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RESUMEN: En este estudio se realizé la biorremediacion de un suelo contaminado con la mezcla de combustibles
gasolina-diesel a escala de laboratorio, para evaluar la bioestimulacion frente a la atenuacion natural y la
bioaumentacion. La reduccion en la concentracion de los Hidrocarburos Totales de Petroleo (HTP) en un periodo de
tres meses fue del 52.79 % para el tratamiento por atenuacion natural, 60.45 % para el tratamiento por
bioestimulacién y del 64.92 % para el tratamiento por bioaumentacion. Para la inoculacion del tratamiento por
bioaumentacion se aislé6 una bacteria con capacidad para degradar hidrocarburos, la cual fue identificada como
Bacillus sp.

PALABRAS CLAVE: biorremediacion, Bacillus sp., hidrocarburos, atenuacion natural, bioestimulacion,
bioaumentacion.

ABSTRACT: In this study carried out the bioremediation of a contaminated soil with a gasoline-diesel fuel mixture
in a laboratory scale, to evaluate biostimulation against natural attenuation and bioaugmentation. The reduction of
Total Petroleum Hydrocarbons (TPH) concentration during three months was 52.79 % for natural attenuation, 60.45
% for biostimulation and 64.92 % for bioaugmentation. For the inoculation in the bioaugmentation treatment, was
isolated a bacterium with the capacity of degrade hydrocarbons which was identified as Bacillus sp.

KEYWORDS: bioremediation, Bacillus sp., hydrocarbons, natural attenuation, biostimulation, bioaugmentation.

1. INTRODUCCION
es aplicable a grandes extensiones de tierra a

La biorremediacion es una tecnologia aplicada
en la limpieza de hidrocarburos del petroleo
derramados en el suelo, por ser una técnica de
facil construccion, operacion y mantenimiento,

bajo costo; y puede completar la remocion del
contaminante [1].

Los procesos de biorremediacion pueden ser
divididos basicamente en tres clases. Primero, en
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atenuacion natural, donde la concentracion de
contaminantes es reducida  por  los
microorganismos nativos del suelo. Segundo, la
bioestimulacion, donde se adicionan nutrientes y
un aceptor de electrones al sistema para mejorar
su efectividad y acelerar la biodegradacion.
Finalmente la bioaumentaciéon, en donde se
inocula el sistema con uno o varios
microorganismos apropiados [2].

La atenuacion natural es un método de
remediacion pasiva que depende de los procesos
naturales para degradar y disminuir los
contaminantes en el suelo y el agua subterranea
[3]. Los resultados de la atenuacion natural
dependen de la presencia o ausencia de los
microorganismos  degradadores  adecuados,
oxigeno disuelto, el nivel de nutrientes y de la
biodisponibilidad de los contaminantes [4].

La bioestimulacion es el método mas empleado
para reducir la concentracion de contaminantes
[5]. En la bioestimulacion la actividad natural de
los microorganismos es estimulada por la
circulacion de soluciones a través del suelo
contaminado con nutrientes y oxigeno u otro
aceptor de electrones.

La bioaumentacion de los suelos contaminados
se puede determinar por una serie de pruebas de
laboratorio, especialmente de caracterizacion de
las poblaciones de microorganismos y del
estudio en microcosmos, sumado a la evaluacion
de los microorganismos con capacidad para
colonizar y degradar a los contaminantes del
suelo [6].

El objetivo de este trabajo fue evaluar la
bioestimulacion frente a la atenuacion natural y
la bioaumentacion a escala de laboratorio. Para
realizar el procedimiento de bioaumentacion fue
aislada e identificada una bacteria con capacidad
para degradar hidrocarburos bajo las condiciones
de operacion y de facil adaptacion al suelo
actuando como un agente exogeno.

2. MATERIALES Y METODOS
Caracterizacion del Suelo

Este trabajo se desarrollo en el Laboratorio de
Microbiologia del Suelo de la Universidad

Nacional de Colombia Sede Medellin, Facultad
de Agronomia, empleando un suelo obtenido de
los predios de la wuniversidad. Para su
caracterizacion se determinaron sus principales
propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas; este
suelo se eligié dado su caracter arcilloso, propio
de las estaciones de servicio en el area urbana de
Medellin.

