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RESUMEN

La Biorremediacion es una rama de la biotecnologia, también denominada como un proceso
que utiliza microorganismos como plantas, hongos, bacterias naturales o modificadas
genéticamente para neutralizar sustancias toxicas, transformandolas en sustancias menos
toxicas o convirtiéndolas en inocuas para el ambiente y la salud humana; para este estudio se
selecciond como agente biorremediador la Pseudomona Aeruginosa, una bacteria que posee la

habilidad de utilizar diversos substratos, incluyendo aquellos creados por el petroleo.

Se tomé una muestra puntual de lodos en las instalaciones de la Estacion de Servicio Texaco
Puerto Gaitan ubicada en el municipio del Meta, antes del tratamiento preliminar que se le
realiza, esta muestra es llevada al laboratorio para ser caracterizada fisicoquimica vy
microbiologicamente, y de esta manera conocer especificamente la concentracion de:
coliformes totales y fecales, hidrocarburos totales, grasas y aceites, fenoles totales, nitrégeno

total.

Una vez obtenidos los resultados se proceder a realizar el cultivo a través de un método de
Bioestimulacion con la Bacteria Pseudomona Aeruginosa, el cual tiene una duracion de 28
dias, realizando mediciones de la siguiente manera: 7, 11, 21 y 28 dias, en pro de establecer el

efecto microbioldgico de esta Bacteria en el lodo de interés.

Finalmente se puede establecer la alta eficiencia de la Pseudomona Aeruginosa al controlar
estos microorganismos patdgenos (C. Totales y fecales) y ayudar al proceso de remocion de:
fenoles, hidrocarburos totales grasas y aceites, debido a que las Pseudomonas son bacterias

productoras de biosurfactantes como los ramnolipidos involucrados en procesos de remocion
5



de aceites y productos relacionados, estos se debe a que estos microorganismos extracelulares
solubilizan y facilitan la penetracion de los hidrocarburos a través de la pared celular
hidrofilia; contienen ademéas enzimas degradadoras de hidrocarburos en la membrana

citoplasmatica.

Palabras claves: Biorremediacion, Bioestimulacion, Pseudomona Aeruginosa, hidrocarburos,

fenoles, Coliformes totales, Coliformes fecales, suelos, acuiferos.



ABSTRACT

Bioremediation is a branch of biotechnology, also known as a process that uses
microorganisms as plants, fungi, natural or genetically engineered bacteria to neutralize toxic
substances, transforming them into less toxic substances or making them safe for the
environment and human health, to this study was selected as bioremediador agent
Pseudomonas Aeruginosa , a bacterium that has the ability to use various substrates , including

those created by oil.

It took a grab sample of sludge facilities Texaco Service Station located in Puerto Gaitan Meta
Township , preliminary treatment before he performs , this sample is brought to the laboratory
for physicochemical and microbiological characterized , and this way to know specifically
concentration : total and fecal coliforms , total hydrocarbons , fats and oils , total phenolics ,

total nitrogen .

Once the results are obtained proceed with the cultivation through a biostimulation method
Bacteria Pseudomonas Aeruginosa , which has a duration of 28 days, making measurements as
follows : 7, 11 , 21 and 28 days, towards establishing the microbiological effect of this

bacterium in the mud of interest.

Finally you can set the high efficiency of Pseudomonas Aeruginosa to control these pathogens
(C. Totalesy faeces) and help the removal process : phenols , total hydrocarbons fats and oils
because the Pseudomonas are bacteria producing biosurfactants as rhamnolipids removal

processes involved in oil and related products, such is because these microorganisms and



extracellular solubilized facilitate penetration of the hydrocarbons through the cell wall

hydrophilicity ; degrading enzymes also contain hydrocarbons in the cytoplasmic membrane.

Keywords: Bioremediation, Biostimulation , Pseudomona Aeruginosa , hydrocarbons ,

phenols , total coliforms , fecal coliforms, soils, aquifers.



1. INTRODUCCION

Uno de los problemas ambientales mas importantes de la actualidad es la contaminacién de
ecosistemas terrestres y acuaticos por derrames de hidrocarburos de petrdleo y sus derivados.
En el caso de los suelos, las principales consecuencias ambientales que se presentan después
de un evento de contaminacion por hidrocarburos son: la reduccidon o inhibicion del desarrollo
de la cobertura vegetal en el lugar del derramé, cambios en la dindmica poblacional de la

fauna, de la biota microbiana y contaminacion por infiltracion a cuerpos de agua subterraneos.

Ademas del impacto ambiental negativo, los derrames de hidrocarburos generan impactos de

tipo econémico, social y de salud publica en las zonas aledafas al lugar afectado.

En Colombia las principales fuentes de contaminacion por hidrocarburos son las actividades

de explotacion, transporte y almacenamiento de combustibles.

La Biorremediacion surge de la necesidad de disminuir el impacto ambiental negativo de los
derrames de hidrocarburos en los diferentes ambientes (agua y suelos) usando
microorganismos, plantas o enzimas, de manera estratégica con el fin de restaurar la calidad

ambiental, de acuerdo con las necesidades y dimensiones del problema.

