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RESUMEN

La biorremediacion, consiste principalmente en el uso de los organismos nativos
(bacterias, hongos, plantas) para descomponer o degradar sustancias peligrosas
convirtiéndolas en sustancias de caracteres menos toxicos o inocuos para el
ambiente y la salud humana. La investigaciéon tuvo los siguientes objetivos: a)
utilizar los microorganismos aislados de suelos contaminados con hidrocarburos
para degradar “aceite lubricante usado” en suelos de experimentacién en
condiciones de laboratorio, b) evaluar la degradacién de “aceite lubricante
usado” por microorganismos, en suelos, mediante bioensayos, con semillas de
“col rizada” Brassica oleracea y “raigras” Lolium perenne, c) optimizar los
parametros de pH, temperatura y fuente de nitrégeno para los microorganismos
con capacidad degradativa de “aceite [ubricante usado” y d) identificar las
especies de microorganismos con capacidad degradativa de “aceite lubricante
usado’. El trabajo de investigacion se realiz6 en los laboratorios de Biotecnologia
Microbiana de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la Universidad Nacional de
San Cristébal de Huamanga. Se aislaron tres consorcios microbianos, con los
que se biorremediaron suelos contarhinados in vitro, con concentraciones de 2,
4, 8 y 16 % de “aceite lubricante usado”, Iuego con estos suelos se hicieron

bioensayos con semillas de “col rizada” Brassica oleracea y “raigras” Lolium

perenne como fitoindicadores y se efectuaron pruebas para determinar los
parametros Optimos de crecimiento y capacidad degradativa del Consorcio
Microbiano Uno.

En el ensayo de biodegradacion del “aceite lubricante usado”, los tres consorcios
microbianos aislados, tuvieron diferentes comportamientos, a pesar de la no
significancia estadistica, se eligi6 el Consorcio Microbiano Uno para continuar
con la investigaciébn por la mayor tendencia de actividad degradativa del

contaminante. La biorremediacion de suelos contaminados con “aceite lubricante



usado” en condiciones in vitro, se efectué durante 60 dias, usando el Consorcio
Microbiano Uno, evaluandose mediante bioensayos con “col rizada” Brassica
oleracea y ‘raigras” Lolium perenne, como fitoindicadores, logrando una
germinaciéon de 70% y 87% respectivamente. Las mejores condiciones de
degradacion del “aceite lubricante usado” por el Consorcio Microbiano Uno
fueron: pH 6 y temperatura 30°C, referente a la influencia de las diferentes
concentracioneé de nitrato de amonio como fuente de nitrogeno, éstas no
mostraron ninguna diferencia significativa, se identificé a: Rodotorula sp.,
Candida glabrata, Candida Krusei, Candida sp. y dos cepas de Bacillus sp. en

el consorcio Microbiano Uno.

Palabras clavés: biorremediacion, aceite lubricante usado, consorcio microbiano.
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I INTRODUCCION

Unc de los problemas ambientales mas importantes en la actualidad es la
contaminacién de ecosistemas terrestres y acuaticos por derrames de petroleo y
sus derivados. En el caso del suelo, las principales consecuencias ambientales
que se presentan después de un evento de contaminacién por hidrocarburos y
sus derivados son; la reduccién o inhibicién del desarrollo de la cobertura vegetal
del lugar del derran‘ie, cambios en la dinémicq poblacional de la fauna y la biota
microbiana y contaminacién por infiltracién de cuerpos de agua subterraneos.
Ademés del impacto ambiental negativo, los derrames de hidrocarburos generan
impactos de tipo econémico, social y de salud plblica en las zonas aledafnas al
lugar afectado (Pardo y col., 2004).

En los ecosistemas terrestres, el suelo representa el medio fisico que sustenta la
vida de diversas especies, tanto animales como vegetales. La materia organica e
inorganica del suelo da cabida a la coexistencia de una gran cantidad de
microorganismos que se adaptan a sué caracteristicas fisicas y quimicas aun
cuando estas sean variables. Los microorganismos tienen una gran importancia
ecolégica en los sistemas terrestres, pues cumplen [a funcién de descomponer

sustancias organicas de desecho en sus componentes basicos, los cuales se



metabaolizan junto con los nutrientes obtenidos del suelo, para generar nueva
biomasa y llevar a cabo sus funciones vitales (Pardo y col., 2004).

Los hidrocarburos y sus derivados, como el aceite lubricante, esta constituido por
un conjunto de moléculas formados principalmente por carbono e hidrégeno con
contenidos menores de otros elementos como azufre, oxigéno, nitrégeno o
trazas de metales, dependiendo del lugar de origen. Los incidentes de
contaminacién pueden ser remediados mediante eventos naturales que ocurren
en el medio contaminado, por ejemplo; en los suelos se presentan procesos de
atenuacion natural que viene a ser la capacidad de los suelos para degradar
cantidades de sustancias organicas; estos procesos estan ligados a actividades
metabdlicas de microorganismos -proceso denominado biorremediacion-, pero
también se presentan procesos fisicos y quimicos tales como; lavado,
volatilizacién, fotodescomposicién, hidrélisis, entre otros (Pardo y col., 2004).
Cuando el hombre empezé a actuar sobre los espacios contaminados en los
afios 1980, el método consistia en retirar los residuos y/o suelo contaminado a
un vertedero o cubrirlos con una capa impermeabie (confinamiento). Mas tarde,
se planted la necesidad de desarrollar alternativas para solucionar de forma mas
permanente y menos costosa el problema de los espacios contaminados. En
consecuencia, el desarrollo y uso de tecnologias mas apropiadas para el
tratamiento de suelos contaminados ha avanzado mucho y en la actualidad es
un tema de gran interés por sus repercusiones econdomicas y sociales (Martin y
col., 2004).

La rapida expansion y la sofisticacion creciente de diferentes sectores
industriales, fundamentalmente en los Uitimos treinta afios, se han traducido en
un incremento de la cantidad y la complejidad de residuos téxicos. Al mismo
tiempo, se ha ido desarrollando una conciencia social de este peligro que

lentamente va forzando el establecimiento de legislacién para reducir la



produccién de residuos contaminantes y prevenir el escape de los mismos al
medio circundante. Algunos accidentes que han supuesto un elevado impacto
ambiental como el vertido de combustibles, la liberacion de productos radiactivos
o la rotura de la presa, han puesto de manifiesto la justificada preocupacién y
alarma que estos temas suscitan en el conjunto de la poblacion y lo mucho que
queda por hacer para prevenir y finalmente resolver adecuadamente ese tipo de
situaciones (Martin y col., 2004).

Segun lo descrito en los parrafos anteriores, es importante entender que, para
mantener la calidad del ambiente es esencial el tratamiento de suelos
contaminados. Al iniciar la investigacion, observamos que el aceite lubricante es
uno de los contaminantes importantes en los suelos de los talleres de reparacion
de motores y en suelos de los grifos y establecimientos que venden aceites
lubricantes situados en nuestra localidad, especialmente en zonas de reparacion
de motores y de uso de maquinarias, debido a que el aceite lubricante esta
relacionado con la generaciéon de energia y usado en todo tipo de motores,
‘ocurren derrames accidentales y provocados, cuyos autores vienen a ser el
personal que trabaja en los talleres, cén el pretexto de impermeabilizar el suelo
al interior de los talleres de reparacion de motores, los establecimientos de venta
y las zonas aledafias de este modo evitar la polvareda. Esta situacion no
constituye un problema ambiental focalizado, sino que el aceite lubricante puede
infiltrarse y contaminar los cuerpos de agua subterréneos. En esta situacion se
hace indispensablé la aplicacion de tratamientos de biorremediacién a bajo costo
y que sean accesibles. La biorremediacién es una herramienta efectiva péra
mejorar la degradacién de contaminantes en suelos. El uso de microorganismos
aislados de los suelos contaminados con aceite lubricante y magnificados en

condiciones de laboratorio, pueden constituir una ayuda importante para acelerar



el proceso de descomposicion y degradacién de los aceites lubricantes vertidos

en suelos. |

En las investigaciones que se realizan a nivel nacional y mundial relacionados

con este tema, se trata de mantener un equilibrio entre la actividad del hombre y

el cuidado o restauracién del ambiente. Con esta finalidad se planted la

i‘nvestigacién, el cual tuvo los siguientes objetivos: -

e Utilizar los microorganismos aislados de suelos contaminados con
hidrocarburos para degradar “aceite lubricante usado” en suelos de
experimentacion en condiciones de laboratorio.

e Evaluar la degradacion de “aceite lubricante usado” por microorganismos, en
suelo, utilizando semillas de “col rizada” Brassica oleracea y “raigras” Lolium
perenne

e Optimizar los parametros de pH, temperatura y fuente de nitrégeno de los
microorganismos con capacidad degradativa de “aceite lubricante usado”.

o ldentificar las especies de microorganismos con capacidad degradadora de

“aceite lubricante usado”.



In. MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes

La blsqueda de mecanismos para disminuir la contaminacién ambiental es una
preocupaciéon de muchos investigadores, por lo que, en los Ultimos afos se han
realizando investigaciones para mejorar los ambientes contaminados, de los que
podemos citar los siguientes:

Araujo y col. (2004), realizaron el trabajo de investigacion en Venezuela, sobre la
biorremediacion de suelos contamin_ados con petréleo utilizando cepas
bacterianas autoctonas de suelos contaminados con hidrocarburos, las éepas
gue aislaron se sometieron a una prueba de eficiencia para la rémocién de gasoil
(fuente de carbono). Al realizar recuentos bacterianos de heterétrofos mesofilos,
con las cepas denominadas 16, 14, 11, 18 y 1 presentaron los mayores
porcentajes de remocion de hidrocarburos totales, 90, 63, 56, 49 y 45%
respectivamente; las que seleccionaron para su utilizacién como cultivos mixtos
en la prueba piloto. Realizaron una prueba piloto aplicando los tratamientos:
cultivo mixto, compostaje y fertilizacion en unidades expérimentales que
contenian suelo contaminado. La correlacion entre los heterétrofos mesofilos con
los hidrocarburos totales, nitrogeno y  fosforo, resultdé negativa y altamente

significativa (p<0,001), lo que establece que el aumento de los heterétrofos



" mesodfilos provoca la disminucion de los hidrocarburos totales, del nitrégeno y del
fosforo. La prueba de Tukey, establecié que los tratamientos con cultivo mixto +
fertilizacion (CM+N/P), compostaje + fertilizacion (Comp + N/P), compostaje +
cultivo mixto + fertilizacion (Comp + CM + N/P) y compostaje + cultivo mixto
(Comp + CM) no mostraron diferencias significativas (p<0,05) entre ellos y en los
que se obtuvo una remocién de los hidrocarburos totales del 95, 94, 93 y 86%
respectivamente, durante los tres meses del estudio. La aplicacién simultanea de
la técnica de compostaje, fertilizacién y consorcio bacteriano demostré ser una
buena alternativa para la recuperaciébn de suelos contaminados con
hidrocarburos.

