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RESUMEN

En este estudio se presenta la biorremediacién como alternativa para la recuperacion de
ecosistemas contaminados. En este trabajo se realizé un derrame experimental de diesel sobre
un suelo de pastoreo, el cual fue remediado haciendo uso de dos tecnologias de biorremediacion:
atenuacion natural; conocida como la capacidad natural de los microorganismos nativos para
degradar en un tiempo determinado cualquier compuesto xenobidtico, y bioestimulacion; conocida
como la adicién al medio de nutrientes (fosforo y nitrdgeno) con el fin de estimular el metabolismo de
los microorganismos nativos, logrando con esto acelerar el proceso de degradacion. Los resultados
de la prueba de respirometria indicaron que ambos tratamientos produjeron valores significativos
de remocioén del hidrocarburo pero el tratamiento de bioestimulacion se destacé con el 98,17% de
degradacion. Se obtuvieron siete aislamientos bacterianos a partir de las siembras realizadas, segun la
caracterizacion molecular pertenecen a los géneros: Enterobacter, Bacillus, Arthrobacter, Sanguibacter,
Staphylococcusy Flavobacterium. Todos los aislamientos fueron capaces de metabolizar el diesel como
fuente de carbono y energia; por ello y teniendo en cuenta que para algunos de estos microorganismos
su papel en biorremediacion no ha sido estudiado extensivamente, se recomienda continuar con su
evaluacioén para conocer cual es realmente su potencial para la solucién de problemas ambientales.

Palabras Claves: Biorremediacion, atenuacion natural, bioestimulacion, microbiologia.

ABSTRACT

In this study bioremediation is presented as an alternative for the recovery of contaminated
ecosystems. In this work an experimental diesel spill on pastureland was remediated using two
bioremediation technologies: natural attenuation, which is the natural capability of indigenous
microorganisms to degrade a xenobiotic component in a determined time, and biostimulation, which
consist in the acceleration of the degradation process through the stimulation of the metabolism of
indigenous microorganisms by the addition of nutrients (P and N) to the media. Results of respirometry
assays indicated that both treatments produced significant levels of hydrocarbon removal but the
biostimulation treatment stranded out with 98.17% degradation. Seven bacterial isolates were
obtained from these treatments which according to their molecular characterization and phylogenetic
analysis belong to the genus: Enterobacter, Bacillus, Arthrobacter, Sanguibacter, Staphylococcus
and Flavobacterium. All isolates were able to metabolize diesel as a carbon and energy source; for
this reason and taking into account that for some of these microorganisms their role in bioremediation
have not been extensively studied, it is recommended to continue with their evaluation to know their
real potential for the solution of environmental problems.
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1. INTRODUCCION

El suelo es un ecosistema que contiene una gran variedad de poblaciones microbianas. Se ha
estimado que la comunidad microbiana en un gramo de suelo puede contener mas de mil diferentes especies
de bacterias (Rossell6 Mora y Amann, 2001), pero tan solo un 0,1-1% de los microorganismos son cultivables
(Amann et al., 1995; Malik et al., 2008). Los estudios de las propiedades microbianas del suelo se han llevado
a cabo comunmente en procesos industriales, donde la biomasa, las tasas de respiracion y la actividad de las
enzimas han sido examinadas para descontaminar suelos (Hill et al., 2000).

La transformacion de ecosistemas enteros a causa de derrames de hidrocarburos producto de descargas
de efluentes contaminados, fugas en tanques subterraneos, afloramientos naturales a través de las fisuras de la
corteza terrestre y pérdidas accidentales en puntos de distribucion y almacenamiento, se constituyen como uno
de los problemas ambientales mas importantes (Verma et al., 2006). En la actualidad los suelos contaminados
con estos compuestos representan cerca del 70% del total de los ecosistemas impactados (Ortiz et al., 2005).

