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Abstract

The objective of this work was the bioremediation of contaminated water with lubricant oil by using
endogenous bacterial strains. Samples of water were taken from the Lake of Maracaibo, sector Capitan
Chico, Edo. Zulia. From the water samples, 16 bacterial strains were isolated, which were subjected to a
essay of feasibility using gasoil as carbon source. The seven bacterial strains more efficient during the es-
say of feasibility were identified and utilized as a mixed culture in a biotratabilidad study. The essay were
prepared in plastic tanks of 25 L with mixed culture (10%), oil lubricant (7000 mg/L), nitrogen and phosp-
horus (0,5; 0,75; 1 g/L), in a total volume of 20 L. In four of the treatments aeration was applied. Monthly
the bacterial count, the oil content, the nitrogen and Lotal phosphorus content were registered. In the ino-
culated, fertilized and aired tanks the highest removals were achieved, until 95% of the oil was present.
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Utilizacion de cepas bacterianas endogenas
en la biorremediacion de agua contaminada
con aceite lubricante

Resumen

El objetivo de este trabajo fue la utilizacion de cepas bacterianas autéctonas en la biorremediacion
de agua contaminada con aceite lubricante. Se tomaron muestras de agua del Lago de Maracaibo, sector
Capitan Chico, Edo. Zulia. Se aislaron 16 cepas bacterianas, las cuales fueron sometidas a un ensayo de
factibilidad, utilizando gasoil como unica fuente de carbono. Se seleccionaron e identificaron las siete ce-
pas mas eficientes en la degradacion de los hidrocarburos. Se prepar6 un cultivo mixto con dichas cepas,
el cual se utilizé en un estudio de biotratabilidad. En tanques plasticos de 25 L se dispensaron: cultive
mixto (10%), aceite lubricante (7000 mg/L), nitrogeno y fosforo (0.5; 0,75; 1 g/L), en un volumen de 20 L.
En cuatro de los tratamientos, se aplicé aireacion. Mensualmente, se registro el contaje bacteriano, el
contenido de aceite y el contenido de nitrogeno y fosforo totales. Se aplicé un analisis de varianza con tres
repeticiones, utilizando un modelo lineal estadistico. El efecto de la aplicacion de cultivo mixto, fertiliza-
ciony aireacion sobre la degradacion de aceite resulto significativo (P<0,05), en aquellos tratamientos que
contenian estos parametros con relacion a aquellos que no los contenian. En los tanques inoculados, fer-
tilizados y aireados se lograron las mayores remociones, hasta un 95% del aceite presente.
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Introduccion

La biorremediacién o saneamiento biclogico
es una tecnologia basada en procesos naturales
que utiliza la capacidad de algunos microorganis-
mos, tales como bacterias y hongos, para trans-
formar compuestos quimicos con la finalidad de
disminuir o eliminar su condicion de peligrosidad
[1,2, 3, 4]. La descarga de petroleo y sus produc-
tos derivados a las corrientes de agua naturales
ha planteado un problema mundial de bastante
gravedad. En Venezuela, importantes investiga-
ciones han sido dirigidas al estudio de los mi-
croorganismos y sus actividades, con el proposito
de ampliar su versatilidad metaboélica para la de-
gradacion de contaminantes especificos princi-
palmente los provenientes de las actividades pe-
troleras. La degradacion de los contaminantes es
mas eficiente si los microorganismos cuentan con
las condiciones 6ptimas para su desarrollo, tales
como nutrientes (nitrogeno y fosforo), oxigeno, pH
y temperatura [5].

El objetivo fundamental de esta investiga-
cién fue determinar la eficiencia de cepas bacte-
rianas provenientes de aguas contaminadas con
hidrocarburos en la degradacion de derivados de
hidrocarburos como el gasoil y el aceite lubrican-
te de motor, por ser este producto el que se vertia
con mayor frecuencia en la zona afectada.

