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Biorremediacion de un suelo contaminado
con petroleo mediante el empleo de bagazo de cana
con diferentes tamaios de particula
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Resumen

Se realizaron pruebas de biorremediacion a nivel microcosmos a un suelo arcilloso, con-
taminado con petrdleo crudo, del sureste de México con una concentracion inicial de hidrocar-
buros totales del petréleo (HTP) de 16000 ppm. Se utilizé como texturizante y enmienda al ba-
gazo de cafa. Se utiliz6 suelo con 2% de bagazo (98/2, %/%), con un ajuste de nutrientes (car-
bono, nitrégenoy fosforo) a una relacion de 100/10/1. Se empled un disefio experimental facto-
rial fraccionado (por triplicado) en cultivo solido, los factores fueron (a dos niveles, + y—): ba-
gazo (tamafio de particula de 0,84 mmy 4,76 mm), el contenido de humedad (60%y 90%) y la
temperatura de incubacion (28°Cy 33°C). La maxima remocion de HTP (30%), después de 20
dias, se logré con un tamafio de particula de 4,76 mm, con una humedad de 60% y 28°C. Con
esas condiciones se realizo una cinética de remocion de HTP en cultivo sélido durante 20 dias,
la toma de muestras se realiz6 cada cinco dias, finalmente la maxima remocién de HTP (28%)
se obtuvo al dia 20. En este estudio se observd que a mayor tamano de particula se mejora la re-
mocién de HTP del suelo.

Palabras clave: disefio factorial fraccionado, cinética, hidrocarburos totales del petrdleo
(HTP), residuos agroindustriales.
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Bioremediation of Oil-Contaminated Soil Using Sugarcane
Bagasse Pith in Different Particulate Sizes

Abstract

Bioremediation tests were performed on the microcosmic level on clay soil from south-
east Mexico contaminated with crude oil, with an initial concentration of total petroleum hy-
drocarbons (TPH) of 16000 ppm. Sugarcane bagasse pith was used as a texturizing and correc-
tion agent. Soil had a 2% (98/2, %/%) sugarcane bagasse pith ratio; nutrients (carbon, nitrogen
and phosphorous) were adjusted to a 100/10/1 ratio. The fractional factorial experimental de-
sign was employed (in triplicate) in a solid state culture. Independent variables (at two levels +,
—) were; sugarcane bagasse pith (particulate sizes 0.84 mm and 4.76 mm), moisture content
(60% and 90%), and incubation temperature (28°C and 33°C). The best TPH removal (30%)
after 20 days, was obtained with a particulate size of 4.76 mm with 60% moisture content at
28°C. Under these conditions, a kinetic removal was performed for 20 days. Samples were
taken every 5 days; the best TPH removal (28%) was attained on the 20th day. It was observed
that the higher particulate size increased TPH removal from the soil.

Key words: fractional factorial design, kinetics, total petroleum hydrocarbons (TPH), agroin-

dustrial waste.

Introduccion

En México, para el 2008, se tenian identificados 333 si-
tios contaminados registrados con materiales o residuos
peligrosos. De éstos, 119 se encontraban caracterizados,
es decir, clasificados y priorizados de acuerdo al grado de
riesgo que representaban para la salud y el ambiente, s6lo
12 sitios se consideraban rehabilitados o en proceso de
rehabilitacion.

Dentro de la amplitud de contaminantes encontrados
predominan los hidrocarburos del petréleo, escorias, acei-
tes gastados, disolventes, metales pesados y residuos bio-
l6gico-infecciosos [32]. Los hidrocarburos del petrdleo
crudo se clasifican como alcanos (lineales y ramificados),
cicloalcanos, aromaticos, policiclicos aromaticos, asfalte-
nos y resinas. Estos compuestos presentan variaciones en
lalongitud de la cadena, en las ramificaciones, en conden-
saciones del anillo aromatico, en combinacién entre molé-
culasy en la presencia de moléculas de oxigeno, nitrégeno
y azufre [4]. Su biodegradabilidad varia en amplia medida
por su coeficiente de particiéon octanol/agua (solubilidad
en agua), por su estructura molecular, la cual esta relacio-
nada con su nivel de toxicidad, y por la matriz en la que se

encuentre, junto con una gran variedad de condiciones
ambientales (temperatura, humedad, pH, etc.).