Dado que la sociedad moderna usa gran cantidad de productos basados en hidrocarburos,
como la gasolina, el queroseno y el diesel, la contaminacion del ambiente es un riesgo latente.
Una de las actividades de riesgo es la venta de combustible en las Estaciones de servicio,
debido a que en estas instalaciones regularmente se presentan pequefios derrames en las zonas
de distribucion, que son contenidos con arena, estos, al igual que los sedimentos generados en

el mantenimiento de sus unidades de rejillas perimetrales de las zonas de almacenamiento,
9



distribucion, trampas de grasas conectadas a estas rejillas y los desarenadores de lavado de
autos, son elementos considerados RESPEL por su contenido de hidrocarburos®, por lo tanto
se ve la necesidad de presentar una estrategia viable para disminuir el contenido de

hidrocarburos, neutralizando el riesgo de contaminaciones mayores.

El presente documento tiene como finalidad desarrollar un estudio experimental, asociado con
tipos de investigacion tales como la descriptiva y correlacional, dado que se intenta conocer el
comportamiento del microorganismo Pseudomona Aeruginosa como un agente bioremediador
en las muestras de lodos sin tratamiento de la Estacion de Servicio Texaco Puerto Gaitan y

evaluar el proceso de degradacién de hidrocarburos presentes.

! (Ministerio de Ambiente Vivienda y Desarrollo Territorial, 2005)
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Una de las actividades principales de las Estaciones de Servicio es la venta de combustibles
liquidos, entre los que se encuentran la gasolina y el diesel, principalmente; otros servicios
alternos son el lavado, lubricacién y engrase, de vehiculos automotores asi como cambio de

aceite y de filtros de los mismaos.

El Municipio de Puerto Gaitan, ubicado en el Departamento del Meta, cuenta en la actualidad

con 3 estaciones de servicio, las cuales estdn ubicadas en la zona urbana del municipio.

Del total de las estaciones identificadas la mayoria tiene un tiempo de servicios largo, por lo
tanto los equipos entre los cuales se encuentran tanques de almacenamiento y surtidores ya
han superado su vida atil. Como consecuencia, se han encontrado equipos en deterioro, asi
como la ausencia de accesorios para control de derrames como cajas contenedoras y cierres

automaticos de valvulas de suministro, entre otras

Lo anterior se debe a que la normatividad que reglamenta a las Estaciones de Servicios en
aspectos técnicos y ambientales® es posterior al establecimiento de la gran mayoria de las

Estaciones de Servicio.

Los derrames menores de combustible ocurren regularmente durante las actividades de
operacion de las Estaciones de Servicio, mas aun cuando los equipos no cumplen con los

requerimientos técnicos para la prevencion de los mismos.

2 Decreto 1521 de 1998. por el cual se reglamenta el almacenamiento, manejo, transporte y distribucién de

combustibles liquidos derivados del petréleo, para estaciones de servicio.
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Las pérdidas en tanques y tuberias debido a fugas, derrames accidentales, han causado
problemas ambientales en el suelo superficial y en el subsuelo. Una vez que los combustibles
penetran el suelo, afectan las caracteristicas fisicas y quimicas, dafiando su productividad y la
poblacion microbiana presente, ademas de amenazar la salud publica, como una consecuencia

de su migracién y contacto con los mantos freatico, aguas superficiales y subterraneas.

Asimismo las actividades de mantenimiento dentro de las estaciones de servicio, generan
sedimentos contaminados con hidrocarburos, que son depositados en lechos de secado,
canecas y en otros casos, en terrenos baldios cercanos a la estacion de servicio, estos
elementos se convierten en un riesgo latente para la comunidad y los recursos naturales
aledarios, si no se plantean buenas practicas de remediacion y tratamiento de los recursos

contaminados.

12



3. PREGUNTA PROBLEMA

¢Es posible realizar la degradacion de hidrocarburos totales presentes en la estacion de
servicios Texaco Puerto Gaitan ubicado en el departamento del Meta a través del método de

Biorremediacion con la bacteria Pseudomona Aeruginosa?

13



4. JUSTIFICACION

En Colombia, los residuos sélidos y liquidos contaminados con aceites e hidrocarburos son
considerados como residuos peligrosos® . En esta categoria entran de igual manera los
sedimentos contaminados con hidrocarburos, producto del mantenimiento de las estructuras de
las estaciones de servicio; entre los procesos de remediacion de hidrocarburos, la
Biorremediacion activa esta naciendo como una tecnologia prometedora, ya que se ha definido
como "el acto de utilizar procesos naturales inducidos a ambientes contaminados para producir
una aceleracion de los procesos de degradacion”, logrando mejores tasas de remediacion en

menor tiempo.

Esta tecnologia se basa en la premisa de que un gran porcentaje de los componentes del
hidrocarburo son biodegradables en la naturaleza, ademas de presentar varias ventajas
potenciales sobre las tecnologias convencionales, como menor costo, Son menos intrusivos en
el sitio contaminado, mas respetuosas del medio ambiente en términos de sus productos finales

y requieren de un minimo o ningun tratamiento posterior*

La investigacion considera que la tecnologia de Biorremediacion se pueden llevar a cabo
dentro de las instalaciones de la estacion de servicio Texaco Puerto Gaitan, contribuyendo a si
a la disminucién de los impactos negativos a los recursos naturales dados por esta actividad,

ademas de aportar un referente cientifico-practico de estas estrategias, que pueden ser

3 segln el anexo 1y Il numeral nueve (9) del convenio de Basilea, aprobado por la Ley 253 de 1996 (Ministerio de Ambiente
Vivienda y Desarrollo Territorial, 2005).

