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Resumen

El presente estudio, evalué el efecto de la bioestimulaciéon en la biorremediacion de un suelo contaminado con
alquitran generado durante la produccién de carbon vegetal artesanal. Se empleé suelo contaminado con alquitran
(~12,000 mg TPH/kgps) proveniente del area de estudio y se montaron ocho (8) mesocosmos (n=2), simulando
condiciones de biolabranza bajo un entorno controlado en laboratorio por un periodo de 60 dias. Se evaluaron
dos tratamientos: fertilizante inorganico compuesto (FIC) y urea mas K2HPO4 (U), ademas de dos controles: ate-
nuacion natural y abiético. Adicionalmente, se realiz6 el seguimiento del proceso de biorremediacion a través de
la medicion de variables fisicoquimicas (Temperatura, pH, porcentaje de humedad, carbono organico, nutrientes
e hidrocarburos totales de petréleo-TPHs) y microbiolégicas (Recuento en placa de microorganismos heterétrofos
y de degradadores de alquitran). EI mayor porcentaje de remocioén de TPHs, se obtuvo en el tratamiento con FIC
(28%), seguido del tratamiento con U (24%) y por ultimo, el control de Atenuacion Natural (6%). Se concluyo, que
la adicién de nutrientes estimul6 la densidad de microorganismos heter6trofos y degradadores, lo cual optimizé el
proceso de biodegradacion de suelos contaminados con alquitran, evidenciado por una disminucion significativa
en la concentracion de TPHs en los tratamientos al final del estudio.

Palabras clave: Alquitran, biolabranza, Hidrocarburos Totales de Petréleo (TPHs), recuperacion de suelos, tra-
tamientos biologicos.

Abstract

In this research, the effect of biostimulation on the bioremediation of a soil contaminated with tar generated during
the production of artisanal charcoal was evaluated. Eight (8) laboratory mesocosm (n=2) containing tar-contam-
inated soil (12,000 mgTPH /kgps) taken from an artisanal charcoal factory were evaluated during 60 days under
two land farming treatments and two control systems: addition of inorganic compound fertilizer (FIC), addition of
urea plus K,HPO, (U), abiotic control and natural attenuation. In addition, the performance of the bioremediation
treatments was evaluated through monitoring of physiochemical (temperature, pH, moisture content, organic
carbon, nutrients and total petroleum hydrocarbons-TPHs) and microbiological parameters (heterotrophic plate
count microorganisms and degraders of tar). The highest removal percentage of TPH was obtained through FIC
treatment (28%), followed by treatment with U (24%) and natural attenuation (6%). It was concluded that the
addition of nutrients stimulated a growth in the density of heterotrophic microorganisms and degraders, which
optimized the biodegradation process of the soil contaminated with tar, as evidenced by a significant decrease in
the concentration of TPH for the treatments at the end of the study.

Keywords: Biological treatments, landfarming, Soil remediation, Tar, Total Petroleum Hydrocarbons (TPHs).
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Introduccion

En Colombia, la extraccion, produccién y utili-
zacién de lefia y carbon vegetal se ha mantenido
vigente e incluso, se ha incrementado, a nivel
domeéstico, industrial y comercial. No obstante,
en anos recientes se ha promovido la valorizacion
y aprovechamiento de residuos de madera (p.e.,
fabricas de muebles, material de embalaje, entre
otros), que, de otra forma, terminarian dispuestos
de una forma inadecuada.

En Soacha, Cundinamarca - Colombia, se
lleva a cabo la mayoria de produccion de carbon
vegetal de forma artesanal, empleando hornos de
parvas o de tierra (hornos rasticos), con quemas
a cielo abierto y emisiones no controladas, con
las resultantes afectaciones de salud tanto a sus
trabajadores como a las comunidades aledanas.
En esta, como en varias zonas del mundo la fa-
bricacion artesanal de carbon a partir de madera
emplea una baja tecnologia en el proceso y no
incorpora protocolos adecuados para el manejo
y disposicién de los residuos y subproductos
(contaminantes) generados.

