el que presenté mayor eficiencia, con un porcentaje
de eliminacion de HTP del 48.18%, el mismo resultado demostrado por Wu et al. (2017)
(48%) bajo la adicion de fuentes de nutrientes y porcentaje de humedad similares a este
estudio. Este resultado se le atribuye mayormente a los microorganismos nativos del
suelo, que al estimularse con nutrientes se les garantizo las mejores condiciones
ambientales, que los ayudo a incrementar su poblacién logrando una diferencia
significativa con los resultados de Atenuacion Natural, mayor a la que se alcanzé entre BA
vs AT, mejorando la degradacion de los hidrocarburos en 6.76%.

Los resultados reportados por CG/MS, las pruebas de actividad microbiana, carbono
organico y recuento de microorganismos, demostraron ser parametros coincidentes ante
la disminucion de hidrocarburos en el suelo, razén por la cual prueban ser indicadores
relevantes para la evaluacién de tratamientos de Biorremediacion.

Estos resultados son semejantes a varios estudios previos que indicaron que la
Bioestimulacién es mas eficiente que la Bioaumentacion en la biorremediacién de suelos
contaminados con hidrocarburos (Wu et al, 2013; Abed et al., 2014; Wu et al., 2016; Alisi
2009, Macchi, 2018). Sin olvidar que se ha comprobado que la Bioaumentacién con una
sola especie microbiana no tiene la capacidad de metabolizar mas de dos clases de
compuestos del hidrocarburo, presunta razén por la cual se presentdé menor eficiencia en
la degradacion de HTP para el tratamiento con BA (Wu et al., 2016; Ghazali et al., 2004).
Estos dos tratamientos no reportaron una diferencia substancial al igual que en el estudio
de Nustez (2012).
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10 CONCLUSIONES

La caracterizacion del suelo al inicio del experimento permitidé evidenciar los parametros
fisico-quimicos y microbioldgicos que beneficiaron el desarrollo de los tratamientos vy
ajustar otros para garantizar el buen desarrollo de las técnicas de biorremediacion. Esta
caracterizacion permiti6 conocer que el suelo tenia textura arcillosa y condiciones
fisicoquimicas que no afectaron la biorremediacion del diésel

Segun lo reflejado en los tratamientos de Bioaumentacion y Control Microbiano, la cepa
bacteriana de Acinetobacter sp. si tuvo participacion en la remocion de los hidrocarburos
totales de petréleo del diésel, revelado en las pruebas de cromatografia, donde se
observa la disminucion de los compuestos comunmente degradados por esta bacteria.

Los resultados de la concentracion de HTP revelaron que el tratamiento con mayor
eficiencia para descontaminar suelos con presencia de diésel fue Bioestimulacion
(48.18%), seguido muy de cerca por el de Bioaumentacion (46.49%) sin diferencia
significativa y por ultimo el de Atenuacion Natural (41.42%), obteniéndose diferencias
significativas con los tratamientos de Bioestimulacion y Bioaumentacion.
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11 RECOMENDACIONES

Realizar un estudio respecto a la volatilizacion que tiene el hidrocarburo, en este caso el
diésel, para conocer la proporciones reales de las diferentes formas como se puede
disminuir los HTP en el suelo, para un resultado mas puntual del proceso de
biorremediacion.

Evaluar el comportamiento de la cepa de Acinetobacter sp. en consorcio con otros
microorganismos, como estrategia de mejoramiento del tratamiento de bioaumentacién
para la remocién de este tipo de hidrocarburos en suelos contaminados.

Monitorear con mayor frecuencia las variables de actividad microbiana, carbono organico
y cuantificacién de los HTP, para conocer el comportamiento real con mayor detencion,
reportando posibles oscilaciones o cambios bruscos.

Llevar a cabo este experimento a escala piloto para comparar con los resultados
encontrados en este estudio y asi poder replicarlo a escala real.

Realizar la inoculacion de la bacteria, en el caso de la Bioaumentacion, no solo al inicio
del tratamiento, sino en repetidas ocasiones, para garantizar la presencia y adaptacion del
microorganismo en el suelo.

