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Resumen 

En el presente estudio se evaluó el efecto del nitrógeno (N2) como bioestimulante de un proceso 

de biorremediación a nivel de laboratorio. Para el efecto se preparó microcosmos de suelo 

contaminado con búnker proveniente de la Central Termoeléctrica “El Descanso”. Para la 

valoración se consideró las siguientes variables: capacidad de campo, pH, temperatura y relación 

C/N;  se evaluaron 6 tratamientos durante un período de 90 días, atenuación natural (T1), 

bioestimulación con materia orgánica vegetal (T2), materia orgánica vegetal y bioestimulación con 

urea relación C/N de 60:1 (T3), materia orgánica vegetal y bioestimulación con urea relación C/N 

de 100:10 (T4), bioestimulación con urea relación C/N de 60:1 (T5) y bioestimulación con urea 

relación C/N de 100:10 (T6).  

De acuerdo a los resultados el mayor porcentaje de degradación de HAPs con un 99,27% se dio 

con el T6 demostrando que la bioestimulación con urea beneficia el proceso de degradación de 

hidrocarburos aromáticos. 

Luego del proceso se valoró la toxicidad del suelo a través de bioensayos con semillas, para el 

caso con Lactuca sativa; los bioensayos se sometieron a un tiempo de exposición de 120 horas. 

Los resultados del protocolo evidencian que en todos los tratamientos no se presentó inhibición en 

la germinación de las semillas ni afectación en el desarrollo del hipocótilo, sin embargo, los 

tratamientos T3 y T4 evidenciaron inhibición en el desarrollo de la radícula.  

 

Palabras claves: Biorremediación, Hidrocarburos aromáticos policíclicos, Nitrógeno, 

Bioestimulación, Bioensayo. 

 

 

 



 
 

Abstract 

In the present study, the effect of nitrogen (N2) as a biostimulant in a laboratory bioremediation 

process was evaluated. For this purpose, microcosm of soil contaminated with bunker from the “El 

Descanso” Thermoelectric Power Plant was prepared. For the assessment, the following variables 

were considered: field capacity, pH, temperature and C/N ratio; 6 treatments were evaluated during 

a period of 90 days, natural attenuation (T1), biostimulation with plant organic matter (T2), plant 

organic matter and biostimulation with urea C / N ratio of 60: 1 (T3), plant organic matter and 

biostimulation with urea C / N ratio of 100: 10 (T4), biostimulation with urea C / N ratio of 60: 1 

(T5) and biostimulation with urea C / N ratio of 100: 10 (T6). 

According to the results, the highest percentage of degradation of PAHs with 99.27% occurred 

with T6, showing that biostimulation with urea benefits the degradation process of aromatic 

hydrocarbons. 

After the process, the toxicity of the soil was evaluated through bioassays with seeds, for the case 

with Lactuca sativa; the bioassays were subjected to an exposure time of 120 hours. The results of 

the protocol show that in all the treatments there was no inhibition in the germination of the seeds 

or affectation in the development of the hypocotyl, however, the treatments T3 and T4 showed 

inhibition in the development of the radicle. 

 

Keywords: Bioremediation, Polycyclic aromatic hydrocarbons, Nitrogen, Biostimulation, 

Bioassay. 
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CAPITULO 1.- 

1.1 Introducción 

La industria petrolera a nivel global se considera un componente significativo en la economía, 

sin embargo, el petróleo al ser una mezcla compleja de varios elementos principalmente 

hidrocarburos que conforman el 75% de su composición (Li et al., 2018; Varjani & Upasani, 2017), 

y un recurso natural no renovable provoca impactos en el ambiente y en la sociedad. En el Ecuador 

la explotación de petróleo tiene una extensa historia de conflictos sociales y ambientales debido a 

la inevitable liberación de sustancias peligrosas en los procesos de extracción, refinación y 

transporte de petróleo (Arellano, Tansey, Balzter, & Boyd, 2015; Correa, De Souza, & De Oliveira, 

2019).  

Por este motivo, la contaminación por hidrocarburos se ha convertido en un problema de gran 

preocupación a nivel mundial (Anejionu, Ahiarammunnah, & Nri-ezedi, 2015; Varjani & Upasani, 

2019); los hidrocarburos producen alteraciones en la estructura del suelo como la retención de 

agua en la capa superficial (hidrofobicidad), agotamiento de la vida silvestre y especies acuáticas 

(Anejionu, Ahiarammunnah, & Nri-ezedi, 2015; Ortínez, Lema, & Gavilán, 2003 ).   

Para el tratamiento de suelos contaminados con hidrocarburos se han desarrollado diversas 

técnicas de remediación, entre las cuales está la biorremediación (Bento, Camargo, Okeke, & 

Frabkenberger, 2005; Infante et al., 2010; Quintella, Mata, & Lima, 2019). Esta tecnología se ha 

venido desarrollando a lo largo de los años, por ser un método de bajo costo, sencillo y 

ambientalmente amigable con el entorno en comparación con los demás métodos fisicoquímicos 

(Pino, Carvajal, Gallo, & Peñuela, 2012). 

En este sentido, la bioestimulación es una de las estrategias de biorremediación utilizada en la 

remediación de sitios contaminados con hidrocarburos, estimulando a los microorganismos 



 
 

presentes en un ambiente natural a través del suministro de nutrientes que mejoran el proceso de 

mineralización del contaminante (García, Roldán, & Garzón, 2011).  

En el presente estudio, buscamos analizar la influencia del nitrógeno en la biorremediación de 

Hidrocarburos Aromáticos Policíclicos (HAPs) en microcosmos de suelo a nivel de laboratorio, 

optimizando el proceso a través del control de condiciones ambientales y una relación C/N óptima.  

1.2      Justificación  

Al ser nuestro país productor de petróleo (Buendía, 2012; Cando, 2011), es preciso prestar 

atención a los impactos ambientales que genera la contaminación por Hidrocarburos Aromáticos 

Policíclicos (HAPs). La contaminacion por hidrocarburos produce alteraciones en la capacidad 

natural para conservar una extensa variedad de organismos, reduce la fertilidad, limita las 

actividades productivas y genera efectos nocivos potenciales en los ecosistemas y en la salud 

humana (Buendía, 2012; Jiménez, Medina, & Gracida, 2010).  

Para depurar matrices con hidrocarburos se utilizan diferentes tecnologías, estas se basan en 

métodos físicos, químicos y biológicos. Es así, que se consideró como método biológico a la 

bioestimulación, técnica que se basa en mantener y estimular la carga micróbica nativa para 

acelerar el proceso de mineralización de los compuestos orgánicos.  

Debido a la elevada concentración de carbono en el búnker se produce  un desbalance en la 

relación carbono nitrógeno y como consecuencia la inhibición del crecimiento de ciertos 

microorganismos (Infante et al., 2010; Vallejo, Sandoval, Garagoa, & Bastos, 2016). De ahí, la 

importancia de mantener una adecuada relación C/N para que los microorganismos sean capaces 

de tolerar cierto tipo de hidrocarburos y puedan utilizar el carbono para su desarrollo (Wu, Wu, 

Zhang, & Ye, 2019).  



 
 

 En el presente estudio se utilizó nitrógeno (N2) como recurso para incrementar el metabolismo 

microbiano indispensable para la producción de aminoácidos, proteínas y ácidos nucleicos 

fundamentales para mantener una marcada actividad metabólica (Acuña, Pucci, & Pucci, 2008; 

Dias et al., 2012; Wu et al., 2019).  

1.3 Objetivos  

1.3.1 Objetivo General 

Analizar el efecto de la concentración de nitrógeno en un proceso de biorremediación de 

hidrocarburos aromáticos policíclicos (HAPs) a nivel de microcosmos de suelo.   

1.3.2 Objetivos Específicos 

 Diseñar y preparar microcosmos de suelo contaminado con el corte de petróleo conocido 

como “búnker oíl”. 

 Valorar el proceso de biorremediación de los HAPs en función del tiempo de tratamiento 

mediante análisis de suelo en los microcosmos. 

 Evaluar la toxicidad del suelo a través de ensayos con semillas de lechuga (Lactuca sativa) 

luego del proceso de biorremediación. 

1.4 Marco Teórico  

1.4.1 Petróleo  

La palabra petróleo proviene de dos voces latinas petra (roca) y óleum (aceite), es decir, aceite 

de roca (Walters, 2017). Se conoce al petróleo como una mezcla natural de compuestos 

hidrocarburíferos líquidos, sólidos y gaseosos que son producidos en depósitos de rocas 

sedimentarias y están formados por pequeñas cantidades de nitrógeno, oxígeno, azufre, y 

cantidades mínimas de constituyentes metálicos (Speight & Shafik, 2018). La composición del 



 
 

petróleo viene influenciada por: el tipo de organismos que aportaron con materia orgánica, el lugar 

de acumulación y la exposición térmica (Walters, 2017).  

1.4.2 Composición del petróleo 

El petróleo, es una mezcla de una gran variedad de sustancias orgánicas, principalmente de 

hidrocarburos, compuestos que están formados esencialmente por carbono (80-87%) e hidrógeno 

(10-15%) siendo los elementos más abundantes, de igual forma existe la presencia de oxígeno (0-

5%), azufre (0-10%) y nitrógeno (0-1%) en menores cantidades (Agraz, 2015). Los hidrocarburos 

de petróleo se clasifican en cuatro fracciones simples: saturados, aromáticos, resina y asfaltenos 

(Li et al., 2018; Varjani & Upasani, 2017).  

 Fracción de saturados: Corresponde a la suma de los hidrocarburos parafínicos (formados 

por cadenas abiertas de hidrocarburos) y cicloparafínicos (formados por cadenas cerradas 

de hidrocarburos).  

 Fracción de aromáticos: Está formada por compuestos que poseen uno o más anillos 

bencénicos en su estructura.  

 Fracción de resinas: son compuestos sólidos amorfos disueltos que contienen nitrógeno, 

azufre y oxígeno. 

 Fracción de asfaltenos: Son moléculas polares coloidales de gran tamaño, siendo más 

resistentes a la biodegradación (Ponce, 2014). 

De manera general, los hidrocarburos de petróleo poseen una fracción degradable entre el 70 y 

97%, que comprende a los hidrocarburos saturados y aromáticos, y el resto lo constituye los 

asfaltenos y las resinas siendo en su mayoría inertes (Prince, Varadara, Fiocco, & Lessard, 1999).  



 
 

Cada fracción, posee compuestos con sus propias características de solubilidad, volatilidad y 

toxicidad; cabe señalar que la clasificación de los hidrocarburos puede darse de acuerdo a su 

biodegradabilidad (Braibant, 2004). 

1.4.3 Derivados de petróleo  

 

Los derivados del petróleo potenciales son los combustibles los cuales están compuestos por 

cientos de hidrocarburos no polares que se diferencian según su masa molecular y su estructura 

química (Groysman, 2014).  

