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RESUMEN

Se evaluó el proceso de bioestimulación por nutrientes utilizando fertilizantes inorgá-
nicos compuestos (FIC) N:P:K 28:12:7 y sales inorgánicas simples (SIS) NH4NO3 y
K2HPO4 en suelos contaminados con hidrocarburos utilizando respirometría. El suelo fue
contaminado con lodos aceitosos a una concentración 40.000 mgTPH/kgps. Para
cuantificar el consumo de oxígeno se utilizaron dos respirómetros de medición mano-
métrica HACH® 2173b y OXITOP® PF600 durante ensayos de 13 días (n=3). Se evalua-
ron dos tratamientos (FIC y SIS) y tres controles (abiótico, sustrato de referencia y sin
nutrientes). Se analizaron parámetros físico-químicos (pH, nutrientes y TPH) y microbio-
lógicos (heterótrofos y degradadores) al inicio y al final de cada ensayo. SIS y el control
sin nutrientes presentaron las mayores tasas de respiración, en el equipo HACH se
obtuvieron valores de 802,28 y 850,72 mgO2kgps

-1d-1 respectivamente, y en OXITOP
fueron de 936,65 y 502,05 mgO2kgps

-1d-1, respectivamente, indicando que los nutrientes
de SIS estimularon el metabolismo microbiano. Por otro lado, FIC presentó los recuen-
tos y tasas de respiración más bajas (188,18 y 139,87 mgO2kgps

-1d-1 en HACH y OXITOP,
respectivamente), esto pudo estar relacionado a un efecto inhibitorio generado por la
acumulación de amoniaco, limitando el crecimiento de la población degradadora. 

Palabras clave: bioestimulación, hidrocarburos, bacterias degradadoras de hidrocar-
buros, respirometría, tasas de respiración.

ABSTRACT

The biostimulation process was evaluated in a hydrocarbon contaminated soil by
respirometry after amendment with inorganic compound fertilizer (ICF) (N:P:K 28:12:7)
and simple inorganic salts (SIS) (NH4NO3 and K2HPO4). The soil was contaminated
with oily sludge (40,000 mgTPH/kgdw). The oxygen uptake was measured using two
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respirometers (HACH® 2173b and OXITOP® PF600) during thirteen days (n=3). Two
treatments (ICF and SIS) and three controls (abiotic, reference substance and without
nutrients) were evaluated during the study. Physicochemical (pH, nutrients, and TPH)
and microbiological analysis (heterotrophic and hydrocarbon-utilizing microorganisms)
were obtained at the beginning and at the end of each assay. Higher respiration rates
were recorded in SIS and without nutrient control. Results were 802.28 and 850.72
mgO2kgps

-1d-1 in HACH, while in OXITOP were 936.65 and 502.05 mgO2kgps
-1d-1,

respectively. These data indicate that amendment of nutrients stimulated microbial
metabolism. ICF had lower respiration rates (188.18 and 139.87 mgO2kgps

-1d-1 in HACH
and OXITOP, respectively) as well as counts, this could be attributed to ammonia toxicity.

Key words: biostimulation, hydrocarbons, hydrocarbon-utilizing microorganisms,
respirometry, respiration rates.