Entre los hidrocarburos del petréleo contaminantes para el ambiente, se encuentra el diesel, el
cual es una mezcla compleja de alcanos y compuestos aromaticos, que con frecuencia se presentan como
contaminantes del suelo por fugas de los tanques de almacenamiento y las conducciones o en accidentes
por derrames (Gallego et al., 2001). Una de las mejores alternativas para restaurar los suelos contaminados
es por medio del uso de las poblaciones microbianas autéctonas, las cuales tienen la capacidad de degradar
compuestos toxicos, en un proceso conocido como biorremediacion (Hill G.T et al, 2000). La biorremediacion es
una tecnologia eficaz, econdmica y respetuosa con el ambiente (Alexander, 1999; Rittmann y McCarty, 2001), es
aplicable en areas grandes, y puede conducir en la mayoria de los casos, a la mineralizacion del contaminante
(Frankenberger, 1992). Los procesos de biorremediacion pueden ser divididos en tres clases: 1) Atenuacién
natural, la cual no es una tecnologia propiamente dicha, pues en ella la concentracion del contaminante es
reducida por los microorganismos nativos del suelo, sin recibir ningun estimulo de nutrientes y oxigeno. 2)
Bioestimulacion, en esta tecnologia se adicionan nutrientes y oxigeno al sistema para mejorar su efectividad
y acelerar la biodegradacion (Seklemova et al., 2001). 3) Bioaumentacion, consiste en la inoculacion en el
sitio contaminado de un consorcio microbiano con capacidad degradativa conocida (Richard y Vogel, 1999;
Barathi y Vasudevan, 2001; Salinas et al., 2007). Una de las dificultades en el desarrollo de las estrategias
de biorremediacién reside en el logro de buenos resultados, tanto en campo como en el laboratorio (Juhasz
etal., 2000).

Por otro lado, pese a existir una gran diversidad microbiana en el suelo, no todos los microorganismos alli
presentes tienen la capacidad de crecer en medios de cultivo tradicionales, y menos en aquellos suplementados
con hidrocarburo (diesel), como unica fuente de carbono y energia, debido a algunas propiedades del petréleo
como: hidrofobicidad y flotacion (Lin et al., 2005; Ronald, 1995), las cuales entorpecen el crecimiento y desarrollo
de los microorganismos presentes en el suelo, y con ello se dificulta la caracterizacion y evaluacion del papel
desempenado por las comunidades microbianas presentes en sitios contaminados. Por ello actualmente, las
técnicas moleculares independientes de cultivo y cominmente utilizadas para estudiar dichas comunidades,
se basan frecuentemente en el analisis del DNA ribosomal que codifica para la subunidad pequefia del gen
16S. Este constituye un marcador molecular muy adecuado dado que esta presente en todos los organismos,
tiene una tasa de evolucion baja y presenta tanto regiones conservadas como variables (Bracho, 2007). Se
considera que el empleo simultaneo del cultivo y métodos fenotipicos continda siendo de gran utilidad para
la obtencién de cepas puras que puedan ser utilizadas en estudios posteriores (Thompson, et al., 2005). El
objetivo de este estudio fue aislar e identificar por métodos fenotipicos y moleculares cepas bacterianas con
capacidad de utilizar el diesel como fuente de carbono y energia, y evaluar su tasa de degradacién mediante
dos tecnologias de biorremediacion, atenuacién natural y bioestimulacion, con el fin poder emplearlas como
herramientas estratégicas en la recuperacion de ecosistemas alterados.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Obtencion y caracterizacién del suelo

Para este estudio se utilizd un suelo con funciones de pastoreo, el cual no habia presentado
contaminacion previa con hidrocarburos. El suelo fue extraido de predios de la Universidad Nacional de
Colombia Sede Medellin, Facultad de Agronomia. La caracterizacién del suelo se realiz6 en el Laboratorio
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de Quimica de Suelos de la Universidad Nacional de Colombia Seqe Medellin, alli se midieron los siguientes
parametros: textura, pH, materia organica, nitrégeno (NO y NH )y fosforo (Jaramillo, 1998).
3 4

2.2. Tratamientos de Biorremediacion

El suelo se atomizé con 40.000 ppm de diesel comercial, obtenido en una estacion de gasolina
local. Se llevaron a cabo dos tratamientos para evaluar la eficiencia de la degradacion del diesel en
el suelo contaminado. Los tratamientos fueron: (a) atenuacién natural y (b) bioestimulacién, ademas,
un tratamiento control, que consistio en un suelo esterilizado en autoclave a 121 ° C, durante 30 min;
todos los tratamientos se realizaron por triplicado. .

