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Resumen

En este estudio, se aislé y caracterizé bioquimica y molecularmente un consorcio bacteriano
capaz de degradar los diferentes hidrocarburos presentes en un combustible diesel, conformado
por los siguientes géneros: Enterobacter sp, Bacillus sp, Staphylococcus aureus, Sanguibacter
soli, Arthrobacter sp y Flavobacterium sp, a partir de un suelo contaminado con diesel a escala de
laboratorio, y tratado mediante 2 tecnologias de biorremediacién: atenuacion natural y bioestimulacion.
Se definio como parametro de control la concentracion de Hidrocarburos Totales del Petroleo (HTP)
y para el cual, se obtuvo una reduccién en la concentracién en un periodo de 4 meses de 36,86%
para atenuacion natural y 50,99% para bioestimulacion. La medicion de la eficiencia de remocion de
hidrocarburos se cuantificd por cromatografia de gases acoplada a masas (GC-MS).

Palabras claves: Consorcio bacteriano, Hidrocarburos, Biorremediacion, Atenuacion
Natural, Bioestimulacion.

Abstract

In this study was isolated and characterized biochemical and molecular a bacterial consortium
able to degrade hydrocarbons several, comprised of the following genres: Enterobacter sp, Bacillus sp,
Staphylococcus aureus, Sanguibacter soli, Arthrobacter sp y Flavobacterium sp, from soil contaminated
with diesel fuel in a laboratory scale, and treated with two technologies for bioremediation: natural
attenuation and biostimulation. We obtained a reduction in the concentration of Total Petroleum
Hydrocarbons (TPH) in a period of 4 months was 36,86% for natural attenuation and 50,99% for
biostimulation. Measuring the oil removal efficiency was quantified by gas chromatography coupled
to mass spectrometry (GC-MS).

Keywords: Bacterial Consortium, Hydrocarbons, Bioremediation, Natural attenuation,
Biostimulation.
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1. INTRODUCCION

La generacion de impactos ambientales adversos en los diferentes compartimentos ambientales
constitutivos de un entorno a causa de aportes intencionales y no intencionales (incidentes y accidentes)
con fugas y derrames de hidrocarburos, asi como afloramientos naturales, se constituyen en uno de los
problemas ambientales mas importantes para el recurso suelo (Verma et al., 2006). En la actualidad, de
la evaluacion de los suelos potencialmente contaminados, los que tienen presencia de hidrocarburos
representan cerca del 70% del total de los suelos potencialmente impactados (Cuevas, 2005).

Los hidrocarburos son uno de los grupos de sustancias potencialmente contaminantes mas
importantes, por su abundancia, por su distribucion espacial en entornos urbanos y por su persistencia
en distintos sectores ambientales. (Vifas, 2005). Se considera que son los compuestos dominantes
del crudo (petroleo) representando entre el 50 y el 98% en peso del contenido total. Estos son mezclas
complejas de diferentes moléculas, y pueden agruparse en 4 clases: saturados, hidrocarburos
aromaticos, hidrocarburos asfaltenos y resinas, en donde cada uno difiere significativamente
respecto a su susceptibilidad frente a posibles procesos de biodegradacion (Colwell y Walker, 1977;
Atlas, 1981). Para su mineralizacion, estos compuestos requieren la accion de mas de una especie
microbiana, pues cada microorganismo individualmente tiene una capacidad limitada para degradar
las diferentes moléculas que los conforman; por el contrario, los consorcios microbianos, al estar
compuestos por varias cepas de diferentes géneros, poseen la capacidad enzimatica necesaria para
transformar las diferentes moléculas constitutivas de los hidrocarburos, transformando las moléculas
con caracteristicas de peligrosidad (inflamabilidad, toxicidad, ecotoxicidad, volatilidad) en subproductos
y metabolitos que pueden ser reincorporados a los ciclos biogeoquimicos naturales, generando un
menor impacto al ambiente y a la salud humana (Mohamad F, et al., 2004).

El conocimiento de la diversidad microbiana del suelo es de gran importancia para determinar
qué poblaciones pueden estar implicadas en la degradacién de hidrocarburos. Actualmente las técnicas
moleculares de analisis quimico han permitido detectar numerosas bacterias no cultivables, algunas
de las cuales constituyen poblaciones dominantes, proporcionando informacién sobre su funcién y
desempefio en el ambiente; ademas, la informacion y los resultados obtenidos permiten reforzar las
practicas de biorremediacién basadas en el uso de la microbiota autéctona del suelo (Whyte et al., 1998).

