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Resumen

En el presente estudio se analizé el proceso de bioremediacién de un suelo contaminado
con aceites usados de motor (40000 mg/kg). Se utilizaron como principales tecnologias la
Atenuacion Natural y la Bioestimulacidn adicionando nutrientes derivados de fertilizantes
inorgdnicos (Urea y Tripolifosfato de sodio). La dosis de nutrientes semanal fue
determinada con base en relaciones estequiométricas y los requerimientos fisiolégicos
de la diversidad bioldgica del suelo. Como tratamiento de control se utilizé una muestra
de suelo previamente esterilizado, al cual se adiciond HCl y Benzoato de sodio como
agentes inhibidores del crecimiento microbiano. Los agentes inhibidores promovieron
el crecimiento de microorganismos con capacidad hidrocarbonoclasta obteniendo la
mayor eficiencia de remocién del estudio (26.5% en 12 semanas) seguido del tratamiento
de Atenuacidn Natural y Bioestimulacién. El andlisis de varianza (ANOVA) de las cinéticas
de remocién del contaminante presente en el suelo, indica que no existe diferencia
significativa entre el proceso de Atenuacidn Natural y de Bioestimulacién considerando la
eficiencia de remocidn del aceite usado, crecimiento celular y tasa de respiracién del suelo.
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Una prueba de toxicidad aguda utilizando el microorganismo Eisenia foetida fue realizada;
con base en los resultados obtenidos no se presentd mortalidad de Eisenia foetida en
ningun tratamiento, excepto en el proceso de Bioestimulacién, cuya mortalidad fue del
100% como consecuencia de los niveles de amonio y pH del medio.

Palabras Claves: Biorremediacion, Atenuacidn Natural, Bioestimulacidn, Respirometria,
Aceite usado de motor.

Abstract

In this study it was analyzed the process of bioremediation of soil contaminated with
used motor oils (40000 mg/kg), using as main technologies Natural Attenuation and
biostimulation, adding nutrients derived from inorganic fertilizers (urea and sodium
tripolyphosphate). The weekly dose of nutrients was determined based on stoichiometric
ratios and the physiological requirements of soil biodiversity. As a control treatment, a
sample of soil was used previously sterilized, HCl and sodium benzoate was added as
inhibitors of microbial growth. Inhibiting agents promoted the growth of microorganisms
with ability hydrocarbonclastic obtaining maximum efficiency of removal of the study
(26.5% at 12 weeks) followed by treatment of Natural attenuation and biostimulation.
Analysis of variance (ANOVA) of the kinetics of removal of the contaminant in the
ground, indicating no significant difference between the process of natural attenuation
and biostimulation considering the removal efficiency of used oil, cell growth and soil
respiration rate.

An acute toxicity test using the microorganism Eisenia foetida was performed; based on
the results obtained not Eisenia foetida mortality occurred in any treatment, except in the
biostimulation process, the mortality was 100% as a result of ammonium levels and media

pH.
Keywords: Bioremediation, natural attenuation, biostimulation, respirometry, used motor
oil.

1. Introduccion

| suelo es un recurso natural vital que gracias a sus caracteristicas fisicas,

quimicas y bioldgicas, permite el crecimiento de la vegetacion, la produc-
cién de alimentos y el establecimiento de los ecosistemas, influyendo en el
desarrollo dptimo de procesos ambientales como el ciclo hidroldgico, el ciclo
del carbono, el ciclo del nitrégeno, entre otros . La contaminacién de los
suelos representa un problema cada vez mas grave que causa su deterioro
a escala mundial Bl Entre los contaminantes cominmente encontrados en
el suelo, es posible relacionar desde derivados de hidrocarburos, el petréleo
crudo, plaguicidas, pesticidas hasta compuestos metalicos BI.
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Cada afio, entre 800 - 1000 millones de toneladas de contaminantes deri-
vados del petrdleo son introducidos al medio ambiente como consecuencia
de derrames en la etapa de exploracidn, explotacidn, transporte, refinacién
y almacenamiento. En el grupo de derivados del petrdleo, se encuentran los
aceites usados de motor, cuya produccién mundial oscila es aproximada-
mente el 2% del crudo total refinado 5], lo que corresponde a un consumo
cercano a 38 millones de toneladas por afio [}; estos aceites por litro pueden
contaminar hasta un millén de galones de agua dulce 18] con efectos signifi-
cativos sobre los ecosistemas expuestos.

La composicidn quimica de los aceites de motor varia de acuerdo al tipo
aditivos utilizados en su formulacién (aproximadamente el 20% en peso del
producto final, ver Tabla 1), pueden presentar cadenas hidrocarbonadas de
mas de 15 dtomos de carbono, con puntos de ebullicién entre 300 y 600 °C [
Muchos de los compuestos presentes en los aditivos, son conocidos por su
alto grado de ecotoxicidad; entre los mas utilizados se encuentra el alquil
ditiosulfato de zinc, disulfuro de molibdeno, jabones con metales pesados, y
compuestos organometdlicos [olell]

TABLA 1. PRINCIPALES ADITIVOS EN EL ACEITE LUBRICANTE (81,

Agentes de extrema presién  Mejoradores del indice de viscosidad

Agentes lubricantes Modificadores de emulsién
Antiespumantes Modificadores de friccion
Depresores Modificadores de viscosidad
Espesantes Modificadores quimicos
Inhibidores de corrosion Detergentes y dispersantes
Inhibidores de desgaste Colorantes