Algunos derivados de petróleo más representativos son: 

 La Gasolina  

Mezcla compleja de varios compuestos orgánicos de diversas estructuras, propiedades y pesos 

moleculares, el rango de números de carbonos varia de 4 a 12, el número de carbono más frecuente 

es el 8 (Yu et al., 2019). La gasolina está compuesta por parafinas (30%), aromáticos (35%), 

olefinas (18-25%) y naftenos (5%) (Groysman, 2014). 

 Gas Licuado de petróleo (GLP)  

Es obtenido en la etapa de extracción de petróleo y gas natural, este derivado es una mezcla de 

propano siendo un hidrocarburo saturado, butano es un gas altamente inflamable y otras sustancias 

en pequeñas cantidades. El GLP en su forma gaseosa es más pesado que el aire y en su forma 

líquida más liviano que el agua, este producto no es tóxico para la salud humana (Synák, Čulík, 

Rievaj, & Gaňa, 2019).  

 Diésel 



 
 

 Es una mezcla compleja de hidrocarburos con un índice de carbono que varía entre 8 a 26 

átomos. Sus componentes principales son los alcanos, tanto de cadena lineal como ramificados y 

aromáticos (Adam & Duncan, 2000). Además, está conformado por parafinas y cicloparafinas 

(Fauzul, Budi, & Slistiyaning, 2019).  

 Queroseno 

 La palabra queroseno deriva del término griego “keros” que significa cera. Este derivado es 

una mezcla líquida de sustancias químicas generadas en el proceso de destilación del petróleo 

crudo (Maheshwari & Gulati, 2018).  Su composición química depende del origen, generalmente 

consta de decenas de hidrocarburos diferentes, donde cada molécula contiene de 9 a 16 átomos de 

carbono. El queroseno está conformado por parafinas (45%), naftenos (35%) y aromáticos (20%), 

también puede contener olefinas, sustancias químicas que contienen azufre y oxígeno (Groysman, 

2014). 

 Nafta 

Es considerada como la fracción destilada más ligera y volátil de los hidrocarburos líquidos 

contenidos en el petróleo crudo. Este producto está compuesto por parafinas (65-85%), naftenos 

(30%) y aromáticos (5%) (Groysman, 2014). 

 Búnker o Fuel oíl 

Se conoce como búnker a diversos productos de petróleo líquido que se incineran en una caldera 

u horno para producir calor o son usados en un motor para producir energía eléctrica (Lee, Kim, 

& Kim, 2011). Se produce a partir de la destilación de petróleo luego de la eliminación de 

productos como queroseno, diésel y nafta (Alizadeh & Nomikos, 2009). Contiene largas cadenas 

de hidrocarburos principalmente alcanos, cicloalcanos y aromáticos (Groysman, 2014). 



 
 

El búnker se clasifica en 6 clases ordenadas del 1 al 6 de acuerdo a su punto de ebullición, 

composición y propósito; el punto de ebullición y la longitud del enlace de carbono del 

combustible se incrementa en función del número de grado (Lee et al., 2011). 

El fuel oil es poco soluble en agua por ello puede movilizarse por separado durante el flujo de 

agua por medio de la matriz del suelo o llegar a disolverse parcialmente en el agua subterránea. 

Además, presenta una elevada toxicidad amenazando el suelo, el agua subterránea y a los seres 

humanos (Miles, Maji, Sudicky, Teutsch, & Peter, 2008).  

1.4.4 Hidrocarburos aromáticos policíclicos 

Son compuestos orgánicos que están constituidos por anillos de benceno fundido conformados 

por carbono e hidrógeno formando ciclos aromáticos con 2 o más anillos condensados (Nzila, 

2018).  La velocidad de degradación y clasificación de los HAPs, viene dada por el número de 

anillos aromáticos de benceno, donde los HAPs de bajo peso molecular (LMW) están 

representados por dos o tres anillos de benceno, y los HAPs de alto peso molecular (HMW) están 

conformados por más de tres anillos de benceno, los últimos presentan una baja biodisponibilidad 

y son menos susceptibles a la degradación microbiana (Sakshi, Singh, & Haritash, 2019). 

El comportamiento ambiental de los HAPs viene determinado por su peso molecular, su 

configuración estructural y el número de anillos; los HAPs de bajo peso molecular son más 

fácilmente degradables debido a su naturaleza semivolátil y mayor solubilidad, por su parte los 

HAPs de alto peso molecular presentan una baja biodisponibilidad y son menos susceptibles a la 

degradación microbiana (Izquierdo, 2013). 



 
 

Los HAPs cuentan con propiedades tóxicas, en su mayoría son persistentes en el ambiente, 

debido a su estabilidad estructural, hidrofobicidad y baja solubilidad en agua (Torri, Cabrera, & 

Alberti, 2018).  

La Unión Internacional de Química Pura y Aplicada (IUPAC), reconoce la existencia de más 

de 100 HAPs debido a la fusión de un número variable de anillos y las diferentes ubicaciones en 

las que sus anillos pueden unirse (Seminoti, Menezes, Antoniolli, & De Oliveira, 2007), sin 

embargo, la Agencia de Protección Ambiental de los Estados Unidos (EPA) reconoce dieciséis 

HAPs básicos en la lista de contaminantes prioritarios, debido a su alta estabilidad, extensa 

distribución en el ambiente y a sus propiedades teratogénicas, mutagénicas y carcinogénicas 

(Qianjun Liu et al., 2019; Varjani & Upasani, 2017) (Tabla 1).  

Tabla 1. Nombre y estructura de los HAPs según la US-EPA. 
Nombre común Peso 

molecular 

Número de 

anillos 

Estructura molecular 

Naftaleno 128 2 

 
Acenaftileno 152 3 

 
Acenafteno 154 3 

 
Fluoreno 166 3 

 
Fenantreno 178 3 

 
Antraceno 178 3 

 



 
 

Fluoranteno 202 4 

 
Pireno 202 4 

 
Benzo(a)antraceno 228 4 

 
Criseno 228 4 

 
Benzo(k)fluoranteno 5 5 

 
Benzo(b)fluoranteno 252 5 

 
Benzo(a)pireno  252 5 

 
Indeno(1,2,3-
cd)pireno 

276 6 

 
Dibenzo(a,h)antraceno  278 6 

 
Benzo(g,h,i)perileno 276 6 

 
Fuente: (Kastner, 2008; Seminoti et al., 2007) 



 
 

1.4.4.1 Formación de los HAPs 

Los HAPs son compuestos que se generan por pirólisis o combustión incompleta de biomasa y 

combustibles fósiles, a una temperatura elevada la pirólisis de compuestos orgánicos genera 

fragmentos de moléculas y radicales que se mezclan para dar origen a los HAPs, esto puede ocurrir 

de forma natural o antrópica (H. Chen et al., 2019).   

Las fuentes naturales para la generación de HAPs son los incendios forestales y pastizales, 

yacimientos de petróleo o erupciones volcánicas. Sin embargo, las fuentes antrópicas son las que 

más contribuyen a su formación, como la quema de combustibles fósiles con fines energéticos, en 

el tratamiento de la madera con creosota, mediante el uso de lubricantes, en el refinamiento de 

petróleo y actividades de transporte  (Petruzzelli, Pedron, Rosellini, Grifoni, & Barbafieri, 2016). 

1.4.4.2 El riesgo de los HAPs en el medio ambiente 

Según la Agencia de Protección Ambiental de los Estados Unidos (USEPA) los HAPs son un 

grupo de hidrocarburos contaminantes de control prioritario, ya que son cancerígenos, 

teratogénicos, y por su capacidad de bioacumularse (Meng et al., 2019).  

Los HAPs pueden llegar a dispersarse en el aire, suelo y agua, siendo la fuente principal de 

HAPs en el aire la combustión incompleta de biomasa, combustibles fósiles y el tráfico vehicular. 

La fuente de contaminación del suelo más común es la deposición atmosférica, en donde se espera 

que gran parte de los HAPs derivados de la combustión se alojen en la capa superior del suelo (Yu 

et al., 2013), la contaminación del agua con HAPs se produce por descargas de combustibles y 

derrames de petróleo (Meng et al., 2019). Siendo la contaminación del suelo la que genera mayor 

afectación al ser humano en comparación con la contaminación del aire y agua (Yu et al., 2013). 



 
 

Por todo lo mencionado, la contaminación por hidrocarburos se ha convertido en una de las 

preocupaciones mundiales más graves debido al efecto tóxico que genera problemas a los 

microorganismos y todas las formas vida, incluido a los seres humanos (Varjani & Upasani, 2017).  

1.4.5 ¿Qué es el suelo? 

Según el TULSMA (2014) lo define como un medio poroso formado en la superficie terrestre 

a través de procesos de meteorización por largos períodos, se vinculan fenómenos biológicos, 

hidrológicos y geológicos.  

Este recurso natural es parte esencial de los ecosistemas terrestres (Milena & Correa, 2009), 

cumple funciones ambientales importantes como sustento de alimento para plantas, fuente de 

nutrientes, depósito de la biodiversidad floral y faunística, almacenamiento de materia orgánica 

proveniente de restos animales y vegetales, la purificación de los suministros de agua y medio 

protector del ambiente (Wilson, 2019). 

1.4.5.1 Formación del suelo 

Se detallan a continuación los principales factores: 

 Material Parental. Es el estado inicial del suelo, este factor brindan las principales 

materias primas para la formación del suelo y provee un entorno nutricional básico para el 

desarrollo de la comunidad microbiana (Osman, 2013). Algunas propiedades del perfil del 

suelo como el horizonte de diagnóstico genético, la configuración textural y estructural, el 

pH, la mineralogía, el color y la micromorfología también son proporcionadas por el 

material parental (Yassoglou, Tsadilas, & Kosmas, 2017) .  

 El clima. Interviene directamente en el suelo por medio de la precipitación y la 

temperatura, además es un factor determinante para la vegetación; el clima es también un 



 
 

agente primordial en la alteración química del suelo y de la desintegración mecánica de 

diversos sustratos (O´Sullivan, Mcconnell, Scanlon, Walsh, & Creamer, 2018). 

 Topografía.  Es un factor que interviene en la distribución del suelo y sus propiedades, 

controla el flujo de agua y el transporte de materiales, además cambia el clima local, la 

composición de la vegetación y otras condiciones (X. Li, Chang, Liu, Zheng, & Wang, 

2017). 

 Carga micróbica. Cumplen un papel importante en la formación del suelo, pues 

incorporan y transforman materia orgánica y mineral, translocan iones, partículas y 

compuestos, protegen al suelo y eliminan sustancias durante la formación del suelo 

(Osman, 2013). 

 Edad del suelo. Desempeña un papel importante en la formación y desarrollo del suelo. 