Los microcosmos fueron establecidos con muestras de 2.000 g de suelo en bandejas de
aluminio. El experimento tuvo una duracion de 4 meses, los tratamientos permanecieron en un cuarto a
temperatura ambiente (22 °C), se realizé6 monitoreo semanal de las variables ambientales que influyen
en el proceso de biodegradacion, como son: pH, temperatura, humedad. Adicionalmente se realizé
un control de la volatilizacién del diesel, para esto se utilizé una probeta con una cantidad conocida
del hidrocarburo, ésta se expuso al ambiente, y durante el tiempo de la experimentacion se midié la
cantidad de diesel que se perdia por procesos de evaporacion.

En el tratamiento de bioestimulacion se adicionaron 40,22 g de Urea (CON_H,) y 5,98 g de
Tripolifosfato (Na,P,0O,,), en tres aplicaciones cada 8 dias. Las bandejas fueron agitadas semanalmente
para favorecer el proceso de aireacion, el cual mejora las tasas de degradacién por volatilizaciéon
al facilitar la migracion de la fase volatil de los contaminantes y por biodegradacion, dado que al
incrementar la oxigenacion en el suelo se estimula la actividad bacteriana (Maroto y Rogel, 2002).

2.3. Analisis del suelo

Se tomaron muestras de los tratamientos experimentales para realizar los analisis fisico-
quimicos y microbioldgicos. Los analisis se realizaron en el Laboratorio de Quimica de Suelos de la
Universidad Nacional de Colombia Sede Medellin.

2.3.1. Prueba de respirometria

Conocer la tasa de respiracion microbiana en el suelo (mg de CO,/ gr suelo), es de gran
importancia, puesto que con los resultados de las concentraciones, eficiencias de remocion y
bacterias heterotrofas, puede tenerse un panorama completo para identificar el motivo por el cual
se ve favorecida la degradacion. La actividad microbiana se demuestra por la produccion de CO,, la
cual indica que los microorganismos al consumir los contaminantes estan consumiendo oxigeno y
lo liberan como CO.,,. Para los analisis respirométricos se tomaron 50 g muestra por tratamiento y se
siguio el procedimiento descrito por Nannipieri (Cookson, 1995).

2.3.2. Extraccion de hidrocarburos totales

Para la recuperacion de los hidrocarburos totales de petréleo (HTPs) del suelo, se empleo el
método de agitacion - centrifugacion (Schwab et al., 1999).

El procedimiento fue el siguiente:

En viales de polipropileno de 50ml para centrifuga se deposité 1g de suelo seco al cual se le
adicionaron 2,5 g de Na,SO, anhidro (Panreac ®, Barcelona, Esparia), luego se agrego a cada vial 5
ml de diclorometano grado analitico (Chemi, Barcelona, Espafia) y se llevo al vortex por 90 segundos.
Las muestras fueron centrifugadas en un equipo Jouan serie MR22 a 7000 rpm durante 20 minutos.
El proceso de lavado del suelo se repitié dos veces mas sobre el residuo sélido remanente hasta
lograr un volumen aproximado de 15 ml de sobrenadante. Se empled6 un rotaevaporador Heidolph
(Laborota 4003-control) operando a una temperatura de 40°C y una presion de 740 mmHg para
separar el extracto organico del solvente, el cual finalmente se resuspendié en 1ml de diclorometano
en viales ambar de 1,5 ml (Agilent) provistos de tapas roscadas con tapén de tefléon. Las muestras
fueron almacenadas a una temperatura de -5°C hasta finalizar los muestreos para ser analizadas por
cromatografia de gas acoplada a masas usando un estandar de diesel determinado.
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2.3.3. Aislamiento y cultivo de microorganismos