Inhibidores de oxidacion Modificadores fisicos

Durante la operacion del motor, el aceite se transforma mediante meca-
nismos de oxidacidn, nitracion, cracking de polimeros, descomposicion de
sustancias organometalicas, etc., este cambio se atribuye a las altas tempe-
raturas y esfuerzos mecdnicos a los que se somete el aceite durante el fun-
cionamiento P13, El contenido de nitrégeno y azufre en el aceite usado oscila
entre 0,05 - 0,18% y 0,22 - 0,55%, respectivamente; puede contener entre 80 y
32.000 pg.g'de fosforo y alrededor de 3.500 pg.g" de cloro [ol4isiiel,
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A diferencia del aceite nuevo de motor (ver Tabla 2), el aceite usado con-
tiene altas concentraciones de metales pesados como: Pb, Zn, Ca, Ba y Mg,
menores concentraciones de Na, Cu, Al, Cr, Mn, K, Ni, Sn, Si, By Mo, factor

que los hace potencialmente peligrosos para la vida de los organismos [91]
[17](18][19][20]

TABLA 2. CONCENTRACION (MG.G") DE METALES PESADOS
EN ACEITE DE MOTOR USADO!

Estaciones de

Metal ggns%tl(i)r:a ,I\:)ni:tszli gasolina locales Promedio Max

a b C
Pb 7500 75 1075 3091,5 3950 7097,0 13885
Zn 1500 1300 265  1128,5 740 1061,0 2500
Cu 17 18 27.5 6,0 40 28,0 56
Cr 21 3 LD 1,0 ND 10,5 24
Ni LD LD 8,5 0,6 ND 1,2 5
cd ND ND 0,1 0,5 ND ND ND

Raymond et al. *1. a. Mumford et al. '], b. Vazquez-Duhalt and Greppin??, c. Becker and Comeford I4].

Cotton et al. ). ND, no determinada; LD, debajo del limite de deteccidn.

Otro grupo de compuestos encontrados frecuentemente en el aceite usa-
do de motor, esta representado por los hidrocarburos aromaticos policicli-
cos (PAHSs), los cuales se reconocen en el mundo por su efecto mutagénico
y cancerigeno sobre diversos organismos Il El contenido de PAHs en el
aceite nuevo de motor, es relativamente bajo (ver Tabla 3) [4], aumenta con
el tiempo de funcionamiento del motor; hasta alcanzar una concentracién
670 veces mayor que la inicial 1?31,

Una vez el aceite es adicionado al suelo, altera las caracteristicas fisicoqui-
micas y bioldgicas del medio, entre estas el contenido de materia organica,
densidad aparente, porosidad, permeabilidad, tasa de respiracién y relacién
C:N, debido a la alta hidrofobicidad de los hidrocarburos 21,
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TABLA 3. CONTENIDO DE PAH EN LOS DIFERENTES ACEITES DE MOTOR. &

Concentracion (ug.g-1)

PAH

A B C
Antraceno 0,002 - 0,030 1,6-10,8 0,5-4,4
Benzo[a]pireno 0,008 - 0,266 5,2 - 35,1 0,7-11,9
Benzo[e]pireno 0,030 - 0,402 6,4 - 48,9 1,3-10,7
Benzo[ghi]perileno 0,010 - 0,139 4,4 - 85,2 2,1-16,0
Benzofluoranteno 0,013 - 0,234 5,7 - 44,3 1,8-16,8
Trifenilo + criseno 0,182-11,9 8,7-74,0 5,1-42,8
Coroneno 0,001- 0,016 2,8-29,4 0,1-6,4
Fluoranteno 0,008 - 2,750 3,4 -109,0 1,3-58,9
Indeno (1,2,3-cd) pireno  0,001- 0,020 2,1-12,5 0,8-9,0
Perileno 0,007 - 0,224 1,9 - 10,0 0,4 -2,7
Pireno 0,039 - 6,530 5,7 - 326,0 1,4-78,0

A - Aceite de motor nuevo, B - Aceite de motor usado (vehiculo gasolina)

y C- Aceite de motor usado (vehiculo diesel).

En el mundo se avanza en el desarrollo e implementacién de tecnologias
ambientalmente sostenibles y de bajo costo para el control de la contami-
nacién; como es el caso de la Biorremediacion 7}, la cual permite disminuir
los efectos adversos ocasionados por estos contaminantes sobre los eco-
sistemas terrestres y acudticos, mientras se reduce la concentracion de los
mismos en el medio afin. Los procesos de biorremediacidn se dividen en tres
clases. (1) Atenuacion natural, donde se reduce la concentracién del conta-
minante por la accién de los microorganismos nativos del suelo. (2) Bioesti-
mulacién, en la cual se adicionan nutrientes (N y P) ademds de un aceptor
final de electrones (p.e oxigeno) para mejorar la eficiencia del metabolismo
microbiano y acelerar la biodegradacién del contaminante 8. Finalmente,
(3) la Bioaumentacién involucra la adicién de microorganismos al medio para
incrementar la eficiencia de remocién del contaminante [28-32],

