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Resumen 
 

La estimulación biológica de los microorganismos y las interacciones fisicoquímicas (xenobiótico – 

agente/mecanismo de desorción), son la base de algunas tecnologías aplicadas actualmente a la remediación de 

suelos contaminados. Se ha sugerido que el desarrollo de una tecnología que combine estos dos principios 

aumentará la eficiencia de recuperación de suelos contaminados. Así, se definieron dos objetivos principales para 

mejorar los tiempos de remediación de suelos contaminados con hidrocarburos empleando bioaumentación e 

interacciones fisicoquímicas. Uno de los objetivos de este trabajo fué evaluar el efecto de la incorporación de un 

inóculo derivado de los materiales orgánicos: vermicomposta  (VC),  bagacillo  de  caña  (BC), extracto de 

leonardita (EL) y lombriz (L) Eisenia andrei en la remoción de hidrocarburos totales del petróleo (HTP) e 

hidrocarburos policíclicos aromáticos (HPA) como: acenaftileno, acenafteno, fenantreno, antraceno, fluoranteno, 

criseno y venzo[a]pireno; en presencia / ausencia de sustancias húmicas. 

Para evaluar el nivel de remoción de los HPA, tres sistemas microbianos o inóculos derivados de los materiales 

orgánicos fueron establecidos: las microbiotas totales (MT), microbiotas bioestimuladas totales (MBT) y cultivos 

mixtos (CM). El primer inóculo fue obtenido mediante dilución del material orgánico en agua isotónica estéril 

mientras que el segundo fue incubado en caldo nutritivo por 24h. El tercer inóculo estuvo integrado por los 

microorganismos aislados por la técnica de dilución y siembra en placa previo a un enriquecimiento de los 

microorganismos hidrocarbonoclastas en medio mineral suplementado con queroseno en un lapso de un mes. Así, 

se aislaron 140 microorganismos hidrocarbonoclastas de los cuales 100 fueron bacterias y el restante hongos 

filamentosos.  

El nivel de remoción de los HPA se evaluó empleando un diseño experimental combinatorio sin repeticiones para 

cada inóculo (MT, MBT o CM), por lo que se definieron 15 unidades experimentales o combinaciones de inóculos. 

En esta etapa se evaluó la capacidad de los inóculos para remover HPA en presencia de queroseno. Los sistemas 

removieron en promedio entre un 13 y un 71% a los HPA, siendo los sistemas experimentales binarios, los que 

presentaron mayor nivel de remoción. El CM integrado por BC + El (integrado por 44 bacterias) presentó la mayor 

tasa de remoción entre los diversos inóculos (MT, MBT o CM), de acuerdo con el análisis estadístico. Este sistema 

fue evaluado en la remoción de los HPA (3 o más anillos) como única fuente de carbono (ausencia de queroseno) 

observándose una disminución en la remoción de un 25%. 
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Se identificaron 12 géneros bacterianos en este sistema (BC + EL) los cuales fueron: Bacillus, Brevibacterium, 

Delftia, Dietzia, Gordonia, Kocuria, Mycobacterium, Naxibacter, Rhizobium, Rhodococcus, Stenotrophomonas y 

Streptomyces. De las 44 bacterias aisladas, diecinueve pertenecen al Filo Actinobacteria, dieciséis al Filo 

Proteobacteria; siete al Filo Firmicutes y dos solo se identificaron a nivel de dominio siendo clasificadas como 

bacterias.  

La incorporación de estos microorganismos, en presencia/ausencia de sustancias húmicas, permitió incrementar la 

velocidad y nivel de remoción de HTP de un suelo contaminado con combustóleo, hasta 50 veces (5000, 20000, 

50000 mgHTP/kg) en comparación con un sistema bioestimulado solo con sales minerales. 

Otro objetivo del presente trabajo fue contribuir en la búsqueda de una tecnología de lavado innovadora y amigable 

con el medio ambiente para remediar suelos contaminados con HTP e HPA y diferentes texturas, empleando 

sustancias húmicas (SH) cuyas propiedades anfipáticas fueron mejoradas mediante reacciones químicas 

modificando los principales grupos reactivos de la molécula con grupos reactivos tales como bencilo, pentilo y 

metilo; así como, hidrocarburos alifáticos de cadena larga (C8 – C18). La modificación fue verificada por 

espectrofotometría infrarroja con transformada de Fourier (FTIR), resonancia magnética nuclear de protón (NMR 

1H) y resonancia magnética nuclear de carbono (CPMAS 13C NMR); así como, mediciones de cromatografía de 

exclusion molecular de alto rendimiento (HPSEC). En este trabajo las SH (ácidos húmicos (AH) y ácidos fúlvicos 

(AF)) fueron modificados químicamente por esterificación / eterificación bajo calentamiento convencional o por 

irradiación de microondas; así como, catálisis de transferencia de fases.  

La eficiencia de la modificación química de las SH se incrementó bajo irradiación de microondas con respecto a la 

de calentamiento convencional. Los resultados mostraron que las SH modificadas favorecieron más la remoción de 

los HTP e HPA de los suelos en estudio que las SH nativas. Los mejores resultados en la remoción de HTP, se 

obtuvieron  con  el AH  modificado  con  dodecanol  y  el AF  modificado  con  decanol,  los cuales  aumentaron  la 

remoción en un 24% y 18% respectivamente con respecto a los derivados no modificados. Los derivados 

mantuvieron su solubilidad en agua e incrementaron su solubilidad en disolventes orgánicos. La remoción de los 

HPA por los derivados se incrementó entre 9 y 20 veces, siendo los derivados de metilo y bencilo los mejores. La 

remoción de los HPA se vio afectada por la textura del suelo, siendo más afectada en presencia de partículas más 

finas como la arcilla. La remoción  de un suelo franco-arenoso-arcilloso, se incrementó de una a 20 veces por los 

derivados de bencilo, mientras que el suelo franco arcilloso, se incrementó de una a nueve veces respecto a los 

ácidos húmicos sin modificar. Los derivados obtenidos tuvieron casi la misma eficiencia de remoción que los 

tensoactivos artificiales en solución; tal como, Tritón X100 y SDS. 
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Abstract 
 

Biological stimulation of microorganisms and physicochemical interactions (xenobiotic - agent/desorption 

mechanism), are the basis of some technologies currently applied to the remediation of contaminated soils. It has 

been suggested that the development of a technology that combines these two principles will increase the efficiency 

of recovery of contaminated soils. Thus, two main objectives were defined in order to decrease the remediation time 

of soils contaminated with hydrocarbons by using bioaugmentation and physicochemical interactions. One objective 

was to evaluate the effect of the addition of an inoculum derived from organic materials: vermicompost (VC), 

sugarcane bagasse (SCB), leonardite extract (LE) and earthworm (EaW) Eisenia andrei in the removal of total 

petroleum hydrocarbons (TPH) and polycyclic aromatic hydrocarbons (PAH) such as acenaphthylene, 

acenaphthene, phenanthrene, anthracene, fluoranthene, chrysene and benzo[a] pyrene, in the presence/absence 

of humic substances. 

To assess the PAH removal level, three microbial systems or inocula derived from organic materials were 

established: total microbiota (TM), total microbiota biostimulated (TMB) and mixed cultures (MC). The first inoculum 

was obtained by dilution of each organic material in sterile isotonic water while the second was incubated in nutrient 

broth for 24 hours. The third inoculum was composed of the organisms isolated by the technique of dilution and 

plating prior to an enrichment of hydrocarbonoclastic microorganisms in mineral medium supplemented with 

kerosene in one month of incubation. Thus, 140 hydrocarbonoclastic microorganisms were isolated which 100 were 

bacteria and the remaining were filamentous fungi. 

The PAH removal level was evaluated using a combinatorial experimental design without repetitions for each 

inocula (TM, TMB or MC) so 15 experimental units or combinations were defined for each inoculum.  At this stage 

was evaluated the capacity of inocula to remove PAH in the presence of kerosene. Systems removed an average 

between 13 and 71 % of PAH where the experimental binary systems, were those with higher removal levels. 

According to the statistical analysis, the MC composed by SCB + LE (composed of 44 bacteria) had the highest 

removal rate between the different inocula (TM, TMB or MC). This system was evaluated for removal of PAH (3 or 

more rings) as sole carbon source (absence of kerosene) observing a decrease in the removal of 25%. 

We identified 12 bacterial genera in this system (SCB + LE) which were: Bacillus, Brevibacterium, Delftia, Dietzia, 

Gordonia, Kocuria, Mycobacterium, Naxibacter, Rhizobium, Rhodococcus, Stenotrophomonas and Streptomyces. 

From the 44 isolated bacteria, nineteen belong to the phylum Actinobacteria, sixteen to phylum Proteobacteria, 

seven to phylum Firmicutes and two were identified only at the domain level being classified as bacteria. 
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The incorporation of these microorganisms in the presence/absence of humic substances, allowed to increase the 

PAH removal level and speed of soil contaminated with fuel oil (5000, 20000 or 50000 mgTPH/kg) up to 50 times 

compared to a system biostimulated only minerals. 

Another objective of this study was to contribute to the search for innovative washing and environmental friendly 

technology to remediate soils contaminated with TPH and PAH with different textures. To reach the objective, humic 

substances’ (HS) amphipathic properties were improved by chemical reactions in order to modified their main 

reactive groups (carboxyl and hidroxyl) with reactive groups such as benzyl, pentyl and methyl as well as long chain 

aliphatic hydrocarbons (C8 - C18). The modification was checked by Fourier transform infrared (FTIR) and proton 

(NMR 1H) and carbon (13C CPMAS NMR) nuclear magnetic resonance as well as measurements of high 

performance size exclusion chromatography (HPSEC). In this work the HS (humic (HA) and fulvic acids (FA)) were 

chemically modified by esterification/etherification under conventional heating or microwave irradiation, as well as 

phase transfer catalysis. 

The efficiency of chemical modification of HS was increased under microwave irradiation with respect to 

conventional heating. The results showed that the modified HS favored more the TPH and PAH removal than the 

native HS. The best results in the TPH removal, were obtained with the modified HA with dodecanol and modified 

FA with decanol, which increased the removal by 24% and 18 % respectively, compared to unmodified derivatives. 

Derivatives maintained their solubility in water and increased their solubility in organic solvents. Removal of PAH 

increased between 9 and 20 times more, with the methyl and benzyl derivatives. The removal of PAH was affected 

by soil texture, being more affected in the presence of fine particles such as clay. The removal of a sandy - loam – 

clay soil increased from one to 20 times more with benzyl derivatives, while the clay - loam soil was increased from 

one to nine times compared to unmodified humic acids. The derivatives obtained had almost the same removal 

efficiency that artificial surfactants in solution, such as Triton X100 and SDS. 
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1 INTRODUCCIÓN 
 

1.1 LOS SUELOS 
 

Se denomina suelo al sistema estructurado, biológicamente activo, que tiende a desarrollarse en la 

superficie de las tierras emergidas por la influencia de la intemperie y de los seres vivos. Se trata de un 

sistema formado por componentes minerales, componentes orgánicos (humus y derivados, biomasa 

viva y muerta), gas (aire en el espacio existente en los poros), y agua envolviendo partículas y el 

espacio capilar. El suelo constituye la interfaz entre la tierra, el aire y el agua, lo que le confiere la 

capacidad de desempeñar tanto funciones naturales como de uso antropogénico. 

  

Los suelos proporcionan soporte físico y nutrientes para el crecimiento de las plantas y los 

microorganismos. Existe en ellos una gran variedad de microorganismos (bacterias, actinomicetos, 

hongos, algas y protozoarios) que casi siempre están presentes en ellos, aunque las densidades de 

población de las mismas varían ampliamente. La superficie de los suelos constituye el lugar donde se 

producen la mayoría de las reacciones bioquímicas pertenecientes al ciclo de la materia orgánica, el 

nitrógeno y otros minerales, a la meteorización de las rocas y a la toma de nutrientes por parte de las 

plantas (Alexander 1999). Las propiedades físicas y químicas de los suelos influyen en gran manera 

sobre la aireación, la disponibilidad de nutrientes y la retención de agua y, por lo tanto, en la actividad 

biológica. Las propiedades más importantes de las que engloban estos grupos son el tamaño de 

partícula, la porosidad, la humedad, estado de aireación, composición química, fracción de arcilla, 

capacidad de intercambio de cationes y fracción orgánica. El tamaño de partícula afecta a la química de 

la superficie de los suelos y al tamaño de los poros. La cantidad de poros depende de la textura, 

estructura y contenido de materia orgánica del suelo. 

 

 

 

 



2 
 

1.1.1 COMPOSICIÓN DEL SUELO 

 

La matriz de un suelo está compuesta por cinco componentes principales: 

 Minerales: Los materiales minerales constituyen los principales componentes estructurales de 

los suelos y suponen más del 50% del volumen total. 

 Aire y agua: Conjuntamente constituyen el volumen de poros, que, por lo general, ocupa entre 

el 25 y 50% del volumen total. La proporción aire y agua varía considerablemente con la 

humedad del suelo. 

 Organismos vivos: Ocupan menos del 1% del volumen. 

 Materia orgánica: Oscilan entre el 3 y 6% del volumen, con valor medio. 

  

1.1.1.1 LA FRACCIÓN MINERAL 
 

El mineral predominante en un suelo es el dióxido de silicio. Igualmente se encuentran en abundancia 

el aluminio y el hierro, mientras que el calcio, magnesio, potasio, titanio, manganeso, nitrógeno, azufre, 

sodio y fósforo están presentes en menor cuantía (Alexander 1999). La composición química varía de 

un suelo a otro y, en un mismo suelo, a diferentes profundidades. Los microorganismos obtienen parte 

de los nutrientes que necesitan de la fracción mineral del suelo, siendo dichos nutrientes nitrógeno, 

fósforo, potasio, magnesio, azufre, hierro, calcio, manganeso, zinc, cobre y molibdeno. Sin embargo los 

microorganismos pueden disponer con facilidad únicamente de una pequeña parte de estos minerales, 

convirtiéndolos más en una provisión de lento empleo, que en una fuente de rápido uso. 

 

Los suelos se clasifican según el tamaño de sus partículas teniendo en cuenta tres componentes 

principales: 

Arcilla  Pasa por un tamiz de 0.002 mm 

Limo  Queda retenido en el tamiz de 0.002 mm pero pasa a través del tamiz de 0.05 mm 

Arena  Queda retenida en el tamiz de 0.05mm aunque pasa a través del de 2mm 
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La arcilla constituye el tipo de partícula que mayor efecto produce sobre las propiedades de un suelo, 

principalmente debido a la alta actividad superficial que la caracteriza. La mayor parte de sus partículas 

son de naturaleza coloidal, tienen una carga superficial negativa y de forma plana; además, son buenos 

absorbentes de agua, iones y gases. Aquellas partículas que quedan retenidas en el tamiz de 2mm de 

paso se clasifican como grava o piedra. Las de mayor tamaño, como la arena, no tienen el mismo nivel 

de actividad superficial. Los principales efectos asociados a las partículas de arena están relacionados 

con el tamaño del poro del suelo y, por tanto, con el movimiento del aire y el agua a través del mismo 

(las arenas no afectan en gran medida a las propiedades químicas y biológicas del suelo).La presencia 

en un suelo de superficies que absorban con gran intensidad determinadas clases de compuestos 

pueden reducir la disponibilidad de compuestos orgánicos para la biodegradabilidad. También afecta la 

disponibilidad de nutrientes la capacidad de intercambio de cationes en el suelo de los minerales 

arcillosos y los compuestos orgánicos que constan de zonas con carga eléctrica superficial negativa 

 

1.1.1.2 MATERIA ORGÁNICA DE UN SUELO 
 

La fracción orgánica del suelo está compuesta por: residuos de plantas, animales y microorganismos. 

Es el producto resultante del metabolismo microbiano, comúnmente llamado humus. El humus es 

materia orgánica que ha sufrido varias degradaciones y transformaciones. Está compuesto en su mayor 

parte por sustancias polimerizadas: compuestos aromáticos, polisacáridos aminoácidos, polímeros del 

ácido urónico y compuestos que contienen fósforo (Alexander 1999).Mucha de la materia orgánica de 

un suelo, en particular el humus, es ligeramente soluble únicamente en agua y de alguna forma, 

resistente a la biodegradación. El material húmico tiene propiedades coloidales y una carga neta 

negativa; por lo tanto, la importancia que tiene en el proceso de formación de complejos órgano-

metálicos es considerable. 
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1.2 EL PETRÓLEO 
 

El petróleo es el producto de la degradación anaeróbica de materia orgánica, durante largos períodos 

de tiempo y bajo condiciones de alta presión y temperatura, que la convierte en gas natural, crudo y 

derivados del petróleo. El petróleo crudo es una mezcla extremadamente compleja y variable de 

compuestos orgánicos, donde la mayoría de los ellos son hidrocarburos, que varían en peso molecular 

desde el gas metano hasta los altos pesos moleculares de alquitranes y bitúmenes. Estos 

hidrocarburos pueden presentarse en un amplio rango de estructuras moleculares como son: cadenas 

lineales y ramificadas, anillos sencillos, condensados o aromáticos. Los dos grupos principales de 

hidrocarburos aromáticos son los monocíclicos como el benceno, tolueno, etilbenceno y xileno (BTEX) 

y los hidrocarburos policíclicos aromáticos (HPA) tales como el naftaleno, antraceno, fenantreno entre 

otros (Guha et al. 1998) de los cuales se ha demostrado que tienen una alta toxicidad para los 

organismos vivos (Li et al. 2001). La toxicidad de los HPA y la hidrofobicidad aumenta con el número de 

anillos, por lo que la desintoxicación de los sitios contaminados dependerá de desorción de los HPA de 

la matriz donde se encuentran, que pasa a ser más difícil en suelos con un tamaño de partícula menor.   

 

1.2.1 COMPOSICIÓN DEL PETRÓLEO CRUDO 

 

El petróleo crudo se caracteriza por ser un líquido negro, viscoso y con una composición química 

sumamente compleja, pudiendo contener un sinnúmero de compuestos, básicamente de la familia de 

los hidrocarburos (Rosini 1960). Los hidrocarburos hacen parte de la familia predominante de 

compuestos, por lo que constituyen uno de los grupos de contaminantes ambientales más importantes, 

tanto por su abundancia, como por su persistencia en distintos compartimentos ambientales          

(Casellas et al. 1995). 

 

La composición elemental de un crudo está condicionada por la predominancia de los compuestos tipo 

hidrocarburo: 84 a 87% de carbono (C), 11 a 14% de hidrógeno (H), de 0 a 8% de azufre (S), y de 0 a 

4% de oxígeno (O), nitrógeno (N) y metales como el níquel y el vanadio (Clark y Brown 1977; Howe-

Grant 1996).  
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Los principales componentes se subdividen y purifican en distintas fracciones: 

 

 Fracción saturada: N-alcanos, alcanos ramificados con cadenas alquílicas, las cicloparafinas o 

cicloalcanos y los hopanos. 

 Fracción aromática: Hidrocarburos monoaromáticos, diaromáticos y policíclicos aromáticos. 

 Fracción de resinas: Agregados de piridinas, quinolinas, carbazoles, tiofenos, sulfóxidos y 

amidas. 

 Fracción de asfaltenos: Agregados de HPA, ácidos nafténicos, sulfuros, ácidos grasos, 

metaloporfirinas, fenoles polihidratados. Son menos abundantes y consisten en compuestos 

más polares, pudiéndose encontrar hidrocarburos heterocíclicos, hidrocarburos oxigenados y 

agregados de alto peso molecular (Pineda y Mesta-Howard 2001). 

 

1.2.2 LOS HIDROCARBUROS Y LA CONTAMINACION 

 

La contaminación del suelo se puede definir como un exceso de cualquier elemento o compuesto, a 

través de la exposición directa o secundaria, lo que provoca una reacción tóxica a la biota o humanos, 

resultando en un riesgo inaceptable para el medio ambiente (Abrahams 2002, Vangronsveld et al. 

2009). La contaminación de suelos con compuestos orgánicos e inorgánicos se produce en todo el 

mundo y por lo tanto más técnicas de desintoxicación ambientales se requieren (Bhandari et al. 2007). 

Desde el inicio de la actividad petrolera, el entorno en el que se desarrolla, se ve afectado por 

numerosas intervenciones que dañan severamente el medio ambiente. Las huellas más evidentes que 

se encuentran en todo el planeta donde se ha dado extracción de petróleo, frecuentemente han sido 

ocasionadas por accidentes en tanques de almacenamiento o en oleoductos. Sin embargo los 

accidentes que son los acontecimientos más notorios no son las únicas fuentes de contaminación o 

degradación del medio, ni siquiera las más importantes. Todas las actividades que están envueltas en la 

exploración y explotación del petróleo provocan impactos potencialmente negativos sobre el medio 

ambiente y sobre las personas que lo usan o que están en contacto con él. Gran parte de los 
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ecosistemas afectados por la exploración y explotación de hidrocarburos cuentan con formas de vida 

muy diversas y complejas.  

Varias tecnologías tales como los métodos físicos (Khodadoust et al. 2011), los métodos químicos 

(Romero et  al.  2011), biorremediación (Perez-de-Mora et  al.  2011), remediación electrocinética 

(Zhang y Rusling 1995), la tecnología térmica (Acharya y Ives 1994), y fotocatálisis (Balmer et al. 

2000) se han empleado para remediar los suelos contaminados por hidrocarburos. Con el aumento de 

la severidad de las normas industriales y el incremento de valor de los terrenos, los métodos con alta 

eficiencia y rapidez en la recuperación de suelos, se están convirtiendo en una necesidad. 

 

1.2.3 FORMAS DE CONTAMINACION POR LA OPERACIÓN PETROLERA 

 

La operación sísmica: Es una de las más utilizadas en la etapa de exploración, y consiste en la 

medición de las ondas de resonancia que produce la detonación de cargas de dinamita. Esto significa 

que la zona explorada queda completamente llena de agujeros dinamitados. Al encontrarse el lugar 

donde probablemente se puede dar la explotación del mineral, se procede a abrir los pozos 

exploratorios. 

 

La fase exploración: Durante este proceso son utilizados lodos químicos, los cuales son altamente 

contaminantes, para la mayor penetración en el terreno de los taladros que deben ser enfriados 

constantemente con agua. También se construyen piscinas para depositar las aguas acidas y los lodos 

contaminados que salen junto con el petróleo. Esta fase altera el equilibrio natural, ya que requiere de 

grandes cantidades de agua del lugar y aumenta los niveles de contaminación. También en las 

perforaciones se producen lodos con metales pesados y tóxicos como cadmio, cobre, arsénico, 

mercurio y plomo. 

 

La fase de extracción: Comienza cuando alguno de los pozos exploratorios toca un yacimiento. En 

tierra o en mar las operaciones a realizarse en esta etapa alteran el ambiente natural y lo contaminan. 

Esta etapa presenta riesgos adicionales de accidentes, relacionados con gases tóxicos, aguas acidas y 

los depósitos de crudo. 
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El transporte: Se da después de la extracción del crudo. El transporte del crudo es una de las etapas 

más riesgosas y costosas en términos de destrucción ambiental. Desde que se transporta el crudo 

masivamente, son millones de barriles que se han derramado en zonas selváticas, ríos, lagos y mares. 

Las consecuencias de tales derrames continúan afectando estos ecosistemas muchos años después. 

Dentro de las etapas de exploración y explotación también se da una compactación de los suelos por la 

maquinaria pesada donde por la pérdida de vegetación, se produce una erosión y contaminación de los 

suelos de la zona. Los microorganismos del suelo son alterados por la contaminación con 

hidrocarburos, desapareciendo o disminuyendo las especies menos resistentes sin dejar atrás las altas 

tasas de mutaciones. Las alteraciones al suelo producen cambios en el pH de este y del agua, que 

pueden causar un deterioro crónico de los ecosistemas.  

 

1.2.4 CAUSAS DE DERRAMES POR LA ACTIVIDAD PETROLERA 

 

Las causas más frecuentes de contaminación en la industria petrolera por transporte por medio de 

tubería u oleoducto, son: 

 

Falla operacional: Se da por un desajuste o asincronismo en la actividad normal de la operación de un 

oleoducto, un poliducto o estación, ya sea en la manipulación de los instrumentos o en la parte 

operativa por parte de los operadores, que ocasiona una sobrepresión de la línea de transporte. 

 

Fatiga de Materiales: Ocasionado por el inadecuado mantenimiento de las instalaciones, llámese tubo, 

pozo o múltiple abastecimiento, provocando un agujero por el cual se genera una fuga del líquido.  

 

Hurto: Cuando los terceros que acometen el hecho punible no tienen por motivo nada distinto que 

obtener un lucro con el crudo que extraen de la tubería. 

 

Acto terrorista: Es aquel que se atribuye por lo general a grupos u organizaciones armadas que 

enarbolando un carácter político acometen el daño con el interés de desestabilizar. 
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1.3 TECNOLOGÍAS DE REMEDIACIÓN DE SUELOS CONTAMINADOS (IN-SITU, EX-SITU) 
 

La necesidad de restaurar los sitios contaminados con hidrocarburos, propició el desarrollo de 

tecnologías físicas y químicas, exclusivamente. Posteriormente después de la década de los 70's se 

inició el desarrollo de la biorremediación. De esta manera en la actualidad, la remediación de un suelo 

puede llevarse a cabo por dos diferentes métodos, la Agencia de Protección Ambiental de Estados 

Unidos (USEPA por sus siglas en inglés) clasifica a las tecnologías de remediación en dos grandes 

grupos: las tecnologías ex-situ, y las tecnologías in-situ (USEPA 2008). En la primera se requiere de 

excavación, o de cualquier otro proceso para remover el suelo contaminado antes de su tratamiento 

que puede realizarse en el mismo sitio (on site) o fuera de él (off site) y las tecnologías in-situ, que se 

refieren al tratamiento del sitio contaminado en el mismo lugar. En la Tabla 1 y 2, se presentan las 

tecnologías de remediación ex-situ e in-situ respectivamente, comprendidas dentro de la EPA (EPA 

2008).  

Tabla 1. Tecnologías de remediación Ex situ de acuerdo a la EPA 

 

TECNOLOGÍAS 
(EX SITU) 

PRINCIPIO 

  
TRATAMIENTO QUÍMICO Se basa en la adición de agentes químicos oxidativos 

INCINERACIÓN ON-SITE Tratamiento térmico hasta CO2 en el mismo tugar 

BIORREMEDIACIÓN Empleo de organismos vivos 

INCINERACIÓN OFF-SITE Tratamiento térmico hasta CO2 en incineradores especiales fuera del área 

SOLIDIFICACIÓN Y 
ESTABILIZACIÓN 

Empleo de materiales de la construcción, cemento, limos hidratados entre otros 
para inmovilizar al contaminante 

NEUTRALIZACIÓN Empleo de agentes alcalinos para neutralizar suelos ácidos y permitir la 
remediación 

VITRIFICACIÓN El suelo contaminado se mezcla con arena de vidrio y se hace pasar una corriente 
eléctrica; para formar bloques de vidrio con el suelo contaminado 

AIREACIÓN MECÁNICA Se emplea para eliminar compuestos volátiles empleando la aireación 
SEPARACIÓN FÍSICA Los contaminantes se extraen y/o separan del medio contaminado, aprovechando 

sus propiedades físicas o químicas (volatilización, solubilidad, carga eléctrica) 

LAVADO DE SUELOS Los contaminantes adsorbidos en las partículas finas del suelo son removidos con 
el uso de soluciones acuosas en un suelo excavado 
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Tabla 2. Tecnologías de remediación In situ de acuerdo a la EPA 

 

TECNOLOGÍAS 
(IN SITU) 

PRINCIPIO 

  
EXTRACCIÓN DE VAPOR Recuperación de componentes volátiles empleando corrientes de vapor 

SOLIDIFICACIÓN Y 
EXTRACCIÓN 

Empleo de materiales de la construcción, cemento, limos hidratados entre otros para 
inmovilizar al contaminante 

BIORREMEDIACIÓN Empleo de organismos vivos para la desintoxicación de los suelos contaminados 
LAVADO DE SUELO Los contaminantes sorbidos en las partículas finas del suelo son removidos con el 

uso de soluciones acuosas en un suelo excavado 

RECUPERACIÓN 
TÉRMICA 

Utilizan calor para incrementar la volatilización (separación) de los contaminantes en 
un suelo 

FITORREMEDIACIÓN La fitorremediación es un proceso que utiliza plantas   para remover, transferir, 
estabilizar, concentrar y/o     destruir contaminantes (orgánicos e inorgánicos) en 
suelos, lodos y sedimentos 

EXTRACCIÓN DOBLE 
FASE 

Este tipo de procesos, utiliza solventes orgánicos para disolver los contaminantes y 
así removerlos del suelo 

 

 

1.3.1 BIORREMEDIACIÓN 

 

La biorremediación es una tecnología que utiliza el potencial metabólico de los microorganismos 

(fundamentalmente bacterias, pero también hongos y algas) para transformar contaminantes orgánicos 

en compuestos más simples poco o nada contaminantes, y, por tanto, se puede utilizar para limpiar 

terrenos o aguas contaminadas (Glazer y Nikaido 1995). 

  

Su ámbito de aplicabilidad es muy amplio, pudiendo considerarse como objeto cada uno de los estados 

de la materia (Atlas y Unterman 1999): 

 

 Sólido: Con aplicaciones sobre medios contaminados como suelos o sedimentos, o bien 

directamente en lodos, residuos, etc. 

 Líquido: Aguas superficiales y subterráneas, aguas residuales 

 Gases: Emisiones industriales, así como productos derivados del tratamiento de aguas o 

suelos 
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También se puede realizar una clasificación en función de los contaminantes con los que se puede 

trabajar (Alexander 1999): 

 

 Hidrocarburos: alifáticos, aromáticos, BTEX, HPA, etc. 

 Hidrocarburos clorados: PCB, pesticidas, herbicidas, etc. 

 Compuestos nitroaromáticos: TNT y otros 

 Metales pesados: estos no se metabolizan por los microorganismos de manera apreciable, 

pero pueden ser inmovilizados o precipitados. 

 Otros contaminantes: compuestos organofosforados, cianuros, fenoles, etc.  

 

Los microorganismos transforman y metabolizan aeróbicamente los hidrocarburos y otros compuestos 

orgánicos hasta dióxido de carbono, agua y fuentes de alimento para sustentar su crecimiento y 

reproducción, es decir, la biodegradación ocurre naturalmente. Es conocido que los microorganismos 

indígenas tienen la capacidad de adaptarse y eventualmente degradar cualquier compuesto orgánico 

natural sin asistencia del hombre; sin embargo, esta adaptación requiere la presencia de condiciones 

ambientales apropiadas tales como el pH, temperatura, el aceptor final de electrones (que en procesos 

aeróbicos es el oxígeno), concentraciones de contaminante no tóxicas para los microorganismos y 

adecuadas condiciones de humedad y conductividad del medio, entre las más importantes. La ausencia 

de alguna o varias de las anteriores condiciones puede limitar parcial o totalmente la actividad biológica 

y es cuando la mano del hombre juega un papel fundamental en la optimización del proceso, ya sea 

mejorando estas condiciones para aumentar la población de microorganismos (bioaumentación) y/o 

manipulando genéticamente los microorganismos para la degradación específica de algunos 

compuestos químicos. 
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1.3.1.1 FUNDAMENTACIÓN BIOQUÍMICA DE LA BIODEGRADACIÓN 
 

Todos los compuestos naturales complejos (lignina, ácidos húmicos, etc.) y la mayor parte de los 

compuestos xenobióticos pueden ser degradados, o al menos sufrir una biodegradación primaria, por 

los microorganismos (Alexander 1999). Sin embargo, la mineralización sólo es posible si existe la ruta 

metabólica completa para degradar los metabolitos intermediarios hasta la formación de  CO2  y H20 

(ambientes aerobios) o CH4 y CO2 (ausencia de oxígeno). 

El fundamento bioquímico de la biorremediación se basa, principalmente, en la serie de reacciones de 

óxido-reducción (cuyo fin es la obtención de energía) que se producen en la cadena respiratoria, o 

transportadora de electrones de las células. La cadena la inicia un sustrato orgánico (compuestos 

hidrocarburados) que es externo a la célula y que actúa como donador de electrones, de modo que la 

actividad metabólica de la célula acaba degradando y consumiendo dicha sustancia (Madigan et al.  

2003). Los aceptores más comúnmente utilizados por los microorganismos son el oxígeno, los nitratos, 

el hierro (III), los sulfatos y el dióxido de carbono. Cuando el oxígeno es utilizado como aceptor de 

electrones la respiración microbiana se produce en condiciones aerobias, y los procesos de 

biodegradación serán de tipo aerobio; sin embargo, si utiliza los sulfatos o el dióxido de carbono se 

produce en condiciones reductoras o anaerobias, y los procesos de biodegradación serán de tipo 

anaerobio. 

 

1.3.1.2 FACTORES QUE CONDICIONAN LA BIORREMEDIACIÓN DE UN SUELO 
 

La biodegradabilidad de una mezcla de hidrocarburos presente en un suelo contaminado depende de 

diversos factores, los cuales pueden clasificarse en cuatro grupos: 

 

 Medio ambientales 

 Físicos 

 Químicos 

 Microbiológicos 
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1.3.1.2.1 FACTORES MEDIO AMBIENTALES 

 

Los factores medio ambientales son aquellos necesarios a la hora de proporcionar las condiciones 

óptimas para el crecimiento de los microorganismos que llevan a cabo la recuperación. Los 

microorganismos son muy sensibles a los cambios de temperatura, pH, disponibilidad de nutrientes, 

oxígeno y humedad. 

 

pH: Afecta significativamente la actividad microbiana. En consecuencia, cuanto mayor sea la diversidad 

de microorganismos existentes, potencialmente mayor será el rango de tolerancia. No existen unas 

condiciones preestablecidas que sean óptimas en todos los casos, pero en términos generales el 

crecimiento de la mayor parte de los microorganismos es máximo dentro de un intervalo de pH situado 

entre 6 y 8. En general, el pH óptimo para las bacterias heterótrofas es neutro (pH 6 - 8), mientras que 

es más ácido para los hongos (pH 4 - 5). El pH óptimo establecido para procesos de biodegradación es 

neutro (pH 7,4 - 7,8) (Dibble y Bartha 1979). Así mismo el pH también afecta directamente en la 

solubilidad del fósforo y en el transporte de metales pesados en el suelo. 

 

Temperatura: Es uno de los factores ambientales más importantes que afecta la actividad metabólica 

de los microorganismos y la tasa de biodegradación. Generalmente, las especies bacterianas crecen a 

intervalos de temperatura bastante reducidos, entre 20 y 30ºC (condiciones mesófilas), decreciendo la 

biodegradación por desnaturalización de las enzimas a temperaturas superiores a 40ºC e inhibiéndose 

a inferiores a 0ºC. Sin embargo, también se ha dado la biodegradación de hidrocarburos a 

temperaturas extremas. 

 

Humedad: Los microorganismos requieren unas condiciones mínimas de humedad para su 

crecimiento. El agua forma parte del protoplasma bacteriano y sirve como medio de transporte a través 

del cual los compuestos orgánicos y nutrientes son movilizados hasta el interior de las células. Un 

exceso de humedad inhibirá el crecimiento bacteriano al reducir la concentración de oxígeno en el 

suelo. Por lo anterior, la humedad del suelo puede limitar de forma severa la biodegradación, 

fundamentalmente en suelos superficiales afectados por oscilaciones importantes en el contenido de 
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agua. No obstante el nivel óptimo de humedad depende de las propiedades de cada suelo, el tipo de 

contaminación y si la biodegradación es aeróbica o anaeróbica. 

 

Oxígeno: Es el aceptor final de electrones generalmente empleado en procesos biológicos y también 

es necesario en determinados tipos de reacciones de oxidación-reducción catalizada por enzimas. Los 

microorganismos, oxidan compuestos orgánicos o inorgánicos, obteniendo así la energía necesaria 

para su crecimiento. El proceso de oxidación da lugar a electrones que intervienen una cadena de 

reacciones en el interior de la célula y, al final, deben ser vertidos en el entorno. El aceptor final de 

electrones es el receptor de los mismos y, en el caso de un metabolismo aerobio, es el aceptor y H2O 

es el producto. La mayor parte de hidrocarburos presentes en los productos petrolíferos son 

degradados con mayor extensión y rapidez de forma aeróbica; ya que en ausencia de O2, y en 

presencia de aceptores de electrones alternativos (como NO3-, SO4
2-, CO2, Mn4+ y Fe3+) los 

hidrocarburos pueden ser degradados, pero con unas tasas de biodegradación muy inferiores a las 

aeróbicas (Boopathy 2000). 

 

Nutrientes inorgánicos: El metabolismo microbiano está orientado a la reproducción de los 

organismos y éstos requieren que los constituyentes químicos se encuentren disponibles para su 

asimilación y síntesis. Los nutrientes principalmente requeridos son el fósforo y el nitrógeno, por tanto, 

las concentraciones asimilables de dichos elementos presentes en el suelo, suelen ser limitantes para 

un incremento y activación de la población microbiana, mientras que otros nutrientes esenciales como 

el calcio, sodio, fierro o sulfato; ya están presentes en cantidades suficientes (Menn et al. 2000). La 

adición de fuentes de N y P inorgánicas, generalmente tiene un efecto positivo incrementando las 

poblaciones microbianas y las tasas de biodegradación de hidrocarburos en suelos contaminados                        

(Chaineau et al. 2003). Las proporciones molares de C:N:P, descritas en la bibliografía, respecto al 

contenido de carbono a degradar son muy distintas; el rango normal de C:N:P depende del sistema de 

tratamiento a emplear, siendo de modo habitual 100:10:1. Aunque en general la adición de fuentes 

inorgánicas de N y P al suelo es beneficiosa para los procesos de biodegradación, de igual manera, el 

uso excesivo de nutrientes inorgánicos también puede inhibir los procesos de biodegradación    

(Margesin y Schinner 1997).  
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1.3.1.2.2 FACTORES FÍSICOS 

 

Los factores físicos de mayor importancia en la biorremediación son la biodisponibilidad, la presencia 

de agua y la provisión de un aceptor de electrones adecuado. 