Una alternativa costo/eficiente para restablecer la calidad del ambiente en el recurso suelo
es la biorremediacion (Agudelo, 2010). El éxito de esta tecnologia depende de la existencia, en el
lugar contaminado, de microorganismos con la capacidad metabdlica apropiada para transformar los
compuestos xenobioticos, en compuestos que puedan ser reincorporados a los ciclos biogeoquimicos
(Whise, 2000). Por esta razoén, es indispensable realizar la caracterizacion microbioldgica en el
sitio del derrame (Hernandez et al., 2006); ésta debe constar de 2 estudios: la cuantificacion de
los microorganismos presentes, la cual incluye las pruebas de biofactibilidad; y los estudios de
biodegradabilidad en laboratorio; en su conjunto esta informacion es indispensable para predecir el
tiempo que tomara la biodegradacion en campo (Finn, 2000).

La tasa de degradacién microbiana de hidrocarburos en suelos esta condicionada por
parametros fisicoquimicos como: presencia de nutrientes (Nitrogeno, Fésforo), contenido de oxigeno
(O,), presion parcial (Pv) de gases, temperatura (T), pH, contenido de sales, tamafio (Diametro) y
distribucion de particulas (Tamices), capacidad reguladora del suelo (Margesin & Schinner, 2001)
y por la solubilidad (Ksp y %S), concentracion,, cantidad y biodisponibilidad de los contaminantes
(Obuekwe et al., 2005).

Uno de los principales mecanismos para eliminar los hidrocarburos potencialmente
contaminantes del suelo es la atenuacion natural; con esta tecnologia, la biodegradacion tiene lugar
in situ, por medio de procesos fisicoquimicos de interaccién entre el contaminante y el suelo. Su
principal objetivo es reducir la concentracién del contaminante en forma natural gracias a la accién
de las poblaciones nativas de microorganismos del suelo (Tempest et al., 1978). Existen, a su vez,
otras vias y procesos por los cuales puede disminuirse la concentracion del contaminante, entre los
que se encuentra la dispersion, la dilucion, la volatilizacion, la adsorcion y las reacciones quimicas
producidas en el suelo. (Lee H et al., 2001).

La bioestimulacion es otra alternativa técnica y tecnolégica de biorremediacion basada en la
adicion de nutrientes (NO y PO ), sustratos o aditivos con actividad superficial para estimular el
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crecimiento de microorganismos endégenos capaces de biodegradar compuestos contaminantes
del ambiente (Nufez, 2003). Esta estrategia se aplica cuando existen poblaciones autéctonas con
capacidad degradativa en la zona contaminada.

Este estudio tiene como objetivo aislar y caracterizar un consorcio bacteriano capaz de degradar
los hidrocarburos presentes en combustible diesel a partir de un suelo contaminado experimentalmente,
y tratado mediante 2 tecnologias de Biorremediacion: atenuacion natural y bioestimulacién, con el
fin de emplear la microbiota autéctona del sitio del derrame como instrumento de gestion, definiendo
su viabilidad econémica y técnica en la recuperacion de suelos potencialmente contaminados con
hidrocarburos.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Caracterizacion del suelo

El suelo empleado en el experimento fue extraido de los predios de la Universidad Nacional
de Colombia, Facultad de Agronomia de la Sede Medellin (Colombia) y corresponde al Horizonte
A tomando las muestras entre los 0,25 y los 1.00 metros de profundidad como muestra integrada
(disturbada). Este suelo se eligioé por no haber tenido contaminacion previa con hidrocarburos. Para
la determinacion de la linea base experimental y la cuantificacion de la eficiencia del proceso se
determinaron las principales caracteristicas fisicas y quimicas antes y después del derrame.

Parametros Antes del derrame,
Textura

Arena (% en peso) 28
Limo (% en peso) 28
Arcilla (% en peso) 44
Densidad real (g/cm3) 2,29
Densidad aparente (g/cm3) 1,5
Porosidad (%) 44.36
pH (unidades de pH) 5,5
Coductividad Eléctrica,C.E. (dS/m) 18
Materia organica (% en peso Base seca) 4,2
Fosforo total (mg/kg Base seca) 40

S (mg/kg Base Seca) 11

Fe (mg/kg Base Seca) 239
Mn (mg/kg Base Seca) 28
Cu (mg/kg Base Seca) 6

Zn (mg/kg Base Seca) 10

B (mg/kg Base Seca) 0,39
N-NO, (mg/kg) 1,53
N-NH* (mg/kg) 7
UFC/g suelo 1,4x10°

2.2 Pretratamiento del suelo

El suelo empleado para la experimentacion fue extraido a una profundidad entre 25 a 100 cm,
evitando utilizar parte de la cobertura vegetal.