La eficiencia de las tecnologias de Atenuacién Natural y Bioestimulacidn,
ha sido evaluada en el tratamiento de suelos contaminados con derivados
del petrdleo, aceites minerales y compuestos orgénicos policiclicos 33}, B4,
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en el caso del diesel, se han obtenido porcentajes de remocién del 36.86 y
50.99%, respectivamente, durante 4 meses de tratamiento B35} 5], La eficien-
cia de remocion de hidrocarburos en suelo es afectada por las caracteristicas
fisicoquimicas de los nutrientes adicionados al medio (fuente de N y P), es
asi como en el tratamiento de suelos contaminados con aceites minerales,
se obtienen porcentajes de remocién cercanos al 54% durante 360 dias, utili-
zando sales inorgénicas simples (p.e NH,NO, y K HPO ), la eficiencia se redu-
ce al 20% con la adicién derivados de fertilizantes inorgénicos (p.e Urea). La
hidrdlisis de la urea produce altas concentraciones de amoniaco en el medio,
lo cual incrementa el pH entre 7.4 y 8.7 unidades, inhibiendo el desarrollo de
poblaciones microbianas 36381,

Entre los métodos implementados para el seguimiento de los procesos
de Biorremediacidn, se desataca el uso de técnicas respirométricas que
aunque no se ha explotado a fondo, ofrecen una serie de ventajas que son
dificiles de obtener por otros medios B9 [+°l. La respirometria cuantifica el
uso total de oxigeno en la fase de adaptacidn de los microorganismos, de
degradacion del hidrocarburo y de decaimiento celular, relacionando este-
quiométricamente el CO, producido con el O, consumido en cada fase 1+°}
[41] estos resultados pueden ser utilizados para determinar la eficiencia del
tratamiento [+

La calidad y salud del suelo contaminado con derivados de hidrocarburos,
puede ser evaluada mediante el uso de microorganismos del suelo (p.e Lom-
brices) 43 [44], Se han desarrollado protocolos estandarizados 5! que utilizan
la lombriz de tierra Eisenia foetida como bioindicador. E. foetida es suscepti-
ble a cambios en las condiciones dptimas de crecimiento (pH 5-8, temperatu-
ra entre 20-25°C y contenido de amonio <500 mg/kg ), esto Ultimo permite
determinar los efectos agudos (mortalidad de individuos) que produce el
contaminante en el suelo 46481,

En la presente investigacion se evalud la eficiencia de remocion de hidro-
carburos totales de petrdleo asociados al aceite usado de motor en suelo,
mediante la implementacién de un proceso de atenuacién natural y de bioes-
timulacién. Los rendimientos de ambos procesos fueron analizados a partir
de un protocolo de tratabilidad a escala de laboratorio, comparados estadis-
ticamente utilizando el analisis de varianza (ANOVA).
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Se determind la cinética de crecimiento de los consorcios microbianos
presentes en el suelo contaminado, a partir del aislamiento de microorga-
nismos con capacidad hidrocarbonoclasta (exclusivamente Bacterias). Se
realizé una tincién de Gram de los principales morfotipos de bacterias con-
siderando el nimero de individuos por gramo de suelo en cada tratamiento
evaluado.

El seguimiento de la degradacién del hidrocarburo fue realizado a través
de la estimacién de la tasa de respiracién del suelo (Respirometria) consi-
derando la totalidad de la diversidad microbiana existente (respiracién de
hongos y bacterias), adicionalmente se realizé la prueba de espectroscopia
infrarroja para evaluar la eficiencia de remocién de los hidrocarburos totales
de petrdleo. Finalmente, se evalud el grado de toxicidad inicial y final de los
tratamientos realizados mediante la implementacién de la prueba de toxici-
dad aguda sobre el organismo Eisenia foetida.

2. Materiales y métodos

2.1 Muestreo

Se preparé una muestra de la capa organica del suelo (entre10 y 20 cm de
profundidad) extraida de un predio de la Universidad Nacional de Colombia,
sede Medellin, Facultad de Agronomia, conforme a los lineamientos estable-
cidos por el Instituto de Hidrologia, Meteorologia y Estudios Ambientales
(IDEAM) para la toma de muestras compuestas de suelos. El terreno selec-
cionado para la extraccion de la capa organica, cumplié con las siguientes
caracteristicas: No haber estado expuesto previamente a contaminacidn con
ninguna clase de hidrocarburo y ser de uso exclusivamente pastoril.

La muestra de suelo compuesta, fue secada y posteriormente tamizada
hasta alcanzar tamafios de particula entre 2 y 2.36 mm (tamices Pinzuar), lo
anterior con el fin de garantizar una distribucién mas homogénea del hidro-
carburo en el suelo. Adicionalmente, se realizé una caracterizacidn fisicoqui-
mica inicial de la matriz sélida (ver Tabla 4).
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TABLA 4. CARACTERISTICAS FISICO-QUIMICAS DEL SUELO EMPLEADO
EN EL MONTAJE EXPERIMENTAL.

