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Resumen.-

Se estudio el efecto de un producto humico y la bioaum#ntaen la biorremediacion de un suelo petrolizado
mediante ensayos a escala de laboratorio. Se aislaron 29 bagterianas del suelo contaminado y se conformd u
cultivo mixto con aquellas que dieron respuesta positivanagpo de pruebas enzimaticas. La actividad
hidrocarburolitica fue corroborada mediante ensayo edion@cuoso empleando gasoil como Unica fuente dt
carbono.El ensayo de biodegradabilidad en el suelo se construyduragisefio de bloques al azar en parcelas
divididas, estando la parcela principal definida por muestras del stggitaminado cqgfisin adicion de inbculo y
la parcela secundaria por los tratamientos con 0%, 1%, 3 % yé #mus, a los que se hizo seguimiento de le
densidad bacteriana y el contenido de grasas y aceiteste@@uias. Los mayores niveles de remocion de aceite
y grasas (97,2 %, 96,0 % y 93,1 %) se obtuvieron para los tratdos con humus e inoculaciobn combinados.

Palabras clave: bioaumentacion, biodegradacion, humus, suelo peaadiz

Bioaugmentation and humic substances in biodegradatipatobleum
hydrocarbons

Abstract.-

The dfect of a humic product and the bioaugmentation on the biodétien of an oil contaminated soil by
laboratory scale testing was studied. Twenty nine badtstiains were isolated and a mixed culture was formec
with those reporting positive responses to bioenzimasitstd his hidrocarburolytic activity was confirmed in tests
with aqueous medium using gasoil as the sole carbon sourbe. giound biodegradation test was built under
a randomized block design in split plots, with the main plefinked by soil samples contaminated vitfthout
addition of inoculums and the secondary plot treatmentk @%b, 1 %, 3% and 5 % of humus, which is made up
of bacterial density and the residual content of fats anglfoil 80 days. The higher levels of removal of oils and
fats (97,2 %, 96,0 % and 93,1 %) were obtained for humus araliiaton treatments combined.

Keywords: bioaugmentation, biodegradation, humus, oil contaméhats!

1. INTRODUCCION
Recibido: enero 2011

Aceptado: marzo 2011 Tras muchos afios de investigacion en el dese
rrollo de tecnologias para tratar sustratos contami

*Autor para correspondencia nados con hidrocarburos, la biorremediacion, qu
Correo-e:  rwindevoQuc.edu.ve (Reyna aprovecha la actividad metabolica de microorga

Windevoxhel ) . . o .
1Un avance de este trabajo fue presentado en el xvnf1ISmos para eliminar/p modificar contaminantes,