El suelo se dejé secar durante 4 dias; posteriormente se tamizé hasta llevarlo a un tamafio
de particula de aproximadamente 2,3 mm, con el fin de garantizar una distribucién homogénea del
hidrocarburo en la bandeja de experimentacion y disminuir la formacion de agregados en el suelo
que puedan interferir con el proceso de tratamiento.

2.3. Montaje del experimento

Para realizar el experimento, se llevaron a cabo dos tratamientos de Biorremediacion:
atenuacion natural (A) y bioestimulacion (B), y un control (C). Todos los ensayos se realizaron por
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Tabla 1. Propiedades fisicas
y quimicas antes del derrame
experimental (Physical and
chemical properties before
experimental spill)



Figura 1. Montaje del experimento
a escala de laboratorio, cada uno
de los tratamientos se realiz6 por
triplicado, al igual que el control,
con dos kg de suelo. Los rectores
con dimensiones de 0.30x0.30
metros y 0.10 metros de altura.

Figura 2. Dosificacion de
nutrientes en las bandejas de
bioestimulacion.

Tabla 2. Propiedades fisicas y
quimicas del suelo después del
derrame experimental (Physical
and chemical properties after
experimental spill)
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triplicado en bandejas de experimentacién con 2 kg de suelo base seca. El derrame experimental
se realizd con 40.000 ppm de diesel, para el caso de las bandejas de bioestimulacion, éstas fueron
suplementadas con los siguientes nutrientes: Fosforo como tripdlifosfato de sodio y nitrdgeno como
urea al 46% grado agroquimico (Cookson 1995). El tratamiento control fue esterilizado antes del
derrame a una temperatura de 121°C y 1,3 kg/cm?de presién durante 2 horas, después se adiciond
una solucion de acido clorhidrico (HCL) 2 M para bajar el pH a un valor de 3,0, con esto se disminuyd
la posibilidad de obtener crecimiento bacteriano, ya que el pH éptimo de crecimiento de las bacterias es
cercano a un valor de 7,0. Adicionalmente, se agregé una solucion de ciclohexamida para contrarrestar
el posible crecimiento de hongos ambientales ocasionado por el bajo valor del pH en el sustrato.

Parametros Después del derrame
Densidad aparente (g/cm® ) 2.29
Densidad Real (g/cm?) 1,15
Porosidad (%en peso) 44,36
pH (Unidades de pH) 5,6
C.E. (dS/m) R
Materia Organica (%) 10,7
Fosforo total (mg/kg) 47

S (mg/kg Base Seca) 15
Fe (mg/kg Base Seca) 265
Mn (mg/kg Base Seca) 49
Cu (mg/kg Base Seca) 7

Zn (mg/kg Base Seca) 10

B (mg/kg Base Seca) 0,32
N-NO, (mg/kg) 3
N-NH* (mg/kg) 14
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2.4. Medios de cultivo

El medio de cultivo empleado para la siembra de los microorganismos heterétrofo fue el
medio Luria Bertani (Difco ™), al cual se le adicioné 1% V/V de diesel. Para el aislamiento de los
microorganismos hidrocarbonoclastas se utilizéo el medio minimo Bushnell Hass con la siguiente
composicién: 1 g/l de (NH,)2HPO,, 1g/l de KNO,, 1 g/l de KH,PO,, 0.2 g/l de MgSO,, 0.02 g/l de
CaCl,, 0.05 g/l de FeCl, y 15 g de agar nutritivo, igualmente el medio de cultivo fue suplementado
con el 1% V/V de diesel con el fin de aislar los microorganismos que utilizan el diesel como Unica
fuente de carbono y energia.

2.5. Siembray Recuento de microorganismos

Se realizaron diluciones seriadas en tubos de vidrio que contenia 9 ml de soluciéon amortiguadora,
para realizar la dilucion 10" se tomd 1 gr de suelo y se adicion al primer tubo, se lleva a agitacién en vortex
durante 1 min, a partir de ésta solucion se toma 1 ml y se dispenso en otro tubo con solucion tampén. Este
procedimiento se repite varias veces hasta llevar la muestra a la dilucion 10, las muestras sembradas
correspondian a las 3 ultimas diluciones consecutivas. Las cajas se dejaron en incubacion a temperatura
ambiente (20°C) durante 7 dias y a partir del crecimiento obtenido en cada una de las siembras se realizd
coloracion de gram y pruebas de catalasa y oxidasa para realizar identificacion bioquimica de las colonias
obtenidas. Adicionalmente se realizaron aislamientos para identificacion molecular. El recuento de las
unidades formadoras de colonias por gramo de suelo seco se calculé por medio de la siguiente férmula:

UFC/g Base seca: (NC*1/FD*1/V) /P * FH

Donde:

NC: Numero de colonias en la placa

FD: Factor de dilucion

V: Volumen inoculado

FH: Factor de correccién de humedad (1-(%Humedad/100))

2.6. Extraccion de hidrocarburos

La recuperacion de los hidrocarburos del suelo se realizé con el método de agitacion-
centrifugacion utilizando viales de polipropileno para centrifuga de 50 ml, para lo cual se coloc6 1 g
de suelo seco, al cual se le adicionaron 2.5 g de Na2S04 anhidro (Panreac). Luego se le agregé a
cada vial 5 ml de diclorometano (Chemi, grado analitico) y se llevo al vortex por 60 segundos. Las
muestras fueron centrifugadas en un equipo Jouan serie MR22 a 7000 rpm durante 20 minutos. El
proceso de lavado del suelo se repitidé dos veces mas sobre el residuo solido remanente hasta lograr
un volumen de aproximadamente 15 ml de sobrenadante. Se empled un rotoevaporador Heidolph
(Laborota 4003-control) operando a una temperatura de 40°C y una presion de 740 mmHg para
separar el extracto organico del solvente y el extracto se resuspendioé en 1.5 ml de diclorometano.
Las muestras fueron almacenadas a 5° C para su analisis posterior.

2.7. Analisis de los hidrocarburos.

La cuantificacion de los hidrocarburos se hizo por medio de cromatografia de gases acoplada a
espectrofotometria de masas (CG/EM), en el Laboratorio de Analisis Instrumental de la Universidad Nacional
de Colombia, Sede Medellin. El equipo empleado es de marca Agilent serie 6890N con detector selectivo
de masas Agilent 5973 Network y un inyector Agilent 7683. Se empleo una columna: DB-TPH 123-1632
Agilent Techonologies de 30 m de longitud, 0,32 mm de diametro y una pelicula de empaque de 0,25 uym.

Las muestras fueron corridas bajo las siguientes condiciones: temperatura inicial de 60° C
por dos minutos, posteriormente la temperatura se mantuvo con un gradiente 8° C por minuto hasta
alcanzar 300°C por 8 minutos, la temperatura del inyector se mantuvo a 250° C y la temperatura del
detector a 340°C, el gas de arrastre utilizado fue hidréogeno, trabajando a un flujo constante de 2ml
por minuto. El estandar empleado para identificar y cuantificar la concentracion del hidrocarburo en
las muestras, contenia una mezcla de hidrocarburos alifaticos de C8-C40, con un total de 35 analitos
resuspendidos en disulfuro de carbono (CS,)- diclorometano (CH,CI,) (3: 1).

2.8. Analisis Estadistico

La consideracién de normalidad y homogeneidad para la concentracion remanente de los HTP
al final de los tratamientos reportados en la Tabla 4 se confirmo con las pruebas de Cramer-Von Mises
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Tabla 3. Resultados de la
identificaciéon bioquimica del
consorcio bacteriano aislado
(Results of the biochemical
identification of isolated bacterial
consortium)
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y de Bartlett; respectivamente. Se realizo el analisis de varianza de los datos y la prueba de minima
significancia (P<0,05). Los tratamientos se consideraron diferentes cuando P<0,05.

2.9. Andlisis molecular.
*  Amplificacién y Secuenciaciéon de la subunidad 16S rRNA

La metodologia molecular empleada en este experimento se encuentra en forma detallada en (Dunbar
et al., 1999; Rivera et al,. 2010 este ultimo pendiente por publicar.

Los productos de amplificacion PCR se purificaron y secuenciaron directamente en Macrogen (Korea).
El proceso de secuenciacion se realizo con los mismos oligonucledtidos utilizados en la amplificacion.
Primers Universales utilizando PA y PCBS.

e Analisis de las secuencias obtenidas.

Las secuencias fueron comparadas con las secuencias conocidas disponibles en la base de
datos del GenBank por medio del servicio BLAST (Basic Local Aligment Search Tool), la cual se hizo
via Internet por la direccién http://www.ncbi.nim.gov/cgibin/BLAST/nph-blast.

