Recibido el 14-10-2014 251
Aprobado el 16-10-2014

ESTUDIO COMPARATIVO DEL AGREGADO DE ENMIENDAS
ORGANICAS E INORGANICAS EN PROCESOS DE
BIORREMEDIACION DE SUELOS NORPATAGONICOS
CONTAMINADOS CON PETROLEO

Cecilia E. Silvana Alvaro*’, Miguel A. Martinez®, Lucas A. Arocena’

RESUMEN

Las tecnologias de remediacion de suelos contaminados con hidrocarburos se basan en
tratamientos fisicoquimicos, térmicos y bioldgicos. Dentro de estos Ultimos, la biorre-
mediacion demostrd ser una tecnologia eficiente y sustentable, cominmente realizada
mediante el aporte de fertilizantes sintéticos (F) y control de las condiciones ambientales del
proceso. El presente trabajo, realizado a escala de laboratorio, analiza la eficacia del agregado
de biosolidos (B) y compost de biosolidos (CB) en comparacién alos métodos convencionales
de biorremediacion en suelos norpatagénicos contaminados con petréleo. Estudiamos la
velocidad de degradacién de los hidrocarburos mediante la aplicacién de B y CB vs
tratamientos usuales de biorremediacion: aporte de F y laboreo, aireacién y humectacion
(LH). Los resultados obtenidos muestran diferencias estadisticamente significativas en las
velocidades de degradacion, siendo B>CB>F>LH. Los hidrocarburos de fraccién pesada
(HFP), considerados resistentes a la biodegradacién, mostraron las mayores reducciones
siendo el tratamiento con B el mas efectivo. Los hidrocarburos aromaticos de menor peso
molecular, usualmente llamados BTEX, fueron eliminados rapidamente debido a procesos de
volatilizacién y degradacién bioldgica. El agregado de enmiendas orgéanicas optimiza la
actividad microbiana produciendo mayor degradacion del petroleo respecto a los tratamientos
convencionales de biorremediacion en este tipo de suelos.

Palabras clave: biorremediacion, degradacion del petréleo, enmiendas orgénicas,
biosolidos.

COMPARATIVE STUDY OF ORGANIC AND INORGANIC
AMENDMENTS AGREGGATE ON BIOREMEDIATION
PROCESSES OF OIL CONTAMINATED NORTH
PATAGONIAN SOILS

ABSTRACT
Remediation technologies of oil contaminated soils are based on physicochemical, thermal
and biological treatments. Within the latter, bioremediation proved to be an efficient and
sustainable technology, commonly performed by adding synthetic fertilizers (F) and control
of the environmental conditions process. This work, carry out at laboratory-scale, study the
efficacy of adding biosolids (B) and composted biosolids (CB) compared to bioremediation
conventional methods in north Patagonian soils contaminated with oil. We study the
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petroleum hydrocarbons degradation rate by applying B and CB vs conventional treatments: F
addition and landfarming method, aeration, tillage and wetting (LH). The obtained results
shows a statistically significant difference in the degradation kinetics, where B> CB> F> LH.
The heavy hydrocarbon fraction (HFP), considered resistant to biodegradation showed
significant reductions, being B the most effective treatment. Volatile aromatic hydrocarbons,
usually named BTEX, were eliminated rapidly, due to processes of volatilization and
biodegradation. Organic amendments optimize microbial activity producing significant
improvement over conventional bioremediation treatments in this type of soils.

Key words: bioremediation, oil degradation, organic amendments, biosolids.