Ejecutar una prueba de toxicidad al finalizar el estudio, pues la degradacién de la HTP
puede producir metabolitos intermedios, que pueden ser toxicos para los organismos vy
plantas asociados.

Monitorear en tiempo real la variable de humedad del suelo, para evitar oscilaciones que
puedan perjudicar las técnicas de biorremediacion.
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13 Anexos

13.1 Anexo l. Archivo fotografico

Fotografia 1. Preparacion y contaminacién del suelo

Localizacion de los mesocosmos

Durante el periodo del estudio los mesocosmos de cada tratamiento se ubicaron en un
invernadero ubicado en la Estacién de Experimentacion de la Universidad del Valle
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Fotografia 2. Localizacién de mesocosmos

Extraccion de Hidrocarburos
presentes en el suelo

Fotografia 3. Instrumentacion para la extraccion del
hidrocarburo del suelo
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13.2 Anexo Il Determinacion de Densidad aparente y real

Tabla 9. Determinacion de la densidad real

Picnémetro Picnémetr el Picnémetro+ Dl
Muestra seso (e) ° Jlrcaouae( )0 suelo ¢ fsugloo( e)agua Pw1 Pw2 Pw Real
8 118 secolg) & (8/cm’)
1 32,843 83,38 2 84,445 50,53 49,60 0,93 2,139
2 36,775 86,69 2 87,817 49,91 49,04 0,87 2,291
3 34,657 85,267 2 86,477 50,61 49,82 0,79 2,532
Densidad real promedio (g/cm?) 2,321
Tabla 10. Determinacidon de la densidad aparente
Prueba Peso del suelo Peso del suelo + Volumen Densidad aparente
(g) Parafina (g) desplazado (ml) (g/cm?)
1 3,3 4,5 4,2 1,149
3,1 4,5 3,8 1,383
Densidad aparente promedio (g/cm?) 1,266

13.3 Anexo lll. Resultados Por CG/MS Para Cada Tratamientos Al Inicio Y Final Del

Estudio
Tabla 11. Resultados por CG/MS de las concentraciones iniciales de HTP en cada uno de los tratamientos de
biorremediacién
D4 Compuestos E:*:Zr’::i:: Concentracién (mg/l)

(min) C AT BS BA CM
1 C10 - 0 0 0 0 0
2 Cl1 11.92 110 111 112 112 111
3 C12 13.58 112 117 115 117 114
4 C13 14.98 109 115 112 114 111
5 Cl4 16.39 108 117 111 114 109
6 C15 17.71 106 96 93 93 93
7 Ci6 18.94 91 92 91 90 90
8 C17 20.09 92 83 82 82 82
9 C18 21.22 92 96 94 95 92
10 C19 22.30 85 86 85 85 85
11 Hexadecanoic acid, methyl ester 22.44 68 74 69 72 68
12 C20 23.28 95 85 97 85 85
13 Hexadecadien-1-ol 24.24 95 100 97 99 96
14 Octadecenoic acid (Z)-, methyl ester 24.23 93 98 95 97 94
15 Octadecanoic acid, methyl ester 24.58 103 106 104 106 103
16 c22 25.14 96 88 98 88 97
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17 c23 26.04 87 87 87 87 87

18 Cc24 26.83 102 108 105 105 104

19 Cc25 27.63 94 100 98 97 95

20 Cc26 28.56 105 106 105 106 105

21 c27 29.24 414 465 401 443 410

22 c28 29.99 470 498 468 501 473

23 Cc29 30.61 17 22 18 20 18

24 Cc30 31.40 175 175 175 175 175

HTP (mg/l) 2,920 3,025 2,910 2,983 2,897

En las siguientes tablas se reportan los resultados finales obtenidos por CG/MS de cada
uno.

