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Biodegradacion de petréleo por microorganismos autoctonos en suelos
contaminados provenientes de la bahia de Amuay del Estado Falcon
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Resumen.-

El objetivo de la investigacion fue estudiar la biodegradacién de petréleo por microorganismos autéctonos en
suelos contaminados provenientes de la bahia de Amuay del Estado Falcén. Para esto se tomaron muestras en un
area contaminada por un derrame de crudo y se colocaron en biorreactores con aporte de los nutrientes necesarios
para el desarrollo de los microorganismos. En los suelos contaminados se aislaron e identificaron tres especies
autdctonas de hongos del género Aspergillus, como lo son: Aspergillus Niger, Aspergillus Flavus, Aspergillus
Terreus. La concentracion de hidrocarburos totales de petréleo (HTP) se determiné por gravimetria, y para un
tiempo de 30 dias de tratamiento ex situ se obtuvo un valor de remocién de un 85 %. Con lo cual se corrobora la
capacidad degradadora de estos microorganismos y su potencial para ser usados en procesos de remediacion de
suelos contaminados con petréleo.

Palabras clave: biodegradacidn, bioestimulacidn, petréleo, microorganismos autéctonos

Petroleum biodegradation by indigenous microorganisms in
contaminated soils from Amuay bay of Falcon State

Abstract.-

The objective of the research was to conduct the treatment of different samples of contaminated soil from
Amuay Bay through bioremediation of hydrocarbon surfactant biostimulation minimal medium. For this sample
was taken on a tainted by an oil spill and placed in bioreactors with input of nutrients necessary for the growth
of microorganisms area. In contaminated soils were isolated and identified three native species of fungi of the
genus Aspergillus, such as Aspergillus Niger, Aspergillus Flavus, Aspergillus Terreus. The concentration of total
petroleum hydrocarbons (TPH) was determined by gravimetry, and for a period of 30 days of treatment a value ex
situ removal of 85 % was obtained. Whereupon the degrading ability of these microorganisms and their potential
to be used in engineering processes in remediation of petroleum contaminated soil was corroborated.

Keywords: biodegradation, biostimulation, oil, indigenous microorganisms
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Aceptado: abril 2014. espacial en entornos urbanos y por su persistencia

en distintos sectores ambientales [1/]. Se considera
1. Introduccion que son los compuestos dominantes del crudo

(petroleo) representando entre el 50 y el 98 %
en peso del contenido total. Estos son mezclas
complejas de diferentes moléculas, que pueden
“Autor para correspondencia agruparse en distintas fracciones de hidrocarburos.

Correo-e: jhonnymedina@yahoo.com (Medina, La fraccion de hidrocarburos alifaticos y los
Jhonny)

Los hidrocarburos son uno de los grupos de
sustancias potencialmente contaminantes mas im-
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hidrocarburos polares, conformados por asfalte-
nos altamente condensados y resinas, en donde
cada uno difiere significativamente respecto a
su susceptibilidad frente a posibles procesos de
biodegradacion [2, [3]. Para su mineralizacion,
estos compuestos requieren la accion de mads
de una especie microbiana, debido a que cada
microorganismo tiene una capacidad limitada para
degradar las diferentes moléculas que los confor-
man; mientras que, los consorcios microbianos, al
estar compuestos por varias cepas de diferentes
géneros, poseen la capacidad enzimatica necesaria
para transformar las diferentes moléculas cons-
titutivas de los hidrocarburos, transformando las
moléculas con caracteristicas de peligrosidad (in-
flamabilidad, toxicidad, ecotoxicidad, volatilidad)
en subproductos y metabolitos que pueden ser
reincorporados a los ciclos biogeoquimicos natu-
rales, generando un menor impacto al ambiente y
a la salud humana [4]].