Las secuencias obtenidas son compatibles con los siguientes géneros bacterianos:

Enterobacter sp, Bacillus sp, Staphylococcus aureus sp, Sanguibacter soli, Arthrobacter sp y
Flavobacterium sp

3. Resultados y discusion

3.1 Recuento de Bacterias e Identificacion del Consorcio Bacteriano

El experimento tuvo una duracion de 4 meses, en este tiempo se hicieron 7 siembras en
medios de cultivo suplementados con combustible diesel como Unica fuente de carbono y energia.
Las muestras fueron tomadas a partir de cada uno de los dos tratamientos, y del control, se hizo
seguimiento a los microorganismos autéctonos del suelo capaces de utilizar el hidrocarburo como
unica fuente de carbono y energia. Las siembras fueron realizadas los dias 13, 33, 43, 49, 65, 79 y
111 del experimento.

A partir de los crecimientos obtenidos en las siembras realizadas, se hicieron aislamientos con
el fin de realizar una caracterizacion bioquimica de los microorganismos, esto permitié determinar las
poblaciones microbianas presentes en el suelo potencialmente contaminado experimentalmente, cada
uno de estos aislamientos se repico en caldo LB y se guardd a -20° C para realizar la identificaciéon
molecular.

Después de realizar la ultima siembra, se procedio a realizar la identificacién molecular en
el laboratorio de Biologia Molecular, Escuela de Microbiologia, Universidad de Antioquia, (Medellin—
Colombia). Alli se realizo la extraccion de ADN a partir de los microorganismos previamente aislados.
Ademas se realiz6 la amplificacion y purificacion de las secuencias obtenidas, posteriormente se
realizo la secuenciacion en Macrogen-Korea. Las secuencias obtenidas permitieron establecer un
consorcio bacteriano, conformado por los siguientes géneros:

Enterobacter sp, Bacillus sp, Staphylococcus aureus, Sanguibacter soli, Arthrobacter sp y
Flavobacterium sp.

Bl B2 B3 B4 BS5 B6 B7
Gram + 4 s = v + _
Morfologia Bacilo  Coco Bacilo Bacilo Bacilo Bacilo Bacilo
Catalasa + I + + - 4= -
Oxidasa - - - - - - -

Los géneros aislados han mostrado tener la capacidad metabdlica de transformar los
hidrocarburos, contenidos en el combustible diesel, transformando las moléculas con caracteristicas
de peligrosidad en subproductos y metabolitos, convirtiendo los elementos téxicos y mutagénicos en
productos que pueden ser reincorporados a los ciclos biogeoquimicos naturales.
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3.2. Caracterizacion fisicoquimica del suelo después de los tratamientos.

La adicion de HCL al tratamiento control hizo descender el pH a 3,0 al inicio del experimento y finalizo
con un valor de pH de 4,3, por la literatura se sabe que pH inferiores a 5,0 liberan el aluminio contenido en la
arcilla, esta situacion genera toxicidad para las plantas, principalmente inhibiendo el crecimiento y el desarrollo
de las raices, esta situacion podria tener incidencia en el crecimiento de los microorganismos autoctonos del suelo.
El tratamiento control, al registrar pH bajo reporté presencia de aluminio en la caracterizacion final, pasando de
valores indetectables al inicio del experimento, a 1,1 cmolc/kg al finalizar el experimento.

La cantidad de materia organica en los dos tratamientos y en el control aumento, a causa de la adicién de
los hidrocarburos, la concentracion de materia organica en el suelo antes del derrame experimental se encontraba
en 4,2 % en peso, después del derrame alcanz6 el valor de 10,7% en peso, y al finalizar el experimento se observo
un descenso hasta 7,5% en peso aproximadamente.

El pH es uno de los parametros mas importante que debe controlarse en el suelo para la degradacion
de hidrocarburos y en este caso presentd modificaciones a lo largo de la experimentacion. Al inicio se midid
un valor de pH de 5,5 unidades y para el tratamiento de Atenuacion natural se mantuvo estable en el tiempo,
debido a que no se adicionaron nutrientes, solo se presento la adicion del hidrocarburo, el cual no incidié en
el valor del pH. Por otro lado el tratamiento de bioestimulacion alcanzé valores de pH de 8,3, este aumento
se dio en forma gradual durante la experimentacion, en el control se presentd un descenso del valor del pH a
causa de la adicion de HCL, necesario para inhibir el crecimiento de bacterias que pudieran iniciar procesos de
degradacion de los hidrocarburos.

