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(Rodhococus, Pseudomonas'y Bacillus)

Jaqueline Chirre Flores™, Alejandro Patifio Gabriel®, Raymundo Erazo Erazo®

RESUMEN

La inadecuada disposicion final de residuos industriales peligrosos, tal como la bentonita
usada en los procesos de refinacion de lubricantes automotrices contaminados, genera una
serie de impactos ambientales negativos en los recursos agua, aire y suelo. Para contribuir
en la minimizacién de estos impactos, el proposito de la presente investigacion fue evaluar
la capacidad de biodegradacion de una muestra de aceite lubricante automotriz atrapado
en arcilla bentonita, utilizando el consorcio bacteriano Oil Eating Microbes (Rodhococus
pyridinivorans, Pseudomonas montielli y Bacillus sp.).

Para obtener el maximo rendimiento de la biodegradacion del aceite (reduccion de
hidrocarburos totales de petréleo en la arcilla), por el consorcio bacteriano, se realizaron
dos pruebas experimentales en un biorreactor de 5 litros de capacidad, donde se midieron
la concentracion de biodegradacion de hidrocarburos totales de petréleo, la primera se
realizé durante 13 dias y la segunda en 59 dias: se obtuvo rendimientos de menos del 2 % y
50% para la primera y segunda prueba, respectivamente, lo que muestra la reduccion de la
contaminacion de la arcilla bentonita contaminada.
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STUDY OF THE BIODEGRADATION OF RESIDUES OF
LUBRICANT OIL RETINED IN BENTONITA USING THE
BACTERIAL OIL EATING MICROBES CONSORTIUM
(Rodhococus, Pseudomonas and Bacillus)

ABSTRACT
The inadequate final disposal of hazardous industrial waste, such as bentonite used in the

refining processes of contaminated automotive lubricants, generates a series of negative
environmental impacts on water, air and soil resources. To contribute to the minimization
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of these impacts, the purpose of the present investigation was to evaluate the biodegradation
capacity of a sample of automotive lubricating oil trapped in bentonite clay, using the bacterial
consortium Oil Eating Microbes (Rodhococus pyridinivorans, Pseudomonas montielli and
Bacillus sp.).

To obtain the maximum performance of the biodegradation of the oil (reduction of total
hydrocarbons of oil in the clay), by the bacterial consortium, two experimental tests were
carried out, in a five liter capacity bioreactor, where the concentration of biodegradation of
total petroleum hydrocarbons was measured, the first was performed for 13 days and the
second in 59 days: less than 2 % and 50 % yields were obtained for the first and second tests
respectively, which shows the reduction of contamination of the contaminated bentonite clay,
which is one of the environmental problems that it is desired to eliminate, since they cause
air, water or soil pollution, affecting the ecosystems both aerial, aquatic or terrestrial.

Key words: Used lubricating oils, biodegradation, bentonite clays.

INTRODUCCION

El aceite lubricante usado (ALU) es todo aceite que ha sido utilizado y se encuentra
contaminado con impurezas fisicas o quimicas y no retine las condiciones optimas para el
fin para el cual fue producido inicialmente. Los aceites lubricantes usados son considerados
residuos peligrosos y existen diversas opciones para disminuir su peligrosidad, pero lo mas
importante es poder eliminar sus impurezas fisicas y quimicas, para recuperar el aceite
base lubricante. EI método tradicional acido-arcilla, genera una gran cantidad de arcillas
contaminadas, que no son reaprovechadas. Las arcillas tipo bentonitas, consideradas como
suelos arcillosos montmorilloniticos, son altamente plasticos y expansivos (Duque y Escobar,
2013). Se utilizan como medio filtrante para decolorar aceites lubricantes usados de origen
mineral y, luego de esto, la arcilla queda como un residuo contaminado con aceite.