Puesto que el petrdleo es una mezcla compleja, su de-
gradacion en suelo, a través de tecnologias de biorreme-
diacion, se favorece por la accion metabdlica de una po-
blacién variada de microorganismos con distintas capaci-
dades enzimdticas. Con frecuencia la degradacion inicial
de los hidrocarburos del petréleo requiere de la accion de
enzimas oxigenasas que provienen de los microorganis-
mos (de bacterias principalmente) y que al mismo tiempo,
la actividad de esta enzima depende de la presencia de oxi-
geno molecular. Por consiguiente, las condiciones aero-
bias son necesarias al inicio de su transformacion para
romper los enlaces de las moléculas de los hidrocarburos
[4, 5]

En la presente investigacion se utilizd bagazo de cafia
(residuo que queda después de la extrusiony extraccion de
jugo de los tallos fibrosos de la cafia de azicar) como tex-
turizante y enmienda a emplear en el proceso de biorre-
mediacion, por la disponibilidad del mismo, considerando
que en el estado de Veracruz (mayor productor a nivel na-
cional) anualmente se produce el 35,5% de cafa de azticar
de todo el pais. En México se reporta que de cada tonelada
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de cafia de aztcar cosechada, el 34% corresponde a baga-
Zoy se estima que con esquemas térmicos eficientes un in-
genio puede autoabastecerse energéticamente, y utilizar-
se hasta el 50% de este residuo [16].

Investigaciones recientes sobre restauracion de sitios
contaminados con hidrocarburos del petréleo, reportan
resultados satisfactorios al aplicar tecnologias de biorre-
mediacion. En especifico el cultivo sélido, que emplea la
estrategia del composteo, en el cual se han empleado re-
siduos agroindustriales, tales como bagazo de cana, ras-
trojo de maiz, paja de avena, cascara de naranja, aserrin
de madera, etc., como enmiendasy texturizantes, debido
a que incrementan la porosidad del medio y por lo tanto
la aerobiosis del sistema que funcionan como una buena
fuente de carbono y como aporte de microorganismos
ligninoliticos [11, 14, 23]. Sin embargo, no existen repor-
tes que indiquen el efecto del tamano de particula del re-
siduo sobre la remocion de hidrocarburos totales del pe-
tréleo (HTP) de suelo. Por lo que, el objetivo del presen-
te trabajo fue determinar el efecto del tamafio de particu-
la del bagazo de cana sobre la remocion de HTP durante
el cultivo s6lido de un suelo contaminado por un derrame
de petréleo crudo.

Materiales y métodos

El suelo de estudio proviene de la comunidad Congre-
gacion de Juan Diaz Covarrubias, municipio de Hueyapan
de Ocampo, en el estado de Veracruz. Se ubica en la zona
sur del estado, a una altitud de 20 m sobre el nivel del mar.
El clima es calido-humedo con una temperatura prome-
dio de 25°C'y la precipitacion pluvial media anual es de
1500 mm. El suelo es de tipo cambisol, luvisol, y vertisol
que se caracteriza por tener cualquier tipo de vegetacion
condicionado por el clima, ademas de mostrar acumula-
cién de arcilla en el subsuelo, susceptible a la erosion [17].

El muestreo fue aleatorio por las condiciones topogra-
ficas del sitio, se obtuvieron muestras de cuatro puntos a
una profundidad de 30 cm y se homogenizaron para obte-
ner una mezcla representativa del suelo contaminado tal
como lo sugiere Cline [7]. Se secd a temperatura ambiente
(22°C * 2°C), se triturd en mortero y se tamizo a través de
una malla de 22 mmy almacend en frascos de vidrio &mbar
con tapas de neopreno y sellos de teflon a 4°C, hasta su
analisis.

Elbagazo de cafa fue donado por el Ingenio Azucarero
Cuatotolapan, del Estado de Veracruz, México. Residuo
que se seco a temperatura ambiente (22°C % 2°C), se mo-
li6 en licuadora y posteriormente se tamizé usando una
malla de 46,2% de area abierta (no. de registro 20, marca

Monti-Lat.) yuna malla de 65,2% (no. de registro 4, marca
Monti-Lat.). Cada uno de los tamices por separado se ho-
mogenizarony de una muestra representativa de cada uno
se verifico el tamafio de particula (TP) mediante una regla
milimétrica, auxilidndose de una lupa. Con la primera ma-
lla se obtuvo un TP de 0,84 mm, y con la segunda de 4,76
mm.