Parametro Base seca Control  Atenuacion Natural ioestimulacion
pH 4.3 5.4 7.7
Materia Organica (%) 7.4 7.9 7.3
Al (cmolc/kg) 1.1 0.5 -

Ca 10.7 10.7 8.3
Mg 6.6 6.7 5.4
K 0.27 0.28 0.29
CICE (meq/100 g) 18.7 18.2 14

P 25 26 117
S 5 1 4

Fe 227 216 180
Mn 150 98 46
Cu 4 5 4
Zn 13 10 7

B 0.34 - -
N-NO, 9 5 6
N-NH? 140 27 1620

3.3. Analisis de la degradacion de los Hidrocarburos Totales del Petréleo,TPHs

En la Tabla 4 se muestran los resultados de los HTPs en el transcurso del experimento, alli
se puede observar que las concentraciones de cada uno de los componentes mostré una reduccion
significativa al final del experimento, el tratamiento de bioestimulacién presenté un porcentaje de
remocion total de 50,99%, mientras que el tratamiento de atenuacion natural alcanzé un porcentaje
de remocién de 36,86% respecto a la concentracion inicial.

Para el analisis de los hidrocarburos alifaticos se tuvieron en cuenta 32 compuestos que iban
desde el Decano hasta el Octadecano, al momento de realizar la lectura de las muestras después
de la contaminacion inicial, se reportd la presencia de 21 compuestos que van desde el Decano
hasta el Hexacosano, al final del experimento los compuestos reportados van desde el Tridecano
hasta el Hexacosano, para un total de 18 compuestos, es decir al final de la experimentacién hubo
compuestos que no pudieron ser detectados en la cromatografia de gases — espectrometria de masas,
posiblemente porque concentraciones estaban por debajo de los niveles de deteccion del equipo y de
la técnica analitica o porque habian sido transformados en su totalidad en el proceso de degradacién.

En los dos tratamientos se reporté la degradacion de mas de la mitad de la concentracion inicial para
cada uno de los compuestos al finalizar los 4 meses. El tratamiento de bioestimulacion presento los mejores
niveles de degradacion. Pese a que el tratamiento control habia sido suplementado con una solucién de HCL
y de ciclohexamida para inhibir el crecimiento de bacterias y hongos que pudieran incidir en la degradacion
de los hidrocarburos, éste mostro altas tasas de degradacion, lo cual muestra la importancia de esclarecer
por medio de que otro mecanismo puede estarse dando la degradacién del hidrocarburo.
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catédico
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A continuacién se muestran los cromatogramas de las bandejas del control en la Figura 1, asi
mismo los tratamientos de atenuacion natural en la Figura 2 y bioestimulacion Figura 3, ademas el
suelo inicial antes del derrame experimental en la Figura 4.
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acuncance TIC: C150468 Dcata e

WL Jj M

Tewes €50 850 000 1200 1400 103 1800 2000 2200 2400 2600 2800 3000 3200 3400 3600 3650

Concentracion | Concentraciones encontradas cuatro meses después de los tratamientos

Analitos inicial (mg/l) | C1 C2 C3 Al A2 A3 B1 B2 B3
Decano 5178 |ND ND ND |ND ND ND  |ND ND  |ND
Decano 0 ND ND ND |ND ND ND | ND ND |ND
Undecano 0 ND ND ND | ND ND ND | ND ND | ND
Dodecano 32306 | ND ND ND |ND ND ND | ND ND |ND
Tridecano 59.583 |ND ND ND 21,12 |2162 |21,57 |1929 |- 17,47
Tetradecano 81.076 |13,98 |16,17 |14,98 |37,49 |41,62 |44,19 |33,63 |21,19 |323
Pentadecano 88.998 |31,13 |2827 |23 5941 16597 66,59 |5221 |3746 |52,51
Hexadecano 109892 30,79 12943 |20,52 | 6051 |71,34 |704 |52.61 |4137 |51,85
Heptadecano 113392 3855 |3723 |2593 |64,65 |7404 |75 5834 46,87 |58,55
g’ei‘(;f"lliff'.“o L 82397 1619 1473 60,64 | 1431 |1642 1693 | 6389 |5233 |1407
Octadecano 319.734 107,59 | 100,89 | 69,88 | 188,13 |214,18 |216,67 | 169,92 |138,16 | 171,86
Hexadecano 50.544 49,69 4531 |42,79 |44,17 |51,06 |5458 |41,04 36,67 |43,66
Nonadecano 216389 |3521 |3835 |17,69 | 119,15 |143,74 | 1403 |103,93 |78,82 |101,15
11)10(?:;1026 193.056 7504 |7632 |59,42 |129,08 141,99 |144,08 11567 |97,32 |113,88
;‘_c(‘)‘ifa decenoico | 193430 |- 83,02 |- 126,82 | 13938 |136,86 117,12 199,13 |113,82
Heneicosano 216717 19646 | 83,57 |63,58 |152,65 |171,77 |181 144,16 | 118,88 | 140,71
Docosano 56.630 19,71 |[19,11 | 13,13 |34.62 |41,62 |4196 |31,53 24,69 |31,41
Octacosano 76111 [342  |052 |- 3503|4868 |49,69 |27.63 |12,93 |27,35
Tetracosano 48958 |536 449 |- 23,75 32,66 |33,51 |197 |10,69 |19,5
Triacontano 38836 17,57 | 16,15 |13.91 |2405 |2883 |30,5 |22,03 |17.94 22,66
Hexacosano 32246 1636 | 15,68 20,69 |2337 |2646 |1932 |17,18 |20,08
HTP (mg/l) 2.024.47 |557.05 |609.24 |411.56 | 1155.83 | 1328.29 | 1350.29 | 1092.02 | 851.63 | 1032.83