INTRODUCCIÓN

La industria del petróleo no sólo representa una fuente de ingresos importante para la
economía del país sino también un área en desarrollo. Sin embargo, es considerada
como una de los principales contaminantes del ambiente debido a los residuos gene-
rados durante procesos de extracción, almacenamiento, transporte y refinamiento del
crudo; residuos que según la agencia ambiental de Estados Unidos (EPA, del inglés,
Environmental Protection Agency) se clasifican como peligrosos debido a que algunos com-
puestos tienen propiedades carcinogénicas y mutagénicas, que pueden afectar la vida
de plantas, animales y humanos. Consientes de esta problemática, surge la necesidad
de implementar soluciones como la biorremediación, una alternativa económica, sen-
cilla y ambientalmente amigable que permite la mineralización completa del contami-
nante (Cunningham y Philp, 2000; Bento et al., 2005). 
Para llevar a cabo un proceso de biorremediación en suelos contaminados con hidrocar-
buros (HCs), se deben tener en cuenta factores como la presencia de microorganismos
degradadores capaces de metabolizar HCs como fuente de carbono y energía para su
crecimiento (Eweis et al., 1999; Margesin y Schinner, 2001), condiciones ambientales
óptimas (nutrientes, pH, humedad, etc.) y las características físico-químicas de los HCs
y su disponibilidad para los microorganismos degradadores (Cunningham y Philp,
2000). Sin embargo, diversos estudios han reportado que suelos contaminados con
HCs presentan exceso de carbono, mientras que elementos como nitrógeno y fósforo
se encuentran en bajas concentraciones para mantener un balance de nutrientes
(C:N:P) limitando el proceso de biodegradación (Graham et al., 1999; Margesin et al.,
2000a). Por tal razón, la bioestimulación con adición de nutrientes, es una de las estra-
tegias más empleadas para remediar áreas contaminadas con este tipo de contami-
nantes (Graham et al., 1999; Margesin et al., 2000a; Brook et al., 2001; Rittman y Mc
Carty, 2001; Ruberto et al., 2003; Venosa y Zhu, 2003). Durante la bioestimulación, se
pueden utilizar sales inorgánicas simples (SIS) o fertilizantes inorgánicos compuestos
(FIC); numerosos estudios han demostrado la efectividad de los dos tratamientos; sin
embargo, investigaciones realizadas por Wrenn et al., 1994, Graham et al., 1999 y Vallejo
et al., 2005, afirman que el uso de SIS, aunque es costoso, tiene ventajas como su fácil
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manipulación y ha mostrado efectividad en diferentes procesos de biorremediación.
De igual forma, FIC (productos comerciales), al tener mezclas definidas de elementos
como N y P, incrementa la biodegradación; sin embargo, su presentación en forma de
pellets o fertilizantes encapsulados, aunque garantiza un aporte de nutrientes constante
a los microorganismos, tiene en algunos casos problemas de solubilización, limitando
su homogenización y biodisponibilidad (Bitton, 2002; Margesin y Schinner, 2001).
Un proceso de biorremediación se puede monitorear a través de medidas directas e indi-
rectas. Las primeras, determinan la concentración de HCs (p.e., mgTPH/kgps) y su disminu-
ción a través del tiempo, mientras que las segundas (indirectas) determinan bioconversión
de HCs e incluyen: consumo de aceptores de electrones (AE), producción de CO2, au-
mento de biomasa (p.e., recuento de degradadores) y cambio de pH, entre otros (Hickey,
1995; Govind et al., 1997; Korda et al., 1997; Goudar y Strevelt, 1998; Gernaey et al., 2001).
La respirometría es una técnica que cuantifica el consumo de oxígeno y la producción
de CO2, por lo tanto permite evaluar el crecimiento y metabolismo activo de microor-
ganismos durante la degradación del contaminante (Tzoris et al., 2002). Así mismo,
permite evaluar el impacto de un compuesto sobre comunidades microbianas y
determinar la factibilidad de un tratamiento de biorremediación, ya que permite en
cortos periodos de tiempo, evaluar tratamientos diferentes en microcosmos antes de su
aplicación en campo. Estas ventajas, se deben a que la respirometría permite calcular
tasas de respiración y realizar cinéticas de degradación, parámetros importantes para
determinar la efectividad de la biorremediación (Reid et al., 2001). 
En el presente estudio, se utilizó respirometría (consumo de O2) para evaluar el efecto de
la adición de nutrientes (bioestimulación) en forma de sales inorgánicas simples (SIS) y
fertilizantes inorgánicos compuestos (FIC) en suelos contaminados con HCs. Adicional-
mente, se comparó el consumo de O2 en dos respirómetros: HACH® y OXITOP®, el
primero utiliza columnas de mercurio para detectar cambios en la presión, mientras que
el segundo, utiliza sensores de presión. Esta comparación se realizó con el fin de calcular
las tasas de respiración mediante dos aproximaciones diferentes.

MATERIALES Y MÉTODOS

DISEÑO EXPERIMENTAL

El estudio se realizó por medio de ensayos respirométricos en microcosmos (botellas
ámbar de 500 mL) cuantificando el consumo de oxígeno (O2) durante 13 días (n=3).
Se utilizaron y compararon dos respirómetros manométricos: HACH® (HACH; 2173b)
y OXITOP® (WTW; PF600) bajo condiciones de laboratorio en la unidad de sanea-
miento y biotecnología ambiental (USBA), Pontificia Universidad Javeriana (PUJ). Se
analizaron parámetros fisicoquímicos como pH, humedad, hidrocarburos totales de
petróleo (TPH del inglés, total petroleum hydrocarbons), nutrientes (nitratos, amonio y
fósforo) y microbiológicos: recuento de heterótrofos totales y degradadores de HCs. Los
análisis se realizaron al inicio (t= 0 d) y final (t= 13 d) de cada ensayo por duplicado.