Tabla 1. Algunas propiedades fisicas, quimicas y
biologicas del suelo
Table 1. Some physical, chemical and biological
proprieties of soil

Parametros Valor
Textura Arcilla
Arena (%) 20
Limo (%) 28
Arcilla (%) 52
Densidad real (g/cm’) 2,68
Densidad aparente (g/cm’) 1,4
Porosidad (%) 47,76
Aluminio (cmolc/kg) 0,4
pH 54
C. E. (dS/m) 0,2
Materia organica (%) 3,6
Fosforo total (mg/kg) 20
N-NO’- (mg/kg) 7
N-NH* (mg/kg) 16
Nitrdgeno total (%) 0,24
UFC/g suelo 1.4x10°

C.E.: Conductividad eléctrica.

Descripcion del Experimento y su
Montaje

El suelo recibié un tratamiento previo de secado,
desagregado y tamizado. Para el montaje de los
tratamientos se empled el suelo con tamafios de
particulas entre 2 y 2.36 mm, de esta forma se
garantizd que el proceso fuera aerdbico y se
lograra una distribucion mas homogénea del
combustible. La porcion del suelo para el control
se esterilizd en una autoclave operando a una
temperatura de 121°C y una presion de 1.5
Kg/cm® durante 4 horas.

Se realizd el vertido de la mezcla de
combustibles gasolina-diesel en igual cantidad
en bandejas de un volumen nominal de 9000
cm’, las cuales contenian 2 kg de suelo cada una
para los siguientes tratamientos [7]:
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e A: suelo estéril, combustibles, HCI 2M para
inhibir el crecimiento de las bacterias (control)

e B: suclo mas combustibles (atenuacion
natural).

e C: suelo mas combustibles y nutrientes,
(bioestimulacion).

¢ D: suelo mas combustible, nutrientes e indculo
( bioestimulacion).

Los nutrientes empleados en los dos tultimos
tratamientos fueron: urea al 99.8% de pureza
(Gentech) al 0.03M y fosfato de potasio dibasico
(Mallinckrodt AR®) al 0.003M; calculados
empleando la ecuacion de McCarty en una
relacion de C:N:P de 100:17,5:1,75 [8]. Todos
los tratamientos se realizaron por triplicado y
ademas fueron agitados con regularidad a
excepcion del tratamiento por atenuacion
natural.

Medios de Cultivo

Para realizar las diluciones se tom6 un gramo de
suelo de cada tratamiento y se agregd a 9 ml de
agua destilada estéril. Luego de agitar 40 veces
se realizaron las diluciones hasta 1075,
empleando para los recuentos las diluciones
entre 10~ hasta 107,

Los recuentos para bacterias heterotrofas se
realizaron en el medio minimo Luria Bertani
(Difco™). A las cajas de Petri solidificadas se
adicionaron 150 pl de la dilucion y se expusieron
a temperatura ambiente durante 3 dias.

Para el recuento de bacterias hidrocarburoclastas
se utilizo el medio minimo Bushnell Hass con la
siguiente composicion: 1 g/l de (NH4),HPO,, 1
g/l de KNOs;, 1 g/l de KH,PO,, 0.2 g/l de
MgSQO,, 0.02 g/l de CaCl,, 0.05 g/l de FeCl; y 15
g de agar nutritivo. Luego de sembrar las cajas
con la dilucion de suelo apropiada se adiciond
500ul de la mezcla de hidrocarburos en un filtro
Watman N°45 y estas permanecieron a
temperatura ambiente durante 7 dias.

24 Seleccion y Manejo del Inéculo

Para realizar la bioaumentacion se aisld e
identificO un microorganismo de un terreno
dedicado a la reparacion y el mantenimiento de
maquinaria pesada. La caracterizacion molecular

se realizO mediante secuenciacion del gen
ribosomal 16S, el cual se obtuvo mediante la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR de sus
siglas en inglés) utilizando los primers pA (5°-
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3") y pC5B
(5’-TACCTTGTTACGACTT-3"). La
secuenciacion del producto de PCR fue realizada
por Macrogen Inc., Seoul, Korea y registrada en
el Genbank bajo el codigo FI42374.