4. DISCUSION

A lo largo del experimento se realizaron 7 siembras a partir del suelo potencialmente
contaminado experimentalmente con combustible diesel, los dias 13, 33, 43, 49, 65, 79 y 111,
respectivamente; estas siembras se hicieron en medios de cultivo selectivos, con el fin de aislar
un consorcio bacteriano capaz de utilizar los hidrocarburos contenidos en el diesel como fuente de
carbono y energia. El estudio mostré que el crecimiento bacteriano se obtenia con mas abundancia
y en menor tiempo en el medio LB, en comparacion con el crecimiento y abundancia obtenidos en el
medio HB, pese a haber tenido condiciones de siembra e incubacién idénticas; un factor que pudo
incidir en este comportamiento es la composicion de los medios de cultivo, el medio HB es un medio
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Figura 6. Cromatograma por GC/
MS del suelo inicial antes del
derrame experimental (GC/MS
chromatograms Initial soil before
experimental stroke)

Tabla 5. Concentracion (mg/l)
residual de los hidrocarburos
alifaticos en el suelo contaminado
después de los tratamientos
(Residual concentration (mg/I)
of aliphatic hydrocarbons in
the contaminated soil after the
treatments).
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minimo de sales, el cual es bastante restrictivo en los elementos que aporta a los microorganismos
para su crecimiento y desarrollo.

Pese a ello, lograron aislarse a partir del suelo 7 cepas bacterianas correspondientes a
los siguientes géneros Enterobacter sp, Bacillus sp, Staphylococcus aureus, Sanguibacter soli,
Arthrobacter sp y Flavobacterium sp, éstas mostraron la capacidad de adaptarse a las nuevas
condiciones del medio, pues el suelo empleado para el estudio, era un suelo de pastoreo que no
habia tenido contaminacion previa con hidrocarburos, como se evidencio en la Figura 6.

En el seguimiento realizado al experimento, se pudo evidenciar una condiciéon de anoxia,
aproximadamente en los dias 10 a 20, lo cual se manifestd con olor amoniacal en los microcosmos
correspondientes al tratamiento de bioestimulacion, en este mismo tiempo el rendimiento en la
degradacion para este tratamiento presenté una disminucion; la falta de oxigenacion en el medio, hizo

que el aceptor final de electrones en el sistema fuera el nitrégeno; bioldgicamente en sistemas
aerobicos parte del amoniaco puede ser oxidado a nitrito y nitrato por bacterias autéctonas (Cookson.
1995).

Otro factor determinante para el crecimiento y desarrollo éptimo de las bacterias
hidrocarbonoclastas es el tiempo de incubacion, las cajas después de la siembra fueron incubadas
a temperatura ambiente durante 7 dias, se hicieron ensayos en los cuales algunas de las cajas se
dejaron el doble del tiempo, obteniéndose un crecimiento mayor.

Pudo determinarse, de acuerdo al porcentaje de degradacion de diesel, que el tratamiento de
bioestimulacion es mas eficiente en la remocién de hidrocarburos a partir de suelos contaminados. La
atenuacion natural, presentd buenos resultados pero es una técnica poco recomendable para tratar
derrames de hidrocarburos, pues los tiempos necesarios para el restablecimiento o la recuperacion
del ecosistema suelen ser tan largos, que permiten que el contaminante se mueva y genere impactos
negativos no solo en el sitio del derrame sino también en ecosistemas adyacentes. Claro esta que un
suelo con baja porosidad y arcilloso el movimiento de los contaminantes puede ser minimo.

