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Resumen

Los lodos contaminados con residuos de aceites lubricantes usados generan gran impacto ambiental
negativo al no ser manejados adecuadamente. Se propuso la biorremediacién para disminuir la con-
centracién de dichos contaminantes. Los ensayos fueron realizados en las instalaciones de la planta de
tratamiento de aguas residuales (PTAR) de Rio Frio (Girén, Santander, Colombia), donde se evaluaron
consorcios microbianos nativos, que posteriormente se adicionaron a las biopilas conformadas por lo-
dos deshidratados provenientes del tratamiento primario de aguas residuales domésticas (usados como
fuente de materia organica), lodos provenientes de lavaderos de carros y lodos de alcantarillado de la
zona industrial de la ciudad de Bucaramanga (Colombia). Se aislaron, identificaron y conservaron cepas
microbianas con capacidad degradadora de hidrocarburos totales de petréleo (TPH) como Pseudomonas
spp., Acinetobacter spp, Enterobacter cloacae, Citrobacter spp., Bacillus brevis, Micrococcus spp y Nocardia spp. Se
hizo una serie de pruebas piloto donde se inoculé cada montaje con un consorcio bacteriano a una con-
centracion de 3x10° UFC/ml de bactetias y microorganismos fungicos como Aspergillus spp., Fusarium
spp., Trichoderma spp., a una concentracion de 1x10° esporas/ml; se monitorearon parametros de tempera-
tura, pH, humedad y oxigenacion. Se realizaron dos ensayos para verificar el comportamiento de dichos
tratamientos; se analizé la variable continua TPH en ppm mediante el método de modelos mixtos linea-
res en bloques aleatorios completos, que revelaron diferencias significativas entre la biopila control y las
biopilas bajo prueba; se obtuvieron porcentajes de remocion hasta de 94% de TPH en 120 dias y 84%
en 40 dfas, lo que reflej6 un efecto positivo en la utilizacién de los consorcios de microorganismos bajo
prueba en la descontaminacién de lodos de alcantarillado industrial y lodos de lavaderos de carros.
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Abstract

Sludge contaminated with used lubricating oil waste produces a large negative environmental impact by not
being handled properly. Bioremediation was thus suggested for reducing the concentration of such pollu-
tants. The trials were conducted at the Rio Frio waste water treatment plant (WWTP) in Girdn, Santander,
Colombia. Native microbial associations were evaluated and subsequently added to biopiles made up of dried
sludge from waste water treatment (organic matter source) sludge from washing cars and sewage sludge from
the industrial area of Bucaramanga in Colombia. Several pilot tests were completed and several microbial
strains, such as Pseudomonas spp., Escherichia coli, Citrobacter spp., Bacillus brevis, Micrococeus spp., were identified and
isolated as they retained their ability to degrade total petroleum hydrocarbons (IPH). Each pilot assembly
was inoculated with a 3x10® UFC/ml bacterial concentration and fungal microorganisms such as Aspergillus
spp., Fusarinm spp. and Trichoderma spp. at 1x10° spore/ml concentration. Parameters such as temperature, pH,
humidity and oxygenation were monitored frequently. Two trials were completed to verify treatment patterns
and results; TPH concentration was analysed continuously using a linear mixed model approach in randomi-
sed complete blocks. This revealed significant differences between control biopile (without microorganism
consortia) and the biopiles being tested here, 94% TPH removal being obtained in 120 days and 84% TPH
in 40 days. This reflected the positive effect of using a consortium of microorganisms when testing the de-
contamination of domestic sewage sludge, industrial sludge and car wash sludge.

Key words: Bioremediation, biopile, used lubricating oil, total petroleum hydrocarbons, native microorga-

nism.
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Introduccién

La inadecuada disposicion final de lodos
contaminados con residuos de aceites lubrican-
tes usados —compuestos por hidrocarburos to-
tales de petréleo (TPH), bifenilos policlorados
(PCB), aromaticos policiclicos (HAP), metales
y Otros compuestos contaminantes— ocasionan
un deterioro en el medioambiente y la salud
humana por sus efectos cancerigenos, toxicos
y venenosos, se consideran sustancias de dificil
biodegradacién y se clasifican como residuos
peligrosos por la reglamentacion establecida en
el Convenio de Basilea (Arroyo e/ al., 2008).

Hoy en dia, a nivel mundial se cuenta con
diversas técnicas bioldgicas con el fin de pro-
porcionar alternativas de descontaminacion
de zonas impactadas en suelo, aire y agua. La
biorremediacién es un proceso de desconta-
minacion que emplea una serie de reacciones
bioquimicas por una poblaciéon o consorcios de
microorganismos inoculados en la zona con-
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taminada, para convertir la estructura de los
hidrocarburos en componentes menos toxicos
(Benavides et al., 20006).