Algunos de los contaminantes generados du-
rante la produccién de carbon vegetal artesanal
son de gran interés ambiental: aldehidos, el acido
acético, los acidos carboxilicos y los alquitranes.
Estos ultimos son particularmente abundantes
y contienen entre otros: hidrocarburos totales
de petréleo (TPHs), hidrocarburos policiclicos
aromaticos (HPAs), compuestos fenolicos y bases
nitrogenadas aromaticas, sustancias que dadas
sus caracteristicas eco-toxicologicas (mutagéni-
cas, teratogénicas y carcinogénicas) representan
un alto riesgo ambiental (Cerqueira et al. 2014).
Adicionalmente, muchas de las sustancias con-
tenidas en los TPHs, y en particular los HPAs,
son clasificadas como peligrosas y persistentes
por la EPA (Agencia de Proteccion Ambiental de
los Estados Unidos).

Durante los ultimos afios ha sido objeto de
intensa investigacion la evaluacion de trata-
mientos biolégicos enfocados a recuperar suelos
contaminados con TPHs y HPAs provenientes de
distintas actividades (Suja et al. 2014; Vallejo et
al. 2005). La biorremediacién se considera una
alternativa economica, relativamente sencilla,
ambientalmente amigable y aplicable a grandes
areas que permite, bajo condiciones ambientales
y edaficas ideales, la mineralizacién completa
de contaminantes a compuestos menos toxicos
o inocuos, como: CO, y H,O (Cunningham &
Philp, 2000).

Los suelos contaminados con TPHs general-
mente presentan un exceso de carbono prove-
niente del contaminante, mientras que elementos
como el nitrogeno y el fosforo se encuentran en
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bajas concentraciones para mantener un balan-
ce de nutrientes (C: N: P) limitando el proceso
de biodegradacién (Vallejo et al. 2005; Goémez,
2009; Arrieta, 2011; Garcia et al. 2011; Arrieta
et al. 2012).

La remocion eficiente de TPHs en suelos con-
taminados con hidrocarburos mediante bioes-
timulacion con base en la adicion de FIC, SIS,
urea y residuos organicos, ha sido reportada por
distintos autores (Garcia et al. 2011; Ikhajiagbe
et al. 2011; Agamuthu et al. 2013).

El objetivo del presente estudio, consistio
en evaluar la eficiencia de la bioestimulacion
en la remocion de TPHs presentes en un suelo
contaminado con alquitran, proveniente de una
fabrica artesanal de carbon vegetal, comparando
la adicion de dos fuentes de nutrientes: un FIC y
CO(NH,), mas K,HPO, (U).

2)2
Materiales y métodos

Suelo

El suelo utilizado fue tomado de una de las carbo-
neras mas representativas del sector productivo
artesanal en el municipio de Soacha, Cundina-
marca- Colombia (4° 33’ 38,61” N; 74° 12°46,98”
W). Las muestras se tomaron a una profundidad
de 15 cm, provenientes de dos laderas de las
carboneras cercanas a los hornos de produccion.
Para lo cual, se delimitaron 4 cuadrantes repre-
sentativos (2 x 2 m) y a partir de ellos se tomaron
4 muestras compuestas aleatorias (~500 g), cada
una, constituidas de 15 submuestras de suelo.
Las muestras se recolectaron haciendo uso de
barrenos rectos (1m de largo y un diametro de
17), y fueron empleadas para la estandarizacion
de pruebas fisicoquimicas y microbiolégicas, asi
como para la realizacion de la caracterizacion
inicial del suelo (Tabla 1).

