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RESUMEN

El problema de la contaminacion ambiental con petrédleo es de
vital importancia, ya que causa efectos perjudiciales en los ecosistemas
terrestres y acuaticos.

La biodegradacion de hidrocarburos en suelos, es una alternativa
para el tratamiento de la contaminacion con petroleo.

En el presente estudio se ha evaluado la capacidad degradadora
de bacterias, frente a los hidrocarburos componentes del petroleo de
manera cuantitativa y cualitativa, mediante el uso de la bioestimulacion
con nitrégeno, fosforo y potasio y la bioaumentacion. Se compararon 5
terrarios conformados de la siguiente manera : el primero por bacterias
bioaumentadas reintroducidas con fertilizantes inorganicos (B+F), el
segundo por bacterias bioamentadas reintroducidas sin fertilizante (B-
F), el tercero por bacterias nativas con fertilizantes inorganicos (N+F), el
cuarto por bacterias nativas sin fertilizantes inorganicos (N-F) y el
quinto el control abiotico (CA).

Para el proceso de biodegradacion bacteriana, se seleccionaron
consorcios bacterianos de acuerdo a su capacidad degradativa y
emulsificante (Pseudomonas aeruginosa TX-5, Acinetobacter
calcoaceticus T2X-1, Bacillus sp. TX-4) y por otro lado, para el
proceso de bioestimulacion se seleccion6 una mezcla de componentes
inorganicos y se formulé la concentracion de estos fertilizantes
inorganicos, de la siguiente manera (C/N : 100:1 y NPK: 20:20:1).

Los resultados en los terrarios de experimentacion, determinaron
que el terrario B+F, tuvo mayor porcentaje de biodegradacion (71,4%),
seguido del terrario N+F (66,7%), el terrario B-F (61,9%), N-F (52,3%) y
CA (28%). Los componentes del petrdleo que sufrieron mayor
degradacion fueron: n-pentano, n-hexano y n-decano. La poblacion
bacteriana tanto heterotrofa como oleofilica llegé a su mayor cantidad a
los 30 dias del experimento. La reintroduccion de microorganismos
nativos, tiene mayor efectividad en la biodegradacion de crudo de
petroleo, cuando el microorganismo dispone de fertilizantes inorganicos.
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ABSTRACT

The environmental contamination problem whit oil spills mainly
crude is important for the bad effects in earth and water ecosistems.

In the present study the capacity of bacterial for the hydrocarbons
degradation cuantitative and cualitatively with use of inorganica
fertilizers with nitrogen, phosfore and potassium (biostimulation) and
the enhanced of bacterial cultures (bioaumentation). We compared 5
containers: the first with enhanced bacterial culture and the inorganic
fertilizers (B+F), the second with a enhanced bacterial cultures witout
inorganic fertilizers (B-F), the third with bacterial cultures isolated of
Canete soil with inorganic fertilizers (N+F), the fourth with bacterial
cultures isolated of Canete soil without inorganic fertilizers (N-F) and
the fifth, abiotic control (CA).

For the bacterial biodegradation process were selectec bacterial
groups with biodegradation and bioemulsificacion capacity
(Pseudomonas aeruginosa TX-5, Acinetobacter calcoaceticus T2X-1,
Bacillus sp. TX-4), in the othe hand for the biostimulation process
werw selected inorganic fertilizers (C/N : 100:1 y NPK: 20:20:1).

The results in experimentation containers were that the container
B+F obtained the higher average of biodegradation




Biodegradacion bacteriana por bioestimulacion en suelos contaminados con petroleo crudo

1. INTRODUCCION

Actualmente, propuestas para resolver la contaminacion
ambiental son de gran importancia y han despertado mucho interés,
debido a las graves consecuencias que €ste origina, permitiendo mejorar
el ecosistema y por ende el bienestar de toda la humanidad.

La contaminacion de los ecosistemas (terrestres y acuaticos) con
petroleo, afecta no solo a la microbiota del suelo sino a la
macrocomunidad residente. Asi, los efectos perjudiciales del petréleo
son vistos mejor sobre la flora dominante de ambientes terrestres,
aunque paralelamente, es menos notorio el efecto ejercido sobre la
comunidad animal (La Grega, 1996).

Los microorganismos que habitan en diferentes ambientes
acuaticos y terrestres, segun el clima y region geografica son muy
diversos y capaces de utilizar cualquier sustrato organico que se
encuentre en su medio. Por consiguiente estos microorganismos
tienen la capacidad de usar hidrocarburos, como unica fuente de
carbono y energia (Madigan, 1998).

El petroleo crudo, contiene varias clases de componentes
hidrocarbonados que pueden ser clasificados en 4 grupos : saturados,
aromaticos, resinas y asfaltenos ( Apezteguia, 1999). Los componentes
del petrdleo que tienen efectos mas nocivos, son los hidrocarburos
aromaticos, puesto que algunos actian como toxicos agudos y otros,
como el benzopireno, tienen actividad carcinogénica ( Cisneros, 1996).

La biodegradacion de hidrocarburos en suelos, es una alternativa
que puede emplearse tanto para el tratamiento, como para la
disposicion final de los residuos producidos por las refinerias del
petroleo (Morry, 1998). Las bacterias requieren de una amplia area de
contacto entre ellas y el petroleo, para llevar a cabo, la emulsificacion
del petroleo en el medio acuoso circundante (Morris, 1997).

La capacidad de autodepuracion de los suelos es restringida ya
que las actividades de su poblacion microbiana, verdadero motor de la
biodegradacion de residuos, se reprime con la incorporacion masiva e
irracional de residuos, ya sea por las altas concentraciones que
retrasan su degradacion o por su condicion de residuos peligrosos
(Pozzo, 1996).
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Las tecnologias conocidas como “Landfarming” (biolabranza),
“Land Treatment” (biotratamiento de suelos) o “Land Application”
(biorremedicion de suelos), son métodos de remediacion de
hidrocarburos del petroleo a través de la biodegradacion (Belloso, 1998).

La biorremediacion, es la adicion de microorganismos vy
fertilizantes a ambientes contaminados, para acelerar el proceso natural
de biodegradacion . En el caso de los derrames de petroleo, se trata
empleando varias técnicas, incluyendo la adiciéon de fertilizantes para
facilitar la descomposicion del crudo por las bacterias. Sin embargo,
existen diferentes factores que limitan la biodegradacion de los
hidrocarburos, como son la disponibilidad de nutrientes como el
nitrogeno, fésforo y potasio , disponibilidad del sustrato, temperatura,
pH, oxigeno, humedad, porosidad del suelo, textura, permeabilidad,
poblacion microbiana y otros. Por eso es de suma importancia controlar
estos parametros a fin de mejorar los procesos de biorremediacion,
disminuyendo principalmente tiempo y costo en su aplicacion (Ortiz,
1999). La reintroduccion de microorganismos nativos aislados de un
medio contaminado con petroleo, parece ser el método de
biorremediacion mas efectivo, especialmente cuando el crecimiento del
microorganismo esta suplementado por oxigeno y fertilizantes (Korda,
1997).

Se han reportado numerosos trabajos de investigacion sobre
biodegradacion de hidrocarburos por microorganismos, los cuales,
estan enfocados como una alternativa para solucionar problemas de
contaminacion ambiental por petroleo.

En el presente estudio, se ha evaluado de manera cuantitativa y
cualitativa, la capacidad degradadora de bacterias en suelos
contaminados con hidrocarburos de petréleo crudo con la fertilizacion
que es un método de biorremediacion con nutrientes inorganicos como
nitrogeno , fosforo y potasio , para estimular el crecimiento de
microorganismos nativos y cultivados y la técnica de la inoculacion,
que se refiere a la adicion de microorganismos a un sitio contaminado,
los cuales pueden agregarse junto con nutrientes. La comprension del
proceso, permitira disenar estrategias para aprovechar las propiedades
degradativas de los microorganismos. Por ello el interés en el presente
estudio, como un aporte para un mejor conocimiento de
microorganismos degradadores de petroleo, para que este proceso se
constituya en wun mecanismo potencial de biorremediacion, que
contribuya a la conservacion de nuestro medio ambiente.
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HIPOTESIS

La bioestimulacion de microorganismos hidrocarbonoclasticos
(degradadores de petroleo) mediante la adicion de nitrogeno, fosforo y
potasio, constituye un factor importante para lograr una biodegradacion
eficiente en suelos contaminados con crudo de petroleo.

OBJETIVOS:

Objetivo general

» Evaluar la capacidad biodegradativa de wun consorcio
bacteriano, mediante la aplicacion de fertilizantes
inorganicos como el nitrégeno, fésforo y potasio
(bioestimulacion) en suelos contaminados con petroleo
crudo.

Objetivos especificos

1. Aislar cepas nativas degradadoras de hidrocarburo, procedentes
del suelo.

2. Seleccionar consorcios bacterianos nativos y reintroducirlos.
3. Evaluar el efecto de la concentracion de nitrégeno, potasio y
fosforo (bioestimulacion) sobre la actividad degradativa de la

biorremediacion.

4. Evaluar el efecto de la bioaumentacion bacteriana, (inoculacion)
en suelos contaminados con petroleo crudo.

10
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2. ANTECEDENTES

o Lopolito M. y col. 2005. Llevaron a cabo experimentos de
biodegradacion de hidrocarburos utilizando diferentes sustratos
como el petroleo, kerosene, aceite lubricante y benceno, y como
nutriente un medio minimo y fertilizante foliar comercial,
concluyendo que la inoculacion previa acelera el proceso de
degradacion.

o Morgan M. y col. 2005. Aplicaron biorremediacion en 20 m?2 de
suelo contaminado con petroleo, durante 369 dias, en este suelo
se adicionaron nutrientes inorganicos, aireacion y humedad,
obteniéndose valores < a 1% de concentracion de hidrocarburos
recomendada por normas internacionales.

o Abalos A. y col. 2004. Estudiaron los ramnolipidos de
Pseudomonas aeruginosa AT10, determinando que la adicion de
los mismos, acelera la biodegradacion de hidrocarburos del
petroleo en un 61% en 10 dias de incubacion.

o Bracho M. y col. 2004. Llevaron a cabo un estudio respecto a la
degradacion bacteriana sobre naftaleno, antraceno, fenantreno y
dibenzotiofeno. Las bacterias degradadoras aisladas a partir del
suelo estudiado fueron: Pseudomonas (54.05%), Bacillus
(24.30%), Staphylococcus (16.20 %) y Micrococcus (5.4 %);
ademas determinaron que el 100% de cepas, degradaron el
naftaleno y antraceno, el 78.5% fenantreno, el 71.42%
dibenzotiofeno y 50% los cuatro hidrocarburos.

o Pardo J. y col. 2004. Midieron la efectividad de la biolabranza
(landfarming), durante 4 meses, adicionando fertilizantes
inorganicos, obteniendo al finalizar el experimento, un porcentaje
de remocion de hidrocarburos del 91%.

o Volke T. y col. 2003. Realizaron un trabajo en biodegradacion de
hidrocarburos de petroleo y determinaron que los pre-
tratamientos electroquimico y mediante adicion de surfactantes,
adicionales al composteo, produjeron una degradacion del 48% y
46% respectivamente.

o Zucchi M. y col. 2003. Evaluaron la respuesta de una comunidad
bacteriana durante la biorremediacion en un lapso de 72 dias con
bioestimulacion y aireacion adecuada, adicion de nutrientes y
surfactactes obteniendo una reduccion final de hidrocarburos del
39.5%.

11
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Escalante R. 2002. Desarroll6 un estudio sobre la biodegradacion
del crudo de petroleo en 3 terrarios durante 90 dias, se aislaron
129 cepas bacterianas de las que presentaron una mejor
actividad biodegrativa las especies: Pseudomonas aeruginosa,
Bacillus sp. y Serratia rubidae, las mismas que conformaron el
consorcio utilizado en ese experimento. En el primer terrario,
donde se inocul6 el consorcio exégeno sin fertilizantes, se logro
una biodegradacion del 92.5% , en el segundo terrario, que estuvo
conformado por bacterias nativas, el porcentaje de biodegradacion
logrado fue del 60% y finalmente, en el tercer terrario que
correspondia al control abiotico, la biodegradacion fue del 55%.

Margesin R. , Schinner F. 2001. Investigaron la factibilidad de la
biorremediacion, como tratamiento opcional de suelos
contaminados con hidrocarburos. Para examinar la eficiencia de
la atenuacion natural y bioestimulacion, utilizaron un
mesocosmos tanto con suelos fertilizados y no fertilizados con
NPK. El nivel inicial de contaminacion fue reducido
aproximadamente en un 50% y 70% en suelo no fertilizado y
fertilizado respectivamente.

Mishra S. y col. 2001. Analizaron el potencial de Ila
biorremediacion de un consorcio bacteriano en suelos
pertenecientes a una refineria, dividieron el terreno de estudio en
4 bloques A, B, C y D de los que A, B y C fueron tratados con
consorcio y D fue control no tratado. En los bloques donde se
aplico el consorcio bacteriano y nutrientes se observéo un
porcentaje de biodegradacion de 90.2%, mientras que en el
bloque D , un 16.8%, el experimento se desarroll6 durante un
periodo de 120 dias.

Nwachukwu S. 2001. Inoculé Pseudomonas putida en suelos
contaminados con petroleo, adicionando nutrientes inorganicos
en algunos. La mayor efectividad de degradacion se obtuvo a las 9
semanas, esto se corroboré por el crecimiento de Lepidium sp. ,
usado como evidencia de biorrecuperacion; el porcentaje de
germinacion de éste, fue de 27,5% en suelos no fertilizados y de
98,8% en suelos fertilizados.

Parales R. el ano 2000. Eevalu6 la capacidad degradativa y
reaccion quimiotactica de cinco cepas, determinando que
Pseudomonas putida, degrada de manera eficaz los
hidrocarburos.