Este estudio se desarrollé a partir del
macroproyecto de “Biorremediacion de lodos
contaminados con aceites usados”, realizado
por estudiantes de Bacteriologia y Laboratorio
Clinico de la Universidad de Santander (UDES),
Bucaramanga. A partir de muestras de lodos
contaminados con residuos de aceites usados
se realizé el aislamiento, la identificacion y el
mantenimiento de cepas nativas de bacterias y
hongos con capacidad degradadora de residuos
de hidrocarburos (TPH); para llevar a cabo la
descontaminacion de dichos residuos, se reali-
zaron dos ensayos inoculando las biopilas con-
formadas por lodos provenientes de lavaderos
de carros y lodos de alcantarillado de una zona
industrial mezclados con lodos deshidratados
obtenidos a partir del tratamiento primario de
aguas residuales domésticas.
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Dentro de las técnicas utilizadas en el
proceso de biorremediacion se emplean la bio-
aumentacion y bioestimulacion. En este caso se
realizé la bioaumentacién con la adicién de so-
luciones acuosas en concentraciones de 3x10°
UFC/ml de los microorganismos nativos se-
leccionados, y bioestimulaciéon con la adicién
de Nitrégeno, Fésforo y Potasio (presentacion
comercial NPK 15-15-15); ademas, se realizé
el monitoreo de los paraimetros abiéticos como
temperatura, pH, humedad, oxigenacién (vol-
teo).

Materiales y método

Aislamiento, identificacién y
mantenimiento
de los microorganismos

Las muestras fueron recolectadas de dife-
rentes puntos al azar, tomando 500 g a una pro-
fundidad no mayor de 15 cm de lodos aceitosos
provenientes de lavaderos de carros, lodos de
sistemas de alcantarillado de zonas industria-
les de la ciudad de Bucaramanga, y lodos es-
tabilizados del tratamiento de aguas residuales
domésticas, los cuales se depositaron en bolsas
plasticas selladas, conservadas en refrigeracion
hasta su procesamiento, y transportadas a los
laboratorios de la Planta de tratamiento de
aguas residuales (PTAR) Rio Frio (Girén).

Para el aislamiento se someten las mues-
tras a un pre-enriquecimiento adicionando 100
g de cada una de estas en 250 ml del medio
caldo bésico de sales (CBS) modificado —NaCl
0,15 g NH4).804 0,3 g, KH,PO4 0,37 g, KH>.
PO4 0,125 g, 0,125 g, MgSO4.7H.O 0,075 g,
KNO3 0,3 g) (Narvaez ez al., 2008), a tempe-
ratura ambiente, en agitaciéon constante a una
velocidad de 140 rpm, durante un periodo de
doce dfas.

A partir del sexto dia, hasta el dia doce,
se tomo un inéculo y sembré por agotamiento
en placas de Agar MacConkey (AMck), Agar
Nutritivo (AN), Agar Cetrimide, Agar Sangre
(AS) y Agar Infusion de Suelo 25% (se obtuvo

a partir de 500 g de lodo contaminado en 100
ml de agua destilada, se agit6 y dejé en repo-
so 24 horas, posteriormente se filtrd y con el
filtrado se trabajé al 25%, y se adicioné agar-
agar csp); después se incubd a 32 °C por 24-48
horas en Agar Sangre (AS) a 32 °C por 24-48
horas en atmésfera de 3-6% de CO», y en Agar
Saboraud a temperatura ambiente durante 5
difas para aislamiento de hongos.

La identificacion de los hongos aislados
se realizé basandose en las caracteristicas mot-
folégicas de las colonias (color, aspecto, con-
sistencia, observacion del anverso y reverso de
la colonia, y presencia o ausencia de pigmen-
tos y exudados) y la observacién microscopi-
ca de estructuras caracteristicas de los géneros
empleados en este estudio (presencia o no de
septos, pigmentacién o no las hifas y observa-
ci6n de estructuras de reproduccion asexual).
La identificacién de bacterias se realizé a par-
tir de la serie bioquimica (triple azicar hierro
agar, citrato, SIM, urea, malonato, motilidad,
fenilalanina, rojo de metilo, Voges Proskauer,
lisina hierro agar) y sistema semiautomatizado
(BBL CRYSTAL-NF y gram positivos segun el
caso) y pruebas adicionales (citocromooxidasa,
catalasa, Indol, de oxidacién-fermentacion OF:
glucosa, sacarosa, lactosa, manitol, maltosa).
Posterior a la identificacién se realizaron re-
piques en medio modificado (con aceite lubti-
cante usado al 10%) y se sembraron en medio
simple con glicerol para su conservacion (refri-
geracién 4 °C y congelacion -20 °C).