Pardmetro Unidad Valor
Arena % 44
Limo % 36
Arcilla % 20
Densidad real gcm-3 2,67
Densidad aparente gcm-3 1,31
Porosidad % 50,9
Humedad % 22,9
pH U de pH 6,3
Materia organica % 3,7
Ca cmolc kg-1 14,7
K cmolc kg-1 3,7
Mg cmolc kg-1 1,09
CICE 19,5
P Total mg kg-1 165
N-NO;- mg kg-1 23
N-NH4+ mg kg-1 15
UFC UFC g-1 4,30 *107

*Unidades de concentracién en base seca

Antes de ser adicionado al suelo, el aceite usado de motor (no volatil), fue
esterilizado en una autoclave a 121°Cy 1.5 Kg/cm? de presién durante 4 horas.
Se implementaron tres (3) tratamientos: Control negativo (A), Atenuacién
natural (B) y Bioestimulacién (C). Todos los tratamientos se realizaron por
triplicado en bandejas de experimentacidn de 2 Kg de suelo.

El montaje de la experimentacidn a escala de laboratorio, consistié en la
adicion de 80 g de aceite usado de motor a los 2Kg de suelo de cada bandeja.

2.2 Tratamiento A (Control negativo)

Antes de agregar el aceite usado, se esterilizaron 6 Kg de suelo en una
autoclave operando a una temperatura de 121°C y 1.5 Kg/cm? de presién du-
rante 4 horas. Se distribuyeron uniformente en las 3 réplicas del tratamiento
A, luego se adicionaron 10 gramos de Benzoato de Sodio a cada bandeja.

76



2.3 Tratamiento C (Bioestimulacion)

Como principales nutrientes para la estimulacién del proceso degradativo
(tratamiento C), se utilizé como fuente de Nitrégeno y Fésforo, urea y tripo-
lifosfato de sodio, respectivamente. La dosificacidn fue realizada de confor-
midad con el calculo estequimétrico presentado por Cookson (1995) [49].
La férmula quimica base de la referencia de aceite de motor utilizado en la
investigacion fue: C H, ~para la cual se obtuvo la relacion estequiométrica
presentada en la Ecuacidn 1.

C,H,+11,60,+3,48 NH4++ 3,48 HCO3 - 3,48 C5H7OZN... +5,08 CO, +16,52 H O 1.

19 40

La cantidad de urea en solucidn, se transforma en amonio de acuerdo ala
siguiente expresion:

CO(NH ), +HO —2 NH, + CO, 2.

NH,+ H,0 = NH,* + OH' 3.

El suministro de Fésforo elemental (P) corresponde a la sexta parte del
Nitrégeno (N) adicionado al sistema. Teniendo en cuenta la pureza de la urea
y del tripolifosfato, 46 y 94%, se proyectd la cantidad de nutrientes maxima
que debe ser suministrada para llevar a cabo el proceso de bioestimulacion,
esta dosificacion se presenta en la tabla 5.

TABLA 5. DOSIFICACION DE NUTRIENTES UTILIZADA POR CADA 100 GRAMOS DE
ACEITE USADO PRESENTE EN EL SUELO.

C19H40 Urea NasP3010 NaHCO3

100 84,56 28,84 109

“Unidades en gramos

Para disminuir el riesgo de inhibicién del proceso degradativo como con-
secuencia de la acumulacién de amonio y cambios del pH en el medio, se
determind la tasa de suministro de nutrientes por semana, asumiendo un
coeficiente promedio de transformacién bioldgica de hidrocarburos en sue-
lo, K, con un valor aproximado de 0,25 semanas™. El valor anterior indica para
el caso de cinéticas de primer orden, que el contaminante remanente se de-
grada un 25% cada semana; de esta manera se realizé una dosificacion de N y
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P para la cantidad de aceite degradado para la semana correspondiente. La
cantidad de N y P para los siete (7) dias, se dividid en tres fracciones, adicio-
nadas al medio respectivo los dias lunes, miércoles y viernes.

2.4 Seguimiento del experimento

Durante el desarrollo de la investigacion se realizé un control de la hume-
dad del suelo, manteniéndola por debajo del 25% (en peso seco), a la vez se
realizé un seguimiento del pH, concentracién de nitrato y amonio en los me-
dios (factores determinantes en la proliferacién microbiana). Se adicioné HCl
2M al tratamiento de control (A) para inhibir el crecimiento de las bacterias
durante las primeras 7 semanas.

Con el objetivo de evaluar la degradacidn del aceite usado y el crecimien-
to microbiano en cada uno de los tratamientos implementados, se utilizaron
tres (3) metodologias: Medicién de la respiracion del suelo (Respirometria),
Espectroscopia Infrarroja y Recuento de Microorganismos Heterdétrofos. El
seguimiento fue realizado durante 12 semanas.

e _eo s

2.4.1 Medicion de la respiracion del suelo

La medicidn de la respiracidn del suelo fue desarrollada mediante Ia apli-
cacién del protocolo propuesto por Isermeyer (1952) [50], con algunas mo-
dificaciones. De cada una de las réplicas pertenecientes a los tratamientos
evaluados, se tomaron 30 g de suelo ajustando la humedad en un 21% (en
peso seco); una muestra de suelo “limpio” fue utilizada como blanco para es-
timar el CO, producido bajo condiciones normales (sin contaminacién) ade-
mas del presente en el ambiente. Las muestras de suelo fueron dispuestas
en Beakers, los cuales se instalaron por separado en el fondo de una jarra de
plastico de 1 litro. Se adicionaron 25 ml de solucién de NaOH (0.25 M) en el
fondo de la jarra, como se muestra en la figura 1; las jarras se cerraron inme-
diatamente con vinipel y tapa de plastico. Luego de dos dias de incubacidn,
se tomo la solucién resultante de lajarra y se le adicionaron 5 ml de BaCl_ (0.5
M), utilizando fenoltaleina como indicador se realizé una titulaciéon con HCl
(0.25M).
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FIGURA 1. ESTIMACION DE LA RESPIRACION DEL SUELO EN JARRAS CERRADAS;
(A) MUESTRA DEL SUELO; (B) SOLUCION DE NAOH.