Segin Venosa et al. (1999), las bacterias gram negativas parecen encontrarse mas
adaptadas a estas fuentes de carbono. Haritash et al. (2009), estudiaron la biodegradacion
de hidrocarburos aromaticos policiclicos (PAH), como se muestra en la figura 1. Algunas
de las especies bacterianas conocidas para degradar PAHs son las siguientes: Pseudomonas
aeruginosa, Pseudomonas fluoresens, Mycobacterium spp., Haemophilus spp., Rhodococcus
spp., Paenibacillus spp.
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Figura 1. Estructura quimica de algunos PAHs comtinmente estudiados
(Haritash etal., 2009).
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Figura 2. Degradacion propuesta del 3,4 — dihidroxi - fenantreno por
Mycobacterium sp. cepa KR2 (Haritash ezal., 2009).
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La biodegradacion de los PAHs ha sido observada tanto en condiciones aerobicas como
anaerobicas y la tasa puede ser mejorada por pretratamiento fisico y quimico en suelos
contaminados. En la figura 3 se muestra la biodegradacion anaerobica.
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Figura 3. Biotransformacion anaerdbica del fenantreno por bacterias sulfato-reductoras
(Haritash et al., 2009).

El presente estudio experimental se realizé tomando como referencia el modelo matematico
de Medina S. et al. (2009), que estudia la biodegradacion de hidrocarburos en suelos
contaminados, utilizando los fenomenos de difusion, sorcion y biodegradacion en un reactor
de lodos de hidrocarburos.

PARTE EXPERIMENTAL

El aceite contaminado presente en la arcilla se removid mediante el proceso de biodegradacion
de hidrocarburos con un consorcio de bacterias. Este proceso se realizé en un biorreactor en
el cual se proporciono las condiciones adecuadas al medio de cultivo para que la velocidad
de reproduccion de las bacterias sea la 6ptima.

El procedimiento experimental se realiz6 de la siguiente manera:

1.- Determinacion de la cantidad de aceite lubricante usado presente en la arcilla.

2.- Aislamiento y caracterizacion de las cepas del consorcio liofizado.

3.- Crecimiento del consorcio bacteriano degradador.

4.- Siembra y evaluacion de la biodegradacion del consorcio en un biorreactor.

5.- Cuantificacion de la cinética de crecimiento y biodegradacion de los hidrocarburos.

Breve descripcion de las etapas del procedimiento:

1.- Determinacion de la cantidad de aceite lubricante usado presente en la arcilla
Extraccion de hidrocarburos totales de petroleo se realizo con el equipo de Soxhlet, de

acuerdo a la técnica 3540 de la EPA y la medicion se hizo mediante el método gravimétrico.
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Una muestra de 5 gramos de arcilla contaminada fue envuelta con pabilo y se utilizo éter
etilico como solvente a una temperatura de 60°C durante 12 horas.

Después de 12 horas, se evapord el éter y se determind la cantidad de aceite, contenida en el
balon.

2. Aislamiento y caracterizacion de las cepas del consorcio liofizado
La descripcion de los microorganismos es relevante para elevar la certeza de la pureza de su
uso durante la produccion del consorcio.

El aislamiento de las cepas contenidas en el producto “Oil Eating Microbes” se realizé con
la finalidad de identificar, purificar y obtener bacterias cuantificables. Se sembr6 0,5 gramos
del contenido de la pastilla en un tubo con 10 mL de caldo nutricio (Himedia) y otros 0,5
gramos en un tubo con 10 mL de caldo acetamida (Merck). Ambos tubos se incubaron a 30 °C
durante 27 horas.

El crecimiento producido en el tubo con caldo nutricio (Himedia) se estri6 en dos placas
de agar nutriente y el crecimiento producido en el tubo con caldo acetamida se estrié en dos
placas de agar King B; todas las placas fueron incubadas a 30 °C por 48 horas.

3.- Crecimiento del consorcio bacteriano degradador

Luego de caracterizar las cepas del consorcio, se dieron las condiciones necesarias para el
crecimiento de las bacterias: para el crecimiento de Pseudomonas montielli se us6 un medio
inductor de lipasas (glucosa 15 g/L, glicerol 10 g/L, extracto de levadura 3 g/L, peptona de
carne 5 g/L, K2HPO4 0,3 g/L, NaCl 0,5 g/L y estabilizado a pH 7,0), el cual fue preparado
en un volumen de 500 mL e inoculado con 10 mL de una suspension de 105 células/mL.
Igualmente para Bacillus licheniformis y Rhodococcus pyridinivorans se utilizd un medio
nutricio fortificado con glicerol (glucosa 20 g/L, glicerol 5 g/L, extracto de levadura 5 g/L,
sulfato de amonio 0,5 g/L, fosfato monopotasico 0,4 g/L, NaCl 0,5 g/L, sulfato de magnesio
0,5 g/L; sulfato de manganeso 0,02 g/L y estabilizado a pH 7,0), los cuales fueron preparados
en dos matraces, en volimenes de 500 mL e inoculado con 10 mL de una suspension de 10°
células/mL de cada cepa. Todos los caldos fueron incubados por 48 horas a una temperatura
de 30°C y 150 rpm. Luego de culminado el crecimiento se mezclaron en una botella estéril
todos los cultivos y agitados durante 3 horas a 150 rpm. Este fue el consorcio para las
evaluaciones de degradacion.