Belloso C. 1999. Evalua el porcentaje de biodegradacion durante
el proceso “landfarming” (biolabranza), usando microorganismos
exogenos y microorganismos nativos sin aplicacion de
fertilizantes, el estudio tuvo una duracion de 3 meses. La
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eficiencia de la degradacion fue del 84% (en el terrario N° 1, con
microorganismos exogenos) y del 49% (en el terrario N° 2, con
microorganismos nativos).

Deyta A. y Saval S. 1999. Analizan la degradacion de benceno,
tolueno y xileno (BTX) en suelos de dos sitios contaminados con
gasolina y concluyeron que las diferencias de velocidades y
porcentaje de degradacion de un sitio a otro se debian a la
combinacion de factores como la humedad, adicion de nutrientes
y bacterias aclimatadas; asimismo la eficiencia dependi6 del tipo
de suelo.

Machin J. y col. 1999. Observaron el efecto de la
bioestimulacion en la biodegradacion de hidrocarburos de suelo
contaminado, en reactores de fase semisolida, encontrando que
mediante la adicion de un fertilizante, se obtenia un elevado
porcentaje de degradacion. El suelo tratado presentaba altos
niveles de contaminacion por hidrocarburos; de esta manera la
bioestimulacion en fase solida puede considerarse como
alternativa para la biorremediacion del suelo.

Morales D. y col. 1999. Aislaron y seleccionaron consorcios
microbianos con capacidad para degradar hidrocarburos de dos
fuentes: una contaminada con hidrocarburos (IMP) y otra no
contaminada (composta residual). La degradacion de
hidrocarburos fue de 25,48% para el consorcio IMP y de 22,37%,
para el consorcio de la composta.

Ortiz A. y col. 1999. Seleccionaron un material texturizante
organico (bagazo de cana y composta) el mismo que presentaba
las mejores caracteristicas como soporte en los biorreactores tipo
columna por incremento de porosidad, resistencia de agua,
resistencia del diclorometano y alta recuperacion de
hidrocarburos; asimismo determinan un porcentaje de
biodegradacion de 9.35 % para el consorcio IMP , 14,77 % para el
corsorcio IMP+ composta y un 25% para IMP+ bagazo de cana.

Aislabie J. y col. 1998. Estudiaron el potencial de la
biodegradacion de los hidrocarburos del petroleo en suelos de la
Antartida, demostrando que el nitrogeno incrementa
significativamente la mineralizacion de hidrocarburos en suelos
contaminados con petroéleo crudo.

Belloso C. y Carrario J. 1998. Compararon la actividad
hidrocarburolitica de diferentes cepas bacterianas en suelos
“landfarming” contenidos en terrarios, con aplicacion de 2
concentraciones de fertilizantes NPK en las proporciones de C/N:
20:1, y NPK: 20:2:1 en el primer caso (Z1) y proporciones de C/N:

13
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100:1, y NPK: 20:20:1 en el segundo caso (Z2), observandose el
porcentaje mas alto de reduccion de hidrocarburos (45%) en los
primeros 30 dias en el terrario con el fertilizante Z2. La cepa W2
resulto ser la de mayor capacidad hidrocarburolitica.

Merino F. 1998. Llevo a cabo un estudio de microorganismos
nativos productores de emulsificantes de petréleo, indicando que
los microorganismos con mayor capacidad emulsificante y
degradativa, fueron las cepas : Pseudomonas aeruginosa KT1-1
y Serratia rubidae BT5-4.

Renteria A. y Miranda H. 1998. Evaluaron el crecimiento sobre
el petroleo de noventa cepas bacterianas, correspondientes a
diversos géneros, provenientes de muestras de agua y suelos
contaminados con petroleo crudo; los géneros que mostraron
mayor actividad degradativa fueron: Micrococcus,
Pseudomonas, Alcaligenes, Acinetobacter y Flavobacterium,
los mismos que se evaluaron a través de parametros cinéticos,
velocidad especifica de crecimiento y tiempo generacional.

Dagher F. y col. 1997. Realizaron un estudio comparativo de 5
cepas del suelo degradadoras de hidrocarburos aromaticos
policiclicos ; Sphingomonas sp. Cepa 107, fue la cepa con mayor
capacidad degradadora, seguida de Pseudomonas aeruginosa
cepas 57 y PL1. Los biosurfactantes fueron producidos por
Pseudomonas aeruginosa y Pseudomonas putida y el
bioemulsificante por Sphingomonas sp.

Delille D. y col. 1997. Analizaron la efectividad de la
biorremediacion en aguas, mediante la adicion del fertilizante
INIPOL EAP22 (NPK), dicho fertilizante indujo al aumento de
microflora  saprofitica y degradadora de hidrocaburos,
incrementando la efectividad de la biodegradacion de
hidrocarburos del petroleo.

Hanson K. y col. 1997. En su estudio con la bacteria
Acinetobacter sp. cepa A3 demuestran que esta cepa , en un
tiempo de 120 horas bajo condiciones de agitacion constante, en
un suelo contaminado con petroleo (5%) es capaz de degradar los
hidrocarburos del petroleo crudo, logrando un porcentaje de
eficiencia del 70%.

Korda A. y col. 1997. Indicaron que los métodos analiticos
para medir la biodegradacion de hidrocarburos de petroleo varian
en efectividad; la biodegradacion in vitro varia cuando se expone
al microorganismo frente a un amplio rango de contaminantes,
resultando limitada; llegaron a concluir que la reintroduccion de
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microorganismos nativos, parece ser el método de
biorremediacion mas efectivo.

Margesin R. y Schinner F. 1997. Evaluaron la eficiencia de la
biodegradacion con microorganismos nativos del suelo , un
inoculo psicrotréofico degradador de diesel y el efecto de la
bioestimulacion por medio de la fertilizacion inorganica.
Determinaron que la bioestimulacion por fertilizacion, incrementa
la biodegradacion del diesel por bacterias nativas. Un 16% al 23%
de la contaminacion se perdié por procesos abiodticos, mientras
que el total de decontaminacion sin y con fertilizante, estuvo en
un rango de 16% al 31% y 27% a 53%, respectivamente.

Zhonggi H. 1997. Estudi6 la manera como Pseudomonas
pseudoalcaligenes JS45 utiliza nitrobenceno como unica fuente
de carbono, nitrogeno y energia; mediante la investigacion logro
determinar que la cepa en estudio, degrada nitrobenceno
mediante una serie de complejas y numerosas reacciones
enzimaticas.

Mac Gillvray A. y Shiaris M. 1994, estudiaron el rol de los
microorganismos eucarioticos (levaduras) y procarioticos
(bacterias) de un sedimento costero relativo a la
biotransformacion del hidrocarburo fenantreno por dos métodos
diferentes: deteccion de metabolitos marcados y wuso de
inhibidores selectivos (estreptomicina y colchicina). Mencionan
que tanto levaduras como bacterias pueden transformar el
fenantreno, pero la contribucion de los microorganismos
eucarioticos fue solo del 3%, concluyendo que los degradadores
de fenantreno predominantes en dicho sedimento son bacterias y
no levaduras.

Radwans y col. 1995. Desarrollaron un estudio sobre el manejo
de suelos procedentes de Kuwait para mejorar la biodegradacion
en suelos, aplicando fertilizacion repetida, el componente mas
efectivo fue el KNOs al 3% agregado en solucion; las muestras
contenian  predominantemente los géneros bacterianos:
Pseudomonas, Bacillus, Rhodococcus y Streptomyces.

Haigler B. 1993. Aislo la cepa Pseudomonas sp. 4 NT de un
suelo contaminado con 4-nitro benceno y comprobé que esta cepa
bacteriana tiene también una buena capacidad degradativa frente
al nitrotolueno. Los extractos celulares convirtieron el 4-
nitrobenzoato a protocatecuato; la degradacion se llevo a cabo
bajo condiciones anaerobicas.

15



Biodegradacion bacteriana por bioestimulacion en suelos contaminados con petroleo crudo

o Buckley y col. 1976. Aislaron bacterias y hongos de un
ecosistema estuarino no poluido por petréleo o sus derivados, las
especies bacterianas que mostraron capacidad de utilizar
hidrocarburos de kerosene como unica fuente de carbono fueron
caracterizadas en los géneros Pseudomonas, Corynebacterium,
Aeromonas, Micrococcus y Arthrobacter.
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3. MATERIALES Y METODOS

FLUJOGRAMA DEL TRABAJO EXPERIMENTAL

Aislamiento, seleccion y
caracterizacion de las cepas
bacterianas.

Caracterizacion del
suelo utilizado en el
experimento.
l Caracterizacion del crudo
4—

de petroleo utilizado en el
experimento.

l

Seleccion del consorcio bacteriano.

l

| Preparacion del in6culo. |

l

Biodegradacion del crudo del petréleo
en terrarios:

1. Preparacién de 5 terrarios :

Consorcio bioaumentado con fertilizante inorganico
(B+F), consorcio bioaumentado sin fertilizante
inorganico (B-F), consorcio nativo con fertilizante
(N+F) , consoricio nativo sin fertilizante (N-F) y
Control abiético (CA).

2. Evaluacion de los 5 terrarios :
Cuantificacion de la biodegradaciéon del crudo de
petroleo, analisis de suelos para evaluar composicion,
concentracion de fertilizantes inorgdnicos 'y
caracterizacion del petrdleo crudo al final del
experimento.
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3.1 MATERIALES

- Materiales de vidrio (Anexo 8.1).

- Medios de cultivo (Anexo 8.2).

- Equipos y Aparatos (Anexo 8.3)

- Suelo de cultivo procedente de Canete.

- Petroleo crudo procedente de la refineria “La Pampilla”.

3.2 METODOS

3.2.1. MUESTREO

3.2.1.1. DE SUELOS PARA EL AISLAMIENTO DE
MICROORGANISMOS DEGRADADORES DE
HIDROCARBUROS

Se obtuvieron 5 muestras de aproximadamente 1 kg de suelo de
cultivo procedente de Canete, las mismas que fueron transportadas
al laboratorio de Microbiologia y Biotecnologia microbiana de la
Facultad de Biologia de la Universidad Nacional Mayor de San
Marcos, en bolsas de polietileno de primer uso debidamente
etiquetadas en el menor tiempo posible para su procesamiento
inmediato.

3.2.1.2. DE SUELOS DE TERRARIOS PARA EVALUAR LA
BIODEGRADACION DE CRUDO EN TERRARIOS

Se obtuvieron un total de 20 muestras de 1 kg de suelo cada una,
a partir de terrarios que contenian 30 kg de suelo cada uno,
procedente de Canete y contaminado con petroleo segun diseno del
experimento.

A partir de estas muestras, se evaluo:

- Microorganismos aerobios mesofilos

- Microorganismos oleofilicos

- Hidrocarburos totales

- Analisis fisico-quimico de cada uno de los suelos (ver
cuadros de resultados)

Las muestras de la 1 a la 5, correspondieron a la fase inicial del
experimento (dia O) , a partir de las que se obtuvieron los valores
iniciales.

Las muestras de la 6 a la 10, correspondieron a la segunda fase de
experimentacion (30 dias).
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Las muestras de la 11 a la 15, correspondieron a la tercera fase del
experimento (60 dias).

Las muestras de la 16 a la 20, correspondieron a la cuarta fase y
fase final del experimento (90 dias).

Se procesaron las muestras correspondientes, cada una con dos
repeticiones.

3.2.2. PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS

3.2.2.1. Método de aislamiento y purificacion de bacterias
degradadoras del petréleo (Merino y col. 1991)

* Se suspendio, 5 g de tierra en agua destilada estéril
(0,85%).

» Se Sembro en medios de preenriquecimiento : Caldo
Palleroni (25 ml) y Caldo Acetato Mineral (25 ml).

* Se incubo las muestras a 30°C en agitacion constante (150
r.p.m), durante 72 horas.

» Transcurrido el tiempo para el aislamiento de bacterias se
procedié a sembrar por estrias en placas que contenian
Agar King B a partir de Caldo Palleroni y en Agar Cerebro
Corazon (BHI) a partir del Caldo Acetato Mineral y de la
suspension de suelo en solucion salina.

» Se incubo las placas a 30°C por 48 horas.

» Se aislo colonias de las diferentes placas, segun su
morfologia de crecimiento y procedencia de la muestra.
Luego se resembro las colonias seleccionadas para su
purificacion en tubos que contengan 2 ml de Caldo nutricio
e incubarlas a 30°C por 48 horas.

» Transcurridas las 48 horas, se procedi6 a sembrar las
cepas en Agar nutricio para verificar su pureza e incubarlas
nuevamente a 30°C por 48 horas. Se selecciono las colonias
aisladas y se sembro por estrias en viales con Agar nutricio
y se incubo a 30°C por 48 horas.

* Se observo el crecimiento de la cepa pura , se tapono los
viales con tapones de jebe estériles y se sellaron con
parafina. Se mantuvo el cepario en refrigeracion a 4°C.
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3.2.2.2. Método para determinar actividad bacteriana
emulsificante (Goldman y col. 1982) - (Anexos-Esquema
Ne 3)

* Se reactivaron las cepas en 2 ml de Caldo nutricio y se
incubaron a 37°C por 24 horas.

» Se preparo el medio Minimo de Goldman, con extracto de
levadura al 3% esterilizandolo, excepto el etanol para
agregarlo posteriormente en condiciones de esterilidad.

» Se repartio en matraces 18 ml de Medio Minimo de
Goldman . Se adicion6 después los 2 ml de cultivo. Se
incubo, a 30°C durante 72 horas en agitacion constante
(150 r.p.m).

» Trancurrido el tiempo, se centrifugo el cultivo a 5000 r.p.m.
por 30 minutos.

» Se colecto 10 ml del sobrenadante en tubos de prueba 16 x
150 mm, previa decantacion, luego se agregé a cada tubo
con sobrenadante 0,2 ml de petroleo crudo y se agito
manualmente durante 5 minutos (para facilitar la
emulsion).

» Se trasvasO6 Sml de la preparacion anterior a tubos de
Spectronic 13 X 100 mm para la lectura de absorbancia a
540 nm El blanco correspondio al medio de cultivo sin
inoculacion.