Los miligramos de CO, producidos fueron calculados utilizando las relacio-
nes estequiométricas presentadas a continuacion.

2 NaOH + €O, —~ Na,CO,+H,0 (4)
Na,CO, + BaCl, = BaCO_+ 2 Nadl (5)
NaOH + HCl = NaCl+H O (6)

El CO, asociado a la biodegracion del aceite usado, se determiné median-
te la diferencia entre los miligramos de CO, producidos por gramo de suelo
seco de cada tratamiento y el blanco.

2.4.2 Andlisis de espectroscopia infrarroja

Se tomd un gramo de suelo de cada tratamiento perteneciente a las sema-
nas 1, 4 y 12; estas muestras fueron analizadas utilizando espectroscopia IR en
el equipo Spectrum Two ™ (Perkin — Elmer), siguiendo los protocolo de conser-
vacion, manipulacién y preparacion de muestras exhibido por el Laboratorio de
Quimica Instrumental de la Universidad Nacional de Colombia, Sede Medellin.

2.4.3 Recuento de microorganismos heterotrofos

Para la siembra de microorganismos heterétrofos hidrocarbonoclastas
(Bacterias) se utilizé el medio de cultivo Luria Bertani (Difco ™), al cual se
le adiciond 1% V/V de aceite usado. Se realizaron diluciones seriadas en tubos
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de vidrio que contenian 9 ml de solucién Buffer. Para realizar la dilucién 107,
se dispuso 1 gramo de suelo de cada tratamiento en el primer tubo de ensa-
yo; se agitd en un Vortex durante 1 min. Luego se tomé 1 ml de Ia solucidn
resultante y se adicioné a otro tubo con solucién tampdn. El procedimiento
anterior fue repetido hasta alcanzar la dilucién 10°. Las cajas de Petri se de-
jaron en incubacién a temperatura ambiente (20°C) durante 7 dias, lo cual
garantiza el crecimiento de bacterias.

El recuento de las unidades formadoras de colonias (UFC) por gramo de
suelo seco, se calculd a partir de la siguiente ecuacidn.

UFC _ NCxFH
g Base seca FD xVx P (7)

Dénde:

NC: Nimero de colonias por placa
FD: Factor de dilucién
V: Volumen de indculo

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

2.5 Analisis estadistico.

Para la determinacidn de diferencias significativas entre las medias de los
tratamientos evaluados, se realizé un analisis de varianza (ANOVA).

2.6 Prueba de Toxicidad Aguda sobre Eisenia foetida.

El procedimiento se basé en el protocolo de Wilson, J y colaboradores [47]
en el cual se mezclaron 200g de suelo de cada tratamiento con 50g del mis-
mo sin contaminar en un frasco de vidrio. El experimento tuvo dos controles:
un control positivo C+ que consistié en suelo contaminado en una concen-
tracién de (40000 ppm) y un control negativo C-, consistente en suelo sin
contaminar. Ademas del tratamiento de bioestimulacién B; suelo resultante
de tratamiento por bioestimulacién y AN; suelo luego de tres meses de trata-
miento por atenuacidén natural.

Para cada tratamiento se realizaron 4 réplicas para un total de 16 unidades
experimentales. La humedad inicial se ajusté alrededor del 70%, se midieron
pardmetros como cantidad de amonio, nitratos y el pH de cada tratamiento
al inicio y al final de la prueba de toxicidad. En cada contenedor de vidrio de
500 ml se depositaron 10 lombrices con el clitelio bien desarrollado, lavadas,
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y secadas. El experimento se mantuvo a una temperatura de 25+1°C apro-
ximadamente, y con una exposicién a la luz de manera continua (400-800
lux), para garantizar que las lombrices se encontraran dentro del recipiente,
evitando la salida de los organismos a la superficie 5. La variable a medir fue
la tasa de mortalidad y para ello se debid realizar un conteo de las lombrices
que sobrevivieron en cada contenedor, cada tres dias durante 14 dias.

3. Resultados y Discusion

3.1 Respiracion del suelo

Como consecuencia de la degradacién bioldgica aerobia de los aceites
usados presentes en el suelo, se produce una cantidad significativa de CO,,
cuya evolucién se muestra en la figura 2.

De conformidad con los resultados observados, se alcanzaron tasas de
produccién de CO, de 0,0268 y 0,0221 mg CO /g suelo seco/dia para el proce-
so de Atenuacidn Natural y Bioestimulacion, respectivamente; el Control Ne-
gativo utilizado, presentdé una velocidad de produccién de 0,0273 mg CO /g
suelo seco/dia, una magnitud mayor que los demds tratamientos, lo cual tie-
ne implicaciones bioquimicas relacionadas con la capacidad de adaptacion
de los microorganismos en el suelo contaminado luego de la accién del agen-
te biocida (HCl y Benzoato de sodio).