Gamboa, R. (2004), al realizar el aislamiento é identificacion de bécterias
degradadoras de hidroparburos en suelos contaminados de la ciudad de
Ayacucho, us6 caldo Tauson con nitrato, urea o amonio como fuentes de
nitrégeno con una concentraciéon de petréleo de 1,4 ml/100ml, las muestras se
obtuvieron de suélos contaminados con hidrocarburos de talleres automotrices
de la ciudad de Ayacucho. Para Ia‘ identificacion realizé6 coloraciones
diferenciales y pruebas bioquimicas, identificandg cuatro géneros de bacterias:
Acinetobacter sp., Alcaligenes sp., Aeromonas sp. y Pseudomonas sp.

Barzola, I. (2004), Evalué la capacidad degradadora de cepas bacterianas
nativas en suelos contaminados experimentalmente con petréleo, en Ayacucho,
para lo cual usé las cepas de Pseudomonas sp., Aeromonas sp. Y Alcaligenes sp. las
cuales fueron inoculadas en cubetas con suelo de jardin con 5, 10 y 15 % de
petréleo D2, la biodegradacion se llevd a cabo durante tres meses, y luego
evalu6 la capacidad degradadora de los microorganismos: individuales y en
consorcios. Luego realizé6 bioensayos usando: maiz, alfalfa y quinua, para

determinar la capacidad de degradacion del contamiriante, evaluando: el



porcentaje de semillas y el tamafio de plantas. Las cepas de Pseudomonas sp. ¥
Aeromonas sp. mostraron mayor capacidad biodegradadora de petrélec D2.
Lopolito y col. (2008), al realizar estudios en Argentina, sobre la biodegradacién
de hidrocarburos de petrdleo y sustancias relacionadas empleando diferentes
sustratos organicos {crudo de petréleo, kerosene, aceite lubricante y benceno),
usaron tres inoculos diferentes desarrollados a partir de una muestra de agua
superficial con alto grado de contaminacién en reactores "batch” alimentados con
crudo de petroleo y aceite lubricante para automotores. Como nutrientes
utilizaron medio minimo salino (MM) y fertilizante foliar comercial. Los ensayos
se realizaron en matraces de 1000 ml, con agitacion continua y en condiciones
de esterlidad, de manera tal que so6lo pudieran desarrollarse aquellos
microorganismos con capacidad de utilizar los hidrocarburos como Unica fuente
de carbono y energia. La biodegradacion fue evaluada a través de la estimacion
de la biomasa microbiana {recuento de bacterias viables en placa y consumo de
oxigeno) y la concentracion de hidrocarburos totales en la fase disuelta (DQO y
lectura infrarrojo). Se determinaron proteinas totales e hidratos de carbono con el
fin de observar la posible liberacidén de biosurfactantes.

Marin {(2001), realizé su trabajo de investigacién en Espafia, sobre regulacién de
ia degradacion de alcanos en tres estirpes bacterianas aisladas de lugares
contaminados por petrdleo. En la investigacion, desarrolld estudios sobre la
expresion de los genes que codifican alcano hidroxilasas, que es la enzima que
oxida la molécula terminal de los alcanos, usando las cepas Burkholderia cepacia
RR10, Pseudomonas aeruginosa RR1 y Alcanivorax borkumensis AP1, de los
estudios se tuvo los siguientes resultados; (a) las alcano hidroxilasas sélo se
expresan si existen alcanos en el medio susceptibles de ser metabolizados; (b)
en la fase de crecimiento de las bacterias, la expresion de las alcano hidroxilasas

no es constante a lo largo del tiempo, sino que cada una de ellas se expresa en



un momento concreto del crecimiento; (c) la existencia de ofras fuentes de
carbono en el medio ademas del alcano, es decir, la expresiéon de las alcano
hidroxilasas esta sujeta a represion catabdélica; (d) la expresiéon de la alcano
hidroxilasa de B. cepacia RR10 se induce con alcanos de entre 12 y 30 atomos
de carbono. En el caso de los dos alcanos hidroxilasas de P. geruginosa RR1, su
expresion se induce con alcanos de entre 12 y, al menos, 20 atomos de carbono;
(e) el hecho de gque la expresién de las alcano hidroxilasas de B. cepacia RR10,
P. aeruginosa RR1 y A. borkumensis AP1 esté sujeta a represion catabdlica sugiere
que los alcanos no son sustratos de crecimiento preferentes para las bacterias,
por lo cual, no se expresaran si existen otras fuentes de carbonc mas favorables
en el medio. Estos resultados son importantes para el disefio de estrategias de
biorremediacion en los que se requiera estimular artificialmente el crecimiento de
las bacterias biodegradadoras, y de sistemas de biotransformacion basados en
estas enzimas.

Pardo y col. (2004), en la investigacién realizada en Colombia, sobre efecto de la
adicion de fertilizantes inorganicos en suelos contaminados de petréleo, se
evaluo la técnica de biolabranza o desarrollo in vitro. A través de un disefio de
seis unidades experimentales (UE) que contenian suelo contaminado con
petréleo crudo; tres UE fueron tratadas con fertilizante inorganico triple 15, y las
otras fueron tomadas como control bidtico. La efectividad de la biolabranza se
determiné por medio de analisis de pH, porcentaje de humedad, temperatura,
recuento de microorganismos heterétrofos totales y nimero mas probables de
microorganismos degradadores de petréleo, nutrientes e hidrocarburos totales,
durante un periodo de experimentacion de cuatro meses. Al final del tiempo de
experimentacién, para el tratamiento de biolabranza con adicién de nutrientes,

se lograron porcentajes de remocion altos de Hidrocarburos totales de petréleo



(TPH), hasta un 91%, alcanzando concentraciones finales de TPH de 2028 ppm,
en comparacioén con el control bidtico en el cual se obtuvieron porcentajes de
remocién hasta del 65% y las concentraciones finales de 8049 ppm de TPH; de
manera que se logré demostrar que la adicién de nutrientes optimiza el proceso
de degradécién de hidrocarburos en suelos.

Bracho y col. (2004), al realizar estudios sobre biodegradacion de hidrocarburos
aromaticos policiclicos y heterociclicos por Pseudomonas sp. en la Universidad dei
Zulia, Maracaibo en Venezuela, evaluaron la capacidad de 14 cepas de
Pseﬁdomonas, para degradar hidrocarburos aromaticos diciclicos, triciclicos y
heterociclicos tales como; naftaleno, antraceno, fenantreno y dibenzotiofeno,
constituyentes de la fraccion éromética del petréleo. Con este fin, los
hidrocarburos disueltos en solventes organicos fueron rociados en placas de
agar, formando una capa opaca de susfrato, sobre la cual fueron inoculados los
microorganisrﬁos. Las bacterias capaces de degradar los hidrocarburos se
detectaron al presentar crecimiento visible o aparicion de zonas claras en la capa
de los hidrocarburos, fenémenos que evidencian la solubilizacion y utilizacidén
sustrato. Como resultado se encontré que el 100% las cepas estudiadas fueron
capaces de degradar hidrocarburos naftaleno y antraceno, el 78,57% degradé
fenantrelno, el 71,42% dibenzotiofeno y el 50% los cuatro. Estos resultados
demuestran que las cepas aisladas poseen capacidades enzimétic;as diferentes
para degradar estos compuestos. Asimismo pemmitieron seleccionar cepas
capaces de degradar algunos los constituyentes de la fraccién aromatica de
petréleo, caracteristica que las hace ideales para su utilizacién en ensayos de
biorremediacion en suelos impactados con petréleo.

Vallejo y col. (2005), al realizar estudios sobre la bioestimulacion de [a
biodegradacion de hidrocarburos totales de petréleo (TPH) en suelos

contaminados con petréleo, en Colombia, evaluaron el efecto de la adicidon de



nutrientes (N y P) en forma de sales inorganicas simples y un fertilizante
inorganico compuesto en la biodegradacién de hidrocarburos totales de petrolec
(TPH). Se emplearon mesocosmos con suelo contaminado (20000 mg TPH/Kgp.)
y se evalud un control abiético y un control sin nutrientes. El estudio se realizo
durante 125 dias con 5 evenfos de muestreo. Las mayores tasas de degradacion
de TPH se observaron durante los 28 primeros dias. De los microorganismos
aislados en el estudio la especie Stenotrophomonas maltophilia fue la especie
predominante durante el estudio.