 

Biodisponibilidad: La tasa de degradación depende tanto de la capacidad de transporte y del 

metabolismo microbiano, como de la transferencia de masas del compuesto. La relación entre estos 

factores se conoce como biodisponibilidad. En los suelos uno de los factores limitantes para la 

biodegradación es la transferencia de masas, ya que los microorganismos de los suelos contaminados, 

suelen tener amplias capacidades biodegradativas al estar expuestos a una gran variedad de 

compuestos orgánicos diferentes. Por lo tanto la adsorción, la absorción, desadsorción, disolución y la 

difusión son fenómenos, propios de la transferencia de masas, que condicionan la biodisponibilidad de 

los contaminantes (Bosma et al. 1997).  

 

Un fenómeno que afecta de forma negativa a la biodisponibilidad de los contaminantes es el 

envejecimiento o aging que se define como la pérdida de la biodegradabilidad de los compuestos a lo 

largo del tiempo en el suelo (aunque la población microbiana mantenga intacto su potencial catabólico), 

el cual es más importante en suelos con elevado contenido en materia orgánica (Nocentini 2000). Este 

efecto se produce por una serie de fenómenos como son: la adsorción con la materia particulada del 

suelo, absorción a la materia orgánica del suelo, a la baja difusividad de los compuestos, 

principalmente desde los microporos; a la disolución en fases líquidas no acuosas (FLNAs), o a la 

formación de uniones covalentes con la materia orgánica e inorgánica del suelo (Weissenfels et al. 

1990; Alexander 1999).  
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Presencia de agua: Ésta es necesaria ya que, como se ha visto con anterioridad, los microorganismos 

toman en carbono orgánico, los nutrientes inorgánicos y los aceptores de electrones, necesarios para el 

crecimiento microbiano, de la fase líquida. Por lo tanto, el agua debe estar en contacto con los 

contaminantes en cantidades que permitan el desarrollo de las comunidades microbianas. Sin embargo, 

el agua puede llegar a inhibir el flujo de aire y reducir el suministro de oxígeno necesario para la 

respiración microbiana. 

 

1.3.1.2.3 FACTORES QUÍMICOS 

 

Estructura molecular: afecta sus propiedades químicas y físicas; así como, su posibilidad para ser 

biodegradado. La capacidad para ser biodegradado está relacionada con factores tales como la 

solubilidad, el grado de ramificación, el grado de saturación y la naturaleza y el efecto de los 

sustituyentes. 

 

Estructura química: La inherente biodegradabilidad de un hidrocarburo depende, en gran medida, de 

su estructura molecular. Siendo los parámetros que más van a afectar la halogenación, la existencia de 

ramificaciones, la baja solubilidad en el agua y la diferente carga atómica. De las distintas familias de 

hidrocarburos del petróleo, los n-alcanos y los alcanos ramificados (isoprenoides) de cadena intermedia 

(C10-C20) son los sustratos más fácilmente degradables por los microorganismos del suelo, y que por 

lo tanto tienden a ser eficazmente biodegradados. Sin embargo, los alcanos de cadena larga (>C20) 

son más difíciles de degradar debido a su (elevado peso molecular) y su baja solubilidad en agua       

(Chaineau et al. 1995). Los cicloalcanos, por norma general, se degradan más lentamente que los n-

alcanos y alcanos ramificados. De igual forma, los HPA que contienen de 2 a 3 anillos aromáticos 

pueden ser biodegradados eficazmente en el suelo en condiciones ambientales óptimas, mientras que 

los HPA de 4 anillos, y especialmente, los de 5 o más anillos bencénicos presentan una mayor 

recalcitrancia inherente y una baja solubilidad (Kästner 2000). Las fracciones de resinas y asfaltenos 

son las que presentan una menor degradabilidad debido a las complejas estructuras químicas y al 

elevado peso molecular de sus moléculas (Pineda y Mesta-Howard 2001). 
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1.3.1.2.4 FACTORES MICROBIOLÓGICOS 

 

El factor microbiológico más importante en la biorremediación es la transformación biológica de 

compuestos orgánicos, catalizada por acción de las enzimas. La biodegradación de un compuesto 

específico es frecuentemente un proceso que se realiza paso a paso en el cual se involucran muchas 

enzimas y muchos organismos. Las enzimas son específicas en términos de los compuestos que 

atacan y las reacciones que catalizan. Más de una enzima es normalmente requerida para romper una 

sustancia orgánica. Frecuentemente, los organismos que tienen las enzimas para degradar están 

presentes en el suelo. 

En  la  actualidad  se  conoce  una  gran  variedad  de  microorganismos  capaces  de  degradar  las 

fracciones más ligeras de los hidrocarburos como son los hidrocarburos alifáticos (HA) y estructuras 

sencillas  de  los  hidrocarburos  policíclicos  aromáticos  (HPA)  (Leahy  y  Colwell  1990).  En  lo  que 

concierne a los HPA de alto peso molecular, la variedad de microorganismos implicados en su 

degradación es  más  limitada.  Podemos  citar  especies  tales  como  Pseudomonas (P.  putida,  P. 

fluorescens, P. paucimobilis, P. vesicularis, P. cepacia, P. testosteroni), Alcaligenes (A. denitrificans, A. 

faecalis), Corynebacterium venale, Mycobacterium sp., Aeromonas sp., Rhodococcus sp., Bacillus sp., 

Moraxella sp., Streptomyces sp., Vibrio sp.,  Nocardia sp., Flavobacterium sp, Cyclotrophicus sp., etc. 

Aunque en muchos casos se trata de una biodegradación primaria y no una mineralización completa. 

(Kanaly y Harayama 2000, Bamfort y Singleton 2005). 

La mayor parte de los estudios que involucran la remoción/biodegradación de HPA han sido hechos en 

un solo compuesto para minimizar el número de variables. Poco es conocido sobre el efecto de 

mezclas de HPA en la remoción/biodegradación de otro. En la actualidad se conocen algunas rutas 

metabólicas para la degradación de HPA (Kanaly y Harayama 2000, Van Herwijnen et al. 2003), así 

como sus metabolitos persistentes a los biotratamientos (Lundstedt 2003). 

Las interacciones entre substratos son de interés para las estrategias de biorremediación porque los 

HPA existen en mezclas complejas en muestras ambientales; así como, en mezclas complejas en 

hidrocarburos alifáticos, tal como: queroseno, diesel, combustible entre otros. Metabolismo colectivo por 

un cultivo mixto de microorganismos puede resultar en el mejoramiento de la fracción alifática y 

aromática, ya que, la biotransformación de productos intermedios de un microorganismo puede servir 
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como substrato para el catabolismo y crecimiento de otros. Es difícil estudiar la biodegradación de HPA 

en ambientes naturales porque un número de factores determinan la velocidad de degradación y la 

extensión del metabolismo bacteriano. Factores ambientales incluyen temperatura, pH, concentración 

de  oxígeno,  salinidad,  intensidad de  luz,  tipo  de  sedimento,  la  presencia  de  co-substratos y 

estación del año (Tiehm 1995); así como, la ausencia de inducción enzimática catabólica (Providenti 

et al. 1993). 

Algunas ventajas pueden  ser  ofrecidas mediante  la  aplicación de  un  consorcio/cultivo mixto  de 

microorganismos complejo establecido naturalmente e inespecífico para un contaminante en particular; 

tal como, aquellos encontrados en lodos activados, abono o composta, los cuales generalmente cargan 

una alta diversidad de bacterias y hongos junto con una gran variedad de nutrientes esenciales, capaz 

de mantener la supervivencia y colonización de todos los microbios autóctonos en la muestra inoculada 

(Dejonghe et al. 2001, Spinelli et al. 2005, Di Toro et al. 2006). Por otro lado, la legislación actual en 

la restauración de sitios contaminados en algunos países europeos promueve el empleo de algunas de 

estas fuentes de microorganismos y en particular aquellos  obtenidos  de  la  

descomposición/estabilización microbiana  de  “materiales  orgánicos  de adecuada calidad” de 

residuos municipales, en la restauración biológica de sitios y suelos contaminados (Italian D.Lgs. No. 

152/2006). Por lo tanto, el uso de tales tipos de inóculos para inducir o acelerar la biorremediación de 

sitios contaminados a través de la liberación accidental de combustibles de depósitos subterráneos o 

durante su transporte, son de especial interés. Otra forma de obtener un inóculo microbiano indefinido 

son procedimientos de enriquecimiento con  petróleo crudo. La población microbiana en un consorcio 

indefinido es naturalmente seleccionada por su cooperación metabólica  en  la  degradación de  cada  

mezcla.  Consorcios microbianos indefinidos capaces de degradar petróleo crudo serían viables para la 

bioaumentación de sitios contaminados debido a la estabilidad de sus miembros y amplia actividad de 

degradación (Ozaki et al. 2006). 

Nuestro grupo de trabajo ha desarrollado una tecnología de biorremediación en sustrato sólido basada 

en la interacción de floras microbianas aportadas por materiales de origen biológico como son el 

bagacillo de caña, la vermicomposta y el suelo mismo, todo esto adicionado con lombrices de tierra 

(Eisenia foetida) y ácidos húmicos disponibles en el comercio (extracto de leonardita marca 

Powhumus®). De acuerdo con los resultados obtenidos, la interacción de la flora microbiana aportada 
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por estos componentes ha permitido remover, en un periodo de 30 días, hasta un 70% de mezclas 

complejas de HTP en sistemas de sustrato sólido incubados bajo condiciones de humedad controlada 

(60% de la capacidad de retención de agua del suelo), de una concentración inicial promedio de 83000 

mg/kg. 

En función de los conocimientos que se tienen en la actualidad sobre los microorganismos implicados 

en la degradación de HPA, consideramos de utilidad estudiar, los microorganismos capaces de remover 

HPA que se encuentran presentes en los materiales orgánicos objeto de este estudio, específicamente 

de aquellos HPA considerados cancerígenos para el ser humano. Se sabe que la eficiencia con que se 

degradan los hidrocarburos dependerá de la composición, concentración y complejidad de la mezcla de 

hidrocarburos.  

Por tanto propusimos incluir mecanismos alternativos que permitan la transformación de los HPA en 

moléculas inocuas, como es su inmovilización en las estructuras  de   los   ácidos  húmicos.  Dicha  

combinación  de   mecanismos  de   degradación  e inmovilización permitiría eliminar el impacto de la 

contaminación ambiental por este tipo de compuestos. 

Se propuso seleccionar una flora microbiana hidrocarbonoclasta con alta capacidad para remover 

hidrocarburos del petróleo considerados carcinogénicos y recalcitrantes, como son los HPA de alto 

peso molecular. La microbiota hidrocarbonoclasta (MH) con capacidad de remover HPA sería obtenida 

de los materiales orgánicos: bagacillo de caña, vermicomposta (a base de desechos celulolíticos y 

excretas de ganado vacuno), extracto de leonardita (Powhumus®) y lombriz de tierra (Eisenia andrei). 

Se seleccionó la flora microbiana que presentó la mayor capacidad para remover HPA de alto peso 

molecular tales como: acenafteno, fenantreno, antraceno, fluoranteno, criseno, benzo[a]pireno, 

dibenzo[a]antraceno, pireno y benzo[a]antraceno. Dicha MH se caracterizó en términos taxonómicos 

mediante la técnica de electroforesis en gradiente desnaturalizante (DGGE), comparación de los 

patrones de bandas y secuenciación de las mismas; así como, amplificación del gen 16S. En base a la 

comparación de las bacterias presentes en las diferentes muestras y la eficiencia para degradar HPA de 

las mismas se trató de encontrar una relación microorganismo/capacidad hidrocarbonoclásta, tratando 

de identificar las bacterias responsables de la misma. 
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1.3.2 LAVADO DE SUELO 

 

El lavado del suelo se basan en la eliminación de contaminantes de suelos contaminados por la acción 

del agua simple o bien (Griffiths 1995), tensoactivos orgánicos (neutros o iónicos) (Deshpande et al. 

1999, Chu y Chan 2003, Garon et al. 2002, Chun et al. 2002, Kalali et al. 2011, Peng y Chen 2011) o 

biotensoactivos (Noordman et al. 2000, Mata-Sandoval et al., 2002).  

Una de las principales limitaciones para la degradación de HPA de mayor número de anillos es su 

biodisponibilidad (Shiaris 1989, Sehlin 2004). Esta se ha asociado a fenómenos de adsorción a las 

partículas de suelo así como a su muy baja solubilidad (o insolubilidad) en medio acuoso 

(hidrofobicidad) del orden de 0.016 g/l (acenaftileno  2 anillos aromáticos) hasta 7×10-10 g/l 

(benzo[a]pireno  5 anillos aromáticos). Se admite que sólo la fracción soluble de un contaminante 

está biodisponible y, por tanto, puede ser metabolizada. 

 

1.3.2.1 Uso de SH en procesos de remoción de hidrocarburos 
 

Entre los agentes tensoactivos que se han desarrollado y empleado para lavar los suelos  y,  por  

mucho,  las  mayores  clases  de  tensoactivos de  uso  general  hoy  en  día  son  los tensoactivos 

aniónicos, que  constituyen  aproximadamente del  70  al  75%  del  consumo  total  de tensoactivos 

(Myers 1988). Surfactantes sintéticos con frecuencia han sido propuestos para tales fines pero fueron 

encontrados a ser persistentes y tóxicos en el suelo tratado. Por otra parte, pocos esfuerzos se han 

hecho para mejorar sus prestaciones y para investigar la posibilidad de utilizar agentes tensoactivos 

ambientalmente compatibles en lugar de surfactantes químicos. Tensoactivos biológicos como la 

lecitina de soja o de ramnolípidos se han empleado (Fava et al. 2004, Berselli et al. 2004). El uso de 

tensoactivos de origen biológico ha demostrado favorecer la desorción de hidrocarburos aromáticos y 

alifáticos, así como, para evitar impartir toxicidad al suelo. Sin embargo, la obtención de estos 

tensoactivos puede ser lenta, complicada y costosa. Una alternativa a la desorción de los hidrocarburos 

es el uso de ácido húmico (AH), como lo demostró Conte et al. (2005). 
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Los  ácidos  húmicos son  un  grupo  de  estructuras  supramoleculares conocidos como  sustancias 

húmicas (SH). Las SH se generan a partir de un proceso conocido como humificación, que es el 

proceso químico-microbiológico de la transformación de los residuos de los organismos vivos en una 

clase general de compuestos orgánicos refractarios. Las sustancias húmicas (SH) son materiales 

orgánicos naturales ubicuos en aguas, sedimentos y suelos. 

En los suelos, las SH controlan el destino de los contaminantes ambientales, estabilizar la estructura de 

los agregados, y afectan a la biogeoquímica del carbono orgánico. A pesar de la importancia de SH en 

fomentar la biodiversidad, afectar la calidad del agua, y el mantenimiento de la producción de los 

alimentos, la comprensión de su naturaleza química básica y reactividad sólo se ha logrado 

recientemente (Tan 2003). 

Se ha demostrado que las SH poseen propiedades de intercambio iónico, quelantes, transformaciones 

redox, enlace hidrófobo, etc. Estas propiedades han sido utilizados para acelerar o mejorar los 

procesos de biorremediación o la eliminación de sustancias tóxicas diferentes como: colorantes, 

hidrocarburos, pesticidas, entre otros (Piccolo 1996, Tan 2003). Entre las propiedades fisicoquímicas 

de las SH, podemos destacar sus propiedades tensoactivas, que han sido descritas, en principio, por 

Oden (1919), Tsctapek et al. (1981), Wershaw (1989) y más tarde por Kleber et al. (2007), todos ellos 

tratan de explicar las propiedades tensoactivas, así como, su interacción contra moléculas hidrófobas y 

partículas de suelo. Ellos describen a las SH como una mezcla de pequeñas piezas anfifílicas unidas 

entre sí por fuerzas débiles tales como Van der Walls, π-π, π-CH, etc. Las sustancias húmicas, 

considerados como surfactantes naturales, comienzan a ser reconocidos como una posible ayuda de 

las técnicas de bioremediación de suelos. La biodisponibilidad de los HPA (Holman et al. 2002) parece 

ser mayor por la adición exógena de sustancias húmicas en suelos contaminados. Además, se ha 

encontrado que la actividad surfactante de las SH reduce la absorción de contaminantes orgánicos en 

los suelos contaminados, lo que permite la desorción-remediación de los HPA (Janzen 1996, Chefetz 

et al. 2000, Conte et al. 2001, Holman et al. 2002). La  biodisponibilidad de  los hidrocarburos 

(Holman et al. 2002) se ha visto incrementada mediante la adición exógena de SH en suelos 

contaminados. La actividad de las sustancias húmicas como tensoactivo puede ser útil en la reducción 

de la absorción de contaminantes orgánicos en suelos contaminados, lo que permite la desorción-

remediación de los hidrocarburos (Jansen 1996, Chefetz et al. 2000, Piccolo et al. 2001, Holman et 
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al. 2002). La importancia de promover el uso de las ambientalmente seguras sustancias húmicas en la 

remediación de suelos altamente contaminados deben ser evidentes. Las sustancias húmicas pueden 

incluso mejorar la actividad de la biomasa en suelos lavados y contribuir a la atenuación natural una 

vez que el suelo ha sido tratado después de un proceso de recuperación ex situ (Fava y Piccolo 2002; 

Marschner y Kalbitz 2003). Por otra parte, la fracción de las sustancias húmicas restantes en el suelo 

pueden tener una acción favorable en el crecimiento de las plantas y contribuir así a la plena 

recuperación de los suelos tratados (Nardi et al. 2002).  

Conte et al. (2005), realizaron lavados de suelo contaminado con HTP encontrando que todos los 

surfactantes (ácido húmico, SDS, TX100 adicionados en una relación 1:10 (suelo/solución) en base a 

su CMC  Concentración Micelar Crítica, 24 horas, 100 rev/min) revelaron eficiencias de remoción muy 

similares (hasta un 90%: HPA, Halogenados monoaromáticos, tiofenos, bifenilos, entre otros) en la 

eliminación de los contaminantes en los suelos analizados de entre 4500 y 1500 mgHTP/kg. 

Kalali et al. (2011) emplearon la metodología de superficie de respuesta con el fin de determinar las 

condiciones óptimas para la remoción de hidrocarburos totales de petróleo utilizando tensoactivo no 

iónico Brij35 en un suelo contaminado con 50000 mg/kg. El efecto de diferentes factores en el proceso 

de lavado del suelo incluyendo la concentración de surfactante solución y el volumen, el tiempo de 

lavado, el tiempo de contaminación (días) y la frecuencia de lavado fueron evaluados. La concentración 

óptima (8 g/l), el volumen de la solución de surfactante (500 ml), el tiempo de lavado (75 min), el tiempo 

de contaminación (29 días) y la frecuencia de lavado (tres veces), permitieron remover un 93.54% de 

los HTP. 

Sheng et al. (2011) estudiaron la remoción de HPA realizando lavado de suelo empleando surfactantes 

(TW80 y TX100) a través de una serie de pruebas de laboratorio para examinar el efecto de la 

velocidad de agitación, el tiempo de lavado, concentración de surfactante, relación líquido / sólido, la 

temperatura y en modo con / sin agitación. Los primeros cuatro factores mostraron una influencia 

significativa sobre la eliminación, mientras que los dos últimos no. Las mejores condiciones de 

remoción se obtuvieron con una relación, líquido/solido  10:1, una agitación a 250 rev/min y 60 min. 

Soluciones que empleen SH, pueden convertirse en una alternativa válida y relativamente barata en 

comparación con los métodos comunes de recuperación de los suelos. 
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1.4 MODIFICACIÓN QUÍMICA DE LAS SH 
 

La génesis de las SH y por lo tanto la fuente de ellas proceden de los residuos de los organismos vivos, 

aunque un proceso complejo en cualquier tipo de suelo (especialmente agrícolas), compost (SH 

jovenes, menor grado de oxidación) o material antropogénico como leonardita (SH maduras, con mayor 

grado de oxidación). 

La leonardita es un tipo de carbón suave generalmente encontrado en conjunción con depósitos de 

lignito y es la materia prima más ampliamente utilizada para la producción de preparados húmicos 

comerciales. Por lo tanto, el uso de SH derivadas de leonardita ampliamente justifica su uso en las 

tareas de desintoxicación de suelos contaminados.  

Sin embargo, las SH tienen limitaciones naturales ya que son moléculas heterogéneas, esta limitación 

puede ser reducida teniendo en cuenta que las SH derivadas de leonardita y de una región geográfica 

fija no exhibirán grandes cambios a corto plazo estructurales, por lo que es posible caracterizar la 

molécula. Almendros (1995), Ilyukhina et al. (2005), Perminova et al. (2005), Perminova et al. 

(2006) han hecho modificaciones químicas a los AH con el fin de cambiar o aumentar sus propiedades 

en contra de plaguicidas o mejorar sus propiedades redox; sin embargo, casi no hay reportes de su 

modificación química y ninguna para favorecer sus propiedades tensoactivas. A pesar del potencial de 

las SH como tensoactivos; existen limitaciones debido al tipo y complejidad de los hidrocarburos en la 

mezcla a tratar. La presencia de un alto  contenido de  fracción asfáltica en  la  mezcla  de  

hidrocarburos disminuye  la  eficiencia a  la dispersión por las SH. Así, la introducción de otras cadenas 

de alquilo podría mejorar la afinidad entre las sustancias húmicas y los hidrocarburos totales de 

petróleo (TPH). La O-alquilación de los AH con cadena corta y haluros de bencilo en reacciones 

convencionales también se han descrito (Piccolo 2006). 

Las investigaciones demostraron la factibilidad de mejorar las propiedades originales de los ácidos 

húmicos y obtener un producto con propiedades a medida. Estudios realizados por nuestro equipo 

(datos no mostrados) nos permitieron observar limitada desorción de hidrocarburos totales de petróleo 

(HTP) por las SH, que se ve reflejado en un mayor contenido de la fracción asfáltica y por lo tanto en el 

incremento de estructuras hidrofóbicas complejas. Sin embargo, las fracciones  de hidrocarburos 

"ligeros", es  decir,  con menos contenido de  asfaltenos o  en  ausencia de  éstos, la  desorción / 
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solubilización (D / S) se ve facilitada. La baja eficiencia de la D / S es mayor con la HPA. Es por eso que 

una alternativa es integrar grupos aromáticos o alifáticos a las SH con el fin de aumentar su afinidad  

por  moléculas aromáticas al  mismo  tiempo que  mantener su  solubilidad con  el  fin  de utilizarlas en 

los procesos de lavado. 

Los recientes resultados cromatográficos y espectroscópicos han demostrado que las SH son 

asociaciones supramoleculares de  pequeño tamaño (<1000 Da)  moléculas heterogéneas unidas 

principalmente por fuerzas débiles. Numerosas técnicas químicas se han utilizado tradicionalmente 

para modificar la disposición estructural de las sustancias húmicas y obtener información sobre su 

composición molecular, como lo es la metilación de la molécula. Recientemente se han realizado 

estudios sobre la modificación química de su estructura con la finalidad de incrementar sus propiedades 

quelantes sobre metales pesados y su interacción con HPA.  

Sin embargo, no hay reportes sobre la modificación de sus propiedades tenso depresivas, lo cual 

puede contribuir al entendimiento de este fenómeno al determinar cuáles grupos funcionales están 

implicados y como se puede favorecer la posible génesis de SH a partir de las materias primas (en 

particular de origen vegetal) que originan su formación o aislar SH de zonas geográficas en donde se 

favorezca la génesis de SH con propiedades deseadas. 

Es por ello que resulta de interés analizar la estructura de las SH orientada al entendimiento de la 

estructura en su capacidad tensodepresiva para poder implementar una estrategia de modificación 

estructural mediante reacciones orgánicas que no alteren en gran medida la estructura original de la 

molécula ya sea empleando calentamiento convencional; es decir, calentamiento directo a la flama o a 

una resistencia o el uso alternativo de microondas. En el presente proyecto se ha considerado la 

activación de los ácidos húmicos, mediante reacciones químicas (esterificación o eterificación) con la 

finalidad de incrementar sus propiedades tensoactivas y permitir incrementar su interacción con los HPA 

en procesos de lavado. 
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2 JUSTIFICACIÓN 
 

La remoción de hidrocarburos totales del petróleo (HTP) intemperizados de suelos reales 

contaminados, es una prioridad mundial debido a su efecto tóxico sobre los seres vivos, es por esta 

razón que es de interés desarrollar tecnologías de remediación efectivas y económicamente viables. 

Las  tecnologías de  biorremediación han  demostrado ser  eficientes  y  económicas; sin  embargo, 

pueden ser lentas y poco eficientes en la remoción de las fracciones más recalcitrantes de los HTP 

como  son  los  hidrocarburos policíclicos  aromáticos  (HPA).  Entre  las  principales  limitaciones  se 

encuentran la diversidad de microorganismos hidrocarbonoclastas, la ausencia de nutrientes y la 

disponibilidad de los hidrocarburos. La remoción de estos hidrocarburos se puede llevar a cabo por 

procesos de co-metabolismo, donde participen microorganismos característicos de la transformación de  

moléculas  aromáticas  como  la  lignina  presente  en  residuos como el bagacillo de caña, olote, 

aserrín, vermicomposta e incluso los microorganismos asociados a la flora intestinal de la lombriz 

compostera. Dada la amplia variedad de enmiendas naturales empleadas en los procesos de 

biorremediación en biopilas, es de interés conocer los microorganismos adjuntos a estos y el impacto 

que tienen en los procesos de remoción de hidrocarburos. La desorción de hidrocarburos de las 

partículas  de  suelo  ha  sido  comúnmente realizada  a  base  de  tensoactivos  sintéticos.  Aunque, 

materiales  tensoactivos  de  origen  orgánico,  tales  como  los  ácidos  húmicos,  son  una  opción 

interesante. En lo que concierne a los ácidos húmicos, moléculas complejas que evolucionan en el 

curso del  tiempo, existen reportes científicos acerca de  su  poder tensoactivo y capacidad para 

incorporar estructuras aromáticas en su molécula. 

En el presente trabajo se propone evaluar el efecto de la presencia de un cultivo mixto 

hidrocarbonoclasta especializado en la remoción de HTP e HPA, aislada de los materiales orgánicos 

vermicomposta, bagacillo de caña, lombriz (Eisenia andrei) y extracto de leonardita presentes en un 

preparado líquido suplementado de sustancias humicas y nutrientes. 
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3 HIPÓTESIS 
 

 

 Si la capacidad de los microorganismos para metabolizar hidrocarburos aromáticos y alifáticos, 

esta asociada a la estructura compleja y rica en moléculas aromáticas del material orgánico del 

cual se aíslan, entonces el bagacillo de caña, la vermicomposta y los ácidos húmicos, poseerán 

este tipo de microorganismos. 

 

 Dado que la capacidad de remoción de hidrocarburos aromáticos y alifáticos en suelo, esta 

asociada a los grupos funcionales de las sustancias húmicas, entonces su modificación química 

permitirá incrementar la remoción respecto a la molécula nativa. 
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4 OBJETIVOS 

4.1 Objetivo general 
 

Caracterizar un cultivo mixto hidrocarbonoclasta aislado de los materiales orgánicos: bagacillo de caña, 

vermicomposta, extracto de leonardita y lombriz; y evaluar su capacidad para remover hidrocarburos 

totales del petróleo e hidrocarburos policíclicos aromáticos de un suelo contaminado, en 

presencia/ausencia de sustancias húmicas. 

 

4.2 Objetivos específicos 
 

 Aislar e identificar por técnicas de microbiología tradicional, los microorganismos 

hidrocarbonoclastas de los cuatro materiales orgánicos objeto de estudio. 

 Evaluar la capacidad de remoción de HPA en presencia de queroseno por las microbiotas y 

cultivos mixtos aislados de los cuatro materiales orgánicos objeto de estudio. 

 Identificar por técnicas de biología molecular a los integrantes del cultivo mixto cuya remoción 

de HPA sea la mayor. 

 Evaluar la capacidad de remover HPA, como única fuente de carbono, por el cultivo mixto 

seleccionado. 

 Discutir la eficiencia de remoción de HTP e HPA por el cultivo mixto hidrocarbonoclasta 

seleccionado y un cultivo mixto comercial bacteriano en presencia/ausencia de sustancias 

húmicas y nutrientes ** 

 Modificar químicamente las sustancias húmicas, orientado a la incorporación de grupos 

reactivos (aromáticos o alifáticos), para incrementar sus propiedades anfipáticas. 

 Evaluar la capacidad de remover HTP e HPA mediante lavados de suelo empleando las 

sustancias húmicas modificadas de suelos contaminados. 

  

** La evaluación de la remoción de HTP e HPA por el cultivo mixto y el cultivo mixto comercial, fué evaluada por las Ingenieras en Biotecnología, 

Leslie Adriana Ríos Rodríguez y Remedios González Garduño como tesis de licenciatura por la Universidad Tecnológica de Tecamac. 
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5 MATERIALES 

5.1 Bagacillo de caña (BC) 
 

Producto de desecho de un procesadora de hojas de papel (Kimberly-Clarck) del estado de Veracruz, 

previamente composteada. El bagacillo de caña fue homogenizado y triturado para su caracterización. 

 

5.2 Lombriz (L) 
 

Eisenia andrei con clitelio, proporcionada por el Dr. Ronald Ferrera Cerrato del Colegio de 

Postgraduados del Programa de Postgrado en Edafología. 

 

5.3 Vermicomposta (VC) 
 

Producto de la digestión de paja y estiércol bovino (previamente composteados) por la lombriz Eisenia 

andrei. La VC fue proporcionada por el módulo de vermicompostaje del Área de Microbiología del 

Colegio de Postgraduados del Departamento de Edafología. La vermicomposta fue homogenizada y 

cribada en malla 10 para su caracterización. 

 

5.4 Extracto de Leonardita (EL) 
 

Se empleó el producto comercial Humintech® Powhumus® del cual se aislaron los microorganismos 

hidrocarbonoclastas. Este producto es un acondicionador natural del suelo y bioestimulante de las 

plantas que contiene sustancias húmicas extraídas de leonardita mediante solución alcalina (NaOH). 

Así mismo, se emplearon ácidos húmicos y fúlvicos extraídos tambien de leonardita,  suministrados  por  

la  empresa  mexicana  TEMA  (Tecnología  Especializada  en  el  Medio Ambiente,  S.A.   de   C.V)  

para   realizar   los   ensayos  de modificación química. Los ácidos fúlvicos no requirieron purificación 

alguna, debido a que se trabajó con un producto puro. 
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5.5 Suelos 
 

a) Suelo empleado para evaluar el efecto de la incorporación de un cultivo mixto hidrocarbonoclasta y 

sustancias húmicas en la remoción de HTP e HPA 

Se utilizó un suelo limpio proveniente del campo 10 perteneciente a la petroquímica Escolin, ubicada en 

el municipio de Poza Rica, Veracruz. El suelo seco fue homogenizado y cribado en malla 25 para su 

caracterización. Las características fisicoquímicas fueron: pH, 7.95 ±0.05; capacidad de retención de 

agua, 43 ±3% (v/p); carbono orgánico 2.3 ±0.5% (p/p); fósforo disponible 1.6 ±0.004% (p/p); nitrógeno 

total 0.13 ±0.01% (p/p), los análisis fueron realizados de acuerdo con Alefa et al. (1995). El contenido 

de AF y AH fue de 1.42 ±0.03% (p/p) y 0.23 ±0.05% (p/p) de acuerdo con el método establecido por la 

IHSS. 

b) Suelo empleado para evaluar la remoción de HTP mediante sustancias húmicas modificadas 

Se utilizó un suelo intemperizado contaminado con aceite crudo proveniente del mismo campo 10. Las 

características fisicoquímicas fueron las mismas que el suelo anterior pero el contenido de carbono fue 

de 7 ±0.5% (p/p) debido al contenido de hidrocraburo. 

c) Suelo empleado para evaluar la remoción de HPA mediante los ácidos húmicos modificados 

Dos muestras de suelo limpio con diferente textura fueron utilizadas. El suelo seco fue homogenizado y 

cribado en malla 25 para determinar su textura (Tabla 3). 

 

Tabla 3. Textura de los suelos empleados en la evaluación de los ácidos húmicos modificados en la remoción de HPA 

 
A B 

Arena (%) 50.1 ± 0.8 36.6 ± 0.5 

Limo (%) 23.2 ± 0.5 33.75 ± 0.8 

Arcilla (%) 26.7 ± 0.2 29.65 ± 0.2 

Textura* Franco-areno-arcilloso Franco-arcilloso 

 

*De acuerdo a los gráficos para denominar los suelos según su textura. 
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5.6 Reactivos para la evaluación de la remoción HPA 
 

Los HPAs empleados fueron acenaftileno (Antl), acenafteno (Anth), fenantreno (Phe), antraceno (Ant), 

fluoranteno (Flu), criseno (Cry), pireno (Pyr) y benzo[a]pireno (BaP); se adquirieron de Sigma-Aldrich 

(México). El queroseno empleado en este trabajo fue adquirido de J. T. Baker (USA). 

 

5.7 Reactivos para la modificación química de las sustancias húmicas y lavado de 

suelos 
 

Ácido metanosulfónico (MsOH), 1-octanol, 1-decanol, 1-dodecanol, Aliquat 336, hidróxido de 

tetrabutilamonio (Bu4N+OH- or HTBA, 40% en H2O), tetrahidrofuran (THF), bromuro de n-octilo, bromuro 

de n-tetradecilo, bromuro de n-octadecilo, yoduro de metilo, bromuro de pentilo y bromuro de bencilo 

fueron adquiridos de Sigma-Aldrich (Milán, Italia) los cuales se emplearon sin purificación adicional. Las 

soluciones utilizadas para los lavados de suelo fueron: 1. agua MilliQ. 2. Dodecilsulfato de sodio (SDS); 

3. Tritón X-100 (TX100); 4. AH (ácido húmico sin modificación química); 5. AH-bencilado; 6. AH-

pentilado; 7. AH-metilado. Los surfactantes SDS  y Tritón X-100 se obtuvieron de  Sigma-Aldrich (Milan, 

Italia). Los HPAs empleados fueron: fenantreno (Phe), antraceno (Ant), fluoranteno (Flu) y pireno (Pyr); 

los cuales se adquirieron de Sigma-Aldrich (Milwaukee, WI). 
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6 MÉTODOS 

6.1 Estrategia Experimental 
 

La estrategia experimental estuvo dividida en cuatro etapas, como se indica en la Figura 1. La primera 

etapa contempló el aislamiento de los miembros de la microbiota hidrocarbonoclasta de cada material 

orgánico objeto de estudio; así como, el estudio de la capacidad para remover HPA (en 

presencia/ausencia de queroseno) mediante la obtención de diversos inóculos (microbiotas totales, 

microbiotas bioestimuladas y/o cultivos mixtos obtenidos de cada material orgánico) y sus mezclas;  

para finalmente seleccionar el inóculo cuyo nivel de remoción de HPA fue el mejor. La segunda etapa 

consistió en identificar por técnicas de biología molecular a los integrantes del inóculo para asignar 

género y especie. Así mismo se estudió la evolución de los integrantes del inóculo en el proceso de 

remoción de HPA (como única fuente de carbono) empleando la técnica de biología molecular DGGE 

(electroforesis en gel con gradiente desnaturalizante) y cuenta total en placa. En la tercera etapa se 

validó la eficiencia de remoción de HTP e HPA de un suelo real contaminado en presencia/ausencia de 

sustancias húmicas, por el inóculo seleccionado de la etapa dos. Finalmente la etapa cuatro tuvo la 

finalidad de modificar químicamente sustancias húmicas incorporando grupos reactivos, con la finalidad 

de incrementar su capacidad anfipática y su efecto en la desorción de HTP e HPA, para lo cual se 

diseñó una estrategia de lavado de suelo real contaminado intemperizado o artificialmente contaminado 

con HTP y/o HPA. 
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Figura 1. Estrategia experimental para la remoción de HPA de suelos reales contaminados.  