Metodologia Experimental

Aislamiento

El agua contaminada con hidrocarburos
utilizada en este estudio fue obtenida de la ribera
del Lago de Maracaibo (con temperaturas superfi-
ciales promedio de 32°C), sector Capitan Chico,
Maracaibo, Edo. Zulia, Venezuela. Los envases
con el agua contaminada fueron trasladados al
Laboratorio de Microbiologia Industrial del Cen-
tro de Investigacion del Agua, Universidad del Zu-
lia, donde se realizo el aislamiento de las cepas
bacterianas presentes, utilizandose la técnica de
siembra en placa por estria [6, 7]. Una vez aisla-
das las colonias, se registraron sus caracteristi-
cas morfolégicas y cada una de las cepas -fue
guardada por duplicado en refrigeracion en tubos
con agar inclinado cerebro corazén [8].

Estudio de Factibilidad

Las cepas aisladas preservadas, se activa-
ron por transferencia a un medio nutritivo fresco,
infusién cerebro-corazon y se incubaron a 37°C
hasta alcanzar un crecimiento superior a 1x10%
UFC/mL. A partir de estos cultivos se prepararon
los inoculos para el ensayo [6, 9]. El ensayo de
factibilidad en el laboratorio se preparo en fiolas
de 250 mL para cada cepa, utilizando 5 mL in6cu-
lo, 1 mL de gasoily 94 mL de medio minimo mine-
ral, segun la modificacion propuesta por Jobson
en 1975 [10]. Todas las fiolas fueron incubadas a
37°Cy 120 rpm de agitacion en un Incubator Sha-
ker, modelo 625, durante 60 dias. Este ensayo
permiti6 seleccionar las cepas mas eficientes en
la degradacion del gasoil. Cada dos semanas, du-
rante dos meses, se tomaron muestras de cada
fiola para la determinacion de contajes bacteria-
nos siguiendo la técnica de contaje en placa verti-
da, 9215-B [9]. Al inicio y al final del ensayo, se
realiz6 la determinacion del gasoil en todas las
fiolas segun el método 5520-F [9]. Las cepas mas
eficientes en la degradacion del gasoil fueron se-
leccionadas para el estudio de tratabilidad y se les
realizo tincion de Gram, crecimiento en anaero-
biosis, ureasa, citrato, catalasa, oxidasa, motili-
dad y triple azucar hierro [6,7], datos que permi-
tieron determinar en cualquier momento del en-
sayo, el grado de pureza y la presencia de conta-
minantes en los cultivos de las cepas bacterianas
utilizadas y preservadas.

Estudio de Tratabilidad

Se seleccionaron las siete cepas mas eficien-
tes en la degradacion de gasoil para conformar el
cultivo mixto en el estudio piloto. Cada cepa se-
leccionada fue activada y posteriormente, trans-
ferida a caldo cerebro-corazém, se incubaron a
37°C hasta obtener una concentracion superior a
1x10® UFC/mL. Para preparar el cultivo mixto se
dispensaron 285 mL de cada cepa para un volu-
men de inoculo de dos litros aproximadamente, el
cual se adiciono a la unidad experimental alcan-
zando una concentracion de 10% en el volumen
total. La mezcla estudio se preparo agregando al
agua (potable) la cantidad de aceite equivalente al
35% p/v por cada litro de agua en cada tanque
(concentracion aproximada del aceite en el area
afectada).
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Para este estudio, las unidades experimen-
tales estaban representadas por tanques cilindri-
cos plasticos con una capacidad de 25 L cada uno
(Figura 1). El diametro fue de 0,3 my la altura de
0,36 m. Con el fin de mejorar la eficiencia del pro-
ceso de biorremediacién se adiciond un fertili-
zante compuesto (fosfato diamonico). Las con-
centraciones utilizadas fueron: 0,5; 0,75y 1 g/L
del fertilizante. El aire se suministré mediante un
sistema de inyeccion en espiral de aire forzado,
permitiendo crear zonas alternas de transferen-
cia y mezclado, evitando asi la formacion de vola-
menes muertos sin movimiento, formado por una
tuberia plastica acoplada a un compresor que
tuvo como funcién bombear el aire a través de
toda la tuberia.

Se prepararon tanques con las condiciones
objeto de estudio (cultivo, adicion de aire, entre
otras) y sus respectivos controles, Tabla 1.

