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Resumen.- El planeta esta siendo afectada por la
contaminacion ambiental por residuos del petroleo como los aceites
lubricantes usados, que se originan por el aceite lubricante de
diversas marcas comerciales que utilizan los vehiculos, maquinas
industriales, entre otros, que al ser utilizados pierden sus
caracteristicas fisicas y quimicas que causan contaminantes en su
composicion como azufre, metales pesados, agua, etc. En el
presente estudio se evaluard el rendimiento de la biodegradacion
del aceite lubricante utilizado, empleando el consorcio bacteriano
Oil Eating Microbes (OEM) conformado por tres bacterias
(Rhodococcus, Pseudomonas y Bacillus), la que cuantifico el
porcentaje de biodegradacion de hidrocarburos totales de petroleo
contenidas en la arcilla bentonita Tonsil 166, el resultado optimo de
dos pruebas experimentales fue de un porcentaje de biodegradacion
de 57 %, a temperatura de 35 °C, pH 7,0; con agitacion mecdnica
de 120 RPM y una dilucion de la arcilla contaminada con aceite
lubricante usado en agua de 1(arcilla):3(agua).

Palabras claves-- Aceites lubricantes usados, biodegradacion
aerobica, absorcion, dilucion, arcilla bentonita.

Abstract.- The planet is being affected by environmental
contamination due to petroleum residues such as used lubricating oils,
which originate from the lubricating oil of various commercial brands
used by vehicles, industrial machines, among others, which lose their
properties when used. physical and chemical characteristics that cause
pollutants in its composition such as sulfur, heavy metals, water, etc.
In the present study, the biodegradation performance of the
lubricating oil used will be evaluated, using the Oil Eating Microbes
(OEM) bacterial consortium made up of three bacteria (Rhodococcus,
Pseudomonas and Bacillus), which quantified the biodegradation
percentage of total petroleum hydrocarbons. contained in the Tonsil
166 bentonite clay, the optimal result of two experimental tests was a
biodegradation percentage of 57 %, at a temperature of 35 °C, pH 7.0;
with mechanical agitation of 120 RPM and a dilution of the
contaminated clay with used lubricating oil in water of
1(clay):3(water).

Keywords-- Used lubricating oils, aerobic biodegradation,
absorption, dilution, bentonite clay.

I. INTRODUCTION

Los combustibles fosiles producen diferentes formas de
energia, pero también son residuos peligrosos que causan la
contaminacion al medio ambiente (suelo, aire, agua), asi como
sus derivados como el aceite lubricante automotriz, que
después de ser utilizado causa compuestos perjudiciales o
toxicos como metales pesados, agua, hidrocarburos
poliaromaticos, generando la oxidacion y corrosion de las
mismas maquinarias. Para reducir el impacto ambiental que
causan estos contaminantes se han practicado diversas técnicas
de tratamiento, uno de ellos es el proceso de biorremediacion
y biodegradacion de estos contaminantes utilizando consorcios
bacterianos.

La biorremediacion de suelos contaminados es una técnica
de tratamiento que tiene como objetivo utilizar el potencial de
la microbiota autéctona o exogena, para degradar los
compuestos organicos constituyentes de los residuos, con la
consecuente disminucidn de la toxicidad. Esta tecnologia esta
influenciada por factores internos y externos. Entre los
factores internos se destaca el genotipo de los
microorganismos y entre los externos, la temperatura, la
aireacion, el tipo y la concentracidn de los contaminantes, su

grado de intemperismo, asi como las fuentes y las
concentraciones de los macronutrientes [3].
Debido al impacto ambiental negativo de los

hidrocarburos de petréleo, se han desarrollado técnicas para su
eliminacion, entre los que se consideran la extraccion de
hidrocarburos por vacio, lavado del suelo contaminado con
agua, incineracion, recuperacion electrocinética, entre otras.
Con estas técnicas se consiguen resultados positivos; pero su
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elevado costo econémico, es un obstaculo para su empleo. En
este contexto, la biorremediacion, es una alternativa viable
para disminuir el deterioro de la calidad del suelo por el
derrame de petréleo [1].

En Colombia, la explotacion petrolera y todos los
procesos relacionados con esta actividad han generado un
incremento en la contaminacion por vertimiento de petréleo y
la disposicion de residuos en los ecosistemas. La presencia de
TPHs (Hidrocarburos Totales de Petrdleo) representa graves
problemas ambientales para los ecosistemas y problemas
econdmicos para las compafiias. Por esta razdn, es necesaria la
busqueda y aplicacion de procesos como la biorremediacion,
la cual proporciona una solucién ambientalmente segura,
efectiva y viable econdmicamente para la remediacion de
suelos contaminados con petroleo. El objetivo principal de la
biorremediacién es acelerar la degradacion total o parcial del
contaminante organico disminuyendo su toxicidad, movilidad
e impacto ambiental [2].