Congreso Latinoamericano de la Ciencia del Suelo en Sa@S 1a mas aceptada, por los bajos costos relativc
José de Costa Rica, Noviembre 2009 asociados y por su sustentabilidad ambiental [1]
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Si bien los procesos de biorremediacion se dan daplico tratamiento con HL al 1%, 3% y 5%
forma natural en la mayoria de los casos, muchgsustituyendo parcialmente el agua de dilucién).
veces, por las caracteristicas que rodean el enclase realizé6 un control biético en ausencia de HL;
contaminado, es necesario acelerar este procesodos controles abibticos: uno sin humus y otro
para lo cual la biorremediacion asistida incorporaon humus al 3%, en ambos casos se esterilizo
diversas técnicas que persiguen mejorar las condinedio con solucion 1 M de AgN§xomo biocida,
ciones para que se de el ataque microorganismeerificandose la ausencia de microflora bacteriane
contaminante. Entre ellas, la bioaumentacion, en Los microcosmos fueron incubados a tempe
la que se inoculan al suelo microorganismosatura ambiente (25-3C) durante 20 dias con
(nativos 0 exdgenos) con capacidad comprobadagitacion durante 30 minutos cada 24 horas. A
para degradar los contaminantes presentes eniglcio y final del experimento se determin6 el
suelo multiplicados “in vitro”, ha demostrado encontenido de aceites y grasas segun el métod
muchos casos tener un efecto muy positivo [1,2]gravimétrico 846 de la EPA, y los heterbtrofos
y también la adiciobn de sustancias humicas, pomesofilos mediante la técnica de placa vertida.
su propiedades surfactantes, reguladoras de pH,Para el ensayo de biodegradabilidad en suel
aporte de nutrientes, elevacion de la capacidadna muestra del suelo contaminado (crudo me
de intercambio cationico y comportamiento comadiano) fue encalada (para ajustar el pH de 5,5(
aceptores de electrones [3] es de interés para la es-7,05), se ajustd la relacion C:N:P a 100:10:1
timulacion de la actividad bacteriana degradadordl, 7, 8] mediante la adicion de fertilizantes
inorganicos como fuente de fosforo (ortofosfatos)
2. MATERIALES y M ETODOS y nitrbgeno amoniacal, y fue cernida (malla de
2mm) y distribuida en bandejas en porciones de
Se colectd una muestra compuesta de un suefdl kg para la aplicacion por triplicado (muestras
(arenoso—franco) contaminado con crudo mediandestructivas) de los tratamientos descritos en |
(7,9% de grasas y aceites) al cual se le realizo unkabla 1. El indculo y la sustancia himica fueron
caracterizacion fisica, quimica y microbiologica.anadidos Gnicamente al inicio del experimento. Se
La flora bacteriana fue activada y se sembraromantuvo el contenido de humedad alrededor de
diluciones en placas, a partir de las cuales sB0% de la capacidad de retencion de agua [1,€
aislaron y purificaron 30 colonias, las cualesdeterminado segin el método gravimétrico 2540-
se sembraron en distintos medios para detect& de la APHA. Para minimizar la degradacion
habilidades enzimaticas de interés. Con las cepale hidrocarburos debida a reacciones fotolitica:
que arrojaron actividad positiva se conform6 urlas unidades experimentales se mantuvieron en L
inbculo mixto, cuyo crecimiento se verifico mi- aula cerrada con una minima exposicion a la lu:
diendo el aumento en la densidad optica del cultivéolar. Se determinaron los heterotrofos mesofilo:
en funcion del tiempo. mediante la técnica de placa vertida, pH segut
Para un estudio preliminar del potencial de-€l método 9071 de la EPA, y los hidrocarburos
gradador del cultivo se establecieron 18 unidaresiduales se cuantificaron segin el método 846 ¢
des experimentales a nivel de microcosmos par& EPA empleando cloroformo como extractante.
realizar ensayos de biodegradabilidad de gasoil
en presencia y ausencia del “humus liquido’3 RESULTADOS Y DISCUSION
(HL), sustancia de la cual se habia probado
su capacidad degradadora en trabajos anterioresSe determind una densidad bacteriana de 3,2E(
[5,6]. Se utilizaron Erlenmeyers de 250 mL conen el sustrato. Se identificaron 08 cepas qut
93% de medio mineral Bushnell-Haas (MM), presentaron actividad positiva en las prueba
5% de inbculo y 2% de gasoil como Unicabioquimicas, con las cuales se conformd ur
fuente de carbono [5,6]. Se evaluaron cincaultivo. En todos los ensayos en medio acuosa
tratamientos, con tres repeticiones cada uno: s& excepcion de los controles abibticos, se veri
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Tabla 1: Tratamientos aplicados en suelo