El estudio piloto de tratabilidad tuvo una
duracion de cinco meses y cada mes se tomo una
muestra de cada tanque para la realizacién de los
andalisis microbioldgicos y fisicoquimicos. Para los
parametros microbiologicos se utilizo el contaje de
heterotrofos mesofilos por la técnica de placa ver-
tida (9215-B). Los parametros fisicoquimicos fue-
ron realizados utilizando los métodos: aceite total,
5520-F gravimétrico; nitrégeno total, 4500-NH,,
fosforo total, 4500-C acido ascorbico [8, 9].

Resultados y Discusion

Aislamiento

El aislamiento microbiologico permitio la
obtencion de 16 tipos de colonias a partir de las
muestras de agua contaminada con hidrocarbu-
ros. Se encontraron bacilos, cocos y cocobacilosy
las caracteristicas de las cepas fueron registra-
das en la Tabla 2 siguiendo el formato propuesto
por Thomas J. Kerr [6]. Las cepas nominadas MI
1 y Ml 14 presentaron caracteristicas similares a
MI 9 y MI 15, respectivamente.

Estudio de Factibilidad

Los valores de crecimiento de las cepas bac-
terianas al inicio del ensayo estuvieron entre
7x10" y 85x107 UFC/mL y al final entre 1x10%y
45x10° UFC/mL (Tabla 3).

El crecimiento de las cepas bacterianas ais-
ladas mostré diferentes patrones de comporta-
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Figura 1. Corte transversal de una unidad
experimental con sistema de aireacion.

miento a lo largo del tiempo. Los resultados obte-
nidos en la determinacion de los hidrocarburos
totales mostraron que, en el ensayo de factibili-
dad, todas las cepas fueron capaces de degradar
el gasoil (Tabla 4). Las cepas MI 9y MI 15 fueron
las mas eficientes en la remocién del gasoil, con
71% y 66% respectivamente, a los 60 dias de tra-
tamiento. Las cepas seleccionadas para integrar
el cultivo mixto en el ensayo a escala piloto fue-
ron: MI 5, MI 7, MI 8 MI9, MI 10, MI 11 Y MI 15,
ya que los cultivos utilizados en procesos de bio-
rremediacion deben ser capaces de degradar el
sustrato con una eficiencia minima de 30-40%
durante 4 a 6 semanas [3].

Estudio de Tratabilidad

En el estudio de tratabilidad, a escala piloto,
los microorganismos alcanzaron diferentes densi-
dades poblacionales durante los cinco meses del
ensayo (Figura 2). Las densidades poblacionales
iniciales presentaron titulos >1x10° UFC/mL,
mieniras que en los controles (agua/aceite con y
sin aireacion) fueron inferiores a 5x10° UFC/mL.
En los primeros 30 dias de estudio, los microorga-
nismos aumentaron sus densidades en todos los
tratamientos (cuitivo mixto, nutrientes y aireacion)
al igual que los controles. A los 150 dias de trata-
miento, todos los titulos de crecimiento fueron
>1x10® UFC/mL. Wrenn [12], utilizd6 un cultivo
mixto conformado por cepas degradadoras de hi-
drocarburos y probaron su eficiencia en la degra-
dacién de crudo liviano (5 g/L) en medio acuatico,
logrando valores de crecimiento hasta de 10°
UFC/mL.
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Tabla 1
Unidades Experimentales
Aceite Cultive Mixto Nutrientes (g/1) Aireacion
0.5 0.75 1
X
X b'e
X X
X X X
X X X
X X X
X X X
P4 X X X
X X X X
X X X X
Tabla 2

Caracteristicas de las cepas bacterianas aisladas

Caracteristicas

Borde ondulado, brillante, grisacea, forma irregular, rugosa. contorneada radiada
y vesiculada.

Borde entero y poco brillanite, blanca, forma circular, convexa y lisa.

Borde entero, brillante, blanca, forma circular, plana, y lisa.

Borde entero, brillante, amarillenta en el centro, circular, umbonante y lisa.

Borde entero, brillante, grisacea, forma circular, umbonante, contorneada y lisa.
Colonias pequenas, transparente, grisacea, circular, lisa y traslicida.

Colonias pequenas, grisacea, traslacida, circular, convexa, lisa y vesiculada.

Margen entero, brillante, circular, convexa, lisa, blanca y el centro opaco.