Este microorganismo se inoculo en 5 ml del
medio Luria Bertani liquido durante 12 horas.
Luego, se paso a un volumen de 50 ml del
mismo medio a unas condiciones de operacion
de 180 rpm y una temperatura de 30 °C durante
24 horas. Posteriormente, fue centrifugado a
4000 rpm durante 5 minutos, obteniendo el
pellet que fue resuspendido en 300 ml de agua
ultrapura.

2.5 Proceso de Extraccion de los
Hidrocarburos

La recuperacion de los hidrocarburos del suelo,
se realizd con el método de la agitacion —
centrifugacion [9]. En viales de polipropileno
para centrifuga de 50 ml se depositd 1 g de suelo
seco, al cual se le adicionaron 2.5 g de Na,SO,
anhidro (Panreac). Luego se le agrego a cada vial
5 ml de diclorometano (Chemi, grado analitico)
y se llevo al vortex por 90 segundos. Las
muestras fueron centrifugadas en un equipo
Jouan serie MR22 a 7000 rpm durante 20
minutos. El proceso de lavado del suelo se
repitid dos veces mas sobre el residuo solido
remanente hasta lograr un volumen de 15 ml de
sobrenadante.

Se emple6 un rotoevaporador Heidolph
(Laborota 4003-control) operando a una
temperatura de 40 °C y una presion de 740
mmHg para separar el extracto orgénico del
solvente y el extracto se resuspendi6é en Iml de
diclorometano [10]. Las muestras fueron
almacenadas a una temperatura de -5 °C para ser
analizadas posteriormente.

2.6 Analisis de los Hidrocarburos

La concentracion de los HTP se midid
empleando cromatografia de gas acoplada a
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espectrofotometria de masas (CG/EM) en el
Laboratorio de Analisis Instrumental de la
Universidad Nacional de Colombia Sede
Medellin. Se utilizd6 un cromatégrafo marca
Agilent serie 6890N con un detector selectivo de
masas Agilent 5973 Network y un inyector
Agilent 7683. Se empled una columna DB-TPH
Agilent Technologies de 30 m de longitud, 0.32
mm de didmetro y una pelicula de 0.25 pm.
Todas las muestras fueron corridas bajo las
siguientes condiciones: la temperatura inicial fue
de 60 °C durante 2 minutos, posteriormente la
temperatura aumento 8 °C por minuto hasta
alcanzar una temperatura de 300 °C
manteniéndose alli por 8 minutos mas; la
temperatura del inyector se mantuvo a 250 °C;
mientras que la temperatura del detector fue de
340 °C; el gas de arrastre usado fue hidrogeno
trabajando a un flujo constante de 2 ml por
minuto [11].

La concentracion de contaminante en las
muestras fue identificada y cuantificada
utilizando un estandar que contenia una mezcla
de hidrocarburos alifaticos de Cg-Cy4y (S-4149-
500-MX, Chiron AS) con un total de 35 analitos
resuspendidos en disulfuro de carbono-
diclorometano (3:1).

2.7  Analisis Estadistico

La consideracion de normalidad y homogeneidad
para la concentracion remanente de los HTP al
final de los tratamientos reportados en la tabla 3
se confirmdé con las pruebas de Cramer-Von
Mises y de Bartlett; respectivamente. Se realizo
el analisis de varianza de los datos y la prueba de
minima significancia (P<0,05). Los tratamientos
se consideraron diferentes cuando P<0,05.

3. RESULTADOS

3.1  Analisis del Suelo Después de los
Tratamientos

Los analisis finales del suelo muestran el cambio
de textura para tratamiento control. Se atribuye
este cambio a la adicion del acido clorhidrico, el
cual diluyo la arcilla liberdndose el aluminio
contenido en ella; incrementandose su valor de

0,4 cmolc/kg a 26,8 cmolc/kg (ver tabla 2). Asi,
la arcilla liber6 sus silicatos aumentando la
cantidad de arena y el aluminio presente actiio
como un floculante, permitiendo que particulas
pequedias se aglomeraran debido a la diferencia
de carga, registrando el aumento de los limos.

La alta cantidad de aluminio presente en el
control dispar6 la conductividad eléctrica del
suelo alcanzando un valor de 42dS/m, el cual en
los otros tratamientos no sobrepaso de 1 dS/m.