* (EPA, 2004).
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consideradas parte de las actividades dentro del plan de contingencia, que estas instalaciones
deben presentar a las autoridades ambientales®, los acuiferos que reciben los vertimientos
productos de la Biorremediacion realizada pueden ser utilizados como fuente de
abastecimiento. Los suelos, particularmente en la agricultura, a través de la Biorremediacion
se degradan moléculas potencialmente cancerigenas como son los fenoles y otros

hidrocarburos

> Decreto 3930 de 2010, segun el Ministerio de Ambiente, Vivienda y Desarrollo Territorial.
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5. OBJETIVO GENERAL

e Evaluar la efectividad de la Biorremediacion en la degradacion de hidrocarburos
totales presentes en los sedimentos generados en la Estacion de Servicio TEXACO

Puerto Gaitan.

5.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Comparar el efecto de la biodegradacion de hidrocarburos totales en los sedimentos
generados por la estacion de servicio Texaco Puerto Gaitan, para verificar si la accién

microbiana de la Pseudomona Aeruginosa es efectiva o no.

e Establecer las tasas de degradacion de hidrocarburos totales a través de la

Biorremediacion con la Bacteria Pseudomona Aeruginosa.

e Disminuir el impacto ambiental Negativo causado por los hidrocarburos totales y

fenoles presentes en los lodos contaminados.

16



6. MARCO DE REFERENCIA

6.1. MARCO TEORICO

6.1.2. DESCRIPCION Y SIGNIFICADO DE LA BACTERIA PSEUDOMONA

AERUGINOSA.

El género Pseudomona pertenece a la familia Pseudomonadaceae, que se situa dentro del

orden Pseudomonadales, que ademéas comprenden la familia Moraxellaceae.

La Pseudomona Aeruginosa, fue aislada por primera vez de las muestras ambientales por
Schroeter en 18726. Debido a que las colonias son pigmentadas, la denominacion de la especie
denomina de la palabra Aeruginosa (aeruginous) que significa “el color del cobre oxidado”;
reflejando el caracteristico color azul-verdoso que presentan las colonias debido a la

produccién de pigmentos.

Es un bacilo Gran-negativo aerobio, muy versatil metabolicamente, pudiendo utilizar mas de
80 compuestos organicos, como fuentes de carbono y energia. Es oxidasa positiva y puede
crecer a temperaturas superiores a 42 °C. Aunque, se clasifica como aerobio estricto, algunas
cepas pueden crecer anaerébicamente mediante des nitrificacion o mediante la fermentacion

de compuestos como la arginina o el piruvato.

e PalleroniNj. Genus |, Pseudomonas In:N. R Kreig J.G. Holt (Eds) Bergey’s Manuel of systematic Bacteriology:
Williams and Wilkins. Baltimore, MA 1984 pp 141-199
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Debido a su habilidad para sobrevivir en ambientes acuosos con nutrientes minimos, y como
consecuencia a su gran versatilidad metabdlica, estos organismos han llegado a ser

problematicos en ambientes hospitalarios.

Dentro del género de Pseudomonas se encuentra también algunas otras especies como P,
Florescens, P. Putida, P. syringae, P. alcaligenes y P. Aeruginosa, se encuentran altamente
distribuidas en la naturaleza, se pueden aislar de muestras de suelos y aguas pristinas y
contaminadas, asi como de plantas y animales. Todas las cepas son potencialmente patdgenas
para el hombre y algunas pueden infectar también a plantas como Arabidopsis thaliana y a

invertebrados como Caenorhabditis elegans.

6.1.3. ESTRUCTURA CELULARY METABOLISMO DE LA BACTERIA

PSEUDOMONA AERUGINOSA

Las bacterias Pseudomonas Aeruginosa estan constituidas por microorganismos Gram-
negativos, aerobios no formador de esporas, siempre mdviles con flagelacion polar, la
movilidad les permite responder a estimulos quimicos (quimio taxis) y poder localizar los
substratos en bajas concentraciones. Puede presentar de 1.5 a 5 um de largo y un diametro de

0.5alpm.

Es oxidasa y catalasa positiva, la mayoria de especies no crecen en condiciones acidas (pH 4.5
unidades o menor). Poseen un metabolismos aerobio estricto con el oxigeno como aceptor
final de electrones, aunque algunos aislados pueden crecer lentamente en condiciones
anaerobias utilizando el nitrato (NO3) o la arginina como aceptores finales de electrones.
Cuando crecen en un medio liquido se puede observar la formacion de una pelicula

superficial, que refleja la preferencia de este microorganismo por las condiciones aerdbicas.
18



Puede degradar la glucosa oxidativamente y convertir el nitrdgeno en nitrito o nitrégeno de

gas.