En condiciones estériles, se prepararon 500 ml de solucién salina, se adicioné 1 g del suelo a
una botella o matraz con tapa de rosca con 99 ml de solucién salina isoténica estéril (diluciéon 102),
se homogenizé con agitacion vigorosa en vortex. Posteriormente, se tomd 1 ml y se transfirié a un
tubo con 9 ml de solucidn salina estéril para una dilucion 1073; a partir de esta, se hicieron diluciones
sucesivas hasta obtener la dilucion 107, se utilizé una punta o pipeta estéril para realizar cada dilucion.
Se agitd de forma constante con voértex en cada paso. Se tomd 0,1 ml de la diluciéon seleccionada y
se colocé en el centro de la superficie del medio de cultivo. Se realizo la siembra por triplicado y con
tres diluciones consecutivas, para asegurar que el recuento se hiciera en forma correcta. Se extendio
la alicuota en la superficie de la placa con una varilla de vidrio previamente esterilizada por inmersién
en alcohol y pasandola por la flama de un mechero, asegurandose que estuviera fria antes de entrar
en contacto con la muestra. Se incubaron las placas de forma invertida a temperatura ambiente por
un periodo de 3 a 5 dias. Se empled el medio Luria Bertani, LB (Difco™), para el aislamiento de
microorganismos heterotrofos y el medio mineral Bushnell — Hass, BH (Difco™), para el aislamiento
de microorganismos hidrocarbonoclastos.

2.3.4. Medios de cultivo empleados

Medio Luria Bertani, LB (Difco™). Este medio se empled para el aislamiento de
microorganismos heterotrofos. Su contenido por litro fue: Bacto triptona 10g, extracto de levadura
5g y NaCI 10 g.

Medio mineral Bushnell — Hass, BH (Difco™). Este medio se empled para el aislamiento de
microorganismos hidrocarbonoclastos, su contenido por litro fue: Mg SO,-7H,0 0,2g, CaCl, 0,02g,
KH,PO, 1.,0g, (NH,) 2 HPO, 1.0g, KNO, 1.0g, FeCl, 0.05g.

Para la preparacion de ambos medios se siguieron las recomendaciones del fabricante.
Después de realizar la esterilizacion del medio y antes de servirlo en las cajas de petri, se realizé la
adicion del diesel 1% V/V, en condiciones de esterilidad, para esto se emple6 un filtro de 0,20 y, dado
que un combustible no puede agregarse al medio de cultivo antes de la esterilizacion.

2.3.5. Caracterizacion fenotipica de los microorganismos aislados

Para la caracterizacion fenotipica de los microorganismos aislados en cultivo, se usaron las
siguientes pruebas bioquimicas:

Coloracion de Gram: se realizé de acuerdo al procedimiento descrito en el Clinical Micobiology
Procedures Handbook (2010).

Prueba de Oxidasa: para la deteccion de la enzima citocromo oxidasa se seleccion6 una
colonia aislada y se impregn6 sobre una tirilla que contenia 0,1 ymol N,N-Dimetil-1,4 fenilen cloruro
diamonio y 1,0 umol 1-naftol (Bactident® Oxidase, Darmstadt, Alemania). La lectura se realizé entre
20 y 60 segundos después de impregnada la tirilla. Se considerd una reaccién positiva el viraje de
color de la tirilla hacia azul o violeta.

Prueba de Catalasa: para la deteccion de la catalasa se seleccioné una colonia aislada y
se coloco sobre un portaobjetos limpio y seco, y se agregd una gota de peréxido (H,0, al 3%). Se
considerd una reaccion positiva la presencia de burbujas después de adicionar el peréxido.

Identificacion de Staphylococcus spp: para la identificacion de especies de Staphylococcus
se utilizé el kit Slidex Staph Plus (Biomériux, Marcy I'Etoile, Francia). Este es en un sistema de deteccion
simple, basado en un latex azul sensibilizado con fibrinbgeno humano y anticuerpos monoclonales;
permite detectar simultdneamente el factor clumping, la proteina Ay un antigeno especifico del grupo
ligado a la estructura periférica de Staphylococcus aureus. Se considerd una reaccion positiva la
presencia de aglutinacion.

2.3.6. Caracterizacion molecular de los microorganismos aislados.

Extraccion de ADN: para la extraccion de ADN gendémico se empled el kit DNeasy Blood
& Tissue (QIAGEN, Hilden, Alemania). Para ello, se repico una colonia de cada una de las cepas
aisladas en agar LB a medio liquido Infusién-Cerebro-Corazén (BHI, Oxoid, Hampshire, Reino Unido)
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y se incubd a 37°C en agitacion durante 18 horas. La extraccion de ADN se realizé siguiendo las
instrucciones del fabricante.