Abril (2004), evalué la eficiencia de practicas de manejo y de habitat usando
microorganismos para degradar efluentes en una industria metalirgica de
Cordoba, Argentina. Para optimizar la actividad de organismos del agua, el suelo
y la rizosfera de las plantas, se manejaron tres habitats; acuatico, de humedales
y agricola. Las practicas fueron; introducciéon de vegetacion palustre y terrestre,
aireacion del agua, laboreos, remocién de sedimentos e inoculacion con
bacterias autoctonas. El pH registrado estuvo entre 8,4 y 10,9 [a cantidad de
bacterias descomponedoras usadas como inéculo estuvo eh una concentracién
de log 3,6 y 8,9 /ml. Los sedimentos presentaron elevado pH, Zn y Cr y escaso
contenido de aceites. No se detectaron estos contaminantes ni en el suelo ni en
la napa. Mediante el manejo de habitat se logré una eficiente degradacién de los
aceites del efluente y una ausencia total de lixiviados, barros y agua remanente.
Castro-Carrillo y col. (2008), realizaron estudios sobre |la remocion de fenantreno
con Azolla caroliniana “helecho” y microorganismos hidrocarbonoclastas,
constituidos por Bacillus stearothermophilus v Oscillatoria sp., esta investigacién es
uno de los primeros reportes del efecto negativo del fenantreno sobre el
crecimiento de Azolla caroliniana y sus microsimbiontes, asi como del potencial
de remediacion de fenentreno por Azolla caroliniana medinate el uso de

biocaumentacion.
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Martinez-Alonso y col. (2005), en el analisis del papel de los tapetes microbianos
en la biorrecuperacion de zonas litorales sometidas a la contaminacién por
vertido de petréleo. El equipo de trabajo se involucré en un proyecto europeo
multidisciplinario, cuyo propésito era desarrollar sistemas modelo de los tapetes
microbianos en el laboratorio que permitieran él estudio del efecto y la respuesta
de este tipo de ecosistema a un vertido _de petréleo. Las conclusiones hés
destacadas obtenidas por los distintos grupos de investigacién que integraban
este proyecto se resumen; (a) los tapetes microbianos desarrollados en el
laboratorio muestran un comportamiento similar al observado en el ambiente
natural; (b) Las cianobacterias filamentosas migran hasta la superficie y llegan a
constituir una nueva capa bacteriana sobre el petréleo. El petréleo queda
atrapado en el tapete entre la capa 6xica por encima y una anéxica por debajo,
originandose una situacion favorable para la biodegradacion; (c) tras el contacto
con el petréleo se observa un cambio de su estructura comparada con la
pertenecia a los no contaminados. Las cianobacterias producen
exopolisacaridos que forman una matriz que emulsiona el petréleo y permite el
deéarrollo de la comunidad degradadora de petréleo; (d) las bacterias aerébicas,
son mas activas en la matriz por la accesibilidad a los hidrocarburos y por Ia
elevada produccion de oxigeno por parte de las cianobacterias; (e) respecto a
las bacterias fototroficas, las cianobacterias son los elementos estructurales mas
importantes de los tapetes, pero su papel en el ataque de los hidrocarburos
todavia no esta claro; (f) con respécto a las bacterias heterétrofas varios grupos
bacterianos son seleccionados tras la contaminacién, principalmente el género
aerdbico Marinobacter y algunas bacterias reductoras de sulfato; (g) en los
tapetes microbianos, la degradacién biolégica de los componentes del petréleo
bajo condiciones andxicas es lenta y presumiblemente, altamente selectiva. En

las capas anodxicas, bajo el petréleo, las bacterias reductoras del sulfato son mas
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eficientes cuando coexisten con las bacterias rojas del azufre, para una mejor,
aungque todavia lenta biodegradacién; (h) las interacciones entre bacterias
aerobias y anaerobias en la interface éxica-andxica hace que la biodegradacién
sea mas eficiente. En resumen, los estudios realizados en el marco de este
proyecto ponen de manifiesto la eficiencia de los microcosmos.para valorar el
impacto de un ;episodio de contaminaciéon con petréleo sobre los tapetes
microbianos, a la vez que muestran la importancia que pueden tener éstos
ecosistemas para una buena recuperacion de las zonas litorales que.sufren una
contaminacion cronica o puntual.

Bracho y col. {2004), evaiuaron la degradacién de hidrocarburos aromaticos por
bacterias aisladas de suelos contaminados con petréleo en el estado de Zulia,
Venezuela, aislaron un total de 37 cepas bacterianas, de los cuales 20 se
identificaron como Pseudomonas, 9 como Bacillus, 6 como Staphylococcus y 2 como
Micrococcus con respecto a la degradacion de hidrocarburos mostraron como
resultado que el 100% de las cepas estudiadas fueron capaces de degradar los
hidrocarburos naftaleno y antraceno, el 78,57% degradé fenantreno, el 71,42%
dibenzoticfeno y el 50 % los cuatro hidrocarburos. Mostrando que estas cepas
poseen capacidades enzimaticas diferentes para degradar estos compuestos. La
investigacion tuvo como finalidad mostrar la capacidad que poseen algunas
bacterias provenientes de suelos contaminados con petréleo para la degradacion
de hidrocarburos constituyendo éstas un potencial importante para la
bf’orrecuperacién de sustratos impactados.

Fonturbel y col. (2004), al realizar estudios sobre uso de algunos pardmetros
microbiolégicos y bioquimicos para la evaluacién de la contaminacion por
hidrocarburos y la biodegradacion de los mismos, en la zona del lago Titicaca,
San Pedro de Tiquina, Bolivia, se estudi6 1a variacién en el tiempo de la biomasa

microbiana, el pH y [a ac_:tivigiad enzimatica (para proteasas, ureasas Yy
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sacarasas), en suelos expuestos naturalmente a pequefias vertientes de
hidrocarburos. Se estudiaron muestras en época seca y de época de lluvias. La
biomasa presenté un descenso hasta llegar a 0 meqC/Kg en época seca en la
muestra tratada con hidrocarburos, las muestras de época de lluvias mostraron
un comportamiento exponencial, en ambos casos. El analisis de pH mostré una
tendencia a regularse en un rango de 5,50-5,60 a las dos semanas de actividad
tanto en época de lluvias como en época de secano. Los analisis de actividad
enzimatica mostraron un comportamiento dé tipo reciproco y polinomial de 2° -
grado para proteasas, ureasas y sacarasas, aunque se vio que las sacarasas no
tienen sensibilidad a este tipo de contaminacién. Los analisis de varianza
efectuados mostraron diferencia significativa entre los tratamientos con
hidrocarburos y los testigos. Los analisis de correlacion de Pearson mostraron
una correlacion regulas entre pH-biomasa y biomasa-proteasas, y una alta
correlacién entre proteasas-ureasas.

Goémez y col. (2008), en la investigacion que realizaron para determinar la
capacidad de degradaciéon de compuestos organicos persistentes por bacterias
marinas aisladas de sedimentos en el .Caribe Colombiano, aislaron 82 cepas
bacterianas a partir de muestras de sedimento del Caribe Colombiano, capaces
dé tolerar los contaminantes organicos persistentes en ambientes aerébicos, de
los cuales 64 sobrevivieron a condiciones de laboratorio, 43 se aislaron en
medios de cultivo enriquecidos con plaguicidas organofosforados y 21 en medios
con hidrocarburos, r'trabajaron con cultivos mixtos constituidos por 9 cepas
bacterianas, para la degradacién de hidrocarburos. Disminuyendo 68,61% de los
compuestos contaminantes en 21 dias. Se identificaron las cepas bacterianas
degradadoras de hidrocarburos usando la secuencia del Gen 16 S del ARNr;
Klebsiella pneumoniae, Enterobacteriaceae bacterium, Pseudomonas sp., Ralstonia sp. y

Bacillus pumilus.
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Cardenas y col. (2004), realizaron estudios en San Juan, Puerto Rico, con la
finalidad de evaluar la influencia de la fertilizacién en la biorremediacién de
suelos contaminados con hidrocarburos utilizando lodos residuales, aplicaron
seis tratamientos con diferentes proporciones de lodo vy fertilizante, al cabo de
tres meses lograron disminuir la presencia de hidro_carburos en 14,64; 41,98;
53,19; 38,47; 38,47, 47,46 y 62,68 %, los parametros que se determinaron
fueron; numeracion de heterétrofos, concentracion de hidrocarburos,
concentraciéon de nitrégeno, fésforo, materia organica, pH, humedad, presencia
de hidrocarburos aromaticos, resinas y asfalto.

Acufa y col. (2008), estudiando los suelos de la Patagonia, Argentina,
deficientes en nitrégeno, contaminados con petroleo, concluyen que es posible la
biodegradacién de hidrocarburos en suelos deficientes de nitrégeno en tiempos
mas prolongados en comparacién a aquellos suelos en los cuales se realiza una
fertilizacién con nitrégeno. E! nitrégeno necesario para el proceso de
biodegradacion es obtenido por los microorganismos del suelo por fijacién
biolégica.

Vasquez y col. (2010), al realizar la biorremediacién de Iodos contaminados con
aceites lubricantes usados, en Colombia, debido a que la contéminacién con
aceites lubricantes usados generan gran impacto ambiental negativo al no ser
manejados adecuadamente. Propusieron la biorremediacién para disminuir la
concentracion de dichos contaminantes. Los ensayos fueron realizados en las
instalaciones de la planta de tratamiento de aguas residuales (PTAR) de rio Fn’ol
(Girén, Santander, Colombia), donde se evaluaron consorcios microbianos
nativos, que posteriormente se adicionaron a las biopilas conformadas por lodos
deshidratados provenientes del tratamiento primario de aguas residuales
domeésticas (usados como fuente de materia organica), lodos provenientes de

lavaderos de carros y lodos de alcantarillado de la zona industrial de la ciudad de
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Bucaramanga (Colombia). Se aislaron, identificaron y conservaron cepas
microbianas con capacidad degradadora de hidrocarburos totales de petréleo
(TPH) como Pseudomonas sp., Acinetobacter sp, Enterobacter cloacae, Citrobacter sp.,
Bacillus brevis, Micrococcus sp. Y Nocardia sp. se realizé una serie de pruebas
piloto donde se inoculé cada montaje con un consorcio bacteriano a una
concentracion de 3x10® UFC/ml de bacterias y microorganismos flingicos como
Aspergillus sp., Fusarium sp., Trichoderma sp., a una concentracion de 1x1 0°
esporas/ml; se monitorearon parametros de temperatura, pH, humedadv y
oxigenacion. Se realizaron dos ensayos para verificar el comportamiento de
dichos tratamientos; se analizé la variable continua TPH en ppm mediante el
método de modelos mixtos lineales en bloques aleatorios completos, que
revelaron diferencias significativas entre la biopila control y las biopilas bajo
prueba; se obtuvieron porcentajes de remocién hasta de 94% de TPH en 120
dias y 84% en 40 dias, lo que reflej6 un efecto positivo en la utilizacion de los
consorcios de microorganismos bajo prueba en la descontaminacién de lodos de

alcantarillado industrial y lodos de lavaderos de carros.

2.2, Bases Tedricas

2.2.1. Biorremediacién

Se denomina biorremediacion a los procesos de degradacion, biodegradacion o
ruptura de ciertos contaminantes quimicos en la que intervienen plantas,
microorganismos (hongos filamentosos, levaduras y bécterias) y sus enzimas,
generando compuestos inocuos o menos agresivos para el entorno. La
biorremediaciéon es, un proceso de descontaminacién y detoxificacion de los
contaminantes quimicos presentes en un ambiente determinado por actividad de

los seres vivos (Gomez, 2004).
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La biorremediacion se lleva a cabo usualmente en la naturaleza, operando en
régimen aerobio (en medio oxidante) o anaerobio (en medio reductor), en el
suelo y en el agua, pero con una velocidad muy. baja que resulta generalmente
obligado acelerarla cuando se desea utilizar en la recuperacion de un medio
contaminado (Gémez, 2004).