La humedad del suelo y la capacidad de campo se de-
terminaron con el método gravimétrico desarrollado por
la NOM-138-SEMARNAT/SS-2003 [13]. El método mi-
cro - Kjeldahl [22] se empled para las determinaciones de
nitrégeno (N) total, y para fésforo (P) asimilable se utilizé
el método reportado por Bray y Kurtz en 1945, con modifi-
caciones [29]. La materia organica (MO) se determiné por
oxidacion con K,Cr,0,y H,SO, desarrollado por Walkley
y Black [22].

Para determinar el pH se utiliz6 un potenciémetro
marca OAKTON PC510 pesaron 5 g de suelo y se adicio-
naron 12,5 mL de agua destilada desionizada, se mezcla-
ron en un Vortex y al decantado se le tom¢ la lectura con
un potenciometro OAKTON PC510. La textura se deter-
min6 como lo indica Bouyoucos [22] y la densidad por el
método de Beaver [12].

La técnica para la extraccion de los hidrocarburos del
petrdleo del suelo se bas6 en el método reportado por
Schwab et al. [31], y modificado por Arce-Ortega et al. [2]
de acuerdo alo siguiente: en un tubo para centrifuga de te-
flén de 10 mL se coloco 1 g de suelo (seco y tamizado por
malla no. 60) con 2 g de Na,SO, anhidro, ademads se agre-
garon 5 mL de CH,Cl, y se agitaron durante 60 s en Vortex
a alta velocidad. Posteriormente se centrifugd a 6000 rpm
durante 20 min a 4°C. Seguidamente se decanto el sobre-
nadante en un frasco de vidrio &mbar de 20 mLy se repitie-
ron los pasos desde la adicion de 5 mL de CH,CL,.

Para la cuantificacion de los HTP se empled el método
EPA-1664 [33], con algunas modificaciones. Brevemente,
se evapor el disolvente a los extractos organicos del suelo,
mediante el uso de un rotavapor a 60°C con 740 *+ 50 bars
de presion. El extracto se re-suspendi6 en 2mL de CH,CN
los cuales se vertieron en frascos de vidrio color &mbar con
tapas con cubiertas de teflon (material a peso constante).
Para desecar las muestras el disolvente se evaporo de los
frascos utilizando una corriente de gas nitrégeno. La con-
centracion de los HTP se determin por diferencia entre
el inicial y final de los frascos. Este valor se afecto por el
factor de correccion que involucr6 el peso del suelo y su
humedad.

Se monitoreo la actividad heterotrdfica (hongos y bac-
terias) de las unidades experimentales mediante el méto-
do de cuenta en placa desarrollado por Clark [6], 1 g de
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suelo, se diluyé en 9 mL de solucién de NaCl al 0,09% y se
agito vigorosamente por 10 min, y se realizaron diluciones
decimales hasta 10-°.

Para el crecimiento bacteriano se utilizé agar nutritivoy
para hongos agar dextrosa papa. El crecimiento de hongos
fue cuantificado a partir de una muestra de 0,ImL de las
diluciones 10-2, 10— y 10#; en tanto que para bacterias se
tomaron de las diluciones: 10, 105y 10-°y la inoculacién
se realizo por triplicado empleando cajas de Petri estériles.
La temperatura empleada para la incubacion de los hon-
gos fue de 28°Cy para las bacterias de 37°C. La cuantifica-
cién de las unidades formadoras de colonias (UFC) para
las bacterias se realiz6 a las 24 horas después de la siembra
y de 72 horas para los hongos.

Se empled un diseno factorial 23 que indicé ocho trata-
mientos y se utilizé un control (todo por triplicado). Los
viales (microcosmos) previamente se lavaron con 4cido ni-
trico al 5 %Yy se esterilizaron en autoclave durante 15 mina
121°Cy 15 psi, en todas las unidades experimentales se uti-
lizaron 20 g de la mezcla de suelo con 2% de bagazoy los
nutrimentos carbono (C), nitrégeno (N) y fésforo (P) se
ajustaron a la relacion C/N/P de 100/10/1. Como fuente de
N se empled NH,NO, y para el P se utiliz6 K,HPO,. Los
tratamientos se establecieron con base al disefio factorial
23 el cual se presenta en la Tabla 1.