INTRODUCCION
En los tltimos afios la Republica Argentina ha incrementado su produccidn de petréleo, con lo
cual varias provincias dependen en gran medida de los ingresos percibidos por laactividad. La
provincia de Neuquén, con el descubrimiento y explotacién intensiva de los yacimientos
Puesto Hernandez, Loma de la Lata y del yacimiento de hidrocarburos y gas no
convencionales Vaca Muerta, se consolida como provincia energética, contribuyendo en la
actualidad con aproximadamente el 23,5 % de la produccién de petréleo y el 47,9 % del gas
natural producido en el pais".
La explotacién petrolera ocasiona cambios adversos en el ambiente produciendo riesgos
potenciales en la salud de la poblacion y las actividades agricolas de la regién. Los derrames
de petréleo en el suelo constituyen uno de los principales impactos ambientales causados por
la actividad, mas aln, si se tienen en cuenta antiguas practicas realizadas sin una adecuada
prevencion de la contaminacion del ambiente. Si bien el ambiente puede subsanar los dafios
ambientales debidos al derrame de hidrocarburos, se requiere mucho tiempo para conseguir el
Valor Guia de 10.000 ppm (1%) de hidrocarburos totales del petroleo™ (HTP) mediante
atenuacion natural.
La remediacion de suelos contaminados con petréleo crudo y lodos de perforacion derivados
de la explotacion, es un tema de intensa investigacion actualmente*®. La materia organica
(MO), y los minerales del suelo son adsorbentes efectivos de los compuestos organicos del
petroleo; la capacidad de adsorcién de los mismos depende de la naturalezay cantidad de MO,
de la composicién mineral y del contenido de humedad del suelo®. Los suelos patagonicos
poseen escasa cantidad de MO, muy baja humedad y contenido de arcilla variable. Debido a
estas caracteristicas, solo algunos de los procesos conocidos de transferencia entre suelo, aire
y agua ocurren; por lo tanto el modelo de adsorcion usual no se aplica’.
La biorremediacion es una tecnologia emergente que acelera la biodegradacion natural de los
contaminantes, bajo condiciones Optimas de parametros criticos. Es un proceso eficiente
debido a su relacion costo-beneficio que utiliza organismos vivos (algas, hongos y bacterias)
para absorber, degradar o transformar contaminantes organicos e inorganicos y retirarlos,
inactivarlos o atenuar su efecto en suelo, agua y aire. Puede realizarse por dos metodologias:
bioaumentacion y bioestimulacidn, siendo esta Gltima la mas utilizada. La bioestimulacion
con fertilizantes organicos e inorganicos aporta nutrientes adicionales aumentando la
poblacién microbiana indigena para acelerar el proceso degradativo de los contaminantes’.
Con el objetivo de proponer estrategias adecuadas para minimizar el impacto negativo
causado por la actividad hidrocarburifera, en el presente trabajo comparamos, a escala de
laboratorio, la eficacia de la incorporacién de biosolidos (B) y compost de biosélidos (CB)
frente a los métodos convencionales de biorremediacion: agregado de fertilizantes sintéticos
(F), aireacion, laboreo y humectacion a un suelo tipico de la regién norpatagénica
contaminado con 10% de petréleo.
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PARTE EXPERIMENTAL

Suelo y enmiendas utilizadas

Para la experiencia se selecciond un suelo del sector de bardas, ubicadas hacia el noroeste de la
Provincia de Neuquén de caracteristicas geomorfoldgicas tipicas de la meseta patagonica, con
vegetacion predominantemente arbustiva, rala y de poca altura. Predominan los suelos
moderadamente profundos a someros, de texturas franco-arenosas, arenosos y arcillosos,
comUnmente con carbonato de calcio, muy escasa MO, un fuerte déficit hidrico anual y pH
ligeramente alcalino’. El sitio fue escogido considerando que no se encuentran locaciones de
explotacion hidrocarburiferaen el area circundante.

Las muestras de suelo se tomaron entre los 0'y 30 centimetros de profundidad, despreciando la
cubierta vegetal. EI material se almacend temporariamente en bolsas de polietileno para su
traslado hasta el laboratorio y luego se secd a temperatura ambiente, sobre bandejas metélicas,
durante 48 horas. Se elimino elementos indeseables tales como piedras y restos vegetales, se
homogeneizé con ayuda de mortero y tamiz6 mediante malla metalicade 2 mm.

Los biosdlidos (B) utilizados se obtuvieron de las eras de secado de la planta de tratamiento de
efluentes cloacales de la ciudad de Neuqueén capital, a dosis de 40 g/kg suelo (base seca). El
compost de biosolidos (CB) se obtuvo de la planta de Compostaje de Biosolidos de la ciudad
de Bariloche y se utiliz6 a una dosis de 20 g/kg suelo (base seca). Los fertilizantes sintéticos
empleados fueron: Triple 15 (fertilizante quimico comercial), grado equivalente N:P:K =
15:15:15 (N: 15%, P,O,: 15 % y K,0: 15 %) y urea (N: 46%). La relacion utilizada para la
incorporacion fue C:N:P = 100:1:0.1. Considerando que el hidrocarburo aporta
aproximadamente un 78 % de carbono biodegradable, se incorpor6 0,6 g de Triple 15y 0,65 g
de urea por cada kg de suelo seco’.