La biorremediaciéon se puede clasificar como: in sifu o ex sifu. La primera
consiste en tratar el material contaminado en el lugar en que se encuentra sin
trasladarlo a otro lugar. Este proceso se realiza en suelos excavados con la
finalidad de degradar un elevad.o namero de contaminantes quimicos,
generalmente de caracter organico: fitosanitarios agricolas, petréleo y sus
derivados, aceites y ciertos compuestos organicos halogenados, pero también se
puede utilizar en descontaminaciéﬁ de metales pesados. En el proceso
denominado biorremediacién ex situ el material contaminado se traslada a otro
lugar para realizar o completar su descontaminacion (Gomez, 2004).

El término biorremediacién fue acufiado a principios de la década de los ‘80 y
proviene del concepto de “remediatién”. Los cientificos determinaron que era
posible aplicar estrategias de remediacion que fuesen biolégicas, basadas
esencialmente en la observacién de la capacidad de los microorganismos de
degradar en forma natural ciertos compuestos contaminantes. Entonces, la
biorremediacion surge como una rama de la biotecnologia que busca resolver los
problemas de contaminacién mediante _eI uso de seres vivos (microorganismos y
pléntas) capaces de degradar compuestos que provocan desequilibrio ‘en el
medio ambiente, ya sea suelo, sedimento, fango o mar (Levitus y col., 2004).
2.2.1.1. Tipos de biorremediacion

2.2.1.1.1. Degradacion enzimatica

Este tipo de degradacion consiste en el empleo de enzimas en el lugar

contaminado con el fin de degradar las sustancias nocivas. Estas enzimas se
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obtienen en fermentadores a partir de microorganismos nativos o modificados
genéticamente. Por ejemplo, existe un amplio nimero de industrias de
procesamiento de alimentos que producen residuos que necesariamente deben
ser tratados antes de ser eliminados. En estos casos, se aplican grupos de
enzimas que hidrolizan polimeros complejos para luego terminar de degradarlos
con el uso de microorganismos. Estas enzimas son utilizadas en tratamientos en
los cuales los microorganismos no pueden desarrollarse debido a la alta
toxicidad de los contaminantes. Por ejemplo, se emplea la enzima peroxidasa
para iniciar la degradacion de fenoles y aminas aromaticas presentes en aguas
residuales de muchas industrias (Levitus y col., 2004).

2.2.1.1.2. Biorremediacion microbiana

En este tipo de remediacion se usan microorganismos en el lugar de la
contaminacion. Los microorganismos utilizados en biorremediaciéon pueden ser
los existentes (autdctonos) en el sitio contaminado o pueden provenir de otros
ecosistemas, en cuyo caso deben ser agregados o inoculados. La
descontaminacion se produce debido a la capacidad natural que tienen ciertos
organismos de transformar moléculas organicas en sustancias mas pequenias,
que resultan menos téxicas. El hombre ha aprendido a aprovechar estos
procesos metabdlicos de los microorganismos. De esta forma, los
microorganismos, mediante el proceso de biorremediacion pueden degradar
compuestos téxicos hasta convertirlos en compuestos inocuos o0 menos toxicos,
reduciéndose de esta forma, la polucion de los sistemés acuaticos y terrestres.
La gran diversidad de microorganismos existentes ofrece muchos recursos para
limpiar el medio ambiente y en la actualidad, esta area esta siendo objeto de
intensa investigacién. Existen, por ejemplo, bacterias y hongos que pueden
degradar con relativa facilidad petréleo y sus d_érivados, benceno, tolueno,

acetona, pesticidas, herbicidas, éteres, alcoholes simples, entre otros. Los
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metales pesados como uranio, cadmio y mercurio no son biodegradables, pero
las bacterias pueden concentrarlos de tal manera que éstos son eliminados mas
faciimente. Las actividades microbianas en el proceso de biorremediacion se

pueden resumir en el siguiente esquema (Levitus y col., 2004).

/“

‘Degradacién enzimitica

Rerngdidcion migrobiang

( BIORREMEDIACION

Fitorremediacién,

N

Figura N° 1: Tipos de biorremediacién (Levitus y col., 2004).

MINERALIZACION:
. Contaminante transformade
CONTAMIMNANTE % ‘@ en GO,y H,0
Micreorganismos .
NUTRIENTES: | S
Fdsforo A TRAMSFORMACION:

Contaminante medificedo

Nitrégeno y otros

Figura N° 2: Metabolismo microbiano {Levitus y col., 2004).
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2.2.1.1.3. Fitorremediacién

La fitorremediacidon es un proceso en el que se utiliza plantas para remover,
transferir, estabilizar, concentrar yfo destruir contaminantes (organicos e
inorganicos) en suelos, lodos vy sedimentos, los que pueden ser aplicados tanto
in situ como ex situ. Los mecanismos de la fitorremediacién incluyen la
rizodegradacién, la fitoextraccién, la fitodegradacion vy la fitoestabilizacion (Volke

¥ Velasco, 2002).

La rizodegradacién se lleva a cabo en el suelo que rodea a las raices. Las
sustancias excretadas naturalmente por éstas, suministran nufrientes para los
microorganismos, mejorando asi su actividad biolégica. Durante la fitoextraccion,
los contaminantes son captados por las raices (fitoacumulacion) vy
posteriormente estos son traslocados yfo acumulados hacia los tallos y hojas
(fitoextraccion). En la fitoestabilizacion, las plantas limitan movilidad vy
biodisponibilidad de los contaminantes en el suelo, debido a la produccion en las
raices de compuestos quimicos que pueden adsorber y/o formar complejos con
los contaminantes, inmovilizandolos asi en la interface raices-suelo. La
biodegradacion consiste en el metabolismo de contaminantes dentro de los
tejidos de la planta, a través de enzimas que catalizan su degradacion (Volke y
Velasco, 2002).

La fitorremediacion puede aplicarse eficientemente para tratar suelos
contaminados con compuestos orgénjcés como benceno, tolueno, etilbenceno y
xilenos (BTEX); solventes clorados; hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP);
desechos de nitrotolueno; agroquimicos clorados y organofosforados; ademas
de compuestos inorganicos como Cd, Cr(Vl), Co, Cu, Pb, Ni, Se y Zn. Se ha
demostrado también su eficiencia en la remocion de metales radioactivos y

toxicos de suelos y agua (Volke y Velasco, 2002).
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Existen varias limitaciones que deben considerarse para su aplicacion: (i) el tipo

de plantas utiﬁzadas determina la profundidad de los suelos a descontaminar; (i)

altas concentraciones de contaminantes pueden resultar toxicos para su

desarrollo; (iii) depende del ciclo agricola; (iv) no es efectiva para contaminantes

fuertemente. sorbidos; (v) la toxicidad y biodisponibilidad de los productos de la

degradacion no siempre se conocen y pueden movilizarse o bioacumularse en

animales (Volke y Velasco, 2002).

- 2.2.2_ Bacterias degradadoras de hidrocarburos

La biodegradacién mediante bacterias ofrece grandes posibilidades de limpiar y

descontaminar sistemas complejos y gracias a sus ventajas econémicés ¥

ambientales sera una de las tecnologias mas desarrolladas durante este siglo.

Se estan utilizando cepas especializadas de microorganismos de alta actividad

para tratar agentes contaminantes en diferentes sectores, como las industrias

que utilizan catalizadores, las textiles, las curtiembres, el procesamiento de

celulosa y almidén, la galvanoplastia, la mineria, el desengrasado vy

recubrimiento de superficies y la impresién (Levitus y col., 2004).

El desarrollo biotecnolégico que se esta llevando a cabo para procesos de

biorremediacién se pueden mencionar a los siguientes:

* Bacterias transgénicas que son capaces de degradar compuestos téxicos en
compuestos menos nocivos.

e Bacterias capaces de reducir las formas altamente toxicas de mercurio en
otras menos tdxicos y volatiles.

» Bacterias que transforman metales del suelo en formas menos téxicas o
insolubles. Por ejemplo, la reduccién de cromo (Cr*® a Cr'¥).

s la utilizacién de la bacteria Deinococcus radiodurans para eliminacién de

elementos radiactivos presentes en el suelo y aguas subterraneas.
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o Cianobacterias a las que se le han introducido genes de bacterias
Pseudomonas con capacidad de degradar diferentes hidrocarburos o

pesticidas (Levitus y col., 2004).
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Tabla N° 01: Principales microorganismos que degradan petréleo y sus

derivados (Murria, R., 2009)

MICROORGANISMO COMPUESTO DEGRADABLE
Acinetobacter sp. - n-alcanos
Acinetobacter baumanii Hidrocarburos saturados y aromaticos
Acinetobacter calcoacéticus ¢, petroleo crudo
Achromobacter sp. Bifenilos policlorados
Arthrobacter sp. Hidrocarburos saturados y aromaticos
Alcaligenes sp. Petréleo crudo
Alcaligenes faecalis Fenol
Bacillus lentus Bifenilos policlorados
Bacillus mascerans Bifenilos policlorados
Bacillus thuringiensis Bifenilos policlorados
Beauveria alba Hidrocarburos saturados y aromaticos
Candida tropicalis Petréleo crudo '
Celulomonas flavigena Petroleo crudo
Comamonas acidovorans Bifenilos policlorados
Desifitobacterium dehalogenans O-Clorofenol
Desulfococcus sp. Alquibencenos
Flavobacterium devirans Bifenilos policlorados
Gordina sp. Dibenzotiofeno
Marinobacter aquaelolei Petroéleo crudo
" Micrococcus sp. Petréleo crudo
Microcoleus sp. Pireno
Micobacterium chthonoplastes ~ n-Alcanos
Micobacterium sp. Pireno, n-alcanos:
Nocardia sp. Dibenzotiofeno
Nocardiopsis sp. Petroleo crudo
Paerubacillum sp. Dibenzotiofeno
Phormidium corium n-Alcanos
Penicillium simplicissimum Hidrocarburos saturados y aromaticos
Pleorotus ostreatus Polinucleo arométicos
Pseudomonas sp. Tolueno, bifenilos policlorados, fenantreno
Pseudomonas aureginosa Fenol
Pseudomonas fluorences Petréleo crudo
Pseudomonas putida Petréleo crudo
Pseudomonas stutzeri ~ Tetracloroetileno
Rhizobium meliloti Dibenzotiofeno
Rhodococcus sp. Dibenzotiofeno
Rhodococcus sp. Alcanos
Rhodococcus erythropolis Petréleo crudo
Saccharomyces sp. Petréleo crudo
Serratia sp. Fenol
Serratia marcescens Petroleo crudo
Serratia paucimobilis HPAs
Sphingomonas sp. Carbazol
Sphingomonas spiritivorum Hidrocarburos saturados y aromaticos
Thauera aromatica Fenol
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2.2.2.1. Fundamento bioquimico de [a biodegradacion de hidrocarburos por
microorganismos

El fundamento bioquimico se basa en que la cadena respiratoria, o
transportadora de electrones de las células, realiza una serie de reacciones de
dxido-reduccién cuyo fin es la obtencién de energia. La cadené la inicia un
sustrato organico (compuestos hidrocarburados) que es externo a la célula y que
actia como dador de electrones, de modo que la actividad metabdlica de la
célula acaba degradando y consumiendo dicha sustancia (Madigan y col., 1998).
Los aceptores de finales de electrones mas comunmente utilizados por los
microorganismos son el oxigeno, los nitratos, el hierro (lil}, los sulfatos y el
diéxido de carbono. Cuando el oxigeno es utilizado como aceptor de electrones
la respiracién microbiana se produce en condiciones' aerobias y los procesos de
biodegradacion seran de tipo aerobio; sin embargo, si utiliza los sulfatos o el
didxido de carbono se produce en condiciones anaerobias, este proceso es lento
y es realizado por bacterias sulfato reductoras y desnitrificantes (Madigan y col.,
1998).