Los analisis iniciales indicaron una concen-
tracion de TPHs <10,000 mg.kg! (Tabla 1); dicha
concentraciéon se considera que no proporciona el
carbono necesario para mantener un crecimien-
to y actividad 6ptimo de los microorganismos
degradadores (EPA, 2004), por lo que se decidio
incrementarla artificialmente para los ensayos.
De otro lado, la mayoria de propiedades fisico-
quimicas y microbiologicas se encontraron dentro
de los rangos adecuados para implementar es-
trategias de biorremediacion, excepto por el pH
y la humedad que debieron ser ajustados previo
al inicio de los experimentos para llevarlos a
rangos considerados como adecuados (6,0 — 8,0
para pH y 10 — 30% de humedad) para este tipo
de tratamientos (EPA, 2004).
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Tabla 1. Caracteristicas fisicoquimicas y microbiolégicas preliminares del
suelo (n=2)

Analisis Resultados

Fisicoquimicos
Humedad 6,32+0,21 (%)
Densidad real 2,13+0,02 (g/cm3)

Densidad aparente 0,91+0,03 (g/cm3)

pH 6,26+0,19
Conductividad eléctrica 1,57+0,05 (mS)
Carbono organico total 2,45+0,0 (%)

Porosidad total 56,95+0,0 (%)

Nitratos (N-NO,) 74,30
mg/kg
Amonio (N-NH,") 19,64
mg/kg
Fosforo (N-PO,) 6,72 mg/kg

Nutrientes
(Nitratos, Amonio y Fosforo)

Microbiolégicos

Recuento de heterétrofos totales UF(Z/gps 2,02E+06+1,35E+06

Recuento de degradadores UFC/gpS 9,15E+04+7,05E+04

Contaminantes

Concentracion inicial de TPHs (mg/kg) <10,000 mg TPHs/kgpS

Contaminacion del suelo y montaje de
los tratamientos

La contaminacioén del suelo se hizo adicionando
alquitran liquido obtenido del proceso de fabri-
cacion. Se requirieron de tres adiciones de alqui-
tran, seguido de una etapa de intemperizacion
y homogenizacién por una semana a través de
volteos manuales para alcanzar una concentra-
cién final de ~12,000 mg TPH/ kg La mezcla
suelo-alquitran se distribuy6 en 8 mesocosmos
(n=2) (cajas de aluminio con una dimension de 30
X 40 X 15 cm) hasta alcanzar una altura de ~10
cm. Cada mesocosmo se llen6 con ~25,92 kg de la
mezcla suelo-alquitran y se ubicé en una terraza
tipo invernadero perteneciente a la facultad de
Ingenieria ambiental de la Universidad Central
en Bogota.

Con base en las concentraciones de Ny P
presentes en el suelo original (Tabla 1) se ajustoé
la relacion de nutrientes: C: N: P (100:10:1), re-
portada como eficiente en numerosos estudios
de biorremediaciéon de hidrocarburos (Vallejo et
al. 2005; Gomez et al. 2009; Garcia et al. 2011;
Acunia et al. 2012). Los dos tratamientos de bioes-
timulacion con diferentes tipos de fertilizantes y
los dos controles se describen a continuacion:

Tratamiento 1: FIC (NPK) marca ABONAGRO"
en una relaciéon: 100:10:1: Para la adicién de
los nutrientes se tuvo en cuenta la cantidad de
TPHs presente en el alquitran (12,000 mg.Kg!

TPHs), asi como la cantidad inicial de nutrientes
presentes en el suelo de estudio (Ntotal: Nitratos
+ Amonio= 74,30 y 19,64 mg.Kg!, respectiva-
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mente y P Soluble= 6,72 mg.Kg') (Tabla 1). De
acuerdo a lo anterior, se disolvieron ~192 g de
FIC (que contenia 15 g N.100 g'! fertilizante) por
cada mesocosmo.

Tratamiento 2: CO (NH,), y K, HPO, (U): Se
adicionaron 20,79 g de K,HPO, y 79 22 g de CO
(NH,), (Proporcion 100:10:1) p or cada mesocos-
mo.

Control de atenuacién natural: sin adicion de
fertilizante, ni volteo periodico ni adicion de agua.