Preparacién del inéculo

Posterior a la identificacion de los micro-
organismos se realizaron pruebas de degra-
dabilidad y compatibilidad. Para la prueba de
degradabilidad (cualitativa) se emple6 un medio
de cultivo liquido modificado a diferentes con-
centraciones de aceites quemados (10, 15,25y
50%) para verificar la remocién de hidrocarbu-
ros, controlando visualmente cada cuatro horas
la presencia o disminucién de la capa de aceite
en la superficie del medio debida al consumo
de las grasas por parte de los microorganismos
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con la formacién de micelas (comunicacion
personal Nieto L. ICP, 2005).

Las pruebas de competitividad o com-
patibilidad se realizaron en agar modificado
confrontando todos los microorganismos en
siembra masiva hasta la mitad de la caja con
una cepa A e incubada a 37 °C por 24 horas;
posterior a este tiempo, en la mitad no sem-
brada se realiz6 la siembra mediante una estria
perpendicular con otra cepa B, que fue incu-
bada nuevamente durante 24 horas a 37 °C; de
acuerdo con estos resultados se determinaron
los microorganismos compatibles (Garzén ef
al., 2001).

El medio utilizado para la aplicacién del
ool bacteriano a cada biopila se preparé a pat-
tir de 2 litros de agua, melaza al 5%, sales mi-
nerales 0,1%, extracto de levadura 0,5%, con
una concentraciéon bacteriana de 3x10% ufc/ml
comparada con la escala de MacFarland, con-
firmada por la técnica de recuento por vertido
en placa tomando un volumen de 1 ml de una
dilucién (de 10" hasta 10%) en una caja de Petri
estéril, a la cual se le adicioné medio de cultivo
fundido (Plate Count), previamente enfriado
a una temperatura de 40 °C, mezclado e incu-
bado de 35-37 °C por 24 horas; la inoculacién

de los hongos (Aspergillus spp, Trichoderma spp,
Fusarium spp) se realizé los dias 15-45-60-75, la
concentracion 6ptima fue de 1x 10° esporas/
ml el cual se obtuvo al inocular los microor-
ganismos fingicos en medio liquido (Caldo
Malta), incubados a temperatura ambiente por
cinco dias.

Construccién de biopilas

En el primer ensayo se trabajé con cinco
biopilas para las pruebas de campo figura 1. En
el segundo ensayo se trabajaron ocho biopilas,
enla figura 2 se observa cada biopila construida
con una inclinacién de 15°, un area de 1 m*con
un peso de 50 kg y polisombra para la protec-
ci6n contra los rayos solares; adicionalmente se
dispuso un tubo en el centro con agujeros para
facilitar la recoleccion de lixiviados. La tabla 1
muestra el primer grupo conformado por cin-
co biopilas, el tratamiento de éstas se planted
para 40 dfas, cada una de ellas conformada por
una mezcla de lodo deshidratado proveniente
de tratamiento de aguas residuales domésticas
y lodo proveniente de lavaderos de carros. Las
inoculaciones de los poo/ bacterianos se reali-
zaron los dfas 1-10-20 y 30, con los siguientes
microorganismos:

Figura 1. Montaje de las pruebas de campo del ensayo con cinco biopilas lodo lavadero

de carros y lodo deshidratado. Fuente: las antoras.
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Tabla 1. Conformacién de cada biopila del tratamiento 1. Proporcién de 4:1 de lodo contaminado/
lodo deshidratado. Concentracion inicial en cada biopila 21.274,5 ppm de TPH

Biopila

Microorganismos

No. 1 Testigo

Acinetobacter spp (1)
Bacillus spp ( A)

Micrococcus spp (M)
Aspergillus niger ( G, )

No. 2

Citrobacter spp ( E)
Acinetobacter spp ()
Nocardia spp ( CK)
Trichoderma spp (H))

No. 3

Acinetobacter spp ()
No. 4
Trichoderma spp (H)

Pseudomonas aureuginosa (S1, Pseudomonas spp (S2)

No. 5 Citrobacter spp ( E)

Trichoderma spp ( H)

Pseudomonas aureuginosa (S1) Pseudomonas spp (S2)

Fuente: las autoras.

El segundo grupo estuvo conformado
por 8 biopilas constituidas por lodo deshi-
dratado (proveniente de tratamiento primario
de aguas residuales domésticas) usadas como

aporte de materia organica y lodo contamina-
do con aceites lubricantes usados provenien-
tes del sistema de alcantarillado de la zona
industrial.

Figura 2. Disposicion de las 8 biopilas para el trabajo de campo.