2.2,2.2. Degradacion dé hidrocarburos alifaticos en presencia de oxigeno
Los hidrocarburos alifaticos se clasifican en alcanos, alquenos y alguinos
dependiendo de lo saturado que estén sus enlaces. Como norma general se dice
que cuanto mas insaturado sea una cadena carbonatada (mas dobles y triples
enlaces) mas dificil o lenta sera su degradacion. De igual manera los alcanos de
cadena larga son mas resistentes a la biodegradacién (Rittmann y col., 2001).
Los hidrocarburos, al alcanzar un péso molecular superior a 500 dejan de servir
como fuente de carbono para el crecimiento microbiano. En general tambiéh la
presencia de ramificaciones reduce la tasa de biodegradacion porque los atomos
de carbono terciario y cuaternario interfieren con los mecanismos de

degradacion o lo bloquean totalmente.: Los microorganismos que utilizan
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hidrocarburos como sustrato deben producir enzimas (monooxigenasas) que son
dependientes de oxigeno. La mayoria de los microorganismos en teoria, si son
capaces de sobrevivir en ese ambiente, pueden degradar sin mas problemas
hidrocarburos de cadena larga. Para que los microorganismos puedan degradar
alcanos primero deben oxidar el Ultimo carbono de la molécula gracias al
complejo multienzimatico que no hacen mas que incorporar esta molécula de
oxigeno. Asi se obtiene un hidrocarburo con un grupo alcohol siendo asi una
molecula mas reactiva. Mediante otras enzimas este grupo alcohol se oxida
hasta grupo aldheido y finaimente carboxilico. Asi se obtiene una molécula
similar a un acido graso y puede ser degradado a acetil-CoA por oxidacion. Este

proceso de oxidacion también puede darse en carbonos no terminales dando

lugar a dos acidos grasos que se procesaran por oxidacion (Madigan y col., 2004).

CHy —GH, + “MADH + o0
n-Octano - (O2)

l Manooxiganasa

CHsEHOH  + NAD*  +  HO
n-Octanol

GrHC = =}
Acido m-octanocico

ATP ‘“‘\/—_— Coh,
AMP + F'P,-(-’/"

p-Oxidacian
a acetil-CoA (vdass Figura 13.48)

Figura N° 3: Etapas en la oxidacién de un hidrocarburo alifatico, la primera de
las cuales es catalizada por una monooxigenasa {Madigan y col,,
2004)
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2.2.3. Aceites lubricantes

Son aceites grasos o aceites de origen mineral que se aplican a las superficies
de rodadura, deslizamiento o contacto de las maguinas para reducir el
rozamiento entre las partes moéviles. Los lubricantes naturales pueden ser fluidos
o semifluidos (como los aceites organicos y minerales), semisodlidos, como la
grasa o sdlidos como el grafito. Entre los lubricantes sintéticos estan las siliconas
y otros productos especiales capaces de soportar temperaturas muy altas, como
las propias de los motores diesel avanzados. Estos productos pueden tomar la
forma de recubrimientos que permiten a las partes moviles Iubricarse por si solas
o de aceites que se descomponen sin dejar sedimentos generadores de
rozamiento {Encarta, 2009).

Los primeros lubricantes fueron los aceites vegetales y las grasas animales. Sin
embargo, desde finales del siglo XIX mas del 90% de todos los [ubricantes se
derivan del petroleo o del aceite de esquistos, productos abundantes que
pueden destilarse y condensarse sin descomponerse {Encarta, 2009).

Los aceites lubricantes derivados del petréleo, son obtenidos por procesos de
destilacion, pfoduciéndose gas himedo, Agasolina, turbosina, kerosene, diesel,
etc. del residuo se obtiene los aceites basicos, Ids gue son enviados a las
plantas de vacio en las que se extraen los aceites basicos crudos mas ligeros.
De ese lugar, sale un residuo que es enviado a las plantas desasfaltadoras, en
las que se producen los aceites basicos mas pesados, obteniéndose también un
subproducto para la elaboracién de los asfaltos. Una vez obtenida toda la gama
de aceites basicos crudos, se envian a las plantas de extraccién con furfural, en
las que son desaromatizados, incrementandose su indice de viscosidad y
mejorandose el color, entre otras cosas. Posteriormente, pasan a otro
tratamiento en una planta de hidrotratamiento, la cual funge como estabilizadora,

quitando compuestos de azufre, nitrégeno, oxigeno, etc. (Quiminet, 2009).
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En general los aceites lubricantes automotrices, dependiendo el uso al que se
destinan, como por ejemplo; usados en motor a diesel o gasolina, transmision
manual o automatica, sistema de [a direccion, etc., asi como la viscosidad que se
requiere y las especificaciones que deban cumplir, son el resultado de la
mezclas de dos o rﬁés aceites basicos y ademas se adicionan diferentes tipos de
aditivos para mejorar algunas propiedades de los aceites (Quiminet, 2009).

La elaboracion de aceites [ubricantes, se inicia cuando los aceites basicos son
transportados a los tanques de almacenamiento de la planta, dependiendo la
viscosidad que se necesita obtener, se transfieren a un tanque o tina de
mezclado, en el que se adicionan los aditivos, que pueden ser (a) antidesgaste;
{b) detergentes y/o (c¢) dispersantes (Quiminet, 2009).

El tanque de mezclado, generalmente tiene un sistema de calentamiento y
agitacién para realizar una mezcla homogénea del producto. Una vez realizada
la mezcla, se procede a realizar [os controles de acuerdo a las normas de cada
pais. Luego de tener la conformidad de los resultados el aceite se envia a los
tanques de producto terminado para posteriormente proceder a su venta, a

granel, 0 envasado (Quiminet, 2009).

2.3. Marco conceptual

2.3.1. Suelos contaminados con aceite lubricante usado

Se denomina a suelos contaminados con aceite residual téxico, que no ha sido
dispuesto adecuadamente y es desechado al suelo, en forma casual o
intencionalmente, ocasionando de este modo un deterioro en el ambiente y la
salud humana, por sus efectos cancerigenos, t6xicos y venenosos, por ser
considerados sustancias de dificil biodegradacion y estar clasificados como
residuos peligrosos por la reglamentacion establecida en el Convenio de Basilea

{Acuiia y col., 2008).
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2.3.2. Biodegradacion

La biodegradacién de hidrocarburos y sus derivados es un proceso mediante el
cual, los microorganismos reducen la complejidad de los compuestos quimicos a
compuestos mas simples, es decir de menor peso molecular; por lo que se
presenta comb una opcidn muy viable para el tratamiento de sueios
contaminados con hidrocarburos y sus derivados.

Para que la degradacién se lleve a cabo, es necesaric que existan las
condiciones ambientales adecuadas, asi como lé cantidad suficiente de
microorganismos degradadores de hidrocarburos, estos por lo general son
microorganismos autdctonos del sitio contaminado. En caso de que las
condiciones -ambientales y los microorganismos degradadores no sean

suficientes, es necesario establecerlas (Acuia y col., 2008).

2.3.3. Porcentaje de germinacion

La germinacién es el potencial o poder que tiene la semilla para producir plantas.
Siendo este elemento facil de medir. La prueba de germinacién es un bioensayo
que permite determinar la capacidad que tiene la semilla para producir p!antés

(Cardenas y col., 2004).

2.3.4. Optimizacion de condiciones de crecimiento microbiano

El crecimiento microbiano se ve afectado por las condiciones ambientales a la
gue estan expuestos y también por las diversas concentraciones de nutrientes.
No todos los microorganismos responden igualmente a un determinado factor
ambiental o a una concentracion de nutrientes, por lo que es necesario
establecer condiciones ambientales y concentracién de nutrientes en las que los
microorganismos puedan tener un mejor desarrolio y crecimiento (Madigan y

col., 2004).
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il MATERIALES Y METODOS

1. Preliminares para la Investigacion

Para llevar a cabo la investigacion, se realizé el muestreo, de los diferentes
talleres automotrices, establecimientos de expendio de aceites lubricantes asi
como los grifos que se ubican en la ciudad de Ayacucho. Para el analisis de los
resultados de las pruebas de bioensayos se uso la prueba de Tukey y analisis de
regresion. Para la optimizacion de parametros de crecimiento para el Consorcio
Microbiano Uno, se usd de disefio factorial AxB de las v'ariables independientes;
concentracién de nitrato de amonio (0,5; 1,0 y 1,5 QIL), concentracién de acéite
lubricante usado (2, 4 y 8 %), temperaturas (25, 30y 35°C)ypH (6, 7y 8) y
superficie de respuestas. Todos los ensayos efectuados se realizaron con tres

repeticiones.

2. Obtencion de muestras

a. Se tomaron muestras de suelos contaminados con hidrocarburos y sus
derivados, en tres zonas de la ciudad de Ayacucho. Estas zonas congregan
la mayor densidad de talleres de reparacion de motores y cambio de aceite,
a las que se designaron como; zona 1 (talleres y centros de expendio de

aceite lubricante aledafios a la avenida Libertadores), zona 2 (talleres y



centros de expendio de aceite lubricante en el distrito Jestis de Nazareno) y
zona 3 (talleres y centros de expendio de aceite lubricante aledafios a la
avenida Cusco). Ver planos en anexos.