La condición del suelo está reflejada por el tiempo en el que los factores formadores han 

ejercido su influencia, como cualquier cuerpo histórico el suelo posee una edad: edad 

absoluta corresponde al lapso de tiempo desde su formación inicial hasta el presente, y la 

edad relativa la cual indica la tasa de cambio de las fases del proceso y desarrollo de la 

formación del suelo (Matchavariani, 2019).  

1.4.6 Contaminación del suelo por hidrocarburos  

Proceso de degradación debido a la presencia de sustancias perjudiciales que genera afecciones 

a la salud humana, animal y vegetal (FAO, 2018). Como contaminantes principales del suelo se 

puede mencionar a los hidrocarburos aromáticos policíclicos; el petróleo y sus derivados, 

pesticidas, metales pesados y clorofenoles (Chen et al., 2015).  



 
 

 La contaminación del suelo por HAPs es un grave problema ambiental a nivel mundial, se 

genera por la progresiva demanda de combustibles fósiles, derivados del petróleo y por la rápida 

industrialización (Patowary, Patowary, & Devi, 2016). 

1.4.7 Método biológico de remediación de suelos 

1.4.7.1 Biorremediación ambiental  

Se define a la Biorremediación como un conjunto de técnicas que permite remediar matrices 

contaminadas, empleando la capacidad natural de los microorganismos, hongos, plantas o enzimas 

para degradar, eliminar y transformar los contaminantes presentes en el ambiente (Adetutu et al., 

2012).   

La degradación de contaminantes puede mejorarse a través de los siguientes enfoques: a) 

bioatenuación, b) bioestimulación y c) bioaumentación (Redfern, Gardner, Hodzic, Lee, et al., 

2019). El acondicionamiento del suelo mediante la optimización de pH del suelo, la aireación, 

disponibilidad de agua y la accesibilidad del aceptador de electrones y contaminantes promueve 

la biodegradación de los contaminantes presentes en el suelo (Qingmei Liu et al., 2018). 

Este tipo de tecnología posee ciertas ventajas como la viabilidad, rentabilidad y el potencial 

para remediar el medio sin afectar el ambiente llegando a tener una mayor aceptación estética y 

pública, además, es un proceso donde los contaminantes son destruidos completamente o 

reducidos por los microorganismos (Almustapha et al., 2009;  Redfern, Gardner, Hodzic, 

Ferguson, et al., 2019; Varjani & Upasani, 2017); sin embargo, se presentan algunas limitaciones 

que incluyen las condiciones ambientales, la disponibilidad de aceptores de electrones apropiados, 

naturaleza de los contaminantes, crecimiento microbiano y metabolismo de los microorganismos 

(Ramadan, Sari, Rosmalina, & Effendi, 2018). 



 
 

1.4.7.2 Factores que influyen en la biorremediación de suelos contaminados con 

hidrocarburos 

La degradación de hidrocarburos está influenciada por las condiciones ambientales, los cambios 

bruscos de temperatura, el bajo nivel nutricional y los bajos contenidos de humedad. 

1.4.7.2.1 Temperatura  

Cuando la temperatura es alta se incrementa la solubilidad de los contaminantes hidrófobos y 

se disminuye su viscosidad, por el contrario ocurre a temperaturas bajas ya que se produce un 

aumento de la viscosidad del contaminante, se reduce la volatilización de los alcanos tóxicos de 

cadena corta y se disminuye su solubilidad en el agua retrasando el proceso de degradación del 

contaminante (Aislabie, Saul, & Foght, 2006). 

Del mismo modo, la temperatura interviene en las actividades microbianas ya que se 

incrementan a medida que este factor alcanza su nivel óptimo, y disminuye bruscamente con el 

aumento excesivo de la temperatura; a temperaturas mínimas las tasas metabólicas tienden a cero. 

El rango óptimo de temperatura en donde la actividad metabólica alcanza su nivel máximo varía 

de acuerdo al tipo de microorganismos presentes en el medio contaminado (Naseri, Barabadi, & 

Barabady, 2014). 

1.4.7.2.2 Humedad  

Es un factor que influye en: la disponibilidad de oxígeno en el suelo,  en el nivel de toxicidad 

del contaminante, la distribución de especies, crecimiento y movimiento de los microorganismos 

(Naseri et al., 2014; Decesaro et al., 2017); su contenido optimo varía entre 50 y 80% (Chaudhary 

& Kim, 2019).  



 
 

1.4.7.2.3 Población microbiana  

La presencia de xenobióticos y el tiempo de permanencia en el suelo generan reducción de la 

biomasa microbiana debido a la toxicidad producida por hidrocarburos de alto peso molecular, 

todo lo contrario ocurre cuando existe bajas concentraciones de hidrocarburos (Sakshi et al., 2019); 

las concentraciones extremadamente bajas inhiben el crecimiento microbiano debido a la baja 

concentración de carbono (Varjani & Upasani, 2017).  

1.4.7.2.4 Disponibilidad de nutrientes  

Los nutrientes influyen directamente en las actividades de los microorganismos, los principales 

nutrientes necesarios para el crecimiento microbiano son carbono, nitrógeno y fósforo (Chaudhary 

& Kim, 2019).  El aporte adecuado de nutrientes, favorece la actividad metabólica incrementando 

la tasa de biodegradación del contaminante (Couto et al., 2014).   

En áreas contaminadas con petróleo, los niveles de carbono son elevados por la degradación de 

moléculas de hidrocarburos, mientras que el nitrógeno y el fósforo  llegan a agotarse rápidamente 

(Sihag, Pathak, & Jarol, 2014).  

1.4.7.2.5 pH del suelo 

Un cambio brusco de pH en el suelo disminuye la biodegradación de los contaminantes debido 

a la alteración de las funciones celulares de los microorganismos (Naseri et al., 2014). La alteración 

del pH del suelo se da por la generación de algunos ácidos orgánicos en el proceso de 

biorremediación y los efectos de algunos nutrientes añadidos, afectando la biodisponibilidad del 

contaminante, la transferencia de masa y la tasa de metabolismo microbiano alterando 

significativamente la eficiencia del proceso de biorremediación (Mohan, Kisa, Ohkuma, Kanaly, 

& Shimizu, 2006).  



 
 

Mantener un nivel óptimo de pH y controlar la acidez del suelo es primordial  para lograr una 

adecuada biodegradación; conviene señalar  que el pH óptimo para el desarrollo de los 

microorganismos varía entre 6.5 y 7.5 (Anjum, Rahman, Masood, & Malik, 2012). 

1.4.7.2.6 Disponibilidad de oxígeno en el suelo  

La disponibilidad de oxígeno favorece la oxidación microbiana de gran parte de hidrocarburos 

presentes en el suelo (Speight & El-Gendy, 2018); el oxígeno en el medio puede generar 

condiciones ideales donde los contaminantes se transforman en compuestos menos peligrosos para 

los posibles receptores, mejorando el eficacia del proceso degradativo (Juwarkar & Singh, 2010). 

1.4.8 Técnicas de biorremediación  

Se utilizan para controlar y mitigar ambientes contaminados con hidrocarburos, metales 

pesados, compuestos orgánicos, agroquímicos, etc. Se aprovechan los microorganismos y 

organismos vivos para reducir, eliminar, acumular y transformar los contaminantes presentes en 

el suelo en productos menos tóxicos (Tabak, Lens, van Hullebusch, & Dejonghe, 2005). 

Las estrategias de biorremediación se dividen en dos categorías dependiendo del sitio de 

aplicación: biorremediación in-situ y biorremediación ex-situ, en la Figura 1 se resumen las 

estrategias de biorremediación más empleadas  (Chaudhary & Kim, 2019).  



 
 

 
Figura 1. Estrategias de biorremediación in situ y ex situ 

Fuente: Los Autores 

1.4.8.1 Biorremediación ex-situ 

Consiste en excavar y transportar el suelo contaminado a un lugar seguro para un tratamiento 

eficiente, la selección de una tecnología de biorremediación ex-situ se la realiza tomando en cuenta 

la ubicación geográfica del área contaminada, la peligrosidad y la naturaleza del contaminante 

(Chaudhary & Kim, 2019). 

Esta técnica presenta varias ventajas, ya que no requiere de una evaluación inicial del lugar 

contaminado antes de realizar la remediación, se puede gestionar adecuadamente el entorno en el 

que se llevará a cabo el tratamiento de remediación y es utilizada en el tratamiento de grandes 

cantidades de contaminantes (Azubuike, Chikere, & Okpokwasili, 2016). Sin embargo, presenta 

algunas desventajas, pues genera riesgo de una posible dispersión de la contaminación en el 

transcurso de la excavación y el transporte, y produce un costo adicional (Kuppusamy, Palanisami, 

Megharaj, Venkateswarlu, & Naidu, 2016; Tomei & Daugulis, 2014).  



 
 

En definitiva, se emplea la biorremediación ex-situ cuando se requiere un alto grado de 

tratamiento, si el área contaminada es de fácil acceso para la excavación y si la concentración del 

contaminante se encuentra en la capa superficial del suelo (Tomei & Daugulis, 2014).  

1.4.8.1.1 Estrategias de biorremediación ex-situ 

 Biopilas 

Es una técnica que consiste en el apilamiento del suelo contaminado excavado en un lugar 

equipado para el control de la aireación, temperatura, humedad y la adición de nutrientes 

incrementando la actividad microbiana ( Azubuike et al., 2016; Chaudhary & Kim, 2019; Ward & 

Singh, 2004).  Su utilización puede reducir la volatización de contaminantes con bajo peso 

molecular (Azubuike et al., 2016), gracias a la flexibilidad que posee esta tecnología se puede 

reducir el tiempo de remediación, debido a que se puede incorporar en el diseño de la biopila un 

sistema de calentamiento y con ello incrementar las actividades microbianas, la disponibilidad de 

contaminantes y el incremento de la tasa de biodegradación (Aislabie et al., 2006).  

 Biorreactores 

Son recipientes que están diseñados para transformar materias primas en productos a través de 

reacciones biológicas controladas (Chaudhary & Kim, 2019), esta tecnología utiliza bacterias 

naturales y cepas inoculadas que son capaces de metabolizar los contaminantes presentes en fases 

sólidas y líquidas en presencia de condiciones ambientales propicias (Mohan et al., 2006). Se basa 

en la mezcla de agua con suelo contaminado extraído hasta formar una suspensión la cual es 

colocada en un reactor (Azubuike et al., 2016), dentro de los parámetros que pueden ser 

controlados en el biorreactor está la temperatura, pH, agitación, velocidad de aireación, nutrientes, 

inóculos bacterianos y sustrato, su control puede llegar a reducir eficazmente el tiempo de 

biorremediación (Azubuike et al., 2016; Tomei & Daugulis, 2014). 