Analisis fisico-quimicos y bacteriologicos

Se determind las propiedades quimicas y fisico-quimicas del suelo por triplicado utilizando
métodos estandar’. Los parametros fisicoquimicos determinados fueron: pH (método
potenciométrico de pasta saturada)’, conductuvidad eléctrica (CE), (puente de Whiston en
extracto saturado de suelo)’, carbono organico (CO) y materia organica (MO)’, nitrégeno
total, (Kjeldahl)’, capacidad de intercambio catiénico (CIC) y cationes totales (CT) (método
de saturacion en acetato de amonio)®, fosforo®, calcio + magnesio (complejometria)’,
retencion hidrica a capacidad de campo (RH) a 0,3 atm y15 atm (membrana de Richards)’. La
caracterizaciéon de los componentes aromaticos del petroleo se realiz6 mediante
cromatografia gaseosa y deteccion con masa, CG/MS, método ASTM D-5739/00*, los
hidrocarburos totales del petréleo (HTP) se cuantificaron por el método EPA 418.1" y las
fracciones de hidrocarburos mediante la Norma del Estado de Texas, método TNRCC (Texas
natural resource conservation commission) 1005, La tasa de degradacion del petrdleo se
evalud hasta los 180 dias mediante extracciones con n-hexano y posterior determinacion
gravimétrica, Norma NMX-AA-134-SCF1/06". Se determiné sustancias extraibles con
n-hexano (HEM) e hidrocarburos de fraccion pesada (HFP).

La cuantificacion del recuento de microorganismos heterétrofos aerobios totales (HAT) y
degradadores de hidrocarburos (DH) presentes en el suelo, se realizé mediante la técnica del
Nimero mas Probable (NMP)". Los medios de cultivo fueron caldo nutritivo para HAT y
solucién salina de micronutrientes inorganicos y queroseno como Unica fuente de carbono
para DH.
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Diseiio experimental

Los ensayos de laboratorio se realizaron en microcosmos que involucraron cuatro
tratamientos de remediacion por triplicado para cada muestra. Los microcosmos se armaron
en recipientes de vidrio con seis kilogramos de suelo cada uno. Una semana antes de dar inicio
a cada tratamiento, se contamino el suelo con petréleo crudo al 10 % (p/p) proveniente de una
linea de conduccién local. La homogenizacién del suelo con el hidrocarburo se realizé
mediante agitacion y mezcla lenta de todo el material a fin de minimizar la volatilizacion de
hidrocarburos. En el suelo contaminado se form6 agregados y se produjo una notable
variacion en el color. Para la obtencidn de muestras, se utilizé un muestreo tipo estrella, que
consiste en tomar una muestra de cada extremo y una del centro de cada recipiente,
descartando los primeros dos centimetros de suelo. Estas muestras se homogeneizaron y la
conservacion de las mismas se realizé segun lo indicado en la norma NMX-AA-134-SFCI-
2006. Durante los tratamientos de biorremediacion se estudié cuatro muestras de suelo
identificadas como: SLH (el suelo so6lo recibid aireacidn, laboreo y humectacion), SB (suelo +
B), SCB (suelo + CB), SF (suelo + fertilizantes sintéticos).

Condiciones de la experiencia

Durante el periodo en el que se desarroll6 el trabajo, se mantuvo las siguientes condiciones
ambientales paratodos los tratamientos:

Control de humedad: el aporte de agua se realizé dos veces por semana, incorporando el
volumen de agua necesario paraalcanzar el 80 % de la capacidad de campo del suelo.
Temperaturaambiente: 20 +4°C.

Aireacion y mezcla: con el uso de una pala de jardin, se realizo el volteo y mezcla del suelo
contenido en cada microcosmo, a fin de asegurar la incorporacion de oxigeno al proceso y una
completa homogeneizacion. El proceso se realizé dos veces por semanay el tiempo de mezcla
para cada recipiente se estandarizd a un minuto, intentando mantener constante la velocidad
de movimiento. Con la finalidad de evitar la contaminacion cruzada entre los tratamientos, los
microcosmos se separaron de los demas durante el proceso de mezcla.