Se ubicaron las areas contaminadas con hidrocarburos, luego se procedid a
delimitar el 4rea en 50 cm? de forma aleatoria, para luego realizar el
muestreo.

Se limpié¢ la superficie de tierra a una profundidad de 1 cm, posteriormente
con ayuda de una espatula desinfectada conﬁalcohol, se tomo [as muestras
de suelo hasta una profundidad aproximada de 3 cm.

La muestra estuvo constituida por 1000 g de tierra la que fue colocada en
una bolsa de polietileno y se rotuld con los siguientes datos: nimero, lugar y
fecha de muestreo. Luego se transporté al laboratorio de Biotecnologia de |a

UNSCH para el procesamiento respectivo.

Procesamiento de muestras

Se tamizo la muestra con una malla de 2x2 mm de luz para separar las
piedras y grumos.

Se peso6 20 g de suelo tamizado y se colocé en 4 frascos conteniendo 200
ml de caldo Bushnell Haas (BHB) (Difco, 1984) a los que se afiadi6 2, 4, By
16 % (viv) de “aceite lubricante usado”, respectivamente. Se considerd
testigo, caldo BHB al que se afiadié sélo “aceite lubricante usado”, con la
finalidad de evaluar la transformacion del contaminante por la influencia
diferente a la microbiana.

Se incubd en un equipo de agitacion horizontal por 14 dias a temperatura

ambiente.
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Aislamiento de microorganismos

Al cabo de 14 dias se observé la formacién de pelicula y turbidez, en la
superficie de los medios de cultivo en agitacién, que evidencié crecimiento
microbiano.

Se aislaron los microorganismos por el método de agotamiento en superficie
sobre medios de cultivo sintéticos: agar papa dextrosa, agar nutritivo y agar
Bushnell Haas a este Ultimo se adiciond 10 gotas de “aceite lubricante
usado” en la superficie de la placa. Posteriormente, las placas se incubaron
en una estufa a 25 °C, al cabo de 5 dlas se observd la formacion de
colonias.

El conjunto de colonias aisladas de los diferentes sectores fueron
consideradas como conéorcios microbianos y se inocularon juntas en caldo
Bushnell Haas, adicionando “aceite lubricante usado” a una concentracion
de 8% (v/v), hasta el dia 14 en el que se observd crecimiento en forma de

pelicula.

Degradacion del aceite lubricante usado en 'suelos esterilizados

Se esterilizd suelos obtenidos de campﬁ de cultivo, previo tamizaje con
malla 2x2 mm de luz.

El suelo se distribuy6 en recipientes de plastico, a razén de 600 g en cada
recipiente y se afiadié el "aceite lubricante usado” a concentraciones de 2, 4,
8 y 16 % (v/m), por triplicado, para cada concentracion.

Se inoculé 5% (v/m) del consorcio microbiano desarrollado en caldo
Bushnell Haas, luego se homogenizd el suelo cada dos dias, asi mismo se
mantuvo la humedad entre 28 a 30 % (v/m) para lo cual se utilizé caldo

Bushnell Haas estéril, por dos meses.
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6.

De forma paralela se instalé suelos experimentales testigo, a los que se
aﬁadié “aceite lubricante usado”, en concentraciones de 2, 4, 8 y 16 % (v/m),
a los que no se inoculé microorganismos.

También se trabajd con suelos experimentales denominados “blanco”, a los

que no se afiadié “aceite lubricante usado”, ni microorganismos.

Bioensayos

Se usaron semillas de “col rizada” Brassica oleracea y “raigras” Lolium perenne

proporcionadas por Instituto Nacional de innovacion Agraria (INIA).

a.

Se usaron recipientes de plastico, en los que se colocd papel filtro
humedecido con agua estéril en la base y luego se afadié6 100 g de suelo
obtenido en el item 5.

Se colocaron diez semillas de “col rizada” Brassica oleracea y “raigras’
Lolium perenne en cada recipiente, esparcidas unas de oftras, por toda la
superficie, se introdujo a 3 mm de la superficie y se luego se procedid .a
etiquetar los recipientes, cada ensayo con tres repeticiones.

Se realizd la observacion diaria para controlar y ajustar la humedad del
suelo. |

E'I décimo primer dia se realizd el recuento de las semillas germinadas y se
midio la longitud de las plantulas desarrolladas.

Este procedimiento se repitid para los suelos con las diferentes
concentraciones de "aceite lubricante usado®, ademas se trabajd los suelos

denominados blanco y testigo, realizandose por triplicado.
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Optimizacion de parametros para la degradacion del aceite Jubricante
usando microorganismos del Consorcio Uno a diferentes
concentraciones de nitrogeno, temperatura, pH, concentracion de

“aceite lubricante usado™

La degradacién del “aceite lubricante usado” por las cepas microbianas se

determiné en el tiempo en el cual los microorganismos usan el “aceite lubricante

usado” como fuente de carbono y energia, el “aceite lubricante usado” al ser

degradado por los microorganismos produce compuestos reducides. Para lo cual

se utilizd el reactivo diclorofenol-2,6-indofenol (DCPIP) que es un colorante

redox, que en su forma oxidada es de color azul y en su forma reducida es

incolora.

7.1. Preparacion del inéculo

a.

Se reactivaron cada una de las seis cepas de microorganismos
degradadores del “acéite lubricante usado® considerado en el consorcio con
mejor capacidad degradativa, cuatro levaduras y dos bacterias. A las
levaduras se les sembré usando asa de Kolle en agar Papa Dextrosa y a las
bacterias en agar Nutritivo.

Se incubaron a 25°C por 72 horas.

Se resuspendié cada una de las seis cepas en SSF comparando la turbidez
con el tubo N° 2 del Nefelémetro de Mc Farland.

Luego se mezclaron las seis cepas, a razén de 5 ml cada una, en un matraz

estéril de 125 ml.
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7.2. Prueba multipozos para la evaluaciéon cualitativa de degradacién de
“aceite lubricante usado™.

a. En una bandeja, acondicionada para la prueba multipozos se distribuy6
vasos descartables nuevos, desinfectados con alcohol al 70% usando
hisopos, con una capacidad de 5 ml cada uno y se cubrié todos los vasos
con una lamina de vidrio.

b. En cada vaso se colocd 2,50 ml de caldo Bushnell Haas, el cual fue
preparado a diferentes pH (6, 7 ¥ 8) y con diferentes concentraciones de
nitrato de amonio (0,5; 1,0 y 1,5 g/100 ml).

¢. En cada vaso se colocd 150 L de DCPIP.

d. Se anadié “aceite lubricante usado” a concentraciones de 2, 4, 8 % vlv,
respectivamente, luego se afiadié 400 pL de inéculo de los microorganismos
del consorcio microbiano. |

e. Se consideré dos testigos.

f. A uno de los testigos se colocé, 2,50 ml de caldo Bushnell Haas, se afiadié
150 pL de DCPIP + 2, 4, 8 % de “aceite lubricante usado”, respectivamente,
sin- anadir microorganismos del consorcio.

g. Al otro testigo se coloco 2,50 ml del caldo Bushnell Haas, se afiadié 150 pL
de DCPIP, sin “aceite lubricante usado”, ni microorganismos del consorcio
microbiano.

h. Se cubrié con una lamina de vidrio y luego las bandejas se colocaron en
estufa a temperaturas de 25, 30 y 35 °C. Se coloco agua destilada estéril en
[a base de la incubadora, con la finalidad de proveer humedad.

. Se realizaron observaciones a las 24, 48, 72 y 96 horas para verificar la
desaparicién del color azul, caracteristico de DCPIP, que indica la

degradacion del “aceite lubricante usado”.
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8. Identificacion de cepas degradadoras de “aceite lubricante usado”

8.1. Reactivacion de las cepas

a. Se reactivo ca&a una de las seis cepas degradadoras de “aceite lubricante
usado”; agar Nutritivo en caso de bacterias, agar Papa Dexirosa en caso de
levaduras. |

b. Se verifico su pureza, mediante coloraciones diferenciales.

8.2. Pruebas para identificacion

8.2.1. Bacterias

a. Se realizo la coloracién de Gram.

b. Luego se realizd las pruebas bioquimicas para Bacillus cereus y otros
Bacillus sp. segin el esquema propuesto por la FDA (2012).

8.2.2. Levaduras
a. Se observo las caracteristicas microscépicas, mediante coloracion simple.
b.  Se realizaron pruebas bioquimicas para su identificacién. Segtin manual de

procedimiento del Instituto Nacional de Salud (Guevara, 2007).
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Iv. RESULTADOS



Tabla N° 02: Identificacion Bioquimica de los microorganismos degradadores

de “aceite lubricante usado” del Consorcio Microbiano Uno.

ORDEN FAMILIA GENERO ESPECIE
Bacillales Bacillaceae Bacillus Bacillus sp.
Bacillales Bacillaceae Bacillus Bacillus sp.
Sporodiales Sporidiobolaceae Rhodotorula  Rhodotorula sp
Saccharomycetales Saccharomycetaceae Candida Candida glabrata .
Saccharomycetales Saccharomycetaceae Candida Candida krusei
Saccharomycetales  Saccharomycetaceae Candida Candida sp.
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Tabla N° 3: Resultados de la Prueba de Tukey en los tratamientos
(microorganismos Vs. concentracion de “aceite lubricante usado”),

con “raigras” Lolium perenne como fitoindicador.

Micro organismo
Sin Sin Sin Sin Con Con Con Con

Aceite Lubricante
16% 8% 4% 2% 16% 8% 4% 2%

Tamaiio de plantula

(%) 279 47 537 1094 11.89 127 13.09 1571
[ s
r——eg
r—es
E
D D
C C C
B B B
A
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biorremediar.
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Tabla N°4: Resultados de la prueba de Tukey en los tratamientos
(microorganismos Vs. concentracién de “aceite lubricante usado”),

con “col rizada” Brassica oleracea como fitoindicador.

Micro organismo
Sin Sin Sin Sih Con Con Con Con

Aceite Lubricante
16% 8% 4% 2% 16% 8% 4% 2%
Tamaiio de plantufa

(x) 2.79 4.7 537 1094 11.89 127 13.09 1571
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Figura N° 18: Superficie de respuesta de las interacciones de temperatura, pH
versus la degradacion de “aceite lubricante usado”, en busqueda

de optimizar el desarrollo del Consorcio Microbiano Uno.