» Se convirtio la lectura de absorbancia en unidades de
actividad emulsificante por ml (UAE/ml), siendo 0,816 de
absorbancia equivalente a wuna unidad de actividad
emulsificante/ml .

3.2.2.3. Método para determinar capacidad biodegradativa de cepas
bacterianas (Mills y col. 1978) - (Anexos-Esquema N° 4)

* Se reactivaron las cepas en Caldo Nutricio y se incubo a
30°C por 12 horas.

» Se preparo6 el Medio Mineral , al cual se le adiciono petroleo
crudo como unica fuente de carbono.

» Se repartio 9 ml del medio en tubos de 16 X 150 mm, se
anadio6 1 ml del cultivo, y se incub6 a temperatura
ambiente por 30 dias.

» Transcurrido el tiempo, se midi6 el crecimiento
cualitativamente por la turbidez visible del medio de
cultivo. Se consider6 como blanco negativo, un tubo
conteniendo los componentes del medio sin inoculacion.

» Se realizaron las lecturas tomando en cuenta que una
turbidez de 2 (++), equivalente a una poblacion superior a
6 x 108 microorganismos/ml, en la escala turbidimétrica de
Mc. Farland; 3 (+++) con una poblacion superior a 9 x 108
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microorganismos/ml, equivalio a un crecimiento bueno y
una turbidez de 5 (+++++) con una poblacion superior a 15
x 108 microorganismos/ ml, y correspondi6 a un
crecimiento muy bueno, el mismo que significé la emulsion
total del petroleo en agua.

3.2.2.4. Identificacion Taxonémica

Para la identificacion taxonomica se procedio inicialmente a
efectuar la coloracion Gram, de acuerdo a los resultados
obtenidos las cepas bacterianas fueron agrupadas segun su
morfologia en cocos, cocobacilos, bacilos, y segun sus
caracteristicas tintoriales, en bacterias Gram negativas y
Gram positivas.

Para diferenciar entre bastones Gram positivos y cocos
Gram positivos, se realizo la prueba de la catalasa,
mientras que la prueba de la oxidasa fue aplicada a todas
las cepas bacterianas Gram negativas. Segun el Manual de
Bacteriologia determinativa de Bergey's (1997). Los
bastones y cocobacilos Gram negativos oxidasa negativos,
fueron identificados mediante pruebas bioquimicas segun
Bergey’'s y para la identificacion de los bacilos y cocobacilos
gram negativos, positivos a la prueba de la oxidasa, se
utilizo el sistema API 20NE.

3.2.2.5. Seleccion del consorcio bacteriano

El consorcio bacteriano elegido correspondié a 3 especies
de bacterias, las mismas que fueron seleccionadas segun
su mayor capacidad degradativa y emulsificante.

3.2.2.6 Preparacion del inéculo (Bioaumentacion)

Las cepas integrantes del consorcio bacteriano fueron
reactivadas a las 24 horas (bioaumentacion), fueron
inoculadas cada una por separado en 3,5 ml de caldo
nutritivo, al cabo de 24 horas, nuevamente fueron inoculadas
en 35 ml de Medio Mineral, el mismo que contenia petroleo
como unica fuente de carbono al 5%. Finalmente se procedi6 a
inocular en 350 ml de Medio mineral+petroleo.

Este procedimiento se realizo por triplicado para cada cepa,
hasta alcanzar un volumen aproximado de 3 litros (10% del
volumen del terrario).

El recuento de la poblacion bacteriana de cada cepa se realizo
por método de Recuento en Placa (Plate count Agar).
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3.2.2.7. Método para el recuento de bacterias aerobias mesofilas
(Merino y col. 1991) - (Anexos-Esquema N°1)

Se pesaron 10 g de la muestra de suelo y se agrego a 90 ml
de solucion salina al 0,85% (dilucion 10 -1), luego se pipeteo
1ml de la dilucion 10! y se pas6é a un tubo que contiene 9
ml de solucion salina en el mismo porcentaje que la
anterior (102) y se continuo con el procedimiento en las
mismas condiciones pasando 1 ml de tubo a tubo, hasta
lograr una dilucion de 10-.

A partir de cada dilucion y empezando de 106 se coloco con
ayuda de la pipeta 0,1 ml de cada dilucion en 6 placas
(cada una correspondiente a una dilucion) que contenian
Plate Count Agar, para recuento de bacterias aerobias
mesofilas. Se realizo el mismo procedimiento para cada
dilucion y se coloco 0,1 ml a cada placa con Agar Cetrimide,
para recuento de bacterias oleofilicas. Con ayuda de una
espatula de Drigalski se esparcio en las placas
homogéneamente la muestra.

Se incubod las placas a 30°C por 24 a 48 horas y realizo el
recuento correspondiente.

3.2.2.8. Método para el recuento de bacterias Oleofilicas (Merino y
col. 1991) - (Anexos-Esquema N°2)

Se peso 10 gr de la muestra de suelo y se agrego a 90 ml
de solucion salina al 0,85% (dilucion 10 -1), luego se pipeteo
1ml de la dilucion 10! y se paso a un tubo que contenia 9
ml de solucion salina, en el mismo porcentaje que la
anterior (102) y se continu6é con el procedimiento en
igualdad de condiciones pasando 1 ml de tubo a tubo,
hasta lograr una dilucion de 10-.

A partir de cada dilucion y empezando de 106 se coloco
con ayuda de la pipeta 0,1 ml de cada dilucion a 3 tubos
con 9 ml de Medio Mineral.

Se incubo los tubos a 30°C por 15 dias y se realizo el
recuento correspondiente, se hicieron las lecturas
correspondiente y se determiné resultados por medio del
Método del Numero mas probable para recuento bacteriano.
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3.2.2.9. Preparacion de los terrarios de experimentacion.

Se trabajo con 5 terrarios; los mismos que fueron preparados,
incluyendo en ellos:

Terrarios N® 1: (B+F: bioaumentado con fertilizante inorganico).

30 kg de suelo procedente de Canete.

3 litros de cepas bioaumentadas (TX4,TX5,T2X-1).

2 litros de agua destilada.

Fertilizantes inorganicos (NPK: 20:20:1),
correspondiendo por cada kilogramo de tierra: 1,62 g de
NOs3NH4, 0,067 g de (NH4)2HPO4y 0,087 g de K2HPOL,.

1,5 litros de crudo de petroleo.

Terrarios N® 2: (B-F: bioaumentado sin fertilizante inorganico).

e 30 kg de suelo procedente de Canete.

e 3 litros de cepas bioaumentadas (TX4,TX5,T2X-1).
e 2 litros de agua destilada.

e 1,5 litros de crudo de petroleo.

Terrarios N° 3: (N+F: nativo con fertilizante inorganico)

e 30 kg de suelo procedente de Canete.

e 5 litros de agua destilada.

e Fertilizantes inorganicos (NPK: 20:20:1),
correspondiendo por cada kilogramo de tierra: 1,62 g de
NOsNH4, 0,067 g de (NH4)2HPO4y 0,087 g de K2HPO,.

e 1,5 litros de crudo de petroleo.

Terrarios N® 4: (N-F: Nativo sin fertilizante inorganico)

e 30 kg de suelo procedente de Canete.
e 5 litros de agua destilada.
e 1,5 litros de crudo de petroleo.

Terrarios N2 5: (CA: Control abiotico)
e 30 kg de suelo procedente de Carnete.
e 5 litros de agua destilada.
e 450 g de Bicloruro de Mercurio.
e 1,5 litros de crudo de petroleo.
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3.2.2.10. Caracterizacion del suelo de Cultivo (Cuadro N21)

Se procedio a determinar las caracteristicas de importancia
para el estudio. Asi tenemos:

Textura
Salinidad
Materia organica
Carbono
Nitrogeno
Fosforo

Potasio

pH

Todos estos analisis fueron desarrollados, segiun métodos
estandarizados, en el Laboratorio Especializado de Suelos
de la Facultad de Ingenieria Agricola de la Universidad
Nacional Agraria La Molina (UNALM), segun metodologia
estandarizada en cada caso.

CUADRO N? 1. Caracterizacion del suelo
procedente de Canete utilizado en el estudio

PARAMETRO VALOR
pH 7.7
C.E. (dSm) 3,10
M.O. (%) 1,81
CaCO3 (%) 3,33
N Total (%) 0,13
P (ppm) 93
K (ppm) 544
Arena (%) 22
Limo (%) 52
Arcilla (%) 26

Clase textural: Franco limoso

3.2.2.11. Medicion de la temperatura del suelo (Cuadro N2 11)

Se procedi6 a medir la temperatura en cada terrario,
haciendo uso de un termometro especial para suelos. Las
mediciones se realizaron cada quince dias a horas
determinadas (6 horas, 12 horas y 20 horas), de las cuales
se obtuvo un promedio que se reporté en el cuadro
correspondiente.
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3.2.2.12.

Biodegradacion del crudo de petréleo en terrarios

Para poder analizar la biodegradacion en los terrarios se procedio
a realizar:

o O O O

Recuento de microorganismos aerobios mesofilos totales
(Anexos-Esquema N° 1).

Microorganismos oleofilicos totales (Anexos-Esquema N¢ 2).
Hidrocarburos totales (Anexos-Flujograma N 2).

Medicion de la temperatura en los terrarios (Cuadro N¢ 11).

Analisis fisico-quimico de cada uno de los suelos (Cuadros
Ne 8, 9y 10).

Analisis cromatografico del crudo de petroleo al inicio y al
final del experimento (Cuadro N°2 , Cuadro N° 12)

3.2.2.13. Caracterizacion del Crudo de Petréleo

Se determiné la composicion quimica porcentual del
destilado de crudo de petréleo, procedente de la Refineria “La
Pampilla”, al inicio y al final del experimento, mediante la
técnica de Cromatografia de Gases.

Los analisis fueron desarrollados en la Unidad de Servicios
de analisis Quimicos (USAQ) de la Facultad de Quimica e
Ingenieria Quimica de la Universidad Nacional Mayor de San
Marcos.

CUADRO N2 2. Caracteristicas del destilado
del crudo de petroéleo al inicio del experimento.

N2 COMPONENTES PM FORMULA %
1 n-pentano 76 CsHio 0.49
2 n-hexano 86 CeH1q 0.77
3 n-heptano 100 C7His 0.57
4 2 metil pentano 72 CsHis 0.64
5 3 metil hexano 100 C7Hiq 1.82
6 1 . 1 ,2 trimetil 126 C9H28 2.18
7 ciclohexano 84 CeH1, 2.14
8 1-hexeno 86 C7Hie 2.05
9 2 metil hexano 114 CsHis 7.58
10 2 etil hexano 114 C11Ha4 9.52
11 2 metil decano 156 Ci2Has 0.38
12 4 metil decano 128 CgoHazo 13.17
13 n-nonano 170 Ci12Hgs 5.95
14 2 metil undecano 142 C1oHas 9.39
15 3,5 dimetil octano 170 Ci12Hase 2.55
16 2 metil undecano 170 Ci12Hase 8.56
17 dodecano 184 CisHas 7.86
18 n-tridecano 198 C14Hso 5.09
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19 n-tetradecano 198 Ci14Hso 3.48
20 tetradeano 198 Ci14Hso 3.90
21 2 metil tridecano 212 Cis5Hss 3.93
22 n-pentadecano 212 CisHso 1.37
23 pentadecano 226 Ci6Hss 1.22
24 n-hexadecano 240 C17H36 0.96
25 n-heptadecano 254 CisHss 0.85
26 n-octadecano 254 CisHss 0.77
27 octadecano 282 CaoHys 0.71
28 n-eicosano 296 C21Hys 0.55
29 n-henicosano 310 CaoHyse 0.43
30 n-dodocosano 352 CasHsa 0.37
31 n-pentacosano 394 CogHss 0.20
32 n-octacosano 408 Ca9Heo 0.20
33 n-nonacosano 422 CsoHez 0.20
34 n-triacontano 450 Cs2Hes 0.10
3.2.14. Formulacion de los fertilizantes inorganicos

3.2.2.1

(bioestimulantes) — (Anexos- Flujograma N° 2)

5.

Se selecciono la proporcion mencionada por Claudio Belloso
y otros autores, por ser ésta la mas efectiva para el proceso
de biodegradacion, teniendo en cuenta lo siguiente:

C/N: 100:1

NPK: 20:20:1

Se utilizo:

NOsNH4, como fuente de nitrogeno.

(NH4)2HPO4, como fuente de fésforo.

K>HPO4, como fuente de potasio.

Método de cuantificacion total de hidrocarburos

(método 3540 EPA).

El fin de este método, es extraer los hidrocarburos de cada muestra
mediante Soxhlet, para esto se procedio de la siguiente manera:

Se mezclo 25 g de muestra con 25 g de sulfato de sodio
anhidro y se procedio a la extraccion con Soxhlet utilizando
como solvente éter dietilico a una temperatura constante de
60 °C durante 12 horas.
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* Transcurrido el tiempo, se redujo el volumen del solvente
en un rotavapor hasta obtener un volumen menor a 10 ml .

= Se seco el extracto adicionando 0,1 g de sulfato de sodio
anhidro y se transfiri6 mediante enjuagues a un vial
previamente pesado, después de la evaporacion del solvente
a 25°C, se cuantifico el hidrocarburo extractable.

3.2.2.16. Analisis estadistico

El analisis estadistico se realizo aplicando :

- Prueba de Wilks

- Prueba de Regresion
- Pruebade F

- Prueba de t-student
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4. RESULTADOS

4.1. BACTERIAS DEGRADADORAS DE HIDROCARBUROS

Se aislé un total de 58 cepas a partir de 10 muestras de suelos
procedentes de tierras de cultivo de Canete, Lima.

017.20% ..

@ 8.60% 70.70%

O{ m2 03 04

1. Bacilos Gram negativos (BG-), 2. Cocobacilos Gram negativos (CBG-),
3. Bacilos Gram positivos (BG+), 4. Cocos Gram positivos (CG+).