El petréleo también posee compuestos orgéni-
cos con sulfuro, nitrégeno y oxigeno, y consti-
tuyentes metdlicos en poca proporcion. Debido a
la complejidad de la composicion del petrdleo,
la biodegradacién por parte de las bacterias
dependeré de las proporciones que tenga de cada
una de sus fracciones [, 6].

Venezuela, un pais petrolero y minero, posee
regiones donde existen problemas de contamina-
cién ambiental ocasionados por el derrame de
hidrocarburos. La Bahia de Amuay, ubicada en la
Peninsula de Paraguand, es una de estas regiones.
A mediado del afo 2010 ocurri6 un derrame
de crudo que duré varios dias, afectando las
poblaciones de Amuay, Villa Marina, Los Taques,
Judibana, Las Piedras y Carirubana; poblaciones
cuya principal actividad econdmica es el turismo y
la pesca [7]. Una manera de lograr la recuperacion
de suelos contaminados, en esta region, consiste en
el aprovechamiento de la microflora autéctona de
los suelos afectados para degradar los contaminan-
tes hasta metabolitos que puedan ser facilmente
removidos y dispersados en el ambiente [8]. Para
esto, existen diferentes tecnologias, siendo los
métodos bioldgicos los que han demostrado ser
eficientes y adecuados debido a que causan menor
impacto en el sitio del problema [9, [10].

La bioestimulacién es una técnica que consiste
en la provision activa de cantidades suficientes
de oxigeno y nutrientes para mantener a los
microorganismos responsables de la degradacion
de forma que estos puedan continuar proliferando
y desarrollando el proceso de biodegradacién. Es
el método de biorremediacion mds estudiado, y
actualmente se presenta como el de mds fac-
tible aplicacion para la mayoria de los suelos
contaminados con hidrocarburos. El éxito de
esta tecnologia depende de la existencia, en el
lugar contaminado, de microorganismos con la
capacidad metabdlica apropiada para transformar
los compuestos xenobidticos, en compuestos que
puedan ser reincorporados a los ciclos biogeo-
quimicos [11]. Por este motivo es importante
caracterizar el suelo sobre el cual se trabaja [10]].

Dependiendo de las caracteristicas del suelo
y del contenido de materia organica, los hi-
drocarburos de mayor peso molecular y menor
solubilidad pueden adsorberse en los microporos
de las particulas del suelo, resultando con esto ser
inaccesibles como fuentes de carbono y energia
para los microorganismos. Ante este escenario
los surfactantes actdan logrando incrementar la
biodisponibilidad mediante la accién paralela de
la desorcion y solubilizacién del contaminante.
Sin embargo la toxicidad e inhibicién puede
reducir el potencial de las aplicaciones en la
biorremediacion.

Para elegir un surfactante para la biorremedia-
cion se debe tener en cuenta, las propiedades del
suelo a remediar, asi como, las propiedades del
propio surfactante. Los surfactantes son esenciales
para el proceso de biorremediacion, esto confirma
el hecho de que algunos microorganismos produ-
cen su propio surfactante (biosurfactante) para so-
lubilizar compuestos orgdnicos hidrofébicos [[12].

En virtud de lo anterior y dado que existen zonas
afectadas con hidrocarburos en las playas de la
Bahia de Amuay, es necesario identificar y evaluar
el potencial de los microorganismos nativos a fin
de poder contar con bases de datos y cultivos que
permitan su posterior utilizacién en procesos de
remediacion para el saneamiento ambiental de la
region.

Es por ello que el objetivo de este trabajo fue
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estudiar la biodegradacion de petréleo por mi-
croorganismos autoctonos en suelos contaminados
provenientes de la bahia de Amuay del Estado
Falcon.