RESULTADOS Y DISCUSION

Caracteristicas del suelo y las enmiendas utilizadas

Los resultados fisicoquimicos del suelo mostrados en la tabla 1 son promedio de tres
determinaciones obtenidas a tiempo cero. De acuerdo a los mismos, el suelo estudiado posee
muy bajo contenido de materia organica (MO <1%) y nitrégeno y altos porcentajes de arena,
lo que conduce a escasa cantidad de cationes totales (CT) y porcentaje de sodio intercambiable
(PSI), baja capacidad de intercambio de cationico (CIC) y de retencidn hidrica (RH); el pH es
moderadamente alcalino, lo cual se atribuye a la presencia de CaCQ,, caracteristico de las
zonas éridas’. Considerando su conductividad eléctrica (CE), PSI y porcentaje de sodio
intercambiable, el suelo se clasifica como normal y dentro de los rangos frecuentes para la
region’, no presentando problemas de sodificacion y dispersion de arcilla. Estos resultados
son de especial interés en nuestro estudio ya que permiten descartar la influencia del Na"y
otras sales en la estimacion de factores que alteran los procesos de descomposicion y
disponibilidad de nutrientes’, favoreciendo la actividad metabdlica de los microorganismos
indigenas presentes en el suelo.
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Tabla 1. Caracterizacion fisicoquimica del suelo.

Determinaciones Suelo

pH pasta 8,5+0,14
CE (mS/cm3) 0,5+0,02
M.O. (%) 0,18 + 0,05
C.0. (%) 0,11 +0,03
CIC (meg/100 g) 10,2 +0,5
CT (meq/100 g) 1,50+0,2
PSI (meg/100 g) 5,6

Na* (meq/100 g) 0,57 £0,06
K* (meg/100 g) 0,26 +£ 0,01
Ca™" (meg/l) 9,37 £ 0,4
Mg™* (meg/l) 9,37+04
Na* (meg/l) 0,57 £ 0,02
K* (meg/l) 0,26 £ 0,03
RH 0.3 atm (%) 33

RH 15 atm (%) 2,52

% Agua (til 0,78
Textura Af

% arcilla 9701
% limo 9,7+01
% arena 80,6 £ 0,3

Las propiedades de las enmiendas empleadas se presentan en la tabla 2 y fueron obtenidas por
promedio de tres determinaciones. Las principales diferencias entre By CB se observan en las
concentraciones totales de CO y N- NO, + NO,, las restantes caracteristicas son similares en
ambos productos. Por otra parte, las fracciones de carbono organico oxidable determinadas en
las enmiendas presentaron marcadas diferencias siendo la fraccion menos labil f3, muy altaen
B (31%) respecto a CB (12 %); las fracciones mas labiles f2 + f1 fueron 7,1 %y 6,3 % paraBy
2%y 15 % para CB, respectivamente®.

La determinacién de metales toxicos y bifenilos policlorados (PCB) indicé que ambas
enmiendas cumplen con las normas nacionales™ e internacionales™ para ser utilizados con la
finalidad propuesta.
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Tabla 2: Caracteristicas de las enmiendas orgéanicas empleadas.

Determinaciones Compost de Biosolidos (B)
biosdlidos (CB)

pH (1:10) 47+0.12 55+0.11

CE mS/cm® 1.3+0.1 1.8+0.1

CO (%) 24.3+0.4 36.3+0.4

N (%) 1.7+£0.2 46+0.2

N-NO; + NO3 (mg/kg) 214+ 4 723+ 4

N-NH4" (mg/kg) 178 2 180 + 2

Ca (%) 0.78 0.1 1.33+0.1

Mg (%) 0.37 +0.02 0.27+0.01

K (%) 0.13+0.01 0.11 £0.01

P (%) 0.57+0.1 0.60+0.1

P Olsen (mg/kg) 680 + 6 440+ 6

Arsénico (mg/kg) <10,0 <10,0

Zinc (mg/kg) 144 118

Cromo total (mg/kg) 10,2 6,3

Plomo (mg/kg) 27,7 24,2

Mercurio (mg/kg) <08 <08

Niquel (mg/kg) <50 <50

PCB (mg/kg) <05 <05

Caracterizacion del petroéleo

El petréleo utilizado para la contaminacion de los microcosmos, se obtuvo de una linea de
conduccion ubicada en el Area Centenario de la provincia de Neuguén.