Fuente: las autoras.
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Tabla 2. Grupo de 8 biopilas, se aplicé bioaumentacion los dias 1-30-60-90. Tiempo total 120 dias

Pseudomonas putida ( S2)
Nocardia spp (CK)
Trichoderma spp (H)

una parte de lodo deshidratado PTAR

Biopila Microorganismo - codigo Relacion lodos TPH ppm
Acinetobacter spp (l)
Mi M
ICI‘(?COCCUS spp (M) 1:4 una parte lodo alcantarillado zona
No. 1 £ coli (C) industrial-4 partes lodo deshidratado PTAR 20600
Bacillus spp (CU) b
Rhizopus spp ( D)
Acinetobacter spp (1)
No. 2 Citrobac;ter spp (CT) .1 4 une.l parte lodo alcantaril!ado 20.600
Nocardia spp (CK) industrial-4 partes lodo deshidratado PTAR
Rhizopus spp ( D)
Pseudomona aureuginosa (S1)
Pseudomonas putida (S2) 1:4 una parte lodo alcantarillado zona
No. 3 . . . . 20.600
Aspergillus spp (F) industrial-4 partes lodo deshidratado PTAR
Trichoderma spp (H) )
Acinetobacter spp (1)
Bacill
a,C' us spp { CU) 1:4 una parte lodo alcantarillado zona
No. 4 Micrococcus spp (M) . ; . 20.600
. industrial-4 partes lodo deshidratado PTAR
Pseudomonas putida (S2)
Trichoderma spp ( H)
Pseudomonas aureuginosa (S1)
No. 5 E. coli (.C) ‘1:1 par.tes de lodo alc.antanllado zona 30.150
Nocardia spp (CK) industrial y lodo deshidratado de la PTAR
Trichoderma spp) (H)
Pseudomonas putida (S2)
No. 6 Acinetobacter spp (1) 1:1 partes de lodo alcantarillado zona 30150
’ Micrococcus spp (M) industrial y lodo deshidratado de la PTAR ’
Trichoderma spp ( H)
Pseudomonas aureuginosa ( S1)
No. 7 Bacillus spp (CU) 4:1 partes de lodo de zona industrial y 39.660
’ Micrococcus spp (M) una parte de lodo deshidratado PTAR ’
Rhizopus spp) ( D)
No. 8 Acinetobacter spp (1) 4:1 partes de lodo de zona industrial y 39.660

Fuente: las autoras.
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A los dos grupos se les monitorearon pa-
rametros como temperatura y humedad diaria-
mente por la prueba del pufio y en laboratorio
por técnica gravimétrica cada ocho dias, para
mantener un nivel cercano entre 60-70%, en
caso necesatio se adicioné agua corriente, pH
cada 10 dias con el uso del potenciémetro, re-
cuento de microorganismos viables antes y 72
horas posteriores a la adicién de los indculos
bacterianos, adicién de nutrientes NPK (15-15-
15) 100 g disueltos en agua en los dias 8-16-24
del montaje y aireacion (por volteos manuales)
durante la aplicacién de los microorganismos.

Anilisis fisico-quimico

Las determinaciones de TPH se realizaron
por extraccion soxhlet por 72 horas, concentra-
cién y determinacion por gravimetria (5520 D),
determinacién de grasas y aceites por extraccion
soxhlet (ISO/TR 110406) y plomo por absorcion
atomica, pre, durante y postratamiento, en los la-
boratorios certificados (Laboratotio de Consultas
Industriales de la Universidad Industrial de San-
tander, Laboratorio de Quimica de la Universidad
de Santander, Laboratorio de Control de Calidad
del Acueducto Metropolitano de Bucaramanga y
Laboratorio de la PTAR- Rio Frio).

Analisis estadistico

En los dos ensayos se analiz6 la variable
continua TPH en ppm mediante el método de
modelos mixtos lineales en bloques aleatorios
completos (Littell ez a/, 2006) donde el efecto
de bloque es dado por el tiempo y se considera
un efecto aleatorio, y el factor experimental por
evaluar es el tipo de tratamiento y se considera
un efecto fijo. En el primer ensayo se realizaron
contrastes seleccionados entre la biopila 1 y las
biopilas 2, 3, 4 y 5 (Littell e /., 2006).

Resultados

Se aislaron 22 microorganismos de im-
portancia en procesos de biorremediacion
en la fase 1 del proyecto dentro de los que se
encuentran gram positivos, gram negativos y
hongos (ver Anexo), los que posteriormente
se utilizaron para la conformacién de consor-
cios y la aplicacién en las diferentes biopilas
para llevar a cabo el proceso de descontami-
naci6on de los TPH presentes en los lodos con-
taminados.

La variacion del pH y la temperatura a tra-
vés del proceso se observan en la tabla 3.