MICROCOSMOS

Para la realización del estudio se utilizó suelo proveniente de carreteras sin pavimentar
a las cuales se les adicionan lodos aceitosos para su acondicionamiento y manteni-
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miento. Las características del suelo son descritas en mayor detalle en Roldán et al.,
2010. El suelo tenía la siguiente composición química: nitrato (no detectable); amonio
(0,6-2,2 mg/kgps); fósforo (0,05-7,6 mg/kgps); carbono orgánico (0,6-2,4%). Tiene
textura arenosa (87,0%), arcilla (4,0%) y limo (9,1%).
El suelo fue contaminado con lodos aceitosos a una concentración de 40,000 mg TPH/
kgps. Esta mezcla se homogenizó dos veces (30 min/microcosmos) al día durante tres días
con ayuda de una espátula cubierta con teflón. Adicionalmente, este esfuerzo es necesario
para tratar de garantizar la mayor homogenización de los hidrocarburos en la matriz del
suelo. Con este procedimiento se buscó distribuir el suelo contaminado bajo condiciones
iguales en cada microcosmos. Los microcosmos se mantuvieron a 21 ± 2 °C, y con un
porcentaje de humedad del 12%, de acuerdo a las condiciones in situ (Roldán et al., 2010). 
Se evaluaron dos tratamientos con adición de nutrientes (bioestimulación): FIC
(producto comercial) con una relación 28:12:7 (N:P:K) y SIS (NH4NO3 y K2HPO4),
ajustando la relación final a 100:10:1 (C:N:P; Avelizapa et al., 2000; Miles y Doucette,
2001; Sabate et al., 2004) Para realizar los cálculos, se asumió que la concentración de
carbono en los lodos aceitosos fue de 100% (Margesin et al., 2000b). 
Se utilizaron los siguientes controles: a) abiótico (CA) para determinar la degradación
TPH y consumo de O2 por procesos abióticos (p.e., volatilización y absorción), para ello,
el suelo fue esterilizado con azida de sodio al 1% (p/p; Margesin et al., 2000b; Margesin,
2005b) control de referencia, se utilizó ACPM (diesel) a una concentración 20.000
mg/kgps, este sustrato fue seleccionado por su biodegradabilidad y por ser utilizado en
USBA para evaluar la capacidad degradadora de microorganismos en la técnica de
número más probable (NMP; Margesin et al., 2000a; Brook et al., 2001; Roldan, 2010);
y c) control sin nutrientes (CSN) con suelo y HCs, permitió determinar la biodegradación
intrínseca en el suelo.

ANÁLISIS FÍSICO-QUÍMICOS

El pH del suelo fue determinado por el método 9045C (EPA, 1995). Para determinar TPH
se utilizó el método estándar para la evaluación de combustible en suelos D 5831-96
(ASTM, 1995). Este método se emplea para la determinación de compuestos aromáticos
de combustibles presentes en el suelo y se basa en la extracción de HCs en isopropanol y
su cuantificación por espectrofotometría a una longitud de onda de 254 nm. TPH son
definidos por el método de análisis empleado más que por la sumatoria de todos los
compuestos presentes (Weisman, 1998). Adicionalmente, el método fue seleccionado
considerando que los lodos utilizados para el suelo provenían de los fondos de tanques
y lagunas de oxidación, por esta razón, su composición es principalmente compuestos
aromáticos. Para la cuantificación de nutrientes, se emplearon los métodos HACH 366,
391 y 531, para determinar nitrato, amonio y fósforo total, respectivamente (HACH®,
1994) y se utilizó espectrofotómetro HACH® (DRL-2000) para la lectura de cada análisis. 
Para determinar el porcentaje de humedad, se pesaron 5,0 g de la muestra de suelo y se
secaron durante 12 h a 105 ºC. La diferencia del peso antes y después del secado, permitió
obtener la fracción de peso seco (ps) y el porcentaje de humedad (IGAC, 1979).