Tienen una temperatura optima de crecimiento entre 30 y 37°C, pero pueden sobrevivir y
multiplicarse en casi cualquier ambiente, incluyendo aquellos con alto contenido de sales, y

en un rango de temperaturas comprendido entre 20 y 42°C.

El metabolismo central de azucares en este grupo se desarrolla por la via de Etner-Doudoroff,

y disponen de un ciclo de Acidos Tricarboxilicos normal.

Algunas Pseudomonas aeruginosa son capaces de llevar a cabo procesos de des nitrificacion
(NO3—»NO,; —M,) con lo que se empobrecen los suelos de nitrogeno utilizable desde el
punto de vista agricola. Este proceso de reduccién del nitrégeno (que actia como aceptor de
electrones en un proceso de respiracion anaerobia) se denomina reduccion disimilatoria del

nitrégeno.

La versatilidad metabdlica del grupo se debe a la presencia de un gran namero de plasmidos
que contienen operones inducibles para la sintesis de enzimas especificas que permitan
catabolizar los compuestos presentes en el medio. Esto confiere una importancia grande a las
bacterias del género Pseudomonas Aeruginosa como digestores aerobios de materiales

animales, lo que contribuye al reciclaje bioldgico de materia organica.

Algunas bacterias de este grupo producen pigmentos fluorescentes de colores amarillo-
verdosos facilmente solubles en agua. Estos pigmentos actGan como sideréforos: moléculas
cuya funcion es capturar el hierro del medio necesario para el metabolismo del

microorganismo

19



La gran versatilidad metabdlica de las bacterias del género Pseudomonas las han hecho
candidatas para el tratamiento de contaminaciones ambientales producidas por la acumulacion

de metales pesados o por la acumulacion de compuestos xenobi6ticos.

Varias especies del Pseudomonas contienen plasmidos en los que se encuentran codificadas
enzimas capaces de degradar, al menos parcialmente, compuestos orgénicos derivados del
petroleo o compuestos organoclorados u organofosfatados. Estas enzimas suelen ser
inducibles y la seleccion de las cepas adecuadas puede permitir reducir los niveles de

contaminacion por estos compuestos xenobidticos.

La biodegradacion de hidrocarburos y de otros compuestos orgéanicos es realizada con
eficiencia variable dependiendo de la estructura del hidrocarburo (lineal o ramificado, alifatico
0 aromatico) y de la presencia de atomos sustituyentes. Algo similar ocurre con la

biodegradacion de compuestos insecticidas, herbicidas y detergentes y emulgentes.

6.1.4. HABITAT

Es un género verdaderamente ubicuo, lo cual parece ser consecuencia de los simples
requerimientos nutritivos que posee, del rango de compuestos de carbdn que utiliza, y de su

gran adaptabilidad genética y metabolica.

Estas especies pueden vivir en diferentes habitats, que van desde diversos tipos de ambientes
acuaticos y terrestres, hasta tejidos de animales y plantas, incluyendo frutas y verduras, por lo

tanto el habitat primario es ambiental.

Un habitat con un rango de temperatura 4-42 °C, un pH comprendido entre 4 y 8 unidades, y

gue contengan compuestos organicos simples y compuestos es un habitat potencial para la

20



Pseudomona Aeruginosa, se encuentran en suelos y aguas que presentan condiciones

aerobicas, mesofilicas y pH neutro.

6.1.5. INVESTIGACIONES ACTUALES:

En la actualidad la bacteria Pseudomona Aeruginosa es la méas estudiada a nivel mundial,
debido a que esta bacteria puede causar multiples efectos en los seres vivos y que sus
consecuencias pueden llegar a ser mortales y también puede servir para controlar
problematicas de tipo ambiental.

Dentro de los estudios realizados mas recientes encontramos los siguientes:

LOS INVESTIGADORES DEL HOSPITAL BRIGHAM Y DE MUJERES (BWH) HAN
DESCUBIERTO UNA VACUNA NUEVA PARA LA BACTERIA PSEUDOMONAS
AERUGINOSA APROVECHANDO UN NUEVO MECANISMO DE LA
INMUNIDAD’.

Pseudomonas Aeruginosa es la principal causa de infecciones adquiridas en hospitales,
particularmente en pacientes con respiradores, donde puede causar neumonia llamada asociada

a la ventilacion, que tiene una tasa de mortalidad muy alta.

Pseudomonas también causa infecciones pulmonares en personas con fibrosis quistica, un

trastorno genético que hace que los pulmones sean susceptibles a la infeccidn bacteriana.

A pesar de méas de 40 afios de investigacion y desarrollo de vacunas, no existe una vacuna
disponible clinicamente para esta bacteria. La mayoria de los esfuerzos de las vacunas

anteriores se han centrado en la generacion de anticuerpos contra las toxinas de Pseudomonas

7 Articulo completo en http://www.medicalpress.es/investigadores-descubren-vacuna-candidata-para-la-
pseudomonas-aeruginosa#ixzz2dlhmh4zl
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o moléculas de la superficie, especialmente la capa de azucar en el insecto llamado el antigeno
O del lipopolisacarido. Estos enfoques no han producido una vacuna con licencia para los
seres humanos.
Gregorio Priebe, MD, Division BWH de Enfermedades Infecciosas, Departamento de
Medicina, y la Division de Nifios de Boston Hospital de Medicina de Cuidados Criticos,
Departamento de Anestesiologia, perioperatoria y Medicina del Dolor, junto con
investigadores de la Harvard Medical School, construyé una vacuna basada en un nuevo
mecanismo de la inmunidad a Pseudomonas mediada por T helper 17 (Th17) células. Las
células Th17 son un tipo descrito recientemente de células T ayudantes que secretan la

citocina IL-17 y mejorar las defensas antibacterianas mucosas.