Existen mas de 100 especies de bacterias, distribuidas en
30 géneros microbianos, capaces de usar los hidrocarburos
como fuente de carbono para sus funciones metabdlicas, siendo
los géneros més conocidos, con capacidad biodegradadora:
Achromobacter, Acinetobacter, Alcaligenes, Arthrobacter,
Aspergillus, Bacillus, Brevibacterium, Candida,
Corynebacteium, Flavobacterium, Fusarium, Micrococcus,
Mucor, Mycobacterium, Nocardia, Penicillium, Pseudomonas,
Rhodococcus, Rhodotorula, Sporobolomyces,
Stenotrophomonas, Vibrio [6].

Un articulo correspondiente al estudio de las
caracteristicas de degradacion de aceites lubricantes usados
sobre diversos nutrientes se publicd, al final del experimento
(después 105 dias), el nivel de contaminacion se redujo de
9320 + 343 mg kg a 4576 - 5393 mg/kg™, que representa
entre el 42% y 51% en rendimiento en suelo fertilizado,
mientras que solo el 18 % del hidrocarburo fue eliminado en el
suelo no fertilizado. El efecto de la bioestimulacion de los
microorganismos nativos del suelo disminuyé con el tiempo
en 42 % de la concentracion inicial de hidrocarburos [4].

Se publicd un articulo que estudié el rendimiento de las
bacterias para biodegradar compuestos aceitosos. Los autores
encontraron que estas bacterias presentaban una mejor
capacidad para biodegradar aceites, en un rango de pH de 4.5
a 9.5, a una temperatura recomendable de 20 °C a 25 °C, lo
que dio como resultado una degradacidn del 73 % y un 60 % a
30°C; sin embargo, a una temperatura de 42 °C y menos de
15°C, los rendimientos disminuyeron (35% y 45%,
respectivamente) [6].

El objetivo de la investigacion fue realizar la comparacion
de los resultados de biodegradacion de hidrocarburos totales de
petroleo contenidas en el aceite lubricante usado, a diferentes
condiciones de operacidn del proceso de biorremediacion.
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Il. METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION

El trabajo se desarrolld6 bajo un enfoque cuantitativo, en la
modalidad experimental de tipo exploratoria. A continuacién se
menciona los materiales, equipos y aditivos utilizados en la
pruebas experimentales: consorcio bacteriano O.E.M. (Oil
Eating Microbes) de la patente Edvotek (USA), que estd
conformado por tres bacterias (Rhodococcus, Pseudomonas and
Bacillus), un biorreactor de acero inoxidable de capacidad de
5L proporcionado por el Laboratorio de Microbiologia
Ambiental y Biotecnologia de la Facultad de Biologia de la
Universidad Nacional Mayor de San Marcos, con sistemas de
control de temperatura mediante una termocupla de 1500 Watts
conectado a un tablero de control, aireacion mediante un
compresor, agitacién con motor de ¥ HP de potencia nominal.
El biorreactor tiene entradas de sensores para medicion de
CO2, asi como para la extraccion de muestras para las
respectivas mediciones de hidrocarburos totales, analisis
fisicoquimicos, mediante el equipo de Soxhlet de acuerdo a la
técnica 3540 de la EPA (Environmental Protection Agency).

Caracterizacion del Aceite Lubricante Usado (Castrol
Magnatec 10W40 SN)

Las caracteristicas fisicoquimicas del aceite lubricante
automotriz usado, se observa en la tabla 1:
Tablal

Caracteristicas del aceite lubricante usado (Castrol Magnatec 10W40 SN).
Caracteristicas del aceite usado Meétodoz Aceite automotor
Viscosidad a 100°C, g3t ASTMD7279 12.85
Oxidacion, Alcm ASTME2412 336
Nitracion, A/cm ASTME2412 1457
Sulfatacién, A/cm ASTME2412 931
TBN, mgKOHz ASTMDIE06 319
Hollin, Acm ASTME2412 461
Agua % ASTME2412 001
Glical, % ASTME412 0
Diluyente, % peso ASTMEZ412 05
Silicio, ppm ASTMD6593 9
Sodio, ppm ASTMDE595 16
Aluminio, ppm ASTMD6595 5
Cobre, ppm ASTMD6595 1
Cromo, ppm ASTMDE395 0
Hierro, ppm ASTMDE593 78
Plomo, ppm ASTMD6595 0
Estafio, ppm ASTMD6593 [
Niquel, ppm ASTMDE593 0
Cadmio, ppm ASTMDE595 0
Vanadio, ppm ASTMD6595 1
Plata, ppm ASTM D693 0
Calcio, ppm ASTMD6593 1417
Fésforo, ppm ASTMD&595 500
Zinc, ppm ASTMD6595 535
Maenesio, ppm ASTMDE395 7
Boro, ppm ASTMDE395 14
Bario, ppm ASTMD&595 1
Titanio, ppm ASTMD6595 1
Maolibdeno, ppm ASTMD6593 45
M ppm ASTMDE593 78

Fuente: Elaboraci6n Propia.
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Caracterizacion de la Arcilla Bentonita

La arcilla bentonita utilizada es el Tonsil 166, calcica,
proveniente del centro del Per( en la tabla 2 se presenta sus
caracteristicas.