Control abiodtico: adicion de HCI 2M y formal-
dehido (CH,O) para inhibir el crecimiento micro-
biano.

Los tratamientos de bioestimulaciéon fueron
aireados (2 veces por semana) utilizando palas
de jardineria con el objetivo de suministrar el
oxigeno necesario para los microorganismos
degradadores y favorecer la degradacion de los
TPHs, bien sea a través del volteo periodico o del
arado. Asi mismo, se mantuvo una proporcion
de humedad adecuada y constante durante el
proceso, mediante la adicién de agua una vez
por semana, intentando mantener la capacidad
de campo de los mesocosmos, evitando la sobre-
saturacion de agua.

Métodos fisicoquimicos y analisis del
contaminante

Para el monitoreo de la biorremediaciéon se
evaluaron las siguientes propiedades fisicoqui-
micas: pH, humedad y carbono organico total.
Adicionalmente, se determiné nitratos, amonio
y fésforo empleando un espectrofotometro de
HACH (DR- 2700). Finalmente, para el analisis
de TPHs, se utilizé el método de extraccién por
agitacion mecanica y determinacion gravimétrica,
modificado por Vallejo et al. (2005), empleando
como solventes una mezcla en proporcién 1:1
diclorometano-acetona.

Métodos microbiologicos

Para el recuento de microorganismos heterotro-
fos se empled el método de recuento en placa en
medio agar nutritivo. Posteriormente, las cajas
fueron incubadas a una temperatura de 23°C du-
rante 4 dias. Para el recuento de microorganismos
degradadores se implementaron dos métodos:

(A) Siembra en placa. De cada una de las di-
luciones se tomé 0,1 ml para inocular las cajas
(102-10°), quienes contenian un medio minimo
de sales solidificado, descrito por Fernandez et al.
2006. Adicionalmente, se agreg6é como fuente de
carbono alquitran, haciendo uso de un sensidisco
impregnado con dicho contaminante. Las cajas
se incubaron a una temperatura de 23°C durante



7 dias antes de realizar el conteo (Fernandez et
al. 2006).

(B) Técnica de nimero mas probable (NMP). Se
utilizé el método de NMP en placas de 96 pozos,
empleando como medio de cultivo Bushnell-
Haas. Se utilizaron 20ul de cada dilucién (10-2 —
10-6), y como tnica fuente de carbono se adicioné
diésel (Sul) (Brown & Braddock, 1990; Wrenn &
Venosa, 1996). Las placas se incubaron por 15
dias a 20°C y se adicioné como indicador una sal
de tetrazolio de nueva generacién (XTT- 2mM)
durante 18 h (Vallejo et al. 2010). Posteriormente,
se observo el cambio de coloracion en los pozos
(naranja). Los resultados fueron introducidos en
el programa Most Probable Number Calculator
Version 4.04 y expresados como NMP/ ..

Analisis estadistico

Se realiz6 un test de Shapiro Wilk para determi-
nar silos datos seguian una distribucion normal.
De las variables evaluadas, que no siguieron una
distribucion normal (p>0.05) se normalizaron con
logaritmo en base 10. Posteriormente, se utilizo
un analisis de varianzas (p<0,05) para comparar
las medias de cada una de las variables anali-
zadas y se realizé un analisis de comparaciones
multiples-TUKEY para identificar diferencias
significativas entre los tratamientos evaluados,
por medio del paquete estadistico SPSS v.s 19°.
Finalmente, se realizo un analisis de correlacion
entre las variables medidas, las cuales fueron
determinadas por medio de correlaciones de
Pearson.