La variacion en el pH al final del experimento lo
explican los diferentes tratamientos aplicados,
con su disminucién en el tratamiento A hasta 2,6
y su aumento en los tratamientos C hasta 7,6 y D
hasta 7,4. Para el tratamiento B no se aprecia
ningin cambio debido a que est¢é no recibio
ninguna sustancia adicional (ver tabla 2).

Tabla 2. Parametros fisicos y quimicos del suelo
luego de los tratamientos
Table 2. Physical and chemical parameters of soil
after the treatments

Valores por

Parametro medido tratamiento

A B C D
Textura FA Ar Ar Ar
Arena (%) 56 26 28 26
Limo (%) 42 24 26 24
Arcilla (%) 2 50 46 50
Aluminio (cmolc/kg) 26,8 04 nd nd
pH 26 53 176 174
C.E. (dS/m) 42 03 0,6 1

Materia organica (%) 49 59 55 50
Fosforo total (mg/kg) 23 18 43 57
N-NO3- (mg/kg) nd nd 6 7
N-NH4 (mg/kg) 15 10 1300 1300
Nitrogeno total (%) 0,28 026 04 0,38

En la tabla; Ar: Arcilla, FA: Franco Arenoso, nd: no
detectable, C.E.: Conductividad eléctrica.

La materia organica en el suelo se incremento en
todos los tratamientos debido a la adicion de los
combustibles, pasando del 3,6 al 4,9% en el
tratamiento A, al 5,9% en el tratamiento B, al
5,5% en el tratamiento C y al 5,0% en el
tratamiento D (ver tabla 2).



Tabla 3. Concentracion residual de los hidrocarburos alifaticos en el suelo contaminado después de los tratamientos
Table 3. Residual concentration of aliphatic hydrocarbons in the contaminated soil after the treatments
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. Concentracion Concentracion encontrada tres meses después de los tratamientos (mg/1)
Analitos e ..
inicial (mg/1)
Al A2 A3 B1 B2 B3 C1 C2 C3 D1 D2 D3
Cl1 40,33 20,17 20,34 20,89 19,94 20,58 n.d nd n.d n.d n.d n.d n.d
Cl12 63,98 24,43 2496 26,85 22,28 22,77 20,69 20,98 22,51 22,36 n.d n.d n.d
Cl13 78,80 30,23 30,90 32,85 28,00 27,02 2326 2390 26,85 27,13 2486 26,28 25,87
Cl4 121,65 39,72 40,04 43,93 39,60 37,22 30,62 31,59 36,98 37,10 32,64 35,05 34,17
Cl15 153,64 51,93 52,12 5797 59,40 54,08 44,15 4345 54,74 5426 46,29 4564 46,96
Cl6 178,60 59,50 61,01 64,43 74,89 70,44 54,18 53,10 67,24 68,09 55,63 5540 57,46
C17 182,42 58,79 60,40 65,98 84,01 80,03 61,72 56,83 72,93 75,16 59,34 58,69 61,63
Pr 165,67 95,94 95091 94,13 139,61 125,12 126,29 74,93 93,26 98,99 87,23 77,24 85,76
Cl18 188,10 66,09 70,92 73,32 104,53 95,09 79,10 67,50 83,76 90,35 69,93 6643 70,62
Ph 102,50 73,45 72,42 71,15 101,89 93,85 95,04 56,84 66,61 69,26 64,94 58,03 64,89
C19 175,35 66,61 69,78 75,51 109,95 96,81 79,96 62,54 79,15 89,20 7242 67,69 71,10
C20 155,45 57,21 60,52 65,36 93,15 87,35 71,32 60,79 75,52 80,10 68,34 61,89 66,22
C21 123,73 52,85 54,27 57,67 79,40 74,10 60,50 51,39 62,33 66,65 55,67 53,87 55,54
C22 110,92 53,54 53,01 23,08 78,16 73,13 23,08 52,24 61,98 23,08 58,36 54,32 23,08
C23 86,05 45,12 46,66 4927 64,28 61,22 51,68 4447 50,86 52,37 48,43 4584 48,37
C24 65,52 37,77 38,71 39,50 52,06 49,93 43,55 36,82 42,07 41,16 40,06 37,19 42,66
C25 50,35 32,37 35,25 33,78 43,50 43,74 43,34 32,45 38,39 38,81 34,52 34,40 34,83
C26 35,76 28,78 29,84 30,60 35,10 33,31 31,83 2896 30,22 32,00 30,23 30,17 30,29
C27 26,99 27,91 28,41 28,75 30,96 30,11 28,60 28,08 28,45 28,51 28,34 28,27 28,22
C28 22,14 29,37 29,63 29,08 3042 27,76 28,05 27,66 2726 27,39 27,08 26,85 28,06
C29 20,77 27,88 2820 2835 28,38 2842 28,98 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
HTP (mg/1) 2148,74 979,65 1003,31 101245 1319,51 1232,07 102593 854,53 1021,12 1021,99 904,33 863,26 875,72
HTP(mg/kg) 2847,90 1164,03 1164,61 1248,86 1429,59 1392,17 1212,11 1030,06 1178,99 1169,73 1017,36 999,83 980,21