2. Metodologia

El muestreo del suelo se realizé en un drea
de 480 m2 desde el 07 de marzo hasta el 17 de
septiembre del afio 2011. La Bahia de Amuay
estd ubicada al noreste de Venezuela, en el sector
oeste de la Peninsula de Paraguand, localizada a
11°45 Norte y 070°13” Oeste; donde 1,3 km de
playa ancha mira hacia la Refineria de Amuay
del Centro de Refinacién Paraguana por la costa
este. A lo largo de la playa se recolectaron, en
nueve puntos aleatorios, un total de dieciocho
submuestras a una profundidad de 30 cm. Para
obtener una muestra representativa del suelo, se
mezclaron dos grupos de nueves submuestras y
se formaron dos muestras compuestas. Estas se
transportaron al laboratorio en frascos de vidrio
estériles colocados en bolsas de polietileno negro.
Posteriormente se mezclaron las muestras y se
pasé por un tamiz de 2 mm de abertura, y por
cuarteos sucesivos se tomo una porcion de 2 kg
sobre la cual se determinaron las propiedades
fisicas y quimicas de los suelos.

La caracterizacion de los suelos se realizé en
el Laboratorio de Servicios de Suelo, Agua y
Planta (LSSAP/UNEFM). El nitrégeno total: se
determind a través del método de Kjeldahl, con
0,0500 gramos de muestra, 3 mL de 4cido sulfuri-
co y 0,1 gramo de mezcla catalizadora (sulfato
cuprico pentahidratado y selenio). Para determinar
el fosforo se emple6 el método colorimétrico
azul de molibdeno. Se midi6 la absorbancia en
un espectrofotdmetro, a una longitud de onda de
600 nm. El potasio se determind segin norma
COVENIN 1141-79. El pH se midi6 de acuerdo
al método potenciométrico, en relacidon muestra
agua 1:10. [13]]. La conductividad eléctrica se
midié por conductometria. La textura del suelo
se midié sobre 25 g de peso seco utilizando
el método del tacto [14, |5]. El contenido de
hidrocarburos totales (HTP) se determiné por
gravimetria (Standard Methods 5420-E).

Los recuentos de microorganismos en los sue-
los contaminados de la Bahia, se realizé en el
laboratorio de microbiologia (LIADSA/UNEFM),
por medio de métodos de aislamiento y cultivo
utilizados rutinariamente en el laboratorio, una
vez culminada la cuantificacidn e identificacidn, se
procedié a la evaluacion del potencial biodegrada-
dor de las especies encontradas, para seleccionar
las especies de mayor capacidad.

Para la determinacion de los hongos presentes
en las muestras de suelos se procedié a extraer
las especies fungicas por medio de la técnica de
flotacién en aceite mineral modificada [15], las
cuales fueron inoculadas en medios de cultivos
de Sabouraud Agar, para su posterior crecimiento
en colonias. Después de 14 dias de incubacion,
se procedié a la revisiéon de hongos, bacterias y
levaduras que se desarrollaron en cada una de las
placas y se realiz6 el estudio macroscopico por
observacion directa. Para identificar las distintas
colonias se coloc6 un nimero a cada una de ellas,
por el color y textura de cada especie formada.

Luego de la caracterizacion macroscopica se
procedio a purificar cada uno de los hongos que se
desarrollaron en las placas inoculdndolos en tubos
de ensayos previamente dispuestos con medio de
cultivo de Sabouraud Agar, se identificaron los
tubos con la muestra, el nimero de la colonia y
la fecha. Transcurridos 14 dias de incubacion se
observaron los tubos de ensayo para un andlisis
macroscopico con el fin de verificar la ausencia
de otra especie de hongo presente en el tubo.
Cuando se obtiene la especie pura se procede
a la identificacion microscopica a través del
método de Riddel para microcultivos, utilizando
un microscopio de luz para la identificacion de las
especies [16].

Para evaluar los microorganismos autdctonos
se aislaron los hongos de las muestras de suelo
contaminado con hidrocarburos procedentes de las
playas de la Bahia de Amuay. Se evalué el efecto
de la concentracion de los hidrocarburos en la
velocidad de crecimiento de los hongos, en un
medio que contenia un 2% m/m de HTP; ver
Tabla [Tl

Para obtener los cultivos puros de los hongos,
se aislaron en etapa de reproduccion (formacion
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Tabla 1: Composicién del medio de cultivo Czapek Dox.