** Análisis llevado a cabo a partir de los resultados obtenidos por las Ingenieras Bioquimicas Leslie Adriana Ríos Rodríguez y 

Remedios González Garduño de la Universidad Tecnológica de Tecamac. 
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6.1.1 Etapa 1 

 

6.1.1.1 Cuenta total de los microorganismos heterótrofos aerobios e 

hidrocarbonoclastas 
 

Se realizaron diluciones seriales de lombriz (estas fueron lavadas con agua estéril, secadas en papel 

filtro estéril, pesadas y finalmente fueron molidas bajo condiciones estériles), bagacillo de caña, 

vermicomposta y extracto de leonardita (1×10-1 a 1×10-9) a partir de 1 gramo de muestra. Una muestra 

de 100 µl de cada dilución fue distribuida en cajas Petri previamente preparadas con agar medio 

mineral con o sin una atmosfera de queroseno (se impregnó un papel filtro de 4 × 2 cm con 0.5 ml de 

queroseno y se colocó en la tapa superior de la caja Petri). El agar medio mineral (1 l) consistió de dos 

soluciones; solución A (0.9 l): K2HPO4 (0.8g), KH2PO4 (0.2g), KCl (0.1g), Na2FeEDTA (0.014g), 

Na2MoO4•2H2O (0.025g), NH4NO3 (1g) y Agar-Agar (15g) y la solución B (0.1 l): MgSO4•7H2O (0.2g) y 

CaCl2  (0.06g) (Renie, 1981; modificado por R. Ferrera-Cerrato). Ambas soluciones, previamente 

preparadas y ajustadas a pH 7, fueron esterilizadas por separado a 121 ºC por 18 min, antes de ser 

mezcladas bajo condiciones de esterilidad; por último se  adicionó  biotina (co-factor enzimático)  y  

ácido  p-aminobenzoico  (10  mg/l) (factor de crecimiento).  La  cuenta  total  de  heterótrofos  fue 

determinada por la dispersión de alícuotas (0.1 ml) en las mismas diluciones en agar nutritivo o 

Sabouraud. Las cajas Petri fueron incubadas a 32 ºC durante 7 días (microorganismos heterótrofos 

aerobios) hasta 15 días (microorganismos hidrocarbonoclastas), realizando la cuenta total después de 

éste periodo (30 – 300 colonias por caja). 

 

6.1.1.2 Aislamiento de microorganismos hidrocarbonoclastas de los materiales 

orgánicos 
 

Un gramo de cada material orgánico fue suspendido en 19 ml de agua destilada estéril (dilución 1:20 

p/v; establecido en base a la capacidad de retención de agua por el BC) contenida en viales de 50 ml 

(en el caso de la lombriz, estas fueron lavadas con agua estéril, secadas en papel filtro estéril, pesadas 



33 
 

y finalmente fueron molidas bajo condiciones estériles). Los viales fueron agitados por 20 minutos y se 

les permitió reposar hasta la sedimentación de sólidos. Después, 1 ml de cada suspensión fue 

adicionado por cuadruplicado en viales de 100 ml que contenían 25 ml de  medio mineral (el  mismo 

que  el  descrito anteriormente pero si  agar-agar) y 5000 mg/l de queroseno como fuente de carbono. 

Los viales fueron incubados por 30 días a 30 °C y 170 rev/min para el crecimiento microbiano. Al final 

de este periodo los viales presentaron un notable crecimiento (agregados y diversos colores). Los viales 

fueron agitados y homogenizados en la medida de lo posible para después tomar alícuotas de 0.1 ml de 

cada vial las cuales fueron dispersadas en agar nutritivo o Sabouraud (incubadas a 30 °C por 30 días) 

con la finalidad de estimular el crecimiento de las bacterias y los hongos que sobrevivieron bajo  la 

presencia de hidrocarburos. Basado en la morfología colonial como el tamaño, forma, color, bordes, 

textura y Gram, las diferentes colonias fueron estriadas y/o picadas (hongos) una vez más en agar 

nutritivo o Sabouraud para su identificación. Estos aislados pre-seleccionados fueron repetidamente 

estriados en placas con agar hasta la obtención de cepas puras. Con propósitos de re-confirmar la 

capacidad de usar hidrocarburos como fuente de carbono, estas cepas fueron estriadas en agar medio 

mineral con o sin atmósfera de queroseno como única fuente de carbono.  

Con la finalidad de conocer cuántos de estos microorganismos podrían crecer en presencia de HPA 

objeto de estudio (acenaftileno, acenafteno, fenantreno, antraceno, pireno, criseno y benzo[a]pireno); 

un análisis de tolerancia fue desarrollado. Un mililitro de una solución de HPA (100 mg/l de cada uno, 

diluido en diclorometano) fue asperjado en el centro de una caja petri con agar medio mineral hasta que 

la solución se evaporó. Después, cada microorganismo aislado fue estriado del centro de la caja hacia 

la periferia e incubado bajo atmosfera de queroseno a 30 °C por 30 días. 

 

6.1.1.3 Cinéticas de crecimiento de los microorganismos aislados 
 

Cada microorganismo aislado fue inoculado en 30 ml de caldo nutritivo, incubado a 30 °C y 150 rev/min 

hasta alcanzar una densidad óptica (D.O). de 0.5 medida a 660nm (Thermo Spectronic, Genesys 

10UV). Después las cepas fueron inoculadas (3 ml) en caldo nutritivo fresco (27 ml) y agitado a 150 
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rev/min y 30 °C. La concentración celular de cada microorganismo fue determinada por D.O. (por 

triplicado) de muestras tomadas periódicamente. 

6.1.1.4 Evaluación de la capacidad de remoción de HPA por diversos inóculos y 

sus mezclas 
 

6.1.1.4.1 Preparación de inóculos de cada material orgánico 

 

a)   Microbiota total (MT) 

Un gramo de cada material orgánico fue suspendido en 19 ml de agua destilada estéril (dilución 1:20) 

contenida en viales de 50 ml (en el caso de la lombriz, estas fueron lavadas con agua estéril, secadas 

en papel filtro estéril, pesadas y finalmente fueron molidas bajo condiciones estériles). Los viales fueron 

agitados por 20 minutos posteriormente se les permitió reposar hasta la sedimentación de sólidos y 

filtrados a través de papel Whatman No. 1 estéril. 

b)   Microbiota bioestimulada total (MBT) 

Un gramo de cada material orgánico fue suspendido en 19 ml caldo nutritivo (dilución 1:20) contenida 

en viales de 50 ml (en el caso de la lombriz, estas fueron lavadas con agua estéril, secadas en papel 

filtro  estéril,  pesadas  y  finalmente fueron  molidas  bajo  condiciones estériles). Los  viales  fueron 

agitados por 24 horas a 37 °C y 170 rev/min, finalmente se les permitió reposar hasta la sedimentación 

de sólidos y filtrados a través de papel Whatman No. 1 estéril. 

c)   Cultivo mixto (CM) 

Los microorganismos aislados (6.1.1.2) se crecieron en forma axénica en 50 ml de caldo nutritivo a         

30 °C y 150 rev/min hasta alcanzar una D.O. de 0.5, la cual fue medida a 660nm. Después, 10% de 

este cultivo fue inoculado en 50 ml de caldo nutritivo fresco e incubado (30 °C y 150 rev/min) hasta que 

cada microorganismo creció a la mitad de su fase logarítmica de crecimiento (aprox. 8 h). A 

continuación, el material celular fue recuperado por centrifugación a 8000 rev/min por 5 min. Los pellets 

fueron lavados dos veces por agitación con 30 ml en agua estéril isotónica (0.85% NaCl) y 

centrifugados (8000 rev/min por 5 min).  Finalmente  todos   los   microorganismos  que pertenecen a 
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un material orgánico específico en forma de pellet (L, VC, BC o EL) fueron puestos juntos y re-

suspendidos en 50 ml  (4×107 bacterias/ml) de medio mineral con la finalidad de obtener un cultivo 

mixto de cada material (cuatro cultivos mixtos). 

d)   Cultivo mixto comercial (CMC) 

Se utilizó el producto comercial  p-Bio TPH/D de la empresa SilmanCare. P-Bio es una mezcla 

patentada de bacterias culturas híbridas, específicamente diseñado para degradar las fracciones de 

petróleo conocidas como alifáticas, aromáticas, aceites combustibles, etc. Cien gramos de p-Bio TPH/D 

se añadió en un galón de agua destilada estéril. A continuación, el agente de bioaumentación se mezcló 

y agitó durante 20 minutos a temperatura ambiente para permitir que los ingredientes activos se 

liberaran; así como, permitir la activación microbiana. Por último, el producto hidratado se filtró a través 

de un tamiz de tela o un paño, para eliminar los sólidos más grandes.  

 

6.1.1.4.2 Remoción de HPA en presencia de queroseno por los inóculos 

 

Un mililitro de cada inóculo (a, b o c) que pertenece a un material orgánico fue adicionado en un vial de 

100 ml y se completó a un volumen final de 50 ml con medio mineral. Un diseño experimental 

combinatorio sin repetición fue empleado para determinar el nivel de remoción por los distintos inóculos 

y sus mezclas como se muestra en la Tabla 4. Como fuente de carbono a cada vial se le adicionó 5000 

mg/l de Queroseno y 100 mg/l de cada HPA (acenaftileno, acenafteno, fenantreno, antraceno, 

fluoranteno, criseno, pireno y benzo[a]pireno), los ensayos fueron realizados por triplicado. Después de 

la incubación por un mes en la oscuridad a 150 rev/min y 30 °C, los sistemas fueron analizados para 

determinar HPAs residuales y crecimiento microbiano (dilución serial y dispersión en placa). Solo un 

tratamiento fue seleccionado de acuerdo al mayor porcentaje y número de HPAs removidos. Como 

control un medio sin inóculo fue usado. 
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Tabla 4. Mezclas de las MH de los materiales orgánicos (en 55 ml) de los tratamientos 

  AH L VC BC MM 

1 ▲ ▲ ▲ ▲ 46 ml 
2 ▲ 

   
49 ml 

3 
 
▲ 

  
49 ml 

4 
  

▲ 
 

49 ml 
5 

   
▲ 49 ml 

6 ▲ ▲ 
  

48 ml 
7 ▲ ▲ ▲ 

 
47 ml 

8 ▲ 
 

▲ 
 

48 ml 
9 ▲ 

  
▲ 48 ml 

10 ▲ 
 

▲ ▲ 47 ml 
11 ▲ ▲ 

 
▲ 47 ml 

12 
 
▲ ▲ 

 
48 ml 

13 
 
▲ ▲ ▲ 47 ml 

14 
 
▲ 

 
▲ 48 ml 

15 
  

▲ ▲ 48 ml 

      Blanco 1 
    

50 ml 
Blanco 2 

    
50 ml 

Blanco 3 ▲ 
   

50 ml 
Blanco 4 ▲ 

   
50 ml 

 

AH: ácido húmico; L: Lombriz; VC: Vermicomposta; BC: Bagacillo de caña; MM: Medio Mineral; B1: Blanco para analizar al día cero; B2: blanco para 

analizar al termino del tratamiento; B3: blanco con ácidos húmicos esterilizados para analizar al día cero; B4: blanco con ácidos húmicos 

esterilizados para analizar al termino del tratamiento. 

6.1.1.4.3 Análisis de remoción de HPA 

 

Los HPA fueron extraídos del medio de cultivo mediante extracción líquido-líquido empleando 

diclorometano (tres extracciones con 20mL), recuperándolo del fondo del vial mediante una pipeta 

aforada de vidrio de 10ml de graduación ayudándose de una propipeta. El disolvente fué evaporado 

con una corriente de nitrógeno hasta completa evaporación. Posteriormente se adicionaron 5mL de 

hexano para disolver los HPA residuales. Finalmente 1 µl de muestra (de cada sistema) fue analizado 

por cromatografía de gases con un detector de ionización de flama (FID) (Perkin Elmer Auto System) y 

una columna capilar Sil 8 CB (Varian) de 25 m, diámetro interno 0.32 mm y 0.4 µm de grosor de la 
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capa; nitrógeno fue el gas acarreador a 7.7 psi. La temperaturas del inyector y del detector fueron 

ajustados a 250 y 280 °C, respectivamente. La temperatura del horno fue incrementada en una etapa: 

de 170 °C, con un tiempo de retención de 17 min, a 300 °C a 18 °C por minuto con un tiempo de 

retención final de 9 min (tiempo total: 33.2 min).  

El área de los picos de estándares de HPA fueron usados para cuantificar los HPA residuales en las 

muestras, en comparación con el control el cual tuvo la concentración inicial de HPA (Boonchan et al. 

2000). 

 

6.1.1.4.4 Análisis estadísticos 

 

Los tratamientos se analizaron mediante el programa NCSS 2007, empleando prueba de 

comparaciones múltiples de Duncan, Fisher (LSD) y Tukey-Kramer (P <0,05). 
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6.1.2 Etapa 2 

 

6.1.2.1 Identificación de los microorganismos 
 

Los microorganismos fueron identificados por técnicas de biología molecular, para ello se procedió  a 

realizar la extracción del DNA genómico y la posterior amplificación del gen 16S rDNA. 

 

6.1.2.1.1 Extracción de DNA y PCR 

 

Este análisis fue hecho solo para los microorganismos que pertenecieron al mejor tratamiento que 

removió los HPAs en presencia de queroseno. El DNA genómico fue extraído de las cepas crecidas en 

medio nutritivo al final de su fase logarítmica. Las células fueron recuperadas por centrifugación  (10000 

rev/min por 5 min) y suspendido en 20 µl de buffer TE (100 mM Tris•Cl,  pH 8.0, 10 mM EDTA) 

conteniendo 1% de Tritón X-100 (24 µl Tritón X-100 al 10%), 56 µl de agua estéril y 100 µl de solución 

de lisozima (40 mg/ml lisozima, 40 mM Tris•Cl, pH 8.0). La suspensión fue sujeta a tres ciclos de  

congelamiento/descongelamiento; cada ciclo consistió en 5 min de congelamiento en hielo 

seco/acetona, 5 min de descongelamiento a 65 °C en un baño de agua con una ligera agitación, 

finalmente una agitación en vortex (MS2 Minishaker; IKA Labortechnik, Stauffen, Germany) a máxima 

velocidad por 10 s. La suspensión fue primero incubada por 30 min y 65 °C mezclando por inversión 

cada 10 min. Después 3 µl de una solución de proteinasa K (20 mg/ml proteinasa K, 50 mM Tris, pH 8.0 

y 1.5 mM de acetato de calcio), 30 µl de SDS 10% (v/v), 367 µl de buffer TE y 6 µl de RNAsa (5 mg/ml) 

fueron adicionadas. A continuación, se incubó la mezcla por 2 h a 37 °C en un baño de agua y 

mezclada cada 10 min por inversión. Cien microlitros de una solución de NaCl 5 M fue adicionada a la 

mezcla y mezclada empleando vortex, seguida de la adición de 80 µl de CTAB/NaCl (10% v/v CTAB, 

0.7 M NaCl) se agitó nuevamente y se incubó la mezcla por 10 min a 65 °C. Finalmente la  purificación  

del  DNA  genómico, se realizó de acuerdo al método  descrito  por  Sambrook  and  Russel  (2001. El 

DNA fue cargado dentro de un gel de agarosa al 1% y corrido por 30 min a 100V. Posteriormente el gel 

fue teñido con una solución de bromuro de etidio 0.5 µg/ml por 5 min y lavado con agua destilada 5 min. 



39 
 

6.1.2.1.2 Amplificación por PCR del gen 16S rDNA 

 

El  gen 16S rDNA fue  amplificado por  PCR  y  los  oligonucleótidos usados fueron 27F  y 1492R 

(Akkermans et al. 1996). Todas las reacciones fueron llevadas a cabo en 25 µl en un equipo Master 

Cycler (Eppendorf, Germany). Las mezclas de PCR consistieron de 12.5 µl de Taq PCR Master Mix 

(Taq PCR Master Mix Kit, Eppendorf, Germany), 1 µl de cada oligonucleótido (0.1 mM), 7.5 – 9.5 µl de 

agua libre de RNAsas y 3 µl (50 ng) de DNA molde aproximadamente. Las condiciones del ciclo de 

amplificación del gen 16S rDNA consistieron de 15 min de una desnaturalización inicial de 95 °C; 

seguida de 35 ciclos de 1 min de desnaturalización a 94 °C, 1 min de alineamiento a 75 °C y 1 min de 

extensión a 72 °C, seguida de 10 min de una extensión final a 72 °C. Los productos de PCR fueron 

purificados por geles de agarosa de 1% con el kit (Qiagen, Hiden, Germany) de purificación QIAquick 

PCR y secuenciado direccionalmente por Macrogen Inc. (Seoul, Korea). 

 

6.1.2.1.3 Análisis filogenético 

 

Las secuencias del gen 16S rDNA fueron editadas manualmente usando SeaView v.4 (Gouy et al., 

2010). Las secuencias fueron comparadas con aquellas disponibles en el Ribosomal Database Project 

II (Cole et al. 2007) (http://rdp.cme.msu.edu/seqmatch/seqmatch_intro.jsp) y en GenBank usando 

el software  BLASTN  (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi), con  la  finalidad  de  averigüar  

sus parientes más cercanos. Las  primeras  secuencias de  referencia fueron  usadas  para  realizar  el 

alineamiento con nuestras secuencias usando CLUSTAL X v.2 (Larkin et al., 2007). Los análisis de 

máxima  probabilidad  fueron  realizados  usando  PhyML  (http://atgc.lirmm.fr/phyml/) (Guindon  and 

Gascuel 2003). MODELTEST 3.06 (Posada 2008) fue usado para seleccionar el modelo apropiado de 

la evolución de la secuencias por el AIC. El modelo TrNef+G fue seleccionado para la búsqueda del 

árbol. La confianza para cada nodo fue establecida por 10000 réplicas bootstrap. Escherichia coli 

(NC000913) fue usada como grupo externo. Las similitudes entre las secuencias fueron calculadas 

usando el software MatGAT v.2.01 (Campanella et al. 2003). Las asignaciones taxonómicas fueron 
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hechas en base a dos criterios: la posición filogenética y la similitud con las secuencias referencia de 

las bases de datos. 

 

6.1.2.2 Remoción de HPAs como única fuente de carbono 
 

En este análisis se empleó el inóculo cuyo nivel de remoción de HPAs en presencia de queroseno fue 

el mayor. Cada ensayo fue realizado por triplicado. El procedimiento experimental fue análogo al 

establecido en la 6.1.1.4.2. 

 

6.1.2.3 Evolución del inóculo en el proceso de remoción de HPA 
 

Se dio seguimiento a los microorganismos integrantes del inóculo empleando la metodología de 

biología molecular DGGE, para lo cual se decidió dar seguimiento al gen rpoB el cual es el gen que 

codifica para la subunidad β de la polimerasa bacteriana además por ser un gen monocopia, que 

permitiría identificar cada cepa del cultivo mixto. Así mismo, se dio seguimiento a los integrantes del 

inóculo mediante cuenta total y análisis morfológico (como se mencionó anteriormente, 6.1.1.2). 

 

6.1.2.3.1 Amplificación del gen rpoB 

 

El gen rpoB fue amplificado por PCR y los oligonucleótidos usados fueron rpoB B2041r y rpoB 1698f. 

Todas las reacciones fueron llevadas a cabo en 25 µl en un equipo Master Cycler (Eppendorf, 

Germany). Las mezclas de PCR consistieron de 12.5 µl de Taq PCR Master Mix (Taq PCR Master Mix 

Kit, Eppendorf, Germany), 1 µl de cada oligonucleótido (0.1 mM), 7.5 – 9.5 µl de agua libre de RNAsas 

y 3 µl (50 ng) de DNA molde aproximadamente. Las condiciones del ciclo de amplificación del gen 16S 

rDNA consistieron de 15 min de una desnaturalización inicial de 95 °C; seguida de 35 ciclos de 1 min de 

desnaturalización a 94 °C, 1 min de alineamiento a 52 °C y 1 min de extensión a 72 °C, seguida de 10 
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min de una extensión final a 72 °C. El amplicón fue re-amplificado bajo las mismas condiciones pero 

empleando el oligonucleótido reverso con cola de GC’s (rpoB B2041rR) con la finalidad de incrementar 

la resolución en la separación de los amplicones por DGGE. 

 

Oligonucleótidos: 

rpoB 1698f  5’-AACATCGGTTTGATCAAC-3’ 

rpoB B2041r  5’-CGTTGCATGTTGGTACCCAT-3’ 

rpoB B2041rR  5’CGCCCCCCGCGCCCCGCGCCCGGCCCGCCGCCCCCGCCCCCGTTGCATGTTGGTACCCAT-3’ 

 

6.1.2.3.2 Análisis del sistema por la técnica DGGE 

 

Una vez amplificado el gen rpoB de las cepas aisladas se empleó la metodología de electroforesis en 

gel con gradiente desnaturalizante (DGGE, Denaturing Gradient Gel Electrophoresis), para obtener un 

patrón de bandeo característico para cada cepa; así como, cada tiempo de la toma de muestra con la 

finalidad de darles seguimiento durante el proceso de remoción de HPA. Se preparó un gel de 

acrilamida y bis-acrilamida (37.5:1) al 8%, con gradiente desnaturalizante entre un 40 y 80% (Urea-

formamida). Las condiciones del equipo (DCode System, Bio Rad) fueron las siguientes: 100 V 

(constante) y 0.04 A, durante 4 horas a 60 °C con una rampa de temperatura de 200 °C/h. Se 

inyectaron 20 µl de cada amplicón con 2 µl de regulación de carga por pozo del gel. Una vez terminada 

la electroforesis se tiño el gel con SYBR green (25 µl en 250 ml de agua desionizada), por 30 min y 15 

min lavado con agua destilada. 
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6.1.3 Etapa 3 

 

6.1.3.1 Discusión de la eficiencia de remoción del cultivo mixto seleccionado y un 

cultivo mixto comercial, en la remoción de HTP e HPA en 

presencia/ausencia de sustancias húmicas y sales minerales. 
 

La evaluación del nivel de remoción de HTP en un periodo de 34 dias, por el cultivo mixto (CM) 

seleccionado y por el cultivo mixto comercial (CMC) fue llevado a cabo por Ríos-Rodríguez (2011) y 

González-Garduño (2011) respectivamente. Para evaluar el efecto de la incorporación de los inóculos 

se estableció un diseño experimental factorial general: 23 • 31. En el diseño experimental se 

consideraron cuatro factores los cuales fueron: el inóculo (5 ml para el CM, 25 ml para el CMC), ácidos 

húmicos (6 g/kg), ácidos fúlvicos (4 g/kg) y la presencia de hidrocarburos. Los tres primeros factores 

fueron evaluados a dos niveles: presencia o ausencia. El cuarto factor (presencia de hidrocarburos) a 

tres niveles: 5,000; 20,000 y 50,000 mgHTP/kg (Figura 2). Así el diseño experimental factorial general 

(DEFG) consistió de 24 tratamientos. Los tratamientos control fueron: a) suelo al 50% CRA (capacidad 

de retención de agua), b) suelo al 50% de la CRA y bioestimulado con sulfato de amonio y fosfato 

monobásico de potasio con una relación C/N/P  100/10/1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. DEFG establecido para evaluar la presencia del inóculo y sustancias húmicas en la remoción de suelo contaminado 

con combustóleo 
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6.1.4 Etapa 4 

 

6.1.4.1 Modificación química de las sustancias húmicas 
 

Se desarrollaron e implementaron una serie de metodologías diversas con la finalidad de incorporar 

grupos funcionales aromáticos o alifáticos en la estructura supramolecular de las sustancias húmicas 

(SH) con el propósito de incrementar sus propiedades surfactantes. Inicialmente se realizó una 

caracterización de las SH para evaluar el contenido de protones de los grupos carboxílicos y fenólicos 

factibles de reaccionar por dos métodos químicos: ataque nucleofílico facilitado en presencia de un 

ácido fuerte por parte de un grupo alquilo (de un haluro de alquilo) sobre las SH o un ataque nucleofílico 

facilitado por una sal cuaternaria de amonio que actúa como agente de transferencia de fase. 

Finalmente se evaluó si la modificación química mejoró la capacidad surfactante de las SH en la 

desorción de HTP e HPA mediante lavado de suelo contaminado. 

 

6.1.4.1.1 Purificación de los ácidos húmicos 

 

Con la finalidad de analizar y caracterizar los ácidos húmicos en estudio, es necesario realizar una 

adecuada purificación de este material, para ello se empleó la metodología de la IHSS (International 

Humic Substances Society): 

 Adicionar una solución de 0.1 NaOH/0.1 M Na4P2O7 bajo una atmósfera de N2 hasta obtener 

una relación de 10:2 (v/p). 

 Extraer la suspensión bajo N2 con agitación intermitente toda la noche. Se recolectó el 

sobrenadante por centrifugación a 10000 rev/min (Realizar lavado del precipitado de la misma 

forma pero solo una hora en agitación, repitiendo la centrifugación). 

 Acidificar el sobrenadante con 6 M HCl con agitación constante hasta pH=1.0 y después 

permitir que la suspensión descanse de 12 – 16 horas. 

 Centrifugar la muestra y eliminar el sobrenadante. 
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 Suspender el AH en una solución 1:1, v/v de 0.5% HCl/HF. Agitar toda la noche a temperatura 

ambiente. Esto con la finalidad de eliminar silicatos adheridos a las ácido húmicos. 

 Transferir el precipitado a un tubo de diálisis con agua destilada (solo lo suficiente) y dializar en 

un frasco con agua bidestilada, hasta que el agua del recipiente dé una reacción negativa a la 

presencia de cloruros cuando se adiciona AgNO3 al 1% o la conductividad de agua del 

recipiente sea la misma que la del agua bidestilada pura. Esto tiene la finalidad de eliminar el 

exceso de ácido clorhídrico en la muestra. 

 Liofilizar el ácido húmico. 

 

6.1.4.1.2 Caracterización de las SH 

 

La  caracterización química de  las  sustancias húmicas tiene la  finalidad de  conocer el  tipo  de 

estructuras químicas y grupos funcionales presentes, que son de importancia para llevar a cabo la 

modificación química. Los análisis que se determinaron se muestran en la Tabla 5. 

Tabla 5. Análisis realizados para caracterizar las SH 

Análisis Propósito 

Acidéz de las SH Conocer los meq H+/g SH 

Análisis elemental 
Composición elemental en base 
al contenido de C,H,O 

FTIR  
(Fourier Transformed 
Infrared) 

Grupos  funcionales: carboxilo, 
hidroxilo, aromático, alifático, etc. 

CP-MAS 13C-NMR  
(cross-polarization magic 
angle spinning carbon -13 
nuclear magnetic resonance 
spectroscopy) 

Grupos funcionales: carboxilo, 
hidroxilo, aromático, alifático, etc. 

H-NMR 
(proton nuclear magnetic 
resonance spectroscopy) 

Grupos funcionales: carboxilo, 
hidroxilo, aromático, alifático, etc. 

Py-GC/MS 
(Pyrolisis gas 
chromatography mass 
spectrometry) 

Detección de unidades 
estructurales 

HPSEC 
(High Pressure Size 
Exclusion Chromatography) 

Peso molecular y subunidades 
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6.1.4.1.2.1 Determinación de la acidez  

 

Para llevar a cabo este análisis se utilizó un titulador automático (Radiometer Analytical, TitraLab, 

modelo TIM840 Titration Manager). La prueba consistió en diluir 1 gramo de material húmico en 100 ml 

de agua destilada y posteriormente llevar a pH 1 con HCl concentrado. A continuación se adicionó una 

solución de NaOH 0.5 M hasta alcanzar pH 9 y pH 12 para los AH  y AF respectivamente. 

 

6.1.4.1.2.2 Determinación de la composición química (N, C, H) 

 

Se utilizó el equipo Fisons EA 1108 Elemental Analyzer, para llevar a cabo el análisis elemental de las 

sustancias húmicas para ello se pesó 2 mg de muestra en un recipiente de estaño el cual se insertó 

directamente en el equipo. 

  

6.1.4.1.2.3 Análisis de Infrarrojo 

 

El espectro de infrarrojo con transformada de Fourier fue obtenido con un equipo Perkin-Elmer 

Spectrum-One FTIR. Todas las muestras (3 mg) fueron molidas y mezcladas con KBr (100 mg) en un 

mortero de ágata. Para adquirir el espectro, se hicieron 8 escaneos. Substracción automática de agua, 

suavizado y la corrección de la línea base fueron hechos usando el software Perkin– Elmer Spectrum 

5.0 FTIR. 
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6.1.4.1.2.4 Análisis de CPMAS 13C NMR 

 

Los espectros de Cross-Polarization Magic-Angle Spinning (CPMAS) 13C NMR fueron adquiridos con un 

Avance Bruker 300, equipado con una sonda MAS de 4 mm de ancho, operando a una frecuencia de 

resonancia de 75475 MHz, y una velocidad de giro del rotor de 5.000 ± 1 Hz. Las muestras fueron 

envasadas en  rotores de zirconia de 4 mm con tapas de Kel-F; 1510 puntos de datos se recogieron 

durante un tiempo de adquisición de 20 ms, con un retraso de reciclaje de 3 s, y más de 2000 

escaneos. El retraso de reciclaje (RD) fue elegido después de una evaluación de valores T1(ρH) (datos 

no publicados), para que RD> 5T1(ρH). Un pulso de secuencia del tiempo de contacto variable (VCT) 

se aplicó con una rampa 1H para tener en cuenta la falta de homogeneidad de la condición de 

Hartmann-Hahn a altas velocidades de giro del rotor. Una frecuencia de giro de bloqueo promedio de 

60 MHz se aplica durante el tiempo de polarización cruzada en rampa.  Los tiempos de contacto en la 

secuencia de VCT fueron: 0.035, 0.045, 0.500, 0.750, 0.850, 1.0, 1.5, 2.0, 3.5, 5.0 y 6,.0 ms. Los 

espectros fueron procesados mediante el uso del software MestRe-C versión 4.3.6.0. Todas las 

desintegraciones de inducción libre (FID) se transformaron mediante la aplicación de, primero, un 16 k 

cero relleno y, a continuación, una función exponencial filtro con ensanchamiento de línea (LB) de 100 

Hz. Una corrección manual de línea base multipunto con 14 puntos interpolados mediante una función 

cúbica se utiliza para corregir las líneas de base espectros. Todos los espectros se divide en cinco 

regiones diferentes: 191-157 ppm (COOH), 157-117 ppm (carbono aromático), 117-98 ppm (carbono 

anomérico), 98-51 ppm (oxidado de carbono y C de O-polisacáridos y peptídico C-N), y sistemas de 51-

0 ppm (carbono alquilo). 

  

6.1.4.1.2.5 Análisis de NMR 1H 

 

La muestra (6 mg) se disolvió en 700 µl de DMSO deuterado. Se empleó un equipo de 400 MHz 

(Bruker Avance spectrometer). Este estuvo equipado con una prueba de 5 mm Bruker Inversa de Banda 

Ancha (BBI, Broad Band Inverse por sus siglas en inglés) trabajando a 1H de frecuencia de 400.13 
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MHz fue empleando para llevar a cabo todas las mediciones en estado líquido a una temperatura de 

298 +/- K.  

Los espectros de 1H-RMN fueron adquiridos con un retraso de 2 s del equilibrio químico, una longitud 

de pulso (pulse length) a 90° de 9 s. 15832 el tiempo de puntos de dominio (time domain points), 64 

transitorios y 4 escaneos falsos (dummy scans). La anchura espectral de 1H fue de 16.0204 ppm 

(6410.256 Hz). Se aplicó una multiplicación de 1.5 Hz a la decadencia de inducción libre (free induction 

decay) (FID). Todos los espectros fueron procesados con los siguientes software: Bruker Topspin 

Software (v.1.3) and MestReC NMR Processing Software (v.4.9.9.9). 

 

6.1.4.1.2.6 Análisis de pirólisis fuera de linea 

 

En una charola de cuarzo, se adicionó 500 µl de hidróxido de tetrametilamonio a 500 mg de muestra y 

se dejó por 2 min. Posteriormente la muestra se colocó a la mitad de un tubo (Pyrex o de cuarzo) 

específico para realizar la pirólisis. Se colocaron los sistemas de entrada de nitrógeno y recuperación 

de los gases de arrastre en dos trampas con cloroformo las cuales estuvieron rodeadas de hielo para 

evitar la volatilización de éste. El horno se programó con una rampa de 10 °C por min hasta una 

temperatura de 500 °C o 700 °C. Finalizado el proceso se recuperó el cloroformo de las dos trampas se 

mezclaron en un solo matraz y se lavó el material de vidrio que estuvo en contacto con los gases de 

arrastre también con cloroformo. El cloroformo fue adicionado a un matraz balón y evaporado en un 

roto evaporador  a 40 °C. Posteriormente el matraz fue lavado con 5 ml de cloroformo para recuperar la 

muestra. La muestra fue inyectada en un cromatógrafo de gases Perkin-Elmer Autosystem-XL, 

equipado con un inyector Split/Splitless con programación de temperatura con un control neumático 

programable mantenido a una temperatura de 250 °C. Se empleó una columna capilar Restek Rtx-5MS 

(5% difenil- 95% dimetilpolisiloxano- longitud 30 m, diámetro interno de 0.25 mm y un df de 0.25 mm), 

en línea un espectrofotómetro de masas Perkin-Elmer TurboMass Gold fue utilizado para el análisis 

cuantitativo y cualitativo de  la  muestra extraída. La  condiciones usadas  para  el  CG  fueron las  

siguientes: 1) Temperatura inicial de 40 °C por 5 min; 2) hasta 250 °C a 3 °C/min; 3) Una isoterma de 20 

min. El tiempo de corrida del CG fue de 95 min. Se empleó helio como gas acarreador a 1.5 ml/min con 
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un split/flow de 30 ml/min. La temperatura de entrada del CG-MS fue de 280 °C, mientras que para el 

MS fue de 180 °C. Un tiempo de retraso del solvente de 5 min fue aplicado antes de la adquisición del 

espectro de masas para prevenir daño del filamento.  

Los límites bajo y alto del espectrofotómetro de masas fueron 50 y 400 amu, respectivamente. Se 

empleó una librería de espectros de masas NIST versión 1.7 para la identificación de picos. 

 

6.1.4.1.2.7 Análisis de cromatografía de exclusión molecular (HPSEC) 

 

La fase móvil para HPSEC fué una solución de NaCl/NaN3 (2.89 g/l – 0.3 g/l), se utiliza para disolver el 

AH para alcanzar una concentración de 150 mg/l. La separación de preparación de HA se llevó a cabo 

a través de un Biosep SEC-S-2000 (300 mm × 21.2 mm) en la columna precedido por una precolumna 

Biosep SEC-S-2000 (78.0mm x 21.2 mm) por Phenomenex. Una bomba de Gilson 305 (Gilson Inc., 

Madison, WI, EE.UU.), con un inyector automático modelo Gilson 231 y un detector de UV Gilson 116 

fijado en 280 nm se utiliza para detectar las fracciones húmicas en continuo. El peso molecular nominal 

de la columna preparativa se calibró con sulfonatos de poliestireno de pesos moleculares conocidos. 

Las soluciones estándar de sulfonatos y las muestras se inyectaron con un inyector Rheodyne rotatorio 

equipado con un bucle de 5 ml y la elución se ejecutó a un caudal de 0.6 ml/min. El software Unipoint 

Gilson fue utilizado para registrar de forma automática todas las corridas cromatográficas. 

 

 

 

 

 

 

 



49 
 

6.1.4.1.3 Estrategia de modificación estructural de las SH 

 

Para llevar a cabo la modificación química de las SH se consideró los grupos funcionales factibles para 

llevar a cabo las reacciones de alquilación. Considerando una fracción de la estructura de las SH 

(propuesta por el Dr. Rafael Martínez Palou del Instituto Mexicano del Petróleo) se observa que es 

multifuncional y sus principales grupos son el hidroxilo (-OH) y el carboxilo (-COOH) (Figura 3). Así, de 

forma simplificada la molécula de las SH se muestra en Figura 4. 

 

 

 

 

Figura 3. Estructura química simplificada de las SH                         Figura 4. Estructura simplificada de las SH 

 

Las  reacciones de  modificación estructural que  se  estudiaron fueron por  tanto aquellas que  se 

relaciones con la modificación de grupos hidroxilos, fenólicos y grupos carboxílicos, por lo tanto, se 

propusieron las siguientes modificaciones estructurales mediante: 

Formación de éteres (a partir de haluros de alquilo) 

Formación de ésteres (a partir de haluros de alcoholes)  

El esquema general de las reacciones se muestra en la Figura 5: 

 

 

 

 

Figura 5. Esquema de reacción para las SH esterificadas/eterificadas 
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6.1.4.1.3.1 Esterificación  asistida  por  microondas/calentamiento convencional  de  las  SH  con 

alcoholes de cadena larga y haluros de alquilo 

 

El empleo de reactores de microondas para llevar a cabo reacciones de síntesis orgánica y 

modificaciones estructurales de productos naturales es una práctica cada vez más común ya que las 

microondas generalmente permiten obtener mejores rendientos en menos tiempo de reacción y 

mediante procesos más amigables al ambiente (Martínez-Palou 2006), para los fundamentos teóricos 

y equipo de microondas ver también el apendice. 

Las reacciones de microondas se realizaron usando un comercialmente disponible microondas      

mono- modal Discover, fabricado por CEM (http://www.cem.com), empleando un vial Pyrex de 10 ml 

en modo de recipiente cerrado. Las temperaturas de reacción fueron controladas mediante un sensor 

de infrarrojos externo e interno. Se trabajó con tres métodos para obtener esterificación/eterificación de 

las SH. Uno de los procedimientos consistió en utilizar MsOH para llevar a cabo un ataque nucleófilo 

sobre el grupo carboxilo de las SH para permitir la interacción con el grupo alquilo seleccionado y la 

segunda reacción fue usando Aliquat 336 o Bu4N+OH- como catalizador de transferencia de fases 

(CTF) (ver apéndice). La primera reacción (A) se llevó a cabo de la siguiente manera; en un recipiente 

de reacción provisto de un condensador de reflujo, AH (0.25, 0.5 o 0.7g) o AF (0.25, 0.5 o 0.7g) (acidez 

total de 9 meq H+/g y 8.5 meq H+/g, respectivamente), 0.3g MsOH y 0.5 ml de alcohol (1-octanol (C8), 

1-decanol (C10) o 1-dodecanol (C12)) se añadieron a la solución en exceso (5% más que el contenido 

de protones equimolar para asegurarse de que todos los grupos del ácido puede ser 

esterificado/eterificado). A continuación, la mezcla de reacción se agitó y se calentó bajo irradiación de 

microondas con un programa de rampa de 50 °C (0.5 min) hasta 70 °C (3.5 min) cuando se utilizó AF y 

de 50 °C (0.5 min) con un tiempo de retención de 70 °C (1.5 min) y una temperatura final de 100 °C (2 

minutos) en el caso de AH (Figura 6). 