4.- Siembra y evaluacion de la biodegradacion del consorcio en un biorreactor

En un biorreactor de 5 litros de capacidad (figura 7), de acero inoxidable A-304, con agitador
mecanico, lectura de la velocidad del impulsor (120 rpm), sistema de mamparas y difusor
circular de aire, un compresor metalico con aire esterilizado mediante un filtro bacteriologico
de 0,45 um; para inyectar 50 L/min de aire. Asimismo, el equipo cuenta con un calentador
que es controlado a 35°C.
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Una muestra de 1,5 kilos de arcilla bentonita saturada, fue colocada en un biorreactor, luego
se adiciond 4,5 L de agua destilada mezclando completamente. Esta mezcla se llevé a pH 7,0
con la adicion de una solucion de NaOH, 1M, y luego se inoculd un volumen de consorcio
igual al 10 % del volumen total de agua (Pseudomonas montielli con 3,4 x108 cel/mL; Bacillus
licheniformis con 1,9 x10% cel/mL; y Rhodococcus yridinivorans con 8,2 x108 cel/mL).

Se tomaron muestras cada 24 h, para medir el rendimiento de la biodegradacion, de acuerdo
al método gravimétrico de equipo Soxhlet 3540 de la EPA.

Figura 4. Reactor biologico de 5 L en acero inoxidable.

5.- Cuantificacion de la cinética de crecimiento y biodegradacion de los hidrocarburos

Se tom6 una muestra cada 24 h, para la medicion del crecimiento microbiano mediante la
técnica de diluciones y siembra por diseminacion en agar Cetrimide para Pseudomonas e
Hicrome para el resto de bacterias, entre ellas los heterdtrofos viables acompafantes de la
flora de la arcilla.

Las pruebas experimentales confiables, realizadas para la biodegradacion de hidrocarburos
totales de petroéleo, fueron dos procesos batch, durante un periodo de tiempo de 13 y 59 dias,
respectivamente.
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RESULTADOS Y DISCUSION
Los resultados del aislamiento y caracterizacion de las cepas son los siguientes:
e Rhodococcus Pyridinivorans:

Se logro aislar esta bacteria del producto, caracterizandose por tener colonias puntiformes
elevadas con bordes lisos y una coloracion parduzca (figura 5).

Figura 5. Rhodococcus pyridinivorans en un agar nutricio.

e Pseudomonas Montielli:

Las colonias son circulares, de borde liso, mucosas y de aspecto himedo y con pigmentacion
verduzca fosforescente (figura 6).

Figura 6. Pseudomonas montielli aislada en agar cetrimide.
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*  Bacillus licheniformis:
Las colonias de esta bacteria son de borde lobulado, ligeramente festoneado, superficie
rugosa, color blanquecino (figura 7).

Figura 7. Bacillus Licheniformis en agar nutricio.

Produccién del consorcio bacteriano degradador

Se logrd un consorcio microbiano con las concentraciones: Pseudomonas montielli con 3,4
x108 cel/mL; Bacillus licheniformis con 1,9 x108 cel/mL; y Rhodococcus pyridinivorans con
8,2 x108 cel/mL.

Cuantificacion de la cinética de crecimiento y degradacion de los hidrocarburos
Durante el desarrollo del proceso de degradacion de la primera prueba experimental, se
evidencio un aumento de las cepas del consorcio microbiano a partir de los 3 dias; el cual se
extendio hasta el dia 10, momento desde el cual se establecio un crecimiento estacionario y se
evidenci6 una elevacion del porcentaje de degradacion de hidrocarburos presentes. También
hubo un crecimiento de las bacterias heterdtrofas viables, que son las que se encuentran
en el medio ambiente, las cuales no interrumpieron en la actividad degradativa ya que su
crecimiento no fue considerable con respecto al resto de bacterias del consorcio.