Resultados y discusion

Analisis de pH

Al inicio del estudio, el pH del suelo present6 un
valor de 6,26 £ 0,19 considerado como neutro.
Sin embargo, después de la adicion del alquitran
y los nutrientes, se observo una disminucion sig-
nificativa en sus valores (p<0,05) (Tabla 1, Figura

10.0

Unidades de pH

Tiempo (Semanas)

Atenuacion Natural
Control Abiotico
= Tratamiento FIC (NPK)
m Tratamiento Nutrientes (CO(NH2)2 mas K2HPO4)

Figura 1. Valores de pH durante el estudio. Se presenta el valor promedio
(n =4)y barras de error (+ 1 ds).
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1). Lo anterior, podria indicar una baja capacidad
tampon de los suelos, la cual es dependiente de
la cantidad de materia organica y las arcillas,
quienes reducen los cambios en el pH como con-
secuencia de la fertilizacion.

Por lo tanto, fue necesaria la adicion de cal
apagada en polvo (Ca(OH),: 95%) para alcanzar
valores cercanos a la neutralidad. Lo anterior
fue realizado debido a que estudios previos han
demostrado que el crecimiento de muchos mi-
croorganismos degradadores es maximo en un
intervalo de pH entre 6.0 — 8.0, con un 6ptimo
de 7.0; valores menores o iguales a 4.0 pueden
inhibir el crecimiento y actividad de los microor-
ganismos degradadores de TPHs, disminuyendo
asi, las tasas de biodegradacién (Mathew et al.
2006; Vallejo et al. 2005). Después de la correc-
cion del pH en los tratamientos con nutrientes, se
evidencié una tendencia de incremento de dicha
variable, con un aumento significativo después
de la quinta semana (p<0,05), con respecto a los
controles (Figura 1).

Se ha reportado que la aplicacion de fer-
tilizantes amoniacales y la urea, aunque son
considerados uno de los mejores fertilizantes a
emplear en estudios de biorremediacion, dado su
alto aporte de N, podrian afectar el pH del suelo
induciendo a su acidificaciéon. Lo anterior, podria
ser consecuencia de la nitrificacion bacteriana,
asi como a la pérdida o limitacion de cationes
basicos (p.e., Ca,’, Mg, y K+) en el suelo (Okolo et
al. 2005; Osuji & Opiah, 2007). Otros autores han
asociado este comportamiento a una activacion
del metabolismo microbiano en presencia de un
exceso de carbono (alta concentracion de TPHs).
Los procesos metabodlicos microbianos generan
CO, y acidos organicos acidificantes, quienes se
comportan como acidos libres en el suelo (Garcia
et al. 2011; Vallejo et al. 2005).

Humedad

En la primera semana de estudio, los mayores
porcentajes de humedad lo presentaron el control
abiotico (15,7 + 0,5%) y los tratamientos con FIC
y U (15,5+0,48y 14,5 £ 1,2%, respectivamente)
(Figura 2). Por otra parte, el control de atenuacion
natural evidenci6é una disminucion significativa
en los valores de esta variable a partir de la sema-
na 5, alcanzando un valor de 2,2 + 0,40%, al final
del estudio; lo cual coincidi6 con una disminucion
en la densidad de microorganismos degradado-
res a partir del dia 45. Lo anterior fue soportado
por la correlacion positiva (datos no mostrados)
que se presentd para estas dos variables. Esto
demuestra la importancia de las adiciones perio-
dicas de agua para un mantenimiento 6ptimo de
humedad, asi como la influencia de esta variable
en el crecimiento tanto de los microorganismos
heterotrofos y degradadores.
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. Tiempo (Dias)
Control Abiotico

M Tratamiento FIC (NPK)
M Tratamiento Nutrientes (Urea+K2HPO4)

Figura 2. Valores de humedad durante el estudio. Se presenta el valor pro-
medio (n =4)y barras de error (+ 1 ds)

Para el caso de los tratamientos con FIC y U,
estos presentaron un promedio de 15,5y 14,4%,
respectivamente. Estos valores se encontraron
dentro del rango considerado como 6ptimo para
llevar acabo procesos de biorremediacion con
bioestimulacion y biolabranza.