GRAFICO N? 1. Porcentaje de bacterias degradadoras de
hidrocarburos aisladas segun morfologia y caracteristicas tintoreales.
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4.2. IDENTIFICACION TAXONOMICA

De cada una de las 58 cepas aisladas se realiz6 la identificacion
respectiva , resultando de la siguiente manera:

1. Pseudomonas, 2. Acinetobacter, 3. Bacillus, 4. Serratia, 5. Hafnia, 6. Staphylococcus,
7. Enterobacter, 8. Citrobacter, 9. Listonella, 10. Micrococcus

GRAFICO N2 2. Géneros bacterianos en porcentajes aislados
a partir de suelos procedentes de Canete

4.3. ACTIVIDAD EMULSIFICANTE DE LAS BACTERIAS
DEGRADADORAS DEL PETROLEO.

La actividad emulsificante se expresa en unidades de actividad
emulsificante por ml (UAE/ml), siendo 0,816 de absorbancia
equivalente a una unidad de actividad emulsificante/ml (Goldman y
col. 1982).

CUADRO N2 3 . Actividad emulsificante de las
cepas bacterianas aisladas.

CEPAS ESPECIE ACTIVIDAD
EMULSIFICANTE
(UAE/ml)
TX-1 Pseudomonas aeruginosa 2.5
TX-2 Pseudomonas aeruginosa 2.0
TX-3 Pseudomonas cepacia 1.3
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TX-4 Bacillus sp. 3.8
TX-5 Pseudomonas aeruginosa 4.9
TX-6 Pseudomonas cepacia 2.4
-7 Acinetobacter calcoaceticus 0.5
TX-8 Enterobacter agglomerans 0.5
TX-9 Pseudomona cepacia 2.6
TX-10 Pseudomonas aerugiosa 1.9
TX-11 Pseudomonas aeruginosa 1.4
TX-12 Hafnia alvei 0.2
TX-13 Bacillus sp. 3.5
TX-14 Acinetobacter calcoaceticus 2.6
TX-15 Bacillus sp. 3.1
TX-16 Serratia rubidae 2.2
x-17 Serratia rubidae 2.5
TX-18 Enterobacter agglomerans 2.0
T-19 Serratia rubidae 1.3
TX-20 Pseudomonas cepacia 1.8
TX-21 Acinetobacter calcoaceticus 3.9
TX-22 Enterobacter agglomerans 2.4
TX-23 Hafnia alvei 0.5
TX-24 Bacillus sp. 0.5
TX-25 Serratia rubidae 0.6
TX-26 Pseudomonas cepacia 0.9
TX-27 Serratia rubidae 1.4
TX-28 Pseudomonas cepacia 0.2
TX-29 Hafnia alvei 1.0
TX-30 Bacillus sp. 1.1
TX-31 Serratia rubidae 0.7
TX-32 Pseudomonas aeruginosa 2.3
TX-33 Micrococcus sp. 1.3
T2X-1 Acinetobacter calcoaceticus 3.7
T2X-2 Enterobacter agglomerans 3.1
T2X-3 Pseudomona cepacia 2.3
T2X-4 Pseudomonas aerugiosa 2.1
T2X-5 Pseudomonas aeruginosa 2.7
T2X-6 Hafnia alvei 1.3
T2X-7 Bacillus sp. 1.8
T2X-8 Serratia rubidae 3.3
T2X-9 Pseudomonas aeruginosa 2.4
T2X-10 Hafnia alvei 0.9
T2X-11 Bacillus sp. 0.5
T2X-12 Bacillus sp. 0.6
T2X-13 Serratia rubidae 0.9
T2X-14 Serratia rubidae 1.8
T2X-15 Citrobacter freundii 0.2
T2X-16 Acinetobacter aureofasciens 3.2
T2X-17 Enterobacter agglomerans 3.1
T2X-18 Pseudomona cepacia 2.2
T2X-19 Pseudomonas aerugiosa 2.5
T2X-20 Staphylococcus sp. 2.6
T2X-21 Hafnia alvei 1.4
T2X-22 Listonella damsela 0.6
T2X-23 Bacillus sp. 3.5
T2X-24 Enterobacter agglomerans 3.1
T2X-25 Bacillus sp. 2.2
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4.4. ACTIVIDAD DEGRADATIVA DE LAS CEPAS BACTERIANAS

La actividad degradativa se determino por el grado de turbidez segun la
escala de Mc Farland (Mills y col. 1978).

CUADRO N? 4. Actividad degradativa de las
cepas bacterianas aisladas

CEPAS ESPECIE ACTIVIDAD
DEGRADATIVA
TX-1 Pseudomonas aeruginosa ++
TX-2 Pseudomonas aeruginosa ++
TX-3 Pseudomonas cepacia ++
TX-4 Bacillus sp. +++
TX-5 Pseudomonas aeruginosa +++
TX-6 Pseudomonas cepacia +
-7 Acinetobacter calcoaceticus ++
TX-8 Enterobacter agglomerans +
TX-9 Pseudomona cepacia ++
TX-10 Pseudomonas aerugiosa ++
TX-11 Pseudomonas aeruginosa ++
TX-12 Hafnia alvei +++
TX-13 Bacillus sp. ++
TX-14 Acinetobacter calcoaceticus ++
TX-15 Bacillus sp. +
TX-16 Serratia rubidae ++
TX-17 Serratia rubidae +
TX-18 Enterobacter agglomerans ++
TX-19 Serratia rubidae +++
TX-20 Pseudomonas cepacia ++
TX-21 Acinetobacter calcoaceticus ++
TX-22 Enterobacter agglomerans +++
TX-23 Hafnia alvei +++
TX-24 Bacillus sp. ++
TX-25 Serratia rubidae ++
TX-26 Pseudomonas cepacia ++
TX-27 Serratia rubidae ++
TX-28 Pseudomonas cepacia ++
TX-29 Hafnia alvei +
TX-30 Bacillus sp. +
TX-31 Serratia rubidae ++
TX-32 Pseudomonas aeruginosa +
TX-33 Micrococcus sp. +
T2X-1 Acinetobacter calcoaceticus +++
T2X-2 Enterobacter agglomerans ++
T2X-3 Pseudomona cepacia ++
T2X-4 Pseudomonas aerugiosa ++
T2X-5 Pseudomonas aeruginosa ++
T2X-6 Hafnia alvei ++
T2X-7 Bacillus sp. +
T2X-8 Serratia rubidae ++
T2X-9 Pseudomonas aeruginosa ++
T2X-10 Hafnia alvei ++
T2X-11 Bacillus sp. +++
T2X-12 Bacillus sp. ++
T2X-13 Serratia rubidae ++
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T2X-14 Serratia rubidae ++
T2X-15 Citrobacter freundii ++
T2X-16 Acinetobacter aureofasciens +
T2X-17 Enterobacter agglomerans ++
T2X-18 Pseudomona cepacia +++
T2X-19 Pseudomonas aerugiosa +++
T2X-20 Staphylococcus ++
T2X-21 Hafnia alvei +
T2X-22 Listonella damsela. ++
T2X-23 Bacillus sp. ++
T2X-24 Enterobacter agglomerans ++
T2X-25 Bacillus sp. +++

4.5. SELECCION DEL CONSORCIO BACTERIANO

El criterio para la seleccion del consorcio bacteriano se baso en la
capacidad biodegradativa y emulsificante de las bacterias aisladas; las

cepas que

o Pseudomonas aeruginosa TX-5

conformaron el

consorcio

o Acinetobacter calcoaceticus T2X-1

o Bacillus sp. TX-4

bacteriano

fueron:

CUADRO N2 5. Actividad emulsificante, actividad degradativa y
poblacion inicial bioaumentada del consorcio bacteriano

seleccionado
ESPECIE ACTIVIDAD ACTIVIDAD POBLACION
EMULSIFICANTE | DEGRADATIVA INICIAL
(bacterias/ml)
Pseudomonas aeruginosa 4.9 +++ 4.7 x 10 10
Acinetobacter calcoaceticus 3.7 +++ 2.9x 10 10
Bacillus sp 3.8 +++ 3.1x1010

Las cepas descritas en este cuadro son las que tuvieron mayor
capacidad degradativa y emulsificante, con respecto a todas las cepas
aisladas, por lo tanto fueron seleccionadas para conformar el consorcio

del experimento.
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4.6. BIODEGRADACION DE HIDROCARBUROS

Durante el desarrollo del experimento de 90 dias, se observo un mayor
desarrollo poblacional a los 30 dias, que conllevo a la degradacion de
hidrocarburos .

CUADRO N2 6. Poblacion bacteriana heterotrofa y oleofilica
durante el proceso de experimentacion (0-90 dias)

TIPMPO B+F B-F N+F N-F CA
(Dias) Bact. Bact. Bact. Bact. Bact. Bact. Bact. Bact. Bact. Bact.
Oleofil. Heterot | Oleofil. Heterot | Oleofil. Heterot | Oleofil. Heterot | Oleofil. Heterot
O 6.7x1010 2.2x104 2.9x1010 | 2.0x104 4.9x103 3.7x105 3.1x102 2.4x105 2.5x103 3.0x104
30 4.5x1011 6.4x105 9.8x1010 1.7x106 5.9x107 3.8x106 2.1x106 6.7x106 0 0
60 2.1x109 2.1x105 3.4x108 2.1x105 2.1x106 2.1x10% 2.1x10% 2.1x10% 0 0
90 2.1x108 2.1x104 2.1x105 2.1x104 2.1x104 1.1x104 2.1x103 2.1x103 0 0
CUADRO N2 7. Reduccion total de hidrocarburos en los
terrarios de experimentacion
TIPMPO B+F B-F N+F N-F CA
(Dias) Hidroc. | % Hidroc. | % Hidroc. | % Hidroc. | % Hidroc. | %
g/25g reduc. g/25g reduc. g/25g reduc. g/25g Reduc. g/25g reduc
de de de de de
hidroc. hidroc. hidroc. hidroc. hidroc
0 2.1 0 2.1 0 2.1 0 2.1 0 2.1 0
30 1.5 38.6 1.8 29.2 1.8 34.2 1.9 19.5 |2.0 14.7
60 0.7 66.7 1.0 52.3 0.9 57.1 1.3 38.0 1.6 23.8
90 0.6 71.4 0.8 61.9 | 0.7 66.7 | 1.0 52.3 | 1.3 28.0
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GRAFICO N2 3. Porcentaje de reduccion de hidrocarburos
durante los 90 dias de experimentacion
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GRAFICO N2 4. Porcentaje de reduccion de
hidrocarburos

34




Biodegradacion bacteriana por bioestimulacion en suelos contaminados con petroleo crudo

en los terrarios al final de experimento

4.7. ANALISIS DE TERRARIOS UTILIZADOS DURANTE LA
EXPERIMENTACION

CUADRO N2 8 . Caracterizacion de los suelos de los
cinco terrarios a los 30 dias

MUESTRA | pH H.d. M.O. N P K
% % total | disp. disp.
% ppm ppm
[-B+F 8.0 45.82 | 5,3 0,15 | 36,55 1234
I-B-F 8.0 43.19 | 6,0 0,16 | 51,11 849
I-N+F 8.0 48.19 | 8,5 0,15 | 43,02 982
I-N-F 8.0 51.09 | 6,0 0,12 | 17,00 634
I-CA 7.0 38.65 | 6,6 0,11 | 18,83 1047

CUADRO N? 9. Caracterizacion de los suelos de los
cinco terrarios a los 60 dias

MUESTRA | pH H.d. M.O. | N total | P K
% % % disp. | disp.
Ppm__| ppm
II-B+F 7,2 44.44 | 6,0 0,14 35,7 472
II-B-F 7,5 42.33 | 5,4 0,11 41,8 189
II-N+F 7,4 42.68 | 5,4 0,14 28,3 721
II-N-F 7,5 45.51 | 4,2 0,12 20,1 605
II-CA 6,8 39.90 | 5,3 0,10 16,40 | 987
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CUADRO N? 10. Caracterizacion de los suelos de los
cinco terrarios a los 90 dias

MUESTRA | pH H.d. M.O. N P K
% % total | disp. disp.
% ppm ppm

[II-B+F 7.0 42.33 | 5.9 0.12 30.2 399

II-B-F 7.2 41.40 | 5.3 0.90 40.7 180
ITII-N+F 7.4 42.00 | 5.4 0.11 25.5 657
III-N-F 7.3 45.00 | 4.4 0.10 12.3 621
III-CA 6.7 39.60 | 5.0 0.80 13.9 869

8.5

8 8

/‘< —oB+F
7.5 7.5~ —=n—B-F
pH S N+F
N-F

7
—x—CA

6.5

6

30 DIAS 60 DIAS 90 DIAS

GRAFICO N2 5. Variacién del pH en los terrarios con relacion
al tiempo de experimentacion
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GRAFICO N2 6. Variacién de la Humedad (%) en los terrarios
con relacioén al tiempo de experimentacion
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GRAFICO N2 7. Variacién de la Materia orgdanica (%) en los terrarios
con
relacion al tiempo de experimentacion.
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GRAFICO N2 8. Variacién de Nitrégeno (%) en los terrarios
con relacioén al tiempo de experimentacion
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GRAFICO N2 9. Variacién del Fosforo ( ppm) en los terrarios
con relacioén al tiempo de experimentacion
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GRAFICO Ne 10. Variacién del Potasio (ppm) en los terrarios con
relacion
al tiempo de experimentacion

CUADRO N¢211. Temperatura de los terrarios durante
el tiempo de experimentacion

La temperatura (‘C) de los terrarios fue medida cada 15 dias en un total
de 90 dias como se observa en el cuadro.

DIAS

TEMPERATURA (°C)

Terrario
B+F

Terrario
B-F

Terrario
N+F

Terrario
N-F

Terrario
CA
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0 24,80 26,00 24,78 24,22 25,30
15 25,80 26,90 25,40 24,90 26,90
30 26,20 27,30 26,50 25,30 26,40
45 24,51 24,72 24,12 24,53 25,52
60 23,22 23,92 23,32 23,12 21,52
75 19,80 19,40 19,40 21,80 20,00
90 19,60 19,00 18,90 20,60 19,80

4.8. ANALISIS DEL CRUDO DE PETROLEO

CUADRO N? 12. Caracteristicas del destilado del crudo
de petroleo al término del experimento.