 
 

 Compostaje 

Se trata de una mezcla de suelo contaminado con sustancias orgánicas como el estiércol y lodos 

residuales que posteriormente se colocan en pilas o hileras para compostar (Chaudhary & Kim, 

2019), en este proceso intervienen microorganismos mesofílicos y termofílicos que degradan los 

contaminantes orgánicos a elevadas temperaturas (Sakshi et al., 2019). 

 Landfarming 

Consiste en la excavación del suelo contaminado y la extensión sobre lechos poco profundos, 

donde periódicamente el suelo se voltea para conseguir condiciones óptimas de aireación para la 

degradación de los contaminantes (Sakshi et al., 2019); los contaminantes se degradan, 

transforman y se inmovilizan por medio de reacciones bióticas y abióticas. Landfarming puede ser 

empleada para tratar volúmenes grandes de suelo contaminado generando un impacto ambiental 

mínimo (Maila & Cloete, 2005).  

1.4.8.2 Biorremediación in-situ 

Se trata el suelo contaminado en el sitio sin la necesidad de realizar ninguna excavación, ni 

transporte (Chaudhary & Kim, 2019). La eficiencia del proceso puede verse afectada por la falta 

de aireación, nutrientes y la tolerancia de los microorganismos para degradar los xenobióticos 

(Camenzuli & Freidman, 2015). 

1.4.8.2.1 Estrategias de biorremediación in-situ 

 Atenuación natural 

Generalmente es un proceso de “desprendimiento” que permite a los microorganismo 

endógenos tratar los contaminantes sin ninguna adición de nutrientes o microorganismos 



 
 

(Shahsavari, Schwarz, Aburto-medina, & Ball, 2019). Los contaminantes son eliminados a través 

de la degradación de microorganismos autóctonos, la transformación química, la volatilización, la 

dispersión, estabilización de los contaminantes y la eliminación  del contaminante del suelo 

(Chaudhary & Kim, 2019).  

 Bioventing 

Se fundamenta en el suministro de oxígeno a la zona no saturada del suelo por medio de un 

flujo de aire controlado con el propósito de incrementar la actividad microbiana (Chaudhary & 

Kim, 2019); se emplea la adición de nutrientes y un control de la humedad para mejorar el proceso, 

de esta forma se logra transformar los contaminantes a un estado menos tóxico (Azubuike et al., 

2016). 

 Biosparging 

Consiste en el suministro de  aire a la zona saturada del suelo generando un movimiento 

ascendente de los compuestos orgánicos volátiles a la zona no saturada, favoreciendo el proceso 

de biorremediación (Azubuike et al., 2016).  Los factores que influyen en la efectividad de esta 

técnica son la permeabilidad del suelo y la biodegradabilidad de los contaminantes, se utiliza para 

tratar sitios contaminados con diésel y queroseno  (Philp & Atlas, 2016). 

 Fitorremediación 

Este método aprovecha la capacidad que tienen ciertas plantas para absorber ciertos 

contaminantes a través de las raíces. A través de las plantas se extrae, acumula, degrada, filtra, 

estabiliza y volatiliza los contaminantes presentes en el suelo y el agua (Camenzuli & Freidman, 

2015; Chaudhary & Kim, 2019). La efectividad de esta tecnología depende de: la concentración 

de hidrocarburos de petróleo, la profundidad a la que se encuentra la contaminación, las 



 
 

condiciones ambientales, las características del suelo y la capacidad de tolerancia de las plantas 

(Camenzuli & Freidman, 2015; Odoh, Zabbey, Sam, & Eze, 2019). 

Entre sus ventajas se destaca que requiere bajos costos de instalación y mantenimiento, es 

amigable con el medio ambiente, se puede realizar a gran escala, permite conservar la estructura 

del suelo, previene la erosión y lixiviación de metales, además puede mejorar la fertilidad del suelo 

debido al aporte de materia orgánica (Azubuike et al., 2016).   

 Bioaumentación 

Se fundamenta en la adición de microorganismos degradantes de contaminantes, incluyendo a 

cepas bacterianas inoculadas o bacterias genéticamente modificadas, que ayudan a acelerar el 

proceso de degradación y biodisponibilidad del contaminante (Camenzuli & Freidman, 2015; 

Mohan et al., 2006). La selección de los microorganismos se la realiza de acuerdo a su capacidad 

metabólica para degradar los contaminantes (Sakshi et al., 2019).  

Los principales problemas que se producen en una matriz dinámica y compleja como el suelo 

son: la competencia con los microorganismos autóctonos ya sea por sustratos o nutrientes, la 

depredación por protozoos y bacteriófagos, y la presencia de raíces que generan compuestos 

orgánicos que afecta el ambiente de crecimiento (Tomei & Daugulis, 2014). 

 Bioestimulación 

Recurso que se basa en suministrar nutrientes en el suelo y optimizar las condiciones abióticas 

como humedad, aireación, adición de agentes estructurantes, y pH, favoreciendo el desarrollo de 

microorganismos autóctonos o nativos presentes en el área y evitando la incorporación de 

microrganismos exógenos al medio (Infante et al., 2010). Es una tecnología muy sencilla y 

económica, que promueve el crecimiento microbiano e incrementa la biodisponibilidad de los 

contaminantes a través del uso de surfactantes naturales o sintéticos (Chaudhary & Kim, 2019). 



 
 

     La bioestimulación con nitrógeno estimula el crecimiento celular y mantiene la actividad 

metabólica de los microorganismos indígenas, elevando la tasa de degradación (Suja et al., 2014). 

No obstante, si las concentraciones de nitrógeno son altos se puede producir una inhibición de la 

actividad celular. Es por eso, que el nitrógeno y otros nutrientes deben ser agregados considerando 

las concentraciones disponibles para evitar que la velocidad de degradación de los 

microorganismos se limite (Espinosa, 2009). 

1.4.9 Evaluación de toxicidad del suelo 

1.4.9.1 Bioensayo con semillas 

Un bioensayo puede ser definido como una prueba que permite evaluar la toxicidad del suelo 

remediado, la evaluación se realiza de acuerdo a respuestas letales, toxicidad aguda y toxicidad 

crónica (Brown & Bolivar, 2017; Maestroni et al., 2018). Los bioensayos, son utilizados para 

detectar la presencia de agentes tóxicos y también para medir riesgos ambientales potenciales, son 

pruebas confiables, rentables, rápidas y simples. Algunas de las ventajas que ofrece el uso de 

bioensayos con plantas sobre otros organismos es que pueden ser más sensibles al estrés ambiental, 

son fáciles de manipular, almacenar y presentan un bajo costo en comparación con otros 

bioensayos (Valerio, García, & Peinado, 2007).  

A través de los bioensayos, se determina la inhibición de la germinación de la semilla y la 

elongación del hipocótilo y de la raíz de la plántula, los dos últimos son indicadores representativos 

de la capacidad de establecimiento y desarrollo de la planta permitiendo analizar el efecto tóxico 

de las sustancias presentes en el suelo que pueden retardar o inhibir el crecimiento de la radícula 

o el hipocótilo (Khan, Biswas, Smith, Naidu, & Megharaj, 2018). Es así, que la evaluación del 

efecto en el desarrollo del hipocótilo y de la radícula de las plántulas permite determinar el efecto 



 
 

tóxico de los hidrocarburos presentes en niveles de concentración tan bajos que no son suficientes 

para inhibir la germinación de la semillas (Infante & Morales, 2012; Sobrero & Ronco, 2004). 

La especie mayormente utilizada en bioensayos es Lactuca sativa (Lechuga) debido a que es 

una planta de rápido crecimiento, de fácil manipulación, tamaño pequeño y de bajo costo; el 

empleo de esta especie permite monitorear suelos contaminados con crudos debido a la gran 

sensibilidad que esta planta presenta (Pernía et al., 2018). 

1.4.9 Legislación Ecuatoriana y límites permisibles 

Los Hidrocarburos Aromáticos Policíclicos (HAPs), son regulados por entidades tanto 

nacionales como internacionales considerando el riesgo que representa para la salud humana y el 

ambiente (Gavillanes, 2013). En Ecuador existen tres principales normas que regulan la presencia 

de HAPs en el ambiente como: la Norma Ecuatoriana INEN 1108 para requisitos del agua potable, 

el Acuerdo Ministerial 28 que sustituyó al TULSMA que regula varios tipos de aguas y suelos, y 

el Reglamento Ambiental de Actividades Hidrocarburíferas (RAOHE) que regula las operaciones 

relacionadas con hidrocarburos (Acosta, 2016).  

 En el reglamento sustitutivo del RAOHE, se presentan los límites permisibles en base al uso 

posterior del suelo.  

Tabla 2. Límites permisibles para la identificación y remediación de suelos contaminados en toda la fase de la 
industria hidrocarburífera, incluidas las estaciones de servicio. 

Parámetro de control Unidad 
1) 

Uso 

agrícola 
2) 

Uso 

industrial 
3) 

Ecosistemas 

sensibles 4) 

Hidrocarburos Totales  

 

 

mg/kg 

<2500 <4000 <1000 

Hidrocarburos aromáticos policíclicos  

(HAPs) 

<2 <5 <1 

Cadmio <2 <10 <1 



 
 

Níquel <50 <100 <40 

Plomo <10 <500 <80 
1) Expresado en base de sustancia seca 
2) Valores límites permisibles enfocados en la protección de suelos y cultivos  
3) Valores límites permisibles para sitios de uso industrial (construcciones, etc.) 
4) Valores límites permisibles para la protección de ecosistemas sensibles. 
Nota: El RAOHE reconoce seis HAPs: Fluoranteno, Benzo[b]fluoranteno, Benzo[k]Fluoranteno, Benzo[a]pireno, 
Indeno[1,2,3-c,d ]pireno, Benzo[g,h,i]Perileno.  
Fuente: (RAOHE, 2010) 

De acuerdo al Libro VI Anexo 2 del TULSMA respecto a la Norma de Calidad Ambiental del 

Recurso Suelo y Criterios de Remediación para Suelos Contaminados, establece 0.1 mg/kg como 

valor criterio para medir la calidad de suelos contaminados con HAPs. Así mismo, proporciona 

los criterios de remediación para suelos tomando en cuenta el uso posterior que se va a dar al suelo, 

los mismos que son presentados en la Tabla 3; los criterios también tiene la finalidad de establecer 

los valores máximos de concentración de contaminantes en un suelo que se encuentra en proceso 

de remediación (TULSMA, 2014). 

Tabla 3. Criterios de remediación o restauración (Valores máximos de concentración de contaminantes de un 
suelo). 