La concentracion de HTP a tiempo cero expresada en mg HTP kg* de suelo seco
correspondiente a cada tratamiento de remediacion se indica a continuacion:

SLH=3288+34mgHTPkg™
SB=3424+46 mgHTPkg™
SCB=3430+46mgHTPkg™
SF=3200+46 mgHTPkg™

Lacomposicion de hidrocarburos contenidos en el petroleo se muestraen latabla 3.
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Tabla 3: Composicion de hidrocarburos del petroleo utilizado en la experiencia.

Composiciéon % Peso

Total parafinicos 32,0+0.4
Total nafténicos 28,7+0.2
Total aromaticos 5,40+ 0.3
Total isoparafinicos 339+0.2

La determinacién de los hidrocarburos monoaromaticos (BTEX) expresada % en peso de
suelo seco arrojo los siguientes resultados: Benceno = 0, 98; tolueno = 1,84; m-y p- xilenos =
1, 96; o-xileno=0,57.

El petréleo utilizado contenia 38 Grados APl y se clasifica como petréleo ligero. Se determind
unagran proporcion de hidrocarburos de bajo peso molecular, hasta C9 (dato no mostrado).

Evolucion del proceso de biorremediacion

El seguimiento del proceso de remediacion se realizé mediante la cuantificacion de BTEX,
material extraible en n-hexano (HEM), hidrocarburos de fraccion pesada (HFP) y del recuento
de microorganismos degradadores de hidrocarburo (DH) y de heterétrofos aerobios totales
(HAT).

La determinacién de BTEX se realizd solamente hasta los catorce dias de la experiencia
debido a su rdpida disminucion registrada durante ese periodo. Los valores obtenidos para
benceno y tolueno a los catorce dias fueron < 0,05 ng/g peso seco, limite de deteccion del

método y para xilenos 8,4 ng/g peso seco. Este resultado puede deberse a la volatilizacion
producida durante el proceso de homogeneizacién del suelo con el petréleo y a la rapida
accion del metabolismo microbiano sobre dichos componentes. Estos resultados estan en
concordancia con otros estudios informados™, que coinciden en que gran parte de los
hidrocarburos monoaromaticos se volatilizan durante los procesos de aireacion del suelo.

Los HEM y HFP se determinaron a los 0, 90 y 180 dias. Es importante recalcar que los HEM
estan constituidos por hidrocarburos no volatiles, aceites vegetales, grasas animales, ceras,
jabones, grasas y materia relacionada (norma NMX-AA-134-SCFI-2006), por lo que el
pardmetro apropiado para realizar el seguimiento del proceso degradativo de hidrocarburos
son los HFP. Los resultados de ambos ensayos se muestran en las figuras 1 y 2. Los mismos
son el promedio de los triplicados, para cada tratamiento, expresados en porcentaje.
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Figura 1. Evolucion de las sustancias extraibles con n-hexano (HEM) después de la
aplicacion de las enmiendas. Simbolos: S = suelo, LH = laboreo y humec-tacion,
B = biosolido, CB = compost de biosolido, F = fertilizantes sinté-ticos.

Figura 2. Evolucion de los hidrocarburos de fraccion pesada (HFP) después de la
aplicacion de las enmiendas organicas. Simbolos como en figura 1.
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Se puede observar en las figuras 1y 2, que la reduccion final de HEM, en comparacion con la
HFP, es menor. Ello puede deberse a la relacion entre la degradacion de hidrocarburos y el
consiguiente aumento de material soluble en n-hexano, generado principalmente por
productos del metabolismo microbiano y por biomasa microbiana muerta®’.

Al finalizar la experiencia los HEM mostraron una marcada reduccion con las enmiendas B y
CB, (63 y 49 %), respectivamente, siendo sustancialmente menor la reduccion de HEM en el
tratamiento con aporte de F (22 %) y en el cual solo se realiz6 aireacion, laboreo y
humectacion, LH, (15 %). El tratamiento con F muestra concentraciones de HEM levemente
inferiores al tratamiento LH, tendencia que se acentla hasta finalizar el proceso, superandolo
enapenas un 7% en el total del porcentaje de reduccion.