En los estudios actuales, los investigadores disefiaron una pantalla para antigenos proteicos
Th17 estimulantes expresadas por una biblioteca molecular de ADN que codifican proteinas
de Pseudomonas. La pantalla descubierto que la proteina Pseudomonas POPB es un
estimulador muy eficaz de la inmunidad Thl7, y la inmunizacién con purifico POPB ratones

protegidos de la neumonia letal de una manera independiente de anticuerpos.

Los investigadores estdn tomando su trabajo un paso mas allda mediante la construccion de las
vacunas conjugadas con POPB como un portador de proteina con la esperanza de mejorar la
eficacia de la vacuna. Tienen la esperanza de que la vacuna basada en POPB algun dia podria
ser usado para prevenir las infecciones por Pseudomonas en pacientes hospitalizados y en

personas con fibrosis quistica.

Ambientalmente se han desarrollado multiples estudios asociados a la disminucion de

contaminantes o procesos de Biorremediacion.
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Entre ellos encontramos EVALUACION DE LA ESTIMULACION EN LA
BIODEGRADACION DE TPH’'S EN SUELOS CONTAMINADOS POR PETROLEO,
estudio realizado por Victoria Vallejo, Laura Salgado y Fabio Roldan, estudio que se basaba
basicamente en evaluar la adicion de nutrientes en forma de sales inorganicas simple y un
fertilizante inorganico compuesto se emplearon bacterias Pseudomona Aeruginosa a través de
un cultivo que duro 125 dias y de esta forma verificar el proceso de Biorremediacion, este
estudio fue realizado en el invernadero de la universidad Pontificia Universidad Javeriana en

la ciudad de Bogota.

BIORREMEDIACION DE SUELOS CONTAMINADOS CON HIDROCARBUROS
DERIVADOS DEL PETROLEO, Estudio realizado en Bogota, por Joaquin Benavides,
Gladis Quintero Andrea Guevara, diana Jaimes, Investigadores de la universidad de la sallé,
donde basicamente colocan a prueba una serie de microorganismos degradadores de
hidrocarburos y pueden observar cual e estos métodos es mas efectivos y pueden realizar una

correlacion de acuerdo al método evaluado.

También existen una serie de estudios microbiol6gicos donde buscan estudiar mas a fondo el

metabolismo y estructura de las bacterias Pseudomonas Aeruginosa.

Pseudomona Aeruginosa: APORTACION AL RECONOCIMEINTO DE SUS
ESTRUCTURA Y AL DE LOS MECANISMOS QUE CONTRIBUYEN A SU
RESISTENCIA A LOS ANTIMICROBIANOS, es una investigacion de doctorado
realizada Lidia Ruiz, en Barcelona en afio de 1997, este estudio basicamente se trata en
observar y comparar dos cepas bacterianas y poder concluir si las cepas patdgenas que viven

en el interior de los hospitales tienen alguna relacion genética con las cepas libremente en el
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entorno, para ellos es utilizada la Pseudomona Aeruginosa, esto por las multiples causas y

efectos que trae para la salud humana.

6.2. MARCO CONCEPTUAL

6.2.1. BIOREMEDIACION: Proceso que utiliza las habilidades cataliticas de los organismos
vivos para degradar y transformar contaminantes tanto en ecosistemas terrestres como
acuaticos, presenta un enorme potencial en la mitigacion de la contaminacion ambiental. La
Biorremediacion se ha centrado en la explotacion de la diversidad genética y versatilidad
metabolica que caracteriza a las bacterias para transformar contaminantes en productos
inocuos o, en su defecto, menos toxicos, que pueden entonces integrarse en los ciclos

biogeoquimicos naturales.

6.2.2. TECNICAS DE BIORREMEDIACION:

6.2.2.1. Bioaumento: Consiste en la adicién al medio (suelo, agua) al objeto de optimizar la
biodegradacion de microorganismos aldctonos vivos especializados, cuya eficiencia en la
degradacion del contaminante esté probada. Se incrementa la poblacion nativa de
microorganismos del sistema incorporando un indculo de otros adaptados selectivamente,
desarrollados para que tengan la capacidad para degradar los contaminantes en cuestion,
compuestos previamente considerados como no o dificilmente biodegradables. Estos

microorganismos pueden ser naturales o modificados genéticamente.

6.2.2.2. Bioestimulacion: Responde a la idea de aplicar Biorremediacion, pero creando
condiciones. Es decir intentar que se alcancen las condiciones para que la biodegradacion

transcurra de forma idonea. La Bioestimulacion consiste en estimular a los microorganismos
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autoctonos de un ambiente natural por medio de la adicion de nutrientes y otros aditivos, de

humedad y aireacion del sistema para asi mejorar la eliminacion de los contaminantes.