ANÁLISIS MICROBIOLÓGICOS

Recuento de heterótrofos y degradadores de HCs. Para la cuantificación de heteró-
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trofos y degradadores se realizaron diluciones seriadas de las muestras de suelo en
buffer fosfato. Para determinar los heterótrofos se utilizó la técnica de recuento en placa
empleando agar infusión suelo (AIS) (ASM, 1986). Por otro lado, para el recuento de
microorganismos degradadores de HCs se empleó la técnica de número más probable
(NMP) en placas de 96 pozos, utilizando medio mínimo de sales Bushnell-Haas (BH)
suplementado con ACPM (diesel) como fuente de carbono y energía (Wrein y Venosa,
1996; Eriksson et al., 2000; Brook et al., 2001). Para evidenciar el metabolismo activo
de los microorganismos se utilizó el indicador de oxidoreducción cloruro de yodote-
trazolium (INT; 0,3% p/v) (Haines, 1996; Wrein y Venosa, 1996; Roldan, 2010). Las
cajas y placas fueron incubadas durante siete días a 22 ± 2 °C.

ANÁLISIS RESPIROMÉTRICO

En cada microcosmos se colocaron 85 g de suelo contaminado y se colocó LiOH en las
trampas para remover el CO2 producido durante el proceso de biodegradación (Platen
y Wirtz, 1999). Los equipos HACH® y OXITOP® son respirómetros cerrados que miden
consumo de O2 por cambio en presión. El equipo HACH realiza esta medición a través
de columnas de mercurio conectadas a cada botella, mientas que el equipo OXITOP
utiliza sensores electrónicos de presión que están incorporados en la cabeza de cada
botella (Platen y Wirtz, 1999). Se realizaron tres ensayos respirométricos, para cada
tratamiento y control en cada equipo, y se determinó el consumo de O2 durante 13
días realizando las lecturas diarias por microcosmos.

ANÁLISIS ESTADÍSTICO

Se evaluó la distribución normal de los datos y en caso de no presentarla fueron trans-
formados con logaritmo base 10. Se utilizó la prueba t-student para determinar dife-
rencias significativas de los parámetros evaluados en el tiempo. Se realizó un análisis de
varianza (ANDEVA) para determinar el efecto de los tratamientos. Se consideró una
diferencia significativa cuando p≤0,05. Para comparar los equipos (HACH vs. OXITOP)
se evaluaron las pendientes de las curvas de respirometría utilizando análisis de co-
varianza. Todos los análisis estadísticos se realizaron utilizando JMP-IN® versión 4.04.

RESULTADOS

ANÁLISIS FÍSICO-QUÍMICO

pH. El pH en los tratamientos y controles durante el estudio se mantuvo en un rango
ligeramente ácido a alcalino (Tabla 1). El CA y FIC presentaron diferencias significativas
en tiempo y en los dos equipos. Así mismo, SIS y CSN mostraron un incremento aunque
solo en el equipo HACH® (t-student, p ≤ 0,05).
TPH’s. A pesar del esfuerzo realizado durante la mezcla de los lodos aceitosos con el
suelo, se presentó alta variabilidad en algunas de las concentraciones observadas. Se
observó reducción aunque no fue significativa en los controles y tratamientos evaluados
en los dos equipos (Tabla 2; t-student, p ≤ 0,05). 
Nutrientes. Las concentraciones iníciales de nutrientes (N-NH4

+, N-NO3
- y P) fueron

bajas en todos los controles (CA, ACPM, CSN) con relación a la concentración de
carbono (alta concentración de TPH’s). Al final del estudio, se determinó un aumento
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significativo de N-NH4
+ en ACPM en los dos equipos, mientras que para CSN se observó

en OXITOP (Tabla 3; Tabla 4; Tabla 5; t-student, p ≤ 0,05). Por otro lado, SIS mostró
disminución significativa de nutrientes al final del estudio.

ANÁLISIS MICROBIOLÓGICOS

Los recuentos de degradadores en CA durante el estudio fueron < 1 NMP/g, indicando
que azida de sodio tuvo el efecto deseado sobre esta población (Graham et al., 1999;
Margesin et al., 2000b). En los recuentos de heterótrofos, se observó aumento signifi-
cativo en CSN y ACPM en OXITOP, mientras que este incremento fue constante para
SIS en los dos equipos. En cuanto a los recuentos de degradadores, se observó dis-
minución significativa para CSN en OXITOP y para FIC en los dos equipos (Fig. 1).

200   Artículo - Evaluación de la bioestimulación (nutrientes) en suelos contaminados con hidrocarburos utilizando
          respirometría. García, et ál.