Evaluacion de los nutrientes (Nitratos,
Fosforo y Amonio)

Nitratos y Amonio. Para el dia 60, se logré obser-
var que la concentracion mas alta de nitratos la
presento el tratamiento U, mostrando diferencias
estadisticamente significativas (p<0.05) con el
FIC y los controles (Figura 3). Lo anterior podria
deberse a que este fertilizante, se caracteriza por
tener una mayor concentraciéon de nitrégeno (N)
por unidad de producto (46% de N) y mas alta
solubilidad en el suelo en comparacion con otros
fertilizantes. Asi mismo, el aumento significativo
en los valores de nitratos en dicho tratamiento
pudo ser el resultado del proceso de nitrificacion,
llevado a cabo por los microorganismos a partir
de la urea presente en el fertilizante al utilizar el
amonio como donador de electrones en presencia
de oxigeno como aceptor de electrones.

Por su parte, el tratamiento con FIC, presento
una baja concentracion de nitratos (N-NO,), lo
cual podria ser atribuido a que el amonio es la
fuente principal de nitrégeno en este fertilizante, y
el resto se encuentra en forma nitrica. Adicional-
mente, es importante resaltar que el FIC, es un
fertilizante nitrogenado de lenta liberacién, por lo

- N
L

O =N WAhHMU O N VOO
L

0 60
Atenuacion Natural Tiempo (Dias)
Control Abiotico
B Tratamiento FIC (NPK)
B Tratamiento Nutrientes (CO(NH2)2 mas K2HPO4)

Concentracién de Nitratos (ppm o mg/Kg)

Figura 3. Valores de Nitratos para los dias 0y 60 del estudio. Se presenta el
valor promedio (n = 4)y barras de error (+ 1 ds)

cual genera un aporte de nutrientes al suelo, en
este caso de nitratos de forma tardia y durante
un periodo mas largo, en comparacion con otros
fertilizantes (Vallejo et al. 2005). Este tipo de fer-
tilizantes ha demostrado una mayor eficiencia en
el uso de los nutrientes en comparacion con fer-
tilizantes solubles como las sales inorganicas, ya
que su disponibilidad se extiende durante largos
periodos de tiempo (Garcia et al. 2011). Debido
al aporte continuo de nutrientes por este tipo de
fertilizantes, se podria favorecer el crecimiento y
actividad de los microorganismos degradadores;
sin embargo, resulta indispensable contemplar
un periodo superior (> 60 dias) de seguimiento
de la biorremediacion para validar esta hipoétesis.

En cuanto al contenido de amonio se evi-
dencio que aunque fue mayor en el FIC, este no
presenté diferencias significativas (p=0,05) con U
(Figura 4). Por lo tanto, los dos tratamientos de
bioestimulacion generaron el mismo aporte de
dicho nutriente.

Fosforo. El contenido de fésforo en el dia O fue
significativamente mas bajo (p<0,05) en ambos
controles, en comparacion con los tratamientos
(Figura 5). Lo anterior es debido a la ausencia
de fertilizantes en los controles que proveen una
fuente de P para los microorganismos. Adicio-
nalmente, se observéo una diferencia significativa
entre en los dos tratamientos evaluados, siendo
mayor en el FIC en comparacion con la U al final
del estudio.

Tabla 2. Porcentaje de remocion y valores de TPHs para los dias 0y 60 del estudio

. . . % Correccion con relacién al
Tratamiento Dia 0 Dia 60 Remocién control abiético %
Atenuacion Natural mg TPHs/kg 6,850+1.220 5,698+640 17 6
Tratamiento U mg TPHs/kgps 8,117+1.193 5,245+521 35 24
Tratamiento FIC mg TPHs/kgps 9,090+788 5,542+220 39 28
Control Abiético mg TPHs/kg . 13,055+1.103 11,559+738 11 0
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Concentracién de Amonio (ppm o mg/Kg)

Control Abiotico
M Tratamiento FIC (NPK)
W Tratamiento Nutrientes (CO(NH2)2 més K2HPO4)

Figura 4. Valores de Amonio para los dias 0y 60 del estudio. Se presenta el
valor promedio (n = 4) y barras de error (+ 1 ds)

El comportamiento del P presentado en el
tratamiento con FIC se asemeja a lo reportado
por Garcia et al (2011), quien al inicio del estu-
dio alcanzé un valor de 107,5+£10,6 mg P/kg
después de adicionar FIC (N: P: K, 28:12:7), y al
finalizar mostré un aumento significativo en su
concentracion (112,9+21,6 mg P.kg'lps) (Figura 5).