La muerte bacteriana se dio pasados los 13 dias en la primera prueba experimental, iniciando
primero con el género Rhodococcus y Pseudomonas; y manteniéndose la presencia del
género Bacillus; ya que estos ultimos poseen estructuras de permanencia o latencia llamadas
esporas (figura 8).
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Figura 8. Cinética de crecimiento de bacterias en UFC/mL en funcion del tiempo de la
primera prueba experimental. (Elaboracion propia).

En la segunda prueba experimental, la muerte bacteriana se observd luego de 45 dias,
iniciandose primero con el género Rhodococcus y Bacillus; y manteniéndose la presencia del
género Pseudomonas (figura 9).
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Figura 9. Cinética de crecimiento de bacterias en UFC/mL en funcion del tiempo de la
segunda prueba experimental. (Elaboracion propia).
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La concentracion de hidrocarburos totales de petroleo en gramos, se cuantificaron en el
equipo de Soxhlet, de acuerdo a la técnica 3540 de la EPA y la medicion se hizo mediante el
método gravimétrico.

El rendimiento de biodegradacion de hidrocarburos totales de petroleo (HTP), se realizod
mediante la formula:

(1 - Peso final) * 100 %

Peso inicial

En la biodegradacion de los HTP en la primera prueba experimental se evidenci6 una elevada
actividad a partir de los 9 dias de actividad, logrando un méaximo de 1,85 % a los 13 dias. En
cuanto a la degradacion de los HTP de la segunda prueba experimental se obtuvo una elevada
actividad a partir de los 8 dias, logrando un maximo de 50 % a los 59 dias como se muestra
en la tabla 1.

Figura 1. Concentracién de HTP (g) y % de biodegradacion de los hidrocarburos totales de
petroleo (HTP) en el tiempo de las dos pruebas experimentales.

Tiempo Concentracion de Concentracion de
(dias) HTP (g) - (% de HTP (g) - (% de
biodegradacion): biodegradacion):
1ra. Prueba 2da. Prueba
0 2.002 1.961
1 1.998 —(0.19)
2 1.950 — (0.56)
5 1.923 —(1.94)
6 1.979 — (1.15)
8 1.792 — (8.62)
9 1.970 — (1.60)
13 1.965 —(1.85)
15 1.615 —(17.64)
21 1.506 — (23.20)
45 1.021 —(47.93)
59 0.987 —(49.67 = 50)
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Se obtuvo una reduccion de menos del 2 % de hidrocarburos totales de petrdleo en la primera
prueba experimental con una dilucion de arcilla: agua de 1:1, mientras que en la segunda
con una dilucién en arcilla: agua de 1:3, se obtuvo un 50% de biodegradacion del aceite
lubricante usado que se encuentra en la arcilla contaminada.

Se concluye que la segunda prueba experimental, realizada durante 59 dias, se obtuvo un mejor
resultado de biodegradacion de 50 %, en comparacion con la primera prueba experimental
realizada en 13 dias, se obtuvo menos del 2 % de biodegradacion de hidrocarburos totales
de petroleo.

Nuestros resultados son bastante alentadores cuando comparados a los obtenidos por Lee
et al. (2006), después de 105 dias, se obtuvo una reduccion de 42-51% de hidrocarburos
totales de petrdleo; en el caso de Xu et al. (2013), después de 18 dias se redujo en 53 %; y
Karamalidis et al. (2010), después de 191 dias se obtuvo una reduccion de 94 %, a diferentes
condiciones de operacion.

CONCLUSIONES

Para el presente estudio, se puede concluir que se obtuvo una reduccion del 50% de
hidrocarburos totales de petroleo, lo que va a influir en la eliminacion de los contaminantes
de la arcilla, lo que permitira preservar el medio ambiente.

El método empleado permite reutilizar la arcilla contaminada y, por consiguiente, reducir
la cantidad de recursos no renovables empleados en el tratamiento de aceites lubricantes
contaminados.
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