Sustancia Unidades 

(concentración 

en peso seco) 

Uso del suelo 

Agrícola Residencial Comercial Industrial 

HAPs 

Benzo[a]Antraceno 

Benzo[a]pirenos 

Naftaleno 

Pirenos 

 

mg/kg 

<2 

0,1 

0,1 

0,1 

0,1 

-- 

1 

<5 <1 

1 1 

0,7 0,7 0,7 

0,6 22 22 

10 10 10 
Fuente: (TULSMA, 2014) 

 

 

 

 



 
 

CAPITULO 2.- 

MATERIALES Y MÉTODOS 

En el presente estudio se aplicaron diferentes estrategias de bioestimulación con nitrógeno 

(urea) en microcosmos de suelo contaminado con búnker y que en cuya caracterización se 

determinó la presencia de HAPs, la cuantificación se hizo mediante un cromatógrafo de gases 

acoplado a un espectrómetro de masas Método 8100. La valoración del suelo sujeto a 

biorremediación (toxicidad) se hizo mediante bioensayos con semillas de Lactuca sativa (lechuga). 

La experimentación se realizó en los Laboratorios de Ciencias de la Vida de la Universidad 

Politécnica Salesiana, Sede Cuenca. 

El búnker que se utilizó en el estudio fue suministrado por la Central Termoeléctrica “El 

Descanso”, empresa Electro Generadora del Austro ELECAUSTRO S.A. (Figura 2). 

 
Figura 2. Toma de muestras de búnker 
Fuente: Los Autores 

2.1 Análisis fisicoquímico del suelo  

En base a la siguiente metodología se realizó el análisis fisicoquímico (Ver tabla 4). 

 

 



 
 

Tabla 4. Metodologías para el análisis fisicoquímico. 
Parámetro Método Referencias 

pH Método potenciómetro Bates, (1983) 

Conductividad eléctrica Análisis realizado a través del 

conductímetro 

Fernández et al., (2006) 

Capacidad de Campo Método gravimétrico Shukla et al., (2014) 

Carbono orgánico Método de Walkley-Black Seidlaboratory (Anexo 1) 

Nitrógeno total Método interno Seidlaboratory (Anexo 1) 
Fuente: Los Autores  

2.2 Diseño experimental 

El estudio se fundamentó en la relación carbono nitrógeno, bajo los siguientes parámetros C/N  

de 60:1 y C/N de 100:10 de acuerdo a la revisión del estado del arte (Infante et al., 2010; Leys, 

Bastiaens, & Verstraete, 2005; Martínes, Lo Balbo, Mac Cormack, & Ruberto, 2015; Martínez, 

Pérez, Pinto, Gurrola, & Osorio, 2011; Wu, Wu, Zhang, & Ye, 2019). 

2.2.1 Preparación de los microcosmos  

Los microcosmos se formaron bajo los siguientes criterios (Ver figura 3). 

 
                                          Figura 3. Esquema de la preparación de microcosmos 

                                        Fuente: Los Autores 



 
 

Morales, Ehrmann, & Pernía, (2014) mencionan que la concentración del contaminante para 

biorremediar matrices contaminadas debe estar entre 5-10%, por tal motivo la concentración de 

búnker en el estudio fue del 8%. La preparación de los microcosmos se muestra en la Figura 4.  

 
Figura 4.  Preparación de microcosmos 
Fuente: Los Autores 

Los microcosmos se prepararon en bandejas de 33.8 x 25.2 x 13.8 cm, con 2 kg de suelo. 

 
Figura 5. Microcosmos de suelo contaminado con búnker 
Fuente: Los Autores 



 
 

Las concentraciones de urea como fuente de nitrógeno (Khayati & Barati, 2017), y su 

incorporación en los microcosmos se llevó a cabo a través de la  metodología aplicada por 

Martínez, Ruberto, Lo Balboa, & Mac Cormackwp, (2017). 

2.2.2 Unidades experimentales 

Se evaluaron 6 tratamientos experimentales como se muestra en la Figura 6. 

 
El tratamiento 1 se conformó con suelo contaminado sin adición de enmiendas, en el tratamiento 2 se aplicó 
materia orgánica vegetal, en los tratamientos 3 y 5 se utilizó la misma relación C/N, con la diferencia que 
en el T3 se le agregó materia orgánica vegetal, de igual forma en los tratamientos 4 y 6 se empleó la misma 
relación C/N, con adición de materia orgánica vegetal en el T4.  
Figura 6. Tratamientos aplicados 
Fuente: Los Autores 

2.2.3 Condiciones del ensayo 

La conformación y diseño de los tratamientos aplicados se presentan en la Tabla 5. 

Tabla 5. Condiciones de los microcosmos de suelo para la biorremediación. 
Tratamientos Suelo (kg) Materia orgánica 

vegetal (kg) 

Búnker (ml) Urea (g) 

Tratamiento 1 

(control) 

1,84 -- 160 -- 

Tratamiento 2 1,78 0,06 160 -- 

Tratamiento 3 1,78 0,06 160 3,60 

Tratamiento 4 1,78 0,06 160 23,43 

Tratamiento 5 1,84 -- 160 3,60 



 
 

Tratamiento 6 1,84 -- 160 23,43 
Para la conformación de los tratamientos T2, T3 y T4 se tomó en cuenta el peso de la materia orgánica vegetal 
añadida en aquellos tratamientos, obteniendo una variación en el peso del suelo empleado. La variación en la 
cantidad de urea, se deben a las respectivas relaciones de C/N utilizadas. 
Fuente: Los Autores 

El estudio se llevó acabo en un período de 90 días, se controló la capacidad de campo al 50% 

en peso con adición periódica de agua sin cloro y la aireación mediante el volteo de los 

microcosmos tres veces por semana para mantener niveles óptimos de oxígeno; la temperatura 

promedio fue de 18°C. 

Al inicio de la experimentación se estableció la concentración inicial de HAPs en el suelo para 

poder cuantificar el porcentaje de degradación de HAPs al final del experimento. La concentración 

de HAPs se valoró a los 15, 30, 60 y 90 días (Barrios, Robayo, Prieto, & Cardona, 2017; Bento et 

al., 2005; Izquierdo, 2013).  

2.3 Método de extracción y purificación de las muestras de suelo 

Las muestras de suelo de cada microcosmo se tomaron empleando el método de cuarteo, cada 

muestra fue depositada en fundas ziploc herméticas y etiquetadas. Para identificar y cuantificar los 

HAPs presentes en el suelo, se utilizó QuEChERS (Método dispersivo AOAC 2007.01). 

Para la extracción de la muestra, se colocó 5g de suelo en un tubo falcon de 50 ml y se añadió 

10 ml de acetonitrilo (CH3CN) se agitó por 1 minuto, luego se añadió un sobre de Agilent Bond 

Elut QuEChERS sal AOAC, se agitó por 1 minuto, y luego se centrifugó a 4000 rpm por 5 minutos 

(Gavillanes, 2013). 

De la solución se tomó 5 ml del sobrenadante, se transfirió a un tubo falcon cónico de 15 ml 

que contiene un sobre de SampliQ QuEChERS AOAC, se agitó por 1 minuto y centrifugó a 4000 

rpm durante 5 minutos. Con una jeringa se tomó 3 ml del extracto y se filtró por un filtro perinola, 

finalmente 1 ml de extracto fue colocado en un  vial para su posterior análisis en el cromatógrafo 



 
 

de gases (Downes, 2013). El procedimiento de la extracción y purificación de la muestra de suelo 

se indica en la Figura 7. 

 
Figura 7. Diagrama del proceso de extracción y depuración del suelo 

Fuente: Loa Autores 

2.4 Método analítico para determinar la concentración de HAPs 

 Método 8100 (EPA, 1986) a través de un cromatógrafo de gases marca Thermo Trace CG 

Ultra, acoplado a un espectrómetro de masas MS ISQ 7000 Single Quadrupole Mass Spectrometer 

y el uso de un patrón de referencia (PAH-mix9, Dr-Ehrenstorfer, Alemania) en acetonitrilo. 



 
 

El sistema CG-MS ISQ 7000 se equipó con una columna no polar TG-SQC (15m x 0,25mm de 

diámetro x 0,25µm de espesor de película), se inyectó un volumen de 1 µL tanto de patrones como 

de extractos de las muestras. Los rangos de temperatura en el horno fueron: temperatura inicial 

80°C durante 1 minuto, rampas de 40°C por minuto hasta alcanzar los 20°C y 5°C por minuto 

hasta los 325°C, el tiempo total de corrida fue de 35,95 minutos.  

El límite de detección del equipo fue de 0.0005-0.005 mg/kg (Balsamo, Riccardino, & 

Cojocariu, 2019); la cuantificación se hizo por duplicado. 

2.5 Evaluación de la toxicidad del suelo luego del proceso de biorremediación  

Se utilizaron semillas de lechuga (Lactuca sativa), para evaluar los efectos fitotóxicos de los 

compuestos residuales presentes en el suelo sujeto a biorremediación, a través del porcentaje de  

germinación de las semillas y la elongación del hipocótilo y radícula de las plántulas, como 

indicadores de la calidad del suelo (Moscoso, 2014; Pernía et al., 2018). 

Para la medición de la radícula e hipocótilo de la plántula se tomó como referencia la Figura 8. 

 
Figura 8. Morfología de una plántula de Lactuca sativa (lechuga) germinada 
Fuente: (Sobrero & Ronco, 2004) 

El ensayo de toxicidad se hizo en cajas Petri de 90 mm, con papel filtro en la base, se realizó 3 

repeticiones por tratamiento (Bagur-González, Estepa-Molina, Martín-Peinado, & Morales-

Ruano, 2010); para el control se utilizó 4 ml de agua destilada. 



 
 

Se colocaron 20 semillas utilizando una pinza y se distribuyeron aleatoriamente dejando un 

espacio entre semilla para permitir la elongación de las radículas (Figura 19). 

 
Figura 9. Distribución de las semillas de Lactuca sativa en las cajas Petri 
Fuente: Los Autores 

 Cajas Petri de 9 cm se utilizaron como unidades experimentales para evaluar la toxicidad del 

suelo, las cajas se rotularon y se conservaron en una cámara de germinación a una temperatura de 

22°C por un período de tiempo de 120 horas equivalentes a (5 días) (Aparicio et al., 2019). 

Para el cálculo del índice de germinación (IG%), el porcentaje de germinación relativa de 

semillas (GRS%) y el crecimiento relativo de la radícula (CRR%) se utilizó las siguientes 

expresiones (Atiku, Abdulsalam, & Muhammad, 2018; Hockstra et al., 2002; Rodríguez et al., 

2014; Walker et al., 2006) 

 

 



 
 

 

2.6 Análisis estadístico  

Los grupos de datos se analizaron mediante un ANOVA y posteriormente pruebas de Tukey al 

95%. El procesamiento de datos se hizo con el paquete estadístico Minitab® 2018.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

CAPÍTULO 3.- 

RESULTADOS 

3.1 Análisis fisicoquímico del suelo  

Los resultados se muestran en la Tabla 6. 