Tratamiento        HACH                                           OXITOP
                            t=0 d                  t=13 d                t=0 d                 t=13 d
CA                       7,5 ± 0,3            8,7 ± 1,0             7,4 ± 0,1           7,7 ± 0,1
ACPM                  5,9 ± 0,6            7,1 ± 1,5             5,6 ± 0,6           6,0 ± 0,5
CSN                     6,2 ± 0,5            7,4 ± 1,2             5,9 ± 0,3           6,0 ± 0,4
FIC                       7,4 ± 0,1            8,7 ± 0,4            7,4 ± 0,1           8,7 ± 0,4
SIS                       6,9 ± 0,1            7,3 ± 0,3            6,9 ± 0,0           7,1 ± 0,7

Tabla 1. Valores de pH para tratamientos y controles al inicio y final del estudio. CA: Control abiótico;
ACPM: control de referencia; CSN: Control sin nutrientes; FIC: Fertilizante inorgánico compuesto; SIS:
sales inorgánicas simples (n=6).

                                                                   TPH (mg/kgps)
Tratamiento       HACH                                                       OXITOP
                           t=0 d                        t=13 d                      t=0 d                       t=13 d
CA                       33.500±5.100         29.200±3.200         30.100±1.400         30.300±1.500
ACPM                 37.300±18.500       27.600±4.600         30.000±5.500        27.300±2.300
CSN                    28.700±600            25.100±2.600         26.800±800            27.600±3.600
FIC                      27.700±5.100          25.900±3.200         39.600±14.500      27.800±4.900
SIS                       26.075±4.946         30.857±6.800         27.521±5.200         29.155±2.800

Tabla 2. Valores de TPH obtenidos durante el estudio. CA: Control abiótico; ACPM: control de
referencia; CSN: Control sin nutrientes; FIC: Fertilizante inorgánico compuesto; SIS: sales inorgánicas
simples (n=6).

                                                                   Nitrato (mg/kgps)
Tratamiento       HACH                                                       OXITOP
                           t=0 d                        t=13 d                      t=0 d                       t=13 d
CA                      5,2±1,5                    6,5±1,0                    5,3±2,6                   6,0±1,4
ACPM                 4,5±1,0                    5,5±0,8                    4,5±1,7                   5,3±0,5
CSN                    5,5±2,8                    6,8±3,5                    4,5±1,0                   5,0±0,0
FIC                      5,8±1,5                    5,0±0,8                    5,3±1,0                   5,5±1,3
SIS                      3.750±395,3           1.025±198,7*         3.281±312,5           1.068±136,0*

Tabla 3. Valores de nitrato obtenidos durante el estudio. CA: Control abiótico; ACPM: control de
referencia; CSN: Control sin nutrientes; FIC: Fertilizante inorgánico compuesto; SIS: sales inorgánicas
simples (n=6). *Valores que presentaron diferencias significativas.



Figura 1. Recuento de microorganismos heterótrofos y degradadores de HCs al inicio y final del estudio.
A) Equipo HACH y B) Equipo OXITOP. Se presenta el promedio±1ds. CA: Control abiótico; ACPM:
control de referencia; CSN: Control sin nutrientes; FIC: Fertilizante inorgánico compuesto; SIS: sales
inorgánicas simples (n=6). 

ANALISIS RESPIROMÉTRICO

Las curvas de consumo O2 obtenidas durante los ensayos respirométricos para con-
troles y tratamientos fueron similares a las reportadas en la literatura (Uraizee et al.,
1998; Reid et al., 2001). Para evaluar el consumo de O2 generado durante la biodegra-
dación, todas las lecturas fueron corregidas con el control abiótico (Miles y Doucette,
2001). Se observó un consumo mínimo al inicio (1-2 d) que corresponde a la fase de
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                                                            Amonio (mg/kgps)
Tratamiento      HACH                                                         OXITOP
                           t=0 d                         t=13 d                       t=0 d                     t=13 d
CA                      8,7±5,4                     12,8±7,4                   8,8±2,6                 10,3±3,5
ACPM                9,5±7,1                     21,8±9,1*                 7,5±8,1                 23,0±7,5*
CSN                    6,7±6,5                     18,7±15,9                 1,5±0,6                 15,3±4,3*
FIC                     341,5±30,4              316,3±134,5            346,3±26,3          277,3±117,1
SIS                      645,8±221,6            102,2±27,8*            756,3±51,5          147,0±60,5*

Tabla 4. Valores de amonio obtenidos durante el estudio. CA: Control abiótico; ACPM: control de
referencia; CSN: Control sin nutrientes; FIC: Fertilizante inorgánico compuesto; SIS: sales inorgánicas
simples (n=6). *Valores que presentaron diferencias significativas.