Es importante dilucidar que otros procesos pueden intervenir en la degradacion de HTPs. En el
caso del tratamiento control, es posible que se estén dando procesos abidticos, como transformaciones
quimicas y en menor medida volatilizacion o fotdlisis, debe tenerse en cuenta que a pesar de haber
controlado el pH para inhibir el crecimiento bacteriano y de haber aplicado un antimicético ambiental,
existe la posibilidad que hayan microorganismos, tanto hongos como bacterias, metabodlicamente
activos, capaces de adaptarse a estas nuevas condiciones y llevar a cabo el proceso de degradacion.

Queda para futuras investigaciones, establecer la posibilidad de definir cual es el rol que
cumple cada una las especies microbianas al interior del consorcio, pues se sabe que cada un de las
especies involucradas cumple un determinado papel en el proceso de biodegradacién. Sorkhoh y Col
(1995) sugieren que cada cepa o género tiene un papel especifico en los procesos de transformacion
de los hidrocarburos, pues observaron un cambio en la composicién de las poblaciones bacterianas
a través del tiempo.

4. CONCLUSIONES

La presente investigacion permitié aislar un consorcio microbiano a partir de un suelo agricola
que no habia presentado contaminacion previa con hidrocarburos, verificado con los analisis realizado
por medio de cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas los cuales evidencian esta
condicién, aun asi se logro aislar un consorcio capaz de crecer en presencia de diesel, conformado
por los siguientes géneros: Enterobacter sp, Bacillus sp, Staphylococcus aureus, Sanguibacter soli,
Arthrobacter sp y Flavobacterium sp , todos ellos reportados en la literatura por tener la capacidad
metabdlica necesaria para transformar los hidrocarburos, y convertir sus moléculas con caracteristicas
de peligrosidad en componentes que pueden ser reincorporados a los ciclos biogeoquimicos naturales.

La biorremediacién ha mostrado ser una alternativa eficiente, facil de aplicar y de bajo costo
para la recuperacion de sitios potencialmente contaminados con hidrocarburos, el conocimiento
de la microbiota autdctona y de las sucesiones bioldgicas que existen en el sitio del derrame, son
herramientas invaluables en el reestablecimiento de los ecosistemas alterados. Asi mismo, es necesario
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para llevar a cabo un proceso 6ptimo de degradacién, controlar otras variables, como son: cantidad
de nutrientes, viabilidad, temperatura, pH y oxigeno, este ultimo considerado uno de los factores mas
limitantes en los procesos de biodegradacion de hidrocarburos, su disminucién o baja disponibilidad
puede conducir a la formacién de metabolitos téxicos que finalmente inhiben el crecimiento bacteriano
(Sudarat et al., 2000).

El uso de in6éculos microbianos exdgenos especializados en la descontaminacién ha
tenido éxitos y fracasos (Alexander, 1999). En casos de suelos potencialmente contaminados por
hidrocarburos con exposiciones largas o recurrentes, la poblacion autéctona habitualmente responde
eficientemente a estrategias de bioestimulacién incrementando su poblacién y consiguiendo una
biodegradacion significativa de los contaminantes (Alexander, 1999). De hecho, se han descrito
resultados favorables en procesos de bioestimulacion en suelos contaminados con distintas familias
de hidrocarburos; con aceites minerales pesados (Sabaté ef al., 2004), en suelos contaminados por
Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos (HAPs) (Samanta et al,. 2002; Atagana, 2004), en enclaves
contaminados con crudo de petréleo (Macnaughton et al., 1999; Van Hamme et al., 2003; Kaplan y Kitts,
2004), con Bifenilos Policlorados (PCBs) (Nogales et al., 2001) y con herbicidas (Singh et al., 2003).

En las situaciones en que la poblacién nativa degradadora de hidrocarburos es inexistente o
muy baja, debido caracteristicas de peligrosidad intrinseca de la matriz contaminante o por ser un
sitio contaminado recientemente, el uso de indculos exégenos puede ser beneficioso (Vogel, 1996;
Alexander, 1999). Se han descrito numerosas situaciones en las que el bioaumento ha funcionado,
en suelos, lodos y aguas subterraneas contaminadas. Sin embargo, es necesario en cada caso
particular estudiar la necesidad o no de aplicar inéculos exdgenos, asi como sus condiciones optimas
de aplicacion (Vogel, 1996).
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