Tabla 12. Resultados obtenidos por CG/MS para la concentracidn final de HTP del tratamiento Control (C)

Tiempo de Concentracion Final
ID# Compuestos Retencion (mg/1)

(min) c1 c-2 c-3

1 C10 - 0 0 0

2 Cl1 11.92 0 0 0
3 C12 13.58 83 83 83
4 C13 14.98 79 79 78
5 C14 16.39 79 79 78
6 C15 17.71 73 73 74
7 Cl6 18.94 76 76 74
8 C17 20.09 69 69 69
9 C18 21.22 71 71 70
10 C19 22.30 65 65 65
11 Hexadecanoic acid, methyl ester 22.44 49 49 47
12 C20 23.28 72 72 71
13 Hexadecadien-1-ol 24.24 71 71 70
14 Octadecenoic acid (Z)-, methyl ester 24.23 70 70 69
15 Octadecanoic acid, methyl ester 24.58 77 77 76
16 C22 25.14 73 73 72
17 Cc23 26.04 67 67 67
18 C24 26.83 78 78 77
19 C25 27.63 73 73 72
20 C26 28.56 77 77 77
21 Cc27 29.24 157 157 150
22 C28 29.99 214 214 206
23 C29 30.61 17 17 14
24 C30 31.40 134 134 134

HTP (mg/l) 1,824 1,824 1,792

Tabla 13. Resultados obtenidos por CG/MS para la concentracidn final de HTP del tratamiento de Atenuacién
Natural (AT)

ID# Compuestos Tiempo de Concentracidn Final
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Retencion (mg/l)

(min) AT-1 AT-2 AT-3
1 C10 - 0 0 0
2 Cl1 11.92 0 0 0
3 C12 13.58 83 83 83
4 C13 14.98 78 78 78
5 C14 16.39 78 78 79
6 C15 17.71 73 73 73
7 Cl6 18.94 70 69 70
8 C17 20.09 71 71 63
9 C18 21.22 73 73 73
10 C19 22.30 66 66 66
11 Hexadecanoic acid, methyl ester 22.44 43 43 43
12 C20 23.28 72 73 65
13 Hexadecadien-1-ol 24.24 67 67 67
14 Octadecenoic acid (Z)-, methyl ester 24.23 66 66 66
15 Octadecanoic acid, methyl ester 24.58 73 73 74
16 C22 25.14 68 68 68
17 Cc23 26.04 67 67 67
18 C24 26.83 80 79 80
19 C25 27.63 75 74 75
20 C26 28.56 77 77 77
21 Cc27 29.24 151 149 156
22 C28 29.99 207 203 210
23 C29 30.61 20 20 20
24 C30 31.40 134 134 134

HTP (mg/l) 1,790 1,781 1,786

Tabla 14. Resultados obtenidos por CG/MS para la concentracidn final de HTP del tratamiento de Bioestimulacién

(BS)
Tiempo de Concentracién Final
ID# Compuestos Retencién (mg/1)
(min) BS-1 BS-2 BS-3

1 C10 - 0 0 0
2 C11 11.92 0 0 0
3 C12 13.58 0 0 0
4 C13 14.98 0 0 0
5 Cl4 16.39 76 76 76
6 C15 17.71 72 72 74
7 C16 18.94 69 70 71
8 C17 20.09 64 65 66
9 C18 21.22 68 69 70
10 C19 22.30 66 67 65
11 Hexadecanoic acid, methyl ester 22.44 0 43 43
12 C20 23.28 66 67 68
13 Hexadecadien-1-ol 24.24 67 68 69
14 Octadecenoic acid (Z)-, methyl ester 24.23 0 66 66
15 Octadecanoic acid, methyl ester 24.58 0 0 73
16 C22 25.14 69 70 71
17 C23 26.04 67 68 67
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18 C24 26.83 73 74 75
19 C25 27.63 69 70 71
20 C26 28.56 77 77 77
21 c27 29.24 156 150 150
22 c28 29.99 207 206 203
23 c29 30.61 14 13 14
24 C30 31.40 134 134 134
HTP (mg/l) 1,413 1,524 1,601

Tabla 15. Resultados obtenidos por CG/MS para la concentracidn final de HTP del tratamiento de Bioaumentacién