Tabla 6. Propiedades fisicoquímicas del suelo. 
Análisis fisicoquímico del suelo 

Parámetros Resultados 

pH 6,69 

Conductividad eléctrica (µS) 240 

Humedad (%) 37,6 

Carbono orgánico (%) 1,28 

Nitrógeno total (%) 0,23 
De acuerdo a los resultados, el pH es ligeramente ácido y posee contenidos moderados de carbono orgánico y 
nitrógeno. 
Fuente: Los Autores 

3.2 Concentración de HAPs  

En la Tabla 7 se muestran los períodos de muestreo para la valoración del proceso de 

biorremediación de HAPs.  

Tabla 7. Períodos de muestreo para la valoración de biodegradación de HAPs. 
Muestreos Días Fechas Total 

Punto 1 15 12-09-2019 

90 días 
Punto 2 30 26-09-2019 

Punto 3 60 28-10-2019 

Punto 4 90 28-11-2019 
La cuantificación inicial se hizo luego de 15 días de iniciado el proceso, el segundo análisis a los 30 días, y luego a 
los 60 y 90 días. 
Fuente: Los Autores 

Los puntos de muestreo se refieren a los períodos de tiempo en el que se hicieron los análisis 

con el objetivo de monitorear el proceso de degradación de HAPs.   



 
 

3.3 Análisis estadístico  

El análisis de varianza ANOVA se hizo para establecer la diferencia entre grupos de datos, la 

prueba de TUKEY al 95% con un nivel de significancia del 0.05 nos sirvió para determinar el 

mejor tratamiento del grupo de datos. 

HIPÓTESIS:  

H1= Existe diferencia en la concentración de HAPs en los microcosmos de suelo con respecto 

al testigo referencial luego de 90 días. 

H0= No existe diferencia en la concentración de HAPs en los microcosmos de suelo con 

respecto al testigo referencial luego de 90 días. 

En la Tabla 8 se muestra los resultados de la concentración inicial de HAPs, el Naftaleno, 

Fenantreno y Criseno se encontró en mayor proporción, igualmente se puede evidenciar que 

algunos HAPs se hallaron por debajo del límite de detección del equipo.   

En el equipo CG-MS, este valor se encuentra en el rango 0.05-0.005 mg/kg (Balsamo et al., 

2019).  

Tabla 8. Resultados del análisis inicial de HAPs por CG-MS del testigo referencial. 
Compuesto Concentración 

[mg/kg] 

Naftaleno 6,576 

Acenaftileno 1,291 

Acenafteno 2,924 

Fluoreno <0.005 

Fenantreno 4,661 

Antraceno <0.005 

Fluoranteno 3,944 

Pireno 2,928 



 
 

Benz a antraceno <0.005 

Criseno 4,560 

Benzo b fluoranteno 1,721 

Benzo k fluoranteno <0.005 

Benzo a pireno <0.005 

Indeno 1,2,3-c,d pireno 1,404 

Dinbenz a,h antraceno <0.005 

Benzo g,h,i perileno <0.005 
El Fluoreno, Antraceno, Benz a antraceno, Benzo k fluoranteno, Benzo a pireno, Dibenzo a, h antraceno y Benzo g, 
h, i perileno se encuentran por debajo del límite de detección del equipo.  
Fuente: Los Autores  

En el cromatograma del testigo referencial (Figura 10) muestra la presencia de 9 HAPs, los 

hidrocarburos con mayor concentración son: Naftaleno, Acenafteno, Fenantreno, Fluoranteno, 

Pireno y Criseno. Para la cuantificación de los compuestos se comparó áreas pico con estándares 

sustitutos y el tiempo de retención.   

 



 
 

 
Los círculos de color rojo indican los compuestos que se encuentran en mayor concentración. 
Figura 100. Cromatograma CG-MS de la muestra en el testigo referencial 
Fuente: Los Autores 

Punto 1 

Concentración de HAPs luego de 15 días de iniciado el proceso (Ver tabla 9).  

Tabla 9. Concentraciones de HAPs luego de 15 días. 
Compuesto Concentración [mg/kg] 

TR T1 T2 T3 T4 T5 T6 

Naftaleno  6,576 <0.005 <0.005 1,986 2,107 2,053 1,587 

Acenaftileno  1,291 1,054 0,956 0,744 0,950 0,810 0,622 

Acenafteno 2,924 2,562 2,598 1,971 2,353 2,028 1,759 

Fenantreno  4,661 3,493 2,902 2,822 2,975 2,806 2,843 

Fluoranteno  3,944 3,188 2,523 1,632 1,339 1,167 0,951 



 
 

Pireno 2,928 2,491 2,475 2,394 2,207 2,167 1,930 

Criseno  4,560 2,867 2,776 2,256 2,114 2,231 1,904 

Benzo b fluoranteno  1,721 1,015 0,645 0,603 0,971 0,890 0,964 

Indeno 1,2,3-c,d pireno 1,404 1,034 0,774 0,881 0,708 0,808 0,701 
Nota: TR= Testigo referencial; T1=Tratamiento 1 (Control); T2=Tratamiento 2; T3=Tratamiento 3; 
T4=Tratamiento 4; T5=Tratamiento 5.  
Se evidencia que el naftaleno es el primer hidrocarburo que alcanza una mayor reducción en su concentración, esto 
puede deberse a su relativa volátil en el ambiente o a ser evaporado en el momento del análisis debido a que la 
técnica de cromatografía emplea altas temperaturas. Los tratamientos tienen concentraciones diferentes de urea, el 
T3 y T5 tienen 3.60 g, mientras que el T4 y T6 contienen 23,43 g. 
Fuente: Los Autores  

(Ver Anexo 2) cromatogramas de las concentraciones de HAPs a los 15 días de 

experimentación.  

ANOVA del testigo referencial y de los tratamientos (T1-T6) luego de 15 días. 

HIPÓTESIS: 

H1: Existe diferencia en la concentración de HAPs en los microcosmos de suelo con respecto 

al testigo referencial luego de 15 días. 

H0: No existe diferencia en la concentración de HAPs en los microcosmos de suelo con 

respecto al testigo referencial luego de 15 días. 

Tabla 10. Resultados del ANOVA a los 15 días de experimentación. 
Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p 

Factor 6 21,38 3,563 3,05 0,012 

Error 56 65,45 1,169   

Total 62 86,83    
Se rechaza la hipótesis nula (H0); el valor P es menor al valor de significancia 0.05, existe diferencia entre el grupo 
de datos. 
Fuente: Los Autores 

Se realizó el análisis de Tukey para determinar el mejor tratamiento (Tabla 11). 

Tabla 11. Prueba de Tukey con un nivel de confianza de 95%.                                                                                                                                                                                                                                      
Factor N Media Agrupación 



 
 

TR 9 3,334 A  

T1 9 1,967 A B 

T2 9 1,746  B 

T3 9 1,742  B 

T4 9 1,698  B 

T5 9 1,662  B 

T6 9 1,473  B 

Las medias que no comparten una letra son significativamente 

diferentes  

El testigo referencial con respecto a T2, T3, T4, T5 y T6 son diferentes estadísticamente, debido a que no comparten 
literales; sin embargo, T1 con respecto a TR estadísticamente no son diferentes.  
Fuente: Los Autores  

En la Figura 11 se muestra que los tratamientos T6, T3 y T5 presentaron respectivamente una 

mayor reducción en la concentración de HAPs en comparación con los demás tratamientos. 

 
                                    Figura 111. Diagrama de cajas de la concentración de HAPs a los 15 días. 
                                    Fuente: Los Autores 



 
 

Los resultados obtenidos indican que se aprueba la hipótesis alternativa, debido a que existe 

reducción de la concentración de HAPs en todos los tratamientos luego de un período de 15 días. 

Punto 2  

Resultados de la concentración de HAPs luego de 30 días de iniciado el proceso (Tabla 12). 

Tabla 12. Concentración de HAPs a los 30 días. 
Compuestos Concentración [mg/kg] 

TR T1 T2 T3 T4 T5 T6 

Naftaleno  6,576 <0.005 <0.005 <0.005 <0.005 0,234 <0.005 

Acenaftileno  1,291 0,475 0,229 0,050 0,086 0,585 0,199 

Acenafteno 2,924 2,219 2,074 2,276 2,038 2,220 1,905 

Fenantreno  4,661 2,396 2,162 2,285 2,427 2,130 1,485 

Fluoranteno  3,944 2,128 1,560 1,369 1,163 1,109 0,874 

Pireno 2,928 1,847 1,807 1,883 1,809 2,047 1,613 

Criseno  4,560 1,505 2,029 1,806 1,491 1,518 1,232 

Benzo b fluoranteno 1,721 0,503 0,506 <0.005 0,657 0,735 0,782 

Indeno 1,2,3-c,d pireno 1,404 0,699 0,499 0,786 <0.005 0,255 0,691 
 El Naftaleno se encuentra por debajo del límite de detección del equipo, de igual manera sucede con el Benzo b 
fluoranteno e Indeno 1,2,3-c,d en los tratamientos T3 y T4 respectivamente.  
Fuente: Los Autores  

(Ver Anexo 3) cromatogramas de HAPs a los 30 días de experimentación.  

ANOVA del testigo referencial y los tratamientos (T1-T6) luego de 30 días. 

HIPÓTESIS: 

H1: Existe diferencia en la concentración de HAPs en los microcosmos de suelo con respecto 

al testigo referencial luego de 30 días. 

H0: No existe diferencia en la concentración de HAPs en los microcosmos de suelo con 

respecto al testigo referencial luego de 30 días. 



 
 

El ANOVA de los grupos de datos se muestra en la Tabla 13, donde se determinó la 

significancia de cada uno de los tratamientos a los 30 días de iniciado el proceso. 

Tabla 13. Resultado ANOVA luego de los 30 días de experimentación. 
Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p 

Factor 6 37,19 6,198 5,69 0,000 

Error 56 60,96 1,089   

Total 62 98,15    
Se rechaza la hipótesis nula (H0), el valor P es menor al valor de significancia del 0.05. 
Fuente: Los Autores.  

Se realizó el análisis de Tukey para determinar el mejor tratamiento (Tabla 14).  

Tabla 14. Análisis de Tukey con un nivel de confianza del 95%. 
Factor N Media Agrupación 

TR 9 3,334 A  

T1 9 1,330  B 

T2 9 1,207  B 

T5 9 1,204  B 

T3 9 1,161  B 

T4 9 1,074  B 

T6 9 0,976  B 

Las medias que no comparten una letra son significativamente 

diferentes  
El testigo referencial con respecto a T1, T2, T3, T4, T5, T6 son diferentes estadísticamente debido a que no 
comparten literales. Sin embargo, todos los tratamientos poseen un rango de significación similar por lo que no son 
significativamente diferentes.  
Fuente: Los Autores  

La Figura 12 muestra que los tratamientos T6, T4 y T3 presentaron mayor reducción en la 

concentración de HAPs en comparación con los demás tratamientos. 