Amplificacion del gen ribosomal 16S: el gen ribosomal 16S (16S ADNr) fue amplificado usando
los cebadores universales Eubac 27F (5 AGA GTT TGATCC TGG CTC AG-3') y 1492R (5'-GGT TAC
CTT GTT ACG ACT T-3’) (Dunbar et al., 1999). La amplificacién se realizé en un volumen final de 50
L, conteniendo 4 pL de ADN, 16 mM (NH,),SO,, 67 mM Tris-HCI (pH 8.8), 0.01% Tween-20, 1,5 mM
MgCl,, 0,2 mM dNTPs, 0,5 uM de cada cebadory 1,9 unidades de BIOLASE™ DNA Polymerase (Bioline,
Londres, Reino Unido). La amplificacion fue realizada en un termociclador iCycler (BioRad Laboratories,
Hercules, CA, Estados Unidos). Las condiciones de amplificacion fueron: desnaturalizacion inicial a
94°C durante 2 min, seguida de 25 ciclos, desnaturalizacién a 94°C durante 30 seg, alinemiento a 50°C
durante 30 seg, extension a 72°C durante 1 min, y un paso de extension final a 72°C durante 5 min. Los
productos de PCR fueron visualizados en gel de agarosa al 1, con tincion de bromuro de etidio (5 pg/mL)
en el Sistema de Imagenes GelDoc-It® (UVP, Upland, Estados Unidos). El tamafio de los productos de
PCR (~1000 pb) fue determinado utilizando el marcador molecular HyperLadder I™ (Bioline, Londres,
Reino Unido). Posteriormente, los productos de PCR fueron purificados utilizando el kit QlIAquick Spin
(QIAGEN, Hilden, Alemania) y secuenciados en ambos sentidos, utilizando los cebadores Eubac 27F y
1492R por medio de un equipo ABI Prism 3730xI (PE Applied Biosystems.

Analisis de las secuencias obtenidas: las secuencias del gen ribosomal 16S fueron analizadas
utilizando el programa Geneious Pro (Biomatters Ltd). Inicialmente se alinearon las secuencias sentido
y anti-sentido de cada aislamiento, y se aclararon las ambigledades existentes utilizando como criterio
un valor de calidad minimo (Q value) = 20. Luego, las secuencias fueron comparadas con aquellas
reportadas en The International Gene Bank (National Center for Biotechnology Information-NCBI),
utilizando la herramienta BLASTN (Altschul, et al., 1990), y se seleccionaron como referentes las
secuencias con mayor porcentaje de similitud obtenidas. Adicionalmente, las secuencias fueron
analizadas con la herramienta Classifier del Ribosomal Database Project (Cole et al., 2009), para
obtener la clasificacion taxonémica de cada uno de los microorganismos aislados de acuerdo al
analisis del rRNA implementado en esta herramienta (Wang et al., 2007). Posteriormente, se realizé
un alineamiento de las secuencias de los aislamientos obtenidos y las secuencias descargadas de
GenBank utilizando el programa MUSCLE (Edgar, 2004). Para determinar las relaciones genéticas
entre éstas secuencias, se construyd un arbol de similitud usando el algoritmoNeighbor-Joining (NJ)
(numero de diferencias, 10.000 réplicas) en el programa MEGA version 5 (Tamura et al., 2011). Todas
las secuencias obtenidas en este estudio fueron registradas en GenBank.