(BA)
Tiempo de Concentracién Final
ID# Compuestos Retencién (mg/1)
(min) BA-1 BA-2 BA-3
1 C10 - 0 0 0
2 C11 11.92 0 0 0
3 C12 13.58 0 0 0
4 C13 14.98 0 0 0
5 Cl4 16.39 76 76 76
6 C15 17.71 73 74 74
7 C16 18.94 70 72 72
8 C17 20.09 65 67 68
9 C18 21.22 69 71 70
10 C19 22.30 68 65 66
11 Hexadecanoic acid, methyl ester 22.44 43 0 43
12 C20 23.28 68 65 65
13 Hexadecadien-1-ol 24.24 68 70 66
14 Octadecenoic acid (Z)-, methyl ester 24.23 66 66 66
15 Octadecanoic acid, methyl ester 24.58 73 0 0
16 C22 25.14 70 72 72
17 C23 26.04 69 67 67
18 C24 26.83 75 76 77
19 C25 27.63 70 72 72
20 C26 28.56 77 77 77
21 Cc27 29.24 148 146 151
22 C28 29.99 201 198 205
23 C29 30.61 14 15 18
24 C30 31.40 134 134 134
HTP (mg/l) 1,594 1,483 1,538

Tabla 16. Resultados obtenidos por CG/MS para la concentracion final de HTP del tratamiento de Control

Microbiano (CM)

Tiempo de Concentracion Final
ID# Compuestos Retencién (mg/l)
(min) CM-1 CM-2 CM-3
1 Cc10 - 0 0 0
2 C11 11.92 0 0 0
3 C12 13.58 0 0 0
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4 C13 14.98 0 0 0

5 C14 16.39 76 77 75
6 C15 17.71 72 72 72
7 Cl6 18.94 69 69 69
8 C17 20.09 65 68 63
9 C18 21.22 70 72 70
10 C19 22.30 65 66 65
11 Hexadecanoic acid, methyl ester 22.44 43 43 43
12 C20 23.28 66 66 66
13 Hexadecadien-1-ol 24.24 67 66 67
14 Octadecenoic acid (Z)-, methyl ester 24.23 0 66 0

15 Octadecanoic acid, methyl ester 24.58 73 73 73
16 C22 25.14 69 71 68
17 Cc23 26.04 67 67 67
18 C24 26.83 73 76 73
19 C25 27.63 69 71 69
20 C26 28.56 77 77 77
21 Cc27 29.24 154 148 149
22 C28 29.99 203 201 198
23 C29 30.61 14 15 14
24 C30 31.40 134 134 134

HTP (mg/l) 1,523 1,595 1,512

13.4 Anexo IV. Conversiéon A Unidades De mg/kg De Suelo Seco

Tabla 17. Concentracidn final de HTP en mg/kg de suelo seco de todos los tratamientos de Biorremediacién en
unidades de mg/kg de suelo seco

Concentracidn Final HTP (mg/kg)
Tratamiento C(mg/l) Hum (%) C (mg/kg)

C-1 1,824 21.36 3,478.35
C-2 1,824 24.53 3,624.63
C-3 1,792 24.69 3,568.57
AT-1 1,790 21.80 3,433.05
AT-2 1,781 23.61 3,497.94
AT-3 1,786 21.80 3,425.76
BS-1 1,413 27.71 2,931.89
BS-2 1,524 24.50 3,027.62
BS-3 1,601 25.00 3,201.80
BA-1 1,594 29.37 3,385.91
BA-2 1,483 24.00 2,925.99
BA-3 1,538 26.74 3,148.56
CM-1 1,523 29.53 3,242.19
CM-2 1,595 26.42 3,251.87
CM-3 1,512 31.93 3,331.67
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13.5 Anexo V. Comparacién de los espectro de CG/MS de la concentracién inicial y
final de cada tratamiento.

Control Quimico (CQ)

HTP (mg/mL)

Tiempo (min)
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Figura 13. Resultado de CG/MS donde visualiza la concentracion de HTP al inicio (Rosado) y la concentracidn final
(Verde) de los tratamientos CQ, AT, BS, BA y CM en el mismo orden de aparicién