 



 
 

 
                                      Figura 122. Diagrama de caja de las concentraciones de HAPs a los 30 días 
                                     Fuente: Los Autores 

Los resultados obtenidos muestran que se aprueba la hipótesis alternativa, debido a la reducción 

de la concentración de HAPs en todos los tratamientos, luego de un período de 30 días. 

Punto 3  

En la Tabla 15 se muestra las concentraciones de HAPs a los 60 días. 

Tabla 15. Concentración de HAPs a los 60 días. 
Compuestos Concentración [mg/kg] 

TR T1 T2 T3 T4 T5 T6 

Naftaleno  6,576 <0.005 <0.005 <0.005 <0.005 <0.005 <0.005 

Acenaftileno  1,291 <0.005 <0.005 <0.005 <0.005 0,052 <0.005 

Acenafteno 2,924 1,077 1,008 1,510 1,657 0,948 1,215 

Fenantreno  24,661 0,742 0,321 1,308 1,595 1,255 0,827 

Fluoranteno  3,944 0,573 0,717 0,904 0,988 0,645 0,653 

Pireno 2,928 1,363 1,437 1,374 1,285 1,300 1,060 

Criseno  4,560 0,477 0,943 0,666 0,515 <0.005 0,334 

Benzo b fluoranteno  1,721 <0.005 <0.005 <0.005 0,333 <0.005 <0.005 



 
 

Indeno 1,2,3-c,d pireno 1,404 0,247 <0.005 <0.005 <0.005 <0.005 <0.005 
Naftaleno, Acenaftileno, Criseno, Benzo b fluoranteno e Indeno 1,2,3-c pireno se encuentran por debajo del límite 
de detección del equipo. 
Fuente: Los Autores  

(Ver Anexo 4) cromatogramas a los 60 días de experimentación. 

ANOVA del testigo referencial y los tratamientos (T1-T6) a los 60 días. 

HIPÓTESIS: 

H1: Existe diferencia en la concentración de HAPs en los microcosmos de suelo con respecto 

al testigo referencial luego de 60 días. 

H0: No existe diferencia en la concentración de HAPs en los microcosmos de suelo con 

respecto al testigo referencial luego de 60 días. 

El análisis ANOVA de los grupos de datos luego de 60 días se muestra en la tabla 16.  

Tabla 16. Resultado ANOVA luego de los 60 días de experimentación. 
Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p 

Factor 6 60,60 10,1001 13,74 0,000 

Error 56 41,15 0,7349   

Total 62 101,75    
El valor P es menor al valor de significancia 0.05, por lo que se rechaza la hipótesis nula (H0) y se acepta la H1. 
Fuente: Los Autores  

En la Tabla 17 se indica los resultados de la prueba de Tukey. 

Tabla 17. Prueba de Tukey con un nivel de confianza del 95%. 
Factor N Media Agrupación 

TR 9 3,334 A  

T4 9 0,708  B 

T3 9 0,640  B 

T1 9 0,498  B 

T2 9 0,492  B 



 
 

T5 9 0,467  B 

T6 9 0,454  B 

Las medias que no comparten una letra son significativamente 

diferentes 
Las concentraciones del testigo referencial con respecto a T1, T2, T3, T4, T5, T6 son diferentes estadísticamente, 
debido a que no comparten literales; sin embargo, todos los tratamientos tienen un comportamiento similar.  
Fuente: Los Autores 

En la Figura 13 se muestra que los tratamientos T6 y T5 muestran mayor eficiencia en la 

degradación de las concentraciones de HAPs en comparación con los demás tratamientos,  

 

 
                                       Figura 133.  Diagrama de cajas de las concentraciones de HAPs a los 60 días 

                                       Fuente: Los Autores 

Los resultados obtenidos indican que se aprueba la hipótesis alternativa, existe una reducción 

de la concentración de HAPs en todos los tratamientos, luego de un período de 60 días. 

Punto 4 

La Tabla 18 muestra las concentraciones de HAPs al final del proceso, se observó que las 

concentraciones de cada uno de los componentes mostraron una reducción significativa, los 



 
 

tratamientos T5 y T6 presentaron mayor reducción de la concentración de HAPs, mientras que en 

los tratamientos T2, T3 y T4 sucedió lo contrario. 

Tabla 18. Concentración de HAPs transcurrido los 90 días de experimentación.                                                                                                                    
Compuestos Concentración [mg/kg] 

TR T1 T2 T3 T4 T5 T6 

Naftaleno  6,576 <0.005 <0.005 <0.005 <0.005 <0.005 <0.005 

Acenaftileno  1,291 <0.005 <0.005 <0.005 <0.005 <0.005 <0.005 

Acenafteno 2,924 0,583 0,453 0,717 0,654 0,110 0,113 

Fenantreno  4,661 0,162 <0.005 1,034 0,762 <0.005 <0.005 

Fluoranteno  3,944 <0.005. 0,571 0,720 <0.005 <0.005 0,104 

Pireno 2,928 0,242 0,225 <0.005 <0.005 0,883 <0.005 

Criseno  4,560 0,333 <0.005 <0.005 <0.005 <0.005 <0.005 

Benzo b fluoranteno  1,721 <0.005 <0.005 <0.005 <0.005 <0.005 <0.005 

Indeno 1,2,3-c,d pireno 1,404 <0.005 <0.005 <0.005 <0.005 <0.005 <0.005 
La concentración de la mayoría de los hidrocarburos se encuentra por debajo del límite de detección del equipo, 
mientras que la concentración del Acenafteno se encuentra fuera del límite en todos los tratamientos, probablemente 
este compuesto fue fuertemente absorbido por los sedimentos de textura arcillosa. 
Fuente: Los Autores  

      (Ver Anexo 5) cromatogramas luego de 90 días de experimentación. 

ANOVA del testigo referencial y de los Tratamientos (T1-T6) luego de 90 días. 

HIPÓTESIS: 

H1: Existe diferencia en la concentración de HAPs en los microcosmos de suelo con respecto 

al testigo referencial luego de 90 días. 

H0: No existe diferencia en la concentración de HAPs en los microcosmos de suelo con 

respecto al testigo referencial luego de 90 días. 

Los resultados del análisis ANOVA se muestran en la Tabla 19.  

Tabla 19. Resultado ANOVA de los 90 días de experimentación.                                                                                                                           



 
 

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p 

Factor 6 78,91 13,1521 25,72 0,000 

Error 56 28,64 0,5114   

Total 62 107,55    
Se rechaza la hipótesis nula (H0), el valor P es menor al valor de significancia 0.05 existe diferencia entre el grupo 
de datos analizado. 
Fuente: Los Autores  

En la Tabla 20 se muestra los resultados de la prueba de Tukey. 

Tabla 20. Prueba de Tukey con un nivel de confianza del 95%. 
 

El testigo referencial con respecto a T1, T2, T3, T4, T5, T6 es diferente estadísticamente, debido a que no comparten 
literales. 
Fuente: Los Autores 

La Figura 14 indica que los tratamientos T6 y T5 presentaron una mayor reducción de las 

concentraciones de HAPs en comparación con los demás tratamientos y el testigo referencial; sin 

embargo, todos los tratamientos mostraron rendimientos similares en la degradación del 

contaminante alcanzando una eliminación mayor al 90%.  

Factor N Media Agrupación 

TR 9 3,334 A  

T3 9 0,274  B 

T4 9 0,157  B 

T1 9 0,1467  B 

T2 9 0,1388  B 

T5 9 0,1103  B 

T6 9 0,0241  B 

Las medias que no comparten una letra son significativamente 

diferentes 



 
 

 
                                     Figura 144. Diagrama de caja de las concentraciones de HAPs a los 90 días 

                                    Fuente: Los Autores 

De acuerdo a los resultados se acepta la hipótesis alternativa H1, existe una reducción 

significativa de la concentración de HAPs en todos los tratamientos luego de un período de 90 

días. 

La Figura 15 muestra la variación de la concentración de HAPs de acuerdo al tiempo de 

biorremediación. 



 
 

 
Figura 155. Variación de la concentración de HAPs durante el proceso de biorremediación  
Fuente: Los Autores 

 
3.4 Valoración de la toxicidad del suelo 

3.4.1 Bioensayo con semillas de Lechuga (Lactuca sativa)  

La Figura 16 se muestra las semillas germinadas (16-a) y la medición de hipocótilos y radículas 

de las plántulas (16-b). La evaluación del desarrollo de la radícula y del hipocótilo constituyen 

indicadores representativos para determinar la capacidad de desarrollo de la planta.  

                         El número de semillas germinadas en cada tratamiento fue entre 17-20 semillas  

                        Figura 166. Plántulas de lechuga (a) Semillas de lechuga germinadas, (b)medición de las plántulas 
                Fuente: Los Autores 

 



 
 

La Tabla 21 muestra que todos los tratamientos tuvieron un porcentaje de germinación mayor 

al 95% evidenciando que el suelo no genera efectos tóxicos en la germinación de las semillas, los 

resultados fueron comparados con los criterios de Poi De Neiff y Ramos quienes consideran un 

suelo tóxico cuando los porcentajes de germinación se hallan entre 75 y 90% en comparación con 

el testigo referencial (Lallana, Elizalde, Lallana, & Billard, 2008). El cálculo de los porcentajes de 

germinación permite probar si el suelo biorremediado altera los procesos de germinación de las 

semillas. 

Tabla 21.  Porcentaje de germinación de las semillas de Lactuca sativa. 
Tratamientos % de germinación 

C 100% 

T1 95% 

T2 95% 

T3 93% 

T4 96% 

T5 93% 

T6 98% 
C= prueba realizada con agua destilada que permite evaluar el desarrollo de las plántulas en todos los tratamientos.  
Fuente: Los Autores 

3.4.2 Índice de germinación de las semillas de lechuga (Lactuca sativa) 

Los resultados de los índices de germinación de cada tratamiento se muestran en la Tabla 22. 

Tabla 22. Índices de germinación de cada tratamiento. 
Tratamientos Índice de germinación 

T1 62,89% 

T2 53,97% 

T3 40,59% 

T4 47,30% 

T5 68,65% 

T6 74,98% 



 
 

El índice de germinación se expresa mediante el porcentaje de semillas germinadas y el porcentaje de desarrollo que 
alcanza la radícula durante el bioensayo; es decir, a mayor índice de germinación menor es el efecto tóxico que se 
produce en la semilla.   
Se observa que el menor índice de germinación se reporta en el tratamiento T3. 
Fuente: Los Autores 

Los resultados del análisis de los grupos de datos referentes al desarrollo de la longitud del 

hipocótilo y la radícula, se hizo mediante un ANOVA y una prueba de Tukey con un valor de 

significancia del 0.05.  