N2 COMPONENTES PM FORMULA %
1 n-pentano 76 CsHia 0.00
2 n-hexano 86 CesH14q 0.00
3 n-heptano 100 C7His 0.00
4 2 metil pentano 72 CsHis 0.45
5 3 metil hexano 100 C7Hiq 0.89
6 1 . 1 ,2 trimetil 126 CgHzg 1.28
7 ciclohexano 84 CeH1: 1.67
8 1-hexeno 86 C7Hie 1.76
9 2 metil hexano 114 CsHis 6.58
10 2 etil hexano 114 C11Ha4 7.52
11 2 metil decano 156 Ci2Has 0.38
12 4 metil decano 128 CoHso 11.17
13 n-nonano 170 Ci12Hgse 5.05
14 2 metil undecano 142 C1oHas 9.00
15 3,5 dimetil octano 170 Ci12Hase 2.15
16 2 metil undecano 170 Ci12Hase 7.56
17 dodecano 184 CisHas 7.80
18 n-tridecano 198 C14Hso 5.03
19 n-tetradecano 198 Ci14Hso 3.48
20 tetradeano 198 C14Hso 3.60
21 2 metil tridecano 212 CisHso 3.70
22 n-pentadecano 212 CisHso 1.23
23 pentadecano 226 Ci6Hsa 1.20
24 n-hexadecano 240 C17Hss 0.91
25 n-heptadecano 254 CigHss 0.80
26 n-octadecano 254 CisHss 0.76
27 octadecano 282 CaoHas 0.71
28 n-eicosano 296 Ca1Hys 0.55
29 n-henicosano 310 CaoHus 0.43
30 n-dodocosano 352 CasHso 0.37
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31 n-pentacosano 394 CogHssg 0.15
32 n-octacosano 408 Ca9Heo 0.19
33 n-nonacosano 422 CsoHes 0.20
34 n-triacontano 450 Cs2Hes 0.10

4.9. ANALISIS ESTADISTICO

ANALISIS ESTADISTICO DEL PORCENTAJE DE REDUCCION TOTAL
DE HIDROCARBUROS

Se ha realizado el analisis estadistico de la informacion respecto a
la reduccion total de hidrocarburos en los terrarios de experimentacion.
La informacion ha sido registrada a 30, 60 y 90 dias y que se trata de
un conjunto de datos de medidas repetidas.

El analisis a realizarse, implica la evaluacion conjunta de los
porcentajes de reduccion en los cinco tratamientos a través de los 90
dias. En el siguiente cuadro, se presenta la prueba multivariada de
Wilks, que permite evaluar si existen diferencias significativas en los
tratamientos, en lo que respecta al porcentaje de reduccion total de
hidrocarburos, a través del tiempo.

Se puede concluir con un nivel de significacion del 5%, que la reduccion
total de hidrocarburos es diferente, a través del tiempo observado.

Prueba multivariada de Wilks

Nivel de
Efecto Valor Estadistica | Hipétesis | Error significacién
Reduccion 0,0054 371,44 2 4 0,0000
Reduccion por
tratamientos 0,0066 11,32 8 8 0,0012
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Esto justifica el ajuste de recta en cada uno de los tratamientos
para determinar las diferencias entre pares de tratamientos. En el
siguiente grafico se puede observar que la reduccion de hidrocarburos
en el tratamiento CA es constante en el tiempo (no existe cambios
significativos en la reduccion), a diferencia de los otros tratamientos,
donde el tratamiento, B+F registra los mayores porcentajes de reduccion
de hidrocarburos. No existe diferencias significativas entre los
tratamientos B-F y N+F y el tratamiento N-F donde se observa los
menores porcentajes de reduccion, sin considerar el tratamiento CA.

trat
—B+F
-B-F
N+F
—N-F
80,0 CA

% promedio de reduccion

70,0~
60,0
50,0 -
40,0 } -
30,0 -
20,0 o

10,0—

I T I
30 60 90

Dias de experimentacion

GRAFICO N¢ 11. Biodegradacion de hidrocarburos (%)
en 90 dias de experimentacion
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Determinacion de la relacion entre la biodegradacion del terrario
B+F (Hidroc. g/ 25 g.) con respecto al tiempo.

Una manera muy usual de establecer o estudiar la relacion entre la
reduccion de hidrocarburos en gramos con respecto al tiempo es
utilizando en el modelo de regresion: Y= atbx+c

X: Variable Independiente (Tiempo en dias)
Y: Variable Dependiente (B+F Hidroc. g/25g)

Resumen del modelo

R cuadrado | Error tip. de la
Modelo R R cuadrado corregida estimacion
1 .9652 .932 .898 .2269

a. Variables predictoras: (Constante), Tiempo (Dias)

Este cuadro da a conocer el resumen del modelo, donde el coeficiente de
correlacion de 0.965, e indica la existencia de un 96.5 % de relacién
entre la variables Tiempo (Dias) y B + F (Hidroc. g/25g).

ANOVA
Suma de Media
Modelo cuadrados gl cuadratica F Sig.
1 Regresion 1.405 1 1.405 27.272 .0352
Residual .103 2 | 5.150E-02
Total 1.507 3

a. Variables predictoras: (Constante), Tiempo (Dias)
b. Variable dependiente: B + F (Hidroc. g/259)

Mediante el ANOVA, es posible dar a conocer la validez del modelo
segun este cuadro, se rechaza la hipotesis nula a que los coeficientes
del modelo de regresion lineal son nulos y por tanto los coeficientes del
modelo son altamente significativos en un 95% en el modelo de la
regresion lineal de las variables tiempo en dias y B+F (Hidroc.g/25g), ya
que el valor de Sig. es menor a 0.05, asociado a la prueba F.

Entonces se concluye que la Biodegradacion de B+F (Hidroc. g/25g) es
influida significativamente por el tiempo medido en dias, es decir que a
mayor tiempo, existe mayor biodegradacion.
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Coeficientes?

Coeficient
es
Coeficientes no estandari
estandarizados zados
Modelo B Error tip. Beta t Sig.
1 (Constante) 2.020 .190 10.639 .009
Tiempo (Dias) | -1.77E-02 .003 -.965 -5.222 .035

a. Variable dependiente: B + F (Hidroc. g/259)

Este cuadro muestra los valores de los coeficientes del modelo de
regresion lineal, donde la constante es de 2.02 y el coeficiente para la
variable tiempo en dias es de -0.0177; es decir, el modelo esta dado por
Y=2.02-0.0177X. Se utiliza la prueba t de student, donde se rechaza la
hipotesis nula en que el coeficiente para la constante es nula y por
tanto, es altamente significativa para el modelo de regresion lineal, ya
que el valor de Sig. es menor a 0.05; asi también el valor del coeficiente
para el tiempo en dias.

B + F (Hidroc. g/25g)
[e:]

-20 0 20 40 60 80 100
Tiempo (Dias)

GRAFICO N2 12. Relacion de la Biodegradacioén del terrario B+F (Hidroc.
g/ 25 g) con respecto al tiempo segiin modelo de regresion lineal

La recta que se muestra en el grafico, es la grafica del modelo de
regresion dado por Y=2.02-0.0177X.
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Determinacion de la relacion entre la biodegradacion del terrario
B+F en porcentaje (%) con respecto al tiempo.

Para establecer o estudiar la relaciobn entre la reducciéon de

hidrocarburos en porcentaje con respecto al tiempo es utilizando en el
modelo de regresion: Y= atbx+c

X: Variable Independiente (Tiempo en dias)
Y: Variable Dependiente (B+F Porcentaje)

Resumen del modelo

R cuadrado | Errortip. de la
Modelo R R cuadrado corregida estimacién
1 .9532 .909 .863 12.1578

a. Variables predictoras: (Constante), Tiempo (Dias)

Este cuadro da a conocer el resumen del modelo, donde el coeficiente de
correlacion de 0.953, e indica la existencia de un 95.3 % de relacion
entre la variables Tiempo (Dias) y B + F (Porcentaje).

ANOVAP
Suma de Media
Modelo cuadrados gl cuadratica F Sig.
1 Regresion 2935.465 1 2935.465 19.860 .0472
Residual 295.623 2 147.811
Total 3231.088 3

a. Variables predictoras: (Constante), Tiempo (Dias)
b. Variable dependiente: B + F Porcentaje

Este Cuadro, da a conocer la validez del modelo, a través del analisis de
Varianza de los coeficientes del modelo; segun este cuadro, se rechaza
la hipétesis nula que los coeficientes del modelo de regresion lineal son
nulos y por tanto los coeficientes del modelo son altamente
significativos en un 95% en el modelo de la regresion lineal de las
variables tiempo en dias y B+F Porcentaje, ya que la el valor de Sig. es
menor a 0.05, asociado a la prueba F.

Entonces se concluye que la Biodegradacion de B+F en porcentaje, es
influida significativamente por el tiempo medido en dias, es decir, que a
mayor tiempo, existe menor porcentaje de hidrocarburos en el terrario
estudiado.
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Coeficientes?

Coeficient
es
Coeficientes no estandari
estandarizados zados
Modelo B Error tip. Beta t Sig.
1 (Constante) 7.830 10.172 .770 522
Tiempo (Dias) .808 .181 .953 4.456 .047

a. Variable dependiente: B + F Porcentaje

Este cuadro muestra los valores de los coeficientes del modelo de
regresion lineal, donde la constante es de 7.83 y el coeficiente para la
variable tiempo en dias, es de 0.808; es decir, el modelo esta dado por
Y=7.83+0.808X. Ademas, este cuadro muestra la asociacion de los
coeficientes del modelo con la prueba t de student, donde se rechaza la
hipétesis nula en que el coeficiente para la constante es nula y por
tanto es altamente significativa para el modelo de regresion lineal, ya
que el valor de Sig. es menor a 0.05; asi también el valor del coeficiente
para el tiempo en dias.

80
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40 4 o

20 +

B + F Porcentaje

-20
-20 0 20 40 60 80

100

Tiempo (Dias)

GRAFICO N? 13. Relacion de la Biodegradacién del terrario B+F
(porcentaje) con
respecto al tiempo segiin modelo de regresion lineal

La recta que se muestra en el grafico, es la grafica del modelo de
regresion dado por Y=7.83+0.808X.
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Determinacion de la relacion entre la biodegradacion del terrario B-
F (Hidroc. g/ 25 g.) con respecto al tiempo.

la reducciéon de
en el

Para establecer o estudiar la relacion entre
hidrocarburos en gramos con respecto al tiempo, se utiliza
modelo de regresion: Y= a+bx+c

X: Variable Independiente (Tiempo en dias)
Y: Variable Dependiente (B-F Hidroc. g/25g)

Resumen del modelo

R cuadrado | Error tip. de la
Modelo R R cuadrado corregida estimacién
1 .9732 .946 919 1775

a. Variables predictoras: (Constante), Tiempo (Dias)

Este cuadro da a conocer el resumen del modelo, donde el coeficiente de
correlacion de 0.973, e indica la existencia de un 97.3 % de relacion

entre la variables Tiempo (Dias) y B - F (Hidroc. g/25g).

ANOVA
Suma de Media
Modelo cuadrados gl cuadratica F Sig.
1 Regresioén 1.105 1 1.105 35.063 .0272
Residual | 6.300E-02 2 | 3.150E-02
Total 1.168 3

a. Variables predictoras: (Constante), Tiempo (Dias)
b. Variable dependiente: B - F (Hidroc. g/259)

Este cuadro, da a conocer la validez del modelo a través del analisis de
Varianza de los coeficientes del modelo; segun este cuadro, se rechaza
la hipétesis nula que los coeficientes del modelo de regresion lineal son
nulos y por tanto, los coeficientes del modelo son altamente
significativos en un 95% en el modelo de la regresion lineal de las
variables tiempo en dias y B-F Porcentaje, ya que la el valor de Sig. es
menor a 0.05, asociado a la prueba F.
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Entonces se concluye que la Biodegradacion de B-F (g/25g) es influida
significativamente por el tiempo medido en dias, es decir que a mayor
tiempo, existe menor porcentaje de hidrocarburos en el terrario

estudiado.

Coeficientes?

Coeficient
es
Coeficientes no estandari
estandarizados zados
Modelo B Error tip. Beta t Sig.
1 (Constante) 2.130 .148 14.344 .005
Tiempo (Dias) | -1.57E-02 .003 -.973 -5.921 .027

a. Variable dependiente: B - F (Hidroc. g/25g)

Este cuadro muestra los valores de los coeficientes del modelo de
regresion lineal, donde la constante es de 2.13 y el coeficiente para la
variable tiempo en dias, es de -0.0157; es decir, el modelo esta dado por
Y=2.13-0.0157X. Ademas, este cuadro muestra la asociacion de los
coeficientes del modelo con la prueba t de student, donde se rechaza la
hipétesis nula en que el coeficiente para la constante es nula y por
tanto, es altamente significativa para el modelo de regresion lineal, ya
que el valor de Sig. es menor a 0.05; asi también el valor del coeficiente
para el tiempo en dias.
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GRAFICO N? 14. Relacién de la Biodegradacién del terrario B-F (Hidroc.

g/ 25 g) con
respecto al tiempo segin modelo de regresion lineal

La recta que se muestra en el grafico, es la grafica del modelo de
regresion, dado por Y=2.13-0.0157X.
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Determinacion de la relacion entre la biodegradacion del terrario
B-F en porcentaje (%) con respecto al tiempo.

Para establecer o estudiar la relacion entre la reduccion de
hidrocarburos en porcentaje con respecto al tiempo es utilizando en el
modelo de regresion: Y= a+bx+c

X: Variable Independiente (Tiempo en dias)
Y: Variable Dependiente (B-F Porcentaje)

Resumen del modelo

R cuadrado | Errortip. de la
Modelo R R cuadrado corregida estimacion
1 .9782 .957 .935 7.0277

a. Variables predictoras: (Constante), Tiempo (Dias)

Este cuadro da a conocer el resumen del modelo, donde el coeficiente de
correlacion de 0.978, e indica la existencia de un 97,8 % de relacion
entre la variables Tiempo (Dias) y B - F (Porcentaje).

