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Resumen

En el estudio se evaluó la esterilización de dos tipos de suelo, uno con 
recuento microbiano bajo y humedad baja (BB) y otro con recuento micro-
biano alto y humedad media (AM). Los métodos evaluados fueron esterili-
zación en autoclave a 121°C, por tres días consecutivos, variando el tiempo 
de esterilización y la temperatura de incubación entre los ciclos de esterili-
zación, y se evaluó irradiación con microondas por 4 minutos. No se obtuvo 
recuento microbiano (10-2) para el suelo AM después de las esterilizaciones 
en autoclave y en el suelo BB se disminuyeron los recuentos, pero no se 
logró esterilización. 

En todos los tratamientos en autoclave se observó disminución en la hume-
dad ocasionada por la temperatura diferencial de incubación. Se concluyó 
que hay relación entre la cantidad de agua del suelo y la eficiencia de la este-
rilización húmeda y en la esterilización con microondas, relación diferente 
para los dos métodos.

Palabras clave: esterilización de suelos, pérdida de humedad, inhibición 
microbiana, esterilización húmeda, microondas.

Abstract 

In the present study the sterilization was evaluated in two types of soil, low 
microbial population and moisture (BB) and another with high micro-
bial population and intermediate moisture (AM). The methods evaluated 
were autoclaving (121°C) and microwave irradiation (4 min). Three auto-
claving treatments were made by three consecutive days and each evalua-
tion varied in the time of sterilization and the temperature of incubation 
between the cycles of sterilization. For the soil AM was not obtained 
counts in autoclaving treatments (10-2) and the counts diminished in soil 
BB, but did not obtained sterilization by any of the methods evaluated. In 
all treatments in autoclave observed decrease in water content caused by 
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Introducción

La esterilización de suelos es una práctica necesaria 
para la elaboración de controles abióticos que per-
mitan mediante comparación evaluar los procesos 
llevados a cabo por los microorganismos en siste-
mas biológicos (Razavi darbar & Lakzian, 2007). 
En estudios de biorremediación de suelos se hace 
necesaria la elaboración de controles abióticos que 
indiquen descontaminación por mecanismos dife-
rentes a los mecanismos biológicos; procesos de 
tipo químico y mecanismos físicos como la eva-
poración, la lixiviación y la adsorción, entre otros 
(Balba, Al-Awadhi & Al-Daher, 1998).

La esterilización de suelos se ha llevado a cabo por 
mecanismos diversos. La esterilización húmeda 
en autoclave ha sido ampliamente reportada en 
estudios de biorremediación en microcosmos 
(Bento, Camargo, Okeke & Frankenberger, 2005; 
Viñas, Sabaté, Espuny & Solanas, 2005; Merini, 
Cuadrado, Flocco & Giulietti, 2007) y con la irra-
diación son los métodos más utilizados al no dejar 

residuos químicos, pero la irradiación tiene la des-
ventaja de alterar las propiedades de suelo (Singh, 
Ward & Kuhad, 2005). En algunos casos se han 
reportado otros mecanismos como la esteriliza-
ción de suelos con microondas (Trevors, 1996; 
Velázquez-Martí & Gracia-López, 2004) y en calor 
seco (Trevors, 1996), y es bastante común la este-
rilización con productos químicos como la azida 
de sodio (Margesin, Zimmerbauer & Schinner, 
2000; Schoefs, Perrier & Samson, 2004), el nitrato 
de plata (Margesin & Schinner, 1997) y el cloruro 
de mercurio (Chaîneau, Rougeux, Yéprémian & 
Oudot, 2005), entre otros.

Esta investigación tuvo como objetivo principal 
evaluar la eficiencia de algunos métodos de este-
rilización y medir su efecto sobre los recuentos 
microbianos y sobre la pérdida en la cantidad de 
agua en la esterilización. 

Materiales y métodos

Este estudio se llevó a cabo en el laboratorio de 
Microbiología de la Facultad del Medio Ambiente 

the differential temperature of incubation used. The results showed that 
there is a relation between the moisture of the soil and the efficiency of the 
humid sterilization and in the sterilization with microwaves, relation that 
is different for the two methods.

Keywords: soil sterilization, loss moisture, inhibition of microorganisms, 
moist head sterilization, microwaves.