Las unidades experimentales se incubaron durante 20
dias, se les proporciond aireacion (en condiciones asépti-
cas) por 30 min en flujo de aire continuo cada tercer dia,
para evitar las condiciones de anaerobiosis. Después de la
aireacion se sellaron en condiciones asépticas y se homo-
genizaron mediante agitacion en Vortex por 3 min.

Los controles abidticos (grupos control) fueron: suelo
estéril, y combinaciones de suelo estéril con residuo estéril
y no estéril. Para lograr la esterilidad del suelo y del resi-
duo se utiliz6 el método reportado por Molina-Barohona
et al. [20] el cudl consistié en someterlos al autoclave a 15
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psiy 121°C por 15 min (tres veces) cada tercer dia. Los pa-
rametros monitoreados fueron concentraciéon de HTP y
de N.

Para realizar la cinética de remocion se utilizaron las
condiciones del disefio experimental que aportaron la ma-
yor remocién de HTP, la cual consisti6 en colocar micro-
cosmos con 20 g de la misma relacion suelo y bagazo de
cafa (2% de bagazo), con un TP de 4,76 mm, con la hume-
dad al 60% de la capacidad de campo y una temperatura
de 28°C. El control abiético consistio en 20 g de suelo con-
taminado el cual previamente fue esterilizado con una so-
lucién de NaN; al 5% con el objetivo de inactivar la activi-
dad microbiana.

La cinética se condujo por 20 dias, se retiraron micro-
cosmos (por triplicado) cada 5 dias utilizando para la toma
de muestras la técnica de sacrificio de viales. La aireacion
de los microcosmos (durante el tiempo experimental) se
realizé cada tercer dia (en condiciones asépticas), durante
30 min. Posteriormente, ya sellados, se agitaron vigorosa-
mente en Vortex. Los pardmetros medidos fueron: con-
centracion de HTP, de N, de P y de MO, ademas de la
cuenta de microorganismos, la humedady el pH. El grupo
control recibi6 el mismo tratamiento que las unidades ex-
perimentales. Es importante indicar que después de hacer
la mezcla de suelo con bagazo de cafa, el ajuste de nu-
trientes y de humedad, se determinaron los valores inicia-
les de los pardmetros analizados, tanto para el disefo ex-
perimental como para la cinética.

El andlisis estadistico se realizé utilizando modelos li-
neales generalizados (GLM) con un disefio de un factor
con nueve niveles y con ajustes de la variables de respuesta
para distribucion gama [21], debido a que no cumplian con
los supuestos de normalidad y homogeneidad de varian-
zas. Se realizaron los contrastes ortogonales para compa-
racion de promedios con un ¢ de 0,05. Ademas se realizd
un andlisis en donde se conjuntaron los tratamientos en

Tabla 1. Formulacion de las unidades experimentales de acuerdo al disefio factorial 2°.

Tratamiento Suelo Bagazo Tamafo de K,HPO, NH,NO; Humedad Agua T
(2) (2) particula (mm) (2) (%) (mL) O
1 19,6 0,4 0,84 0,0428 0,02033 60 42 28
2 19,6 0,4 4,76 0,0428 0,02033 60 42 28
3 19,6 0,4 0,84 0,0428 0,02033 60 42 33
4 19,6 0,4 4,76 0,0428 0,02033 60 42 33
5 19,6 0,4 0,84 0,0428 0,02033 90 6,3 28
6 19,6 0,4 4,76 0,0428 0,02033 90 6,3 28
7 19,6 0,4 0,84 0,0428 0,02033 90 6,3 33
8 19,6 0,4 4,76 0,0428 0,02033 90 6,3 33
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dos grupos en relacion al TP de 0,84 mm y 4,76 mm, para
probar el efecto de tamano sobre la remocién de HTP
aplicando un ajuste de error tipo Poisson a la variable de
respuesta. El software utilizado para las pruebas estadisti-
cas fue el Statistica 7 Stat Sof, Inc. 2004.