En general, el comportamiento de los nutrien-
tes (Nitratos, Fosforo y Amonio) fue similar para
los tratamientos con FIC y U, presentando un
aumento significativo hasta el dia 60, momento
en el cual termina la etapa experimental.

Evaluacion microbiologica (heterétrofos
totales y degradadores)

Después de realizar la contaminacion del suelo
con alquitran, se presenté una disminucion sig-
nificativa de la poblacién de microorganismos
heterétrofos totales (datos no mostrados). Lo an-
terior, puede haber sido debido a que el alquitran
aporta una gran variedad de hidrocarburos de
alto peso molecular que son toxicos para los mi-
croorganismos edaficos. Se evidencio claramente
que independiente del tratamiento de bioesti-

heterotrofos

'—._/ o —e—degradadores

0 15304560 0 15304560 0 15304560 0 1530 45 60

Densidad de Microorganismos Log
UFC/gps

A N. C.A Tratamiento FIC  Urea+K2HPO4

(NPK)

Tiempo (Dias) / Tratamiento

Figura 6. Densidad de microorganismos heterétrofos totales y degradado-
res durante el estudio. Se presenta el valor promedio (n = 4) y barras de
error (+ 1ds)
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Figura 5. Valores de Fésforo para los dias 0 y 60 del estudio. Se presenta el
valor promedio (n = 4) y barras de error (+ 1 ds)

mulacién, ambos incrementaron la poblacion de
microorganismos heterétrofos y degradadores
en comparacion con el control de atenuacion
natural donde la densidad de microorganismos
permaneci6 constante en el tiempo (Figura 6). Lo
anterior, ha sido bien documentado por diversos
autores quienes demuestran la importancia y
necesidad de la adicion de nutrientes en estudios
de biorremediacion de suelos contaminados con
TPHs o HPAs (Cerqueira et al. 2014; Andreolli et
al. 2015; Vallejo et al. 2015).

Densidad de Microorganismos
Degradadores

Independiente del método utilizado, el comporta-
miento de los degradadores fue el mismo, siendo
mayores los recuentos en los tratamientos con
bioestimulacién en comparacion con el control de
atenuacion natural (datos no mostrados). Por este
motivo, se muestra a continuacion tinicamente
el seguimiento con la técnica del NMP (Figura 7).

Se pudo observar que durante el estudio los
tratamientos con FIC y U mostraron un au-
mento significativo (p<0,05) en la densidad de

4.50 -
4.00
3.50 A

3.00 -
250 4 -
- T

2.00 A = -
1.50 o
1.00 4
0.50 -
0.00 T T T

0 15 30 45 60

Atenuacién Natural
W Tratamiento FIC (NPK)
W Tratamiento Nutrientes (Urea+K2HPO4)

Log NMP/gps

Tiempo (Dias)

Figura 7. Recuento en placa de microorganismos degradadores de hidro-
carburos por la técnica del NMP. Se presenta el valor promedio (n = 4)y
barras de error (+ 1 ds)
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microorganismos degradadores en el tiempo, en
comparacion con el control de atenuacion natural
(Figura 7). Lo anterior permite concluir que las
condiciones de pH, humedad y suministro de
oxigeno en los tratamientos fueron ideales para
el crecimiento y posiblemente para la actividad
de los microorganismos degradadores. Adicio-
nalmente, esto demuestra que ambos tipos de
fertilizantes en la relacion empleada (100:10:1)
aportaron las condiciones nutricionales 6ptimas
para la poblacion de microorganismos degrada-
dores. No obstante, el presente estudio difiere a lo
reportado por otros autores quienes han encon-
trado diferencias significativas en la densidad de
microorganismos degradadores como respuesta
a distintos tipos de fertilizantes en estudios de
biorremediacién en suelos contaminados con
TPHs (Garcia et al. 2011).