Tabla 2
Caracteristicas de la arcilla bentonita

Caracteristicas Especificacion Resultados
Acidez residual -0,80 0,64 %

Humedad -1,8 15,6 %

Malla +20 -50 26 %

pH al 10 % 3-4 3

Densidad aparente 400 - 500 492
(g/cc)

Fuente: Elaboracidn Propia.

Evaluacion de la actividad oleofilica por cepa segin
Mills y Col., 1978.

Con el consorcio separado se procedio a reactivar a cada
una de las cepas en tubos con 5 mL de medio TSB y se dejé en
incubacién por 24 horas a 35°C (figura 4). Luego se tomo 2
mL del medio de cultivo en eppendorf y se centrifugé a 14500
rpm durante 15 minutos, se elimind el sobrenadante y el
sedimento se resuspendio en 2 mL de solucién salina (0.85%),
el lavado y homogeneizado se realiz6 2 veces para cada cepa.
Finalmente, se resuspendd cada cepa en 3 tubos con Medio
Mineral Millis; cada tubo tenia un volumen final de 10 mL,
pero el volumen de inoculo fue de 0.1 mL, 0.5 mL y 1 mL con
unas gotas de aceite lubricante usado, estos tubos se dejaron
14 dias a temperatura ambiente (figura 1, 2 y 3).
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Fig. 1: Muestra tubos en medio Millis
con Rhodococcus pyridinivorans

Fig. 2: Muestra tubos en medio Millis
con Pseudomonas montielli
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Fig. 4: Muestra de tubos con el
consorcio liofilizado.

Fig. 3: Muestra tubos con medio
Millis con Bacillus licheniformis

Identificacion de los Componentes del Consorcio

El consorcio bacteriano estd conformado por:

Rhodococcus Pyridinivorans, Pseudomonas monteilii y
Bacillus Licheniformis.
La actividad oleofilica de los microorganismos aislados se
determind de acuerdo a la metodologia descrita por Mills et al.
(1978). Para ello, las bacterias del consorcio se reactivaron por
separado en tubos con 5 mL conteniendo medio TSB y se
incubaron durante 24 horas a 35 °C. Seguidamente, se tomé 2
mL de la suspensién celular en un tubo eppendorf y se
centrifugd a 14500 rpm por 15 minutos. Se elimind el
sobrenadante y el sedimento se resuspendié en 2 mL de
solucién salina (0.85 %). Se lavé y homogeneiz6 dos veces
para cada cepa. Finalmente, cada cepa en volimenes de 0.1
mL, 0.5 mL y 1 mL se inocularon por separado en tres tubos
de ensayo de 10 mL conteniendo medio Mineral Mills y 0.05
mL de ALU. Los tubos se dejaron a temperatura ambiente
durante 14 dias.

Cultivo en matraces

El cultivo de microorganismos se realizé de la siguiente
manera: en un tubo de ensayo se agreg6é 3 mL de medio TSB
estéril y 1 mL del respectivo inéculo y se dejo reposar
aproximadamente durante 8 horas; luego, se midi6 el
crecimiento de la biomasa en un equipo espectrofotémetro. A
continuacién, en un matraz se afiadio6 3 mL del in6culo
anterior y se dejo en reposo durante 2 horas y luego, se midié
la absorbancia en un espectrofotometro. Seguidamente, en un
matraz de 300 mL, se afiadi6 los 30 mL de la solucion anterior
y se dejé en reposo durante 1 hora; luego, se midio la
absorbancia en un espectrofotometro. La absorbancia se midio
a 620 nm. Adicionalmente se determiné la biomasa por
gravimetria.

Caracteristicas del Consorcio liofizado

e Rhodococcus Pyridinivorans:

En la figura 5 se muestra la curva de crecimiento de
la bacteria Rhodococcus pyridinivorans, de 0 a 15 horas,
éstas colonias presentaron un didmetro de 0.4 cm a las 24
horas, vistas en el microscopio electrénico.