 

 

 

Figura 6. Esterificación asistida por microondas de las sustancias húmicas (SH) 
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La segunda reacción (B) se realizó de la siguiente manera; en un recipiente de reacción provisto de un 

condensador de reflujo, ya sea AH (0.5g) o AF (0.5g) se suspendieron en 6 mM Aliquat 336,                        

8.5 mM de KOH y 6 mM de haluro de alquilo (bromuro de n-pentilo (C5), bromuro de n-octilo (C8), 

bromuro de n-tetradecilo (C14), bromuro de n-octadecilo (C18)). A continuación, la mezcla de reacción 

se agitó y se calentó bajo irradiación con microondas a 70/150 °C (AF o AH, respectivamente) por 1, 3 o 

5 min. La tercera reacción (C) se realizó siguiendo el protocolo establecido por Piccolo et al. (2006) sin 

modificación de la siguiente manera; en un recipiente de reacción provisto de condensador de reflujo, 

AH (0.5g) o AF (0.5g) se suspendieron en 5.5 ml Bu4N+OH-. A continuación a la suspensión se añadió 

20 ml de THF y se agitó durante 2 h a temperatura ambiente para asegurar la completa neutralización 

de los protones ácidos y, por lo tanto, la disolución de las SH.  

A continuación, 0.5 ml de cada haluro de alquilo (mencionado anteriormente) se añadió a la solución 

húmica  en cantidad estequiométrica molar de protones ácidos para cada SH. Posteriormente, la 

mezcla de reacción se agitó durante toda la noche a temperatura ambiente o calentado con microondas 

a 70 °C durante 1 min, 3 o 5 (Figura 7). También la potencia de las microondas (datos no mostrados) 

fue modificada para obtener las condiciones óptimas para altos grados de esterificación/eterificación de 

los grupos carboxílicos y, por lo tanto, se evaluó su rendimiento en la eliminación de HTP mediante 

lavado. Tras la finalización de la reacción, el producto final obtenido se filtró al vacío, se lavó con 

acetona y alcohol etílico (10 ml cada una, dos veces). El producto lavado se dejó en reposo durante la 

noche a 60 °C en un horno de vacío. Sólo un producto de cada SH cuyo eliminación de HTP fue mayor 

después de la modificación química se caracterizó por FTIR, CPMAS 13C NMR y H+ RMN (sólo el AH 

sin modificar y un derivado, se analizaron mediante este último análisis). 

 

 

 

 

Figura 7. Esterificación/eterificación mediante calefacción asistida por microondas/convencional en reacción de CTF de las 
sustancias húmicas 
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6.1.4.1.3.1.1 Evaluación de las SH modificadas químicamente 

 

El suelo contaminado (10g) se suspendió en 100 ml de solución de lavado (2 y 4 g/l para el AF y AH, 

respectivamente) y se agitó durante 24 h en un agitador rotatorio a 200 rev/min a pH 8.5 para obtener 

una disolución completa de la SH modificada.  

 

Todas las suspensiones se centrifugaron en tubos de teflón a 10000 rev/min durante 4 minutos con el 

fin de separar los residuos sólidos de las soluciones de lavado. Los residuos sólidos se secaron a 40 °C 

y se sometió a extracción por sonicación (EPA 3550b). Las extracciones se realizaron por triplicado y se 

analizaron por el método cromatográfico como se explica en la siguiente sección. 

 

6.1.4.1.3.1.2 Análisis de HTP residuales 

 

Cada muestra de suelo (10g) tanto antes o como después del lavado, se suspendió en 100 ml de una 

mezcla de diclorometano/acetona (1:1, v/v) y se sonicó tres veces durante 10 minutos con un sonicador 

Branson DHA-1000. A continuación, la suspensión se centrifugó (10000 rev/min por 5 min) para separar 

el residuo del extracto. A continuación, el extracto se analizó por cromatografía de gases con un 

detector de ionización de flama (FID) (Perkin Elmer Auto System) y una columna capilar Sil 8 CB 

(Varian) de 25 m, ID 0.32 mm y 0.4 m de espesor de película; se empleó nitrógeno como gas portador a 

7.7 psi. Las temperaturas del inyector y detector se fijaron a 250 y 280 °C, respectivamente. La 

temperatura del horno se aumentó en una etapa: a partir de 170 °C, con un tiempo de retención de 17 

min, a 300 ºC a 18 ºC/min con un tiempo de retención de la temperatura final de 9 min (tiempo total: 

33.2 min). El área del pico total de los HTP se utilizó para cuantificar los HTP residuales en las 

muestras, en relación con el control que era la concentración de HTP inicial. 
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6.1.4.1.3.1.3 Tratamiento de datos y análisis estadístico 

 

Con el fin de analizar la eliminación de los HTP por los lavados con las SH, los tratamientos se 

analizaron mediante un análisis estadístico empleando el programa NCSS 2007, mediante la prueba de 

comparaciones múltiples de Duncan, Fisher (LSD) y Tukey-Kramer (P <0.05). 

 

6.1.4.1.3.2 Esterificación de las SH mediante catálisis de transferencia de fase (método modificado) 

 

La reacción se realizó siguiendo el protocolo establecido por Piccolo et al. (2006) con modificación de 

la siguiente manera. AH purificados (500mg); acidez total 6,05 H+/g, se disolvieron en 10 ml de agua 

desionizada con  1.1  ml  de  solución  de  NaOH  (1.5  M)  con  el  fin  de  alcanzar  un  pH  de  9.  A 

continuación, 200 µl  de  hidróxido de  tetrabutilamonio (Bu4N+OH-)  se añadieron a  la  mezcla. La 

suspensión se agitó durante 2 horas a temperatura ambiente para asegurar la completa neutralización 

de los protones ácidos y, por tanto, la disolución del AH. Los haluros de alquilo se añadieron a la 

solución a 80, 60 y 40% con relación al contenido molar de protones ácidos en los AH. La mezcla de 

reacción se agitó a 45 °C y 24 h (Figura 8). Después, la mezcla de reacción se trató con 10% de 

solución de HCl para ajustar el pH a 1. El agente alquilante residual y las sales de tetrabutilamonio se 

eliminaron del producto de reacción mediante lavado (cinco veces, 25 ml cada lavado) del residuo con 

agua desionizada acidulada y fría (10 °C, pH: 1). El agua de lavado se eliminó por centrifugación de la 

suspensión. Por último, el residuo se secó a 40 °C. 

 

 

 

 

Figura 8. Esterificación/eterificación en reacción de CTF de las sustancias húmicas 
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6.1.4.1.3.2.1 Evaluación de las AH modificadas químicamente 

 

Para evaluar el efecto de la modificación química de los ácidos húmicos se implementó una 

metodología de lavado de suelo, la cual  consistió en adicionar 100 ml de una solución de AH (con ó sin 

modificación química) con una concentración de 5 g/l a un suelo contaminado artificialmente (10g) con 

fluoranteno (2000 mg/kg), antraceno (4000 mg/kg), fenantreno (4000 mg/kg) y pireno (4000 mg/kg). A 

continuación se llevó a cabo el lavado, mediante agitación orbital a 200 rpm durante 16 horas (toda la 

noche). Después la mezcla se centrifugó a 10000 rev/min durante 4 min. El suelo lavado (precipitado) 

se secó a 40 ºC durante 24 horas. 

 

6.1.4.1.3.2.2 Análisis de HPA residuales 

 

El análisis de HPA inicial y residual se realizó a 3g de suelo seco el cual fue colocado en un sobre de 

papel filtro Whatman No.4, suspendido en 50 ml de una mezcla acetona/diclorometano (1:1, v/v) y 

sonicado con un equipo Misonix XL2020. Una potencia de 55 W fue aplicada por 12 min a la 

suspensión. El procedimiento se repitió tres veces. Finalmente todos los extractos se combinaron y se 

concentraron hasta un volumen final de 7 ml. Se realizó una dilución 1:100 (v/v) para realizar el análisis. 

La muestra fue inyectada en un cromatógrafo de gases Perkin-Elmer Autosystem-XL, equipado con un 

inyector  Split/Splitless  con  programación de  temperatura con  un  control  neumático programable 

mantenido a una temperatura de 250 °C. Una columna capilar Restek Rtx-5MS (5% difenil- 95% 

dimetilpolisiloxano- longitud 30 m, diámetro interno de 0.25 mm y un df de 0.25 mm), y un 

espectrofotómetro de masas Perkin-Elmer TurboMass Gold fue utilizado para el análisis cuantitativo y 

cualitativo de  la  muestra extraída. La  condiciones usadas  para  el  CG  fueron las  siguientes: 1. 

Temperatura inicial de 170 °C por 17 min; 2. hasta 300 °C a 18 °C/min; 3. Una isoterma de 9 min. El 

tiempo de corrida del CG fue de 33.2 min. Se empleó helio como gas acarreador a 1.5 ml/min con un 

split/flow de 30 ml/min. 
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6.1.4.1.3.2.3 Tratamiento de datos y análisis estadístico 

 

Las extracciones por sonicación se realizaron para cada suelo por triplicado, antes y después del 

lavado del suelo. Los resultados fueron el promedio ponderado para proporcionar error experimental. La  

diferencia  significativa  (LSD)  del  ensayo  se  utilizó  para  determinar  la  diferencia  estadística 

significativa de la remoción de los HPA. Los datos se consideraron significativamente diferentes para un 

valor p(F) <0.05. La versión Design Expert versión 8.0.5 se utilizó para todos los análisis. Con el fin de  

analizar  si  existía  diferencia  significativa  entre  tratamientos  en  la  remoción  de  HPA,  los 

tratamientos se analizaron mediante el programa NCSS 2007, empleando prueba de comparaciones 

múltiples de Duncan, Fisher (LSD) y Tukey-Kramer (P <0,05). 
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7 RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
 

7.1 Etapa 1 

7.1.1 Aislamiento de microorganismos de los materiales orgánicos 

 

Los microorganismos hidrocarbonoclastas aislados de los cuatro materiales orgánicos (EL, VC, L y BC) 

se muestran en la Tabla 6. Durante el primer aislamiento se observaron 174 microorganismos 

diferentes de acuerdo a su morfología colonial; sin embargo, cuando se intentaron aislar de forma 

axénica se perdieron 17 cepas (presumiblemente como consecuencia de la ausencia de factores de 

crecimiento, vitaminas o cofactores específicos en el medio de cultivo), dando como resultado 157 

microorganismos hidrocarbonoclastas (Tabla 7). 

Tabla 6. Microorganismos hidrocarbonoclastas observados en placa de agar nutritivo (bacterias) o agar sabouraud (hongos) 

 EL VC L BC Total 

Bacterias 21 39 29 33 122 

Hongos 7 16 10 19 52 

Total 28 55 39 52 174 
EL: Extracto de leonardita; VC: Vermicomposta; L: Lombriz; BC: Bagacillo de caña 

 

Tabla 7. Microorganismos hidrocarbonoclastas aislados en medio mineral 

 EL VC L BC Total 

Bacterias 20 35 28 29 112 

Hongos 6 15 8 16 45 

Total 26 50 36 45 157 
EL: Extracto de leonardita; VC: Vermicomposta; L: Lombriz; BC: Bagacillo de caña 

El análisis microbiológico mostró que en el BC se aisló una población de 2.7×107 UFC/g y una cuenta 

microbiana de 45 cepas (Tabla 6 y 7), de las cuales 2.9×105 UFC/g son hidrocarbonoclastas. Como se 

puede observar, las bacterias hidrocarbonoclastas son muy abundantes posiblemente debido a que 

existe una presión de selección por  substrato;  la  flora  asociada  al  bagacillo  de  caña  debe  de  ser  

capaz  de  degradar  sus componentes principales como son lignina, hemicelulosa y celulosa. 
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Existen diversas enzimas involucradas en el rompimiento de estructuras ligninolíticas como polifenol 

oxidasa, manganeso peroxidasa o lacasa, en el caso de los hongos y en enzimas tipo oxigenasas en el 

caso de las bacterias. Esta actividad enzimática sugiere que los microorganismos asociados al 

bagacillo de caña son capaces de consumir hidrocarburos alifáticos y aromáticos. La morfología 

colonial de algunos microorganismos aislados del BC se observan en la Figura 9. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9. Microbiota asociada al BC: bacterias (Agar nutritivo) y hongos (Agar maltosa Sabouraud) bajo una dilución 1×105. 

Microbiota hidrocarbonoclasta, (Agar Mineral + queroseno, dilución 1×105) 

 

La VC, desecho metabólico de la digestión de la lombriz, mostró una cuenta microbiana de 1.28×109 

UFC/g (Tabla 8), de las cuales 2.8×105 UFC/g son hidrocarbonoclastas. Debido  a  que  la 

vermicomposta posee una gran variedad de nutrientes; entre los cuales figuran aminoácidos, vitaminas, 

azúcares, etc. (Ferruzi 1994); posee una elevada microbiota total, con 50 cepas distintas (Tabla 6). La 

presencia de microorganismos degradadores de hidrocarburos era de esperarse debido a la mezcla 

compleja de materia orgánica transformada por este tipo de flora microbiana. En el presente estudio se 
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utilizó vermicomposta producida a partir de paja de avena y estiércol bovino, previamente 

composteados. La paja al ser un desecho agroindustrial al igual que el bagacillo de caña; poseen 

estructuras ligninolíticas y celulolíticas que determinan la flora microbiana asociada. La morfología 

colonial de algunos microorganismos aislados del VC se observan en la Figura 10. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10. Microbiota asociada a la VC: bacterias (Agar nutritivo) y hongos (Agar maltosa Sabouraud) bajo una dilución 1×105. 

Microbiota hidrocarbonoclasta, (Agar Mineral + queroseno, dilución 1×105) 

 

La flora microbiana hidrocarbonoclasta del EL fue de 1.51×107 UFC/g con mayor cuenta microbiana (26 

cepas (Tabla 7 y 8), de las cuales 3.5×106 UFC/g son hidrocarbonoclastas, sin embargo; posee menor 

contenido de hongos, posiblemente debido a que las  bacterias se  pueden  adaptar  a  condiciones  

extremas  como  es  el  bajo contenido de humedad y relaciones C/N elevadas. Esto podría indicar que 

las cepas asociadas a este material están bien adaptadas a asimilarlo como fuente de carbono, 

nitrógeno y energía. No obstante los ácidos húmicos, poseen una estructura molecular diversa, 

conformada por péptidos, oligosacáridos, quinonas, hidrocarburos, anillos aromáticos, etc.; que los 
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hace adecuados para el consumo microbiano en procesos co-metabólicos donde son reducidos u 

oxidados para consumir diversas moléculas aledañas a estos (Tan 2003). La morfología colonial de 

algunos microorganismos aislados del EL se observan en la Figura 11. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11. Microbiota asociada al EL: bacterias (Agar nutritivo) y hongos (Agar maltosa Sabouraud) bajo una dilución 1×103. 

Microbiota hidrocarbonoclasta, (Agar Mineral + queroseno, dilución 1×103) 

 

Finalmente la lombriz (L) posee una flora microbiana hidrocarbonoclasta de 4.4×108 UFC/g con una 

cuenta microbiana de 50 cepas (Tabla 7 y 8), de las cuales 4.4×105 UFC/g son hidrocarbonoclastas. Se 

ha reportado que la lombriz posee microbiota hidrocarbonoclasta en su intestino. Las lombrices tienen 

un sistema digestivo muy completo, debido a la asimilación y al impacto en la actividad microbiana, este 

proceso de digestión es muy importante en  la regulación de la dinámica de la materia orgánica. A 

través del paso por su intestino, los materiales ingeridos son rápidamente degradados de manera física, 

química y biológica hasta convertirlos en las excretas. Esto lo logran por medio de ayuda mecánica a lo 

largo del intestino y las diferentes enzimas que producen. De las principales enzimas encontradas en el 
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intestino de la lombriz se pueden citar: quitinasas, proteasas, fosfatasas, peroxidasas, celulasas, y 

algunas en enzimas que participan en la glicólisis (Lattaud et  al. 1999; Hassett et al. 1988, Quintero 

2002) las cuales  le  permiten digerir  bacterias, protozoarios, hongos y descomponer parcialmente 

residuos de plantas.  

Se ha encontrado que las lombrices poseen citocromo P-450, actividad monooxigenasa, que  son 

enzimas responsables del metabolismo de HPA por hongos y algas (Cerniglia 1993). Además Eisenia 

foetida presenta un complejo glicolipoproteinico (G-90) con actividad mitogénica y antioxidante ésto 

hace pensar que la lombriz se sirve de dicho complejo para protegerse del daño celular contra 

contaminantes como los xenobióticos (Grdisa et al. 2001). La morfología colonial de algunos 

microorganismos aislados de lombriz se observan en la Figura 12. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12. Microbiota asociada a la L: bacterias (Agar nutritivo) y hongos (Agar maltosa Sabouraud) bajo una dilución 1×105. 

Microbiota hidrocarbonoclasta, (Agar Mineral + queroseno, dilución 1×105) 
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Se han reportado diferentes bacterias asociadas al intestino de la lombriz, a las excretas o en el fluido 

interno de sus huevecillos, como: Pseudomonas, Acidobacterium, Nocardia, Alcaligenes, Rhodococus, 

Azotobacter y algunos hongos como Penicillum, Mucor, Aspergillus entre otro gran número de 

microorganismos (Morgan y Burrows 1982, Singleton et al. 2003, Pizl y Nováková 2003). Algunos de 

estos microorganismos pueden degradar HPA, tal es el caso de Pseudomonas, Alcaligenes, Nocardia, 

Rhodococus, Azotobacter y Penicillum (Cerniglia 1993, Johnsen et al. 2005).  

Tabla 8. Propiedades fisicoquímicas y biológicas de los materiales orgánicos 

  Determinación Unidades Referencia        VC        EL        BC       L 

Físicas Humedad % AS - 06† 4 ±0.5 14 5 ±0.5 
 

  
Capacidad de 
retención de agua 

% AS - 06† 30 ±4 ---- 700 ±5 
 

  Densidad g/cm3 AS - 04† 0.5 ±0.02 0.6 0.15 ±0.02 
 

Químicas Materia orgánica % AS - 07† 28.8 ±0.6 81.9 82.1 ±0.7 
 

  Carbono total % TOC-V csn 17 ±0.4 42.8 47.6 ±0.5 
 

  Carbono orgánico % TOC-V csn 16.7 ±0.5 42.8 47.6 ±0.5 
 

  Carbono inorgánico %  0.3 ±0.5 ---- 
  

  Nitrógeno total % Fernández, 2006 1.32 ±0.5 0.83 0.23 ±0.5 
 

  Fósforo asimilable % AS - 10† 2 ±0.02 < 0.1 0.01 ±0.02 
 

  pH  AS - 02† 6.9 ±0.1 9.85 6.5 ±0.1 
 

  Ácidos húmicos % IHSS▲ 2.34 ± 0.6 91.5 ---- 
 

  Ácidos fúlvicos % IHSS▲ 1.86 ± 0.7 4 ---- 
 

Biológicas Carbono de biomasa gBC/kg 
  

9.84 ±0.51 5.52 ±0.32 4.43 ±0.49 
 

  Bacterias UFC/g   1.28 × 109 1.51 × 107 2.7 × 107 4.4× 108 

  Hongos UFC/g   8.2 × 104 3.2 × 103 9.2 × 104 3.1× 103 

  
Bacterias 
Hidrocarbonoclastas 

UFC/g   2.8 × 105 3.5 × 106 2.9 × 105 4.4 × 105 

  
Hongos 
Hidrocarbonoclastas 

UFC/g   2.6 × 104 2.6 × 103 7.3 × 104 3.9× 102 

● Las características fisicoquímicas del extracto de leonardita (EL) fueron adquiridos de la hoja de especificación del producto 

PowHumus de Humintech ®. † NOM-021-RECNAT-2000; ▲ IHSS: International Humic Substances Society 

(http://www.ihss.gatech.edu/) 

 

 

http://www.ihss.gatech.edu/
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De la cuenta total microbiana, las bacterias fueron el grupo microbiano predominante en los cuatro 

materiales orgánicos, lo cual es consistente con la noción propuesta por Curtis et al. (2002), las 

bacterias son el grupo de microorganismos más comúnmente encontrados en la naturaleza. La alta 

proliferación microbiana ha sido atribuida al extensivo metabolismo aerobio, el cual permite la rápida 

mineralización de un amplio número de compuestos orgánicos (Meyer 2000). En lo que concierne a los 

hongos, aunque su cuenta total es muy baja, debe ser mencionado que las bacterias proliferan 

inicialmente, mientras que los hongos son estimulados hacia el final de la mineralización de la materia 

orgánica, indicando que estos procesos dependen de la acción conjunta de ambos.  

Cuando los microorganismos aislados de los materiales de estudio se intentaron crecer en caldo 

nutritivo o maltosa Sabouraud para realizar cinéticas de crecimiento, no crecieron 17 cepas, dando 

como consecuencia la reducción en el número de cepas mostrado en la Tabla 9, debido quizás a la 

falta de trazas o microelementos presentes en las primeras resiembras de estos microorganismos 

durante su aislamiento. 

 

Tabla 9. Microorganismos hidrocarbonoclastas empleados 

 EL VC L BC  

Bacterias 20 31 25 24 100 

Hongos 4 14 6 16 40 

 24 45 31 40 140 
EL: Extracto de leonardita; VC: Vermicomposta; L: Lombriz; BC: Bagacillo de caña 
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7.1.1.1 Cinéticas de crecimiento de los microorganismos aislados 
 

Se realizaron cinéticas de crecimiento de 52 bacterias (Figura 13), con la finalidad de establecer el 

tiempo aproximado necesario para alcanzar la fase de crecimiento exponencial, para realizar los 

inóculos de los tratamientos y determinar la capacidad de remoción de los HPA. De esta manera se 

estableció que en promedio las bacterias alcanzaron la fase exponencial en aproximadamente 6 a 8 

horas. 

Empleando estas cinéticas de crecimiento, se estableció un cronograma de tiempos de cultivo para 

cada cepa que integra el conjunto de microorganismos hidrocarbonoclastas de cada material orgánico 

en estudio (Figura 14), de tal forma que cada cepa fuera inoculada en la misma fase exponencial. 

Dependiendo del tiempo que requiere cada microorganismo en alcanzar una densidad óptica de 0.5, el 

tiempo varió entre 4 y 115 horas. Finalmente se procedió a la preparación de cada inoculo como se 

indica en la metodología. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13. Cinética de crecimiento de algunas bacterias hidrocarbonoclastas aisladas 
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Figura 14. Cronograma empleado para preparar los inóculos de los cuatro materiales orgánicos 

 

7.1.2 Evaluación de la capacidad de remoción de HPA por mezclas de las MT 

 

El propósito de este análisis fue evaluar la capacidad de remover HPA en medio líquido empleando la 

microbiota total (MT) obtenida de dilución de los materiales orgánicos en estudio. Esta información 

indica que los materiales orgánicos en estudio pueden incorporar o proporcionar microorganismos 

hidrocarbonoclastas; los cuales pueden contribuir a la degradación y/o remoción de los hidrocraburos 

presentes en suelos contaminados.  

El análisis cromatográfico de los sistemas analizados muestra que los niveles de remoción de los HPA 

para los 15 sistemas en estudio, está en función de la complejidad de la microbiota que lo componen 

(Figura 15). Existen reportes de niveles de remoción del 100% para los hidrocarburos: Acenaftileno, 

Acenafteno y Fenantreno; del 95% para el antraceno y del 90 al 75% para el fluoranteno y 

benzo[a]pireno respectivamente (Olivera et al. 2003). Los sistemas experimentales binarios en su 

mayoría resultaron ser los que obtuvieron mejores niveles de remoción, mientras que los sistemas 
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individuales fueron poco eficientes en la remoción de HPA. De acuerdo con los resultados, la 

interacción de las microbiotas provenientes de los materiales orgánicos fueron capaces de remover con 

mayor facilidad HPA de menor peso molecular como el acenaftileno y el acenafteno, en función a la 

posible colaboración de los miembros de éstas. 

Es importante mencionar el papel que representa la presencia del EL (ácidos húmicos), en los sistemas. 

Debemos recordar que se realizó una dilución 1:20 de este material; por lo que, pese al proceso de 

filtración se obtuvo una solución de ácidos húmicos los cuales irremediablemente tendrán un efecto en 

los sistemas. El efecto de la presencia del EL sobre la remoción de HPA, puede ir desde un 6% hasta 

un 21% más, respecto a aquellos tratamientos sin este elemento. Asimismo se ve favorecida la 

remoción de moléculas más complejas como el fenantreno o fluoranteno.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15. Porcentaje de remoción de HPA por la MHT 

 

Lovley et al. (1996) demostró que los ácidos húmicos pueden ser empleados como aceptores finales 

de electrones durante procesos aerobios o anaerobios en suelo contaminado con HPA. Considerado 
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estas evidencias los ácidos húmicos pueden contribuir a la oxidación o reducción de los hidrocarburos 

presentes para favorecer la remoción más eficientemente, ya sea debido a la flora microbiana 

proporcionada por los ácidos húmicos o por el empleo de éstas por lo microorganismos presentes en el 

sistema. Los ácidos húmicos contienen estructuras del tipo quinonas que están involucradas en estos 

procesos de óxido reducción. Field y Cervantes (2005) demostraron la interacción de microorganismos 

en reacciones REDOX empleando humus y quinonas relacionadas; lo cual apoya nuestra suposición 

del efecto de los ácidos húmicos derivados del extracto de leonardita en la remoción de HPA. 

Numerosos estudios indican la capacidad de los ácidos húmicos de interactuar con hidrocarburos 

policíclicos aromáticos (Perminova et al. 2006, Saparpakorn, Kim y Hannongbua 2007), sin 

embargo; la mayoria de los estudios se enfocan a hidrocarburos policíclicos aromáticos modelo como el 

pireno y no en mezclas complejas, como lo es en este estudio. La interacción de los HPA y los ácidos 

húmicos comprende la incorporación de los HPA a su centro hidrofóbico al formar estructuras 

semejantes a micelas o interaccionando con ellos mediante enlaces de tipo π- π (Kubicki y Apitz 

1999, Käcker 2002, Wijnja, Pignatello y Malekani 2004). Para simplificar la visualización de los 

resultados, estos fueron divididos en dos figuras, con presencia de ácidos húmicos y en ausencia de 

ellos (Figura 16 y 17). Podemos observar que la presencia de ácidos húmicos incrementó la remoción 

de los HPA, aunque en ambos casos el nivel de remoción fué menor conforme se incrementa la 

complejidad estructural y peso molecular de los HPA. No obstante; es posible apreciar que un sistema 

de cada figura sobresale en la remoción de HPA, resultados que se muestran en la Tabla 10. Así, 

podemos apreciar que el sistema con la microbiota del EL + BC, fué el que tuvo los mayores niveles de 

remoción entre todos los tratamientos. 

Tabla 10. Porcentaje de remoción de HPA de los tratamientos (EL + BC) y (L + VC + BC) 

 EL + BC  L + VC + BC 

Acenaftileno 57.5  ± 1.5  70.8 ± 1.8 

Acenafteno 58.9 ± 2.1  62.7 ± 1.7 

Fenantreno 31.9 ± 1.2  26.4 ± 1.3 

Antraceno 20.0 ± 0.9  23 ± 1.5 

Fluoranteno 30.9 ± 1.3  18.3 ± 2.2 

Criseno 14.6 ± 0.7  14.3 ± 1.2 

Benzo[a]pireno 29.5 ± 1.5  13.1 ± 1.8 
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Figura 16. Porcentaje de remoción de HPA por la MT en presencia de EL (ácidos húmicos) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 17. Porcentaje de remoción de HPA por la MT en ausencia de EL (ácidos húmicos) 
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La verificación de la capacidad para remover HPA a partir de las cepas aisladas, consistió de un ensayo 

al cual se realizó siembra en placa mediante estria abierta en medio mineral y queroseno, de capa cepa 

hidrocarbonoclasta aislada de los materiales orgánicos en estudio, en la cual se incorporó una mezcla 

de los HPA en una concentración de 100 mg/l en el centro de esta. Así, se observaría cuáles y cuantos 

microorganimos aislados serían capaces de crecer en presencia de HPA. Los resultados del ensayo se 

muestran en la Tabla 10 y Figura 18. Como podemos observar los mejores sistemas con y sin ácidos 

húmicos poseen un gran número de microorganismos; sin embargo, debido a que en este experimento 

se empleó la microbiota total que se obtuvo por la dilución directa de los materiales en estudio,  se  

debe  considerar  la  participación  de  los  microorganismos  no  cultivables hidrocarbonoclastas y la 

participación de los microorganismos heterótrofos. La participación de un número preciso de 

microorganismos hidrocarbonoclastas capaces de crecer en HPA se verá más reflejada en el ensayo 

con inóculos hidrocarbonoclastas aislados conocidos. 

El hecho de que el 81% de los microorganismos aislados fueran capaces de crecer en presencia de 

diversos HPA (Tabla 11), muestra que la flora microbiana asociada a los materiales orgánicos usados 

en este estudio, pueden ser usados como fuente de microorganismos para mejorar la remoción de 

HPA. Así mismo, se confirman los resultados encontrados por Pérez-Armendáriz et al. (2004) quienes 

mostraron específicamente, la contribución  de  microorganismos  hidrocarbonoclastas  del  bagacillo  

de  caña  y  su  contribución sinérgica en un suelo para mejorar la remoción de hidrocarburos. 

  

Tabla 11. Microorganismos que crecieron en presencia de los HPA en estudio 

Tratamiento Ht/T* Tratamiento Ht/T* Tratamiento Ht/T* 

AH+L+VC+BC 81/100 AH+L 37/45 AH+L+BC 57/69 

AH 20/20 AH+L+VC 61/76 L+VC 41/56 

L 17/25 AH+VC 44/51 L+VC+BC 61/80 

VC 24/31 AH+BC 40/44 L+BC 37/49 

BC 20/24 AH+VC+BC 64/75 VC+BC 44/55 
*Ht/T: tolerantes a los HPA/microorganismos totales hidrocarbonoclastas 
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Figura 18. Crecimiento positivo (verde) y negativo (rojo)  de algunos microorganismos en presencia de HPA (anillo con línea 

discontinua en rojo) 

 

Se analizó la variación de la tensión superficial de los sistemas empleando un tensiómetro (TD-1C 

Lauda), con la finalidad de conocer si se producen biosurfactantes en el sistema (Figura 19). Como 

podemos observar el medio mineral presenta una tensión superficial de 70 mN/m (agua destilada 71 

mN/m), la presencia de ácidos húmicos disminuye la tensión hasta unos 60 mN/m apreciándose el 

efecto surfactante de éstos a una concentración de 0.8 mg/l. Cuando a los sistemas se les adiciona 

queroseno, la tensión disminuye aún más, hasta 47 mN/m; sin embargo, es necesario indicar que la 

lectura cuando se tiene queroseno en solución no es muy correcta debido a que se forma una lámina 

de hidrocarburo que interfiere con una lectura correcta del equipo. Este efecto se aprecia debido a que 

el queroseno puro tiene una tensión superficial de sólo 26 mN/m. La adición de las alícuotas (1 ml) de 

las diluciones (1/20) de cada material orgánico no modifica la tensión superficial. Después de un mes 

de tratamiento los sistemas blanco regresan a la tensión superficial original como si no se le hubiera 

adicionado queroseno, como consecuencia de su evaporación. Sin embargo, los 15 tratamientos 

muestran una  disminución de  la  tensión superficial, si  sólo  nos  enfocamos en  los tratamientos sin 

EL (debido a que su presencia disminuye la tensión superficial) podemos observar que están por 

debajo del valor de tensión esperado después de un mes de tratamiento, lo cual sugiere la posible 

formación de biosurfactantes por las diferentes microbiotas. 
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Figura 19. Variación de la tensión superficial en el tratamiento de las MHT 
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Con la finalidad de tener una idea del tipo de géneros y número de microorganismos presentes en un 

sistema se seleccionó aquel que tiene EL, VC, BC y L. Las Figuras 20 y 21 muestran la morfología 

colonial de los microorganismos presentes en este sistema. Como podemos observar se aislaron 

alrededor de 40 microorganismos entre bacterias y hongos, con poblaciones de alrededor de 1×105 

UFC/ml. 

 

 

 

. 

 

 

 

Figura 20. Bacterias del sistema compuesto por EL, VC, BC y L; población 89×105, se identificaron 10 bacterias 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 21. Levaduras y hongos del sistema compuesto por EL, VC, BC y L; población 88×105, se identificaron 7 hongos. 
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7.1.3 Evaluación de la capacidad de remoción de HPA por mezclas de la MBT 

 

La evaluación del efecto de bioestimular la microbiota nativa de cada soporte orgánico en estudio, 

mostró un efecto significativo en los niveles de remoción de los HPA; los resultados  se  muestran en  la           

Figura  22.  La bioestimulación de la flora microbiana de los materiales orgánicos tuvo un efecto 

positivo en la mayoría de los sistemas, incrementando los niveles de remoción hasta en un 50%. La 

presencia de la microbiota aportada por el extracto de leonardita favorece la remoción de los HPA, 

como se observa en las Figuras 23 y 24. Se aprecia un ligero efecto negativo por la presencia de la 

microbiota aportada por la lombriz, hecho que sucedió sin bioestimular el sistema también. La causa 

puede ser debida tanto a la microbiota de la lombriz como a compuestos liberados durante la 

maceración, entre los cuales se pueden encontrar enzimas e inclusive sistemas de defensa (glóbulos 

blancos, i.e. leucocitos) que pueden atacar a las diversas microbiotas atenuándolas. La bioestimulación 

de los materiales orgánicos implica un enriquecimiento microbiano por efecto del sustrato adicionado 

(caldo nutritivo), lo cual podría alterar la proporción de las cepas nativas y por consecuencia los niveles 

de remoción de HPA. La bioestimulación no garantiza el mejor funcionamiento de la flora microbiana 

desarrollada en los procesos de remoción de contaminantes, como se observa en los resultados 

obtenidos (Figuras 15 y 22).  

Esto debido a que las microbiotas de los materiales orgánicos en principio se encuentran en sistemas 

cuya fuente de carbono es compleja por tratarse de estructuras aromáticas o poliméricas, por lo que al 

adicionarse una fuente de carbono más sencilla como lo es el caldo nutritivo, aquellas cepas en menor 

proporción se pueden ver favorecidas o estimuladas modificando su proporción respecto a las que 

sobreviven en ambientes más exigentes. 
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Figura 22. Porcentaje de remoción de HPA por la MT bioestimulada 
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Figura 23. Porcentaje de remoción de HPA por la MT bioestimulada en presencia de EL (ácidos húmicos) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 24. Porcentaje de remoción de HPA por la MT bioestimulada en ausencia de EL (ácidos húmicos) 
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7.1.4 Evaluación de la capacidad de remoción de HPA por mezclas de CM 

 

Los microorganismos empleados para realizar los inóculos de los cultivos mixtos (CM) se muestran en 

la Tabla 12. Este estudio a diferencia del anterior, tuvo la finalidad de evaluar microbiotas 

hidrocarbonoclastas diseñadas con base en las cepas hidrocarbonoclastas aisladas y conservadas de 

forma axénica, de cada material orgánico en estudio. 

Tabla 12. Microorganismos hidrocarbonoclastas empleados para formar los inóculos de la MHS 

 

 

EL: Extracto de leonardita; VC: Vermicomposta; L: Lombriz; BC: Bagacillo de caña 

Es bien conocido que la biorremediación de los HPA y la velocidad de remoción depende de las 

condiciones ambientales, número y tipo de microorganismos, naturaleza y estructura química de los 

compuestos a ser degradados (Rieser-Roberts, 1998). El efecto de las condiciones de estado 

mencionadas anteriormente se observaron  en  los  diferentes  sistemas  inoculados  con  las  MHS  

provenientes  de  cada  material orgánico. El contenido de microorganismos de los tratamientos 

comprendió entre 100 y 20 microorganismos hidrocarbonoclastas (solo bacterias). Como podemos 

observar en la Figura 25, los niveles de remoción de HPA en estudio fueron mayores en comparación 

con los sistemas constituidos por las MT o MBT. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 25. Porcentaje de remoción de HPA por CM 

 EL VC L BC  

Bacterias 20 31 25 24 100 
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Figura 26. Porcentaje de remoción de HPA por el CM en presencia de la microbiota del EL 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 27. Porcentaje de remoción de HPA por el CM ausencia de la microbiota del EL 
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La habilidad para remover HPA por los diferentes cultivos mixtos fue determinada en medio mineral 

suplementado con una mezcla de HPA y Queroseno. La Tabla 12 muestra el porcentaje de remoción 

de los HPA (sin considerar al acenaftileno y acenafteno; ya que nos enfocaremos a los HPA de mas de 

tres anillos) por todos los tratamientos preparados con los inóculos a prueba. Los cultivos mixtos 

individuales mostraron en general una remoción pobre mientras que los sistemas binarios y terciarios 

mostraron los mejores resultados. El  promedio  general  del  porcentaje  de  remoción  de  los  HPA  en  

presencia  de  Queroseno  fue 36.7±1.5%. Los promedios de remoción para cada HPA fue: fenantreno, 

31.8%; antraceno, 33.7%; fluoranteno, 43.1%; criseno, 34.6% y benzo[a]pireno, 40.2%. Los sistemas 

que estuvieron por encima de la media estan resaltados en la Tabla 12. La comparación de los 

porcentajes de remoción de HPA por todos los tratamientos muestra que los HPA de alto peso 

molecular (criseno y benzo[a]pireno) fueron preferencialmente removidos por los tratamientos 

constituidos con EL o BC. Aunque algunos sistemas fueron capaces de remover benzo[a]pireno por 

encima del 30% (VC; L; EL; EL+L; VC+BC; EL+VC+BC), su rendimiento fue pobre con estructuras 

menos complejas. El análisis estadístico de la comparación múltiple de medias de Duncan, Fisher’s y 

Tukey-Kramer (Tabla 13) reveló que el sistema constituido por los cultivos mixtos de EL+BC tuvo el 

más alto porcentaje de remoción de HPA (antraceno, 42.2%; fluoranteno, 53.9%; criseno, 39.2% y 

benzo[a]pireno, 49.9%.) con excepción del fenantreno que fue del 38.2%. 