2.3.7. Microscopia Electrénica de Barrido (MEB)

El estudio de microscopia electrénica de barrido se realizé a las cepas bacterianas aisladas en el
experimento, con el fin de corroborar la morfologia y disposicion de los aislamientos. Se usé un microscopio
electrénico de barrido de marca Jeol JSM -5910 LV Scanning Electrén Microscope. El estudio se realizé
en el Laboratorio de Microscopia Avanzada de la Universidad Nacional de Colombia Sede Medellin.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Caracterizacion del suelo

Con base alos resultados obtenidos de la caracterizacion del suelo (tabla 1), se puede observar
que el suelo extraido se ubica en la clase arcilloso, siendo muy compacto y fino en ausencia de
humedad y muy plastico y pantanoso en presencia de esta. El suelo inicialmente mostré una variedad
de marcas de color ocre que son comunmente atribuidas al alto contenido de hierro (Schwertmann and
Taylor, 1989) (tabla 1). Después del derrame con el hidrocarburo la textura del suelo no fue afectada,
pero el contenido de materia organica, hierro, magnesio y fésforo tuvo cambios significativos, al igual
que la presencia de nitritos y nitratos, los cuales aumentaron el doble del valor inicial.

3.2. Degradacion del hidrocarburo

Se realizaron pruebas de respirometria para conocer si la poblacion microbiana estaba
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La formula para describir la reaccion de oxido-reduccion del compuesto organico es la siguiente:

1

C 5H30 +14.40, +1.62NH3 — 6.84C0, +1.62C5H,0,N +11.7TH,O

La relacion molar entre el diesel consumido y el CO, producido se presenta en la figura 1.
En esta se compara el porcentaje de rendimiento que se obtuvo en cada uno de los tratamientos al

cabo de 61 dias de experimentacion.

Caracteristicas Antes del Después del Respirometria
derrame derrame Control Atenuacion Bioestimulo
A% 28 28
L% 28 28
Ar% 44 44
Clase Arcilloso Arcilloso
pH 5,5 5,6 43 5,4 7,7
Tabla 1. Caracterizacion del Materia Organica % 4,2 10,7 7,4 7,9 73
suelo antes y después de la Ca cmolc kg -1 10,8 10,8 10,7 10,7 8,3
contaminacion experimental y K cmolc kg -1 6,9 6,6 0,27 0,28 0,29
resultados de la prueba de Mg cmolc kg -1 0,28 0,52 0,0 0,28 0,29
respirometria. CICE 18 18 18,7 18,2 14
P 40 47 25 26 117
S 11 15 5 1 4
Fe 239 265 227 216 180
Mn 28 49 150 98 48
Cu 6 7 4 5 4
Zn 10 10 13 10 7
B 0,39 0,32 0,34 - -
N-NO, 1,5 3 9 5 6
N-NO, 7 14 140 27 1620

En la tabla: A%: porcentaje de arena, L%: porcentaje de limo, Ar%: porcentaje de arcilla. Antes
y después del derrame (Arrieta et al., 2012).

La prueba de respirometria presenta una vision del comportamiento del microcosmos

establecido para los dos tratamientos y el control, por tanto se demuestra que aunque se haya
esterilizado el suelo control, este obtuvo una alta actividad microbiana, como se evidencia por la
produccion de CO, y por el porcentaje de remocion del contaminante (58,82%), alcanzado al cabo de
61 dias de incubacion (Figura 1). También se observé que la degradacion del diesel en el tratamiento
de atenuacioén natural es mucho mas constante que la observada en el tratamiento de bioestimulacion,
aunque durante los primeros dias de incubacion, bioestimulo mostré el doble de actividad, con un
14,7 % frente a un 7,9% obtenido por atenuacion natural. Luego de 61 dias de experimentacion se
obtuvo mayor remocion en el tratamiento de bioestimulacion con un 98,2%, seguido por el tratamiento
atenuacion natural que alcanzé a remover el 96,7% de diesel. Este comportamiento se correlacioné
con la extraccion de hidrocarburos totales que fue observada en las muestras de los diferentes
tratamientos, por cromatografia de gas-masa (Figura 2).

120,00

Figura 1. Porcentaje de remocion 100,00

total de diesel en los diferentes
tratamientos.