ANOVAP
Suma de Media
Modelo cuadrados gl cuadratica F Sig.
1 Regresion 2179.872 1 2179.872 44137 .0222
Residual 98.778 2 49.389
Total 2278.650 3

a. Variables predictoras: (Constante), Tiempo (Dias)
b. Variable dependiente: B - F Porcentaje

Este Cuadro, da a conocer la validez del modelo a través del analisis de
Varianza de los coeficientes del modelo; segun este cuadro, se rechaza
la hipétesis nula a que los coeficientes del modelo de regresion lineal
son nulos y por tanto los coeficientes del modelo son altamente
significativos en un 95% en el modelo de la regresion lineal de las
variables tiempo en dias y B-F Porcentaje, ya que la el valor de Sig. es
menor a 0.05, asociado a la prueba F.

Entonces se concluye que la Biodegradacion de B-F en porcentaje es
influida significativamente por el tiempo medido en dias, es decir que a
mayor tiempo, existe menor porcentaje de hidrocarburos en el terrario
estudiado.
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Coeficientes?

Coeficient
es
Coeficientes no estandari
estandarizados zados
Modelo B Error tip. Beta t Sig.
1 (Constante) 4.530 5.880 770 .522
Tiempo (Dias) .696 .105 .978 6.644 .022

a. Variable dependiente: B - F Porcentaje

Este cuadro muestra los valores de los coeficientes del modelo de
regresion lineal, donde la constante es de 4.53 y el coeficiente para la
variable tiempo en dias es de 0.696; es decir, el modelo esta dado por
Y=4.53+0.696X. Ademas, este cuadro muestra la asociacion de los
coeficientes del modelo con la prueba t de student, donde se rechaza la
hipotesis nula en que el coeficiente para la constante es nula y por
tanto es altamente significativa para el modelo de regresion lineal, ya
que el valor de Sig. es menor a 0.05; asi también el valor del coeficiente
para el tiempo en dias.
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GRAFICO N2 15. Relacién de la Biodegradacion del terrario B-F
(porcentaje) con respecto al tiempo segiin modelo de regresion lineal

La recta que se muestra en el grafico, es la grafica del modelo de
regresion dado por Y=4.53+0.696X.
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Determinacion de la relacion entre la biodegradacion del terrario
N+F (Hidroc. g/ 25 g.) con respecto al tiempo.

Para establecer o estudiar la relacion entre la reduccion de
hidrocarburos en gramos con respecto al tiempo, se utilizan el modelo

de regresion: Y= atbx+c

X: Variable Independiente (Tiempo en dias)
Y: Variable Dependiente (N+F Hidroc. g/25g)

Resumen del modelo

R cuadrado | Error tip. de la
Modelo R R cuadrado corregida estimacién
1 .9682 .937 .906 .2086

a. Variables predictoras: (Constante), Tiempo (Dias)

Este cuadro da a conocer el resumen del modelo, donde el coeficiente de
correlacion de 0.968, e indica la existencia de un 96,8 % de relacion
entre la variables Tiempo (Dias) y N + F (Hidroc. g/25g).

ANOVAP
Suma de Media
Modelo cuadrados gl cuadratica F Sig.
1 Regresion 1.301 1 1.301 29.897 .0322
Residual 8.700E-02 2 | 4.350E-02
Total 1.388 3

a. Variables predictoras: (Constante), Tiempo (Dias)
b. Variable dependiente: N + F (Hidroc. g/25g)

Este Cuadro, da a conocer la validez del modelo a través del analisis de
Varianza de los coeficientes del modelo; segun este cuadro, se rechaza
la hipotesis nula a que los coeficientes del modelo de regresion lineal
son nulos y por tanto los coeficientes del modelo son altamente
significativos en un 95% en el modelo de la regresion lineal de las
variables tiempo en dias y N+F Porcentaje, ya que el valor de Sig. es
menor a 0.05, asociado a la prueba F.

Entonces se concluye que la Biodegradacion de N+F (Hidroc. g/25g)., es
influida significativamente por el tiempo medido en dias, es decir que a
mayor tiempo, existe menor porcentaje de hidrocarburos en el terrario
estudiado.
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Coeficientes?

Coeficient
es
Coeficientes no estandari
estandarizados zados
Modelo B Error tip. Beta t Sig.
1 (Constante) 2.140 174 12.264 .007
Tiempo (Dias) | -1.70E-02 .003 -.968 -5.468 .032

a. Variable dependiente: N + F (Hidroc. g/259)

Este cuadro muestra los valores de los coeficientes del modelo de
regresion lineal, donde la constante es de 2.14 y el coeficiente para la
variable tiempo en dias es de -0.017; es decir, el modelo esta dado por
Y=2.14-0.017X. Ademas, este cuadro muestra la asociacion de los
coeficientes del modelo con la prueba t de student, donde se rechaza la
hipotesis nula, en que el coeficiente para la constante es nula y por
tanto es altamente significativa para el modelo de regresion lineal, ya
que el valor de Sig. es menor a 0.05; asi también el valor del coeficiente
para el tiempo en dias.
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GRAFICO N2 16. Relacion de la Biodegradacion del terrario N+F
(Hidroc. g/ 25 g) con respecto al tiempo segtin modelo de regresion
lineal

La recta que se muestra en el grafico, es la grafica del modelo de
regresion dado por Y=2.14-0.017X
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Determinacion de la relacion entre la biodegradacion del terrario

N+F (Porcentaje%) con respecto al tiempo.

Para establecer o estudiar la relacion entre
hidrocarburos en porcentaje con respecto al tiempo se utiliza el modelo

de regresion: Y= atbx+c

Y: Variable Independiente (Tiempo en dias)
X: Variable Dependiente (N+F Porcentaje)

Resumen del modelo

R cuadrado | Error tip. de la
Modelo R R cuadrado corregida estimacion
1 9712 .943 914 8.7032

a. Variables predictoras: (Constante), Tiempo (Dias)

Este cuadro da a conocer el resumen del modelo, donde el coeficiente de
correlacion de 0.971, e indica la existencia de un 97,1 % de relacién

entre la variables Tiempo (Dias) y N+ F (Porcentaje).

la reducciéon de

ANOVAP
Suma de Media
Modelo cuadrados gl cuadratica F Sig.
1 Regresion 2486.450 1 2486.450 32.827 .0292
Residual 151.490 2 75.745
Total 2637.940 3

a. Variables predictoras: (Constante), Tiempo (Dias)
b. Variable dependiente: N + F Porcentaje

Este Cuadro, da a conocer la validez del modelo a través del analisis de
Varianza de los coeficientes del modelo; segun este cuadro, se rechaza
la hipotesis nula que los coeficientes del modelo de regresion lineal son
nulos y por tanto los coeficientes del modelo son altamente
significativos en un 95% en el modelo de la regresion lineal de las
variables tiempo en dias y N+F Porcentaje, ya que la el valor de Sig. es
menor a 0.05, asociado a la prueba F.

Entonces se concluye que la Biodegradacion de N+F en porcentaje es
influida significativamente por el tiempo medido en dias, es decir que a
mayor tiempo, existe menor porcentaje de hidrocarburos en el terrario
estudiado.
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Coeficientes?

Coeficient
es
Coeficientes no estandari
estandarizados zados
Modelo B Error tip. Beta t Sig.
1 (Constante) 6.050 7.282 .831 493
Tiempo (Dias) 743 .130 .971 5.729 .029

a. Variable dependiente: N + F Porcentaje

Este cuadro muestra los valores de los coeficientes del modelo de
regresion lineal, donde la constante es de 6.05 y el coeficiente para la
variable tiempo en dias es de 0.743; es decir, el modelo esta dado por
Y=6.05+0.743X. Ademas, este cuadro muestra la asociacion de los
coeficientes del modelo con la prueba t de student, donde se rechaza la
hipotesis nula en que el coeficiente para la constante es nula y por
tanto es altamente significativa para el modelo de regresion lineal, ya
que el valor de Sig. es menor a 0.05; asi también el valor del coeficiente
para el tiempo en dias.
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GRAFICO N2 17. Relacion de la Biodegradacién del terrario N+F
(porcentaje) con respecto al tiempo segin modelo de regresion
lineal

La recta que se muestra en el grafico, es la grafica del modelo de
regresion dado por Y=6.05+0.743X .
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Determinacion de la relacion entre la biodegradacion del terrario
N-F (Hidroc. g/ 25 g) con respecto al tiempo.

Para establecer o estudiar la relacion entre la reduccion de
hidrocarburos en gramos con respecto al tiempo es utilizando en el

modelo de regresion: Y= a+bx+c.

X: Variable Independiente (Tiempo en dias)
Y: Variable Dependiente (N-F Hidroc. g/25g)

Resumen del modelo

R cuadrado | Errortip. de la
Modelo R R cuadrado corregida estimacion
1 .9832 .966 .949 1162

a. Variables predictoras: (Constante), Tiempo (Dias)

Este cuadro da a conocer el resumen del modelo, donde el coeficiente de
correlacion de 0.983, e indica la existencia de un 98.3 % de relacion
entre la variables Tiempo (Dias) y N - F (Hidroc. g/25g).

ANOVAP
Suma de Media
Modelo cuadrados gl cuadratica F Sig.
1 Regresion .761 1 .761 56.333 .0172
Residual 2.700E-02 2 | 1.350E-02
Total .787 3

a. Variables predictoras: (Constante), Tiempo (Dias)
b. Variable dependiente: N - F (Hidroc. g/259)

Este Cuadro, da a conocer la validez del modelo a través del analisis de
Varianza de los coeficientes del modelo; segun éste, se rechaza la
hipotesis nula a que los coeficientes del modelo de regresion lineal son
nulos y por tanto los coeficientes del modelo son altamente
significativos en un 95% en el modelo de la regresion lineal de las
variables tiempo en dias y N-F Porcentaje, ya que la el valor de Sig. es
menor a 0.05, asociado a la prueba F.

Entonces se concluye que la Biodegradacion de N-F (Hidroc. g/25g), es
influida significativamente por el tiempo medido en dias, es decir que a
mayor tiempo, existe menor porcentaje de hidrocarburos en el terrario
estudiado.
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Coeficientes?

Coeficient
es
Coeficientes no estandari
estandarizados zados
Modelo B Error tip. Beta t Sig.
1 (Constante) 2.160 .097 22.220 .002
Tiempo (Dias) | -1.30E-02 .002 -.983 -7.506 .017

a. Variable dependiente: N - F (Hidroc. g/259)

Este cuadro muestra los valores de los coeficientes del modelo de
regresion lineal, donde la constante es de 2.16 y el coeficiente para la
variable tiempo en dias es de -0.013; es decir, el modelo esta dado por
Y=2.16-0.013X. Ademas, este cuadro muestra la asociacion de los
coeficientes del modelo con la prueba t de student, donde se rechaza la
hipotesis nula en que el coeficiente para la constante es nula y por
tanto es altamente significativa para el modelo de regresion lineal, ya
que el valor de Sig. es menor a 0.05; asi también el valor del coeficiente
para el tiempo en dias.
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GRAFICO N¢ 18. Relacién de la Biodegradacion del terrario N-F (Hidroc.

g/25g) con
respecto al tiempo segiin modelo de regresion lineal

La recta que se muestra en el grafico, es la grafica del modelo de
regresion dado por Y=2.16-0.013X.

56




Biodegradacion bacteriana por bioestimulacion en suelos contaminados con petroleo crudo

Determinacion de la relacion entre la biodegradacion del terrario N-
F (Porcentaje) con respecto al tiempo.

Para establecer o estudiar la relacion entre la reduccion de
hidrocarburos en porcentaje con respecto al tiempo se utiliza el modelo
de regresion: Y= atbx+c

X: Variable Independiente (Tiempo en dias)
Y: Variable Dependiente (N-F Porcentaje)

Resumen del modelo

R cuadrado | Error tip. de la
Modelo R R cuadrado corregida estimacion
1 .9982 .995 .993 1.9068

a. Variables predictoras: (Constante), Tiempo (Dias)

Este cuadro da a conocer el resumen del modelo, donde el coeficiente de
correlacion de 0.998, e indica la existencia de un 99,8 % de relacién
entre la variables Tiempo (Dias) y N - F (Porcentaje).

ANOVAP
Suma de Media
Modelo cuadrados gl cuadratica F Sig.
1 Regresion 1538.258 1 1538.258 423.063 .0022
Residual 7.272 2 3.636
Total 1545.530 3

a. Variables predictoras: (Constante), Tiempo (Dias)
b. Variable dependiente: N - F Porcentaje

Este Cuadro, da a conocer la validez del modelo a través del analisis de
Varianza de los coeficientes del modelo; segun este cuadro, se rechaza
la hipétesis nula a que los coeficientes del modelo de regresion lineal
son nulos y por tanto los coeficientes del modelo son altamente
significativos en un 95%, en el modelo de la regresion lineal de las
variables tiempo en dias y N-F Porcentaje, ya que la el valor de Sig. es
menor a 0.05, asociado a la prueba F.

Entonces se concluye que la Biodegradacion de N-F en porcentaje es
influida significativamente por el tiempo medido en dias, es decir que a
mayor tiempo, existe menor porcentaje de hidrocarburos en el terrario
estudiado.
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Coeficientes?

Coeficient
es
Coeficientes no estandari
estandarizados zados
Modelo B Error tip. Beta t Sig.
1 (Constante) 1.140 1.595 715 549
Tiempo (Dias) .585 .028 .998 20.569 .002

a. Variable dependiente: N - F Porcentaje

Este cuadro muestra los valores de los coeficientes del modelo de
regresion lineal, donde la constante es de 1.14 y el coeficiente para la
variable tiempo en dias es de 0.585; es decir, el modelo esta dado por
Y=1.14+0.585X. Ademas, este cuadro muestra la asociacion de los
coeficientes del modelo con la prueba t de student, donde se rechaza la
hipotesis nula en que el coeficiente para la constante es nula y por
tanto, es altamente significativa para el modelo de regresion lineal, ya
que el valor de Sig. es menor a 0.05; asi también el valor del coeficiente
para el tiempo en dias.
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GRAFICO N? 19. Relacién de la Biodegradacién del terrario N-F
(porcentaje) con
respecto al tiempo segin modelo de regresion lineal

La recta que se muestra en el grafico, es la grafica del modelo de
regresion dado por Y=1.14+0.585X.
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Determinacion de la relacion entre la biodegradacion del terrario
CA (Hidroc. g/ 25 g) con respecto al tiempo.