6.2.2.3. Degradacion enzimatica: Consiste en agregar enzimas al sitio contaminado con el fin
de degradar las sustancias nocivas. Estas enzimas se obtienen de microorganismos
especialmente disefiados para asi obtener grandes cantidades y de alta especificidad. Una de
las ventajas de las enzimas es que las reacciones es que las reacciones mediadas por éstas
poseen tasas de velocidad significativamente mayores que las reacciones en las cuales no se

encuentran estos catalizadores.

6.2.2.4. Fitoremediacion: Es un término utilizado para describir el tratamiento de problemas
ambientales a través de la utilizacion de plantas. Es la descomposicién de los suelos, la
depuracion de las aguas residuales o la limpieza del aire interior usando plantas basculantes

algas u hongos y por extensidn ecosistemas que contienen estas plantas.

6.2.3. PSEUDOMONA AERUGINOSA

Las bacterias Pseudomonas aeruginosa estan constituidas por microorganismos Gram-
negativos, aerobios no formador de esporas, siempre mdviles con flagelacion polar, la
movilidad les permite responder a estimulos quimicos (quimio taxis) y poder localizar los
substratos en bajas concentraciones. Puede presentar de 1.5 a 5 um de largo y un diametro de

0.5alpm.
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Es oxidasa y catalasa positiva, la mayoria de especies no crecen en condiciones acidas (pH 4.5
unidades o menor). Poseen un metabolismos aerobio estricto con el oxigeno como aceptor
final de electrones, aunque algunos aislados pueden crecer lentamente en condiciones
anaerobias utilizando el nitrato (NO3) o la arginina como aceptores finales de electrones.
Cuando crecen en un medio liquido se puede observar la formacion de una pelicula
superficial, que refleja la preferencia de este microorganismo por las condiciones aerobicas.
Puede degradar la glucosa oxidativamente y convertir el nitrogeno en nitrito o nitrégeno de

gas.

Tienen una temperatura Optima de crecimiento entre 30 y 37°C, pero pueden sobrevivir y
multiplicarse en casi cualquier ambiente, incluyendo aquellos con alto contenido de sales, y

en un rango de temperaturas comprendido entre 20 y 42°C.

PARAMETROS MICROBIOLOGICOS

6.2.4. COLIFORMES: Se define como un grupo de bacterias en forma de bacilo,
pertenecientes a la familia Enterobacteriaceae, Gram negativas, aerobias y anaerobias
facultativas, que no forman esporas, con capacidad de fermentar la lactosa y otros azUcares
con produccion de acido y de gas a una temperatura entre 35 y 37°C durante un lapso de 24 a
48 horas. Los géneros pertenecientes al grupo Coliformes son Escherichia, Klebsiella,

Enterobacter y Citrobacter. (Gonzalez 2011)

Entre las principales caracteristicas de este grupo esta su resistencia a condiciones ambientales
adversas, la cual es igual o superior a la de los patdgenos; ademas, se comportan de manera
similar a éstos. Se encuentran también en el intestino de animales de sangre caliente, lo cual es

un buen indicador de polucién animal. Adicionalmente, los coliformes se pueden encontrar en
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el suelo, viviendo como saprofitos independientes; de esta manera para separar los géneros de
origen fecal de los saprofitos independientes, se les dio el nombre a los primeros de coliformes
fecales y a los segundos de coliformes totales. Cada ser humano excreta de 100.000 a 400.000

millones de coliformes por dia. (Gonzalez 2011)

Tabla 1. Coliformes fecales en heces animales y el hombre

Hombre 13 000 000
Vaca 230 000
Pollo 1 300 000
Perro 23 000 000
Gato 7900 000
Cerdo 3300 000
Oveja 16 000 000
Raton 330 000

FUENTE: Microbiologia del agua (Gonzalez 2011)

6.2.5. MESOFILOS, EI término mesdfilo, usado sobre todo en el campo de la microbiologia,

se refiere a un organismo cuya temperatura de crecimiento 6ptima esta entre los 15y los 35 °C


http://es.wikipedia.org/wiki/Microbiolog%C3%ADa

(un rango considerado moderado).® Por el contrario, los organismos que prefieren
temperaturas frias se denominan psicrofilos, y los que crecen de forma dptima a altas

temperaturas son llamados termofilos.

El habitat de los organismos mesofilos incluye el suelo, el cuerpo de un animal, etc. Su
temperatura Optima de crecimiento se encuentra en los 37 °C, la temperatura normal de un

cuerpo humano.

PARAMETROS FISICOQUIMICOS

6.2.6. CONDUCTIVIDAD: La conductividad del agua es una expresién numérica de su
habilidad para transportar una corriente eléctrica, que depende de la concentracion total de
sustancias disueltas ionizadas en el agua y de la temperatura a la cual se haga la
determinacion. Por tanto, cualquier cambio en la cantidad de sustancias disueltas, en la
movilidad de los iones disueltos y en su valencia, implica un cambio en la conductividad. Por
esta razon, el valor de la conductividad se usa mucho en andlisis de aguas para obtener un

estimativo rapido del contenido de solidos disueltos®.