Rhodococcus pyridinivorans
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Fig. 5. Comportamiento de Bacteria Rhodococcus Pyridinivorans y vista en el
microscopio electronico.
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Pseudomonas Montielli:

En la figura 6 se muestra la curva de crecimiento de
la bacteria Pseudomonas monteilii, desde las 9 am hasta
las 21 horas, las colonias de esta bacteria son de forma
circular de 0.25 cm de diametro, vistas en el microscopio
electrénico.

Pseudomonas monteilii
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Fig. 6. Comportamiento de Bacteria Pseudomonas Montielli y vista en el

microscopio.

Bacillus licheniformis

En la figura 7 se muestra la curva de crecimiento de la
bacteria Bacillus licheniformis desde las 8 am a 21 horas,
estas colonias son irregulares y miden aproximadamente 0.6
cm de didmetro, vistas en el microscopio electronico.

Bacillus licheniformis
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Fig. 7. Comportamiento de Bacteria Bacillus Licheniformis y vista

en el microscopio.

Procedimiento Experimental de Biodegradacion de
Hidrocarburos Totales de Petréleo utilizando el consorcio
bacteriano en la arcilla bentonita contaminada con aceite
lubricante usado

Inicialmente se coloco en el biorreactor 2 Kilogramos de
arcilla bentonita contaminada con aceite lubricante usado, se
agregé 2 litros de agua potable, se afiadi6 200 mL de
solucion de soda céustica para neutralizar la mezclaapH 7'y
finalmente se agreg6 el cultivo de microorganismos y se
cerr0 el biorreactor con sus respectivos accesorios.

Durante el proceso de biodegradacién de hidrocarburos
totales de petroleo, retirandose muestras cada periodo de

tiempo para la medicion de crecimiento microbiano e
hidrocarburos totales de petréleo.

Las dos pruebas experimentales se desarrollaron en el
biorreactor de 5 L (figura 8), durante periodos de 13 dias y 58
dias, con dilucion arcilla:agua de 1:1 y 1:3, respectivamente,
concentracion inicial de consorcio de 10% y 20%. En la
prueba experimental con periodo de duracién de 58 dias, se
obtuvo el mejor resultado de biodegradacién de hidrocarburos
totales de petréleo (57,69 %), a dilucion arcilla en agua de
1:3, en la que hay una buena difusion del hidrocarburo en el
medio, una completa homogeneizacién y aireacién de la
mezcla, produciendo una buena transferencia de masa en el
sistema.

Fig. 8. Reactor bioldgico de 5 L en acero inoxidable.

[1l. RESULTADOS Y DISCUSION

La evaluacion de la actividad oleofilica del consorcio en un
aceite lubricante usado fue éptimo, porque se logré aclarar el
aceite usado y eliminar sus contaminantes.

El proceso de biodegradacién se desarrollé a pH neutro, a
temperatura entre 30°C y 35 °C, agitacion de la mezcla a 120
rpm, con una aireacion de 1.5 vvm.

Los resultados obtenidos fueron los siguientes:

Tabla 3.
Lectura del porcentaje de degradacion maximo de HTP (%).

Prueba Relacion Ci del consorcio % de degradacion
Arcilla:agua bacteriano méxima de HTP
1 1:1 10 % 1,8
2 1:3 20 % 57,69

Se observa una gran diferencia en el porcentaje de
degradacion de hidrocarburos totales de petrdleo entre las
pruebas realizadas durante 13 dias y 58 dias, en la que la
segunda prueba experimental rinde mayor biodegradacion y
biorremediacién de los contaminantes de la arcilla bentonita
(1, 8 %y 57,69 %, respectivamente).
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La actividad del consorcio bacteriano depende de las
condiciones de operacién a la que estan expuestas y a la
biodisponibilidad de materia organica del medio agua y arcilla
contaminada.

En la evaluacién de la actividad oleofilica del consorcio
bacteriano se obtuvieron resultados Optimos lograndose
aclarar el aceite usado, asi como la eliminacion de sus
contaminantes.

IV. CONCLUSIONES

Mediante el aislamiento de las bacterias que conforman el
consorcio Oil Eating Microbes (OEM), se determind
experimentalmente que cada una de ellas tienen actividades
oleofilicas.

Se comprobd experimentalmente que la dilucién
arcilla:agua, es una variable importante en el proceso, ya que
favorece la mayor movilidad de las bacterias aumentando
significativamente el porcentaje de biodegradacion del aceite
lubricante usado (relacion arcilla:agua de 1:3).

La concentracion inicial de bacterias en el proceso afecta
favorablemente el porcentaje de biodegradacién de
hidrocarburos totales de petréleo.

Se recomienda investigar otras variables del proceso, para
obtener nuevos resultados experimentales de biodegradacion de
los contaminantes presentes en la arcilla bentonita.

Asimismo, se recomienda trabajar con otras cepas
bacterianas con propiedades de biorremediacién de
contaminantes hidrocarbonados para mejorar el rendimiento
del proceso.
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