Tabla 13. Remoción de HPA en presencia de Queroseno por los cultivos mixtos y sus mezclas de los materiales orgánicos 

 Fenantreno DS AE Antraceno DS AE Fluoranteno DS AE Criseno DS AE Benzo[a]pireno DS AE 

EL + L + VC + BC 40.2 1.5 a 36.4 0.1 c 45.3 1.5 c 35.6 0.5 b 40.8 0.5 d 

EL 34.2 2.2 b 29.8 0.5 f 36.9 3.3 d 30.5 1.5 e 37.2 0.7 g 

L 21.9 0.6 g 27.3 0.8 g 44.0 8.7 c 32.6 0.9 d 33.4 3.0 i 

VC 25.6 2.7 e 30.6 2.3 e 36.7 2.4 d 30.6 2.0 e 31.6 2.1 j 

BC 39.3 0.1 a 34.9 2.0 d 45.1 3.0 c 34.4 1.6 d 44.5 0.6 b 

EL + L 30.6 2.8 d 24.8 0.3 h 43.1 0.4 c 36.5 1.1 b 33.4 1.1 i 

EL + L + VC 32.0 0.6 c 37.8 0.1 b 45.7 1.7 c 35.0 0.3 c 39.7 0.3 e 

EL + VC 33.5 2.3 b 38.3 0.4 b 49.3 0.7 b 35.7 0.1 b 45.4 1.5 b 

EL + BC 38.2 2.7 a 42.2 1.5 a 53.9 0.2 a 39.2 0.3 a 49.9 0.9 a 

EL + VC + BC 23.0 1.4 f 30.3 2.6 e 33.7 4.6 e 33.0 1.2 d 36.0 0.3 h 

EL + L + BC 34.3 1.4 b 36.9 1.0 c 47.2 1.4 c 36.8 0.3 b 43.1 0.7 b 

L + VC 37.8 3.1 a 36.7 0.8 c 49.8 1.6 b 35.8 0.1 b 43.1 1.3 b 

L + VC + BC 38.7 5.8 a 34.5 1.0 d 37.4 2.4 d 34.3 2.2 d 42.7 0.5 c 

L + BC 31.1 1.4 d 37.5 1.0 b 49.7 1.1 b 35.2 0.4 c 44.3 1.4 b 

VC + BC 16.6 0.2 h 27.3 1.9 g 28.8 5.1 f 33.3 1.7 d 38.1 0.3 f 
AE: Resultados del análisis estadístico por la prueba de comparación de medias múltiples de Duncan, Fisher (LSD) y Tukey-Kramer (p<0.05). Las mismas letras indican ausencia de diferencia significativa. 
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De acuerdo con estos resultados, los cultivos mixtos de solo un material orgánico fueron menos 

efectivos que los tratamientos binarios y terciarios en la remoción de HPA. Los microorganismos que 

provienen de la VC parece que tienen un efecto negativo o una incompatibilidad, cuando se mezclan 

con otros cultivos  mixtos  de  otro  inóculos  porque  en  algunas  combinaciones  (HA+EW+VC;  

VC+SCB)  la remoción de  PAH  disminuye. El  cultivo  mixto  de  VC  trabaja  bien  cuando  es  

mezclado  con  L, posiblemente debido al origen en común de ambos materiales. Se comentó 

anteriormente el origen de la VC, lo cual puede explicar esta interacción favorable. Sin embargo; 

cuando VC interacciona en tratamientos terciarios este problema de “incompatibilidad” es menos 

evidente. Así mismo, al parecer existe una incompatibilidad entre VC y BC. Estos resultados pueden ser 

resultado del método de  aislamiento  empleando  (Stach  y  Burns  2002)  o la disminución  en la 

eficacia de  los  degradadores  de  la comunidad nativa de los materiales orgánicos como son en este 

caso la VC y el BC (Zhou et al. 2008). Vacca et al. (2005) reportaron que modificando el procedimiento 

de enriquecimiento cambia los resultados del aislado final; es decir, el conjunto de microorganismos 

que conforman la microbiota. Cuando están presentes en mezclas, los HPA tienen la capacidad de 

influenciar la velocidad y el nivel de biodegradación de otros componentes de  la  mezcla.  En  algunos  

casos,  estas  interacciones  pueden  ser  positivas,  resultando  en  un incremento en  la  

biodegradación de  uno  o  más  componentes (Bouchez et al. 1995,  Beckles et al. 1998), mientras 

que en otros casos, efectos negativos han sido observados (Trzesicka-Mlynarz y Ward 1995). 

Debido a que los HPA, como otras clases de compuestos de hidrocarburos, constituyen una serie de 

compuestos homólogos, las interacciones entre estos compuestos deben ser consideradas como 

características importantes en  los  procesos de biodegradación. Un parámetro muy importante a 

considerar es el cometabolismo. El cometabolismo es un fenómeno bien documentado en el caso de 

hidrocarburos (Horvath 1972, Perry 1979), el cual también ha sido reportado en el caso de los HPA 

(Walter et al. 1991, Weissenfels et al. 1991). El cometabolismo como es definido por Criddle (1993), 

consiste en la transformación de substratos que no favorecen el crecimiento de células en crecimiento 

en la presencia de un substrato de crecimiento, así como; células en no crecimiento en ausencia de un 

substrato de crecimiento en presencia de un substrato energético. En particular para los HPA, diversos 

casos de niveles de degradación altos por cometabolismo han sido reportados (Mueller et al. 1990, 
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Walter et al. 1991, Weissenfels et al. 1991). La adición de queroseno como una fuente de inducción 

enzimática tuvo un efecto positivo en la remoción de HPA (Tabla 16).  

El papel del queroseno en la remoción de HPA pudo ser debido al incremento de la biomasa microbiana 

(Carmichael y Pfaender 1997), una activación enzimática en particular (Kanaly 2000) o la 

biodisponibilidad del contaminante debido a una estimulación en la formación de biosurfactantes 

(Ferraz et al. 2002), como se hizo notar en este trabajo en los experimentos de tensión superficial de 

los tratamientos (Figura 23). Kanaly and Bartha (1999) indicaron que el cometabolismo microbiano de 

cuatro y cinco anillos aromáticos fue mejorado con la adición de fracciones ligeras tipo gasolina. 

Considerando las observaciones realizadas por Coleman et al. (1984), quienes determinaron que los 

mayores constituyentes del queroseno son alcanos y cicloalcanos (68.6%); benceno y benceno 

sustituido (13.7%); así como, naftaleno y naftaleno sustituido (5.7%), componentes también presentes 

en el queroseno. Otras fuentes indican que el Fuel Oil No. 1 (conocido como queroseno) usualmente 

contiene 10 a 16 átomos de carbono por molécula, con un promedio de 12. La composición química 

promedio en peso es de 35% parafinas, 60% naftalenos y 15% de aromáticos. Los resultados 

encontrados en nuestro estudio, por tanto, son coherentes con los estudios que demuestran que la 

presencia de fracciones ligeras incrementan los niveles de remoción de los HPA. 

Así mismo, el incremento en la velocidad de remoción de HPA en presencia de un sustrato de 

crecimiento ha sido frecuentemente observado y atribuido al cometabolismo (Yuan et al. 2000,       

Dean-Ross et al. 2002). Trzesicka-Mlynartz y Ward (1995) mostró que la mezcla de cuatro bacterias 

degradadoras diferentes de fluoranteno, fueron más efectivas en la degradación de mezclas de HPA 

que un aislado individual, y propuso que los intermediarios producidos por otros miembros del 

consorcio podrían facilitar la remoción total de los HPA. En este estudio, todos los cultivos mixtos fueron 

capaces de remover los HPA, aunque el intervalo de los compuestos removidos simultáneamente varió 

marcadamente entre éstos. Estos resultados  sugieren  que no sólo diferentes consorcios tienen 

diferentes capacidades de remover varios HPA, sino que también el papel de cada aislado en el 

consorcio puede variar. 

Civilini (1994) analizó un sistema con un consorcio con resultados similares a este trabajo pero 

además indicó los niveles de evaporación de HPA de un 10% para hidrocarburos comprendidos entre 
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tres y cuatro anillos, con excepción de los hidrocarburos de dos anillos para los cuales detectaron 

evaporación de 54%. Los niveles de evaporación de HPA que observamos en nuestros sistemas se 

muestran en la Tabla 14. 

Tabla 14. Evaporación promedio de HPA en los sistemas en estudio. 

 % Remoción por evaporación 

Acenaftileno 67 ± 1.7 

Acenafteno 57 ± 2.6 

Fenantreno 46 ± 1.2 

Antraceno 22 ± 1.3 

Fluoranteno 35 ± 1.8 

Criseno 18 ± 0.7 

Benzo[a]pireno 22 ± 0.9 

 

Los niveles de remoción por evaporación son semejantes a los estudios del investigador Civilini. Pese 

a esta pérdida de evaporación se obtuvieron niveles de remoción comparables con otros estudios. La 

mayor cantidad de cepas hidrocarbonoclastas presentes no necesariamente incrementa el nivel de 

remoción de HPA, como podemos observar en las Figuras 28 a 34.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 28. Porcentaje de remoción de Acenaftileno por las MHS 
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Figura 29. Porcentaje de remoción de Acenafteno por las MHS 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 30. Porcentaje de remoción de Fenantreno por las MHS 
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Figura 31. Porcentaje de remoción de Antraceno por las MHS 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 32. Porcentaje de remoción de Fluoranteno por las MHS 
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Figura 33. Porcentaje de remoción de Criseno por las MHS 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 34. Porcentaje de remoción de Benzo[a]pireno por las MHS 
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7.2 Etapa 2 

7.2.1 Identificación de los microorganismos del CM 

 

Se realizó el análisis de los microorganismos aislados de los materiales bagacillo de caña y extracto de 

leonardita por ser la mezcla de micrbiotas que mayor nivel de remoción de HPA presentó, de esta 

manera se construyó su árbol filogenético (Figura 35). La Tabla 15 muestra el filo, géneros y la 

capacidad de crecer en presencia de HPA de las 44 bacterias aisladas de la EL y BC e identificadas por 

métodos de biología molecular. La secuencia parcial del gen 16S rDNA muestra similitudes del 95,4% al 

100% para 38 cepas, las seis cepas residuales fueron identificados sólo por el grupo. El número relativo 

de las cepas (EL / BC), con base en el filum, fue el siguiente: Actinobacteria, 12/8; Firmicutes, 5/2; 

Proteobacteria, 1/14. De acuerdo con la literatura, la mayoría de  los filum  de  bacterias identificadas 

han sido aisladas de suelos y juegan un  papel importante  en  la  degradación de  los  materiales  

orgánicos  (Dworkin  2006).  Por  otra  parte,  las proporciones de los filum están de acuerdo con las 

características de los materiales orgánicos en cuestión.  

Actinobacteria, por ejemplo, repone el suministro de nutrientes en el suelo y está implicado en la 

formación de humus (Barragán et al. 2008). Las proteobacterias son más abundantes en los suelos 

(rizosfera) y también cuando está disponible una mayor concentración de carbono orgánico (Fierer et 

al. 2007). Los porcentajes de los filum que pertenece a cada material se muestran en las tablas 

mencionadas.  

Una amplia variedad de bacterias hidrocarbonoclástas han sido aisladas de suelos contaminados, y 

aunque  algunos  estudios  han  demostrado  que,  los  suelos  contaminados  con  petróleo  están 

dominadas por las bacterias Gram negativas (Kaplan y Kitts 2004), en este trabajo 26 de las 44 

bacterias identificadas fueron Gram  positivas. Según  Gontang et  al.  (2007), las  bacterias Gram 

positivas puede dividirse en dos subdivisiones principales, el filum Actinobacteria (alto contenido de     

G + C) y el filum Firmicutes (bajo contenido de G + C). Entre los géneros del filum Actinobacteria 

encontramos Gordonia, Rhodococcus, Mycobacterium y Arthrobacter los cuales son bien conocidos por 

ser altamente eficaces para eliminar hidrocarburos.  
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En este trabajo, las 26 bacterias Gram positivas crecieron en presencia de los HPA seleccionados 

cuando se añadieron en una concentración de 100 mg / kg cada uno. Teniendo en cuenta la distancia 

radial desde el centro de la placa Petri y el ancho de la inoculación por estría abierta, 25 crecieron en 

un 100%, 15 un 50% y 4 por debajo del 25% (Tabla 15). Es interesante observar que la mayoría de las 

bacterias Gram positivas (12 de 26 cepas) fueron aisladas del EL y la mayoría de las bacterias Gram 

negativas (15 de 16 cepas) de la BC. 

La degradación microbiana de hidrocarburos de petróleo en una corriente tropical contaminada en 

Lagos, Nigeria fue reportada por Adebusoye et al. (2007). Nueve cepas bacterianas, Pseudomonas 

fluorescens, P. aeruginosa, Bacillus subtilis, Bacillus sp., Alcaligenes sp., Acinetobacter iwoffi, 

Flavobacterium sp., Micrococcus roseus, y Corynebacterium sp. fueron aisladas de la corriente 

contaminada, las cuales podrían degradar el petróleo crudo. En otro estudio, géneros de bacterias, 

como, Gordonia, Brevibacterium, Aeromicrobium, Dietzia, Burkholderia y Mycobacterium fueron 

aisladas de suelo contaminado con petróleo resultaron ser conocidas en la degradación de 

hidrocarburos (Chaillan et al. 2004). La degradación de los hidrocarburos poliaromáticos por 

Sphingomonas fue reportada por Daugulis y McCracken (2003). Algunos estudios han demostrado 

que el género Actinobacteria puede albergar genes para la degradación de múltiples hidrocarburos 

alifáticos y aromáticos (van Beilen y Funhoff 2007) y puede ser que los géneros aislados en este 

estudio tengan estas capacidades catabólicas como se muestra por la remoción de los hidrocarburos. 

La mayor parte de los microorganismos identificados en este trabajo fueron de genero Actinobacteria 

(Tabla 15); su capacidad para consumir hidrocarburos como única fuente de carbono ha sido 

previamente reportada (Goodfellow 1983). Gordonia, Mycobacterium y Rhodococcus son altamente 

eficientes   en   la   remoción  de   hidrocarburos;  así   como,   Brevibacterium,  Dietzia, Kocuria y 

Streptomyces. Ellos  también  presentan  interesantes características que  pueden ser  útiles  en  la 

remoción de hidrocarburos bajo condiciones extremas. Algunas características de estos géneros son 

las siguientes: (1) Gordonia es capaz de sintetizar surfactantes y micobactinas, que son elementos 

queladores de hierro que le permiten desarrollarse en ausencia de éste; (2) Mycobacterium, resiste 

periodos prolongados en condiciones extremas de no crecimiento; lo cual puede explicar su habilidad 

de sintetizar micobactinas y exoquelinas; (3) Rhodococcus, que está involucrado en la formación de 

humus y que es capaz de moverse en el suelo por sí mismo y cambiar su fisiología de Gram positivo a 



86 
 

Gram negativo; (4) Brevibacterium produce bioemulsificantes útiles con los cuales mejora la 

degradación de hidrocarburos en el ambiente; (5) Streptomyces es altamente resistente a los ambientes 

secos y con carencia de nutrientes, no requiere de una fuente de nitrógeno o vitaminas para crecer, 

puede usar  quitina como fuente de  carbono y nitrógeno. Estas  características son importantes porque 

el EL y el BC, son materiales muy secos y contienen pocos nutrientes como para mantener un 

crecimiento microbiano elevado (Dworkin 2006). 

El género Bacillus fue la única cepa del Filum Firmicutes identificado en este trabajo. Este género 

puede ser encontrado casi en cualquier parte; aunque, es difícil categorizar este género bacteriano o 

generalizarlo. El rango de los estilos de vida fisiológicos de este género es impresionante: son 

degradadores de la mayoría de la fuente de substratos derivados de plantas y animales incluyendo 

celulosa, almidón, proteínas, agar, hidrocarburos entre otros; son productores de antibióticos, 

nitrificantes heterotróficos, desnitrificantes, fijadores de nitrógeno, precipitadores de hierro, oxidantes de 

selenio, oxidantes y reductores de manganeso, quimiolitótrofos facultativos, acidófilos, alcalófilos, 

psicrófilos y termófilos. Una característica que los identifica es la formación de endosporas, razón por la 

cual se pudo aislar de ambos materiales orgánicos en estudio (Dworkin 2006). 

Delftia, Naxibacter, Rhizobium y Stenotrophomonas pertenecen al Filum de Proteobacterias, y algunas 

especies remueven compuestos aromáticos policíclicos; además muestran características de interés 

adicionales para su empleo en la biorremediación de suelo contaminado. Delftia, es resistente a 

metales  pesados  y  por  lo  tanto  es  recomendado  su  uso  en  la  biorremediación de  suelos  co- 

contaminados. Naxibacter es capaz de crecer en medios muy simples y sintéticos; al mismo tiempo que  

son capaces de sintetizar y acumular gránulos de material de reserva de  carbono (poli-P- 

hidroxibutirato; PHB). Las especies con esta capacidad de acumular PHB pueden emplear el polímero 

intracelular cuando es necesario. Rhizobium es un fijador de nitrógeno simbiótico, el cual puede ser 

encontrado en raíces de plantas en especial en leguminosas. Así, dadas las características de las 

bacterias aisladas en este trabajo, estas pueden ser empleadas exitosamente en la biorremediación por 

bioaumentación de suelos co-contaminados con hidrocarburos, metales y aún pesticidas. 
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Figura 35. Árbol de maxima probabilidad (-lnL=5550.1084) de los microorganismos aislados  de ácidos húmicos y de bagacillo 

de caña. La secuencia 16S R DNA de E. coli fue usada como grupo externo. Los valores de apoyo del Bootstrap estan indicados 

para nodos ≥ 50% 
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Tabla 15. Números de acceso asignados por el GenBank, la asignación taxonómica y el genotipo de las secuencias generadas 

en este estudio. 

Aislado 
Especies más relacionadas 

en el GenBank 
(Accession no.) 

Similitud 
(%)a 

Taxonb 
(Accession no.) 

Filum 

Crecimiento 
en 

presencia 
de HPA 

Bacillus 
   

  

10-EL 
Bacillus sp. (GQ199734) 

100 Bacillus sp. F ±  
Bacillusthuringiensis (HQ256544) 

11-EL 
Bacillusdrentensis 
(NR 029002) 99.1 Bacillus sp. F + 
Bacillusniacini(NR 024695) 

13-EL 
Bacillus sp. (GQ199734) 

99.8 Bacillus sp. F + 
Bacillusthuringiensis(HQ256544) 

15-EL Bacillus cereus (GQ462533) 100 Bacillus sp. F ± 

16-EL 

Bacillusdrentensis 
(NR 029002) 95.2 Bacillus sp. F ±  
Bacillusniacini(NR 024695) 

35-BC Bacillus cereus (GQ462533) 97.8 Bacillus sp. F + 

37-BC 
Bacillus sp. (GQ199734) 

99.8 Bacillus sp. F + Bacillusthuringiensis(HQ256544) 

Bacillus cereus (GQ462533) 

Brevibacterium 
   

  

44-BC 
Brevibacterium sp. (DQ448693) 

99.8 
Brevibacterium 
sp. 

A ± Brevibacteriumaureum(AY243345) 
Brevibacteriumlinens(AY243345) 

Delftia 
   

  

33-BC 
Delftia sp. (HQ731451) 

99.8 Delftia sp. β-P — Delftiaacidovorans(HQ202538) 

Delftiatsuruhatensis(HM003216) 

34-BC 
" 

99.8 Delftia sp. β-P — " 
" 

36-BC 
" 

99.8 Delftia sp. β-P + " 
" 

39-BC 
" 

99.8 Delftia sp. β-P + " 

" 

41-BC 
" 

99.6 Delftia sp. β-P + " 
" 

42-BC 
" 

99.3 Delftia sp. β-P + " 
" 

43-BC 
" 

99.8 Delftia sp. β-P — " 
" 

Dietzia 
   

  

1-EL 
Dietzia sp. (HQ652544) 

100 Dietzia sp. A + 
Dietzia maris (GQ870428) 

Gordonia 
   

  

19-EL Gordonia lacunae (GU727686) 98.2 Gordonia sp. A + 

20-EL 
" 

99.8 Gordonia sp. A ± 
" 

24-BC 

Gordonianamibiensis(AF380931) 

100 Gordonia sp. A + 
Gordoniaalkanivorans(AY864338) 
Gordoniawestfalica 
(NR 025468) 

Kocuria 
   

  

3-EL 
Kocuria sp. (HQ218995) 

100 Kocuria sp. A + 
Kocuria rosea (EU977667) 
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Aislado 
Especies más relacionadas en el 

GenBank 
(Accession no.) 

Similitud 
(%)a 

Taxonb 
(Accession no.) 

Filum 

Crecimie
nto en 

presenci
a de HPA 

Mycobacterium 
   

  

26-BC 
Mycobacteriumbolletii(AB548606) 

95.4 Mycobacterium A ± Mycobacteriummassiliense(AB548602) 
Mycobacteriumabscessus(AB548599) 

29-BC 
Mycobacterium chelonae(AM884326) 

100 Mycobacterium sp. A ± 
Mycobacterium n. sp. (AF152558) 

30-BC 
" 

99.6 Mycobacterium sp. A ± 
" 

Naxibacter 
   

  

8-EL Naxibacter sp. (FJ529712) 99.1 Naxibacter sp. β-P ± 

22-BC " 96.9 Naxibacter β-P + 

Rhizobium 
   

  

25-BC Rhizobium sp. (DQ337571) 100 Rhizobium sp. α-P + 

Rhodococcus 
   

  

2-EL Rhodococcuskunmingensis(DQ997045) 96.5 Rhodococcus A + 

7-EL 
Rhodococcus sp. (HQ619224) 

100 Rhodococcus sp. A + Rhodococcuserythropolis(DQ397663) 
Rhodococcusboritolerans(GU181290) 

12-EL 
" 

100 Rhodococcus sp. A + " 

" 

38-BC Rhodococcusequi(DQ157914) 99.6 Rhodococcus sp. A + 

Stenotrophomo
nas    

  

27-BC Stenotrophomonas sp. (DQ993329) 99.3 
Stenotrophomonas 
sp. 

γ-P + 

28-BC " 98.2 
Stenotrophomonas 
sp. 

γ-P ± 

31-BC " 100 
Stenotrophomonas 
sp. 

γ-P + 

32-BC " 99.8 
Stenotrophomonas 
sp. 

γ-P — 

40-BC " 100 
Stenotrophomonas 
sp. 

γ-P ± 

Streptomyces 
   

  

4-EL 
Streptomyces sp. (AF112169) 

100 Streptomyces sp. A + Streptomycesgriseoaurantiacus(FJ48635
5) 

5-EL 
" 

99.1 Streptomyces sp. A ± 
" 

6-EL 
" 

100 Streptomyces sp. A ± 
" 

    
  

9-EL 
 

80 Actinomycetales A + 

17-EL 
 

80 Actinomycetales A ± 

21-BC 
 

80 Actinomycetales A + 

23-BC 
 

80 Burkholderiales β-P + 

    
  

14-EL 
 

< 70 Bacteria  + 

18-EL 
 

< 70 Bacteria  ± 
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7.2.2 Remoción de HPA como única fuente de carbono 

 

Este estudio fue realizado con el inóculo de los cultivos mixtos pertenecientes a EL + BC, el cual mostró 

el mejor rendimiento en la remoción de HPA en presencia de queroseno. Este tratamiento removió los 

HPA seleccionados en porcentajes de: fenantreno, 29.4%; antraceno, 28.5%; fluoranteno, 34.4%; 

criseno, 20.5% y benzo[a]pireno, 23.6% (Tabla 16). El presente estudio confirma la habilidad de las 

bacterias puras aisladas de los materiales mencionados previamente y sus mezclas en la remoción de 

HPA. Organismos individuales pueden metabolizar sólo un intervalo limitado de substratos, aunque es 

conocido que el acoplamiento de diferentes especies bacterianas con una mayor capacidad enzimática, 

tienen mayor capacidad de degradar mezclas de HPA (Mueller et al. 1989, Ellis et al. 1991, Trzesicka-

Mlynarz y Ward 1995), como ocurrió en todos los tratamientos en este trabajo. 

La eficiencia de remoción de HPA por los microorganismos aislados de estos materiales orgánicos fue 

asociada a factores diferentes pero cercanamente relacionados como la capacidad de consumir HPA 

como única fuente de carbono (de acuerdo a los resultados obtenidos), las interacciones microbianas 

(mencionadas en las secciones anteriores) y la composición de la mezcla de HPA.  Aunque, el sistema 

EL + BC fue efectivo en la remoción de cuatro (antraceno, fluoranteno, criseno y benzo[a]pireno) de los 

cinco HPA, el análisis estadístico no mostró diferencia significativa contra otros tratamientos.  

Este inóculo (constituido por las microbiotas del EL + BC) consistió de 44 microorganismos de los 

cuales 40 fueron capaces de crecer en presencia de HPA (Tabla 11). Se observó un efecto negativo en 

el proceso de  remoción  cuando  el  Queroseno  estuvo  ausente.  La  ausencia  de  Queroseno  

disminuyó  el porcentaje de remoción en 29.4%, 28.5%, 34.4%, 20.5% y 23.6% para el fenantreno, 

antraceno, fluoranteno, criseno y benzo[a]pireno respectivamente como se muestra en la Tabla 16. 
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Tabla 16. Efecto del Queroseno en la remoción de HPA por el tratamiento  BC + EL 

 Con Queroseno  Sin Queroseno 

 % Remoción  % Remoción 

Fenantreno 38.2 ± 2.7  29.4 ± 2.5 

Antraceno 42.2 ± 1.5  28.5 ± 1.2 

Fluoranteno 53.9 ± 0.2  34.4 ± 1.1 

Criseno 39.2 ± 0.3  20.5 ± 2.1 

Benzo[a]pireno 49.9 ± 0.9  23.6 ± 1.0 

 

Cuando el cometabolismo ocurre, un producto secundario u otra molécula puede causar inhibición o 

acumulación de productos finales tóxicos (Barbieri et al. 1993). Por ejemplo, Kanaly y Bartha (1999) 

observaron un incremento en la biodegradación de hidrocarburos de 5 anillos aromáticos ([7-14C] 

benzo[a]pireno, a  80 mg/kg) cuando este fue mezclado con hidrocarburos individuales, mezclas de 

hidrocarburos definidas o fracciones de petróleo. Mc Nally et al. (1999) observó inhibición en la 

remoción de pireno en presencia de fenantreno mientras que un incremento en la remoción de 

antraceno y fenantreno fue observada cuando fenantreno y antraceno estuvieron presentes 

simultáneamente (Yuan et al. 2000). Stringfellow y Aitken (1995) encontraron inhibición competitiva 

en la degradación de fenantreno debido a la presencia de naftaleno, metilnaftaleno y fluoreno en 

mezclas binarias usando dos cultivos puros. Ellos concluyeron que la frecuencia de la inhibición 

competitiva observada con dos especies diferentes de pseudomonas puede ser común entre 

organismos degradadores de HPA. La presencia de fenantreno ha sido reportada como inhibitoria en la 

remoción de pireno (Mc Nally, Mihelic y Lueking 1999). Dean-Ross et al. (2002) observó una  

disminución en la remoción de pireno cuando fluoranteno estuvo presente; así como, una disminución 

en la remoción de antraceno en presencia de fluoranteno. Estas interacciones y resultados previos, 

podrían explicar el complejo proceso ocurrido en nuestros tratamientos. Los resultados sugieren que 

existió inhibición de la degradación de los HPA ya sea por la presencia de los diversos hidrocarburos al 

mismo tiempo como por la “incompatibilidad” de los cultivos mixtos. Algunos reportes indican que la 

presencia de un contaminante puede inhibir la degradación de un segundo compuesto (Xiaoqiang et 

al. 2007). Por otro lado, otros investigadores indican que cuando existe una variedad de contaminantes 

orgánicos en degradación puede existir un mejoramiento en la degradación por la presencia de fuentes 

adicionales de carbono (Ogunseitan y Olsen 1993). La degradación bacteriana de antraceno por 
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Rhodococcus sp. en la degradación de pireno por M. flavescens ha sido reportada también como 

inhibitoria en la presencia de fluoreno en el medio (Carmichael y Pfaender 1997). El efecto de 

compuestos tipo surfactantes producidos por los microorganismos (que presumiblemente produjeron 

los inóculos de acuerdo a los estudios de tensión superficial, Figura 22),  cuando  crecen  en  presencia  

de  hidrocarburos  aromáticos,  los  solubiliza  e incrementa su concentración en el medio. Este 

fenómeno algunas veces causa inhibición en el proceso de degradación (Oleszczuk y Baran 2005). 

Durante el periodo de incubación se presentaron pérdidas por efecto de evaporación y su incremento 

estuvo en función de la menor complejidad de los HPA en estudio, aunque estas fueron mínimas, 

comprendidas entre un 2 – 12% (Figura 36).  

Los niveles de evaporación contrastan con  los  obtenidos en  los  sistemas con  queroseno adicionado,  

ya  que  estos  últimos presentaron niveles de remoción por evaporación de hasta cuatro veces más, 

presumiblemente debido a la evaporación simultánea con el queroseno. Debemos indicar que los 

sistemas no fueron cerrados por lo que no se podía evitar la volatilización de estos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 36. Evolución de la evaporación de los HPA durante el tratamiento 
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7.2.3 Evolución del CM en el proceso de remoción de HPA 

 

7.2.3.1 Cinética de crecimiento del CM durante el proceso de remoción de HPA 

como única fuente de carbono 
 

Podemos observar que la velocidad de remoción de los diferentes HPA estuvo en el rango comprendido 

entre 4 – 6 mgHPA/l•día  en los primeros cinco días (Figura 37). Los HPA fenantreno y antraceno  son  

estructuralmente semejantes  (tres  anillos  aromáticos)  por  lo  cual  su  cinética  de remoción fue 

semejante. En el caso del hidrocarburo fluoranteno, también tiene tres anillos aromáticos pero además 

tiene un anillo tipo pentano no aromático lo cual podría dificultar el rompimiento/degradación de las 

estructuras. Los resultados contrastan con los obtenidos en los sistemas en los que se empleó 

queroseno para promover el co-metabolismo de los HPA en estudio. Los niveles de remoción en 

presencia de queroseno estuvieron dentro del rango 30 – 55%, lo que nos confirma nuevamente que la 

presencia de queroseno favorece la remoción de HPA. La tendencias de remoción fueron ajustadas a 

un modelo hiperbólico, en donde la remoción de HPA fue entre 1.5 y 4% por día fue observado durante 

los primeros cuatro días del tratamiento; después disminuyó a lo largo de los próximos 15 días hasta 

que alcanzó una velocidad de remoción entre 0.3 y 1.5% por día; finalmente fue despreciable después 

del día 20. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 37. Remoción de HPA como única fuente de carbono por el cultivo mixto proveniente de EL+BC. 
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Se realizó cuenta viable en caja del sistema (EL + BC) con la finalidad de observar cambios en la 

población microbiana y poder correlacionar los géneros presentes a lo largo del proceso de remoción, 

con las cepas puras aisladas previamente. La disminución de la cuenta microbiana fue evidente    

(Figura 38) durante el proceso de remoción, en particular, durante la primera semana pero después de 

diez días el conteo total fue estable siendo posible realizar el aislamiento de algunas bacterias que 

pertenecían a cada material orgánico (EL o BC). Este fenómeno puede indicar el efecto nocivo de los 

HPA sobre los microorganismos. Después, sólo aquellos microorganismos con capacidad de tolerar y/o 

usar a los HPA como única fuente de carbono serán lo que prevalezcan en el sistema. Es en este 

punto, en donde algunos géneros identificados no fueron capaces de seguir creciendo en el sistema. 

De acuerdo a los resultados los microorganismos que prevalecieron fueron los del género Bacillus sp., 

Gordonia., Rhodococcus. (Figura 38, 32/22’’/44/26/25), Naxibacter. (Figura 38, 40/48) y 

Stenotrophomonas. (Figura 38, 2/25/26/39/50). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 38. Evolución microbiana del sistema (EL + BC) durante la remoción de HPA 
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Como se muestra en la Tabla 17, estos microorganismos fueron claramente identificados debido a su 

morfología o color; sin embargo, el grupo o especie microbiana dominante en el cultivo mixto es 

desconocida.  

Los resultados indican la presencia de por lo menos 16 microorganismos diferentes presentes a lo largo 

de quince días de la prueba, tiempo en el cual se observó el mayor nivel de remoción de HPA en el 

sistema (Figura 39). De los microorganismos identificados, seis de ellos pertenecen al EL y diez al BC 

(Tabla 17). Como podemos observar los géneros: Bacillus, Rhodococcus y Naxibacter, se encuentran 

en ambos materiales orgánicos que de acuerdo a su origen y las características de estos géneros (de 

los cuales se mencionará más adelante) justifican su resistencia a sobrevivir en el sistema. 

Aproximadamente 50% de los microorganismos identificados provenientes del BC son Gram negativos 

y fueron capaces de sobrevivir, característica de este tipo de microorganismos como lo indicó Kaplan y 

Kitts (2004). Siete géneros fueron identificados por lo que al menos 58% del total (12 géneros) se 

encontraron en una proporción tal que se pudieron cuantificar por técnicas tradicionales de 

microbiología. 

 

Tabla 17. Microorganismos en común entre los EL y el BC 

EL 
 BC 

# Cepa Genera Phylum %CM # Cepa Genera Phylum %CM 

3/1 Rhodococcus 

A 60 

7/2 Delftia 

P 60 
3 Streptomyces  5/1 Stenotrophomonas 

2/2 Gordonia 1/1 Naxibacter 

2 Actinomycetales 1 Rhizobium 

1 Dietzia 3 Mycobacterium 

A 32 

1 Kocuria 1/1 Rhodococcus 

5/5 Bacillus  F 25 1 Gordonia 

2/2 Bacteria  10 1/1 Brevibacterium 

1/1 Naxibacter P 5 1/1 Actinomycetales 

    1/1 Burkholderiales 

    2/2 Bacillus F 8 
 

A: Actinobacteria; P: Proteobacteria; F: Firmicutes; %CM: Porcentaje de contribución al cultivo mixto. Números en negritas 

significa: microorganismos detectados durante la remoción de HPA como única fuente de carbono. 
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Sin embargo; es necesario indicar que se hicieron frotis y la tinción de gram de las muestras a los días 

indicados y se observó la presencia de género Streptomyces. (identificado por su morfología 

filamentosa) pero no hubo crecimiento en placa de este. El crecimiento de los microorganismos en un 

medio rico en nutrientes como el agar nutritivo, permitió el crecimiento acelerado del género Bacillus y 

posteriormente (2 o 3 días) el crecimiento de  otros  géneros. Lo  cual  demuestra  la  posibilidad de  

una  competencia intrínseca  por  el  substrato,  de  esta  manera  muchos  microorganismos se  ven  

afectados  en  su crecimiento  por  la  presencia  del  otro,  razón  por  la  cual  posiblemente no  

pudimos  observar  el crecimiento del genero Streptomyces. aún cuando se encontraba en el sistema. 

Este fenómeno pudo ocurrir con otros géneros por lo cual es necesario implementar una metodología 

de preferencia basada en herramientas de biología molecular que sea lo suficientemente sensible como 

para detectar la presencia de diversos grupos microbianos en un mismo sistema. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 39. Cinéticas de remoción de HPA y crecimiento microbiano 
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7.2.3.2 Monitoreo de los integrantes del CM mediante DGGE 
 

La amplificación del gen rpoB fue llevada con éxito como se observa en la Figura 40, paras las 

bacterias del CM. Sin embargo, al realizar la técnica por DGGE no se logró obtener una sola banda 

característica para cada microorganismo (Figura 41).  