La concentracion inicial corresponde al promedio de cuatro mediciones, una por cada tratamiento.

El cambio de unidades a mg/kg de suelo seco al final de la tabla se realizé utilizando la expresion reportada en el Manual de técnicas de andlisis de suelos aplicadas a la remediacién de sitios
contaminados. Ed. Semarnat. Mexico. Paginas 111-112 [12].
En la tabla Pr: pristano, Ph: fitano y nd: no detectado.



88 Gomez et al

3.2 Degradacion de los HTP

Abundsncia Control

En los tratamientos con la aplicacion de Sev07
nutrientes el amonio se incremento por la adicion

de urea, el cual representa la fuente mas directa a7 .
de nitrogeno para el crecimiento de los w22
microorganismos [12]. Ademads, el tratamiento e
por atenuacion natural presenta la reduccion de
una parte de la cantidad inicial del amonio y el
agotamiento, asi como en el control, de la
concentracion de nitrato (ver tabla 2).

Para el analisis de los hidrocarburos alifaticos se
tuvieron como blanco 19 compuestos desde el S
undecano hasta el nonacosano. En la tabla 3 se

Ze+07

1e+07

1000 2000 Tiempo (min.)
Atenuacion Natural

Se+07

aprecia como para los primeros 10 compuestos

su concentracion se reduce alrededor de una i

tercera parte y al ir creciendo la cadena de G c22
hidrocarburos, dicha reduccion en Ila 30407

concentracion va disminuyendo. Ademas, existe

una incongruencia con los resultados obtenidos 2

para los tres ultimos compuestos, los cuales
reportan una concentracion final por encima de
la inicial. Este resultado se puede explicar por las

1e+07

limitaciones del método, el cual es apropiado 10.00 2000 Tiempo (min.)
. . Apundanci - < 5

para analizar mezclas de hidrocarburos desde e Bioestimulacion

C10 hasta C24 en concentraciones de 10 hasta S0z

200 mg/1 [12]. -

14
c22
La figura 1 presenta los cromatogramas con las

concentraciones iniciales y finales de los HTP

3e+07

para los cuatro tratamientos, en todos ellos se .
aprecia la disminucién en el tamafio de los picos
evaluados al final de los distintos procesos. Te+07

Ademas, se ve claramente como en el
tratamiento B por atenuacion natural hay una

10,00 20000 Tiempa (min.)
mayor reduccion hasta el hexadecano y de alli en Abundancia B
adelante el cromatograma se confunde con el T
inicial.
Los resultados sefalan que el tratamiento por 4e+07
atenuacidén natural presentdé una concentracion . ¢z
residual de los HTP de 1344.62+116.27mg/kg, 3e407
mientras que el tratamiento control y el
tratamiento por bioestimulacién reportaron zl
valores muy cercanos sin una diferencia
significativa de 1192.50+48.81 y 1126.26+83.44 WA
mg/kg, respectivamente. Y finalmente, el ,
tratamiento por bioaumentacion alcanzo la . 10.00 20,00 Tiempo (i)
mayor reduccion de la concentracion residual de Figura 1. Cromatogramas por CG/EM, arriba el
los HTP en un valor de 999.13+18.58 mg/kg, perfil inicial y abajo el perfil final

Figure 1. GC/MS chromatograms, initial profile

aunque no mostré una diferencia significativa above and final profile below

con la bioestimulacion.
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3.3 Recuento de Bacterias