Tabla 3. Lecturas promedio de pH y temperatura en cada una de las biopilas durante 30 dias en el
primer ensayo con 5 biopilas

Biopila 1 Biopila 2 Biopila 3 Biopila 4 Biopila 5
Fecha
Tempe- Tempe- Tempe- Tempe- Tempe-
pH ratura °C pH ratura °C pH ratura °C pH ratura °C pH ratura °C
Diciembre
26 /05 7,9 22 6,2 23 7,3 23 6,4 23 7,2 23
Enero 3 8,0 24 | 69 23 | 73 23 | 65 23 | 73 23
2006 , , , ' ,
Enero 10
2006 8,1 26 7,3 25 7,5 26 6,7 26 7,6 23
Enero 17
2006 8,2 26 71 25 7,3 26 6,7 26 7,5 24
Enero 26
2006 8,2 26 6,9 23 7,4 25 6,4 25 7,6 26
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En el primer ensayo se evalué el efecto de
5 diferentes tratamientos para la degradacién
de residuos contaminantes en lodos provenien-
tes de lavaderos de carros en la respuesta deter-
minada por la concentracién de TPH en ppm,

en un periodo experimental de 40 dias con ob-
servaciones tomadas a los dias 0, 15, 30 y 40.
En la tabla 4 se observan las concentraciones
iniciales y finales de TPH y los porcentajes de
remoci6én de TPH en cada biopila.

Tabla 4. Porcentaje de remocién de TPH por el método de extraccién Soxhlet en 72 horas, para
determinar efecto de los microorganismos inoculados en cada una de las biopilas

Concentracion Concentracion Tiempo de

N¢ Biopila Inoculos inicial TPH final TPH % Remocion Remocion
(ppm) (ppm)) (dias)
1 (control 19.785,3 6,9 15
negativo) Sin in6culo | 21.274,5 19.783,8 7,0 30
8 19.783,7 7,0 40
Bacterias: 15.955,88 24,9 15
2 A LM 21.274,5 12.948,04 39,1 30
Hongo G 11.523,01 45,8 40
Bacterias: 14.168,62 33,4 15
3 E I, CK 21.274,5 11.899,015 441 30
Hongo: H 9.725,12 54,28 40
Bacterias: 12.190,19 42 15
4 S1,S2,1 21.274,5 5.989,39 71,8 30
Hongo: H 2.745,28 87,09 40
Bacterias: 14.104,9 33,7 15
5 S1,S2,, 21.274,5 7.722,5 63,7 30
Hongo: H 5.523,11 74,03 40

La concentraciéon de plomo pretratamien-
to en el lodo contaminado fue 90 mg/1.

Los resultados obtenidos de la determi-
nacién de Pb a los 40 dias postratamiento por

el método de absorcién atémica se reportan en
la tabla 5.

Tabla 5. Resultados de plomo (Pb)
Postratamiento. Método de absorcién atémica

Pb
mg/I
1 70
2 90
3 80
5 60

Biopila

En la grafica 1 se observa la variacion de
las concentraciones de TPH en ppm a través
del tiempo en las 5 biopilas. Todas las biopilas
partieron de la misma concentraciéon de TPH, la
biopila control present6 una disminucién mini-
ma de TPH mientras que las biopilas 2, 3, 4 y
5 presentaron una disminucion apatentemente
significativa en los 40 dias del experimento.

Para determinar la existencia de diferen-
cias estadisticamente significativas entre los
tratamientos se ajusté un modelo lineal mixto
a los datos (tabla 6). La prueba de significan-
cia del modelo presentada en la tabla 7 revela
diferencias significativas entre los tratamientos.
En la tabla 8 se observan los contrastes selec-
cionados comparando la biopila control con las
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Hl Biopila 1
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I Biopila 3
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5.000 [ Biopilas

Tiempo (dias)

Grafica 1. Variacion de las concentraciones de TPH en cuarenta dias.

biopilas 2, 3, 4 y 5. Los contrastes muestran trol y la biopila 2, y al nivel de significancia
evidencias de diferencias significativas al ni- 0,01 entre la biopila control y las biopilas 3,
vel de significancia 0,05 entre la biopila con- 4y5.

Tabla 6. Estimados y errores estandar de los pardmetros del modelo lineal mixto utilizado para el
andlisis de bloques aleatorios completos del ensayo en el cual se evalué el efecto de 5 diferentes
tratamientos para la degradacion de lodos provenientes de lavaderos de carros, en la respuesta
determinada por la concentracion de TPH en ppm, en un periodo experimental de 40 dias con
observaciones tomadas a los dias 0, 15, 30 y 40.

Efectos fijos
Parametro Estimado Error Standard p-valor
Intercepto 12156 2836,93 0,0234
Biopila 1 8000,57 2071,1 0,0023
Biopila 2 3269,11 2071,1 0,1404
Biopila 3 2110,56 2071,1 0,3283
Biopila 4 1606,41 2071,1 0,453

Efectos aleatorios

Tiempo 0 6305,34 2665,17
Tiempo 15 680,51 2665,17
Tiempo 30 -2649,93 2665,17
Tiempo 40 -4335,93 2665,17
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Tabla 7. Significancia de los efectos fijos del tratamiento del modelo lineal mixto utilizado
para el andlisis de bloques aleatorios completos del ensayo en el cual se evalué el efecto
de 5 diferentes tratamientos para la degradacion de lodos provenientes de lavaderos de carros,
en la respuesta determinada por la concentracién de TPH en ppm, en un periodo experimental
de 40 dias con observaciones tomadas a los dias 0, 15, 30 y 40.