Resultados y discusion

EnlaTabla 2 se presentan los resultados de la caracteri-
zacion fisicoquimica realizada al suelo contaminado y al
bagazo de cafna. En donde se observa que el suelo tiene un
valor de pH, contenido de MO, N'y P, que lo ubican dentro
del intervalo de los suelos medianamente pobres; condi-
cién factible para aplicar la técnica de biorremediacion [8,
12]. El bagazo de cafa es un residuo con concentraciones
de Ny de P que lo hacen un sutrato accesible para la flora
microbiana. Los cambios de pH durante el proceso experi-
mental se podrian atribuir al crecimiento de hongos, tal
como se registrd en una investigacion similar [9], ya que es-
tos cambios estan fuertemente ligados a efecto microbia-
no aerdbico y Vallejo et al. [34] acredito este tipo de res-
puesta solo cuando hay combinacion de HTPy nutrientes.

El contenido de N en las ocho pruebas y el grupo con-
trol con respecto a la remocion de HTP en el disefio expe-
rimental indicé diferencias significativas (y2 = 119;
p<0.001, Figura 1A). Puesto que se observé que el mayor
consumo de N (0,04%) se registrd en el tratamiento 2, el
cual tuvo la mejor eficiencia de remocién de HTP (30%).
Un resultado similar fue reportado por Xuay Lu [37], quie-
nes utilizaron la cascarilla de cacahuate en polvo como en-
mienda en un suelo contaminado con petréleoy se lograron
remover 30% de HTP de un suelo en doce semanas de una
concentracion inicial de 18300 mg/kg de HTP.

Gandolfi et al. [15] elaboraron una composta a base de
residuos orgénicos y la utilizaron como enmienda de un
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Figura 1. Valores promedios (+ I.C*. al 95%; n = 3) del consu-
mo de N (A)yremocién de HTP (B) enlos tratamien-
tos experimentales y el grupo control. Letras distintas
indican diferencias significativas.* I.C = Intervalo de
confianza.

suelo contaminado con 37681 mg/kg de diesel y lograron
reducir la concentracion a 3108 mg/kg después de 185 dias.
Saraya et al. [26] también, elaboraron diferentes compos-
tas a partir de residuos organicos y lograron remover hi-
drocarburos policiclicos aromaticos (HAPs) de un suelo,

Tabla 2. Caracterizacion fisicoquimica del suelo contaminado y del bagazo de cafna de azucar empleado.

Parametro Suelo Bagazo de caia Método
pH 7,88 5,8 Potenciométrico
Humedad (%) 0,96 Gravimétrico
Capacidad de retencion de agua (%) 35 Gravimétrico
Materia orgéanica (%) 6,5 89,49 Walkley-Black
Nitrégeno (%) 0,09 0,26 Kjeldahl
Fosforo asimilable (mg/kg) 2,8 1,6 Bray - Kurtz
Composicion textural Arcilloso Bouyoucos

Densidad (g/cm?) 1,17
HTP (mg/kg) 29828
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pero solo lograron obtener buenos resultados con algunas
de las compostas, atribuyendo esto a su estabilidad la cual
relacionan con su concentracion de 4dcidos hiumicos y ma-
teria organica, ya que estas caracteristicas aumenta la bio-
disponibilidad de los HAPs hacia los microorganismos
mejorando el proceso de degradacion. Por lo que las ca-
racteristicas de las compostas pueden ser similares a las
delbagazo de cafia, en cuanto a su pHy contenido de MO.

En el tratamiento 2 se observd que la relacion final de
C/N se modificé a 100/0,53 con respecto a la relacion ini-
cial (100/10). Por otro lado, se present6 una correlacién
negativa entre el contenido de N y el TP (r = -0,49,
p<0,01) y con la remocién de HTP (r = -0,94, p<0,001).
En los tratamientos 2y 4, se registraron los mejores resul-
tados en remocion de HTP (30%y 15%, respectivamente)
ylacomparacion entre tratamientos indic6 diferencias sig-
nificativas en la remocién de HTP (y? =119, p<0.001).
Ademas el contraste en la efectividad de remocion fue en
todos los tratamientos mas alto que en el grupo control
(Figura 1B).