Los recuentos se realizaron durante las primeras
10 semanas del experimento tomando una
muestra representativa de cada tratamiento.
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Figura 2. UFC para bacterias heterétrofas y
degradadoras de hidrocarburos durante las primeras
10 semanas
Figure 2. UFC for heterotrophas and hydrocarbon
degrader bacteria during 10 weeks

Para todos los tratamientos, el crecimiento de las
bacterias heterotrofas es superior al observado
para las Dbacterias hidrocarburoclastas con
excepcion de las primeras 5 semanas del
tratamiento por atenuacion natural. Igualmente,
se evidencid la presencia de bacterias
hidrocarburoclastas en todos los tratamientos, lo

que sugiere la  adaptacion de los
microorganismos a la nueva fuente de carbono y
energia. El crecimiento de ambas poblaciones
demuestra que no hubo inhibicion de las
bacterias por el suministro de nutrientes.

En la figura 2 se observa la presencia de una fase
inicial para los tratamientos por bioestimulacion
y por bioaumentacion de 5 y 3 semanas,
respectivamente. Esta diferencia se atribuye a la
presencia de la bacteria inoculada.

A diferencia de las curvas para los tratamientos
por atenuacion natural y por bioestimulacion, las
curvas para el tratamiento por bioaumentacion
describen una tendencia de crecimiento que
continua en aumento las ultimas semanas. Ello
sugiere la extension por mas tiempo de la prueba
para lograr una mayor eliminacion.

4. DISCUSION

Los tratamientos de caracter biologico aplicados
para subsanar la contaminacion del medio
ambiente estan enmarcados por la disciplina de
la biorremediacion [13]. Esta ciencia cuenta con
técnicas que han sido aplicadas exitosamente
para el tratamiento de suelo contaminado con
hidrocarburos de petréleo [14, 15,16y 17].

El analisis inicial del suelo permitié establecer
las caracteristicas mas importantes de la matriz
donde tendria Iugar el proceso de eliminacion de
los combustibles adicionados; revelando el valor
de parametros de interés para realizar el
biotratamiento de los suelos contaminados con
hidrocarburos, como: su textura, el pH, la
materia organica, la densidad de la poblacion
microbial y su disposicion de nutrientes (fésforo
y nitrogeno). La naturaleza del suclo y la
presencia de microorganismos en una densidad
adecuada son determinantes para lograr la
degradacion de los contaminantes e influyen en
la concentracion residual de los mismos [12].

Los hidrocarburos alifaticos cuantificados para
obtener los hidrocarburos totales de petréleo,
corresponden a la fraccion media, debido a que
el experimento no contd con un control rigido
para los componentes volatiles. Asi, quedaron
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por fuera del analisis una gran cantidad de
compuestos como los hidrocarburos alifaticos
livianos, los de estructuras ramificadas y ciclicas
y los BTEX, entre otros. De esta manera se
identificaron y cuantificaron 19 hidrocarburos
lineales con estructuras de carbono en un rango
de Cl11 a C29, de los cuales los primeros
compuestos de cadenas mas cortas son
degradados  mas  facilmente  por  los
microorganismos [18, 19 y 20].

El tratamiento por atenuacion natural reporto una
reducciéon de los HTP del 52.79 % en los 3
meses del proceso, del cual, el 15 % se atribuye
a los procesos abidticos [21] y el 37.79 % a la
degradacion por parte de los microorganismos
del suelo. Debido a las condiciones de esta
prueba no se puede establecer que porcentaje
corresponde a la volatilizacidon del contaminante.

Al respecto, se ha reportado que la fraccion
volatil del diesel (5 %) desaparece después de 50
dias principalmente por volatilizacion [22]. Lo
anterior sugiere que finalizado el proceso
habrian desaparecido todos los volatiles de
fraccion media del suelo.

La disminucion de los HTP en el control se
atribuye a factores abidticos como: las
transformaciones quimicas por la adiciéon de
HCI, para limitar la actividad de las bacterias en
el suelo [23]; la intervencion en el proceso de
otros microorganismos como los hongos, de los
cuales no se realizé ningln tipo de control; la
volatilidad de los compuestos analizados y el
cambio de la estructura del suelo en este
tratamiento.