Compuesto Composicién
Nitrato de sodio 0,20 g
Bifosfato de potasio 0,10 g
Sulfato de magnesio 0,05¢
Cloruro de potasio 0,05¢
Sulfato ferroso 0,001
Agar 2,00 g
HTP 2,00 g
Agua destilada 100 mL

de conidias) muestras, con asa de aguja estéril,
que fueron sembradas en medio de cultivo Cza-
peck Dox; sin sacarosa y contaminado con los
hidrocarburos extraidos de los suelos de la Bahia
de Amuay, con el fin de que fueran la unica
fuente de carbono para observar el crecimiento.
Los hongos fueron sembrados en placas de Petri
por triplicado. El micelio producido por los hongos
se midié directamente con una regla Vernier. Se
realizé un registro de estos datos durante 10 dias
de incubacion.

Para el biotratamiento de muestras de suelos
contaminados se utilizaron tres recipientes como
biorreactores aproximadamente de 40 cm de largo,
24 cm de ancho y 15 cm de profundidad, en los
cuales se coloco igual cantidad de suelo contami-
nado con crudo (2 kg). Dos de los biorreactores
fueron saturados con medio minimo surfactante
(MMS) [17], para dar inicio al biotratamiento
por bioestimulacién. El medio minimo surfactante
(MMS) es una soluciéon liquida que aporta los
nutrientes necesarios para un desarrollo satisfac-
torio de los microorganismos, con la consecuente
produccién del biosurfactante necesario en la
degradacion de hidrocarburos por parte de éstos.
Para su obtencion, inicialmente se prepararon
cuatro soluciones acuosas (medios) A, B, C y D,
tal como se indica a continuacion

a) Medio A: contiene 1,5 g de KH2PO4; 1,5 g
de NaH2PO4; 2,5 g de MgSO47H20 y 0,5
g de NaCl disueltos en agua destilada hasta
obtener 500 ml de solucidn.

b) Medio B: contiene 1 g de NH4CI disuelto
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en agua destilada hasta obtener 125 ml de
solucion.

¢) Medio C: contiene 150 mg de FeSO4 disueltos
en agua destilada hasta obtener 125 ml de
solucion.

d) Medio D: contiene 5 mg de MnSO4.4H20;
2,5 mg de ZnSO4 y 2,5 mg de molibdato de
sodio monohidratado Na2MoO4.H20 disuel-
tos en agua destilada hasta obtener 125 ml de
solucidn.

Cada una de estas soluciones se filtr6 por
separado, utilizando papel de filtro Wathman N° 1,
y luego al filtrado del medio A se afadié el
filtrado del medio D, C y por ultimo el medio B
(la mezcla debe realizarse estrictamente en este
orden para evitar la formaciéon de precipitados).
Esta mezcla constituye una solucién 10X, y para
su conservacion se refriger6 en un recipiente
de vidrio esterilizado. Para obtener el MMS se
mezclaron 100 mL de solucién 10X con 900 mL
de agua destilada y 8 g de glucosa. Se esteriliz6 la
mezcla en autoclave a 15 libras por 15 minutos.
La mezcla resultante es una solucién 1X y fue
empleada como medio minimo surfactante.

Los biorreactores se mantuvieron saturados y
aireados durante el lapso del estudio, afiadiendo
porciones de MMS a medida que se observaba
pérdida de humedad del suelo [18], el otro
biorreactor funcioné como control para establecer
comparaciones. Con el fin de monitorear y evaluar
la biodegradacién del contaminante presente en
el suelo, se tomaron muestras de suelo los dias
0, 7, 14, 21 y 30, para analizar el contenido
de hidrocarburos totales (HTP) y verificar la
tasa de degradacion de HTP a lo largo del
experimento [19].