=
o

mg CO2/g ss

o P N W b OO N 0O ©

0 10 20 30 40 50 60
Dia

FIGURA 2. EVOLUCION DEL CO, ACUMULADO
Tratamiento A (Control), Tratamiento B (Atenuacién Natural),

Tratamiento C (Bioestimulacién); ss, suelo seco
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La produccion maxima de CO, se obtuvo alos 42 dias de tratamiento, sien-
do mayor en el proceso de Atenuacién Natural (7,94 mg CO, /g suelo seco)
y menor en el Control (3, 77 mg CO /g suelo seco), lo cual es el resultado de
la accién del biocida. De acuerdo al andlisis de varianza (Tabla 6), no exis-
ten diferencias significativas en la degradacién del aceite usado de motor
al comparar el proceso de Atenuacién Natural y de Bioestimulacion para las
condiciones experimentales formuladas y considerando la evolucién diaria
del CO,acumulado. Siendo F (0.024) menor al valor critico (4.49) con una sig-
nificancia del 95%, se acepta la hipdtesis nula (u(B) = p(C)), lo cual indica que
la produccién media de CO, esequivalente en el tratamiento By C.

Con base en la prueba de hipdtesis, existen diferencias significativas en
la produccion de CO, de los tratamientos B y C, respecto al tratamiento A,
esto ultimo es justiciado por el efecto que produce la adicion de HCI (2M) y
Benzoato de Sodio sobre el tratamiento A, durante la etapa de inhibicién del
crecimiento microbiano.

TABLA 6. ANALISIS DE VARIANZA (RESPIROMETRIA)

Grupos Cuenta Suma Promedio(u)  Varianza

Control (A) 9 22.75 2.53 1.63
Atenuacién (B) 9 53.71 5.97 5.14
Bioestimulacién (C) 9 55.12 6.12 3.96

Ias?ggiglgigﬁes C‘S]:g}:g(e)s F Probabilidad Valg;g I’Eico
H(A) = p(B) 53.251 15.713 <0.001 4.49
p(A) = p(Q) 58.201 20.816 <0.002 4.49
u(B) = p(Q) 0.110 0.024 0.878 4.49

3.2 Espectroscopia infrarroja

Los resultados obtenidos luego de medicion de espectros de las muestras
de suelo correspondientes a los tratamientos A, By C para las semanas 1, 4y
12, son presentados a continuacion.

Como punto de control para la determinacién del avance del proceso
degradativo en cada tratamiento, se selecciond el abscisado correspondien-
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te a longitud de onda de 1000 cm™ en las curvas espectrales obtenidas. La
reduccion de la concentracién del contaminante en el suelo (aceite usado
de motor), determinado mediante el andlisis espectral inicial, fue evaluada
teniendo en cuenta el aumento que se produce en el pico transmitancia de
la abscisa 1000 cm™ para la semana correspondiente como consecuencia del
metabolismo microbiano y la degradacion del contaminante.

3.2.1 Evolucion de espectros del Tratamiento A (Control)

En las figuras 3, 4 y 5, se muestra el comportamiento del espectro del
compuesto base definido en el suelo contaminado correspondiente al trata-
miento de Control.
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FIGURA 4. ESPECTRO SEMANA 4: TRATAMIENTO DE CONTROL
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FIGURA 5. ESPECTRO SEMANA 12: TRATAMIENTO DE CONTROL

La semana 1, presentd una transmitancia del 49,8% para el punto de control
respectivo (abscisa 1000 cm™), este valor aumentd para la semana 4 al 58,3%, y
finalmente alcanzé un valor del 63% para la semana 12, lo cual indica un porcen-
taje de remocion del 26,5% para el contaminante luego de la semana 12.

3.2.2 Evolucion de espectros del Tratamiento B (Atenuacion Natural).

La evolucidn del espectro correspondiente al Tratamiento de Atenuacidn
Natural, es presentada en las figuras 6, 7 y 8. De acuerdo con los resultados
obtenidos la transmitancia en el punto de control se incrementé desde un va-
lor del 60% (semana 1) hasta alcanzar un méximo del 72% para la semana 12, lo
cual establece un porcentaje de remocidn del contaminante cercano al 20%.
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FIGURA 6. ESPECTRO SEMANA 1: TRATAMIENTO DE ATENUACION NATURAL
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FIGURA 8. ESPECTRO SEMANA 12: TRATAMIENTO DE ATENUACION NATURAL

3.2.3 Evolucion de espectros del Tratamiento C (Bioestimulacion)

En las figuras 9, 10 y 11, se presenta el comportamiento espectral de la
muestra de suelo correspondiente al Tratamiento de Bioestimulacidn.

De acuerdo con los resultados obtenidos, entre la semana 1y 12, se alcanzd
un porcentaje de remocidn del contaminante cercano al 10%. En general, el pro-
ceso de adicién de agentes inhibidores del crecimiento celular puedo contribuir
con el aumento de la capacidad de adaptacién de los microorganismos que uti-
lizan el aceite usado como sustrato, lo cual explica el aumento del porcentaje
de remocion del contaminante en el tratamiento A, ya que adicionalmente no
se produjo una reaccién quimica potencial entre los biocidas y el aceite uso de
volatilidad nula (bajo las condiciones de experimentacion aplicadas).