Este resultado pudo ser consecuencia de una especificidad baja de los oligonucleótidos diseñados, la 

amplificación de una región muy extensa del gen lo que se tradujo en el gel con una baja diferenciación 

en las pares de bases o por último la temperatura de alineamiento de los oligonucleótidos la cual no fue 

suficientemente especifica lo que pudo dar origen a la unión en sitios  no  específicos  y  su  posterior  

amplificación.  Pese  a  los  problemas  encontrados  se  dio seguimiento a la MHS a lo largo de una 

semana. Los resultados mostraron una variación en el grosor (intensidad) y número de bandas    

(Figura 42).  

Pese a que existió co-migración de bandas en las muestras analizadas a los días 2, 4 y 9 (que de 

acuerdo a los resultados de la cinética de crecimiento, fue durante los primeros días en donde la 

remoción fue más intensa) se observó que existen cambios en la microbiota en general a lo largo del 

proceso de remoción de HPA. Dada la baja resolución obtenida no fue posible identificar cuántos y 

cuáles microorganismos involucrados en la remoción de HPA estuvieron presentes. 

                MPM                         1      2       3       4           5      6       7      8       9      10      11      12 

 

 

 

 

 

 

Figura 40. Amplificación del gen rpoB (tamaño esperado 350pb, marcador 100 pb) 



98 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 41. DGGE del gen rpoB para las bacterias en estudio 
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Figura 42. DGGE del gen rpoB para la MHS durante los tres puntos de muestreo (A), amplificación de la zona de interés (B) 

 

A 
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7.3 Etapa 3 

7.3.1 Discusión de la eficiencia de remoción del cultivo mixto seleccionado y un cultivo 

mixto comercial, en la remoción de HTP e HPA en presencia/ausencia de 

sustancias húmicas y nutrientes. 

 

El presente estudio demostró que las SH aumentan la remoción de HTP pero es dependiente de los 

microorganismos implicados. Los fenómenos podrían ser consecuencia del aumento de la solubilidad 

en hidrocarburos en presencia de las SH por lo que la probabilidad de que los inóculos entren en 

contacto directo con las moléculas de hidrocarburo se incrementó, lo que lleva a un aumento en la tasa 

de transporte al interior de las células y por lo tanto la degradación.  

Sin embargo, cuando el sistema de transporte bacteriano se saturó por las moléculas de hidrocarburo 

(20000 y 50000 mgHTP/kg), un mayor incremento en la solubilidad de HTP no condujo a una mejora en 

la degradación. Aunque los HTP pudieron haber comenzado a ser más solubles con la incorporación de 

SH; aun así, pudieron no ser degradado por los cultivos mixtos.   

El análisis de la composición de combustóleo (considerado como HTP) mostró una alta concentración 

de las fracciones aromáticas y asfaltenos, ambos considerados por ser recalcitrantes. Los HTP 

estuvieron compuestos por las siguientes fracciones: hidrocarburos alifáticos, 35 ±2% (p/p);               

HPA, 9 ± 3% (p/p); ácidos grasos saturados, 32 ± 2% (p/p) y asfaltenos, 24 ± 3% (p/p) (Tabla 18). 

Suponiendo que los asfaltenos son compuestos recalcitrantes, la máxima remoción de hidrocarburos 

esperada será de 75% (p/p).  

7.3.1.1 Remoción de hidrocarburos 
 

Uno de los principales objetivos de este trabajo fue obtener una población microbiana en un consorcio 

indefinido capaz de ser seleccionado naturalmente por la cooperación metabólica de sus miembros en 

la degradación de queroseno seguido por el aislamiento de sus miembros cultivables.  

Ozaki et al. (2006) indicó que consorcios microbianos no definidos capaces de degradar petróleo crudo 

o fracciones destiladas sería adecuado para bioaumentación en sitios contaminados debido a los 

miembros estables y su amplia actividad degradante. Una estrategia exitosa para la biorremediación in 

situ/ex situ puede ser la combinación, en una única cepa bacteriana o en un consorcio microbiano, de 
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diferentes capacidades degradadoras con otras características genéticas que proporcionan ventajas 

selectivas en un ambiente dado (Díaz 2004; Megharaj et al. 2011).  

Para evitar que los microorganismos tuvieran una exposición repentina a las tensiones del suelo 

(inanición o la susceptibilidad a la exposición a hidrocarburos, etc.) utilizamos queroseno como única 

fuente de carbono debido a que su contenido de hidrocarburos alifáticos y aromáticos podría ser 

utilizado como fuente de carbono por los microorganismos aislados de EL y BC. (Megharaj et al. 1997) 

indicaron que la pre-adaptación de las bacterias para el entorno destino, antes de la inoculación, mejora 

la supervivencia, persistencia y su actividad en la degradación, lo que lleva a una mayor bioremediación 

de los suelos contaminados. 

Rios-Rodríguez (2011) y González Garduño (2011) observaron que las cinéticas de remoción de HTP 

por los tratamientos (durante 34 días de fermentación sólida) mostraron un comportamiento similar, 

como podemos ver en la Figura 43 (se muestran solo las tendencias de la remoción a modo de 

ilustración en el comportamiento de las cinéticas). El proceso de remoción comenzó a verse reducido 

después del día 17 en la mayoría de los casos, pero no se detuvo, mostrando que el proceso de 

remediación continuó.  

La remoción de combustóleo estuvo fuertemente influenciada por la presencia de inóculos (CM o 

CMC). Aunque la presencia de inóculos tuvo un efecto positivo, la presencia del CM tuvo el más alto 

nivel de remoción de HTP. En la mayoría de los casos también la interacción con las SH favoreció la 

remoción de combustóleo.  

La máxima remoción de HTP (restando el efecto del blanco (a), el cual varió entre 3.7, 1.2 y 0.5% (p/p), 

para los tratamientos de 5000; 20000 y 50000 mgHTP/kg, respectivamente) fue de hasta 54, 45 y 32% 

(p/p) cuando se añadió el CM y de 51, 34 y 18% (p/p) cuando se añadió el CMC, para los tratamientos 

de 5000; 20000 y 50000 mgHTP/kg respectivamente, después de 34 días. El comportamiento cinético 

muestra un comportamiento típico en el que una tasa máxima de remoción fue en los primeros 15 días 

mientras que disminuye en función del tiempo (Figura 43). La cinética de remoción de HTP mostró el 

resultado de una degradación rápida, seguida de una segunda fase, mucho más lenta que se observa 

comúnmente en los suelos y sedimentos durante la biorremediación (Semple et al. 2004).  
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El efecto estimulante de las SH sobre la degradación de hidrocarburos aparece en un período más 

prolongado (Figura 43). Estos resultados concuerdan con los de Nanny et al. (2001), quienes 

encontraron que las sustancias húmicas podían retener masa de hidrocarburo ligero, los cuales podrían 

permanecer adsorbidos por un largo tiempo (disminuyendo su disponibilidad y por lo tanto su toxicidad) 

y eventualmente n-alcanos de cadena larga podrían ser liberados y convertirse en disponibles para la 

degradación microbiana, tal como le CM.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 43. Cinéticas de remoción de HTP mediante la adición de SH e inóculos a diferentes concentraciones de hidrocarburos, a) 5000 

mgHTP/kg; b) 20000 mgHTP/kg y c) 50000 mgHTP/kg. CM: cultivo mixto; CMC: cultivo mixto comercial. Mismas letras significan, que no hubo 

diferencia estadística significativa (Duncan y Fisher LSD) 
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Por lo tanto, la baja remoción de HTP por el CMC + SH pueden ser debido a la absorción temporal de 

hidrocarburos a la matriz húmica de los derivados de leonardita los cuales pueden limitar el acceso de 

los hidrocarburos a los microorganismos en el suelo o por el comportamiento opuesto en el que hay un 

exceso de desorción de contaminantes que aumentan la toxicidad en los sistemas (Figura 44 y 45).  

El blanco (a) tuvo un pequeño porcentaje de remoción de HTP, mientras que el blanco (b) tuvo casi la 

misma tasa de remoción. Los niveles de remoción en sistemas que sólo se estimularon con sales 

minerales o agua mostraron cierta tasa de remoción que podría explicarse debido a la interacción de las 

sustancias húmicas presentes en el suelo que de acuerdo con su caracterización el contenido de ácido 

húmico y fúlvico fue de 0.23 ± 0.05% (p/p) y 1.42 ± 0.03% (p/p), respectivamente.  

Conte et al. (2001) y Petruzzelli et al. (2002) investigaron la influencia de toda la materia orgánica; es 

decir, AH y AF en la translocación de HPA a través de un suelo antes y después de la oxidación con 

peróxido de hidrógeno para eliminar la materia orgánica, el cual fue posteriormente tratado con 

cantidades crecientes de sustancias húmicas exógenas; es decir, incorporadas intencionalmente. La 

liberación de HPA del suelo aumentó con la adición de AH exógenos mientras que los AF aumenta su 

movilidad y se favoreció su lixiviación, tanto para el suelo oxidado como no oxidado. Recuperaciones de 

HPA fueron inferiores en el suelo no oxidado (debido al peso de las fracciones de materia orgánica de 

alto peso molecular), lo que revela la importancia de la materia orgánica nativa en el aumento de la 

retención de HPA en los suelos. Este estudio muestra que la movilidad de los HPA en los suelos puede 

ser controlada por el contenido de sustancias húmicas, pero es posible suponer por el hecho de la 

hidrofobicidad que los HTP se verá afectados de la misma manera.  

En todos los tratamientos con el CM y los AF favorecieron la remoción HTP (Figura 44). A pesar de que 

la presencia de microorganismos hidrocarbonoclastas tiene un efecto positivo, la interacción con las SH 

favorece mucho más la remoción de combustóleo (Figura 44).  

Liem et al. (2003) hizo un estudio sobre la remoción HTP sobre suelo arcilloso contaminado con diesel 

a 10000 mg/kg e incorporando ácidos húmicos en dosis de 0 a 5% en peso para evaluar su impacto en 

la remoción de hidrocarburos. Los experimentos se llevaron a cabo durante un período de 90 días. 

Después de este período de tiempo, se observó una remoción de hidrocarburos entre 87 y 93%. Estos 

resultados son similares a los obtenidos en este trabajo a un bajo contenido de combustóleo          

(5000 mgHTP/kg). 
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7.3.1.2 Efecto del inóculo 
 

La fracción teórica degradable (75%, p/p) fue casi eliminada en los sistemas con 5000 mgHTP/kg en 34 

días de acuerdo con Rios-Rodríguez (2011) y González Garduño (2011) lo cual se muestra en la     

Figura 44. Vogel (1996) informó que el nivel de descontaminación de un suelo contaminado 

principalmente dependerá de la composición de hidrocarburos y la microbiota disponible. En cuanto a la 

estructura de hidrocarburo, Atlas y Cerniglia (1995) han informado que los compuestos orgánicos de 

bajo peso molecular y estructura molecular sencilla se eliminan preferentemente por muchos 

microorganismos, pero, los hidrocarburos con estructuras más complejas han mostrado una alta 

resistencia a la descomposición microbiana (Bossert y Bartha 1986).  

Es bien sabido que se requieren conjuntos de poblaciones mixtas con capacidades enzimáticas 

generales amplias para aumentar la velocidad y el grado de biodegradación de HTP. Se sugirió que los 

porcentajes de remoción de HTP podrían incrementarse mediante el uso del CM que se aisló en este 

trabajo, teniendo en cuenta su gran capacidad para eliminar HTP a partir de mezclas complejas de 

hidrocarburos. De acuerdo con Rios-Rodríguez (2011) y González Garduño (2011) la presencia de AF 

en todos los sistemas con CM o CMC favoreció la remoción HTP, solos o en combinación con AH. A 

pesar de que la remoción de hidrocarburos entre los inóculos fue similar cuando ambos estuvieron 

acondicionados con las SH. Por otro lado, hubo una disminución de remoción de HTP cuando los 

tratamientos se acondicionaron con ambas SH. El CM tuvo casi 0.6 veces más remoción de HTP que el 

CMC. El CM mostró una alta eficiencia de remoción de HTP, pese a que los microorganismos aislados 

de los materiales orgánicos nunca estuvieron en contacto previo con el contaminante. Una pequeña 

mejora del efecto en la remoción es apreciable cuando se incorporó AF a los tratamientos con 5000 

mgHTP/kg pero se observó un efecto negativo cuando aumenta el contenido del combustóleo (20000 

mgHTP/kg).  

La presencia de CM en el proceso de remoción de combustóleo es evidente, así como la presencia de 

sustancias húmicas. Una concentración baja de combustóleo (5000 mgHTP/kg) no afectó la remoción 

de HTP en presencia de SH (Figura 44 y 45). La remoción HTP, en presencia del CM aumentó 

alrededor de 20% (p/p) y en presencia del CMC fue alrededor de 70% (p/p), cuando se añadieron SH, 

lo que muestra que el CMC obtiene un mayor beneficio tal vez como consecuencia de la alta 
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estimulación de esta microbiota mientras CM no mostró gran mejora tal vez debido a su origen (aislado 

de las SH). Cuando la concentración de combustóleo aumentó a 20000 mgHTP/kg hubo un efecto 

negativo sobre la remoción de HTP.  

Tabla 18. Caracterización fisicoquímica y biológica de los materiales utilizados para validar la remoción de HTP e HPA por el CM 

  Análisis AH AF S HC 

  
     

FÍSICAS 

Capacidad de 
retención de agua 
(%) 

N/A N/A 43 
 

Humedad (%) 6.56 2.38 1.53 
 

QUÍMICAS 

Materia Orgánica 
(%) 

21.55** 80.57 3.89 
 

Carbono Orgánico 
(%) 

12.5** 46.8 2.3 
 

Nitrógeno Total (%) 0.33 0.93 0.13 
 

Fósforo Asimilable 
(mg/kg) 

N/A N/A 16.17 
 

pH 11.88 7.79 7.95 
 

     
HTP´s 

   
*** 

Asfaltenos (Asf) (%) 
   

24 

H. libres de  
asfaltenos (%)    

76 

H.Alifáticos (HAl) 
(%)    

35 

H.Aromáticos (HAr) 
(%)    

9 

H. Policiclicos 
Aromáticos (HPA) 
(%) 

   
32 

BIOLÓGICAS 

     
Bacterias 
heterótrofas   

1.72 x 1010 5.6 x 108 2.3 X102 
 

(UFC/g material) 

  

Bacterias 
hidrocarbonoclastas 

1,32 x 107 1.37 x 109 1.1 X 101 
 

(UFC/g material) 

AH: ácidos Húmicos, AF: ácidos fúlvicos, S: suelo, HC: hidrocarburo 
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La remoción HTP, en presencia de CM disminuyó alrededor de 26% (p/p) y en presencia de CMC 

alrededor de 70% (p/p). No obstante, aun cuando las SH estuvieron presentes, la remoción de HTP por 

el CM fue mayor que CMC. Una mejor adaptación del CM en el proceso de degradación de 

hidrocarburos en presencia de SH se debió quizá como consecuencia de que los microorganismos 

aislados están acostumbrados a vivir en estos materiales. Por el contrario, el contenido bacteriano del 

CMC probablemente no fue capaz de sobrevivir el tiempo suficiente para mantener su actividad de 

degradación debido a su baja capacidad de sobrevivir en concentraciones altas de combustóleo. 

También su baja eficiencia pudo ser debido a la falta de material enzimático producido por los 

integrantes del  producto comercial para iniciar el metabolismo de los HTP. 

Si eliminamos la remoción de los HTP llevada a cabo por las SH de cada tratamiento, con el fin de ver 

que efecto tuvieron sólo los inóculos, obtenemos los datos mostrados en la Figura 45. No obstante, el 

análisis de los datos mostró que la remoción de HTP por el CMC independientemente de la 

concentración del combustóleo mantuvo una tasa de remoción casi constante (Figura 45). Los inóculos 

añadidos por si solos en estos tratamientos sólo difirieron por 0.2 veces en la remoción de HTP        

(CM > CMC), sin embargo, el CMC se vio gravemente afectado, mientras que en el sistema con 50000 

mgHTP/kg hubo pequeños efectos negativos (Figura 45); aunque la diferencia en la remoción HTP 

entre inóculos sólo fue 2.4 veces (CM > CMC). 

En la literatura, se ha indicado que el fracaso de los tratamientos por bioaumentación ha sido por lo 

general atribuido a la baja capacidad de adaptación de los microorganismos ajenos a poblaciones 

microbianas naturales (Vidali 2001). Finalmente la mayor concentración de combustóleo afectó en 

mayor medida el CMC que al CM en la remoción HTP. Por un lado, la ventaja de las sustancias 

húmicas es que se incorpora fácilmente a grandes extensiones de suelos contaminados. Por otro lado, 

el CM aislado a partir de estructuras complejas (sustancias húmicas), puede trabajar sinérgicamente y 

aún mejor mostrar que las SH poseen microorganismos hidrocarbonoclastas que pueden ayudar en los 

procesos de biorremediación.  
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Figura 44. Comparación de la remoción de HTP (después de 34 días) entre inóculos y el efecto de absorción por las SH. La 

remoción de HTP se representan al restar el efecto del blanco. HA: ácidos húmicos; FA: ácidos fúlvicos, CM: cultivo mixto, 

CMC: cultivo mixto comercial. 
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7.3.1.3 Efecto de las SH 
 

El efecto de sorción por las SH jugó un fuerte papel en el proceso de remediación como se muestra en 

la Figura 44. El efecto de sorción fue responsable en algunos casos de más de la mitad de la 

remediación total. Los datos demostraron que la pequeña cantidad de SH mejora la remoción de HTP 

independientemente de la presencia de un inóculo. No obstante del aumento de la cantidad del 

combustóleo la sorción fue casi constante, con la excepción de 20000 mgHTP/kg en la que el 

comportamiento fue diferente (Figura 44). La presencia de ambas SH no aumentó la tasa de remoción 

de HTP mientras que la presencia de solo los AF si lo hizo, con alguna excepción (sistema con 20000 

mgHTP/kg). Hubo un efecto negativo cuando ambas sustancias húmicas están en el sistema       

(Figura 44 y 45). Este hecho podría ser explicado por la descomposición de los complejos penetrados 

de sustancias húmicas-hidrocarburos en el interior de la célula y aumento de la toxicidad como 

Kulikova, Stepanova y Koroleva (2005) mostraron. El efecto negativo en el proceso de remoción 

también podría ser debido a un exceso de desorción de combustóleo que tiende a incrementar la 

toxicidad porque tal vez la solubilidad y la exposición a los hidrocarburos es mayor cuando ambos 

agentes tensoactivos naturales están presentes, sobre todo en la presencia de AF. Aunque este efecto 

no es perceptible cuando sólo se usa una sustancia húmica (AH o AF) a la vez. Este efecto negativo 

cuando ambas sustancias húmicas están en el sistema, no necesariamente indican que la adición de 

diversos agentes tensoactivos favorece la remoción de hidrocarburos. Bogan y Sullivan (2003) 

analizaron seis suelos, obtenidos de pastizales y zonas boscosas en el noreste de Illinois con el fin de 

conocer el contenido del SH.  

Resultados para HPA indican que el aumento del tiempo de contacto lleva a un aumento en el 

secuestro y la reducción de la biodegradación, y que el contenido de las SH fue el parámetro más 

importante que rige este proceso. Otros experimentos demostraron que la adición exógena de ácido 

fúlvico a un suelo con muy bajo contenido endógeno de AH/AF incrementó la biodegradación de pireno 

por Mycobacterium austroafricanum. Por supuesto, es preferible utilizar una menor complejidad y un 

sistema más económico dado que los AH aunque son más baratos que los AF, no es económicamente 

viable incrementar el costo del proceso si no hay diferencia significativa como muestra el análisis de 

medias entre tratamientos (Figura 44 y 45). Los ácidos fúlvicos sirven como un catalizador para los 
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microbios y como un agente tensoactivo muy potente. Estos pueden aumentar la toxicidad de los 

xenobióticos tóxicos para los microorganismos, por lo que se debe utilizar cuando la degradación 

primaria utilizando ácidos húmicos está casi completa.  

Además, los ácidos fúlvicos aumentan la permeabilidad de la membrana, lo que facilita la exudación de 

enzimas extracelulares y más rápida absorción de moléculas de hidrocarburos para la oxidación      

(Karr 2013). Por otro lado, Lovley et al. (1996) mostró que los ácidos húmicos se pueden utilizar como 

aceptor final de electrones durante los procesos aeróbicos o anaeróbicos en suelos contaminados con 

HPA, y estos pueden contribuir a la oxidación o la reducción de hidrocarburos, promoviendo así la 

remoción más eficiente debido a los microorganismos hidrocarbonoclastas de las sustancias húmicas 

(como se demuestra en este trabajo) o por los inóculos añadidos. Estudios anteriores sobre el efecto de 

la adición de AH en suelos contaminados con hidrocarburos mostraron que mejoran la actividad 

microbiana. Si eliminamos la remoción de los HTP llevada a cabo por las SH de cada tratamiento, con 

el fin de ver que efecto tuvieron sólo los inóculos, obtenemos los datos mostrados en la Figura 45. En 

estos gráficos se puede observar con mayor claridad que las SH puede afectar el rendimiento general. 

El efecto de sorción fue responsable en algunos casos de más de la mitad del total de la remediación 

(Figura 44 y 45). Morris y Mosley (1998) examinaron ácidos húmicos para determinar su idoneidad 

como remediador de suelos contaminados con petróleo. En este trabajo, se demostró que pequeñas 

cantidades de ácido húmico (1%) mejora la actividad microbiana así como su alta sorción que 

representa aproximadamente la mitad de remediación total. Nanny et al. (2001), en un informe de 

investigación EPA eligió un humato (sal de sustancias húmicas) australiano para mejorar la remediación 

de suelos contaminados con petróleo, ya sea por procesos de sorción, biodegradación, o ambos. Ellos 

encontraron que la inoculación de un suelo virgen, con un cultivo microbiano degradador del petróleo 

en presencia de humatos, no sólo facilita la biodegradación, sino también ayuda a la remoción por 

sorción de n-alcanos superiores de 24 a 32 átomos de carbono. En la ausencia de humatos, los 

microbios degradan estos hidrocarburos de mayor cadena a un ritmo mucho más lento. La adición de 

SH en una concentración de combustóleo bajo (5000 mgHTP/kg) aumentó la remoción (entre 75 y 25%, 

p/p) independientemente del inóculo, mientras que el aumento de la concentración de combustóleo a 

un nivel medio (20000 mgHTP/kg) afectó la remoción más que la mayor concentración probada de 

combustóleo (50000 mgHTP/kg). 
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Figura 45. Efecto de las SH sobre la remoción de HTP por los inóculos (CM y CMC). La remoción de HTP se representan al restar 

el efecto de sorción de las SH. AH: ácidos húmicos; AF: ácidos fúlvicos, CM: cultivo mixto, CMC: cultivo mixto comercial. 
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7.3.1.4 Efecto de la contaminación por combustóleo 

 

El efecto de las interacciones por las variables en estudio en los dos inóculos probados por             

Rios-Rodríguez y González Garduño, llevado a cabo por el análisis estadístico, se muestra en las       

Figura 46. Las interacciones principales se representaron gráficamente. El análisis de varianza 

(ANOVA), en el sistema con 5000 mgHTP/kg, indicó que todas las variables individuales que 

intervinieron en el modelo fueron significativas (es decir; AH, AF y el inóculo), sin embargo, la 

interacción entre los AF y los AH también fue significativa con un nivel de significación del 95% (p 

<0.05). Como se muestra en la Figura 46, la presencia de la CM/CMC es crucial en el proceso de 

remoción como se esperaba. Aunque las SH tienen microorganismos hidrocarbonoclastas, no 

mostraron un efecto estadístico significativo por lo que su efecto en la remoción es aparentemente 

basado únicamente en sus propiedades físico-químicas.  

Cuando el ANOVA se hizo para el sistema con 20000 mgHTP/kg, de nuevo todas las variables 

individuales que intervienen en el modelo fueron significativas, pero CM/CMC y las interacciones con 

los AF también fueron significativas. Por último, el sistema con 50000 mgHTP/kg mostró que todas las 

variables individuales que intervienen en el modelo fueron significativas, pero las interacciones de los 

AH y los AF, así como entre los AH y CM/CMC también fueron significativos. En este sistema, así como 

en el anterior, las interacciones entre los AF + AH fueron significativa pero con una tendencia a causar 

un efecto negativo en el proceso de remoción. Si el ANOVA se aplica en términos del efecto de la 

concentración de combustóleo, los resultados mostraron un efecto estadísticamente negativo en su 

remoción cuando la concentración aumenta; este efecto es más notable en ausencia de los inóculos 

como era de esperarse. 

El nivel de remoción de los sistemas con 5000 mgHTP/kg podría ser más eficaz debido a la baja 

concentración de los hidrocarburos y la eficiencia de los inóculos. En el caso del sistema con                   

20000 mgHTP/kg hubo más hidrocarburos alifáticos que el sistema anterior, por lo que los 

microorganismos tienen más fuente de carbono para asimilar hasta que la proporción alifático/asfalteno 

es tal que comienza a disminuir el proceso de remoción debido a la ausencia de hidrocarburos de fácil 

asimilación. Este mecanismo no parece ocurrir en el sistema con 50000 mgHTP/kg tal vez como 

consecuencia del límite de los microorganismos para asimilar hidrocarburos sin perder viabilidad 
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(Figura 46). De acuerdo con los resultados es posible indicar que el aumento de la contaminación del 

suelo va a afectar el rendimiento global del CM, pero todavía tienen el potencial para mostrar la eficacia 

de sus miembros, así como el útil uso de las SH. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 46. Resultados estadísticos que muestran las interacciones entre las SH y los inóculos. AH: ácidos húmicos; AF: ácidos 

fúlvicos, CM: cultivo mixto, CMC: cultivo mixto comercial. 
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7.3.1.5 Remoción de HPA 
 

El análisis de la composición de hidrocarburos realizado por Rios-Rodríguez de los sistemas con AF + 

CM y CM en el sistema con 5000 mgHTP/kg (Tabla 19), ya que estos mostraron la mejor remoción de 

HTP sobre todos los tratamientos. Podemos observar que la composición de combustóleo tiene 

hidrocarburos alifáticos entre C14 y C32, con concentraciones entre 20 y 500 mg/kg; así como, la 

presencia de HPA entre 2 y 5 anillos con concentraciones que van de 20 a 300 mg/kg. La remoción de 

los hidrocarburos alifáticos de cadena larga y de HPA (Tabla 19) en el sistema con CM + AF, mostró la 

buena interacción entre todos los componentes estudiados. 

El combustóleo consiste principalmente de alcanos lineales y ramificados con diferentes longitudes de 

cadena y contiene una variedad de compuestos aromáticos (Tabla 19). Muchos de estos compuestos, 

especialmente alcanos lineales, se sabe que son fácilmente biodegradables. En general, la 

disponibilidad de compuestos hidrófobos se determina por sus características de sorción, la disolución 

o las tasas de partición y por el proceso de transporte a la célula microbiana (Sticher et al. 1997). La 

biodegradación de combustóleo no parece estar limitado por las capacidades metabólicas del consorcio 

bacteriano, ya que una fracción significativa de hidrocarburos de alto peso molecular (> C30) fueron 

removidas a la misma velocidad. Rapp y Gabriel-Jürgens (2003) han informado de la degradación de 

hidrocarburos alifáticos hasta C16, que está de acuerdo con los resultados presentados aquí.  

Los resultados indican la ausencia de criseno en el final del proceso, pero hay que señalar que su 

concentración es muy baja. Sin embargo, la incapacidad bacteriana para el uso total de hidrocarburos 

parece ser debido a una limitación de transferencia de masa, en el que los hidrocarburos no están 

disponibles para los microorganismos. La composición de los hidrocarburos residuales sugiere que la 

continuidad de los procesos de remoción podría ser posible, pero que tomaría más tiempo y que sólo 

tendría lugar si los nutrientes necesarios están disponibles. Ke et al. (2010) sugiere que el éxito de la 

remoción/degradación de HPA (fenantreno, pireno y benzo[a]pireno) por un aislado bacteriano 

degradador de pireno no se basó únicamente en las cantidades de HPA solubles que pueden ser 

mejoradas con la incorporación de AH; la presencia de un degradador adecuado es también importante. 

Este trabajo mostró que la bioestimulación y bioaumentación pueden ser utilizados para mejorar la 

degradación de los HTP e HPA en el suelo.  
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La adición de inóculos que mejore la degradación de HTP puede ser de mucha mayor utilidad en 

condiciones menos favorables, tales como aquellos en los vertederos o en sitios con menos 

microorganismos degradadores nativos, o en remediación de ambientes contaminados con HTP o HAP. 

Los resultados mostraron que la eficacia en la degradación tanto HTP como de HPA siguió el orden: 

bioaumentación (CM) + bioestimulación + SH > bioaumentación (CMC) + bioestimulación + SH > 

bioestimulación + SH > bioestimulación > controles. Estos resultados sugieren que la inoculación de las 

cepas eficientes y algunos nutrientes pueden ser enormemente eficaces en la biorremediación de 

suelos contaminados. Además de las propiedades químicas y en vista de un posible uso de las SH 

como agente tensoactivo a nivel industrial, también es muy importante tener en cuenta los rendimientos 

de las SH de diferentes fuentes potenciales. Por ejemplo, el aislamiento de AH a partir de materia 

orgánica del suelo y agua es muy laborioso; además de los muy bajos rendimientos de estas fuentes 

naturales podrían limitar su uso potencial para la aplicación tecnológica (Salati et al. 2011), sin 

embargo, una fuente alta de AH (más de 70% p/p) es la leonardita que se utiliza ampliamente hoy en 

día debido a su abundancia y coste. Por lo tanto, alentamos el uso de los productos derivados de la 

leonardita en la recuperación de suelos contaminados de hidrocarburos, debido a sus propiedades 

físico-químicas y contenido de microorganismos hidrocarbonoclastas. 

 

Tabla 19. Composición del combustóleo y el porcentaje de remoción del sistema contaminado con 5000 mgHTP/kg en 

presencia del CM y  AF + CM 

 

Hidrocarburo Combustóleo 5000 mg/kg CM % Remoción AF +  CM % Remoción 

C14 100.62 N/D N/D N/D N/D 

Acenafteno 38.02 38.59 0 3.11 91.79 

C18 65.33 58.59 10.31 45.86 29.79 

C20 526.62 211.61 59.81 162.35 69.17 

Fenantreno 314.67 93.46 70.29 107.98 65.68 

Fluoranteno 218.72 197.71 9.6 119.96 45.15 

C22 27.68 38.29 38.33 21.13 23.64 

C24 168.77 115.05 31.83 105.2 37.66 

Criseno 16.43 N/D N/D N/D N/D 

C26 35.47 52.83 48.94 10.41 70.63 

C28 35.05 52.74 50.47 N/D N/D 

Benzo[a]pireno 85.25 50.9 40.29 54.31 36.29 

C30 100.15 60.95 39.14 N/D N/D 

C32 36.17 20.53 43.24 N/D N/D 
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7.4 Etapa 4 

7.4.1 Purificación de los ácidos húmicos 

 

En esta etapa se llevo a cabo la separación de los ah de la materia prima siguiendo el procedimiento 

que se describió en la Sección 6.1.4.1.1. Como resultado del proceso de purificación se obtuvieron 

80.16g de ácido húmicos purificados de 500g de muestra inicial (leonardita), lo que indica que la 

leonardita contiene un 16% de ácidos húmicos. Los AH; así como, los AF purificados se muestran en la 

Figura 47. 

 

 

 

 

 

 

Figura 47. Ácidos Húmicos y Fúlvicos 

7.4.2 Caracterización química 

7.4.2.1 Análisis de la acidez de las SH 
 

La acidez de las sustancias húmicas se muestra en la Tabla 20. El contenido de grupos carboxilo e 

hidroxilo por gramo de muestra determina la acidez de las sustancias húmicas y su capacidad para 

interactuar con moléculas que se encuentren a su alrededor la cual a su vez, está en función de su 

origen biológico; así como, el grado de madurez del material húmico siendo menor en el caso de los 

AH. 

Tabla 20. Acidez de las sustancias húmicas al pH de trabajo 

Ácidos Húmicos Ácidos Fúlvicos 

6.05 meq H+/g; pH:9 12.641 meq H+/g; pH:12 
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La cantidad de meq ó mmol de protones, nos permite realizar un cálculo estequiométrico aproximado 

de la cantidad de elementos que en teoría pueden reaccionar con al agente alquilante. Así, es posible 

establecer la cantidad de agente alquilante en base a su peso atómico, densidad y pureza; 

considerando una interacción 1:1 con la sustancia húmica. De manera análoga se estableció la 

cantidad de la sal de amonio. 

 

7.4.2.2 Análisis de composición elemental 
 

El análisis elemental de las sustancias húmicas se muestra en la Tabla 21. La composición química 

esta  en  función al  grado  de  oxidación de  la  materia orgánica y  presentan por  tanto diferentes 

propiedades químicas; así, los AF son solubles en medio ácido y básico. Son la fracción de bajo peso 

molecular de las SH. Están débilmente aromatizadas, pobremente condensadas y tiene una mayoría de 

cadenas alifáticas. Están menos polimerizados que los AH (lo cual denota también su color) y 

generalmente están enriquecidos en grupos funcionales con oxígeno. Mientras que los ácidos húmicos 

son insolubles en medio ácido y son solubles en medio básico. Son la fracción de alto peso molecular 

de las sustancias húmicas. Están mayormente condensados y polimerizados. 

 

Tabla 21. Composición Elemental de las Sustancias Húmicas (%) 

 Nitrógeno Carbono Hidrógeno Oxígeno+Azufre* 

Ácido Fúlvico 0.35±0.05 24.97±4.17 1.52±0.07 73.16 
Ácido Húmico 0.5±0.02 42.25±1.26 2.05±0.09 55.2 

* obtenido por diferencia aritmética 
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7.4.2.3 Análisis de los espectros de FTIR 
 

Los  espectros  FTIR  de  los  AH  y  AF  sin  modificar  se  muestran  en  la  Figura  48  (H  y  F).  La 

interpretación de los valores de absorción en el infrarrojo fueron asignados de acuerdo con las 

convenciones y las tabulaciones en la literatura (Piccolo et al. 2006). El espectro de AH y AF contiene 

una banda ancha centrada a 3670-3200 cm-1, derivados de las vibraciones OH- y cadenas alifáticas, y 

un hombro alrededor de 2500 cm-1 de la H-OH de los ácidos carboxílicos. Las bandas entre 2960 y 

2850 cm-1 se derivan de C-H, CH3, CH2, CH3-CH2 alifáticos y sus vibraciones. La fuerte absorción 

centrada a 1770 cm-1 (en los AF) se atribuye a los grupos carbonilo de los ácidos carboxílicos 

aromáticos. La absorción en 1720 cm-1 se atribuye a los grupos carbonilo y el enlace C=O. La 

absorción alrededor de 1630 y 1540 cm-1 puede ser debido a la tensión C=C en anillos aromáticos, 

tensión asimétrica del - COO-, C=O ó tensión C=C conjugados con grupos carbonilo u otros dobles 

enlaces. La absorción alrededor de 1420 cm-1  puede ser debido a flexión del O-H de alcoholes, ácidos 

carboxílicos y fenoles, o las deformaciones C-H de grupos -CH2 y -CH3. Una banda alrededor de 1240 y 

1100 cm-1 es una característica de estiramiento  C-O de los fenoles, ácidos carboxílicos, ésteres y 

éteres. Los espectros también contienen una región entre 1620 y 1500 cm-1, lo que es asignado a 

varios grupos funcionales, por ejemplo, conjugada C=C y vibraciones NO. Finalmente, los espectros 

presentan señales alrededor de 1620 y 1500 cm-1, los cuales pueden corresponder a la flexión del C-H 

aromático fuera del plano. 
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Figura 48. Espectros FTIR de las SH. H: AH sin modificar; H1: A-C12; H2: C-C10 calentamiento con MW; H3: C-C10 

calentamiento convencional; F: AF no modificado; F1: A-C10 
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7.4.2.4 Análisis de los espectros de CPMAS 13C NMR 
 

Los AH presentan un alto contenido de moléculas o grupos funcionales del tipo aromático y bajo 

contenido de estructuras alifáticas (Figura 49, H y F). Los AF presentaron mayor contenido en 

estructuras del tipo alifático y de grupos metoxi en enlaces tipo éter o éster, lo que sugiere un alto 

contenido de grupos presentes en la lignina de los materiales vegetales y corrobora el origen de este 

tipo de materiales. Ambos presentaron contenido de grupos carboxílicos siendo mayor el contenido en 

los ácidos húmicos; sin embargo, los ácidos fúlvicos presentaron mayor contenido en estructuras con 

grupos hidroxilo. Lo cual sugiere un menor estado de oxidación de los ácidos fúlvicos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 49. CPMAS 13C RMN del SH. H: AH no modificado; H1: A-C12, F: AF no modificado; F1: A-C10 
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7.4.2.5 Análisis de los espectros de NMR 1H 
 

El análisis solo se realizó para los AH debido a que los AF no formaron un sólido lo cual impidió llevar a 

cabo un análisis fiable (Figura 50). Como se observa los ácidos húmicos contienen algunas señales 

entre 0.5 – 1ppm de grupos metilo y metileno terminales de cadenas metílicas. Grupos metileno y 

metilo unidos a anillos aromáticos usualmente tienen resonancia en la región entre 1.8 – 2.6ppm, los 

cuales se observan también. Una señal amplia también es evidente entre 6 – 10ppm la cual 

corresponde a protones aromáticos. Otras señales están obscurecidas para la señal del DMSO y la 

señal de agua. En particular es de importancia hacer notar que en función de la alquilación llevada a 

cabo se observará un incremento en la señal aromática (si se usa el agente alquilante bromuro de 

bencilo) o alifática (si se usa los agentes alquilantes ioduro de metilo, bromuro de pentilo) indicando que 

la reacción se realizó con éxito, en particular la incoporación de grupo alifático C12 se observa. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 50. Espectros de H RMN de los AH. A: AH no modificado; B: A-C12 
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7.4.2.6 Análisis por pirólisis 
 

El análisis de pirólisis indicó que los AH son ricos en moléculas del tipo carbohidratos, fenoles, ácidos 

grasos y algunos compuestos nitrogenados (Figura 51, A); así como, la presencia de alquilbencenos. 