Sistema Tratamiento Objetivo
SH1  Adicion de inoculo al 5% y de HL al
1%
SH3  Adicion de inbculo al 5% y de HL al Evaluar el efecto de la concentracion de HL en la
3% biodegradabilidad del gasoil con bioaumentacion
SH5  Adicion de inbculo al 5% y de HL al
5%
SCH1 Control bi6tico de SH1. Sin inbculo y
con adicion de SH al 1%
SCH3  Control bi6tico de SH3. Sin inéculo yEvaluar el efecto de la concentracion de HL en la
con adicion de SH al 3% biodegradabilidad del gasoil sin bioaumentacion
SCH5  Control bittico de SH5. Sin inbculo y
con adicion de SH al 5%
SCB  Control bibtico. Con inbculo (5%) yEvaluar la biodegradabilidad del gasoil en
sin HL ausencia de HL con bioaumentacion
SCA  Control abi6tico (AgN@1 M) sin HL  Evaluar la pérdida abi6tica de gasoil en ausenci
de microorganismos y HL
SCAH Control abi6tico (AgN@1 M) con HL  Evaluar la pérdida abi6tica de gasoil en pregenc

de HL y ausencia de microorganismos

fico crecimiento bacteriano. También se detecto |

formacion de una interfase emulsionada en todc &1 -
los ensayos con humus, lo cual permite presumir | __ 58
presencia de propiedades surfactantes en el humi £2 s
y coincide con el mayor porcentaje de remocior 2z €% e
(89,5 %) obtenido para el tratamiento con humu: Eg _— —san
al 5%, que disminuy6 con la proporcion de humus © —si
en la mezcla (65,3% con humus al 3%, 50,0% "™ & 2 2 « = n ®m =

con humus al 1% y 28,5% sin humus. Es sabids Temgo(das)

que con los hidrocarburos del petréleo la actividad

surfactante aumenta la superficie de contacto (de Figura 1: Densidad bacteriana en suelo

ataque) del sustrato haciéndolo mas biodisponible
y por la tanto mas facilmente biodegradable.

Para el estudio en suelo se observd un mdavorece el crecimiento bacteriano, y que une
yor crecimiento bacteriano (Figura 1) para losmayor concentracion de humus genera una mayc
tratamientos SH3 y SH5, posiblemente debidalensidad bacteriana. En la Figura 1 no se muestre
al mayor aporte de nutrientes provenientes ddbs ensayos abioticos (SCA y SCAH) por no habet
humus asi como a su posible efecto surfactantgresentado crecimiento bacteriano relevante, com
que facilita el ataque a los hidrocarburos. Laes de esperarse. El contenido residual de gras
densidad bacteriana en los ensayos inoculados geaceites (Figura 2) disminuyd progresivamente
mantuvo por encima de la que presentaron lopara todos los casos, excepto para los controle
respectivos controles no inoculados, y en todoabibticos. Analogo al comportamiento de la den-
estos casos fue superior a la del control bibtico sisidad bacteriana, se observa una mayor remocic
humus, observandose que la presencia de hum(Sigura 3) en los tratamientos con humus respect
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Tukey para evaluar el supuesto de normalidad. E
i analisis de la varianza mostro diferencias significa
—e—SH3 tivas (P < 0,01) en los términos correspondientes
:2’;;5 a presencia de inoculo y en cuanto a las diferente
s dosis de sustancias himicas evaluadas en I
—a—SCHI suelos. Se utilizaron la prueba W de Tukey y el

——SCB coeficiente de correlacion de Pearson.
—6—SCAH
—*#—SCA

> ™ P % 80 4. CONCLUSIONES

Tiempo (dias)
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Grasasy Aceites (ppm)

La bioaumentacion con un inbculo autéctono
Figura 2: Contenido residual de grasas y aceites en suelofue favorable para la biodegradacion de los hidro
carburos en todos los casos estudiados.
La incorporacion de humus liquidos al suelo
10 acelerd las tasas de biodegradacion en todos I
90 Casos.

Se obtuvieron los mayores niveles de remocior
de grasas y aceites en los casos en que ¢
7 1 emplearon los tratamientos de bioaumentacion
adicion de humus combinados, con un aument
de la remocion para mayores concentraciones d

50
& o & élp aep 4:.‘*" < humus.

Tratamiento

80

60

Remocion de Grasas y Aceites
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