80,00

AT —e— Control
60,00 = i

—=— A

Bioestimulo

% remocion diesel

40,00

20,00

0,00 /

Estos resultados demostraron una actividad aumentada del consorcio bacteriano presente
en el tratamiento de bioestimulacion, observandose para los compuestos alifaticos, especificamente
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pentadecano, T (PD)y el pentadecano 2, 6, 10, 14 tetrametil, T (PE), valores menores de remanencia
del hidrocarburo en comparacion con el tratamiento de atenuacion natural. El tratamiento control
presenta una disminucién en la concentracion final del hidrocarburo, lo cual puede atribuirse a varias
razones, entre ellas, la accion fungica oportunista, pues aunque el suelo fue esterilizado al inicio de
la experimentacion, éste volvio a exponerse al ambiente, con lo cual, los hongos y algunas bacterias
ambientales pudieron colonizarlo nuevamente. También es posible que al realizar la esterilizacion,
los microorganismos alli presentes empezaron a formar parte de la materia organica del suelo
aumentando considerablemente su valor, esto pudo generar un aumento en los sitios de adsorcion,
disminuyendo con esto la concentracién en la fase acuosa y gaseosa del hidrocarburo- diesel-,
asi mismo su transporte y biodisponibilidad, afectando la migracion, retencion y transformacion de
compuestos organicos en el suelo. Lo anterior puede incidir en el valor de HTPs remanentes en el
tratamiento control.

Teniendo en cuenta que todos los tratamientos tuvieron una etapa de disminucion del
porcentaje de degradacion del hidrocarburo, es posible que exista una complejidad en las fracciones
del contaminante que comienzan a degradarse en las diferentes fases de crecimiento; de acuerdo a
esto, podria pensarse que existe una etapa inicial en la cual los microorganismos se estimulan por
las fuentes de hidrocarburos Iabiles (probablemente hidrocarburos lineales y de cadena abierta),
lo cual puede inducir un alto porcentaje de degradacion, pero con la disminucion de las fuentes
de carbono labil, es probable que haya una limitacién en los nutrientes que apoyan el crecimiento
microbiano (Frankenberger et al., 2005). También es posible que la degradacion de hidrocarburos de
mayor peso molecular pueda producir subproductos toxicos que inhiban el crecimiento y desarrollo
de microorganismos degradadores del diesel (Frankenberger, 1992).
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La adicién de nutrientes en el tratamiento de bioestimulacion produjo la mayor degradacion de
diesel. Pese a que la atenuacion natural es un método que ha probado ser eficiente en la degradacion
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de compuestos toxicos, presenta algunas desventajas al requerir mayor tiempo de accion, aumentando
con esto los costos de operacion. En el experimento se obtuvo porcentajes de degradacion similares
para las dos tecnologias de biorremediacion evaluadas, esto puede explicarse por un posible cambio
en el aceptor final de electrones en el tratamiento de bioestimulacion, entre los dia 10 y 20 de la
experimentacion, durante este tiempo se presenté un fuerte olor amoniacal, lo cual sugiere un posible
estado andxico al interior del microcosmos, lo cual pudo generar un bajo rendimiento del consorcio
bacteriano. Este comportamiento es explicado quimicamente por tener al nitrdgeno como ultimo
aceptor de electrones en vez del oxigeno, y bioldgicamente, porque en sistemas aerdbicos parte
del amoniaco puede ser oxidado a nitrito y nitrato, por bacterias autdctonas (Cookson, 1995). Este
razonamiento fue reforzado por los datos obtenidos en el Ultimo reporte de analisis de suelo (Tabla 1),
que mostré un elevado porcentaje de nitratos en comparacién con los otros tratamientos, ademas de
un 26,9% y 49% de remanencia de hidrocarburos, PD y PE (C-15) respectivamente, en bioestimulo,
en contraste con un 18,3% y 13,7% en atenuacion natural (figura 2b).

En otras investigaciones se ha constatado la importancia que tienen los nutrientes y sus efectos,
si el suministro es el 6ptimo, como Seklemova et al., (2001) encontraron que la adicién de nutrientes
no tuvo ningun efecto sobre la descontaminacion de un suelo forestal contaminado con aceite diesel;
mientras que Gallego et al., (2001) al evaluar los procesos de biorremediacion in situ demostraron que
en condiciones de laboratorio es posible degradar hasta el 90% de diesel utilizando los compuestos
inorganicos Ny P. Por su parte Milis et al., (1994) evaluaron el efecto de las fuentes de fésforo sobre
la degradacién del combustible diesel, e informaron que la degradaciéon depende del foésforo y que
la biodisponibilidad de los nutrientes es un factor importante para una estrategia de biorremediacion
eficiente. La presente investigacion constituye una evidencia mas de la utilidad que presenta la
bioestimulacion, como alternativa para la recuperacion de sitios contaminados con hidrocarburos.