Por otro lado, los AF presentan mayor contenido en lignina, ácidos grasos de cadena larga y fenoles 

(Figura 51, B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 51. Composición de los AH (A) y AF (B) determinadas por pirolisis. 

A 

B 
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7.4.3 Modificación química de las SH bajo irradiación de microondas 

 

Con el objeto de aumentar el carácter anfifílico y, en consecuencia, las propiedades tensoactivas de las 

SH, se llevaron a cabo diferentes modificaciones estructurales de las SH mediante reacciones que 

permitieran, la incorporación adicional de cadenas alifáticas largas en la estructura. La reacción de 

esterificación de los ácidos carboxílicos bajo irradiación de microondas ha sido ampliamente estudiada 

(Mata-Sandoval et al. 2002, Loupy 2006, Bogdal 2008); sin embargo, la esterificación de 

macromoléculas con alto contenido de grupos carboxílico como AH y AF es comparativamente más 

difícil que las de los grupos carboxílicos ordinarios como consecuencia del impedimento estérico en su 

estructura. En nuestro caso, la introducción de las cadenas alquílicas de C5 a C18 mediante la 

esterificación de grupos -COOH- o mediante la formación de éteres de los grupos -OH, utilizando 

Aliquat 336 o Bu4N+OH- se exploró como catálisis de transferencia de fase o usando el ácido 

metanosulfónico (Figuras 48, 49 y 50). De hecho, diferentes condiciones de reacción (disolventes, 

temperatura, tiempo, potencia de microondas) fueron evaluadas para obtener las mejores condiciones 

de reacción y mantener la solubilidad de los derivados o productos. 

La alquilación de las SH por culquiera de las reacciones A, B o C (mencionadas en la 6.1.4.1.4) 

conduce a una reducción de la señal en la zona de los ácidos hidroxilo y ácido carboxílico, de acuerdo 

con el tipo de reacción; aproximadamente a 3400 cm-1 y un aumento en la intensidad de la señal C-H a 

3040 cm-1, debido a la nueva adición de grupos alquilo. Una señal remanente en 3400 cm-1  aparece 

en el espectro de todos los derivados, lo que indica que algunos grupos -OH de grupos carboxílicos en 

los AH, (Figura 48-H1) no reaccionaron a la alquilación debido a su reactividad menor. La reacción de 

esterificación se confirma además de  la  reducción de  la  señal  -OH  en  el  desplazamiento de  la  

señal desde 3430 hasta 3570 cm-1; así como, por la señal de sobre tono CO a 1200 cm-1. Una señal 

entre 3000 y 2930 cm-1 es típica  del enlace C-H debido a la presencia de la cadena de alquilo nuevo 

incorporada. Resultados similares se observan para los AF esterificados en la Figura 49-F1. Un 

mejoramiento sustancial de las vibraciones de flexión de los grupos CH2 y CH3 alrededor de 1450 cm-1 

es evidencia de la introducción de componentes alifáticos en todos los productos alquilados. Bandas 

adicionales en la región 1000 - 1100 cm1, presentes en los espectros de los AH alquilados pero no en la 
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del AH original, puede también atribuirse a la deformación C-O y por lo tanto proporcionan evidencia 

adicional de la mayor contribución de los éteres recién formados. 

Una reacción similar empleando AH con decanol se llevó a cabo bajo calentamiento convencional (baño 

de aceite) (Figura 48-H3). En este caso, se requirieron 24 horas para obtener el mismo grado de 

esterificación respecto a los obtenidos bajo irradiación con microondas (Figura 48-H2) de acuerdo con 

una comparación de espectros de IR cuantitativo. De acuerdo con los resultados, la alquilación usando 

ácido metanosulfónico muestra los mejores resultados para incorporar los alcanos de cadena larga. 

Los espectros de CPMAS 13C RMN de la esterificación de las SH se muestra en la Figura 49. Se 

observa un incremento en 60 ppm que pueden asignarse a los grupos metileno del O-metilo; así como, 

unas señales prominentes observados entre 26 y 15 ppm se pueden atribuir al -CH3  terminal (15ppm) y 

-CH2 adyacentes (26 ppm) a partir de los grupos alquilo. Estas señales fueron por lo tanto consistentes 

con la incorporación de grupos alquilo en la AH (Figura 49-H1). Los AF modificados mostraron picos en 

las mismas regiones aromáticas o alifáticas de acuerdo con la reacción llevada a cabo como se 

muestra en la Figura 49 (F1, F2). Los espectros de H RMN (Figura 50-B) mostraron superposición de 

señales entre 0 y 2 ppm, región característica de protones de los grupos -CH2 y -CH3, de lo que puede 

concluirse que la reacción de alquilación en estas condiciones fue exitosa. 

  

7.4.3.1 Evaluación de las SH modificadas para el lavado del suelo intemperizado 

contaminado con HTP 
 

El contenido de HTP se determinó por sonicación el cual mostró una concentración inicial de 50000 ± 

2500 mgHTP/kg, lo que representa un suelo altamente contaminado. El lavado del suelo llevado a cabo 

en este trabajo ya sea por las SH sin modificar o las modificadas fueron más eficientes que solo 

empleando agua en la eliminación de cantidades significativas de contaminantes (Figura 52 y 53). 

La remoción de HTP por soluciones de SH fue del 61% (AH) y 55% (AF), los cuales representan 

aproximadamente el 90% y el 72% más que el lavado sólo con agua. Los resultados mostraron que los 

AF tuvieron casi el mismo rendimiento para remover HTP mediante lavados que los AH, lo que 
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implicaba el uso potencial de los AF como alternativa en los procesos de remediación. Los resultados 

anteriores pueden explicarse teniendo en cuenta que las moléculas húmicas contienen muchos anillos 

aromáticos con grupos carboxílo (-COOH) y fenólicos (-OH); así como, azúcares y péptidos (Tan 2003). 

Como moléculas de hidrocarburos estas se acercan a las sustancias húmicas, algunas moléculas se 

unen a la porción aromática de las sustancias húmicas y otras a la parte hidrófoba. Los hidrocarburos 

alifáticos y/o policíclicos aromáticos se pueden incorporar a las sustancias húmicas mediante la 

formación de estructuras alrededor del polo hidrófobo de las SH, formando así estructuras similares a 

micelas (Wijnja et al. 2004) y como consecuencia existe un aumento de la disponibilidad. Los 

resultados experimentales obtenidos en este trabajo en general están de acuerdo con los reportados 

previamente para el tratamiento de suelo contaminado con hidrocarburos (Conte et al. 2005) 

Encontramos que el lavado sólo con agua sólo removió 32% (Figura 52 o 53), mientras que la adición 

de AH modificados a 4 g/l (la concentración con el mejor rendimiento) y 2 g/l de los AF modificados 

aumentó la remoción de los HTP hasta 72% y 68% respectivamente (Figura 52 y 53). La modificación 

química de las sustancias húmicas ha permitido aumentar la eliminación de los HTP en 18% (para los 

AH) y 24% (para los AF) más con respecto a los análogos no modificados, presumiblemente mediante 

el aumento de sus propiedades anfifílicas y la modificación del equilibrio hidrófilo-lipofílico, que mejoró 

sus propiedades surfactantes. La importancia de promover el uso de las sustancias húmicas que son 

ambientalmente seguras en la remediación de suelos altamente contaminados debe ser evidente. Las 

sustancias húmicas pueden incluso mejorar la actividad de la biomasa en suelos lavados y contribuir a 

una mayor atenuación natural una vez que el suelo se dispone después de un proceso de remediación 

ex situ (Fava y Piccolo 2002). 

Fava et al. (2004) llevó a cabo algunos experimentos para mostrar los efectos de las SH y lecitina de 

soja en la biorremediación aeróbica de un suelo históricamente contaminado por hidrocarburos 

aromáticos policíclicos. Observó que las sustancias húmicas son biodegradables, no tóxicas y mejoran 

la biorremediación aeróbica del suelo aumentando la disponibilidad de HPA; así como, al favorecer la 

aparición y persistencia de bacterias especializadas en la biodegradación de HPA en biopilas. Es 

importante contrastar los beneficios de usar las SH (agente tensioactivo natural) en lugar de los 

tensioactivos sintéticos. El rendimiento de lavado de suelo es directamente proporcional a la 
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concentración de monómero disponible en la fase acuosa que se relaciona directamente con la sorción 

del suelo y el contenido de carbono orgánico. 

 

 

 

 

 

 

 

  

Figura 52. Remoción de HTP por AH no modificados/modificados. A: reacción con alcoholes; B: reacción con haluros de 
alquilo. Mismas letras siginifican que no hay diferencias estadísticas significativas P < 0.05. 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 53. Remoción de HTP por AF no modificados/modificados. A: reacción con alcoholes; B: reacción con haluros de alquilo. 

Mismas letras siginifican que no hay diferencias estadísticas significativas P < 0.05. 
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Laha et al. (2009) indicó que en presencia de suelo, la dosis de tensoactivo requerida para la formación 

de micelas es mayor debido a la partición de tensoactivo en el suelo; una consecuencia de su 

naturaleza anfifílica. Las pérdidas de agente tensoactivo sintético debido a la adsorción en el suelo se 

estimaron alrededor del 97% de la dosis total y sólo 3% existente en forma monomérica en la fase 

acuosa para la eliminación de contaminantes (Chu et al. 2001) hecho que tiene un impacto directo en 

el rendimiento, eficiencia y coste del tratamiento. El grado de absorción de tensoactivo en suelo 

depende principalmente de la fracción de carbono orgánico del suelo y de la naturaleza química del 

agente tensoactivo (Harwell et al. 1999). Esto sugiere que cuanto mayor sea el contenido de materia 

orgánica del suelo, mayor es la dosis de tensoactivo requerida para la solubilización contaminante. Las 

pérdidas de tensoactivo debido a la sorción, necesitan ser consideradas al seleccionar dosis de 

surfactante para las operaciones de limpieza del suelo o acuífero. 

Existe otro problema relacionado con el uso de agentes tensoactivos sintéticos, que es la interacción 

con las SH en solución. Cho et al. (2002) demostraron el efecto de la SH y surfactantes sintéticos (SDS 

y Triton-X100) en la solubilidad aparente de los HPA. Ellos observaron un efecto negativo sobre la 

solubilidad HPA cuando ambos tensoactivo estaban involucrados, mientras tanto cualquiera de los 

tensoactivos probados por sí solos, no mostraron efectos adversos sobre la solubilidad aparente de los 

HPA. Sus resultados mostraron que cuando las SH y el SDS se disuelven en agua, los grupos 

funcionales de las sustancias húmicas, tales como los grupos carboxílicos y fenólicos, pueden ser 

deshidrogenados; mientras que el SDS es ionizado en iones de sodio y su agente tensoactivo aniónico. 

La formación de pares de iones entre el catión de sodio y los grupos cargados negativamente aumenta 

la esfera de hidratación del ácido o grupos fenólicos, lo que disminuye el tamaño efectivo de la porción 

hidrófoba de la molécula de las SH. 

Como complemento en el estudio, Cho, realizó un experimento añadiendo soluciones de NaCl y CaCl2 

en presencia de SH mostrando se ven afectadas por la fuerza iónica. En contraste, Chen y Wong 

(2006), observaron que no hay interacciones adversas entre la materia orgánica disuelta y el agente 

tensoactivo Tween 80 (agente tensoactivo no iónico) sobre la desorción de HPA, sino todo lo contrario. 

Es importante destacar en este momento que los derivados de AH fueron capaces de permanecer 

solubles en agua de mar, mientras que los no modificados no.  
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Un problema relacionado con las propiedades de complejación de los AH es que producen una 

coagulación a cierta fuerza iónica (más precisamente la fuerza de cationes). Los resultados obtenidos 

en este trabajo son similares a lo reportado en la literatura. Con el fin de suprimir la coagulación de la 

AH en soluciones acuosa Terashima et al. (2007), unió a los grupos carboxilo de los AH, aminas 

hidrofílicas, como la glucosamina o taurina, mediante enlace amida. Los resultados obtenidos en este 

trabajo indicaron de nuevo que la coagulación de AH se suprime mediante la modificación de los grupos 

funcionales de las sustancias húmicas, tales como los grupos carboxílicos y fenólicos, lo cual aumenta 

en gran medida su aplicación en ambientes contaminados marinos o con alta fuerza iónica. 

Los AH modificados mostraron un mejor desempeño que los análogos de los AF, siendo el AH-C12 

(Figura 52-A-C12) y AF-C10 (Figura 53-A-C10) los productos con un mayor rendimiento en la 

remoción de HTP. Es posible observar que hay un comportamiento de acuerdo con la longitud de 

alcano que se incorpora en las SH. La remoción HTP por los derivados de AH y de acuerdo con su 

grupo alquilo añadido fue: C5/3%; C8/5%, C10/5%; C12/18% y C14/7% más que los AH sin modificar, 

mientras que la remoción de HTP por derivados de los AF fue: C8/14%; C10/24%; C12/18 y C14/5%. 

La capacidad de remoción de HTP por los derivados de AF fue superiores a los derivados de los AH, tal 

vez como consecuencia de una mayor eficiencia en la alquilación debido a su estructura menos 

compleja. La adición de los grupos alquilo podría haber modificado la estructura supramolecular de las 

SH (Piccolo 2002) y su flexibilidad (debido a las largas cadenas de alquilo incorporados) ayudando a la 

interacción entre el los HTP y el núcleo hidrofóbico de la molécula anfifílica. En efecto un mayor 

contenido de cadenas alquilo aumenta la hidrofobicidad de los AH, el aumento de la energía libre del 

sistema agua/tensoactivo puede ser reducido anticipando el proceso de formación de micelas      

(Quadri et al. 2008). Salati et al. (2011) indicaron que la habilidad de los AH para disponerse asimismo 

con el fin de tener sus grupos internos hidrófobos (hidrocarburos) y las porciones hidrófilas hacia el 

exterior, tales como carboxilo, fenoles y grupos hidroxilo, depende de la longitud y la flexibilidad de sus 

cadenas constituyentes. Chilom et al. (2009) hizo un experimento en el que la combinación de una 

extracción alcalina y un solvente orgánico permitió dividir a los AH en dos tipos de fracciones de AH 

(HA1 y HA2) y un tipo de fracción lipídica (L). La fracción HA1 no parece estar implicada en las 

propiedades tensoactivas de los AH.  
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Por otro lado, la fracción HA2, mostró una fuerte actividad superficial y jugó un papel en la iniciación en 

el proceso de agregación de los AH y se informó estar íntimamente ligados con la fracción de lipídica 

(L) que parece ser responsable de la formación de micelas. Estas investigaciones mostraron la 

importancia de la fracción alifática en la estructura supramolecular de las SH y justificaron la mejora del 

comportamiento surfactante de los derivados de las SH. 

En concreto, los AH del suelo (este conocimiento se aplica a la leonardita también, como hemos 

demostrado en este trabajo) contienen menos grupos alifáticos y más aromáticos que  los AH obtenidos 

a partir de biomasa (es decir, composta, lodos, estiércol en forma de lodo, residuos sólidos municipales, 

residuos verdes o plantas), además los AH del suelo muestran la presencia de anillos aromáticos más 

condensados o sustituido que los AH de biomasa (Chai et al. 2007). Salati, mencionó que el uso de 

fuentes ricas en AH, como los materiales a base de carbón (por ejemplo leonardita, lignito) o turba, 

permite utilizarlos en aplicaciones industriales, pero estas fuentes fósiles no son renovables y no tienen 

buenas propiedades surfactantes cuando son comparadas con las fuentes pobres de AH como la 

composta, lodos, estiércol líquido y etc. 

Es cierto que las fuentes de ricas en SH como la leonardita, utilizadas en este trabajo, no son 

renovables, pero el costo y el rendimiento de las SH justifica en parte el tiempo requerido para obtener 

una alta cantidad de SH en comparación a fuentes pobres en SH, además con la modificación química 

de las SH, tal como se propone en este trabajo, permitirá obtener casi las mismas propiedades físicas y 

químicas en sólo una fracción de tiempo u obtener SH con propiedades deseadas. Otra forma de 

obtener SH con propiedades deseadas fue propuesta por Francioso et al. (2000). Ellos reportaron que 

suelo enmendados a largo plazo con estiércol de ganado favorece la acumulación de carbono orgánico 

total, lo que lleva a un aumento de las cadenas alifáticas y grupos carboxilo en los AH, en comparación 

con otras enmiendas. El experimento consistió en varias parcelas de terreno tratados durante un 

período de 22 años (1972-1994) con diferentes enmiendas: estiércol de ganado, lodos de vaca y 

residuos de cultivos. 
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Sin embargo, el hecho de que es posible modificar la composición química de las SH con el fin de 

obtener algunas con propiedades o contenido deseado, mediante este proceso, requiere mucho tiempo. 

De hecho, la CMC de las SH obtenidas mediante nuestra propuesta (medido con un tensiómetro TD-1C 

LAUDA) disminuyó alrededor de 5 mN/m la tensión superficial a partir de un valor inicial del 45 a 40 

mN/m en los AH y de 40 a 35 mN/m en de los AF en la concentración probada (AH: 4 g/l y AF: 2 g/l).  

En resumen, con la modificación propuesta en este trabajo logramos: agregar grupos alquilo de cadena 

larga en minutos, evitar la coagulación/precipitación de los AH en agua de mar, disminuir el valor inicial 

de la CMC y mantener la solubilidad de todos los productos modificados en agua corriente. Por lo tanto, 

el uso de SH modificadas como agentes potenciadores de la disponibilidad de contaminantes parece 

prometedor para la remediación de HTP de suelos contaminados. Estas observaciones demuestran la 

eficacia de lavado del suelo con tensoactivos y sugieren que el interés en las SH no sólo reside en la 

habilidad de mejorar la disponibilidad de los hidrocarburos a un costo relativamente bajo, sino también 

en su propia biodegradabilidad intrínseca y no toxicidad. Este es y la ventaja adicional de su origen 

biológico, lo que hace que su incorporación en suelos contaminados sea socialmente más aceptable 

que la de los agentes sintéticos. 

 

7.4.4 Esterificación de las SH mediante catálisis de transferencia de fase (método 

modificado) 

 

Inicialmente se realizó el cálculo estequiométrico de la reacción empleando como base los meq ó mmol 

de protones de las sustancias húmicas. Tomemos como base el caso de los ácidos húmicos; estos 

tienen 6.05 meq H+ ó mmol H+ por lo tanto si queremos adicionar en una proporción del 100% un 

agente alquilante como el bromuro de bencilo solo basta determinar el peso molecular y la densidad 

para obtener el número de moles necesarios; es decir, 6.05mmol.  La adición de la solución de NaOH, 

es  necesaria debido a  que  el ácido húmico después  del  proceso de  purificación se encuentra muy 

protonado e insoluble en agua. Se debe mencionar que una vez terminada la reacción de acuerdo al 

protocolo propuesto por Piccolo (2006) el producto debe ser llevado a pH 1 debido a que de esta 

manera los ácidos húmicos son insolubles y es posible lavar el producto (siempre y cuando se 
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mantenga la acidez del agua de lavado), por lo que el producto final está altamente protonado. Así 

mismo, se consideró que el cambio de pH podría afectar la reacción por lo que se decidió llevar el 

producto a pH 9 después del lavado y se liofilizó. Es necesario indicar que todos los ácidos húmicos 

presentan una estructura y composición diferentes; por lo tanto, las propiedades fisicoquímicas son 

diferentes, por lo que no necesariamente todos los ácidos húmicos reaccionaran de la misma manera.  

Se eligió trabajar con el bromuro de bencilo inicialmente dado que la incorporación de del grupo 

bencilo a la estructura del ácido húmico debería ser visible por encima de 3000 cm -1, región de las 

señales aromáticas. Las condiciones de reacción iniciales se muestran en le Tabla 22, R1. La reacción 

resultante se muestra en la Figura 54. Como podemos observar la reacción se llevó a cabo con éxito, 

ya que, el espectro de FTIR mostró la presencia de las señales aromáticas por encima de la región de 

3000 cm-1.  

7.4.4.1 Optimización de la reacción 
 

Se optimizó la reacción modificando las variables implicadas en la reacción (Tabla 22), modificando la 

temperatura de lavado y numero de lavados del producto final para remover la mayor cantidad posible 

de la sal cuaternaria empleada. Posteriormente se determinó la cantidad mínima de agente de 

transferencia de fase (hidróxido de tetrabutilamonio, HTBA) y el volumen de tetrahidrofuran (THF) 

requerido. Finalmente se evaluó tanto el tiempo como la temperatura de reacción. 

Tabla 22. Modificación de las variables de reacción en el mejoramiento  del proceso de O-alquilación 

Variables de reacción R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7 

 
Cantidad Cantidad Cantidad Cantidad Cantidad Cantidad Cantidad 

HA 500 mg 500 mg 500 mg 500 mg 500 mg 500 mg 500 mg 

NaOH (1.5M) 1.1 mL 1.1 mL 1.1 mL 1.1 mL 1.1 mL 1.1 mL 1.1 mL 

Agua 10 mL 10 mL 10 mL 10 mL 10 mL 10 mL 10 mL 

HTBA 5.5 mL 5.5 mL 400 µL 400 µL 400 µL 400 µL 200 µL 

THF 20 mL 20 mL 20 mL sin 

   Haluro de alquilo (PhCH2Br) 360 µL 360 µL 360 µL 360 µL 360 µL 360 µL 360 µL 

Lavado (60°C) 2 veces 
      

Lavado (10°C)  5 veces 5 veces 5 veces 5 veces 5 veces 5 veces 

Tiempo de reacción 
Toda la noche  
(16h aprox.) 

Toda la noche  
(16h aprox.) 

Toda la noche  
(16h aprox.) 

Toda la noche  
(16h aprox.) 72h 24h 24h 

Temperatura de reacción 
Temperatura  
ambiente 

Temperatura  
ambiente 

Temperatura  
ambiente 

Temperatura  
ambiente 

Temperatura  
ambiente 45°C 45°C 



131 
 

        

7.4.4.1.1 Número de lavados 

 

Como consecuencia de los resultados obtenidos, se comenzó la optimización del proceso con el 

número de lavados necesarios para eliminar la sal cuaternaria, así, se decidió lavar más de dos veces 

el producto final (manteniendo el pH en 1). Podemos observar que el efecto del lavado remueve la sal 

cuaternaria al observarse una disminución de la señal en el área alifática para este compuesto      

(Figura 54, A1-A3). Aunque el producto se lavó 8 veces, entre 5 y 6 lavados la señal no presenta 

cambios, por lo que se decidió establecer 5 lavados para el producto final (Tabla 22, R2). Cabe indicar 

que se comenzó a trabajar 24h de reacción. 

 

7.4.4.1.2 Cantidad de HTBA 

 

Otro parámetro a considerar es la cantidad de sal cuaternaria, por lo que se decidió modificar la 

relación HTBA/AH desde la relación original en mmol que fue de 2/1 hasta 1/100, los resultados se 

muestran en la Figura 54 en los espectros B1-B3. Podemos observar que es posible reducir la 

cantidad de HTBA hasta una relación 1/5 que representa adicionar solo 400µL, así, la reacción se volvió 

a modificar (Tabla 22, R3). 

 

7.4.4.1.3 Cantidad de THF 

 

El disolvente tetrahidrofuran (THF) tiene la finalidad de disolver y dispersar el haluro de alquilo el cual 

es insoluble en agua, de esta manera permite incrementar la interacción con la sal cuaternaria de 

amonio y permite la formación de la interfase para que se lleve a cabo la reacción de catálisis de 

transferencia de fases. De manera análoga al procedimiento para establecer la cantidad de HTBA, se 

realizó considerando en esta ocasión la relación H2O/THF. De acuerdo a los resultados es posible 

reducir la cantidad de THF en 25, 50, 75, 95% e inclusive en ausencia completamente se llevó a cabo la 
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reacción (Figura 54, C1- C2), dando como consecuencia la reacción R4 (Tabla 22, R4), en la cual se 

elimina la adición de THF. 

 

7.4.4.1.4 Tiempo de reacción 

 

El tiempo de reacción es un parámetro muy importante al momento de llevar a cabo una reacción de 

cualquier índole, por ello se decidió trabajar un tiempo de reacción comprendido entre 7 horas hasta 5 

días, lo resultados se  muestran en  las  Figura  54,  D1-D3.  La  reacción  a  las  7  horas  ha  

comenzado a interaccionar pero muy pobremente; sin  embargo, hasta las  72  horas deja  de  

incrementarse la eficiencia de reacción, por lo que se modificó las condiciones de reacción             

(Tabla 22, R5). 

 

7.4.4.1.5 Temperatura de reacción 

 

La  temperatura  permite  incrementar  rendimiento  y  disminución  de  tiempos  de reacción, por lo que 

también se consideró en la optimización. Se consideró una temperatura de 45°C debido a que si se 

incrementa mucho los enlaces tipo éster son inestables a temperaturas superiores. Los resultados se 

muestran en la Figura 54, E. La temperatura mejoró ligeramente la señal del espectro, así como, el 

tiempo de reacción como se aprecia en el espectro.  

Se determinó nuevamente el tiempo de reacción, en donde 24 h de reacción permiten obtener 

resultados muy similares a los obtenidos a las 72 h de reacción (Tabla 22, R6). Se realizó un 

experimento extra que consistió en reducir nuevamente la concentración de HTBA considerando que la 

reacción se había optimizado. Así, fue posible reducir a 200 µl la cantidad de HTBA en la reacción 

(Tabla 22, R7). 
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Figura 54. Espectros de IR del proceso de mejora de la reacción de O-alquilación de AH. A1-A3: Efecto de los lavados (0, 2, 5 

veces); B1-B3: Cantidad de HTBA (1:100, 1:10, 1:5); C1-C2: Cantidad de THF (10:1, sin THF); D1-D3: Efecto del tiempo (7, 15, 

24h); E: Efecto de la temperatura (45°C); F: Ácido Húmico sin modificación estructural. 
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Estos resultados contrastan con los obtenidos por Piccolo (2006) los cuales se muestran en la     

Figura 55, en donde podemos apreciar que la intensidad de las señales fue más baja, lo que indica que 

realizamos una correcta optimización de la reacción. 

 

 

 

 

 

 

Figura 55. Espectro del producto de reacción 1 usando bromuro de bencilo (Piccolo, 2006) 

 

7.4.4.1.6 Concentración de haluro de alquilo 

 

Finalmente se estableció la concentración de los haluros de alquilo los cuales se añadieron a la 

solución en un 40, 60 y 80% con relación al contenido molar de protones ácidos en los AH            

(Figura 56, I1-I9). La alquilación conduce a una reducción sustancial en la absorción  de  la  región  

hidroxilo  aproximadamente a  3600  cm-1   y  un  aumento  sustancial en  la intensidad de la C-H que se 

extiende a frecuencias en el rango de 2900 cm-1 y superiores, debido a los grupos recién unidos alquilo 

en la caso de la metilación (Figura 56, I1-I3) y pentilación (Figura 56, I4-I6). Una mejora sustancial de 

las vibraciones de flexión de CH2 y CH3 de los grupos entre 1475 cm-1 es evidencia de la introducción 

de componentes alifáticos en todos los productos alquilados. La adición del grupo bencilo a la 

estructura del AH debe ser visible por encima de la región de 3000 cm-1 en la región aromática, como 

es posible ver en el espectro (Figura 56, I7-I9). Bandas adicionales en la región entre 1000-1100 cm-1, 

de los espectros de lo AH alquilados, que no se observan en los AH originales, puede también atribuirse 

a la deformación C-O, y proporcionan evidencia adicional de la mayor contribución de los recién 

formados éteres. La alquilación aumenta la señal de absorbancia de acuerdo con el contenido mola 
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Figura 56. Espectro de Infrarrojo de los espectros alquilados de los AH. I1-I3: Metilación (40, 60 y 80%, respectivamente); I4-I6: 

Pentilación (40, 60 y 80%, respectivamente); I7-I9: Bencilación (40, 60 y 80%, respectivamente); I: AH sin modificación 

química. 
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7.4.4.1.7 Ácidos Fúlvicos 

 

Los AF son soluble en todo el rango de pH por lo que al llevar a cabo la reacción, se observó un 

precipitado en la solución por encima de la incorppración de un 50% de agente alquilante; 

presumiblemente como consecuencia de la modificación estructural y no solo por efecto de la 

incorporación de los grupos alquilo. El objetivo del proceso de modificación es mantener la solubilidad 

del producto por lo cual no se trabajó con concentraciones superiores. Estos productos se analizaron y 

se observó la aparición de señales características de los grupos funcionales bencilo, pentilo y metilo 

como se observa en la Figura 57 (A1, B1 y C1). Al adicionar HCl al 10% a la mezcla de reacción se 

obtuvo un precipitado el cual se lavó 5 veces de acuerdo al protocolo de purificación establecido para 

los AH. Los resultados indican nuevamente que existió una modificación de los grupos funcionales 

como se observa en los espectros A2, B2 y C2. Finalmente también se analizó el AF que permaneció 

en solución después de la adición de HCl, liofilizando el producto y se observó que este también 

presentó la modificación estructural (espectros A3, B3 y C3). 
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Figura 57. Espectros de IR del proceso de mejora de la reacción de O-alquilación de AF; A1-A3: Bencilación (precipitado, 

precipitado con HCl, solución); B1-B3: Pentilación (precipitado, precipitado con HCl, solución); C1-C3: Metilación (precipitado, 

precipitado con HCl, solución); D: Ácido Fúlvico sin modificación estructural. 
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7.4.4.2 Caracterización de los derivados 

7.4.4.2.1 MNR 1H 

 

En particular, es de importancia destacar que dependiendo de la alquilación que se lleva a cabo, una 

señal adicional en la zona aromática cuando se emplea un agente aromático (bromuro de bencilo) o 

una señal en la zona alifática cuando se usan agentes alifáticos (yoduro de metilo, bromuro de pentilo) 

indica que la reacción tuvo éxito (Figura 58, H1 -H9). 

La bencilación de los AH mostró un aumento de la señal entre 6.5 y 8 ppm con un multiplete ancho 

centrado a 7.4ppm, resultante de los protones aromáticos de los grupos bencilo incorporados       

(Figura 58, H1-H3). Estos resultados son complementarios a una señal de ancho entre 4.5 y 5.4 ppm, 

que es una región de metilenos -CH2O incorporada  con  la  bencilación.  Esta  región  es  consistente  

con  los  grupos  de  metileno  en  los desplazamientos químicos bencil ésteres y éteres de bencilo 

aromáticos. Así, es posible demostrar que la reacción se llevó a cabo con éxito en todas las 

concentraciones ensayadas. Además, en el caso de la reacción con yoduro de metilo                    

(Figura 58, H4-H6), el espectro muestra una señal de un multiplete ancho con un  máximo a 3.9 ppm. 

Esta señal es característica de los grupos -OCH3 asociados con ésteres de metilo y grupos metoxi de 

anillos aromáticos como resultado de la incorporación de grupos metilo de la reacción de alquilación. 

Sin embargo, la señal fue muy débil que indica  una  baja  eficiencia  de  reacción.  La  reacción  de  

pentilación  (Figura  58,  H7-H9)  mostró superposición de señales entre 0 y 2 ppm la cual es una 

región característica de protones de los grupos -CH2  y -CH3. Estas señales se observaron en este y los 

otros espectros lo cual puede ser debido remanentes de la sal cuaternaria y de la reacción llevada a 

cabo. 
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Figura 58. Espectro NMR 1H de la alquilación de los AH. H1-H3: Bencilación (40, 60 y 80%, respectivamente); H4-H6: 

Metilación (40, 60 y 80%, respectivamente); H7-H9: Pentilación (40, 60 y 80%, respectivamente); H: AH sin modificación 

química 
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7.4.4.2.2 CPMAS 13C NMR 

 

Los espectros de la alquilación de AH se muestran en la Figura 59. El análisis se realizó sólo para los 

derivados de los AH de 40 y 80%. Los AH tienen un alto contenido de grupos funcionales de moléculas 

de tipo aromático y bajo contenido de estructuras alifáticas. Se observa un incremento en 60 ppm que 

pueden asignarse a los grupos metileno del O-metilo del pentilo. Señales prominentes observadas 

entre 26 y 15 ppm se pueden atribuir al CH3 terminal (15 ppm) para los derivados de metileno       

(Figura 59, C1-C2) o CH2 adyacentes (26 ppm) del grupo pentilo. Estas señales fueron por lo tanto 

compatible con la incorporación de grupos pentilo en los AH (Figura 59, C3-C4). La RMN mostró que 

tuvo éxito la incorporación de grupos metilo y bencilo.  

El espectro de los productos bencilados de AH (Figura 59, C5-C6) muestra una señal de entre 100 y 

150 ppm con un pico centrado en 130 ppm. Esta señal está fuertemente relacionado con la contribución 

de los átomos de carbono aromáticos altamente protonados, con la señal más alta en comparación con 

los AH sin modificar. Esta señal fuerte proporciona una fuerte evidencia para la incorporación de los 

grupos bencilo en los AH  mediante enlaces covalentes. También, como se  esperaba, la  señal  de  

metileno O-CH2-Ph asociada con la formación de éster y éter se observó un pico centrado en 67ppm. 
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Figura 59. Espectros de CPMAS 13C NMR de los AH alquilados. C1-C2: Metilación (40 y 80%, respectivamente); C3-C4: 

Pentilación (40 y 80%, respectivamente); C5-C6: Bencilación (40 y 80%, respectivamente); C: AH sin modificación química 
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7.4.4.2.3 HPSEC 

 

La cromatografía de exclusión de los derivados alquilados se muestra en la Figura 60 (A, B y C). La 

incorporación de los grupos metilo, bencilo y pentilo aumentó el peso molecular de los AH como se 

muestra en los gráficos. El peso molecular se muestra en la Tabla 23. La alquilación con 60% con 

relación al contenido molar de protones ácidos en los AH mostró la adición de mayor masa. Este 

comportamiento podría explicarse por el hecho de que con esta concentración podría aumentar la 

reacción  de  grupos  carboxilo  e  hidroxilo  como  consecuencia de  la  alteración  de  la  disposición 

hidrófobo estereoquímica del material húmico. 

 

Tabla 23. Peso molecular de los AH alquilados 

 Peso molecular medio ponderado 
AH sin modificación química 12292 

 
Bz 40% 

 
18152 

Bz 60% 26480 
Bz 80% 19142 

 
Pe 40% 

 
17323 

Pe 60% 18332 
Pe 80% 16780 

 
Me 40% 

 
18494 

Me 60% 19639 
Me 80% 17900 

 

La modificación química puede favorecer un configuraciones estereoquímicas tal que pueden conducir 

a la formación de interacciones hidrofóbicas que son lo suficientemente fuertes como para obligar a las 

moléculas húmicas a permanecer juntas y causar su floculación en agregados de  alto peso molecular 

aparente. Un enlace de hidrógeno es uno de los principales mecanismos de agregación como se 

observa por el hecho de que la metilación de los ácidos carboxílicos y grupos hidroxilo reduce los 

tamaños de los agregados de los AH en consecuencia se obtendrían agregados de menor peso 

molecular. 
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Figura 60. Espectros de HPSEC de los AH alquilados. A: Metilación; B: Pentilación; C: Bencilación 

A 

B 

C 
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7.4.4.2.4 Análisis Elemental 

 

La incorporación de agente alquilante debe observarse también en un incremento en el contenido de 

carbono e hidrógeno en el análisis elemental del producto obtenido, por lo tanto este análisis nos indicó 

que la reacción de alquilación se llevó a cabo con éxito, como se observa en la Tabla 24. Un 

incremento en el contenido de nitrógeno indica que existen sales cuaternarias remanentes en el 

producto final. Inicialmente se adicionó 200 µl de una solución de HTBA al 40% v/v, es decir 80mg de 

HTBA; así, un incremento de 0.5% de nitrógeno de los ácidos húmicos sin modificar inicialmente a 

0.86% del producto final modificado existe 0.16% más nitrógeno lo que representa 1.8mg residuales de 

HTBA adicionado inicialmente lo que representa un 97.75% de remoción de la sal. Por lo tanto el rango 

de remoción de HTBA osciló entre un 97.75% y un 99.4%. 

 

Tabla 24. Condiciones de reacción 7, empleando HTBA 

 NITRÓGENO CARBON
O 

HIDRÓGENO 

ÁCIDO 
HÚMICO 

0.5±0.02 42.25±1.26 2.05±0.09 
B20 0.86±0.05 47.98±0.85 2.75±0.05 
B50 0.75±0.04 51.39±1.79 3.09±0.06 
B70 0.6±0.01 57.06±2.73 3.32±0.05 
B100 0.63±0.04 63.4±3.64 3.76±0.13 

 

7.4.4.2.5 Eficiencia de la reacción de alquilación 

 

Con la finalidad de conocer la cantidad de milimoles de agente alquilante incorporados a los ácidos 

húmicos, se realizó un cálculo en base a los resultados obtenidos con los H+ RMN. Para ello se realizó 

una curva tipo de los haluros de alquilo adicionados, los resultados se muestra en la Tabla 25. 