Resumo

O estudo avaliou a esterilização de dois tipos de solo, um com baixa con-
tagem microbiana e baixa umidade (BB), e outro com altas contagens 
microbianas e umidade média (AM). Os métodos avaliados foram ester-
ilização em autoclave a 121°C, durante três dias consecutivos, variando 
o tempo de esterilização e temperatura de incubação entre os ciclos de 
esterilização, e foi avaliado irradiação com microondas durante 4 minu-
tos. Nao foi obtida contagem microbiana (10-2) para o solo (AM) após 
esterilização em autoclave e no solo (BB) os recontos foram diminuidos, 
mas a esterilização não foi conseguida. Em todos os tratamentos em auto-
clave se observou diminuição na umidade provocada pela temperatura 
diferencial de incubação. Concluiu-se que existe relação entre a quanti-
dade de água do solo e a eficiência da esterilização húmido e na esteriliza-
ção com microondas, relação diferente para os dois métodos.

Palavras-chave: esterilização de solos, perda de umidade, inibição micro-
biana, esterilização úmida, microondas.
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Suelos evaluados en el estudio

Con el objetivo de determinar el efecto de los 
métodos evaluados de esterilización húmeda y de 
esterilización con microondas, se evaluaron dos 
tipos de suelos clasificados, según la humedad del 
suelo, en suelo de humedad media (20,6±0,7 % 
p/p) y suelo de humedad baja (14,8±1,8 % p/p). El 
suelo de humedad media fue tomado de prado en 
el municipio de La Calera (Colombia) y el suelo 
con humedad baja del río Guatiquía en el departa-
mento del Meta (Colombia). Las muestras de suelo 
fueron almacenadas en refrigeración durante el 
estudio (4ºC).

Para determinar la carga microbiana de los suelos 
del estudio y poder evaluar las metodologías de 
esterilización se llevaron a cabo recuentos micro-
bianos de heterótrofos totales por diluciones seria-
das en solución salina (0,9% p/v) y siembra en 
placa en agar nutritivo (Foght & Aislabie, 2005), 
antes y después de las esterilizaciones.

Tratamientos evaluados

Para determinar el efecto de la esterilización en la 
humedad de los suelos y en la eliminación de los 
microorganismos se evaluaron cuatro tratamien-
tos: tres tratamientos de esterilización en autoclave 
(calor húmedo) y un tratamiento de esterilización 
con microondas.

Para la esterilización con calor húmedo se llenaron 
recipientes de papel de aluminio con el suelo (1-2 
cm) (Trevors, 1996) y se evaluaron los siguien-
tes tratamientos: (1) Esterilización en autoclave a 
121ºC, aprox. 15 lb /pul2., 30 min., 3 días consecu-
tivos; entre cada ciclo de esterilización el suelo se 
incubó a 25ºC (Trevors, 1996; Bento et al., 2005; 
Acosta Peñaloza, 2008); (2) esterilización en auto-
clave a 121ºC, aprox. 15 lb /pul2, 1 hora, 3 días con-
secutivos; entre cada ciclo de esterilización el suelo 
se incubó a 25ºC (Merini et al., 2007); y(3) este-
rilización en autoclave 121ºC, aprox. 15 lb /pul2, 
30 min, 3 días consecutivos; entre cada ciclo de 

esterilización el suelo se incubó a 65ºC. Para el tra-
tamiento en microondas (2.450 MHz) se expuso el 
suelo húmedo 4 min. (Chen, Dickson & Mitchell, 
1995). Los tratamientos evaluados se realizaron 
por triplicado (n=3).

Análisis físicos y microbiológicos

Con el objetivo de evaluar el efecto de la esteriliza-
ción sobre la disminución de la cantidad de agua 
de los suelos, se llevaron a cabo determinaciones 
de humedad (% p/p) antes y después de los trata-
mientos (n=2). La humedad fue determinada por 
el método de secado en estufa, 105ºC, 24 h, por 
diferencia de peso (Instituto Geográfico Agustín 
Codazzi [IGAC], 2006). 

Con el objetivo de determinar la eficiencia de la 
esterilización se llevaron a cabo recuentos micro-
bianos antes y después de los tratamientos, por 
diluciones seriadas en solución salina (09% p/v) 
y siembra en placa en agar nutritivo (Foght & 
Aislabie, 2005). Los recuentos se llevaron a cabo 
después de 8 d. de incubación a 22ºCy se informa-
ron como Unidades Formadoras de Colonia por 
gramo (UFC/g).

Análisis estadísticos 

Las evaluaciones de los tratamientos de esteriliza-
ción se hicieron por triplicado (n=3) y los análisis 
de humedad por duplicado (n=2). Las variables se 
evaluaron por el test de chi cuadrado (α< 0,05) y 
para determinar diferencia entre los tratamientos 
se utilizó el test de Tukey (α< 0,05). Para determi-
nar diferencias entre los valores antes de las este-
rilizaciones y después de ellas se llevó a cabo una 
comparación de medias (t-student, α=0,05).