EITP del bagazo de cafia tuvo un efecto significativo en
la remocion de HTP (y?=13, p<0,0001, Figura 2). En este
sentido Waskman [35], report6 que al disminuir el TP se
aumenta su area superficial, por lo tanto hay mayor 4rea
de contacto entre la particula y los microorganismos, lo
que acelera la velocidad de descomposicion del material
aunque particulas de tamafio pequefo no permiten buena
oxigenacion del suelo.

En general, cuando se tiene un menor TP del bagazo de
cana la eficiencia de remocion es inferior al 13%. Lo ante-
rior es consistente de forma sustancial con otra investiga-
cién [25] en donde se reportd que a tamanos mas grandes
de particula se logran altos niveles de oxigenacion de las
unidades experimentales necesarion para los procesos de
remocion de HTP. Es asi que en los procesos de biorreme-
diacion la porosidad en un factor de sustancial importan-
cia, debido a que los contaminantes reducen la porosidad
del suelo evitando la oxigenacion y la biodisponibilidad de
los contaminantes para el microorganismo. En este estu-
dio el uso de TP de bagazo de cafia mas grande, promueve
un consumo de N menor en el suelo, en consecuencia se
puede inferir que los microorganismos utilizan primera-
mente el N del residuo por ser mas accesible y posterior-
mente el N del suelo. Como se observa en la comparacion
entre tratamientos, el contenido de N fue una variable que
tuvo un efecto sobre la remocién de HTP, puesto que al re-
ducir la concentracion de N, la remocion de HTP se incre-
mento.

Elbagazo de cafa sirvié como un soporte y sustrato ini-
cial para reactivar a los microorganismos que posterior-
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Figura 2. Valores promedio (+ I.C.* al 95%;n = 3) del porcen-
taje de remocion de HTPy surelacion conel TP a 0,84
mmy 4,76 mm del bagazo de cafia. * I.C = Intervalo
de confianza.

mente utilizaron los hidrocarburos de petréleo como
fuente de carbono. Ademds, se ha reportado que el N fa-
vorece el crecimiento de bacterias con la capacidad para
transformar los hidrocarburos [3]. Aunado a ésto, el P se
consumio6 en bajas concentraciones, este efecto se puede
atribuir a que el bagazo de cafia tenia un contenido inicial
del P (1,6 mg/kg) y que los microorganismos utilizaron ini-
cialmente este compuesto y depués el que estaba presente
en el suelo (2,8 mg/kg).

Por lo tanto, es posible que el TP de 0,84 mm usado en
este estudio, no haya permitido una buena aereacion y
que los nutrientes presentes en dicha particula se hayan
agotado rapidamente sin permitir la reactivacion de los
microorganismos autdctonos del suelo. Ademds de que
los microorganismos del bagazo de cana no tuvieron su-
fiente sustrato para lograr una aclimatacion al suelo con-
taminado. Es asi que los residuos agroindustriales utiliza-
dos como enmiendas no sélo incrementan en un inicio, la
porosidad de suelo, al mismo tiempo que permiten un au-
mento en la difusion del oxigeno molecular en la matriz
del suelo, sino que también, contribuyen con nutrientesy
microorganismos al suelo para la reactivacion de flora
nativa con capacidad metabdlica de degradar toxicos. Por
ejemplo se ha reportado que TP del bagazo de cana de
0,84 mmy 0,6 mm tuvieron un efecto en la eliminacion de
un polimero sintético (70%y 74%, respectivamente) [ 10,
28].

La comparacion en los tratamientos con respecto al TP,
indic6 que la temperatura y la humedad tiene un efecto
significativo (p<0,0001) sobre el proceso de remocién de
HTP. Asimismo, el 60% de humedad del suelo permiti6 la
obtencién de mejores resultados en la remocion de HTP,
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lo cual fue similar con los reportados por Pérez-Armenda-
riz et al. [23] y Roldan-Martin et al. [29] quienes informa-
ron que su mejor resultado en remocion de HTP se logra-
ré con concentraciones similares de humedad. Ademas,
en este estudio apH 6,7y 28°C se favorecid la remocion de
29,4% de HTP después de 15 dias de tratmiento, lo cual se
puede acreditar a la capacidad metabolica de los microor-
ganismos del suelo, estimulados por dichas condiciones
ambientales. En comparacion Molina-Barohona et al.
[20], realizaron pruebas de biremediacion en un suelo
contaminado con diesel (40000 mg/kg) utilizando utilizan-
do bagazo de cafia a 20°Cy 25°C con 20% y 30% de hume-
dad del suelo, respectivamente. La mds alta remocion
(67%) se logro con las segundas condiciones.