Tomando en cuenta que un 100% de agente alquilante adicionado a la reacción (considerando una 

reacción 1:1 con los AH) es igual al contenido de mmol de protón de los ácidos húmicos, este se 

considera como el 100% máximo de mmoles por adicionar en teoría. Como podemos observar la 

eficiencia de las reacciones fue muy baja (Tabla 26).  
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Este resultado puede ser consecuencia de la distribución de los grupos reactivos de los ácidos húmicos 

al momento de llevarse a cabo la reacción de alquilación, debemos tomar en  cuenta que  los  ácidos 

húmicos son moléculas muy complejas cuya  arreglo espacial se modifica de acuerdo al pH, 

temperatura, etc. Inicialmente se comenzaron todas las reacciones a un pH de 9, como se ha venido 

mencionando; sin embargo, al terminar todas las reacciones el pH fue muy bajo inclusive cercano a 1. 

La disminución en el pH era esperada si la reacción tenía lugar, debido a que existe una liberación de 

bromo o iodo (según sea el caso) el cual reacciona con el agua o los protones liberados en la reacción 

de sustitución y dan como producto el ácido correspondiente disminuyendo el pH de la reacción. Si 

consideramos que la estructura espacial de los AH es alterada por la presencia de ácidos y bases, es 

posible que solo una parte de los grupos carboxilo e hidroxilo reaccionen de una manera favorable en la 

reacción y por lo tanto la eficiencia de la reacción disminuye. 

 

Tabla 25. Milimoles de agente alquilante incorporado a los ácidos húmicos (mM) 

Porcentaje de alquilación 20% 50% 70% 100% 

Bromuro de Bencilo 0.00964 0.01583 0.02 0.02775 
Ioduro de Metilo 0 0.00344 0.0038 0.00424 
Bromuro de Pentilo 0 0.0009 0.0095 0.00278 
AH mmol H

+ 
a reaccionar teórico 0.605 1.5125 2.1175 3.025 

 

Tabla 26. Eficiencia de alquilación de los ácidos húmicos (%) 

Porcentaje de alquilación 20% 50% 70% 100% 

Bromuro de Bencilo 1.59 1.05 0.94 0.92 
Ioduro de Metilo 0.00 0.23 0.18 0.14 
Bromuro de Pentilo 0.00 0.06 0.45 0.09 
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7.4.4.2.6 Solubilidad de los productos 

 

Todos los productos son solubles en agua pero dependiendo del grado de alquilación estos presentan 

menos solubilidad en agua a pH neutro, siendo necesaria la adición de una solución de hidróxido de 

sodio hasta pH 10 como máximo. Los productos presentan alta solubilidad en disolventes orgánicos 

como: acetona, diclorometano y metanol; aún en estado altamente protonado, indicando que se ha 

incrementado su hidrofobicidad y posiblemente sus características anfipáticas. 

7.4.4.3 Evaluación de los AH modificados para el lavado del suelo contaminado 

artificialmente con HPA 
 

La evaluación de la capacidad de eliminar los HPA (Phe, Ant, Flu y Pyr) en suelos con texturas 

diferentes por los derivados se muestran en las Figuras 61, 62 y 63. Como se puede apreciar el AH sin 

modificación química (AHn) tienen la capacidad de eliminar los cuatro HPA en diferente grado, pero el 

Flu se eliminó pobremente (≈ 0.5%). La textura del suelo juega un papel importante en términos de la 

remoción de los HPA, debido a que una textura más fina, como el suelo B (franco-arcilloso) el cual se 

esperaba que fuera más difícil de lavar; este efecto se observó claramente. El lavado del suelo puede 

afectar  la  jerarquía  estructural  del  suelo  mediante  la  distribución  del  tamaño  de  partículas  del 

agregado (Kemper y Rosenau 1986). La diferente eficiencia de extracción entre el suelo A y B pueden 

ser atribuidos a su diferente textura. La menor estabilidad del agregado conferida al suelo A (franco-

areno-arcilloso) por su mayor contenido de fracciones de grueso tamaño, permitió una mejor extracción 

de HPA adsorbidos en la superficie exterior de las partículas gruesas. Inversamente, en el suelo B de 

textura fina, los contaminantes orgánicos se adsorben sobre las superficies de las partículas finas 

contenidas en los macro-agregados estructuralmente más estables. En general como se muestra en los 

gráficos de columnas, un porcentaje de alquilación de 60%, independientemente del agente de 

alquilación, resultó ser la mejor opción para la eliminación de los HPA en el estudio. Estos hallazgos 

pueden ser atribuidos a una variación en la agregación de las partículas del suelo después del 

tratamiento con agentes tensoactivos y por consiguiente una distribución diferente de los contaminantes 

en cualquiera de las superficies internas o externas de los nuevos agregados del suelo. 
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Figura 61. Remoción de HPAs por los derivados benciladoss. A: Suelo franco-areno-arcilloso; B: franco-arcilloso 

A 

B 
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Figura 62. Remoción de HPAs por los derivados pentilados. A: Suelo franco-areno-arcilloso; B: franco-arcilloso 

A 

B 
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Figura 63. Remoción de HPAs por los derivados metilados. A: Suelo franco-areno-arcilloso; B: franco-arcilloso 

A 

B 
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Los derivados alquilados fueron evaluados a 40, 60 y 80% con relación al contenido molar de protones 

en los AH. Como se ve en la Figuras (61 – 63), los derivados bencilados con un 60% de agente 

aquilante mostraron el máximo nivel de remoción para ambos suelos, cuyos valores promedio fueron: 

Phe, 50/37%; Ant, 49/48%; Flu, 20/9% y Pyr, 48/33%, respectivamente (Figura 61). Como se puede 

observar, el efecto de la textura afectó negativamente la remoción de los HPA cuando las partículas del 

suelo son más pequeñas. Los suelos con alto contenido de partículas de tamaño fino (limo y arcilla) 

reducen considerablemente la eficiencia de lavado de los tensoactivos (Lee et al. 2002). Es 

ampliamente aceptado que una textura fina en el suelo es un factor principal para la adsorción 

hidrófoba de la materia orgánica en la superficie de las partículas de suelo coloidales, lo que favorece 

las asociaciones de micro-agregados en macro-agregados (Jastrow 1996). 

Aunque, la eliminación de los HPA (Phe, Ant, Flu y Pyr) aumentó con respecto a los AH sin modificar, en 

0.9/0.1/20/2 veces para el suelo A y unas 1/0.3/8/2 veces para suelo B, respectivamente. Estos 

resultados muestran que la remoción de los HPA se logró con la modificación química. La razón por la 

cual el 60% de la alquilación de los AH fue la mejor, puede ser debido a que se alcanzó un equilibrio 

químico estructural en el que el máximo de los grupos funcionales del agente alquilante, reaccionaron 

de tal modo que la inclusión de grupos bencilo permitieron incrementar la interacción con los HPA a 

través de enlaces π – π con los anillos aromáticos incorporados. 

Los derivados con grupo pentilo (Figura 62) mostraron un nivel máximo de remoción de HPA para los 

suelos A y B con un 60% de alquilación cuyos valores fueron alrededor de: Phe, 43/35%; Ant, 54/41%; 

Flu, 13/2% y Pyr, 37/26%. Una vez más el efecto de textura afectó negativamente la remoción; sin 

embargo, aumentó el nivel de eliminación de los HPA en comparación con HA sin modificar en 

0.7/0.25/13/2 veces para el suelo A y 0.9/0.1/3/1.2 veces para el suelo B. En este sistema no fue tan 

claro que porcentaje de alquilación fue el mejor en la remoción, pero hay una ligera tendencia hacia el 

60% de nuevo. En este caso en particular, el incremento en la remoción individual de los HPA para los 

diferentes porcentajes de alquilación fue poco perceptible, sólo cambios significativos en la remoción de 

Flu se observaron. La incorporación de grupos pentilo permitió incrementar la interacción con HPA 

probablemente como resultado de fuerzas débiles tales como Van der Waals o π – CH. 
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Finalmente las remociones de los derivados alquilados con grupo metilo se observan en la Figura 63.  

Un análisis de la varianza (ANOVA) fue aplicado a los resultados obtenidos. Los tres factores que 

intervienen en la remoción de los HPA fueron tomados en cuenta; es decir, A: textura del suelo; B: 

grupos funcionales incorporados y C: grado de sustitución de las sustancias húmicas de acuerdo con 

su porcentaje de acidez. El ANOVA mostró que una de las principales interacciones fue entre las 

variables B • C cuyos datos se representaron gráficamente en la Figura 64. Todos los factores que 

intervienen en el modelo fueron estadísticamente significativos (p<0.05), así como las interacciones A • 

B y A • C. La representación gráfica muestra el efecto pobre de los derivados pentilados. A veces, el 

grado de sustitución más alto no es un factor importante en la remoción de los HPA o no tiene una 

correlación. Así que hay que tener en cuentan varias consideraciones para interpretar los resultados. 

Los tensoactivos sintéticos son reportados en la eliminación de los contaminantes orgánicos de suelos 

por un mecanismo que implica la repartición de contaminantes en las fases micelares formadas 

surfactante en agua (Chun et al. 2002, Cuypers et al. 2002). Las lavados de suelo realizados en este 

trabajo por cualquiera de los tensoactivos sintéticos (SDS y TX100), naturales (AH) o modificados 

fueron más eficientes que el agua en la eliminación de cantidades significativas de hidrocarburos 

policíclicos aromáticos (Figura 64). 

El máximo nivel de remoción de los suelos A y B se llevó a cabo por los derivados al 60% cuyos valores 

fueron alrededor de: Phe, 43/43%; Ant, 55/55%; Flu, 9/11% y Pyr, 41/42%. El efecto de la textura no 

afectó significativamente los niveles de remoción con este derivado alquilado entre los suelos 

trabajados observándose incrementos de remoción de un 0.5/0.25/20/2 veces para suelo A y de 

1.2/0.55/9/2.5 veces para el suelo B (Figura 65). Este sistema fue un poco más claro en definir que un 

60% de alquilación fue el más efectivo en la remoción de HPA. Los derivados metilados son menos 

afectados en cambios de textura del suelo, siendo más versátiles en su aplicación en suelos con 

diferentes texturas. Se sugiere que por ser los grupos metilo muy pequeños podrían tener más 

interacción con los HPA evitando dar rigidez a la estructura supramolecular de los ácidos húmicos por lo 

que su flexibilidad no se vería comprometida permitiendo que interactúen más fácilmente con 

estructuras cuya forma sea diversa. 
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Figura 64. Efecto de las interacciones entre las variables involucradas en la remoción de HPA. Textura del suelo: A o B. 
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De acuerdo con los resultados, la alquilación 60% fue la más eficiente para remover los HPA de cada 

reacción; así, se compararon la remoción de estos con respecto a los agentes tensoactivos comerciales 

que se utilizan en la restauración de los suelos contaminados, tales como el SDS y Triton X100         

(Figura 65). Como se muestra en los gráficos de barras, la eficiencia de remoción de HPA en el estudio 

es similar a los obtenidos por los agentes tensoactivos comerciales; sin embargo, es posible observar 

que en las condiciones de trabajo y el tipo de suelo utilizado, el tensoactivo Triton X100 fue el más 

pobre en la remoción. Esto puede atribuirse a la heterogeneidad de la fase micelar de los AH 

modificados y por lo tanto, su capacidad para incorporar con igual eficiencia HPA de diferentes 

estructuras (Fava y Piccolo 2002). El tensoactivo Triton X100 sólo fue efectivo en la remoción de la Flu 

en el suelo A, pero no en el caso del suelo B. En general, los tensoactivos sintéticos utilizados aquí 

fueron capaces de reducir el contenido de contaminantes de los dos suelos de un 10 hasta un 60%. Sin 

embargo, los tensoactivos sintéticos, que son eficientes en los lavados del suelo pueden convertirse en 

un problema ambiental adicional debido a su toxicidad biológica.  

La molécula de fluoranteno parece ser la más difícil de eliminar por todos los tensoactivos comerciales 

y derivados humicos, posiblemente como consecuencia de su estructura química, ya que, no sólo 

anillos aromáticos tienen su estructura sino que además posee un anillo no bencénico, lo cual podría 

haber afectado a la interacción con los grupos funcionales de los derivados húmicos. El derivado 

bencilo fue el más cercano a los niveles de remoción obtenidos por el SDS en el suelo A, pero no en el 

suelo B. Perminova (1999) señaló que los materiales húmicos naturales (sin modificación química 

previa) ricos en compuestos aromáticos son los agentes de desintoxicación más eficientes en contra de 

los HPA al interaccionar con estos, como la estructura obtenida en este trabajo. Las moléculas húmicas 

contienen muchos anillos aromáticos con grupos carboxílico (-COOH) y fenólico (-OH), azúcares y 

péptidos (Tan 2003). Ya que las moléculas de los HPA se asemejan a las sustancias húmicas, algunas 

moléculas se unen a la porción aromática y otras a la fracción hidrófoba (Kile y Chiou 1989, Chiou et 

al. 1998). Sin embargo, el derivado más eficaz para eliminar los HPA en el suelo B fue el derivado 

metilado.  

La capacidad predominantemente de los componentes alifáticos de los materiales húmicos a sorber 

compuestos hidrófobos  se  ha  demostrado  previamente  con  pireno  (Chefetz  et  al.  2000).           

Hu  et  al.  (2000) informaron de que estas estructuras alifáticas; que son un componente recalcitrante 
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de la materia orgánica, tienen unas características químicas específicas (amorfas y cristalinas) que 

pueden explicar la alta afinidad de los HPA como el fenantreno para estos componentes alifáticos. 

Recientemente, Simpson et al. (2003) hicieron observaciones con AH sometidos a un proceso de 

blanqueado y que contradice la noción popular de que sólo las estructuras aromáticas contribuyen a la 

absorción compuesto hidrófobo. Componentes orgánicos alifáticos y conformación física de la materia 

orgánica merecen más atención en los estudios de sorción, ya que parece que juegan papeles 

importantes en la sorción y la persistencia de los contaminantes en el medio ambiente. Es importante 

destacar que la unión de un compuesto a los HPA especialmente por las sustancias húmicas no sólo 

depende de la hidrofobicidad del soluto, pero también del tamaño de la molécula de soluto y su 

capacidad para encajar en las cavidades hidrófobas de las sustancias húmicas o alterar la disposición 

hidrófobo estereoquímica del material húmico que también podría exponer a la solubilización de los 

contaminantes adsorbidos en las superficies de las partículas finas. Algunos AH   (por ejemplo, los 

derivados de lignito) tienen un esqueleto aromático condensado, lo que hace que las cadenas de 

polímero sean relativamente rígidas. Por el  contrario, algunos AH  del  suelo contienen extensas 

conexiones de alquilo que conducen a una estructura más flexibles.  

Se ha encontrado que los polímeros largos; que son más flexibles, son considerablemente mejores 

agentes para el secuestro de carbono de pequeñas moléculas orgánicas, que los cortos y rígidos. 

Posiblemente debido al aumento de sus propiedades coloidales, el grado de polimerización y la 

incorporación de una variedad de grupos funcionales con diferentes reactividades dieron estos 

resultados. En  general  se  puede  observar  claramente que  los  niveles  de  remoción fueron  

similares  a  los obtenidos por los agentes tensoactivos comerciales SDS y Tritón X-100, lo que da un 

buen potencial para la aplicación de esta tecnología y los beneficios que aporta a la incorporación de 

suelo contaminado el material húmico además los productos aún son soluble en agua y ahora en 

algunos disolventes orgánicos tales como diclorometano y hexano. La ventaja de la aplicación de 

sustancias húmicas como agentes detoxificantes para los fines de remediación, es la ausencia de 

peligro en la contaminación secundaria de los sitios contaminados. Otra ventaja es una acción 

combinatoria de los sustancias húmicas; es decir, no sólo exponen un impacto desintoxicante sobre los 

contaminantes hidrófobos, si no que también pueden imponer un efecto beneficioso directo sobre la 

comunidad biótica en el sitio contaminado. 
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Figura 65. Comparaciones de eliminación de HPA entre los derivados de los AH y tensoactivos comerciales. 

Mismas letras indican que no hay diferencia estadística. Los números por encima de las columnas muestra el número de veces 

que aumenta la eliminación de HPA con respecto a AH sin modificar. 

A 

B 

0.9/0.1/20/2 0.7/0.25/13/2 0.5/0.25/20/2 

1 / 0.3 / 8 / 2 0.9/0.1/ 3 /1.2 1.2/0.55/ 9 /2.5 

a a a a b b b b c b c c 

c c c c b b b b a a a a 
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Los AH ayudan a disminuir los suelos compactos al neutralizar las cargas y evitar su aglomeración, 

ayudan en la transferencia de micronutrientes del suelo a la planta, mejoran la retención de agua, 

aumentan la tasa de germinación de semillas y estimulan el desarrollo de la microbiota en los suelos 

(Senesi et al. 1991), por si fuera poco, su proceso de purificación es más barata que la síntesis de 

cualquier otro absorbentes y, por otra parte, debido a su alta operabilidad, que absorben más de los 

absorbentes usados hasta la fecha, tales como carbones activos o arcillas. Este trabajo también indica 

por primera vez que los ácidos húmicos modificados remueven cantidades similares o mayores de HPA 

en suelos contaminados artificialmente con hidrocarburos tan bien con los tensioactivos sintéticos. 
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8 CONCLUSIONES 
 

Se  demuestra  que los  materiales  orgánicos  estructuralmente complejos  y  ricos  en moléculas 

aromáticas como la VC, BC y EL; así como, el tejido somático de lombriz poseen microbiotas capaces 

de usar como fuente de carbono los HTP e HPA. 

Se aislaron 174 microorganismos hidrocarbonoclastas; sin embargo, finalmente se pudieron conservar 

solo 140 de los cuales 100 fueron bacterias y 40 hongos filamentosos, con morfología colonial y 

microscópica diferentes. 

El material orgánico que presenta mayor contenido de microorganismos hidrocarbonoclastas (cepas 

con morfología colonial y microscópica diferentes) fue la VC con 45, seguido de el BC con 40  después 

la L con 31 y finalmente el EL con 24. 

Se evaluó la capacidad de remoción de HPA mediante los diversos inóculos (MT, MTB o CM’s), 

observándose que la remoción de HPA en los sistemas experimentales binarios fue mayor. 

El CM constituido por EL + BC removió mas HPA que cualquier otro sistema. 

El inóculo constituido por EL + BC estuvo compuesto por 44 cepas, las cuales fueron clasificadas en 15 

géneros (Dietzia, Rhodococcus, Gordonia, Mycobacterium, Streptomyces, Kocuria, Microbacterium, 

Arthobacter, Brevibacterium, Ensifer, Rhizobium, Naxibacter, Delftia, Stenotrophomonas y Bacillus) 

dentro de los siguientes Filum: 9, Actinobacteria; 5, Proteobacteria y 1 Firmicutes. 

El CM seleccionado (EL + BC) remueve más eficiente HTP que el CMC, dependiendo de la 

concentración inicial de combustóleo y tipo de SH adicionada.  
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Se mejoraron las propiedades tensodepresoras de las SH, estableciendo dos estrategias de 

modificación química, incorporando cadenas largas alifáticas o grupos alquilo pequeños (metil, pentil y 

bencil).  

Ambos métodos condujeron a la obtención de derivados cuyas propiedades tensoactivas fueron 

mejoradas, alrededor de un 20% en la eficiencia de desorción de HTP y de 9 hasta 20 veces más para 

los HPA, con respecto a los análogos no modificados. 

Por primera vez los AF sin modificar fueron evaluados como agente tensoactivos para el lavado de 

suelo contaminado, mostrando un mejor rendimiento que los AH. 

Derivado de la primera reacción propuesta; la modificación química de las SH y por primera vez, bajo 

irradiaciones de microondas, se incrementó la capacidad de remover HTP de suelo contaminado, 

siendo el producto obtenido por alquilación de AH con cadena C12 y alquilación de AF con cadena C10, 

los  productos con  el  mejor rendimiento. 

La eliminación de los HPA de un suelo franco-arenoso-arcilloso, se incrementó de una a 20 veces 

mediante la incorporación de grupos bencilo, mientras que la eliminación de los HPA de un suelo franco 

arcilloso, se incrementó de una a nueve veces mediante la incorporación de grupos bencilo ambos 

reacciones llevadas a cabo en AH. 

Los resultados indican que la textura del suelo es un parámetro importante a tener en cuenta para 

seleccionar el AH modificado más adecuado para extraer los contaminantes del suelo. 

Se ha demostrado que la modificación química de un tensoactivo natural como las SH, se puede utilizar 

en el lavado de un suelo contaminado con la misma eficacia que  la de agentes tensoactivos sintéticos 

o incluso mejor.  
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9 Recomendaciones 
 

Dado que el ensayo para determinar la tolerancia a la presencia HPA de la cepas aisladas por el 

sistema BC + EL, indicó que aproximadamente el 91% fueron capaces de crecer en presencia de estos, 

es por tanto importante analizar el potencial individual de las cepas aisladas con la finalidad de 

seleccionar aquellas que puedan no solo tolerar la presencia de HPA sino que también sean capaces 

de usarlos como única fuente de carbono. 

Los sistemas en con la microbiota total presentaron una disminución de la tensión superficial de hasta 

un 54% respecto a los blancos (medio mineral con/sin EL); presumiblemente por efecto de actividad 

tensodepresiva de los biosurfactantes generados. Este hallazgo es importante debido a que alguna o 

algunas bacterias poseen el potencial de generar biosurfactantes, lo cual puede tener un potencial en 

lavado de suelo o para incrementar la biodisponibilidad de los hidrocarburos. 

Como consecuencia de la presencia de queroseno la remoción de HPA se ve favorecida entre un 20% 

hasta un 30% mas que en ausencia de éste. La importancia de este fenómeno radica en que los 

microorganismos aislados posiblemente requieren de una inducción enzimática o emplear 

cometabolismo para metabolizar los hidrocarburos.  

Se demuestra que es posible usar indiferentemente cualquier SH (AH o AF) para mejorar el proceso de 

remoción de HTP. Con propósitos de remediación futuros en donde se empleen las SH y con la 

finalidad de abatir costos de tratamiento se sugiere emplear ácidos húmicos por ser estos más 

económicos. 
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11 Anexo 

 

A1 Fundamentos de las reacciones de eterificación/esterificación 

 

Esterificación 

 

Se denomina esterificación al proceso por el cual se sintetiza un éster. Un éster es un compuesto 

derivado formalmente de la reacción química entre un ácido carboxílico y un alcohol. La reacción de la 

esterificación pasa por un ataque nucleofílico del oxígeno de una molécula del alcohol al carbono del 

grupo carboxílico. El protón migra al grupo hidroxilo del ácido que luego es eliminado como agua. El rol 

del catalizador es el de aumentar la actividad carbonílica (la carga parcial positiva sobre el átomo de 

carbono) por protonación de uno  de los oxígenos del ácido. Lo mismo se puede conseguir utilizando 

derivados más activos del ácido como los haluros o los anhidruros. 

 

Eterificación 

 

Se denomina eterificación al proceso por el cual se sintetiza un éter. Un éter es un compuesto derivado 

formalmente de la reacción química entre un grupo hidroxilo y un alcohol. Y el mecanismo de reacción 

es igual al mencionado anterioremente. 

 

Catálisis de transferencia de fase 

 

Muchas reacciones deseables no pueden llevarse a cabo porque los reactivos son inaccesibles entre 

ellos mismos. La dificultad fundamental de reunir el reactivo nucleófilo soluble en agua y reactivo 

electrófilo orgánico insoluble en agua ha sido tradicionalmente resuelta mediante la adición de un 

disolvente que es tanto soluble  en agua y como n disolventes orgánicos (como el etanol, que deriva su 



184 
 

naturaleza hidrofílica de su grupo hidroxilo y su lipofilia del grupo de etilo). Sin embargo, la tasa de 

aceleración es mínima debido a la excesiva solvatación del nucleófilo. 

El principio de la catálisis de transferencia de fase (CTF) se muestra en la Figura 66, la cual se basa en 

la capacidad de ciertos "agentes de transferencia de fase" (los catalizadores de transferencia de fase, 

como el hidróxido de tetrabutilamonio, HTBA o el bromuro de tetrabutilamonio, BTBA) para facilitar el 

transporte de un reactivo de una fase a otra fase (inmiscibles) en el que existe otro reactivo. Así, la 

reacción es posible gracias a que reúne a los reactivos que están originalmente en diferentes fases. Sin 

embargo, también es necesario que la especie se transfiere se encuentre en un estado activo para que 

la eficacia de la reacción catalítica se incremente y que se regenera durante la reacción orgánica. 

En la imagen se muestra como el catalizador HTBA interacciona con el compuesto de interés a ser 

transformando en  la  fase  acuosa  permitiendo su  interacción en  la  fase  orgánica  en  la  cual  el 

compuesto de interés no es miscible. El HTBA al ser miscible en las dos fases permite la interacción del 

haluro de alquilo con el compuesto de interés, el cual puede o no permanecer es esta fase (orgánica). 

El proceso se repite indefinidamente hasta la completa interacción de los reactivos en condiciones 

ambientales por lo general. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 66. Principio de la catálisis de transferencia de fase para el sistema agua, sal cuaternaria de amonio (QAS) y sustancias 

húmicas (HS) 
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Microondas: principios y aplicaciones 

 

A pesar de estos avances, los aspectos prácticos en el manejo de las reacciones químicas han sufrido 

pocos cambios y en este nuevo siglo aún existen muchas limitaciones para la química convencional, 

una de ellas son los tiempos de reacción, debido a que la mayor parte de las reacciones que fueron 

descritas hace más de medio siglo requiere tiempos muy largos para la completa transformación de los  

reaccionantes en  productos; en  muchas ocasiones son  necesarias drásticas condiciones de 

temperatura y en algunos casos de presión. Otro  aspecto neurálgico es el  empleo de  grandes 

volúmenes de disolvente, en su mayor parte de elevada toxicidad, tanto cuando se emplean como 

medio de reacción, como cuando se utilizan en los procesos de purificación de cantidades 

relativamente pequeñas de productos. En las últimas décadas se han empezado a explorar nuevas 

síntesis con el uso de métodos “no convencionales” para acelerar o promover el curso de las 

reacciones, por ejemplo, Diversas fuentes de irradiación, como el infrarrojo, ultravioleta, ultrasonido, las 

descargas de plasma y las reacciones en fluidos   supercríticos,   ofrecen   ahora   nuevas   e   

interesantes   alternativas   para   lograr   las transformaciones químicas deseadas. 

Dentro de las alternativas ‘‘no convencionales de síntesis’’ la aplicación de las microondas ha ganado 

gran popularidad como un modo eficaz de acelerar las reacciones químicas, incrementar los 

rendimientos  y  la  selectividad  de  dichas  transformaciones, así  como  disminuir  la  formación  de 

productos colaterales. No es sorprendente, por tanto, el interés creciente de los laboratorios 

académicos, de investigación e industriales por el uso de estos procedimientos, que se ha reflejado en 

una elevada productividad científica con el empleo de dicha tecnología. 

Al mismo tiempo, las microondas (MW, por sus siglas en inglés) han sido progresivamente empleadas 

para ayudar a la síntesis de una amplia gama de compuestos orgánicos de una manera simple, rápida 

y eficiente. Además, la irradiación de microondas es una  metodología "verde" en síntesis orgánica 

debido a la eficiencia en el tiempo de la reacción y la reducción de disolvente orgánico volátil utilizado 

durante una reacción por calentamiento convencional. 

Los llamados perfiles de reacción limpia de MW es el calentamiento, generalmente acompañado por/y 

probablemente conectado a mejores rendimientos y purezas, han sido ampliamente explotados para 
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lograr transformaciones generales sintéticas (Loupy 2006, Larhed y Olofsson 2006, Martínez-Palou 

2006, Leadbeater 2011). Las microondas se ha aplicado con éxito para la modificación química de 

macromoléculas naturales como el quitosano (Zhao et al. 2009), celulosa (Radwan et al. 2010, Hou et 

al. 2011), almidón (Lukasiewicz et al. 2011, Yanf et al. 2011), y otros hidratos de carbono (Zhang et 

al. 2011), pero en el mejor de nuestro conocimiento, es la primera vez que se emplea microondas para 

las modificaciones química de las sustancias húmicas (SH). 

Una  microonda, es  una  forma de  energía electromagnética que  se  ubica  en  la  zona  de  bajas 

frecuencias en el espectro electromagnético, localizada en la región de longitud de onda entre 1mm - 

1m,  300-30000MHz, (0.3-300GHz), entre  el  infrarrojo  y  las  ondas  de  radio  (Figura  67).  Por  ser 

radiaciones  de  baja  energía,  sólo  afectan  los  movimientos  moleculares,  pero  no  la  estructura 

molecular. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 67. Ubicación de la región de las microondas en el Espectro Electromagnético 

 

Las radiaciones de las microondas pueden ser reflejadas, en el caso de los metales, transmitidas por 

materiales que no se calienta por efecto de esta radiación, y absorbida para el caso de los materiales 

que contiene cierta polaridad. 
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Las microondas se mueven a la velocidad de la luz. La energía de los fotones de microondas es muy 

cercana a 1 J/mol, muy baja en relación a la energía típica requerida para provocar la ruptura de un 

enlace covalente (la energía de un enlace simple C-C es de 347 KJ/mol), ni aún suficiente para la 

ruptura de un enlace de van der Waals (2.5 J/mol); así, las microondas no tiene suficiente energía para 

afectar la estructura de las moléculas orgánicas. 

A  diferencia  del  método  de  calentamiento  por  conducción/convección,  el  calentamiento  por 

microondas no depende de la conductividad térmica del recipiente que contiene el material a calentar, 

esta radiación interactúa directamente con las moléculas presentes en la mezcla de reacción y como 

consecuencia se produce un supercalentamiento localizado. 

El supercalentamiento es el fenómeno que provoca que el punto de ebullición de los disolventes 

irradiados a presión atmosférica, puedan incrementarse varios grados por encima de la temperatura a 

la que ebullen por calentamiento convencional.La  componente eléctrica  de  la  radiación es  la  

responsable del  calentamiento dieléctrico de  las sustancias, el cual se produce a través mecanismos 

como: 

Mecanismo de polarización dipolar: Para que una sustancia genere calor cuando es irradiada con 

microondas, esta debe poseer un momento dipolo. Un dipolo es sensible a un campo magnético y 

tenderá a alinearse con el campo. Para el caso del campo aplicado en la región de las microondas, las 

moléculas son capaces de rotar, pero no alcanzan a alinearse al campo, lo cual genera una diferencia 

de fase que causa que las moléculas pierdan energía por colisiones o fricciones, lo que se conoce 

como calentamiento dieléctrico. 

Mecanismo de conducción iónica: Cuando la muestra irradiada es un conductor eléctrico, los 

acarreadores cargados (iones o electrones) se mueven a través de la muestra bajo la influencia de un 

campo eléctrico, estas corrientes inducidas provocan el calentamiento instantáneo de la muestra debido 

a la resistencia eléctrica del material y a que el movimiento iónico incrementa el número de colisiones. 

Factor de pérdida dieléctrica: La polarización dieléctrica depende fundamentalmente de la facilidad con 

que los dipolos se reorientan ante un campo eléctrico aplicado, por lo cual los disolventes con constante 

dieléctrica elevada (más polares) absorben más rápidamente la energía de las microondas y en 

consecuencia se calientan más rápidamente. 
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Estos fenómenos, en conjunto con el supercalentamiento, son considerados los factores que pueden 

explicar el considerable incremento en la velocidad de las reacciones con irradiación de microondas 

respecto a las mismas con calentamiento convencional, situación que nos brinda seguridad, eficacia y 

velocidad en el proceso. 

El horno de microondas DiscoverTM de la compañía CEM fue diseñado para su uso en laboratorios de 

síntesis. Es un horno monomodal en el que la radiación está directamente focalizada al área de 

reacción y para un trabajo óptimo con pequeñas cantidades de muestra, lo cual permite una 

homogénea distribución del campo eléctrico y en consecuencia un calentamiento más eficiente y mayor 

reproducibilidad en los resultados obtenidos. 

En la Figura 68 se muestra un diagrama representativo de la cavidad monomodal de forma circular. 

Esta cavidad no requiere una guía de onda por estar diseñada para que la radiación se emita de 

manera alternada a través de las diferentes rendijas de salida que rodean la muestra.  

La cavidad se adapta a recipientes de diferentes formas y volúmenes entre 5-125 mL para recipientes 

abiertos y de 0.25-80 mL en recipientes sellados. Su diseño circular y con múltiples salidas de la 

radiación favorece la reproducibilidad de resultados. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 68. Diagramas representativos de una cavidad monomodal 
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En la Figura 69 se muestra el reactor Discover®  con el sistema BenchMate que se emplea para el 

desarrollo de reacciones en sistemas cerrados. El sistema BenchMate garantiza el trabajo de manera 

segura a elevadas presiones, pues los viales contienen una tapa de seguridad (intelliVent) que libera la 

sobrepresión y evita que el operador manipule el vial de reacción cuando no ha alcanzado la presión 

normal. 

 

 

 

 

 

 

Figura 69. Horno monomodal DiscoverTM 
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B2 Extracción de HTP (EPA 3550b) 

 

Se elabora un cartucho de papel filtro Whatman de tal forma que pueda almacenar suelo en su interior y 

se pone a peso constante (colocarse guantes de látex para evitar transferir humedad y grasa a los 

cartuchos). Se determina la humedad del suelo a analizar. Posteriormente se pesa aproximadamente 

un gramo de suelo colocándolo en el cartucho. Se coloca el cartucho con muestra en un frasco de 

vidrio de 4.5 × 10cm con tapa y se adicionan 40ml de diclorometano. Se sónica la muestra empleando 

un equipo de ultrasonido Branson® DHA-1000 durante 40min. Esta operación se hace por triplicado. El 

sobrenadante se trasvasa a otro frasco de vidrio y se permite la evaporación del diclorometano hasta 

sequedad para llevar a cabo la recuperación de asfaltenos. El cartucho posteriormente se lleva a peso 

constante, para determinar la concentración de HTP (ppm) se aplica la siguiente fórmula: 

 

 

Recuperación de Asfaltenos 

 

Empleando los HTP obtenidos se la etapa anterior se adicionan 40ml de pentano  y se coloca en el 

frasco un agitador magnético y se agita por 10min (se observa inmediatamente la precipitación del 

asfalteno). Posteriormente la mezcla se centrifuga a una velocidad de 10,000 rpm, a una temperatura 

de 4 °C, también por 10 minutos, se realiza una decantación y con el precipitado que se vaya 

obteniendo, se repite la misma operación cuatro ocasiones, (dilución, agitación y centrifugación), el 

sobrenadante se va aclarando en cada operación pero no llega a ser incoloro. Tanto del precipitado 

como del sobrenadante se evapora el solvente y se cuantifica asfaltenos en el primero e hidrocarburos 

ligeros en el segundo. 
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Fraccionamiento de Hidrocarburos Ligeros (sin asfaltenos) 

 

Los hidrocarburos ligeros se separan en tres fracciones que son alifáticos, aromáticos poli cíclicos y 

saturados por el método de cromatografía en columna. Se emplea una columna de vidrio de 20 cm de 

longitud con diámetro interior de 0.85 cm, empacada con sílica gel (malla 60 – 200); primero se coloca 

en su parte interior un tapón de fibra de vidrio para evitar la sílica sea arrastrada por el solvente, 

después la columna se llena con hexano, purgando en repetidas ocasiones para sacar todas las burbujas 

de aire atrapadas y después se adiciona sílica gel activada previamente (24 horas a 100°C), cuidando 

que no queden burbujas de aire atrapadas. 

 

Primera fracción (hidrocarburos Alifáticos). Se pesan 0.1 g de hidrocarburos ligeros (libres de 

asfaltenos), se disuelven en hexano y se colocan en la parte superior de la columna. El eluyente para la 

primer fracción es hexano con este solvente se obtienen los hidrocarburos alifáticos, que producen una 

coloración verde-amarillo tenue, esta y todas las fracciones a recuperar se deben recibir en un vaso de 

precipitados de 100 ml puestos anteriormente a peso constante, para cuantificar los hidrocarburos 

correspondientes. La obtención de esta primera fracción tarda aproximadamente 6:30 h, siendo el 

criterio para concluir esta separación la aparición gradual de una mancha amarilla. Se recomienda 

montar en la parte superior de la columna de fraccionamiento un matraz de separación con el solvente 

que se esté alimentando a la columna, igualando los flujos de entrada y de salida de la columna que es 

aproximadamente de 20 gotas por minuto. 

 

Segunda fracción (hidrocarburos Aromáticos). Se adicionó un eluyente compuesto por benceno – 

hexano (1:3). Con éste se fraccionarán los hidrocarburos aromáticos que producen una coloración 

amarillo brillante. La obtención de esta fracción demora unas 5:00 h misma que se da por terminada 

cuando el efluente sea incoloro. 

 

Tercera fracción (hidrocarburos Policíclicos Aromáticos). Se cambia la adición del solvente a otro 

compuesto por acetona – metanol (1:1), con el que se obtiene la tercera fracción que componen los 

hidrocarburos saturados y que producen una coloración café, esta fracción se obtiene en 

aproximadamente 3:00 horas y el criterio para concluir la recuperación de ésta es también cuando el 

efluente sea totalmente incoloro. 
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