3.3. Microorganismos aislados

A partir de las siembras realizadas durante la experimentacion, lograron aislarse 7 cepas
bacterianas capaces de utilizar el diesel como fuente de carbono y energia.
3.3.1. Caracterizacion fenotipica de los microorganismos aislados

Los resultados de la caracterizacion fenotipica se presentan en la tabla 2.

Codigos Coloracion Gram Catalasa Oxidasa Coagulasa
Bl Bacilo Gram negativo positiva negativa N/A
B2 Bacilo Gram positivo positiva negativa N/A
B3 Coco Gram positivo positiva negativa positiva
B4 Bacilo Gram positivo positiva negativa N/A
BS5 Bacilo Gram positivo positiva negativa N/A
B6 Bacilo Gram negativo positiva positiva N/A
B7 Bacilo Gram positivo positiva negativa N/A

3.3.2. Caracterizacion molecular y diferenciacion genética de los microorganismos
aislados

Se obtuvo amplificacién de una banda de ~1500 pb correspondiente al gen 16S del RNA
ribosomal en los siete aislamientos obtenidos a partir de cultivo. El analisis de secuencias mostré
similitud del gen 16S con las clases Bacilli, Actinobacteria, Gammaproteobacteria y Flavobacteria. La
Tabla 3 presenta la identificacion molecular y la clasificacion por clase de las cepas aisladas.

Clase Codigo Identificacion
B2 Bacillus sp
Bacilli B3 Staphylococcus aureus
B5 Bacillus cereus
. . B4 Arthrobacter sp
Actinobacteria B7 Sanguibacter soli
Gammaproteobacteria Bl Enterobacter sp
Flavobacteria B6 Flavobacterium sp
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El porcentaje de arboles replicados en los que las secuencias agrupan juntas en la prueba de
bootstrap (1000 repeticiones) se muestra en cada rama. La distancia evolucionaria fue computada
utilizando la opciéon Maximun Composite Likelihood. El analisis se realizé con 78 secuencias. Todas
las posiciones que contenian gaps fueron eliminadas.

3.3.3. Imagenes obtenidas por microscopia electrénica de barrido (MEB) de los
microorganismos aislados

Por medio de un microscopio electrénico de barrido lograron captarse algunas imagenes de
la morfologia y agrupacioén de las cepas aisladas en el experimento.
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Figura 3. Relacion genética entre
las secuencias inferida utilizando
el método Neighbor-Joining.



Figura 4. Microscopia Electrdénica
Secuencial de Barrido del
aislamiento B3. Estructura de
Staphylococcus
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4. CONCLUSIONES

La caracterizacion fisico- quimica y biolégica del suelo fue muy importante para determinar
los parametros de los dos tratamientos aplicados y realizar el seguimiento de la descontaminacion
del suelo por la accidon de las bacterias. A partir de alli se encontré que el tratamiento bioestimulacion
obtuvo un mayor porcentaje de remocion de hidrocarburos seguido de la atenuacion natural. El control
del pH, la aireacion, y la cantidad de nutrientes, fueron parametros determinantes para el éxito del
sistema de biorremediacion.

Se aislaron 7 cepas bacterianas pertenecientes a las clases Bacilli, Actinobacteria,
Gammaproteobacteria y Flavobacteria. Estos aislamientos fueron capaces utilizar el diesel como
fuente de carbono y energia, a partir de un suelo contaminado artificialmente que no habia tenido
exposicion previa a contaminacion por hidrocarburos. Esto sugiere que las bacterias autdctonas de
los sitios de derrame podrian tener la capacidad de adaptarse y utilizar otras fuentes de energia
para su crecimiento, por lo que se propone que aislamientos de géneros que aun no han sido muy
estudiados, como es el caso de Sanguibacter spp, deben ser evaluados con mayor detalle para
conocer su potencial real y asi poder ser empleados en procesos de biorremediacion.
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