Para establecer o estudiar la relacion entre la reduccion de
hidrocarburos en gramos con respecto al tiempo se utiliza el modelo de
regresion: Y= a+bx+c

X: Variable Independiente (Tiempo en dias)
Y: Variable Dependiente (CA Hidroc. g/25g)

Resumen del modelo

R cuadrado | Error tip. de la
Modelo R R cuadrado corregida estimacion
1 .9782 .956 .934 9.487E-02

a. Variables predictoras: (Constante), Tiempo (Dias)

Este cuadro da a conocer el resumen del modelo, donde el coeficiente de
correlacion de 0.978, e indica la existencia de un 97.8 % de relacion
entre la variables Tiempo (Dias) y CA (Hidroc. g/25g).

ANOVAP
Suma de Media
Modelo cuadrados gl cuadratica F Sig.
1 Regresion 392 1 392 43.556 .0222
Residual 1.800E-02 2 | 9.000E-03
Total 410 3

a. Variables predictoras: (Constante), Tiempo (Dias)
b. Variable dependiente: CA (Hidroc. g/259)

Este Cuadro, da a conocer la validez del modelo a través del analisis de
Varianza de los coeficientes del modelo; segun este cuadro, se rechaza
la hipotesis nula que los coeficientes del modelo de regresion lineal son
nulos y por tanto, los coeficientes del modelo son altamente
significativos en un 95% en el modelo de la regresion lineal de las
variables tiempo en dias y CA Porcentaje, ya que la el valor de Sig. es
menor a 0.05, asociado a la prueba F.

Entonces se concluye que la Biodegradacion de CA (Hidroc. g/25g) es
influida significativamente por el tiempo medido en dias, es decir que a
mayor tiempo, existe menor porcentaje de hidrocarburos en el terrario
estudiado.
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Coeficientes?

Coeficient
es
Coeficientes no estandari
estandarizados zados
Modelo B Error tip. Beta t Sig.
1 (Constante) 2.170 .079 27.339 .001
Tiempo (Dias) | -9.33E-03 .001 -.978 -6.600 .022

a. Variable dependiente: CA (Hidroc. g/259)

Este cuadro muestra los valores de los coeficientes del modelo de
regresion lineal, donde la constante es de 2.17 y el coeficiente para la
variable tiempo en dias es de -0.09333; es decir, el modelo esta dado
por Y=2.17-0.0933X. Ademas, este cuadro muestra la asociacion de los
coeficientes del modelo con la prueba t de student, donde se rechaza la
hipotesis nula en que el coeficiente para la constante es nula y por
tanto es altamente significativa para el modelo de regresion lineal, ya
que el valor de Sig. es menor a 0.05; asi también el valor del coeficiente
para el tiempo en dias.
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GRAFICO N2 20. Relacién de la Biodegradacion del terrario N-F (Hidroc.
g/25 g) con respecto al tiempo segun modelo de regresion lineal

La recta que se muestra en el grafico, es la grafica del modelo de
regresion dado por Y=2.17-0.0933X.
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Determinacion de la relacion entre la biodegradacion del terrario
CA (Porcentaje) con respecto al tiempo.

Para establecer o estudiar la relaciébn entre la reducciéon de

hidrocarburos en porcentaje con respecto al tiempo es utilizando en el
modelo de regresion: Y= atbx+c

X: Variable Independiente (Tiempo en dias)
Y: Variable Dependiente (CA Porcentaje)

Este cuadro, da a conocer la relacion que se tomara a partir de la
regresion lineal, entre la variables Tiempo y CA Porcentaje.

Resumen del modelo

R cuadrado | Error tip. de la
Modelo R R cuadrado corregida estimacién
1 .9702 .940 .910 3.7140

a. Variables predictoras: (Constante), Tiempo (Dias)

Este cuadro da a conocer el resumen del modelo, donde el coeficiente de
correlacion de 0.970, e indica la existencia de un 97,0 % de relacién

entre la variables Tiempo (Dias) y CA (Porcentaje).

ANOVAP
Suma de Media
Modelo cuadrados gl cuadratica F Sig.
1 Regresion 433.380 1 433.380 31.419 .0302
Residual 27.587 2 13.794
Total 460.968 3

a. Variables predictoras: (Constante), Tiempo (Dias)
b. Variable dependiente: CA Porcentaje

Este Cuadro, da a conocer la validez del modelo a través del analisis de
Varianza de los coeficientes del modelo; segun este cuadro, se rechaza
la hipotesis nula a que los coeficientes del modelo de regresion lineal
son nulos y por tanto los coeficientes del modelo son altamente
significativos en un 95% en el modelo de la regresion lineal de las
variables tiempo en dias y CA Porcentaje, ya que la el valor de Sig. es
menor a 0.05, asociado a la prueba F.

Entonces se concluye que la Biodegradacion de CA en porcentaje es
influida significativamente por el tiempo medido en dias, es decir que a
mayor tiempo, existe menor porcentaje de hidrocarburos en el terrario
estudiado.
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Coeficientes?

Coeficient
es
Coeficientes no estandari
estandarizados zados
Modelo B Error tip. Beta t Sig.
1 (Constante) 2.660 3.107 .856 482
Tiempo (Dias) .310 .055 .970 5.605 .030

a. Variable dependiente: CA Porcentaje

Este cuadro muestra los valores de los coeficientes del modelo de
regresion lineal, donde la constante es de 2.66 y el coeficiente para la
variable tiempo en dias es de 0.31; es decir, el modelo esta dado por
Y=2.66+0.31X. Ademas, muestra la asociacion de los coeficientes del
modelo con la prueba t de student, donde se rechaza la hipoétesis nula
en que el coeficiente para la constante es nula y por tanto es altamente
significativa para el modelo de regresion lineal, ya que el valor de Sig. es
menor a 0.05; asi también el valor del coeficiente para el tiempo en dias.
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GRAFICO N2 21. Relacién de la Biodegradacioén del terrario CA
(porcentaje) con
respecto al tiempo seglin modelo de regresion lineal

La recta que se muestra en el grafico, es la grafica del modelo de
regresion dado por Y=2.66+0.31X.
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5. DISCUSION

Como se observa en el grafico N° 2, los géneros que se encuentran con
mayor frecuencia en los suelos no contaminados con petréleo crudo,
procedentes de Canete son: Pseudomonas 31% (18), seguido de
Bacillus 17.2% (10), Serratia con 15.5% (9) , Hafnia y Enterobacter,
cada uno con un 10.3%. (6). Estos datos guardan relacion con los
obtenidos por Escalante R. el 2002, que aisléo en mayor porcentaje los
géneros Pseudomonas, Bacillus y Serratia, asimismo Bracho M. y
col. 2004, en su investigacion determinaron que las bacterias
degradadoras de hidrocarburos aisladas a partir del suelo estudiado
fueron: Pseudomonas, Bacillus, Staphylococcus y Micrococcus.

Por otro lado, con respecto a la actividad emulsificante y degradativa de
las cepas bacterianas, (cuadro N° 3 y 4), los géneros con mayor
actividad emulsificante son: Pseudomonas, Bacillus, Serratia y
Acinetobacter y la actividad degradativa resulté mas alta en los
géneros: Pseudomonas, Bacilllus y Hafnia. Asi, Parales R. el ano
2000, evaluo la capacidad degradativa y reaccion quimiotactica de cinco
cepas, determinando que Pseudomonas putida, degrada de manera
eficaz los hidrocarburos, por otro lado, Merino F. en 1998, en su
estudio determina que las cepas: Pseudomonas aeruginosa KT1-1 y
Serratia rubidae, son los microorganismos con mayor capacidad
emulsificante y degradativa, asimismo, Renteria A. y Miranda H. en
1998, realizaron un estudio donde los géneros con mayor actividad
degradativa resultaron ser: Pseudomonas, Micrococcus, Alcaligenes,
Acinetobacter y Flavobacterium, también; Dagher y col., el ano de
1997, realizaron un estudio en el que llegaron a la conclusion de que
Pseudomonas aeruginosa y Sphingomonas sp. degradan con mayor
eficacia hidrocarburos aromaticos, Pseudomonas aeruginosa y
Pseudomonas putida producen biosurfactantes y Sphingomonas sp.
bioemulsificantes, igualmente, Hanson K. y col. en 1997, indican que la
bacteria del género Acinetobacter degrada hidrocarburos con una
eficacia del 70% y finalmente, Abalos A. y col. el afno 2004, estudian los
ramnolipidos de Pseudomonas aeruginosa AT10 determinando que la
adicion de los mismos, acelera la biodegradacion de hidrocarburos del
petroleo en un 61% en 10 dias de incubacion. Por tanto podemos
afirmar que los resultados obtenidos por los autores anteriormente
mencionados se asemejan a los obtenidos en el presente estudio.

En cuanto al comportamiento de la poblacion bacteriana durante el
proceso de biodegradacion (cuadro N° 6), podemos resaltar que tanto
las bacterias heterotrofas como las oleofilicas en cuanto a su numero
fueron variables para cada terrario, llegando a incrementarse y llegar a
tener valores mas altos a los 30 dias de iniciado el experimento.

Belloso C., el ano de 1998, obtiene un valor medio de recuento de
microorganismos aerobios totales de 2.6x106 UFC/g y 8.8x107” NMP/g
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de microorganismos oleofilicos a los 30 dias de experimentacion, estos
resultados se parecen a los obtenidos en el presente estudio, ya que al
principio del experimento, la disponibilidad de la fuente de carbono es
alta y posteriormente disminuye, con lo cual también disminuye la
poblacion bacteriana.

La reduccion total de hidrocarburos (cuadro N° 7) fue mayor en el
terrario B+F, con un porcentaje de degradacion del 71.4%, seguido del
terrario N+F con un 66.7%, luego el terrario B-F con un 61,9%, N-F con
un 52.3% y finalmente el CA con un 28% (grafico N°4). La degradacion
mayor se alcanzo a los 30 dias de iniciado el experimento (grafico N°3).
De manera similar a ésta, Margesin R. en 1997, en su estudio sobre la
eficacia de microorganismos nativos e inoculados para degradacion de
crudo de petroleo en suelos alpinos, reporta que la biodegracion de
hidrocarburos lograda con el uso de la bioestimulacion con fertilizantes
inorganicos, fue de 27 al 53%, sin fertilizacion 16 al 31% y por factores
abioticos se logro un porcentaje del 16 al 23%. Asimismo, Belloso C. el
ano de 1998, en su trabajo sobre la biodegradacion de crudo de petroleo
en terrarios, obtiene un mayor porcentaje de degradacion (45%) en el
terrario al que se le habia aplicado fertilizantes inorganicos, mientras
que en el control abidtico obtuvo una degradacion del 8%. También,
Lopolito M. y col. 2005, llevan a cabo experimentos de biodegradacion
de hidrocarburos utilizando diferentes sustratos como el petroéleo,
kerosene, aceite lubricante y benceno, y como nutriente un medio
minimo y fertilizante foliar comercial, concluyendo que la inoculacion
previa acelera el proceso de degradacion, ademas Morgan M. y col.
2005, aplicaron biorremediacion en 20 m?2, durante 369 dias, en este
suelo se adicionaron nutrientes inorganicos, aireacion y humedad,
obteniéndose valores < a 1% de reduccion de hidrocarburos
recomendada por normas internacionales, de igual forma, Pardo y col.
2004. Midieron la efectividad de la biolabranza (landfarming), durante 4
meses, adicionando fertilizantes inorganicos, obteniendo al finalizar el
experimento, un porcentaje de remocion de hidrocarburos del 91%,
igualmente, Volke T. y col. el ano 2003, determinaron que los pre-
tratamientos electroquimico y mediante adicion de surfactantes,
adicionales al composteo, produjeron una degradacion del 48% y 46%
respectivamente, de otro lado, Zucchi M. y col. el 2003, evaluaron la
respuesta de una comunidad bacteriana durante la biorremediacion en
un lapso de 72 dias con bioestimulacion y aireacion adecuada, adicion
de nutrientes y surfactactes obteniendo una reduccion final de
hidrocarburos del 39.5%, finalmente, Escalante R. el ano 2002 ,
reportd6 un porcentaje de degradacion sin la utilizacion de
bioestimulantes (fertilizantes inorganicos), del 55% con el consorcio
nativo, 92,5%, con el consorcio exogeno (bioaumentado), y del 55% por
factores abidticos; en el caso del consorcio nativo obtuvo valores
parecidos al del presente estudio en el porcentaje de degradacion del
terrario B-F (52,3%), mientras que en los valores de degradacion
correspondientes al consorcio exogeno y control abiotico la mencionada
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investigadora obtuvo porcentajes un poco mas altos que los del presente
trabajo.

Con los resultados indicados anteriormente, podemos afirmar que la
reintroduccion de microorganismos nativos, parece tener mayor
efectividad cuando el microorganismo crece ayudado por la presencia de
fertilizantes inorganicos (bioestimulantes).

En los cuadros N° 8 , 9 y 10, se puede observar las diferentes
caracterizaciones del suelo inicial procedente de Canete y el de los cinco
terrarios utilizados en el presente estudio. En lo que respecta al pH
(Grafico N° 5), a los 30 dias, éste casi se mantiene similar que al inicio
variando en el transcurso del experimento (90 dias) entre valores de 6.7
y 8.0. La variacion de pH se debe a la transferencia de energia ya que
los microorganismos obtienen su energia mediante la oxidacion del
material reducido (Madigan M., Martinko J. y Parker J. 2000). La
humedad también juega un rol importante durante el desarrollo de la
biodegradacion, es asi que durante el estudio, la humedad fluctu6 entre
38.65% a 51,09 % (Grafico N° 6) las condiciones favorables para la
biodegradacion aerobia en el suelo son adecuadas condiciones de Oz y
H20, en general entre 30 a 80% de humedad (Kral D.,Viney M. 1999).