V. DISCUSION

En la Tabla N° 2; sé reporta la identificacién bioquimica de los microorganismos |
quer constituyen el Consorcio Microbiano Uno, siendo los siguientes; Bacillus sp.,
Bacilius sp., Rhodotorula sp., Candida glabrata, Candida krusei, Candida sp.

.En las investigaciones sobre biorremediacién reportan, en algunos casos, la
identificacion de los microorganismos participes de los consorcios de
microorganismos, por ejemplo:

Pardo y col. (2004) al realizar la investigacion sobre el efecto de adicion de
fertilizantes inorganicos compuestos en la degradacién de hidrocarburos en
suelos contaminados con petréleo en Bogota Colombia, identificaron a una cepa
de Corynebacterium propinquum y dos cepas de Bacillus brevis. Coincidiendo
con nuestro trabajo de investigacién en el que se identific6 a dos cepas del
género Bacillus sp.

Bracho y col. (2004), al estudiar la degradacién de hidrocari)uros aromaticos por
bacterias aisladas de suelos contaminados con petréleo en el estado de Zulia,

Venezuela, de los resultados se conoce que aislaron un total de 37 cepas
bacterianas; Pseudomonas (54.05%), Bacillus (24.32 %), Sthaphylococcus

(16.21%), Micrococcus (5.40%). En nuestro trabajo de investigacion, se aislaron



un total de seis cepas de las cuales dos cepas fueron identiﬂbadas como
Bacillus sp y las otras cuatro fueron levaduras.

Vallejo y col. (2005), al realizar la evaluacién de la bioestimulaciéon en la
biodegradacién de hidrocarburos totales de petréleo (TPHs) en suelos
contaminados, en Bogota Colombia, identificaron 6 especies de
microorganismos  degradadores de  hidrocarburos;  Stenotrophomonas
maltophilia, Acinetobacter iwoffii, Burkholderia cepacia, Pseudomonas putida,
Chomobacterium violaceum, Flavimonas oryzihabitans. Los microorganismos
identificados en Bogotad, no fueron los mismos en nuestro trabajo de
investigacion, probablemente debido a las diferencias de las condiciones del
habitat de Bogota con Ayacucho y a las diferentes formas como se adaptan los
microorganismos involucrados en la degradacién de hidrocarburos y sus
derivados.

- Castro y col. (2008), al realizar la remocion de fenantreno por Azolla caroliniana
utilizando bioaumentaciéon por microorganismos hidrocarbonoclastas. usdé un
consorcio degradador de hidrocarburos compuesto por  Bacillus
stearothermophilus y Oscillatoria spl. Los microorganismos del género Bacillus
sp., son reportados con frecuencia en los trabajos de biorremediacion de
sustancias contaminantes, las tenemos para remocion de fenantreno asi como
en nuestro trabajo de investigaciéon biodegradando “aceite lubricante usado”.
Gémez y col. (2004), al realizar la determinacién de la capacidad de degradacion
de compuestos organicos persistentes por bacterias marinas aisladas de
sedimentos en el Caribe Colombiano, aislaron los microorganismos
Acinetobacter sp, Brevibacillus agri y Pseudomonas sp., en sedimentos
contaminados con plaguicidas organofosforados y a los microorganismos;

Bacillus  pumilus, Enterobacteriaceae bacterium, Klebsiella pneumoniae,
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Pseudomonas sp. y Ralstonia sp., en suelos contaminados con hidrocarburos. A

diferencia de nuestros resultados, en los que se identificé cuatro especies de
levaduras y dos bacteriés.

Martinez y col. (2005), al realizar estudios sobre los tapetes microbianos en la
biorrecuperacion de zonas litorales sometidas a la contaminacioén por vertidos de
petroleo, en Barcelona, Espafia, mencionan la presencia de cianobacterias,
bacterias fototroficas, bacterias heterotréficas, bacterias reductoras del sulfato y
el género Marinobacter. En nuestro trabajo de investigaciéon a diferencia de lo
encontrado por Gémez y col. (2004) y Martinez y col. (2005), se encontr6

bacterias pertenecientes a dos géneros de Bacillus sp. en suelos contaminados

con hidrocarburos.

En las figuras N° 4, 8 y 12 observamos que las semillas de “raigras” Lolium
perenne, tuvieron un promedio de geminacién de 87%, cuando se desarrollaron
en suelos biorremediados por los tres consorcios microbianos, aislados de
suelos contaminados con hidrocarburos. Mientras, que las semillas que se
desarrollaron en suelos contaminados in vitro, donde no hubo biorremediacién
microbiana del “aceite lubricante usado”, la germinacién promedio fue de 38%.
Asi mismo, en las figuras N° 5, 9 y 13 observamos que las plantas de “raigras”
Lolium perenne, tuvieron un desarrollo promedio de 13,3 cm, en suelos
biorremediados por los tres consorcios microbianos, aislados de suelos
contaminados con hidrocarburos, mientras que las plantas que desarrollaron en
suelos contaminados in vifro con “aceite lubricante usado”, sin biorremediar
alcanzaron un desarrollo promedio de 4 cm.

En las figuras N° 6, 10 y 14 la germinacion de semillas de “col rizada” Brassica
oleracea fue de 70 % en promedio, cuando se desarrollaron en suelos

biorremediados por los tres consorcios de microorganismos aislados de suelos
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contaminados con hidrocarburos, sin embargo se observa que en el suelo
testigo, considerado a aquel en el que no se usaron consorcios microbianos para
biorremediar el “aceite lubricante usado”, se observé 90 % de germinacién en
promedio de la misma semilla. Se puede inferir que las semillas de “col rizada”
Brassica oleracea, tienen un mejor desarrollo en la etapé embrionaria, en suelos
biorremediados. En las figuras N° 7, 11 y 15, en los que se observa la longitud
alcanzada por las plantas de “col rizada” Brassica oleracea, en promedio de 3,3
cm en suelos biorremediados por los tres consorcios microbianos aislados de
suelos contaminados con hidrocarburos, en comparacién a los 3 cm de
desarrollo mostrado por la “col rizada” Brassica oleracea en suelos testigo o
suelos sin biorremediar.

En la tabla N° 3 se establecié la comparacién del tamafio de las plantas, usando
la prueba de Tukey, para los tratamientos: microorganismos Vs. concentracion
de “aceite lubricante usado” a concentraciones de 2, 4, 8 y 16 %, frente al
crecimiento de plantas de “raigras” Lolium perenne, como variable dependiente.
El mayor desarrollo de las plantas se observd en los suelos que fueron
biorremediados con los tres consorcios microbianos, cuando la contaminacién
con “aceite lubricante usado” fue de 2 %, seguido de los suelos donde la
concentracion de aceite lubricante usado fue de 4% mientras que, cuando se
utilizé suelos biodegradados con “aceite lubricante usado” en concentraciones
de 8 y 16%, éstas fueron iguales estadisticamente. El desarrollo de las plantas
de “raigras” Lolium perenne en suelos en los que no se usaron consorcios de
microorganismos degradadores, no permiti6 el desarrollo adecuado de las
plantas, siendo el suelo con “aceite lubricante usado” a 16%, el que tuvo el

mayor efecto negativo en el desarrollo de las plantas.
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La figura N° 16, se presenta las curvas como resultado del ajuste, de las
variables: concentracion de “aceite lubricante usado” como contaminante y el
desarrollo de ‘“raigras” Lolium perenne, en dos condiciones: suelos
biorremediados y suelos sin biorremediar. Observandose en ambos casos la
tendencia de la curva potencial.

En la tabla N° 4, se uﬁliza la prueba de Tukey, para la evaluacién de la longitud
de plantulas de “col rizada” Brassica oleracea cuando el suelo contaminado in
vitro con “aceite lubricante usado” fue biorremediado por los tres consorcios de
microorganismos aislados de suelos contaminados con hidrocarburos, el
desarrollo observado fue mayor en los suelos contaminados con 2% seguido de
4% de “aceite lubricante usado”. Mientras que las plantulas que se desarrollaron
en suelos contaminados donde las concentraciones de “aceite lubricante usado”
fue 8 y 16% el desarrollo del fitoindicador se considera menor estadisticamente
en comparacion a las plantulas que desarrollaron en suelos en los que el “aceite
lubricante usado” no fue biodegradado por el consorcio de microorganismos.

La figura 17, es el resultado de la proyecciéon de la concentracion de “aceite

lubricante usado” y el desarrollo de “col rizada” Brassica oleracea, cuando se

desarrolla en suelos con presencia de consorcios de microorganismos que
degradan al contaminante y cuando se usa suelos donde los consorcios de
microorganismos degradadores no estan presentes. En el primero de los casos
la tendencia de la curva es logaritmica y en el segundo la tendencia es potencial.
Luego de analizar mediante la pruéba de Tukey la actividad de los tres

Consorcios Microbianos, frente al desarrollo de las especies de “raigras” Lolium
perenne” 'y “col rizada” Brassica oleracea no se determinaron diferencias

significativas entre la actividad de los tres consorcios, por lo que se usé el

Consorcio Microbiano Uno cuya media es mayor numéricamente, para realizar la
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determinacion de los parametros éptimos que permitan un mayor crecimiento. La
figura 18, es el resultado de la correlacién que se establece entre las variables
independientes y la variable respuesta en blsqueda de los parametros para
optimizar el crecimiento del Consorcio Microbiano Uno con la finalidad de
degrédar “aceite lubricante usado", las variables independientes fueron las
siguientes; concentracion de nitrato de arhonio (0,5; 1,0y 1.5 g/L), concentracién
de aceite lubricante usado (2, 4 y 8 %), temperaturas (25, 30 y 35 °C) y pH (6, 7
y 8). La variable respuesta se consideré el tiempo de degradacion del “aceite
lubricante usado”. Al realizar el analisis estadistico de los resultados con sus
‘ respectivas interacciones se llegé a la determinacién que el pH y la temperatura
son los parametros mas influyentes en la degradaciéon del “aceite lubricante
usado”, los otros dos parametros (concentracién de nitrato de amonio y
concentracion de “aceite lubricante usado”) no tienen influencia importante en el
crecimiento y actividad del Consorcio Microbiano Uno. La influencia de la
temperatura y pH frente a la degradacién de “aceite lubricante usado”, nos da el
siguiente resultado; a pH 6 y a la temperatura de 35 °C la degradacién del
“aceite lubricante usado” se realiz6 en un tiempo de 24 horas. A pH 8 y a
temperatura de 35 °C el “aceite lubricante usado” fue degradado a las 96 horas.