Borde entero, no brilla, ni destella, circular, lisa y plana.

Borde entero, no brilla, ni destella, blanca, forma circular, convexa y superficie lisa.
Circular, traslacida, destello en el centro y borde opaco, blanca y plana.

Margen entero, blanca, umbonante, circular y vesiculada.

Destello, difuminada,“swarming”, blanca, irregular, plana, erosionada y halo opaco.
Borde entero, ni brilla, ni destella, blanca, circular, convexa, lisa y colonias pequenas.
Borde entero, blanco, con opalescencia aguda, circular, convexa y colonias pequenas

Borde entero, transparente brillante, circular, lisa y colonias pequenas.
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Tabla 3
Crecimiento bacteriano en medio minimo mineral con gasoil.
Cepa/ Dias x 106 UFC/mL

, 0 15 30 45 60
MI2 0,15 0,07 0,36 0,0002 0,001
MI3 13 4 0,5 0,52 0,49
Mi4 31 23 15 4.3 4.2
MI5 37 130 280 400 680
MI6 95 20 19 1,2 4
MI7 14 40 71 90 3.1
MI8 62 18 4 60 2
MIS 300 220 3200 4000 4500
MI10 850 77 620 700 800
MI11 180 83 110 350 400
MI12 180 45 99 69 4,7
MI13 16 1,2 5.6 0,06 0,2
MI15 0,069 5 19 50 150
MI16 290 4.4 4 0.3 1,5
MI17 33 3.2 g 1.2 1,4
MI18 3.6 0.9 0.2 0,089 0,02

Se aplicé un analisis de varianza con tres
repeticiones, utilizando un modelo lineal estadis-
tico. Al evaluarse el efecto de la aplicacion de cul-
tivo mixto, fertilizacién y aireacion sobre el nua-
mero de heterotrofos mesofilos se observé un
efecto altamente significativo (P<0,01) en los tra-
tamientos que contenian cultivo mixto en rela-
cion con los que no lo contenian; en los trata-
mientos aireados se observé un efecto significati-
vo (P>0,05); estos resultados indican que existen
diferencias entre las medias del numero de hete-
rotrofos mesofilos en los tratamientos. Mientras,
que el efecto de la fertilizacion, resulté no signifi-
cativo (P>0.05), lo cual indica que no hay diferen-
cias significativas entre las medias del namero de
heterotrofos mesofilos en los tratamientos.

En los tratamientos control, no inoculados,
la densidad poblacional del control aireado fue
49x10* UFC/mL, ligeramente superior que en el
control no aireado e cual alcanzo una densidad
de 12x10% UFC/mL, y esa diferencia se mantuvo
durante todo el estudio (Figura 2). El crecimiento
de microorganismos aerobios y el desarrollo de

sus actividades metabdlicas especificas depen-
den principalmente de la disponibilidad de oxige-
no molecular [4], lo que explica el comportamien-
to obtenido en estos tratamientos, el oxigeno esti-
mulo las reacciones metabélicas de los organis-
mos presentes.

En la Figura 3, se puede distinguir que el
proceso presento dos fases durante la degrada-
cion; en la primera [ase, con una duracion de se-
senta dias se observo una degradacion cercanaal
60% del aceite presente en todos los tratamientos
inoculados; y en la segunda fase, en los noventa
dias restantes del ensayo, se observo una degra-
dacion aproximada del aceite de aproximada-
mente el 64%.

Los valores de aceite encontrados en los tan-
ques no inoculados con y sin aireacion se mantu-
vieron en el rango de 6300 a 7000 mg/L, mientras
que en el resto de los tratamientos con cultivo mix-
to los valores de aceite disminuyeron progresiva-
mente desde 7000 mg/L a 500 mg/L durante el es-
tudio. Estos resultados evidencian que los trata-
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Tabla 4
Contenido de gasoil al inicio y al final del
ensayo de factibilidad.