3. Resultados y Discusion

En la Tabla [2| se muestran las caracteristicas
fisicoquimicas de las muestras de suelo prove-
nientes de la Bahia de Amuay (M1 y M2) y de
una muestra recogida en la playa Piedras Negras
que se emple6 como muestra control (MB) en
los andlisis realizados. Cabe senalar que estos
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Tabla 2: Caracteristicas fisicoquimicas de las muestras analizadas.

Muestra de Muestra

la Bahia de Amuay control
Pardmetro Ml M2 MB
Muy gruesa 2-1 mm 12,27 29.90 46,73
Gruesa 1-0,5 mm 14,03 13,50 36,44
Media 0,5-0,25 mm 34,43 30,26 1,96
Fina 0,25-0,1 mm 33,26 20,66 2,19
Textura, % de arena | Muy fina 0,1-0,05 mm 0,99 0,34 0,04
% total de arena 94,98 94,66 97,36
% Limo 4,42 4,74 2,24
% Arcilla 0,60 0,60 0,40

Clase Textural Arenoso  Arenoso Arenoso
pH 7,70 7,80 7,70
C.E (mmh/cm) 3,80 3,70 0,49
HTP (% en peso) 1,61 1,57 0,48
Nitrégeno, (mg/Kg) 8,30 7,60 13,90
Fésforo, (mg/Kg) 0,00 0,00 0,00

resultados demuestran que el suelo contaminado
no posee limitantes de cardcter fisicoquimicos
para el correcto desarrollo de microorganismos; a
excepcion del contenido de nitrégeno y de fosforo,
que se encuentran en bajas concentraciones, lo que
puede representar un problema en la biodegrada-
cion del petréleo en la muestras [3]].

Las muestras de suelo analizadas poseen una
textura franco arenoso con 5,18 % de particulas
finas (limo y arcilla), y con 94,82 % de arena.
Conformadas principalmente por arena media y
fina. Esta textura permite una buena aireacion
del suelo, que favorece el crecimiento de los
microorganismos [} 20]].

En cuanto al pH y la conductividad de las
muestras de suelo analizadas, se encontré que
las mismas son ligeramente alcalinas (pH 7,7-
7,8), esta condicion favorece el crecimiento de la
mayoria de los microorganismos existentes en el
suelo. En tanto que los valores de conductividad
superan levemente el nivel maximo recomendado
(3,6 mmh/cm) para una adecuada biodegradacion
del petréleo presente en el suelo.

La normativa venezolana establece que el con-
tenido de hidrocarburos totales en los suelos
debe ser menor al 1% [21]. En este sentido, las
muestras analizadas presentan valores sobre el

1,50 %, evidenciandose la contaminacioén de los
mismos. En referencia a la baja concentracion
de nitrogeno y fésforo que representan un factor
desfavorable para el proceso de biorremediacion,
diversos autores han sefialado que este problema se
puede solucionar empleando un adecuado sistema
de bioestimulacion [5, 22].

En las muestras analizadas se observo la pre-
sencia de hongos. Se tomé6 en consideracion las
colonias que presentaron texturas aterciopeladas
y algodonosas propias de los hongos, ya que
las colonias con textura cremosa son propias de
bacterias que no fueron objeto de este trabajo.
La identificacién macroscdpica y microscopica a
través del método de Riddel para microcultivos,
utilizando un microscopio de luz permitié estable-
cer que los hongos presentes en mayor proporcion
fueron: Aspergillus Flavus, Aspergillus Niger, y
Aspergillus Terreus (ver Figural[l).