                                                            Fósforo (mg/kgps)
                           HACH                                                        OXITOP
Tratamiento      t=0 d                         t=13 d                       t=0 d                     t=13 d
CA                      6,4±1,7                     8,2±1,9                     6,5±3,2                 4,4±2,5
ACPM                4,2±0,4                     7,8±1,0                     4,3±0,4                 9,2±1,9*
CSN                    5,4±0,5                     6,0±3,3                     6,1±1,2                 4,1±1,1
FIC                     107,5±10,6              112,9±21,6               93,8±5,2               110,6±25,9
SIS                      102,1±23,3               77,6±13,2*              97,5±33,2            64,3±7,4*

Tabla 5. Valores de fósforo obtenidos durante el estudio. CA: Control abiótico; ACPM: control de
referencia; CSN: Control sin nutrientes; FIC: Fertilizante inorgánico compuesto; SIS: sales inorgánicas
simples (n=6).  *Valores que presentaron diferencias significativas.



adaptación, seguido por un consumo exponencial (2-10 d), y finalmente reducción en
el consumo de oxígeno (10-13 d; Fig. 2).
Por otro lado, las tasas de respiración se calcularon durante los primeros diez días
cuando la mayoría de las curvas se encontraban en fase exponencial (Tabla 6).

Figura 2. Consumo de O2 en controles y tratamientos evaluados A) Equipo HACH (n=3) B) Equipo
OXITOP. CA: Control abiótico; ACPM: control de referencia; CSN: Control sin nutrientes; FIC: Fer-
tilizante inorgánico compuesto; SIS: sales inorgánicas simples (n=3).

                            HACH                                        OXITOP
Tratamiento        Pendiente mg O2 kgps-1d-1     Pendiente mg O2kgps

-1d-1

ACPM                  739,77                                       511,59
CSN                     850,72*                                     502,05
FIC                       188,18*                                     139,87*
SIS                        802,28                                       936,65*

Tabla 6. Tasas de respiración del suelo durante los ensayos respirométricos. CA: Control abiótico;
ACPM: control de referencia; CSN: Control sin nutrientes; FIC: Fertilizante inorgánico compuesto; SIS:
sales inorgánicas simples (n=3). * Valores que presentaron diferencias significativas en cada equipo.