Aunque la densidad de microorganismos en el
suelo estéril se registrd en 3.07x10° UFC/g para
bacterias heterotrofas, cantidad con la cual es
posible realizar biorremediacion de los
hidrocarburos [24] y ademas, se evidencio
crecimiento de estas bacterias durante las
primeras semanas del experimento, este
comportamiento fue controlado con la adicion de
acido clorhidrico.

La bioestimulacion alcanzd un porcentaje del
60.45 % en la reduccion de los HTP. Un
resultado semejante lo logran al monitorear la

actividad biologica para la biorremediacion de
hidrocarburos realizando la bioestimulacion con
los mismos nutrientes en una relacion C:N de
10:1 [25]. El efecto de la bioestimulacion logro
un valor adicional del 7.66 % sobre el
tratamiento por atenuacion natural.

El proceso que mostré una mayor reduccion fue
la bioaumentacién, el cual presentd un
porcentaje de eliminacion de los HTP del 64.92
%. Utilizando la bioaumentacion se han logrado
eficiencias superiores en columnas empacadas
para la degradacion de combustible diesel con un
consorcio bacterial [26]. La bioaumentacion
mejord la degradacion de los hidrocarburos con
respecto a la atenuacion natural en un 12.13 % y
se sitlo en casi un 5 % por encima de la
bioestimulacion .

La concentracion residual del 35.08 % para el
tratamiento por bioaumentacion se acerca al
rango del 10-30 % propuesto por Allard y
Neilson, (2007) para las  estructuras
recalcitrantes y de muy limitada
biodisponibilidad [27]. El contenido de
hidrocarburos en el suelo no puede ser reducido
totalmente empleando metodologias biologicas,
aun después de un tiempo prolongado [7].

El valor final para la concentracién remanente de
HTP de 999.13 mg/kg de suelo seco en el
tratamiento por bioaumentacion es inferior a los
limites maximos permisibles establecidos por la
norma mexicana NOM-SEMARNAT/SS2003
[12] e igualmente esta por debajo de la norma
colombiana establecida en la resolucion 1170 de
1997.

El microorganismo inoculado identificado como
Bacillus sp. incidi6 en la reduccién de la
concentracion de los hidrocarburos. Esta familia
ha sido reportada en suelo contaminado con
diesel a diferentes profundidades en compost con
biodesechos [28].

En todos los tratamientos se evidencid
paralelamente al crecimiento de bacterias
heter6trofas una aparicion representativa de
bacterias hidrocarburoclastas. Los recuentos de
las unidades formadoras de colonias pasaron de
10° a 10%/g de suelo en la atenuacién natural y de
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10" a 10"g de suelo por bioestimulacion y
bioaumentacion. Los resultados del pH durante
la experiencia permanecieron dentro del rango
optimo de 5 a 9 para la mayoria de las bacterias
del suelo [29].

Tanto para el tratamiento por atenuacion natural
como por bioestimulacion la poblacion microbial
decrece después de la semana 7. Este mismo
comportamiento fue observado por Menendez et
al., (2007) reportando una caida en el
crecimiento microbial después de tres meses [4].
De manera distinta a los dos anteriores el
tratamiento por bioaumentacion en las Ultimas
semanas  presentaba un  comportamiento
creciente en las poblaciones microbiales,
demostrando una buena adaptacion del indculo y
sugiriendo la extension del proceso para lograr
un mayor nivel de degradacion.

Ademas, contrario a la atenuacién natural la
bioestimulacién y la bioaumentacion mostraron
una fase de iniciacion [30], donde las bacterias
se adaptaron al contaminante en 5 y 3 semanas;
respectivamente. Esta diferencia se puede
justificar por la presencia del Bacillus sp., el
cual pudo haber producido biosurfactantes
logrando una mayor biodisponibilidad de los
hidrocarburos hacia los microorganismos [31].

5. CONCLUSION

En esta investigacion se compard la
bioestimulacion con la atenuacion natural y la
bioaumentacion en un suelo de caracter arcilloso,
con un mejor desempefio en este ultimo
tratamiento, logrando un resultado por debajo del
maximo que exige la normatividad mexicana,
donde existe un control riguroso en los niveles
de contaminacion del suelo.

El microorganismo Bacillus sp. aislado e
inoculado durante este proceso de investigacion,
demostr6 tener capacidad para degradar
hidrocarburos en suelo contaminado,
favoreciendo este proceso en consorcio con los
microorganismos autoctonos del suelo.
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