Efecto GL num

GL Den

Valor F p-valor

Tratamiento 4

12

6,3 0,0057

Tabla 8. Contrastes entre la biopila control negativo vy las biopilas 2, 3, 4 y 5 al final del periodo
experimental, para las pruebas en las cuales se evalda el efecto de 5 diferentes tratamientos
para la degradacion de lodos provenientes de lavaderos de carros, en la respuesta determinada
por la concentracion de TPH en ppm, en un periodo experimental de 40 dias
con observaciones tomadas a los dias 0, 15, 30 y 40.

Contraste GL Num | GL Den Valor F p-valor
Biopila 1 vs Biopila 2 1 12 5,22 0,0413
Biopila 1 vs Biopila 3 1 12 8,09 0,0148
Biopila 1 vs Biopila 4 1 12 21,52 0,0006
Biopila 1 vs Biopila 5 1 12 14,92 0,0023

El analisis de la significancia de los efec-
tos fijos del modelo revela que al menos uno
de los parametros del modelo mixto lineal es
significativo.

La tabla de contrastes revela diferencias sig-
nificativas entre la biopila control y las biopilas 3,
4y 5 alos niveles de significancia «=0,05, y entre
la biopila control y las biopilas 4 y 5 al nivel de
significancia «=0,01, demostrando que el trata-
miento realizado y la aplicacién de cultivo mixto
de microorganismos fue eficiente en la desconta-
minacién de los lodos con residuos de TPH.

En el segundo ensayo se evalu6 el efec-
to de 8 diferentes tratamientos para la degra-
dacion de lodos contaminados con TPH del
sistema de alcantarillado de la zona industrial
de Bucaramanga mediante la concentracion de
TPH en ppm (partes por millén) en un perio-
do experimental de 120 dfas con observaciones
tomadas a los dias 0 y 120. En la tabla 9 se
presentan los tratamientos bajo investigacion y

los porcentajes de remocién de TPH de cada
tratamiento al final de un periodo experimental
de 120 dias.

La grafica 2 muestra el cambio en la con-
centracion de TPH en ppm en un periodo de
120 dias. Todas las biopilas bajo estudio presen-
taron una disminucién en la concentracion de
TPH en el periodo experimental observandose
mayor concentracion en las biopilas 7 y 8.

Alos datos del segundo ensayo se les ajus-
t6 un modelo mixto lineal, los estimados y los
errores estandar. El modelo revelé que no hay
diferencias significativas entre los estimados de
los efectos y este hallazgo, y se confirmé en la
prueba general del modelo que se presentd en
la tabla 9. La conclusion para este experimento
es que no hay efecto de las diferentes biopilas
en la concentracion de TPH en ppm, conside-
rando como efectos aleatorios las dos medicio-
nes de tiempo a los 0 y 120 dias de periodo
experimental.
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Tabla 9. Porcentaje de remocion de TPH por el método de extraccion Soxhlet por 72 horas,
concentracion y determinacion gravimétrica para determinar la eficacia de remocion
de los microorganismos inoculados en cada una de las biopilas en un periodo de 120 dias

Tiempo (dias)

120

Grafica 2. Concentracién de TPH en un periodo de 120 dias.

ficRoicion; Concentracion
Ne . Lodo contaminado .. Concentracion %
.. Inoculos inicial TPH . ..
Biopilas / lodo (ppm) final TPH (ppm) | Remocion
deshidratado pp
Bacterias:
1 I, M, C, CU 1:4 20.600 10.600 48
Hongos: D
Bacterias:
2 I, CT, CK 1:4 20.600 890 95
Hongos: H
Bacterias: S1, S2
3 ! 1:4 20.600 980 95
Hongos: F, H
Bacterias:
4 I, CU, M, S2 1:4 20.600 1.080 94
Hongos: H
B ias: S1 K
5 acterias: 51, €, C 1:1 30.150 1.940 93
Hongos: H
B ias: S2, 1, M
6 acterias: 52, , 1:1 30.150 2.870 90
Hongos: D
B ias: S1 M
7 acterias: 51, CU, 4:1 39.6607 7.630 80
Hongos: D
Bacterias:
8 I, S1, CK 4:1 39.6605 5.110 87
Hongos: H
40.000
Tratamiento
mm Biopila 1
mm Biopila 2
== Biopila 3
30.000 1 = Bopias
= Biopila 6
mm Biopila 7
mm Biopila 8
20.000 -
—
10.000 -
0_
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Tabla 10. Estimados y errores estandar de los parametros del modelo lineal mixto utilizado para el
andlisis de bloques aleatorios completos del experimento en el cual se evalué el efecto de 8 diferentes
tratamientos para la degradacion de lodos provenientes del sistema de alcantarillado de la ciudad, en la
respuesta determinada por la concentracién de TPH en ppm, en un periodo experimental de 120 dias

con observaciones tomadas a los dias 0 y 120.