Se han reportado trabajos de investigacion relacionados con la degradacion de
contaminantes hidrocarbonados, por microorganismos, tal es asi que tenemos
que; Cardenas y col. (2004), evaluaron la influencia de la fertilizacién en la
biorremediacion de suelos contaminados con hidrocarburos utilizando lodos
residuales estabilizados, en el estado de Zulia, Venezuela, en condiciones de
laboratorio con diferentes tratamientos con respecto a las proporciones de lodo y
fertilizante indicando que obtuvieron una remocién de hidrocarburos desde
14,64% hasta 62,68%. Las fracciones de hidrocarburcs presentaron una

transformacién parcial de resinas en aromaticos, una degradacion parcial de
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asfaltenos y la degradacion casi total de saturados. Lo que se encontré en la
presente investigacion corrobora el resultado encontrado por Céardenas y col.
(2004), pues ellos trabajaron con lodos, en los que se encuentran presentes los
microorganismos degradadores de hidrocarburos, en nuestro trabajo de
investigacién se aislaron microorganismos de 4suelos contaminados con
capacidad de degradar el contaminante, logrando de este modo la remocién del
“aceite lubricante usado”.

Lucas y col. (2005), realizaron la biorremediacién de suelos contaminados con
hidrocarburos utilizando bacterias antarticas psicrotolerantes, en Argentina,
trabajaron a nivel de laboratorio usando frascos, adaptando condiciones al de la
Antartida, obteniendo remocién del contaminante en un 35%, sin embargo este
porcentaje se incrementdé cuando se inoculé microorganismos en cultivo joven
autoctonos, logrando la remocién del contaminante en 81,1%. En el presente
trabajo de investigaciéon, se utilizaron microorganismos autéctonos, por los
antecedentes mencionados por Lucas y col, (2005), lo que permiti6 una buena
remocién del contaminante en los suelos, a nivel de laboratorio, tal como
podemoé apreciar al comparar el desarrollo de las plantas en suelos remediados
y suelos sin biorremediar.

Los trabajos que se realizan en biodegradacion, .nos dan resultados sobre
actividad de los consorcios frente a los parametros en estudio, asi tenemos que:

Fonturbel (2004), estudio la variacién en el tiempo de la biomasa bacteriana, el
pH y la actividad enzimatica, en suelos del municipio de San Pedro de Tiquina,
Bolivia, expuestos a pequefios vertientes de hidrocarburos. Estudié muestras en
época seca y en época de lluvias. L.a biomasa presento un descenso hasta llegar
a 0 meq C/Kg en época de seca en la muestra tratada con hidrocarburos, las
muestras de época de lluvias, mostraron un comportamiento exponencial, en

ambos casos. En cuanto a los resultados obtenidos para la variacion del pH en el
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tiempo, es importante observar que el pH se regula desde una condicién inicial
(significativamente diferente en una época seca que en época himeda) hacia un
rango estable de pH entre 5,50 y 5,60. Segun Madigan y col. (1999) muchos de
los microorganismos remediadores de hidrocarburos nativos del suelo, funcionan
optimamente a un pH cercano a 5, por lo que designa a esfos grupos
degradadores de hidrocarburos predominantemente acidéfilos. En el presente
trabajo de investigacion, se determiné pH 6ptimo 6,0 para el» desarrollo del
Consorcio microbiano Uno, coincidiendo con los resultados encontrados por
Fontlrbel (2004), en su trabajo de investigacion en San Pedro de Tiquina y
denominados por Madigan y col. (1999), como microorganismos acidéfilos.
Vallejo y col. (2005), al realizar la evaluacién de la bioestimulacion en la
biodegradacion de Hidrocarburos Totales de Petréleo (TPHs) en suelos
contaminados con petréleo, en Bogota Colombia, analizaron el pH del suelo en
estudio que fue inicialmente 55 en el estudio observaron una reduccién
significativa del pH al final del estudio llegdé hasta pH 4,0. Se explica que pudo
estar asociada a la baja capacidad amortiguadora del suelo y al metabolismos
activo microbiano en preséncia de TPHs y nutrientes, el fendmeno no se observé
en el control abiético.

Abril (2005), evalué la eficiencia de practicas de manejo de habitat y
microorganismos para degradar efluentes en una industria metalldrgica de
Cérdoba, Argentina. Para optimizar la actividad de organismos del agua, el suelo
y la fizésfera de las plantas. En la determinacién del pH del agua reporta que
éste estuvo generalmente en un rango entre 8,4 y 10,9. No se establecié
correlacion significativa entre los valores de pH y la cantidad significativa de
bacterias totales (R = 0,126), sin embargo los recuentos bacterianos resultaron
menores cuando el pH fue mayor de 10. La introduccién de microorganismos

seleccionados no mostré ser una practica recomendable. Si bien se buscé que
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_las poblaciones estuvieran adaptadas a las condiciones de pH y fuentes de
carbono de la laguna, no se obtuvo un aumento permanente de las boblaciones
después de la inoculacion. Los factores que mas afectaron la actividad de las
bacterias degradadoras nativas fueron: a) La cantidad de efluentes, que
desprendi6 la produccién de la fabrica, b) el pH, que varié segin la correccion
realizada en la planta de zincado y c) las condiciones ambientales. Sin embargo
los resultados indicarian que una vez que el sistema llega a un punto 6ptimo
tiene una alta capacidad de amortiguar estos factores, como lo indica la
abundancia bacteriana que se mantuvo relativamente estable a lo largo de los
anos. En el presente trabajo de investigacidn, en forma similar a la conclusion a
la que llega Abril (2005), sobre los factores que mas afectaron la actividad de las
bacterias degradadoras nativas, llegamos a determinar que las influencias mas
determinantes para el crecimiento del Consorcio Microbiano Uno fueron el pH y

la Temperatura.
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VL. CONCLUSIONES

Los tres Consorcios de Microorganismos, se aislaron, a partir de estratos
superficiales de suelos contaminados con hidrocarburos, en el ensayo de
biodegradacion del “aceite Iubricante usado® tuvieron diferentes
comportamiéntos, a pesar de la no significancia estadistica, se eligié el
Consorcio Microbiano Uno para continuar con la investigacion por la mayor
tendencia de actividad degradativa del contaminante.

La biorremediacién de suelos contaminados con “aceite lubricante usado” en
condiciones in vitro, se efectué durante 60 dias, usaﬁdo el Consoréio

3

Microbiano Uno, evaludndose mediante bioensayos con “col rizada”

Brassica oleracea y “raigras” Lolium perenne, como fitoindicadores, logrando
una germinacion de 70% y 87% respectivamente.

Las mejores condiciones de degradacion del “aceite lubricante usado” por el
Consorcio Microbiano Uno fueron: pr. 6 y temperatura 30°C, referente a la
influencia de las diferentes concentraciones de nitrato de amonio como
fuente de nitrégeno, éstas no mostraron ninguna diferencia significativa.

El Consorcio Microbiano Uno esta conformado por: Rhodotorula sp.,

Candida glabrata, Candida krusei, Candida sp. y dos cepas de Bacillus sp.
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Figura N°19: Zona 1 de los talleres, centros de expendio de aceite lubricante,
ubicadas en las cuadras 1 al 5 de la avenida Libertadores de la ciudad
de Ayacucho, 2011.
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Figura N® 20: Zona 2 de los talleres y centros de expendio de aceite lubricante en el

distrito de Jesus de Nazareno de la ciudad de Ayacucho, 2011.
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Figura N° 21; Zona 3 de los talleres y centros de expendic de aceite iubricante

ubicados en las cuadras 1 al 3 de la avenida Cusco en la ciudad de

Ayacucho, 2011,

Tabla N° 5: Microorganismos del Consorcio Dos, aislados de suelos
contaminados con aceite lubricante usado en
establecimientos de venta y reparacion de motores,
alrededor de las avenidas Venezuela y Los Incas.

Ayacucho, 2011.

Ne Morfologia Coloracidn

1 Cocobacilo Gram +

2 Bacilo Gram +

3 Bacilo en cadena Gram +

4 Levadura, ovoide Azul de Tripdn
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Tabla N° 6: Microorganismos del Consorcio Tres, aislados de suelos
contaminados con aceite lubricante usado alrededor de
establecimientos de venta y reparacidn de motores
ubicados en las cuadras del 1 al 3 de la Av. Cusco.
Ayacucho, 2011.

Ne Morfologia Gram
1 Coco en cadena +
2 Bacilo en cadena -
3 Cocobacilo -
4 Bacilo esporulado +

Tabla N° 7: Identificacion de bacterias del Consorcio Uno, aislados de suelos
contaminados con aceite Ilubricante usado alrededor de
establecimientos de venta y reparacion de motores ubicados en
las cuadras del 1 al 5 de la Av. Libertadores. Ayacucho, 2011.

. Red del Lizosima . Ferm de Acido de .
Espeue Gram Forma Esporas ACataIasa Mov nitrato D::c;:r\p resistente Lecitinasa glucosa manitol Hemodlisis
Bacilo
Bacillus sp.  + en + + - + + + - - - + -
cadena
Bacilo
Bacillus sp. + en + + + + + - + - - + -
cadena

71



Tabla N° 8: Identificacién de levaduras del Consorcio Uno, aislados de suelos
contaminados con aceite lubricante usado alrededor ' de
establecimientos de venta y reparacion de motores ubicados en
las cuadras del 1 al 5 de la Av.

Especie TG CHL

Tt b Ep | ART | LEV.378C 42 e, Suscepibilidada
: china : : { Ia Cichoheximina

-Candida globrato -

Sensible

D B N T A R T

‘Candida sp. -

Sensible

‘Candida krusei. -

- - ++-++- Sensible

;Rhodotarula p. -

-t a e e Variable

_ TG: Tubo germinativo -

CHL: Clamidosporas

FP: Formacidn de pelicula

:ART: Artroconi

Especie

LEV levaduras .

| PHiSeudohifesfhifes 1
33,7 9C besarrolfoaS? Qé - )

#29C:Desarrolloa 42¢C |

Asimilacidén de aztcares

Lac Sac Gal Mal Raf

Candida
.. .glabrata

Candida sp.

" ‘Candida

krusei.