DISCUSIÓN

ANÁLISIS FÍSICO-QUÍMICOS

pH. Los valores de pH obtenidos en los tratamientos y controles, se encontraron en un
rango ligeramente ácido a alcalino (Tabla 1), posiblemente por la composición química
y capacidad buffer del suelo, ya que suelos minerales se caracterizan por presentar pH
neutros-alcalinos en comparación a suelos orgánicos (Venosa y Zhu, 2003). En términos
generales no se observaron valores de pH extremos que inhibieran total o parcialmente
el metabolismo de los microorganismos (Cunnigham y Philp, 2000). Estudios realizados
por Dibble y Bartha, 1979, establecieron un rango de pH entre 5,0-7,8 para la mineraliza-
ción de lodos aceitosos en suelos y Ritter y Scarborough, 1995, determinaron que pHs
entre 6,5-8,5 como óptimos para realizar procesod de biorremediación in situ en suelos
contaminados con HCs.
TPH’s. Los valores de TPH observados presentaron una alta variabilidad (Tabla 2), a pe-
sar del tiempo (3 días) y esfuerzo empleado para la homogenización de la muestra. Este
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comportamiento se debe a que los TPH son compuestos líquidos de la fase no acuosa que
se caracterizan por ser hidrófobos y formar agregados en el suelo (bolsillos de contami-
nación), lo cual dificulta su homogenización completa (Eweis et al., 1999; Roldan, 2002).
Resultados similares fueron obtenidos por Deni y Penninckx, 1999, en suelos contami-
nados con TPH donde las concentraciones iniciales variaron en un rango de 2,500 a 4,000
mgTPH/kg debido a la distribución heterogénea de petróleo y a la naturaleza del suelo. 
Por otro lado, el tiempo del estudio y el origen de los lodos aceitosos no permitieron
evidenciar cambios significativos en la degradación de TPH durante los ensayos. Adicio-
nalmente, el método empleado para la cuantificación de TPH determina compuestos
aromáticos, por tal razón, no se cuantificaron hidrocarburos alifáticos que probable-
mente proporcionaron una fuente de carbono fácilmente asimilable para los microor-
ganismos. Así lo demuestra un estudio realizado por Coulon et al., 2005, quienes
afirman que fracciones de HCs de cadena corta son las que se degradan inicialmente y
más rápido, en comparación con fracciones de HCs de cadena larga o compuestos
aromáticos, independientemente del grado de contaminación. 
Nutrientes. En los controles ACPM y CSN se observó un ligero incremento en las con-
centraciones de amonio y fosforo; sin embargo, este incremento no fue significativo en
comparación a la concentración observada en los tratamientos (Tabla 3; Tabla 4; Tabla
5). Este fenómeno no pudo ser atribuido a ninguna de las condiciones empleadas
durante el estudio y no fue considerado relevante porque no proporcionaba la relación
C:N:P necesaria para llevarse a cabo la degradación.
De los tratamientos evaluados la bioestimulación con FIC no mostró una reducción
significativa en las concentraciones de nutrientes (nitrato, amonio y fósforo). Este con-
sumo bajo de nutrientes estuvo correlacionado con recuentos bajos de degradadores
y tasas bajas de respiración presentes en este tratamiento. Este comportamiento se
debe a que las altas concentraciones de nitrógeno en forma de úrea en el producto
comercial, fueron hidrolizadas a amoniaco; esta conversión pudo establecerse por el
incremento en los valores de pH (7,4±0,1 a 8,7±0,4) que causaron una alcalinidad en
los microcosmos. La presencia de concentraciones de amoniaco altas en asociación al
pH observado, probablemente generaron efecto inhibitorio sobre la población micro-
biana (Havlin et al., 1999). Esto pudo evidenciarse por tajas de respiración bajas, den-
sidad microbiana y olor característico (amoniaco) al final de los ensayos.
Por el contrario, SIS mostró reducción significativa en la concentración de nutrientes en
ambos equipos (Tabla 3; Tabla 4; Tabla 5), indicando que las sales adicionadas fueron
utilizadas como fuentes de N y P durante la degradación por los microorganismos durante
el metabolismo de fracciones de HCs menos complejas presentes en el suelo. Resultados
similares han sido reportados por Sabate et al., 2004, con el uso de SIS (NH4NO3 y K2HPO4)
donde observaron porcentajes de degradación del 54% en suelos contaminados con aceite
mineral durante 360d. Así mismo, Vallejo et al., 2005, demostró que la adición de SIS
(NH4NO3 y K2HPO4) y FIC (NPK 15:15:15) redujo significativamente la concentración de
TPH; sin embargo, la adición de SIS presentó los mayores porcentajes de remoción.

ANÁLISIS MICROBIOLÓGICO

CSN y ACPM presentaron aumento significativo en los recuentos de heterótrofos en
OXITOP (1,6±0,1x106 a 8,3±0,5x106 y 2,4±0,6x106 a 1,0±0,4x107, respectivamente),
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indicando que la población microbiana se encontraba metabólicamente activa, y que
ACPM (diesel), es un compuesto de fácil degradación (Margesin et al., 2000a).
En FIC, el recuento de heterótrofos no presentó cambios significativos en HACH y
OXITOP, mientras que la población degradadora mostró reducción significativa en el
tiempo que posiblemente se presentó por el efecto inhibitorio generado por el amoniaco
(Fig. 1). Es importante mencionar que no se han reportado estudios en donde la adición
de nutrientes afecte negativamente la población degradadora, por el contrario puede
aumentar su densidad o mantener el metabolismo basal de la población (Margesin et
al., 2000b; Nikolopoulou et al., 2007). 
Por otro lado, el tratamiento con SIS mostró incremento significativo en los recuentos de
heterótrofos (Fig. 1; 6,4±1,2x105 a 1,6±0,3x107 y 8,3±1,3x105 a 1,7±0,7x107 en HACH y
OXITOP, respectivamente) indicando que los nutrientes fueron utilizados por la po-
blación degradadora para metabolizar fracciones de HCs menos complejas, generando
subproductos que posiblemente fueron empleados como fuente de carbono por los
heterótrofos durante su crecimiento. Comportamientos similares han sido reportados
por Venosa y Zhu, 2003, quienes determinaron que la degradación de HCs involucra
una serie de reacciones secuenciales, en donde los microorganismos degradadores
metabolizan HCs y generan compuestos intermediarios que son posteriormente utili-
zados por diferentes grupos de microorganismos (p.e., heterótrofos no degradadores).
Los recuentos de degradadores no presentaron diferencias significativas durante el
estudio (HACH y OXITOP) indicando que las sales adicionadas permitieron mantener
el metabolismo basal de esta población, es decir, la presencia de nutrientes en forma
de SIS estimuló el metabolismo de los degradadores, aunque no necesariamente
aumentó los recuentos o biomasa (Alexander, 1999). De igual forma, en investigaciones
desarrolladas por Margesin et al., 2000b, para monitorear un proceso de biodegra-
dación por actividad biológica, encontraron que la presencia o ausencia de nutrientes
no tenía efecto significativo en el recuento de degradadores y que otros factores como
tipo de contaminante y tiempo de exposición eran mucho más relevantes. Por esta
razón, durante este estudio, la naturaleza del contaminante y el tiempo de los ensayos
fueron los factores limitantes para el crecimiento de microorganismos degradadores.
Este fenómeno ha sido descrito como “umbral” en el cual cantidades pequeñas de
sustrato disponible y fácilmente asimilable son metabolizadas con el fin de mantener
el metabolismo energético y no incrementar la biomasa (Alexander, 1999).