Efectos fijos
Efecto Estimado Error estandar Pr> |t]
Intercepto 22385 12518 0,3246
Biopila 1 -6785 5718,26 0,2741
Biopila 2 -11640 5718,26 0,0812
Biopila 3 -11595 5718,26 0,0822
Biopila 4 -11545 5718,26 0,0833
Biopila 5 -6340 5718,26 0,3042
Biopila 6 -5875 5718,26 0,3384
Biopila 7 1260 5718,26 0,8319
Efectos aleatorios
Estimado Error estandar
11761 11931
Tiempo 1 -11761 11931

Tabla 11. Significancia de los efectos fijos del tratamiento del modelo lineal mixto utilizado para el
andlisis de bloques aleatorios completos del experimento en el cual se evalué el efecto de 8 diferentes
tratamientos para la degradacion de lodos provenientes del sistema de alcantarillado de la ciudad, en la
respuesta determinada por la concentraciéon de TPH en ppm, en un periodo experimental de 120 dias

con observaciones tomadas a los dias 0 y 120.

Efecto GL Num GL Den Valor de F p-valor

Tratamiento 7 7 1,58 0,2806
El analisis muestra que no hay efecto de concentracion de plomo de los lixiviados pro-
las diferentes biopilas en la concentracion de ducidos durante el tratamiento de cada biopila
TPH en ppm, considerando como efectos alea- es necesaria para llevar a cabo una adecuada eli-
torios las dos r.ned1c1ones‘ de tiempo a los 0y minacion. En la tabla 12 se observan los datos
120 dias de periodo experimental. de la DQO, refiriéndose a menos de 2000 mg/
La concentracion inicial de plomo en el Lt. Los niveles bajos de DQO sefalan que los
lodo contaminado fue de 122,2 mg/1, y en los contaminantes presentes en la mezclas fueron
lodos postratamiento 88,95 mg/1. La determi- degradados 6ptimamente por los microorganis-
nacién de la demanda quimica de oxigeno y la mos inoculados. En las biopilas 2, 6 y 7 donde
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se observan resultados de mas de 1000 mg/Lt,
aunque no es una concentracion considerable,
indica que hay presencia de contaminantes que
posiblemente fueron arrastrados por lixivia-
ci6én. En la tabla 13 se observan las concentra-
ciones de plomo resultantes, en algunos casos
son altas por lo que debe ser planeado un pos-
terior tratamiento de estos lixiviados.

Tabla 12. Concentraciones de DQO
por espectrofotometria de los lixiviados
postratamiento del segundo ensayo
con 8 biopilas.

DQO
mg/It

1 523

Biopila N°

1074

382

234

514

1077

1222

O || U A~ W N

533

Tabla 13. Determinacién de plomo por la
técnica de absorcion atémica de los lixiviados
postratamiento.

Biopila N° Prl‘:);r/llo
1 150,8
2 110,3
3 189,5
4 116,7
5 253,8
6 97,2
7 282,3
8 171,07

Tabla 14. Determinacién de grasas y aceites
postratamiento por el método gravimétrico
por extraccion Soxhlet

st Grasa;;/a:ceites

1 300

2 676,6

3 373,3

4 1896

5 2563

6 11.913

7 15.075

8 2650

Discusién

Estudios realizados para el Instituto del
Petréleo de Norteamérica (API) (Brisio, 2005)
sobre tratamiento de suelos contaminados con
residuos de petréleo demuestran que el 70-
90% es removido en diferentes tiempos con
concentraciones entre 10.000 a 50.000 ppm, las
concentraciones de este estudio se encontraron
entre 19.000 y 39.000 ppm logrando remocio-
nes similares entre (74 al 95%) en los dos ensa-
yos en 40 y 120 dias.

La fase experimental de los trabajos de
biorremediacién de suelos contaminados con
aceites lubricantes usados (residuo peligroso)
y la evaluacion de consorcios microbianos con
capacidad degradadora de residuos de hidro-
carburos y su aplicacién, muestran la alta simi-
litud que presentan en tiempo y porcentajes de
remocién en los dos grupos de biopilas, tenien-
do en cuenta los microorganismos inoculados
y las proporciones de lodos, donde se compara
con los resultados obtenidos por otros auto-
res (Benavides e al., 2006; Corona ef al., 2004)
demostrando la gran importancia del inéculo
microbiano para transformar y utilizar el con-
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taminante como fuente de energfa en el proce-
so de biorremediacion.