Rev. CINTEX, ISSN:0122-350X, Vol. 20, N° 1, enero-junio 2015 85



Barrios, et al. / Biorremediacion de Suelos Contaminados con Aceites Usados de Motor

%T

102
100

&4

===
Bioestimulacién 4\_;‘ P e X

Aceite usado  —————

3500

3000

2500
L a ]

2000 650

FIGURA 9. ESPECTRO SEMANA 1: TRATAMIENTO DE BIOESTIMULACION

%T

1024
100

Bioestimulacion ———1p

IIII

e — i

1

Aceite usado 45\ L

3000

2500
cm-1

2000 650

%T

e

Bioestimulacion @;

i
\
i

\
Aceite usado —’I‘L

3500

2500
em-1

2000 650

FIGURA 11. ESPECTRO SEMANA 12: TRATAMIENTO DE BIOESTIMULACION

86




En el caso del proceso de Bioestimulacidn y de Atenuacion Natural, los
resultados del andlisis espectral indican que este ultimo presentd una eficien-
cia de remocidn dos veces mayor al primero, esto en términos generales es
un indicador del alto potencial de laimplementacién de la atenuacién natural
para la depuracién y control de suelos contaminados con aceites usados, ya
que no se requiere el suministro de nutrientes.

Al considerar el tratamiento de Bioestimulacién, la eficiencia de remocion
de hidrocarburos obtenida (< 10%), es congruente con el valor maximo (<54%)
reportado en la literatura para procesos de biorremediacidn que adicionan
nutrientes derivados de fertilizantes inorganico, como la urea.

3.3 Recuento de microorganismos heterétrofos

En la figura 12 se presentan los resultados del crecimiento de microorganismos
heterdétrofos. Los primeros 7 dias de tratamiento se obtuvieron densidades micro-
bianas del orden de 2.14 x 109, 2.76 x 10 y 5.30 x 10", para el Control, el proceso
de Atenuacién Natural y Bioestimulacion, respectivamente. El menor valor (Trata-
miento de Control), estuvo influenciado por la adicién de HCl durante el inicio de la
experimentacién, no obstante a diferencia de los demas tratamientos, el control
aumento la densidad microbiana hasta alcanzar un valor de 2.78 x 10°%, mientras
que en el proceso de Atenuacidn Natural y de Bioestimulacidn, disminuyd la canti-
dad de microorganismos viables a 2.99 x 10°y 1.56 x 10", respectivamente.
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UFC/g ss
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FIGURA 12. RECUENTO DE MICRORGANISMOS HETEROTROFOS

Tratamiento A (Control), Tratamiento B (Atenuacién Natural),

Tratamiento C (Bioestimulacién); ss, suelo seco
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La disminucién de la densidad microbiana (bacterias hidrocarbonoclas-
tas) en el proceso de Atenuacién Natural y Bioestimulacién, podria estar
asociada al aumento de la fase de adaptacién y de las tasas de decaimiento
celular de los microorganismos expuestos al aceite usado, el cual produce
cambios a nivel fisioldgico acelerando la muerte de muchos organismos. Por
su parte el Control Negativo, incrementd sustancialmente su densidad como
consecuencia de la seleccidn natural influenciada por la adicién del biocida,
esto explica adicionalmente el maximo valor obtenido en términos de efi-
ciencia de remocidn del aceite usado. Realizando una regresion logaritmica
de la curva de crecimiento microbiano del Tratamiento de Control, se obtuvo
una tasa maxima de crecimiento microbiano 0,058 semanas®, lo cual indica
que por semana la densidad media de microorganismos crece un 5,8%.

TABLA 7. ANALISIS DE VARIANZA (RECUENTO DE MICROORGANISMOS HETEROTROFOS)

Grupos Cuenta Suma  Promedio (n) Varianza
Control (A) 4 1.43E+10 3.58E+09 1.56E+18
Atenuacion (B) 4 4.75E+10 1.19E+10 1.17E+20
Bioestimulacidn (C) 4 1.11E+11 2.78E+10 2.95E+20
oEende,,  Sumade, P probabiidag ValSTeiico
p(A) = u(B) 1.37E+20  2.323 0.178 5.987
p(A) = p(Q) 1.17E+21 7.889 0.031 5.987
u(B) = p(Q) 5.06E+20  2.456 0.168 5.987

A partir del andlisis estadistico efectuado para la estimacidon de la varia-
cién entre tratamientos aplicados (Tabla 7), no se presenta diferencia es-
tadisticamente significativa entre el crecimiento celular del tratamiento de
bioestimulacidn y la atenuacion natural, lo cual es congruente con los resul-
tados de respiracién del suelo (Respirometria).

3.4 Prueba de Toxicidad Aguda sobre Eisenia foetida

Previo al montaje de la prueba de toxicidad se realizé una caracterizacion
fisicoquimica de las muestras de suelos correspondientes a cada tratamiento
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realizado, estos resultados junto con los valores de mortalidad de individuos
E. foetida, son presentados en la Tabla 8.