ANÁLISIS RESPIROMÉTRICO

En términos generales las curvas de consumo O2 en el tiempo obtenidas para los con-
troles y tratamientos presentaron fases similares a las reportadas en la literatura (Fig.
2). Muchos de estos estudios han reportado una fase inicial (adaptación) donde se
observan consumos mínimos y constantes durante los primeros tres días en suelos
contaminados con aceites minerales sin adición de nutrientes (Uraizee et al., 1998) y
suelos contaminados con HCs policíclicos aromáticos (Reid et al., 2001). 
Por otro lado, el compuesto utilizado como sustrato de referencia (ACPM) permitió
determinar que las condiciones empleadas durante el estudio, así como, el montaje res-
pirométrico fueron adecuados para evaluar el consumo de oxigeno de los tratamientos
en el tiempo (Tabla 6). El consumo de O2 de CSN mostró una tasa de respiración en
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HACH y OXITOP (850,72 y 502,1 mgO2kgps
-1d-1, respectivamente), indicando la exis-

tencia de una población microbiana nativa degradadora. Este consumo puede deberse
a un proceso de biodegradación intrínseca como parte de la atenuación natural
(Roldan et al., 2010) y que probablemente otros factores como humedad pueden llegar
a ser limitantes durante el proceso de biorremediación. 
El consumo de O2 en FIC fue significativamente menor (188,18 y 139,87 mgO2kgps

-1d-1

para HACH y OXITOP, respectivamente) en comparación a los tratamientos, este com-
portamiento estuvo acompañado de recuentos bajos de microorganismos (degrada-
dores y heterótrofos) y consumo de los nutrientes bajo. De otra manera, SIS presentó
tasas de respiración significativamente mayores (802,28 y 936,65 mgO2kgps

-1d-1, para
HACH y OXITOP, respectivamente) que FIC, indicando mayor biodisponibilidad de
nutrientes para estimular la degradación de la población degradadora. Las tasas de
respiración bajas observadas en FIC confirman el efecto inhibitorio del fertilizante
utilizado en el estudio posiblemente causado por la presencia de amoniaco en los mi-
crocosmos cerrados. 
Estudios realizados por Hollender et al., 2003, en suelos contaminados con BTEX y
PHA’s en el que se evaluaba la adición de nutrientes en forma de SIS (NH4Cl y K2HPO4)
y glucosa como sustrato inductor para estimular el proceso de biodegradación durante
10 d, reportaron tasas de respiración (1,6 µmolO2/g/h) similares a las tasas de con-
sumo de O2 obtenidas durante el presente estudio para SIS (1,04 µmolO2g-1h-1 y 1,22
µmolO2g-1h-1 para HACH y OXITOP, respectivamente), indicando que el uso de este
tipo de compuestos puede estimular el metabolismo, ya que son sustratos fácilmente
asimilables por la población degradadora. 

CONCLUSIONES

La respirometría permitió evaluar la efectividad de un tratamiento de biorremediación,
como la bioestimulación, en periodos de tiempo cortos. La adición de nutrientes en
forma de sales (SIS) estimuló la población degradadora lo cual se reflejó en tasas de
respiración altas obtenidas en OXITOP. Por otro lado, factores como tiempo y presencia
de HCs de alto peso molecular fueron limitantes durante el estudio.
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