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Resumen

Esta investigacion se basd en un proceso de innovacion biotecnologica con los
siguientes componentes: g) Aislamiento y caracterizacién de bacterias edaficas
y rizosféricas. b) Bioaumentacién y adaptaciéon de microorganismos autéctonos y
fordneos en medios contaminados con petroleo. ¢) Evaluacion de la actividad mi-
crobiana. d) Seleccién de plantas tolerantes al hidrocarburo que presentaron un au-
mento en la cobertura. e) Evaluacién del comportamiento de las plantas en suelos
contaminados. f) Determinacién de la interrelacién planta-bacteria y sus efectos en
la biodegradacién. Se encontraron valores de bioremocién del 70.5%, para la bio-
degracion 42.26%, para la fitorremediacion y 62% para la fitobactorremediacion.

Palabras clave: fitobactorremediacion, innovacion tecnolégica, biorremediacion,
suelos contaminados.
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Introduccion

El problema de la contaminacién ambiental es una
de las principales preocupaciones del hombre del si-
glo XXI. En particular, el petréleo constituye una de
las principales fuentes de contaminacion del medio
ambiente, ya que la mayor parte de sus componentes
son recalcitrantes a la biodegradacion. La finalidad
de esta investigacion fue examinar cual bioproceso
(biodegradacion natural, fitorrremediacion, biorre-
mediacion y fitobactorremediacion) aporté una ma-
yor recuperacion ecoldgica de una manera econo-
mica en sistemas terrestres afectados por derrames
inducidos de crudo. Se bas6 en: 1) La determinacion
de las especies vegetales de mayor resistencia a la
contaminacién con hidrocarburos, decidiendo cua-
les de ellas eran capaces de aportar una mayor co-
bertura y biomasa para poder ejercer los procesos de
fitorremediacion. 2) El uso de un «biorreactor» natu-
ral rizostérico para aumentar la fitobactorremedia-
cion (Arendt ef al., 1993; Porta et al., 1994).

Metodologia

1. Se indujo la contaminaciéon con crudo pesado al
30% p/p. El suelo se analizo para evitar la fertilizacion
quimica que podria tener efecto sobre el bioproceso.

2. Se aislaron bacterias nativas del suelo y se con-
formaron consorcios bacterianos:

Consorcio 1. Bacillus spp., Corynebacterium spp., No-
cardia spp.

Consorcio 2. Edwarsiella spp., Hafnia spp., Entero-
bacter spp., Micrococcus spp., Pseudomonas spp.

Consorcio 3. Bacillus spp., Micrococcus spp., Strepto-
coccus spp., Enterobacter spp., y Corynebacterium spp.

Consorcio 4. conformado por Bacillus spp., Coryne-
bacterium spp., Pseudomonas spp., resultantes del es-
tudio microbiano realizado al crudo, los cuales se
adaptaron al 10% de hidrocarburo para iniciar el
proceso de biodegradacion por bioaumentacion.

3. Las plantas se escogieron teniendo en cuenta
su capacidad reproductora y poder de adaptacion,
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plantas que no fuesen para consumo humano, de
amplia distribucion en el medio y pertenecientes a
las gramineaceas, fabaceas, rutaceas y mimosaceas
y se seleccionaron de acuerdo al porcentaje de ger-
minaciéon en un medio hidroponico de Jensen con
crudo y sin crudo. Si el porcentaje de germinacion
era igual o superior al 80% se consideraban viables.

4. Para el cultivo de los diferentes consorcios se
utilizaron biorreactores de 10 litros con bafles de-
flectores y un dispersor de pastilla perforada y se ali-
mentaron con aire comprimido. El medio de cultivo
estuvo compuesto por sales de cloruro de potasio y
sulfato de magnesio. El pH se mantuvo entre valores
de 6.5 a 6.8 unidades.

5. Los bioprocesos descritos de fito-, bacto-, fito-
bactorremediacién y de intemperismo (biodegra-
dacién natural), in situ, se realizaron por duplicado,
preparandose siete semilleros en cuatro hileras para
un total de 28 semilleros, utilizando un control sin
crudo.

6. Se utilizaron Swinglea glutinosa y Brachiaria de-
cumbens que fueron las sobrevientes a las cuales se
sembraron 7 dias después de la contaminacion del
suelo con el crudo. Para determinar el efecto del hi-
drocarburo sobre el crecimiento se analizaron la al-
tura (flexémetro), el diametro del tallo (calibrador)
y la cobertura de la planta (cuadrante imaginario).
Se determinaron el indice de tolerancia, la biomasa
de la raiz y de la planta, se hizo un analisis nutri-
cional foliar de las especies vegetales utilizadas y se
delimito la presencia de metales pesados (Bolton &
Gorby, 1995; Cornish ef al., 1995; Cunningham et al.,
1996; Cunningham et al., 1995a; Cunningham et al.,
1995b; Gruiz, 1995; Porta ef al., 1994; Cunningham
& Ow, 1996).