Cepa Gasoil
Bacteriana (mg/mL)
Inicio Final
ML2 8,3 4,24
ML3 8,3 5,06
ML4 8.3 4,22
ML5 8.3 4,1
ML6 8.3 4,18
ML7 8,3 4,04
MLE 8,3 3,783
ML9Y 8.3 2,39
ML10O 8.3 3.66
ML11 8.3 3.87
ML12 8.3 4,28
MLI13 8,3 4,43
ML15 8.3 2,84
ML16 8.3 4.3
ML17 8.3 4.5
MLI18 83 45

mientos aplicados aumentaron la degradacion del
aceite en el ensayo. En los tratamientos con cultivo
mixto con y sin aireacién (4 y 3), la aireacién deter-
minoé un incremento en la eficiencia de los organis-
mos para degradar el aceite.

En relacion a los tratamientos con fertiliza-
cion (5 al 10) se observa que la concentracion de
0,5% fue la mas favorable para la degradacion del
sustrato presente (aceite). La utilizacion de la ai-
reacion y fertilizantles también aumento la degra-
dacioén, siendo el tratamiento con aireacién y
0,5% de nutrientes el mas eficiente en la degrada-
cion del aceite (Figura 3y 4). Los tanques 8,9y 10
que fueron inoculados, fertilizados y aireados
mostraron los porcentajes mas altos de remocion
de 95; 93 y 87% respectivamente. La fertilizacion
fue mas favorable para la degradacion que la ai-
reacion. En el analisis de varianza, el efecto de la
aplicacién de cultivo mixto, fertilizacién y airea-

cion sobre la degradacion de aceite resulto signifi-
cativo (P<0.05), en aquellos tratamientos que
contenian estos parametros con relacion a aque-
llos que no los contenian.

Los altos porcentajes de remocion de aceite
logrados en este estudio concuerdan con lo repor-
tado por LaDausse et al [13], quienes demostra-
ron la importante mejora que se producia en la
biodegradacion de crudo en recipientes fertiliza-
dos, en los cuales lograron remover el 60% de los
hidrocarburos presentes. Adicionalmente, estos
investigadores suministraron oxigeno a algunos
recipientes y obtuvieron un incremento en la re-
mocién superior al 70% en el medio fertilizado.

Baker [11], reporto que la biotratabilidad de
hidrocarburos debe contar con la adicion de oxige-
no, nitrogeno y fosforo. Durante todo €l estudio se
observé una disminucion de la concentracion de ni-
trogeno y fosforo en cada tanque (Figura 5y 6).

Durante los primeros 60 dias se lograron las
mayores disminuciones en los tanques aireados,
lo que concuerda con los resultados de Venosa
[14]. quien reporto que las mayores disminuciones
de nitrégeno y de fosforo en medios acuaticos con-
taminados con hidrocarburos tenian lugar en las
primeras semanas de estudio; disminuyendo de
manera secuencial pero en menor grado hasta el
final del ensayo. La concentracion de nitrogeno va
disminuyendo en mayor proporcién que la del fos-
foro durante los tratamientos, debido a que ios mi-
croorganismos, necesitan una proporciéon 10:1 de
estos componentes para la asimilacion y la sinte-
sis del nuevo material celular [5].

En el analisis de varianza, se observo un
efecto altamente significativo (P<0,01) en el efecto
de la aplicacion de cultivo mixto y fertilizacion so-
bre la remocion de f6sforo y nitrogeno en los trata-
mientos que contenian estos parametros en rela-
cién con los que no lo contenian; mientras que en
los tratamientos aireados el efecto fue significati-
vo (P>0,05).

Conclusiones

El proceso de degradacion del aceite fue op-
timizado en los tratamientos con cultivo mixto
donde se aplico aireacion y fertilizacién simulia-
neamente, tanques 8, 9y 10, donde alcanzo6 por-
centajes de remocion de 95, 93 y 87%, respectiva-
mente.
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Figura 3. Concentracion del aceite durante el estudio para cada tanque.
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Figura 4. Porcentajes de remocion del aceite.

La adicion de nutrientes influyo en la de- El mayor consumo de nitrégeno y fosforo
gradacioén del aceite en mayor proporcién que la ocurrio los primeros sesenta dias de tratamiento
aplicacion de la aireacion, haciendo aun mas efi- denotando la estimulacion de la actividad meta-
ciente el proceso de remocion cuando se aplica- bolica de las cepas bacterianas.
ban ambos.
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