3.4.3 Desarrollo del hipocótilo de las semillas de Lactuca sativa 

Los resultados de las mediciones del hipocótilo en cada tratamiento se presentan en la Tabla 

23; el bioensayo se realizó por triplicado para cada tratamiento. 

Tabla 23. Longitud del hipocótilo de las semillas de Lactuca sativa. 
Longitud del hipocótilo [cm] 

Replicas C T1 T2 T3 T4 T5 T6 

B1 3,49 2,98 3,01 2,76 3,50 3,36 3,19 

B2 3,26 3,46 3,40 3,09 3,09 3,11 3,39 

B3 3,20 3,28 3,20 1,89 2,91 3,29 3,30 

Promedio 3,32 3,24 3,20 2,58 3,17 3,25 3,29 

El hipocótilo es el espacio entre la radícula y la yema de la semilla 

B1= Replica 1, B2= Replica 2, B3= Replica 3. 
Los datos indican que el T6, T5 y T1 generan poco impacto en la elongación del hipocótilo, mientras que el T3 
produce mayor afectación en el desarrollo del hipocótilo. 
Fuente: Los Autores 

El análisis ANOVA, determinó la significancia de cada uno de los tratamientos en el desarrollo 

del hipocótilo (Tabla 24). 

Tabla 24. Resultados ANOVA de la longitud del hipocótilo. 
Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p 

Factor 6 1,185 0,19756 2,22 0,103 

Error 14 1,245 0,08895   

Total 20 2,431    
El valor P es mayor al nivel de significancia del 0.05, es decir, las medias del Control y de los Tratamientos no son 
estadísticamente diferentes.  



 
 

Fuente: Los Autores 

     La Figura 17 muestra los resultados de la elongación del hipocótilo de Lactuca sativa en los 

diferentes tratamientos, el tratamiento T3 generó mayor inhibición en el crecimiento del 

hipocótilo. 

 
                                               La figura indica que el suelo del tratamiento T3 posiblemente se está destoxificando.  
                                              Figura 177. Comparación de elongación de la longitud del hipocótilo de las semillas 

                                               Fuente: Los Autores  

3.4.4 Desarrollo de la radícula de las semillas de Lactuca sativa 

Los datos de la Tabla 25 muestran que los tratamientos T3 y T4 presentaron menor desarrollo 

de la radícula. 

Tabla 25. Longitud de la radícula de las semillas de lechuga. 
Longitud de la radícula [cm] 

Replicas C T1 T2 T3 T4 T5 T6 

B1 4,27 3,04 2,45 1,87 2,59 3,42 3,47 

B2 4,48 2,87 2,48 2,01 1,84 3,20 3,36 

B3 4,28 2,71 2,47 1,78 1,95 2,96 3,10 

Promedio 4,34 2,87 2,47 1,89 2,13 3,19 3,31 

La radícula es la primera raíz rudimentaria en el embrión. 



 
 

En los tratamientos T6 y T5 se produce menor inhibición en el desarrollo de la radícula, lo contrario ocurre en el 
tratamiento T3. 
Fuente: Los Autores  

Los resultados del análisis ANOVA se muestran en la Tabla 26. 

Tabla 26. Resultados ANOVA sobre la longitud de la radícula de las semillas. 
Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p 

Factor 6 12,4479 2,07465 47,15 0,000 

Error 14 0,6160 0,04400   

Total 20 13,0639    
El valor P es menor al valor de significancia del 0.05, existe diferencia entre el grupo de datos analizado. 
Fuente: Los Autores 

La prueba de Tukey de los grupos de datos se muestra en la Tabla 27.  

Tabla 27.Prueba de Tukey con un nivel de confianza del 95%. 
Factor N Media Agrupación 

Control 3 4,3433 A    

T6 3 3,310  B   

T5 3 3,193  B   

T1 3 2,8733  B C  

T2 3 2,46667   C D 

T4 3 2,127   B D 

T3 3 1,8867   B D 

Las medias que no comparten una letra son significativamente 
diferentes 

El Control con respecto a T1, T2, T3, T4, T5 y T6 es diferente estadísticamente, debido a que no comparten 
literales; sin embargo, T1 y T2 al compartir un rango de significancia indica que su diferencia no es estadísticamente 
significativa con el control y los demás tratamientos.  
Fuente: Los Autores 

La Figura 18, muestra que en los Tratamientos T6 y T5 se generó un mejor desarrollo del 

crecimiento de la radícula. 



 
 

 
Figura 188. Comparación de elongación de la longitud de la radícula de las semillas 

Fuente: Los Autores 

De acuerdo a los resultados obtenidos del análisis, se evidenció que existe inhibición en el 

desarrollo de la radícula en los tratamientos siendo mayor la inhibición en el tratamiento 3.   

 

 

 

 

 

 

 



 
 

DISCUSIÓN 

En base a los resultados, el tratamiento 6 con una relación C/N de 100:10 presentó mayor 

efectividad, disminuyéndose la concentración inicial de HAPs de 30.010 mg/kg a 0.218 mg/kg en 

un período de 90 días, los resultados concuerdan con el estudio de Martínes et al., (2015) quienes 

con la misma relación C/N obtuvieron una reducción de 1042 mg/kg a 470 mg/kg. De igual 

manera, el estudio de Otiniano, (2004), menciona que la degradación de hidrocarburos en sistemas 

terrestres y marinos se acelera por la adición de nitrógeno y fósforo en forma de urea, fosfato y 

sales de amonio. 

En T2, T3 y T4 se pudo evidenciar una menor degradación en la concentración de HAPs, 

posiblemente por una cantidad elevada de sales en el suelo aumentando su salinidad y por ende 

reduciendo la degradación de los contaminantes. Lo mencionado coincide con Otiniano, (2004) 

quien reportó que la salinidad reduce significativamente la degradación del contaminante. Así 

mismo, Haritash & Kaushik, (2009) mencionan que la comunidad microbiana muestra mayor 

preferencia por las enmiendas de fácil biodegradación incluido los hidrocarburos de menor peso 

molecular, coincidiendo con los resultados de la investigación donde los tratamientos T5 y T6 

alcanzaron mayor degradación únicamente con la adición de urea.  

En todos los tratamientos se alcanzaron tasas de degradación mayores al 90% produciéndose 

mayor degradación en los primeros días de experimentación, resultados similares fueron 

reportados por Chemlal et al., (2013), quienes evaluaron el proceso de biorremediación para 

restaurar un suelo contaminado con diesel mediante el uso de nutrientes, obtuviendo una tasa de 

degradación del 85% presentando de igual manera mayor la degradacion en los primeros dias. Este 

comportamiento se debe a la intensa actividad biológica que se produce por una disponibilidad 



 
 

mayor de carbono, nutrientes y energía que estimulan el crecimiento y respiración de los 

microorganismos (Sayara, Borràs, Caminal, Sarrà, & Sánchez, 2011). 

El porcentaje de germinación de las semillas de Lactuca sativa y el desarrollo de su hipocótilo 

no se vieron afectados, debido a que no se apreció una afectación superior al 50%, lo que concuerda 

con Infante & Morales, (2012), quienes determinaron que no existe toxicidad cuando no se registra 

una disminución mayor al 50% del porcentaje de germinación de las semillas y de la elongación 

del hipocótilo. Sin embargo, en los tratamientos T3 y T4 se presentó afectación en el desarrollo de 

la radícula, esto posiblemente puede deberse a la presencia de mayor concentración de HAPs en 

el suelo según lo manifestado por Pernía et al., (2018).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

CONCLUSIONES 

 En la presente investigación se evaluó la biorremediación de un suelo contaminado con 

HAPs, basándose en la bioestimulación de microorganismos autóctonos, mediante la 

adición de urea en relaciones C/N de 100:10 y de 60:1 de acuerdo a la revisión del estado 

del arte; durante el estudio todos los tratamientos alcanzaron tasas de degradación 

mayores al 90%, donde el tratamiento 6 con un 99% mostro mayor efectividad en la 

degradación de HAPs, su relación beneficia los procesos de crecimiento microbiano en 

el suelo y contribuye a la rápida degradación de hidrocarburos (Leys, Bastiaens, & 

Verstraete, 2005; Martínez, Pérez, Pinto, Gurrola, & Osorio, 2011; Wu, Wu, Zhang, & 

Ye, 2019), además demuestra que la bioestimulación mediante la incorporación de urea 

como fuente de nitrógeno resulto ser un método eficaz para mejorar la biodegradación 

de HAPs. 

 Según el TULSMA y el RAOHE, el límite permisible para un posterior uso agrícola del 

suelo sujeto al proceso de biorremediación es <2 mg/kg, es así que en base a los 

resultados del presente trabajo los tratamientos T1, T2, T4, T5 y T6 se encuentran dentro 

del límite permisible, mientras que el tratamiento T3 sobrepasa este valor debido a que 

la mayor actividad microbiana se enfocó en la degradación de la materia orgánica 

fácilmente degradable en lugar de los HAPs y su suelo no puede ser utilizado para la 

actividad agrícola.  

 La germinación de las semillas no se vio alterada por las disoluciones de los tratamientos 

alcanzando un porcentaje de germinación mayor al 95% indicando que el suelo sujeto a 

biorremediación no es tóxico, de igual manera no se presentó inhibición en el desarrollo 

del hipocótilo; sin embargo, en la elongación de la radícula de las plántulas se observó 



 
 

un efecto desfavorable en los tratamientos T3 y T4, debido a la mayor concentración de 

HAPs presente en el suelo. 

 La bioestimulación con nitrógeno aumento la descomposición de los hidrocarburos, 

optimizando el proceso de biorremediación de suelos contaminados con búnker, 

evidenciado por una disminución significativa de la concentración de HAPs. Además, 

ha demostrado ser una alternativa eficiente, de bajo costo y fácil aplicación para la 

recuperación de sitios contaminados con hidrocarburos. 
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ANEXOS 
 

ANEXO 1: Resultados del análisis de carbono y nitrógeno realizados por Seidlaboratory  

 



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

Anexo 2: Cromatogramas de todos los experimento transcurrido los 15 días de 
experimentación 

 



 
 

 

 

 



 
 

 

 



 
 

 

 

 



 
 

Anexo 3: Cromatogramas de todos los experimento transcurrido los 30 días de 
experimentación 

 

 



 
 

 

 



 
 

 

 



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

Anexo 4: Cromatogramas de todos los experimento transcurrido los 60 días de experimentación 

 

 



 
 

 

 

 



 
 

 

 

 



 
 

Anexo 5: Cromatogramas de todos los experimento transcurrido los 90 días de experimentación 

 

 



 
 

 

 

 



 
 

 

 



 
 

 

 

 