Resultados y discusion

El recuento de microorganismos del suelo con cru-
do fue de 65x10* UFC/mL mientras que para el suelo
sin crudo fue de 44x105UFC/mL, lo cual demuestra
una disminucion en el proceso de adaptacion de los
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microorganismos. Se determiné igualmente la vo-
latilidad del crudo y la penetrabilidad, determinéan-
dose que el crudo utilizado es de baja viscosidad y
por consiguiente de alta penetrabilidad. En el crudo
se encontraron bacterias de los géneros Bacillus spp.,
Corynebacterium spp., y Pseudomonas spp., que confor-
maron el consorcio 4.

Las plantas escogidas por su adaptabilidad a las
condiciones contaminantes fueron Swinglea glutino-
sa 'y Brachiaria decumbens de entre 15 especies sem-
bradas. Con porcentajes de mortalidad inferiores al
8% para Brachiaria decumbens, con 90% de cobertura
y para Swinglea glutinosa de 10% de mortalidad y co-
bertura entre el 62 y el 83%. Los consorcios microbia-
nos se caracterizaron mediante pruebas bioquimi-
cas y observacion micro- y macroscopica.

Se determinaron Bacillus polymyxa, Bacillus sub-
tilis, Corynebacterium glutamicum, Nocardia minutissi-
ma, Corynebacterium difficile y Pseudomonas putida. Se
observaron diferencias en el tipo de crecimiento con
un corto periodo de adaptacion, tres dias, con curvas
de tipo diatixico. Las variaciones del pH fueron 7.98
hacia el dia 30 del experimento comparado con el
dia 1 que fue de pH 7.6. El maximo crecimiento ce-
lular fue de 910x10°UFC/mL conseguido hacia el dia
32 yun minimo de 83x10° conseguido al dia 17, ello
demuestra la adaptacion de los microorganismos.

El porcentaje de biodegradacion para Brachiaria
decumbens sin indculo microbiano fue de 47.3%; con
los consorcios 1, 2y 3 fue de 67.57% y con el consorcio
4 fue de 64.19%. Para Swinglea glutinosa sin in6culo
fue de 41.22%, con los consorcios 1, 2 y 3 fue de 64.19%
y con el consorcio 4 fue de 59.46% de remocion.

Con respecto a la biorremediacion los porcen-
tajes mas altos de remocion fueron del 78% con los
consorcios 1, 2y 3,y de 76% con el consorcio 4. Los
porcentajes de remocion por fitorremocion fueron
del 41.22% para Swinglea glutinosa y de 47.3% para
Brachiaria decumbens frente al control de 11.15%.

En cuanto el porcentaje de fitobactorremedia-
cién con los consorcios 1, 2 y 3 fue de 65.57% de re-
mocion para Brachiaria decumbens y de 59.46 % con
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el consorcio 4; para Swinglea glutinosa de 57-77% con
los consorcios 1, 2 'y 3y de 64.19% con el consorcio
4. Se pudo determinar igualmente una tendencia a
desarrollar en las plantas utilizadas biomasa aérea o
vicio de crecimiento.

Brachiaria decumbens inoculada con los consor-
cios 1, 2, 3 y 4 mostré la mayor longitud de la raiz
con 36.56 cm frente al control de 31.25 cm; con una
biomasa de 9.3 g frente al control de 6.24 g; la lon-
gitud del tallo 65.85 cm, frente al control 52.9 cm y
la biomasa de la planta de 78.5 g y una cobertura de
70% frente al control de 81.79 g de biomasa y 60.5%
de cobertura. Los niveles de Ni analizados a toda la
planta fueron de 0.06 ppm.

Conclusiones

a) En medios de cultivo con sales y crudo al 10%
el crecimiento bacteriano fue de 860x10° UFC/mL,
mientras que sin crudo fue de 72x105UFC/mL.

b) El valor del pH durante el proceso de biodegra-
dacién fue de 7.28 en el laboratorio, de 7.87 en los
biorreactores y de 6.54 en los semilleros.

¢) El crecimiento poblacional de adaptacién para
la fitobactorremediacion fue de 294x10°> UFC/mL en
los biorreactores.

d) Para los 10 primeros dias del bioproceso de
degradacion y con los consorcios 1, 2, 3y 4 la remo-
cion fue del 68%.

¢) Para la biorremediacién el porcentaje de bio-
rremocion fue 78.04%, el porcentaje de eficiencia
66.5%.

f) Para la fitorremediacion con Swinglea glutinosa
fue de 41.23% de biorremocion y 30% de eficiencia.
Con Brachiaria decumbens de 47.3% de biorremocion
y 35.8% de eficiencia.

¢g) Para la fitobactorremediacién con los consor-
cios 1, 2, 3y 4 con Swinglea glutinosa fue de 64.19%
de biorremocion y 52% de eficiencia y para Bra-
chiaria decumbens 67.57% de biorremocion y 56% de
eficiencia.
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