En la Tabla [3] se presenta el didmetro de las
cepas de hongos aisladas a diferentes dias de
cultivos. En ella se observa que la especie de
Aspergillus Niger, es la cepa que presenta el
mayor aumento en el didmetro a lo largo del
tiempo. En virtud de lo anterior, se establece
que la especie de Aspergillus Niger degrada los
hidrocarburos con mayor rapidez que las otras
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Figura 1: Apariencia microscépica de los hongos en-
contrados: a) Aspergillus Flavus, b) Aspergillus Niger,
c) Aspergillus Terreus.

especies Aspergillus; aprecidndose su efectividad
para utilizar los hidrocarburos del sustrato como
fuente de carbono para su desarrollo como era de
esperarse, de acuerdo a los planteado por diversos
autores [23| 24, 25]).

Estos resultados muestran la alta capacidad que
poseen estos hongos del género Aspergillus para
ser un activo degradador del petrdleo, presentes en
los suelos de la Bahia de Amuay, lo cual indica
que estos hongos son fuertes candidatos para ser
agentes de biorremediacién ambiental [[7]].

Los microorganismos identificados en esta in-
vestigacion muestran que son capaces de biodegra-
dar los hidrocarburos presentes en el mismo. En la
Tabla[d] se presentan la variacion del porcentaje de
HPT durante los dias que fue realizado el estudio.

Estos resultados demuestran la efectividad del
biotratamiento estimulado por el MMS en los
suelos contaminados de la Bahia de Amuay; donde
se logré remover mds del 85 % del contenido de
HPT presente en las muestras. En cuanto a la
muestra proveniente de la Playa Piedras Negras

Tabla 3: Didmetro de las cepas de hongos aisladas, en cm.

Aspergillus  Aspergillus  Aspergillus
dia flavus Niger terreus
1 0,50 0,50 0,50
2 2,42 3,05 1,88
3 4,25 4,79 3,64
4 5,16 5,83 4,33
5 5,67 6,36 4,69
6 6,35 7,24 5,25
7 6,91 7,90 5,64
8 7,47 8,50 6,22
9 7,96 8,50 6,65

10 8,28 8,50 7,35

Tabla 4: Variacion del Porcentaje de HPT en las muestras de
suelo analizadas.
Porcentaje de HPT, %  Remocién de HPT, %
Dia | M1 M2 MB M1 M2 MB

0 1,61 1,57 048 0,00 0,00 0,00

7 105 054 038 | 6522 63,06 16,67
14 1035 034 035 | 7826 79,62 18,75
21 {027 026 033 | 8323 8344 20,83
30 {024 0,23 031 85,09 8535 2292

también se nota una tendencia en la disminucion
de los HTP pero menos marcada, debido a que
los microorganismos presentes en estos suelos no
fueron estimulados (ver Figura[2).

Tabla 5: Conteo de microorganismos en las muestras
analizadas.

Muestras Unidades formadoras
Bahia de Amuay | de colonias, UFC/g suelo
M1 1.660
M2 1.662

Diversos autores [J5, 23], han senalado
que para el tratamiento de suelos contaminados
con hidrocarburos se requiere una concentra-
cion minima de microorganismos degradadores
especificos de 103 a 104 UFC/g suelo (UFC:
unidades formadoras de colonias). En tal sentido
se encontrd que las muestras analizadas poseen un
valor de UFC que supera a los establecidos por
estos autores (ver Tabla [5). En virtud, de lo cual
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Figura 2: Porcentaje de remocién de HTP a lo largo del
biotratamiento.

la degradaciéon de HTP mediante la estimulacion
con MMS, trajo resultados satisfactorios ya que se
logré un alto porcentaje de remocion en un tiempo
optimo [[7].

4. Conclusiones

Las especies de hongos del género Aspergillus
aisladas: Aspergillus Niger, Aspergillus Flavus
y Aspergillus Terreus, son capaces de crecer y
degradar los HTP, observandose una remocion
que supera el 85,00 % de estos contaminantes.
Esto corrobora la capacidad degradadora de estos
microorganismos y su potencial para ser usados en
procesos de remediacidén de suelos contaminados
con petroleo.
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