TABLA 8. ANALISIS DE VARIANZA (RECUENTO DE MICROORGANISMOS HETEROTROFOS)

. Amonio Nitrato Mortalidad
fratamiento  PH (mglkgss) (mghkgss) (%)
Control (-) 6.50 15 23 0
Control (+) 6.80 103.37 14.98 0
Atﬁgguarglon 6.27 12.49 15.65 0
Bioestimulacién 8.82 525 52.62 100

Con base en los resultados de la prueba de toxicidad, la mortalidad del 0%

(<10%) de los individuos presentes en el suelo sin contaminar - Control Nega-
tivo, indica que la prueba fue valida [5*], por consiguiente se puede establecer
los siguientes analisis:

La concentracién de 40000 ppm (Control Positivo), no es téxica para el
organismo E. foetida, esto es congruente con los estudios realizados por
Maike & Filser (2007) y Ameh et al (2011) 153} 1541,

Tanto el tratamiento Control Negativo, Positivo y Atenuacién Natural
presentaron una mortalidad del 0%, cuyas caracteristicas fisicoquimicas
se encontraron en las condiciones éptimas de desarrollo de Eisenia foe-
tida. No se observaron cambios de color de los organismos, ni presencia
superficial del fluido celémico

La toxicidad de la prueba de Bioestimulacién fue ocasionada por el con-
tenido de amonio y valor de Ph, dado a que exceden las condiciones 6p-
timas para el crecimiento del organismo (pH 5-8 y contenido de amonio
<500 mg/kg ).
Esto ultimo se evalud realizando diferentes diluciones del tratamiento de

Bioestimulacién, utilizando suelo no contaminado. La dilucién 1/10 estuvo en
el rango de valores mas cercano al desarrollo éptimo de la lombriz roja cali-
forniana (E. foetida), con un pH de 6.01, contenido de nitrato de 374.25 mg/
kg..y de amonio de 156 mg/L mg/kg_ se obtuvo una mortalidad del o%.
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Vale la pena indicar que esta investigacion no se considerd la toxicidad
asociada a la presencia de metales pesados presentes en el aceite usado
de motor. Los estudios de toxicidad aguada realizados sobre E. foetida, de-
muestran como el exceso de nutrientes puede afectar el ciclo bioldgico de
diferentes especies de organismos en el suelo, ocasionando mayores impac-
tos adversos sobre los ecosistema que el contaminante objetivo.

3.5 Tincion de Gram

Una vez realizado el cultivo en placas, se observé el crecimiento de 5 (cin-
co) morfotipos reiterativos durante la etapa experimental. Los morfotipos
fueron caracterizados a partir de la tincién de Gram.

A E
S “

BF
- Rty f}

FIGURA 12. A. COCOS GRAM NEGATIVOS, B. BACILOS GRAM NEGATIVOS

De acuerdo con los resultados, en el consorcio microbiano existente, se
identifican Cocos y Bacilos Gram negativos, flora con un alto potencial de
degradacion de hidrocarburos totales de petrdleo.

4. Conclusion

Como principales tratamientos para el control de la contaminacién aso-
ciada a aceites usados de motor en el suelo, se implementd la Atenuacidn
Natural y la Bioestimulacién como principales tecnologias de biorremedia-
cién. A partir del analisis respirométrico y de organismos heterétrofos hidro-
carbonoclastas, se determiné con una significancia del 95%, que la actividad
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biolégica y de respiracion celular ambos tratamientos fueron equivalentes,
lo cual en términos econdmicos (suministro de nutrientes) favorece laimple-
mentacion del primero en la escala piloto y comercial.

La adicién del agente biocida (HCl y Benzoato de sodio) y la esteriliza-
cién previa del suelo contaminado, influyé en la capacidad de adaptaciény
seleccién natural de los microorganismos hidrocarbonoclastas en el trata-
miento de control (A), obteniendo mayores tasas de respiracion y de cre-
cimiento celular, en el orden de 0.0273 mg CO /g suelo seco/dia y 0.058
semanas’, respectivamente. El tratamiento de control en consecuencia,
presentd la maxima eficiencia de remocidn de hidrocarburos 26.5%, segui-
do del tratamiento de Atenuacién Natural (20%) y de Bioestimulacién (10%)
durante 12 semanas de tratamiento. La eficiencia de remocidn del aceite
usado del tratamiento de Bioestimulacion fue inferior al valor maximo
reportado para procesos de biorremediacidon que adicionan fertilizantes
como fuente de nutrientes.

Los procesos de Atenuacién Natural y Bioestimulacidn, alcanzaron tasas
de produccién de CO, de 0,0268 y 0,0221 mg CO /g suelo seco/dia, no obs-
tante a diferencia del tratamiento de Control, la densidad de bacterias en
cada medio disminuyd en funcién del tiempo de experimentacion, lo cual fue
atribuido a la capacidad de adaptacidén de los microorganismos al medio con-
taminado ya que el suelo no fue estilizado.

A partir de la realizacién de pruebas de toxicidad sobre el organismo
Eisenia foetida se determind el grado de ecotoxicidad del aceite usado de
motor. La prueba fue negativa para 40000 ppm del contaminante en el sue-
lo (0% de mortalidad), lo cual es congruente con la informacién reportada
en la literatura.

El pH y la concentracién final de amonio en el tratamiento de Bioestimu-
lacidn (8.82 y 525 mg/Kg_) produjo la mortalidad de los organismos utiliza-
dos en la prueba de toxicidad (E. foetida) debido a que se excedieron las
condiciones dptimas para el desarrollo de los individuos. Esto ultimo es un
indicador de como el exceso de nutrientes puede ocasionar un desequilibrio
en los ecosistemas.
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