Por el contrario, los microorganismos degrada-
dores presentes en el control de atenuacion natu-
ral mostraron una reduccion significativa en su
densidad hacia el final del estudio, lo cual podria
asociarse a un desbalance en los nutrientes por el
exceso de carbono y por la disminucién del por-
centaje de humedad y pH al inicio del estudio, que
afectan el crecimiento de los microorganismos.

Biodegradacion de TPHs y porcentajes
de remocion

La concentracion inicial de TPHs en el suelo des-
pués de haber realizado la contaminacion con al-
quitran y posteriormente una homogenizacion se
encontr6 en un valor de ~ 12,000 mg TPHs.Kg™ .

La alta variabilidad de TPHs entre controles
y tratamientos, fue evidenciada aun después de
haber realizado un proceso estricto y riguroso de
homogenizacién de la mezcla suelo:alquitran du-
rante 1 semana. Lo anteriormente mencionado,
es frecuente en este tipo de estudios debido a la
caracteristica hidréfoba de los TPHs y su capa-
cidad para formar agregados de contaminacion
en el suelo.

Al finalizar la presente investigacion, se pre-
sentaron diferencias significativas (p<0,05) en las
concentraciones de TPHs entre los tratamientos
y controles con respecto a las concentraciones
iniciales (Dia 0); siendo significativamente me-
nores, las concentraciones de contaminante en
los tratamientos con bioestimulacion (Figura 8).

La disminucién de la concentracién de TPHs
para el tratamiento con NPK, se encuentra en el
rango obtenido por casos exitosos, en el cual, en
un periodo aproximado de 1 a 3 meses, se obtuvo
un porcentaje de remocion de TPHs entre 21,4
- 53% (Vallejo et al. 2005; Mathew et al. 2006;
Garcia et al. 2011). Es importante resaltar, que
aunque estos estudios no emplearon el mismo
tipo de suelo y evaluaron la remocién en distin-
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Figura 8. Valores de TPHs para los dias 0 y 60 del estudio. Se presenta el
valor promedio (n = 4)y barras de error (+ 1 ds)

tos derivados de hidrocarburos (p.e. petréleo,
residuos de alquitran y diesel, respectivamente),
muestran la misma tendencia de disminucion del
contaminante en suelos en donde se aplico este
tipo de fertilizante.

Los resultados obtenidos en el presente estu-
dio concuerdan con lo reportado por Andreolli et
al (2015), quienes evaluaron la biorremediaciéon
en suelos provenientes de un area forestal al
norte de Italia. Los autores obtuvieron mayores
tasas de biodegradacion de hidrocarburos toxicos
en los tratamientos con bioestimulacién en com-
paracién con la bioaumentacién y la atenuaciéon
natural. Lo anterior fue atribuido a la presencia
de microorganismos nativos capaces incluso
de degradar hidrocarburos recalcitrantes en el
suelo, asi como a la estimulacion de los microor-
ganismos degradadores por el mejoramiento en
el balance de nutrientes en el suelo.

Conclusiones

Los niveles de remocion de hidrocarburos obte-
nidos durante los 60 dias de evaluaciéon en los
tratamientos con FIC y U (28 y 24% de remocion),
demostraron que independiente del fertilizante,
la adicién de nutrientes inorganicos a la concen-
tracién seleccionada (C: N: P 100:10:1), y bajo
condiciones 6ptimas (pH, temperatura, humedad
y aireacién), son adecuadas para estimular la
densidad de microorganismos degradadores de
alquitran y llevar a cabo exitosamente la degrada-
cion de contaminantes (TPHs) como el alquitran.
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