Se lograron porcentajes importantes (74-
95%) de descontaminacién en tiempos cortos
de 40 y 120 dias comparados con los tiempos
de 9-12 meses del trabajo realizado por Tetta-
manti ez al. (2003); de igual forma, se obtuvie-
ron mayores remociones que la reportada en
el trabajo de biorremediacion de hidrocarburos
de los sedimentos de la bahfa de La Habana
de Nufiez ef al. (2005) del 48% con el cultivo
mixto aislado de dicha bahia.

Experiencias de biorremediacion de sue-
los por técnicas bioldgicas en la provincia de
Santa Cruz (2002), y trabajos realizados por
Total Petroleum Hydrocarbon Criteria Wot-
king Group Series (IPHCWG, 1998) en sue-
los contaminados con concentraciones entre
20.000-55.000 ppm como grasas y aceites
fueron degradados entre 2 y 3 afios (Brisio,
2005); otros estudios realizados por Huese-
mann y Moore (1993) muestran que el 93%
de los hidrocarburos saturados y el 74% de los
aromaticos fue degradado en suelo arenoso de
Michigan (EE.UU.) con una concentracion ini-
cial de 30.000 ppm TPH, el estudio también
indica que la fraccién polar fue resistente a la
degradacion durante los 5 meses que duré el
estudio.

Las cepas aisladas e identificadas de los
lodos contaminados con capacidad degradado-
ra de hidrocarburos han sido reportadas en la
literatura; dentro de ellas tenemos gram nega-
tivas (Pseundomonas aeruginosa, Citrobacter freundii,
Protens mirabilis, Protens vulgaris, Protens penneri,
Acinetobacter iwoffi, entre otras) y gram positivas
(Oerskovia species, Bacillus brevis, Nocardia spp., Ae-
tinomyces spp. y Bacillus megaterium, Micrococcus
spp.) (Benavides ez a/., 2000), y cepas de hongos
(Aspergillus spp., Trichoderma spp., Fusarinm spp. y
Rhbizopus spp). Las pruebas de degradabilidad,
competitividad y compatibilidad realizadas a
estas bacterias y hongos nos permitieron eva-
luar que Pseudomonas aurenginosa'y Psedomonas pu-
tida, son microorganismos con alta capacidad
degradadora de TPH, sin restarle importancia

a otros microorganismos (Aratjo ef al., 2005;
Corona et al., 2004; Vifias, 2005).

El uso de cultivos mixtos o poo/ bacte-
riano favorece una degradacién mayor con el
uso de bioestimulacion (Cardenas, 2006) sien-
do mayor el tiempo utilizado por este autor y
porcentajes de remocién de TPH similares a los
logrados en este trabajo.

La aplicacién de lodos provenientes de
tratamiento de aguas residuales domésticas uti-
lizadas como esponjante y aporte de energfa a
una concentracién del 25%, y una concentra-
cion inicial de TPH de 21.274,5 ppm, es una
buena opcién ya que se obtuvieron remociones
de TPH de 45,8, 54,28, 74,03 y 87,09% en 40
dias, las diferencias estan dadas segtn el poo/ de
microorganismos aplicados; estos contrastan
con los resultados reportados por Cardenas ef
al. (2004) en las concentraciones de 30% de lo-
dos obteniendo porcentajes menores de remo-
cién como 41,98 y 47,46% en tres meses y una
concentracion inicial de 4.000 ppm de TPH.

Conclusiones

Con este trabajo se lograron porcenta-
jes considerables de remocion de TPH entre
el 74,03 y 87,09% en 40 dias y 87, 94 y 95%
en 120 dfas con la aplicacion de los consorcios
microbianos obtenidos y la metodologia apli-
cada en el proceso de biorremediacion en las
pruebas de campo.

Se pudo evidenciar que estos residuos de-
positados en los suelos no son degradados sin
la realizacién de un adecuado tratamiento.

El uso de microorganismos nativos re-
presenta una alternativa patra reducir la conta-
minacién generada por residuos peligrosos y
recuperacién de zonas impactadas.
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Microorganismos aislados en el Proyecto de Biorremediacion fase | por estudiantes de la UDES

Morfologia

Bacilos gram negativos

Bacilos gram positivos

Cocos gram positivos Hongos

Pseudomonas aeruginosa (S1)
Pseudomonas putida (52)

Oerskovia species

Micrococcus spp.(M) Aspergillus spp.(F)

Citrobacter freundii

Bacillus brevis (CU)

Trichoderma spp.(H)

Proteus mirabilis, Proteus
vulgaris, Proteus penneri

Nocardia spp.(CK)

Fusarium spp.

Acinetobacter iwoffi (1) Actinomyces

Rhizopus spp (D).

Morganella morganni

Bacillus megaterium

Alcaligenes spp.

Hafnia alves

Citrobacter diversus (CT)

Enterobacter cloacae

Klebsiella oxytoca,
Klebsiella ozaenae

Achromobacter species

Escherichia coli (C)
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