Resultados

Antes de la evaluación de los tratamientos se lle-
varon a cabo determinaciones de humedad por 
secado en estufa y diferencia de pesos (IGAC, 
2006) y caracterización microbiológica por deter-
minación de heterótrofos totales por recuento en 
placa (Foght & Aislabie, 2005). De estas determi-
naciones previas se halló que el suelo con mayor 
cantidad de agua (20,6±0,7 % p/p) presentaba 
mayor recuento microbiano (7,4±0,7 x 106 UFC/g) 
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y que el suelo con menor cantidad de agua (14,8± 
1,8 % p/p) presentaba menor cantidad de microor-
ganismos (9,2±1,0 x 105 UFC/g).

En cuanto a los tratamientos del suelo con calor 
húmedo se logró esterilización en el suelo con 
mayor recuento microbiano y con mayor hume-
dad, mientras que en el suelo con menor recuento 
y menor humedad se obtuvo disminución signifi-
cativa pero no esterilización. En el tratamiento con 
microondas no se obtuvo esterilización en ninguno 
de los dos suelos y se obtuvo disminución signifi-
cativa en el tratamiento por 4 min, en el suelo con 
recuento y humedad bajos, contrario a lo obte-
nido en la esterilización húmeda, ya que se obtu-
vieron mejores resultados en el suelo con menor 
humedad, pero sin obtenerse esterilización (tabla 
1). Estos resultados indican una relación entre la 
eficiencia de la esterilización con calor húmedo 
en autoclave y la cantidad de agua presente en el 
suelo antes de la esterilización, mostrando mayor 

eficiencia en la disminución del recuento de los 
microorganismos en suelos con mayor cantidad de 
agua.

Se presenta el valor promedio de 6 datos (n=6) y la 
desviación estándar.

T1: esterilización en autoclave 121ºC, aprox. 15 lb/
pul2, 30 min., 3 d. consecutivos, entre cada ciclo 
de autoclave el suelo se incubó a 25ºC; T2: este-
rilización en autoclave 121ºC,aprox. 15 lb/pul2 , 
1 h., 3 d. consecutivos, entre cada ciclo de auto-
clave el suelo se incubó a 25ºC; T3: esterilización 
en autoclave 121ºC, aprox. 15 lb/pul2 , 30 min., 3 d. 

Tabla 1. Recuentos microbianos en los suelos antes y después de esterilizar.

Tratamiento Suelo alta carga microbiana (UFC/g)
(Humedad: 20,6±0,7 % p/p)

Suelo bajo carga microbiana (UFC/g)
(Humedad: 14,8±1,8 % p/p)

T1 5,2±0,1 x 106 nC 9,5±1,0 x 105 1,0±0,2 x 102

T2 4,7±0,3 x 106 nC 8,4±0,6 x 105 7,5±0,3 x 101

T3 5,1±0,8 x 106 nC 9,7±0,8 x 105 1,3±1,2 x 102

T4 5,8±0,5 x 106 nR 9,5±0,9 x 105 1,3±0,8 x 102

NC: no crecimiento (10-2)  NR: no recuento (incontable en 10-2)

consecutivos, entre cada ciclo de autoclave el suelo 
se incubó a 65ºC; T4: esterilización en microondas, 
4 min.

En cuanto a la disminución de la cantidad de agua 
en el proceso de esterilización, el suelo con mayor 
humedad esterilizado por 30 min. con incubación 
de 25°C entre cada ciclo de autoclave (T1) fue el 
que perdió menos agua. En el caso del suelo con 
menor humedad (14,8±1,8% p/p) la pérdida de 
agua en el proceso de esterilización fue menor en 
este mismo tratamiento (T1) con una disminución 
de aproximadamente el 8%, y en la esterilización 
por 1 hora con incubación de 25°C entre cada ciclo 
de autoclave (T2) con una disminución de aproxi-
madamente el 7%.

Discusión 

Aunque hay microorganismos que sobreviven en 
ambientes con baja cantidad de agua o encuentran 

en estos ambientes las condiciones óptimas de cre-
cimiento, en general encontrar recuentos micro-
bianos menores en suelos con menor cantidad de 
agua es lo esperado, ya que los microorganismos 
requieren agua para su metabolismo, esperándose 
disminución de los recuentos a menor humedad del 
suelo. Es importante recordar que, aunque la canti-
dad de agua en un suelo influye en el número y tipo 
de microorganismos en un hábitat, la composición 
de los suelos que define su clase textural así como 
sus características químicas también determinan 
la variedad y la cantidad de microorganismos que 
ocupan dicho hábitat (Atlas & Bartha, 2002).