En cuanto a los resultados de la cinética de remocion se
observé que los pardmetros que se seleccionados dieron
como resultado un porcentaje de remocién de 28% de
HTP (Co = 29828 mg/kg y Cy,. = 22858 mg/kg) en los 20
dias y el grupo control no presenté cambios importantes.
Ademés, la respuesta de la cinética de remocion que se
muestra en la Figura 3 indica que el @ (HTP residual /
HTP inicial) decrece con respecto al tiempo, sin que se ob-
serve una supresion de esta actividad. Por lo tanto, se re-
quiere de mas tiempo de prueba en la cinética para obser-
var con mayor claridad el momento en que la remocion de
HTP no presente cambios significativos. En este caso se
utiliz6 una ecuacién de primer orden [36]. Donde:

C=Coe*olnC =1nCo-kt (1)
Para este caso se representd como:
-In C/Co = kt 2)

donde Ces la concentracion del hidrocarburo (mg/kg), t es
el tiempo de remocién (dias), Co es la concentracion ini-
cial de los hidrocarburos (mg/kg), k es la constante de
cambio de los hidrocarburos del suelo (1/dia).

La ecuacion de la regresion lineal fue y = 0,0112x +
0,0078 con una r?> = 0,98 y un valor de k = 0,112 de veloci-
dad de degradacion. En otros estudios se ha demostrado
que la cinética de degradacion de hidrocarburos en suelo
puede representarse como de primer orden [1, 19, 30]. Re-
sultados similares a los obtenidos en la presente investiga-
cién se reportan por Maletize ez al. [19] el cual obtuvo una
correlacion de sus resultados de r = 0,86, por Roneeviz,
[30] quien reporté unar = 0,9146y por Admon, [1] que en-
contrdé unar? = 0,68 y una k = 0,214, este valor es mayor al
reportado en este trabajo. Aunque el resultado de k en el
presente estudio podria estar relacionado con la recalci-
trancia de los hidrocarburos presentes en el suelo intem-
perizado.

El contenido de P disminuy6 en forma gradual durante
la cinética (Tabla 3). Por lo que, al final de la cinética la
concentracion de P fue de 3,14 mg/kg la cual corresponde
a una relacion de C/P de 100/0,0042. También se presentd
una correlacion positiva de la concentracion de P con con-
tenido de N, y con la humedad (r = 0,94, p<0,0001;
r = 0,82, p<0,0001, respectivamente), asi como una corre-
lacion negativa con el crecimiento bacteriano, con la re-
mocién de HTP y el contenido de MO (r = -0,84,
p<0,001; r =-0,96,p<0,0001; r = -0,72, p<0,001, respec-
tivamente). Los resultados indicaron que la concentracion
de HTP disminuye en proporciones similares a la disminu-
cién de la concentracion de P en suelo y se puede inferir
que el P del suelo fue el nutriente que favorecid la activa-
cion de los microorganismos autdctonos y los del bagazo
de cafia con capacidad de remocion de los contaminantes.
Puesto que en la comparacion de los tratamientos estos
nutrientes favorecieron el crecimiento de las bacterias y
que este crecimiento permitié aumentar la remocién de
HTP del suelo.

En otras investigaciones que no utilizaron residuos
agroindustriales, observaron que la proporciéon de nu-
triente agregado a la matriz del suelo es adecuada para
reactivar a la poblacién microbiana [24]. Esta respuesta en
el consumo de nutrientes fue similar al observado en nues-
tro estudio, y en otro trabajo similar [18], en donde se re-
gistrd que el P fue el macronutriente con mayor efecto sus
sistemas de tratamiento, asi como lo observado en el pre-
sente estudio. Por otro lado, la fluctuacion del pH estuvo
en los niveles adecuados para promover el crecimiento mi-
crobianoy labiodegradabilidad en los sistemas de acuerdo
al reporte de Riser-Roberts [27].

La concentracion de N disminuyd rdpidamente en los
primeros dias de la cinética, en donde el maximo consumo
de N (93%) se presentd alos 15 dias, aunque a los diez dias
el N consumido fue de 84,5% y después se mantuvo sin
cambios relevantes hasta el final de la cinética (Tabla 3).