Los diferentes fertilizantes inorganicos, como el nitrégeno, fésforo y
potasio (cuadros N° 8 , 9 y 10) fueron medidos cada 30 dias dando
valores variados a lo largo del experimento, pero con un tendencia a la
disminuciéon a los 90 dias (graficos N° 8, 9 y 10). Es decir que
ocurrieron procesos de mineralizacion e inmovilizacion de los tres
elementos en los terrarios donde fueron aplicados (Kral D.,Viney M.
1999).

Por otro lado, en cuanto a la temperatura durante el proceso de
experimentacion (cuadro N¢ 11 ), ésta fluctué entre 19,4 °C a 27,3 °C,
debiendo encontrarse la temperatura para el proceso de
biodegradacion, entre 20-30 °C. Tanto la temperatura como la humedad
afectan reacciones cinéticas del suelo en biorremediacion (Kral D.,Viney
M. 1999).

El analisis quimico de las fracciones de hidrocarburos del crudo de
petroleo (cuadros N° 2 y 12), confirma que los componentes del petroleo
que se degradaron con mayor porcentaje fueron: n-pentano, n-hexano y
n-decano, debido a que su estructura es mas simple que el resto de
hidrocarburos . En la transformacion de los productos quimicos toxicos
estan involucrados mecanismos biodticos, estos incluyen: hidrolisis,
hidroxilacion, dehalogenacion, demetilacion, metilacion, nitroreduccion,
deaminacion, hidrolisis del éter, conversiones de nitrilo a amida y
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conjugacion. Muchos de estos procesos pueden ocurrir también de
manera abiotica.

El petroleo, es la energia primaria mas importante a nivel mundial, un
alto porcentaje de hidrocarburos se liberan al ambiente por cuestiones
de extraccion refinado, transporte y almacenamiento. En diferentes
paises, la contaminacion de suelos por hidrocarburos, es frecuente y
generalmente se ha tratado de solucionar con el uso de procesos
fisicoquimicos, que son altamente eficientes para eliminar altas
concentraciones de contaminantes. Sin embargo cuanto se trata de
bajas concentraciones de contaminantes, estos procesos son poco
factibles debido a sus costos de operacion.

El uso de la biorremediacion, es una opcion que presenta ventajas que
son sencillas de implementar, efectivas y ambientalmente seguras, los
contaminantes se destruyen o transforman y generalmente no se
requieren tratamientos adicionales, a esto se agrega el uso de la
bioestimulacion para lograr mejores resultados. En este sentido es
fundamental el uso de la biorremediacion al tratar los derrames de
petréoleo donde la meta final es la mineralizacion del contaminante, es
decir la completa degradacion de una molécula organica hasta
compuestos inorganicos y componentes celulares.

66



Biodegradacion bacteriana por bioestimulacion en suelos contaminados con petroleo crudo

6. CONCLUSIONES

1.Se aislaron un total de 58 cepas bacterianas, de éstas, las cepas
con mayor capacidad bioemulsificante fueron: Pseudomonas
aeruginosa TX-5, Acinetobacter calcoaceticus T2X-1, Bacillus
sp. TX-4 y Serratia rubidae T2X-8y por otro lado, las de mayor
actividad biodegradativa fueron: Pseudomonas aeruginosa TX-5,
Acinetobacter calcoaceticus T2X-1, Bacillus sp. TX-4, Hafnia
alvei TX-12 y Enterobacter agglomerans TX-22.

2. El porcentaje de reduccion total de hidrocarburos fue mayor en el
terrario B+F (poblacion de bacterias bioaumentadas con adicion
de fertilizantes inorganicos), obteniéndose 71,40% de reduccion.

3. La adicion de fertilizantes inorganicos como nitrogeno, fosforo y
potasio, aumentan la capacidad degradativa de los
microorganismos.

4. La poblacion bacteriana tanto heterotrofa como oleofilica, llego a
su mayor cantidad a los 30 dias del experimento, para luego
disminuir como consecuencia del agotamiento de la fuente de
carbono.

5.La reintroduccion de microorganismos nativos tiene mayor
efectividad en la biodegradacion de crudo de petréleo, cuando el
microorganismo disponen de fertilizantes inorganicos.

6. Los componentes del petroleo que sufrieron mayor degradacion
fueron: n-pentano, n-hexano y n-decano.

67



Biodegradacion bacteriana por bioestimulacion en suelos contaminados con petroleo crudo

7. RECOMENDACIONES

Los estudios de degradacion para valorar el potencial y
condiciones medioambientales para el éxito de la
biorremediacion de un lugar contaminado, deben de ser
desarrollados bajo condiciones controladas para poder
determinar los porcentajes de remocion del contaminante, bajo
determinadas condiciones fisicas, quimicas y biologicas en el
lugar. Por lo tanto, los estudios deben comprender el
monitoreo de parametros como temperatura, humedad del
suelo, aireacion y estatus de nutrientes.
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9. ANEXOS

9.1. MATERIALES DE VIDRIO Y OTROS

Viales de vidrio
Tubos de 10x75mm
Tubos de 13x100
Tubos de 16x150
Placas Petri
Matraces de 100 ml
Matraces de 500 ml
Probetas de 500 ml
Tubos de centrifuga de 10 ml
Pipetas de 10 ml
Pipetas de 1 ml
Dispenser de 5 ml
Propipetas

Beaker de 500 ml

O OO0 0O 0O O OO0 OO 0O OO 00O 0

Otros

Agua destilada
Papel Kraft
Algodon

Papel Aluminio
Espatulas

Papel filtro
Hipoclorito de sodio
Resina epoxi
Suelos contaminados con petroleo crudo
Recipientes de 40 1
Bolsas

O O O O O O O O O o0 O

9.2. REACTIVOS

Reactivos

Eter dietilico

Parafina

Aceite de inmersion
Bateria de coloracion Gram
Etanol

Cloruro de Sodio

Sulfato de Magnesio
Sulfato de Magnesio heptahidratado
Sulfato de amonio

Fosfato dipotasico

Fosfato monopotasico

O O 0O O O O O O O O O
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Fosfato disodico

Fosfato monosodico

Citrato de amonio férrico
Cloruro de Amonio

Cloruro de Calcio

Reactivo Zn

Reactivo para prueba de Indol
Reactivo para prueba oxidasa
Sulfato de sodio anhidro
Bicloruro de Mercurio

O O O O O O O O O O

9.3 EQUIPOS Y APARATOS

- Centrifuga.

-  Horno esterilizador
- Espectrofotometro
- Agitador

- Incubadora

- Autoclave

- Soxhlet

- Bano Maria

-  Mechero Bunsen

9.4. COMPOSICION DE MEDIOS Y REACTIVOS

AGAR NUTRICIO

Peptona de carne...................... 3g
Extracto de carne..................... 09¢g
NaCl..oooiiiiiiiiiiieeen 1,5g
ABAT....ciiiiiiiiiiiiiiiii i 45¢g
Agua destilada..............c.ooole 300 ml
PHe i, 7,0

Esterilizacion: 21°C por 15 minutos.

MEDIO MINERAL (MILLIS Y COL. 1978)

CINA...iiiiniiiiiiieieeeeee, 24,00 g
CIK .t 0,70 g
KHoPOg..ooooiiiiiiii 2,00 g
Mg SO4. 7 H2O..oovininiiiiannnnns 1,00 g
Nag HPOg...cooviviiiiiiiiiiiini 3,00 g
NHA4ANOs. ..o, 1,00 g
Agua destilada........................ 1000 ml
Petroleo crudo........c.ccccoeennnn.e. 10 ml
pH final 7
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Esterilizacion a 121 °C por 15 minutos.

MEDIO MINIMO DE GOLDMAN Y COL. 1982

KoHPOg4....oviviiiiiiii, 18 g
KHoPOg..ooooiiiiiiiiiiiiii, 6g

Mg SO4..cccviiiiiiiiiiiiiiiii 02¢g
(NHa)2 SO4..cvviiiiniiiiiiiiiiiinn, 40g
Etanol..........cccovviiiiiiiin 20 ml
Agua destilada............coeeeiienan. 1000 ml
pH final 7

Esterilizacion a 121 °C por 15 minutos.

CLORURO DE SODIO AL 0,85%

NaCl...oooviiiiiiiiiiiiieanes 85¢g
Agua destilada..................... 1000 ml
PH 7

Esterilizacion a 121 °C por 15 minutos.

REACTIVO OXIDASA

Tetrametil-p-fenilendiamina......... 1g
Alcohol isoamilico..................... 100 ml

9.5. PRUEBA DE TOXICIDAD DEL BICLORURO DE MERCURIO

Para esta prueba se procedio a preparar tres
concentraciones diferentes de HgCle, basadas en la proporcion
propuesta por Claudio Belloso al 2% (2g HgClz /100g de mezcla
seca) ; las concentraciones del HgCls, fueron aplicadas como
siguen: la primera al 1% (0.4g HgCl,/ 40g. de suelo), la segunda al
1,5% (0.6g HgCly/ 40g de suelo) y la tercera al 2% (0.8g. HgCly/ 40g. de
suelo), estas fueron mezcladas con 40 g de suelo (que sera
utilizado durante el trabajo de investigacion), de tal manera que
nos permitio evaluar la toxicidad del bicloruro de mercurio
durante un mes realizando recuentos bacterianos (técnica de
recuento en placa) cada semana y asi poder seleccionar una
concentracion adecuada para nuestro terrario CA (CA: Control
abiotico), donde evaluaremos  pérdidas  abioticas de
hidrocarburos.
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1 2 3
40gr. Tierra 40gr. Tierra + 40gr. Tierra +
+ 1% HQC|2 1,50/0 HgClZ 1% HgClZ

< Al inicio del experimento y durante 4 semanas, se realizo el
recuento de poblacion bacteriana (10 g de tierra), segun esquema
Ne 1.
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ESQUEMA N¢ 1

RECUENTO DE BACTERIAS AEROBIAS MESOFILAS

1 mil mi Tmi Tmi imi
m O 070 00 07>
10gde
|:> — — —> — —>
muestra
90 ml. S.F. 9ml. S.F. 9ml 9ml 9ml 9ml
al 0,85%
101 102 103 104 10-5 10-6

Pasar de cada dilucion l l l l l l
0.1 ml a cada placa
PLATE COUNT AGAR O O O O O Q

101 102 103 104 105 10-6

1l

Incubar a 30°C X 24-48 h

1l

Realizar el recuento en placa

S.E.: Solucién fisiol6gica
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ESQUEMA N2 2

RECUENTO DE BACTERIAS oleofilicas

1 mi 1ml 1ml 1ml 1ml
@ O 00 00 0D
10 g de
muestra |:> > > > > >
90 ml S.F. 9ml. S.F. 9ml 9ml 9ml 9ml
al 0,85%
101 102 103 104 10-5 10-6
Pasar de cada dilucion
0.1ml a cada tubo que contiene 1 ml
Medio mineral+ petréleo.
(Serie de 3 tubos)
101 101 101 .......... 102,102 ..o 10-6

-

Incubar a 37 ° C por 15 dias ‘

1l

Hacer recuento bacteriano por
el método del Ntimero més
Probable (NMP)

S.E.: Solucién fisiol6gica
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ESQUEMA N2 3

ACTIVIDAD BIOEMULSIFICANTE DE BACTERIAS
DEGRADADORAS DE PETROLEO

(Goldman y col. 1982- Modificaco por Merino y col. 1991)

Cepa

J

Reactivacion en Caldo nutricio (2 ml)

Incubar 37°C x 24 h

J

18 ml de Medio minimo de Goldman + 2 ml de cultivo

a >

Incubar 30°C po ras (150 r.p.m)

J

Centrifugar a 5000 r.p.m. x 30 min.

J

Colectar 10 ml del sobrenadante y
Agregar 0,2 ml de petréleo
Agitar por 5 minutos

%

Pasar 5 ml a tubos spectronic y leer a 540 nm.
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ESQUEMA N° 4

ACTIVIDAD BIODEGRADATIVA DE BACTERIAS

DEGRADADORAS DE PETROLEO
(Mills y col.)

Cepa

J

Reactivacion en Caldo nutricio (2 ml)

@ Incubar 37°C x 12 h

J

Agregar 1ml del cultivo

Incubar 30 dias a T° ambiente

Medio Mineral (9ml)

J

Medir el crecimiento por turbidez
(Escala de Mc Farland)
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ESQUEMA N° 5

CINETICA PARA BACTERIAS DEGRADADORAS DE PETROLEO
(Merino y col. 1991)

Cepa

L

Reactivacion en Caldo Luria

Incubar 37°C x 24 h

&= C D

Incubar 18-24 hr. a T? ambiente

C_ OO

Medio Mineral (3,5 ml)

=

Incubar 30°C por 72 horas (150 r.p.m)

Centrifugar a 5000 r.p.m. x 30 min.

J

Colectar 10 ml del sobrenadante y
Agregar 0,2 ml de petréleo
Agitar por 5 minutos

%

Pasar 5 ml. a tubos spectronic y
leer a 540 nm.
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FLUJOGRAMA N® 2

CUANTIFICACION DEL CONTENIDO DE HIDROCARBUROS
TOTALES EN MUESTRAS DE SUELOS CONTAMINADOS
CON PETROLEO CRUDO.

Mezclar 25 g Suelo +
25 g De Na,SO, anhidro

l

Extraccion de hidrocarburos con eter
dietilico en Soxhlet X 12 horas.

l

Concentracion del extracto de éter en un
rotavapor a volumen < de 10 ml

l

Secado del extracto adicionando
0,1 g de Na,SO, anhidro

'

Evaporacion del solvente
(éter) a 25 °C

l

Cuantificacion gravimétrica
de hidrocarburos
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