Fuente: elaboración propia.
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La esterilización lograda en el suelo con mayor 
recuento microbiano y con mayor humedad y solo 
la obtención de la disminución significativa pero 
no esterilización en el suelo con menor recuento 
y menor humedad indicaron la relación entre la 
eficiencia de la esterilización con calor húmedo en 
autoclave y la cantidad de agua presente en el suelo 
antes de la esterilización, lo cual muestra mayor 
eficiencia en la disminución del recuento de los 
microorganismos en suelos con mayor cantidad 
de agua. Estos resultados obtenidos están acordes 
con lo esperado, ya que las células microbianas son 
más resistentes al calor a bajas cantidades de agua 
y las células deshidratadas y secas lo son también, 
ya que cuando la humedad aumenta el agua fluye 
libremente hacia el interior de la célula microbiana 
y de las esporas, y disminuye su resistencia al calor 
(Madigan, Martinko & Parker, 2003). Este fenó-
meno da la explicación de la no esterilización exi-
tosa del suelo con baja cantidad de agua o bajo en 
humedad en la esterilización con calor húmedo en 
autoclave.

Contrario a lo obtenido en la esterilización con 
calor húmedo, en la evaluación de la esterilización 
con microondas se obtuvieron mejores resultados 
en el suelo con menor humedad. Este resultado 
no concuerda con lo encontrado por Chen et al. 
(1995), quienes obtuvieron mejores resultados en 
un suelo con 5,2%de humedad comparado con uno 
menor con 3,3% de humedad con 4 minutos de tra-
tamiento. Sin embargo, Ferriss (1984) reportó que 
los efectos del tratamiento con microondas decre-
cían con el aumento en el contenido de agua del 
suelo entre 16 y 37%, en un estudio sobre reduc-
ción de la población de patógenos de plantas en el 
suelo, como fue evidenciado en el presente estudio 
con humedades aproximadas de 15 y 21%. 

Como ya se resaltó en los resultados, el tratamiento 
T1 fue el que perdió menos agua en el proceso de 
esterilización en autoclave. La pérdida de agua en 
el proceso de esterilización puede llevar a pérdida 
de nutrientes por lixiviación y a cambios en la 
estructura del suelo, por lo que se recomienda el 
tratamiento T1 para la disminución del recuento 
de microorganismos en suelos con humedad cer-
cana al 20%, con una carga microbiana en el orden 
de 106 UFC/g. En cuanto a suelos con menor 

cantidad de agua, la esterilización húmeda puede 
no ser tan eficiente y la pérdida de agua puede ser 
también considerable (figura 1).

A. Suelo alta carga microbiana 7,4±0,7 x 106 
UFC/g

B. Suelo bajo en carga microbiana 9,2±1,0 x 105 
UFC/g

Se presenta el valor promedio de 6 datos (n=6) y 
las barras de error.

T1: esterilización en autoclave 121ºC, aprox. 15 lb/
pul2 , 30 min., 3 d. consecutivos, entre cada ciclo 
de autoclave el suelo se incubó a 25ºC; T2: este-
rilización en autoclave 121ºC,aprox. 15 lb/pul2 , 
1 h., 3 d. consecutivos, entre cada ciclo de auto-
clave el suelo se incubó a 25ºC; T3: esterilización 
en autoclave 121ºC, aprox. 15 lb/pul2 , 30 min., 3 d. 

Figura 1. Humedad del suelo antes y después de la 
esterilización.

Fuente: elaboración propia.
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consecutivos, entre cada ciclo de autoclave el suelo 
se incubó a 65ºC; T4: esterilización en microondas, 
4 min.

Al comparar la humedad de los suelos después de la 
esterilización de los tratamientos T1 y T2 se deter-
minó que la pérdida de agua no se llevó a cabo por 
el tiempo de esterilización, sino por la temperatura 
de incubación entre los diferentes ciclos de auto-
clave, ya que no se presentó diferencia significativa 
entre ellos, pero sí se presentó entre los tratamien-
tos T1 y T3; se vio mayor pérdida cuando el suelo 
se incubó a 65°C (T3).

Conclusiones

En este estudio se concluyó que la eficiencia de la 
esterilización de un suelo depende de la humedad 
o cantidad de agua que este contenga y de la técnica 
de esterilización utilizada, y se confirmó que en la 
esterilización con calor húmedo, a menor hume-
dad inicial del suelo, mayor dificultad en obtener la 
disminución de los recuentos microbianos. 

De acuerdo con los resultados obtenidos, se reco-
mienda que para la elaboración de controles abióti-
cos se evalúe la metodología de esterilización para 
cada tipo de suelo, y se establece que no hay un 
protocolo generalizado de esterilización que abar-
que todos los tipos de suelo, ya que la eficiencia del 
tratamiento dependerá del recuento inicial de los 
microorganismos y del tipo de suelo a trabajar.
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