Ademds durante el proceso de remocion de HTP, el
crecimiento de las bacterias y de los hongos fue variable
durante la cinética (Tabla 4). Aunque en un inicio se hubo
un nulo crecimiento de hongos, y después de cierto tiempo
se fueron reactivando. Por lo que el crecimiento maximo
de bacterias y hongos se present6 a los 15 dias (200 x 10°
UFCJ/g de suelo secoy 6 x 10° UFC/g de suelo seco, res-
pectivamente) y al mismo tiempo que se presentd el maxi-
mo consumo de N. Finalmente la actividad bacteriana dis-
minuy6 hacia el final de la cinética.

El crecimiento de los hongos tuvo una correlacién posi-
tiva con el crecimiento de bacterias (r = 0,89; p<0,0001),
conlaremocién de HTP (r = 0,91; p<0,0001) y con el con-
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Tabla 3. Concentracion promedio (= DS*) de nutrientes observados durante la cinética.

Tiempo Fosforo asimilable Nitrégeno
(dias) (mg/kg) (%)
0 5,12 = 0,025 0,895 + 0,065
5 4,83 £ 0,056 0,699 = 0,012
10 4,07 = 0,040 0,142 = 0,02
15 3,53 £0,122 0,0620 = 0,00
20 3,16 * 0,027 0,0680 = 0,00

*DS = Desviacion estandar.

Tabla 4. Crecimiento promedio (= DS) de microorganismos y remocién de HTP durante la cinética.

Tiempo Bacterias Hongos Remocion de HTP*
(dias) CFU 10%/g de suelo seco CFU 10%/g de suelo seco (%)
0 63+1,5 0,000 = 0,0 4,02 = 1,02
5 64 52 0,016 = 0,005 11,83 = 1,81
10 95+53 1,0 = 0,1 16,97 = 0,07
15 200 = 0,5 6,3 =02 20,73 £ 1,8
20 169,3 = 14,2 6,0+02 27,94 + 2,47

*DS = Desviacion estandar. *Valor ajustado con grupo control.

tenido de MO (r = 0,64; p<0,0094), ademas se presentd
una correlacion negativa con el contenido de N (r = —0,92;
p<0;0001), con la concentracién de P (r = -0.91;
p<0,0001) y con el contenido de humedad (r= -0,73;
p<0,0021).

Estos resultados demuestran que los microorganismos
del suelo fueron fundamentales en el proceso de biorre-
mediacidn, y que de acuerdo al nimero de microorganis-
mos, las bacterias fueron la poblacién dominante, que
consumi6 mas nutrientes y que en sinergia con los hongos
usaron como sustrato a los hidrocarburos. El pH durante
la cinética se mantuvo en un rango de entre 6,4y 6,7, el va-
lor de pH en el momento de méximo crecimiento bacteria-
no fue de 6,7. A los 20 dias el pH descendio hasta 6,2. Al
inicio el contenido de MO fue de 3,47% y a los quince dias
de 6,03% finalmente disminuy6 a los 20 dias 5,08%. El
contenido de MO present6 correlacion con la humedad
(r=-0,95,p<0,0001) y con la remocién de HTP (r = 0,60,
p<0,02).

Consideraciones finales

En el diseno de experimentos el mayor porcentaje de
remocion de HTP fue de 30% y se obtuvo bajo las siguien-
tes condiciones: TP de 7,4 mm, 60% de humedad del suelo
y 28°C. En la cinética se logré una remocién de 28% de
HTP en 20 dias de tratamiento, al mismo tiempo que se

present6 el méximo crecimiento de bacterias y hongos, se
sugiri6 que los hongos y las bacterias trabajan en sinergia
para biodegradar los contaminantes del suelo. En este es-
tudio el P fue el nutriente con mayor efecto en la remocién
de HTP. Finalmente el TP més grande del bagazo de cana
no s6lo aumento la oxigenacion del suelo, sino también
bioestimul6 a los microorganismos autoctonos de los sue-
los con un aporte de nutrientes (especialmente con el N).
Para futuras investigaciones se sugiere incrementar el
tiempo experimental y optimizar el tamafio de particula
para lograr observar los cambios significativos en los por-
centajes de remocion de HTP.
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