Lamisma tendencia se observaen la degradacion de los HFP al finalizar la experiencia 83y 65
% para los tratamientos con B y CB, respectivamente, 35 % para el tratamiento F y 25 % para
LH. En los tratamientos con aporte de materia organica, la degradacién de HEM y HFP se
produjo principalmente durante los primeros noventa dias de iniciada la biorremediacion.
Para evaluar cuél de los procesos de biorremediacion analizados produjo la mayor velocidad
de degradacion de HFP, se realiz6 un Test de Tukey HSD™ con un nivel de significacion del 5
%. Los resultados del andlisis estadistico indican que existen diferencias entre las velocidades
de degradacion de los tratamientos, siendo B>CB>F>LH y permiten concluir que el
tratamiento con aporte de B fue significativamente superior a los demas tratamientos. A su
vez, el tratamiento con incorporacion de F demostrd una mejora estadisticamente significativa
con respecto al tratamiento que sdlo recibid aireacién y humectacion.

Analisis microbiologico

Se realiz6 el recuento de microorganismos heter6trofos aerobios totales (HAT) vy
degradadores de hidrocarburos (DH) para el suelo sin contaminar (S) y las enmiendas By CB,
a tiempo cero y al finalizar los tratamientos mediante la técnica del nimero mas probable
(NMP).

Los resultados se presentan en las tablas 4 y 5.

Tabla 4: Recuento de microorganismos heter6trofos aerobios totales para los distintos
tratamientos de biorremediacion. Técnica del Nimero Més Probable.

Microorganismos HAT (NMP/g suel 0)

Dia S B CB S+B S+CB S+F  S+LH
0 1,2x10®> 55x10° 2,7x10*
10— 3x10" 2,1x10° 65x10° 1,0x10*

Tabla 5: Recuento de microorganismos degradadores de hidrocarburos para los distintos
tratamientos de biorremediacion. Técnica del NUmero Mas Probable.

Microorganismos DH (NMP/g suelo)

Dia S B CB S+B S+CB S+F S+LH
0 16 10  2,71x10?
0 J 12x10° 84x10" 26x10° 5.3 x 102
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Las enmiendas presentaron un mayor nimero de microorganismos/g que el suelo sin
contaminar; sin embargo, teniendo en cuenta que la dosis afiadida al suelo fue de sélo 20 g por
kg de suelo contaminado se deduce el aporte de microorganismos no es importante.

El recuento de microorganismos HAT y DH realizado durante el proceso de biorremediacion
indico diferencias significativas respecto al suelo sin contaminar (ver tablas 4 y 5). Al finalizar
los ensayos, los recuentos de microorganismos mostraron que el contenido natural de los
suelos se incremento con la contaminacion de hidrocarburos y fue marcadamente superior en
los casos del agregado de enmiendas, siendo el aporte de B > CB. Estos resultados pueden
deberse a que ambas enmiendas organicas tienen mayor concentracion de nutrientes que los
fertilizantes utilizados; poseen una liberacion rapida de nutrientes (N y P) y mayor
disponibilidad de carbono organico para los microorganismos, reduciendo el tiempo

517

requerido para labiorremediacion™".

CONCLUSIONES

El recuento de microorganismos degradadores de hidrocarburos a tiempo cero fue bajo, tanto
ensuelo como en las enmiendas organicas; sin embargo, laaplicacion de biosélidos y compost
de biosélidos al suelo contaminado produjo un rapido aumento de la poblacién microbiana
optimizando su actividad, lo que produjo una mejora estadisticamente significativa en la tasa
de degradacion de hidrocarburos respecto a los tratamientos convencionales de
biorremediacion (laboreo, humectacion y agregado de fertilizantes sintéticos).

Los hidrocarburos de fraccion pesada, considerados resistentes a la biodegradacion debido a
su complejidad estructural, baja volatilidad y escasa lixiviacion fuera del sistema mostraron
reducciones significativas, siendo el tratamiento con biosolidos el mas efectivo. Este
resultado indicaria que la madurez de las enmiendas organicas influyd en la tasa de remocién
de hidrocarburos, siendo la enmienda menos estabilizada la que produjo mayor tasa de
degradacidn. Se considera que el metabolismo microbiano se estimul6 debido a la adicion de
los nutrientes presentes en las enmiendas organicas, demostrandose el éxito del proceso de
remediacion.
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