La medida de la conductividad permite evaluar de forma répida y aproximada la
mineralizacion global del agua y seguir la evolucion. En general la conductividad se eleva de
forma progresiva de arriba hacia abajo en los cursos de agua; las divergencias son tanto mas
importante cuanto mas débil es la mineralizacion inicial, en particular en las zonas con

sustrato acido o subsuelo siliceo. En el caso de un control de distribucion de agua potable, el

& A Sociedad Espafiola de Ciencias Forestales. «Diccionario Forestal» (en espafiol) pag. 770. Espafia: Ediciones
Mundi-Prensa. Consultado el 22 de diciembre de 2011.

° Romero 2009
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interés de este método no reside en una unica medida sino en una serie de determinaciones o
registros sin interrupciéon que permitiran detectar las variaciones de composicion que podran
indicar la llegada de agua susceptible de estar contaminada. En las aguas superficiales y los
vertidos de aguas residuales, se pueden producir con rapidez durante el dia modificaciones
importantes en la conductividad. Se puede admitir que la situacion es particular o anormal mas

alla de 2000 ps/cm™.

La tabla siguiente ofrece algunas indicaciones sobre la relacion que existe entre la

mineralizacion y la conductividad:

Tabla 2. Relacién mineralizacion - conductividad.

Conductividad < 100 ps/cm | mineralizacion muy débil

100 ps/cm < conductividad < 200 ps/cm | mineralizacion débil

200 ps/cm < conductividad < 333 ps/cm | mineralizacion media

333 ps/cm < conductividad < 666 pus/cm | mineralizacién media acentuada

666 ps/cm < conductividad < 1000 ps/cm | mineralizacion importante

conductividad > 1000 ps/cm | mineralizacion elevada

FUENTE: Analisis del agua. (Rodier 2009)

° (Rodier 2009).
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6.2.7. TEMPERATURA:

Es uno de los factores ambientales mas importantes, esta tiene una gran influencia en la
biodegradacion por su efecto sobre la naturaleza fisica y quimica del petréleo y sus
derivados* A bajas temperaturas la viscosidad de los hidrocarburos aumenta, la
volatilizacién de alcanos de cadena corta se reduce y disminuye la solubilidad del O2 en
agua, afectando asi la biodegradacion. Las tasas de degradacion generalmente aumentan

cuando la temperatura incrementa'?.

La temperatura también afecta la actividad metabolica de los microorganismos y la tasa de
biodegradacion. Generalmente, las especies bacterianas crecen a intervalos de temperatura
bastante reducidos, entre 18 y 30°C (condiciones mesofilas), Cuando supera los 40°C
se produce una disminucion de la actividad microbiana, una rotacion poblacional hacia
especies mas resistentes a las altas temperaturas o puede decrecer la Biorremediacion debido
a la desnaturalizacion de enzimas y proteinas de las bacterias. Cuando la temperatura esta a
0°C se detiene substancialmente la biodegradacion®®, también se ha dado la biodegradacion
de hidrocarburos a temperaturas extremas: a 10°C en suelos subarticos y subalpinos, a 5°C
en suelos articos, a 60°C por una cepa terméfila de Bacillus stearothermophilus aislada de un
i14

suelo contaminado con crudo de petroleo del desierto kuwaiti™. Los cambios climaticos y de

" (Pardo, J., et al., 2004).
2 (Rios, R., 2005).
*(Gomez, S., et al., 2008)

“(Torres, K. y Zuluaga, T., 2009)
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estaciones, seleccionan de manera natural a las poblaciones de los microorganismos

degradadores de hidrocarburos, los cuales se adaptan a las temperaturas ambientales.

6.2.8. POTENCIAL DE HIDROGENIONES: El termino pH es una forma de expresar la
concentracion del ion hidrogeno o, mas exactamente, la actividad del ion hidrogeno (H"). En
general se usa para expresar la intensidad de la condicion acida o alcalina de una solucion, sin

que esto quiera decir que mida la acidez total o la alcalinidad total. (Romero 2009).

La disociacion idnica del agua puede representarse por el equilibrio:

H,0= H*+ OH"

Su constante de disociacion sera:

_ [H*][oH"]
‘" [H,0]

En agua pura la magnitud de su ionizacion es muy pequefia. Para el equilibrio solo estan

presentes 107 moles/L de H* y de OH’, lo cual permite suponer que la actividad o

concentracion del agua es esencialmente constante; asi la ecuacion anterior se convierte en:

K,= [H*][OH ]=10"7"x 1077 =10"1

La constante K,, es conocida como la constante de ionizacion del agua y su valor debe
satisfacerse en cualquier solucion acuosa. Por tanto cuando se afiade un &cido al agua, este se
ioniza en ella, aumentando la concentracion de iones H™ consecuentemente, debe disminuir la
concentracion de iones OH" para que K,, se mantenga constante. Es importante recordar que en
ningn caso la concentracion de ion H* o de ion OH™ puede reducirse a cero, no importa lo

acida o bésica que sea la solucion. (Romero 2009).
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El pH se define como el logaritmo del inverso de la concentracion del ion hidrogeno, o sea:

1
FH = lﬂgm

pH = —log[H*]
6.2.9. NITROGENO TOTAL:

Nitrogeno es unos de los elementos principales para la vida. Es esencial para la vida de las
plantas porgue estimula el crecimiento por encima del suelo y contribuye al brillante color
verde caracteristico de las plantas saludables. Aunque el nitrdgeno molecular (N2) compone el
78% de la atmosfera, esta forma de nitrégeno no puede usarse por los animales ni por la

mayoria de las plantas en la fabricacion de aminoacidos y proteinas esenciales.
6.2.10. GRASAS Y ACEITES

Se entiende por grasas Yy aceites el conjunto de sustancias pobremente solubles que se separan
de la porcion acuosa y flotan formando natas, peliculas y capas iridiscentes sobre el agua, muy
ofensivas estéticamente. En aguas residuales los aceites, las grasas y las ceras son los
principales lipidos de importancia. EI pardmetro grasas y aceites incluye los ésteres de &cidos
grasos de cadena larga, compuestos con cadenas largas de hidrocarburos, comdnmente con un
grupo acido carboxilico en un extremo; materiales solubles en solventes organicos, pero muy
insolubles en agua debido a la estructura larga hidrofobica del hidrocarburo. Estos compuestos
sirven como alimentos para las bacterias, puesto que pueden ser hidrolizados en los acidos

grasos y alcoholes correspondientes™. (Romero, 2009).

> (Romero 2009).
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6.2.11. FENOLES TOTALES:Los fenoles, por su nombre y por su féormula, son alcoholes
aromaticos con un grupo hidroxilo (-OH) unido directamente a un 4&tomo de carbono de un
anillo bencénico, o sea son derivados del benceno con un grupo hidroxilo; son germicidas. El
fenol se considera el alcohol aromatico més sencillo, que tiene por formula molecular
CeHsOH; se conoce como acido carbolico o hidroxibenceno, se ioniza en agua como acido y
exhibe las caracteristicas de un &cido. Es un residuo comun en la industria del petrdleo, del
carbon y otras aguas residuales; también se lo ha encontrado en algunas aguas crudas y en
lixiviados de rellenos sanitarios. Los fenoles pueden producir con el cloro problemas de sabor
de aguas potables y en concentraciones altas pueden ser perjudiciales para la salud humana; su
presencia es mas comun en alimentos que en aguas. El pentaclorofenol se emplea mucho para
preservar maderas y se encuentra en aguas naturales, aguas residuales y escorrentia superficial.

(Romero 2009).

6.2.12. HIDROCARBURQOS TOTALES: El termino HTP corresponde a una medida de los
compuestos que se solubilizan en ciertos solventes y son detectados por ciertos métodos
analiticos (infrarrojo, gravimétrico, cromatografia gaseosa). Muchos compuestos, diferentes a
los hidrocarburos del petréleo (cera de las plantas, materia himica del suelo, grasa animal,
etc.) pueden ser medidos como HTP. Ademas la misma muestra analizada por diferentes
métodos para HTP producird diferentes concentraciones debido a diferencias en el tipo de
solvente, método de extraccion, método de deteccion, y estandar de cuantificacién. Los
hidrocarburos del petrdleo se definen por el método analitico que es usado para su
determinacion. La definicion de HTP depende del método analitico usado para su

determinacion, ya que la medida de HTP es la concentracion total de los hidrocarburos
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extraidos y medidos por un método particular (McMILLEN, S.J., KERR, J.M., NAKLES,

D.V., 2001).

6.2.13. HUMEDAD

La humedad es un factor importante porque actGa como medio de transporte de nutrientes y
oxigeno a la célula ya que forma parte de su protoplasma bacteriano, este proceso es
necesario para su crecimiento y desarrollo. Es conveniente mantener una humedad
del orden del 20 - 75 % de la capacidad de campo, la cual se define como la masa de agua
que admite el suelo hasta la saturacion (Gomez, S., et al., 2008). Un exceso de humedad
inhibira el crecimiento bacteriano al reducir la concentracion de oxigeno en el suelo y una
poco o nula humedad priva el intercambio de gases y da como resultado zonas
anaerdbicas. Por lo anterior, la humedad del suelo puede limitar de forma severa la

biodegradacion (Torres, K. y Zuluaga, T., 2009).
6.2.14. NUTRIENTES

Los nutrientes son uno de los factores mas relevantes por ser sustancias quimicas necesarias
para la actividad microbiana y metabdlica de los microorganismos, por lo que estos
constituyentes se deben encontrar disponibles para su asimilacion y sintesis, la disponibilidad

de estos aumentan la eficiencia y el buen desarrollo de la Biorremediacion. *°

6.2.15. MICROORGANISMOS

16
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La biodegradacion de hidrocarburos en diferentes ecosistemas (suelo y agua) requiere de
la presencia de microorganismos (bacterias, hongos, algas) que, através de la actividad
bioquimica, oxiden los hidrocarburos. Algunas especies de microorganismos pueden
metabolizar un numero limitado de hidrocarburos, de manera que la presencia de
poblaciones mixtas con diferentes capacidades metabdlicas, es necesaria para degradar

mezclas complejas de hidrocarburos como el crudo.

La degradacién de hidrocarburos se lleva acabo principalmente por bacterias, seguidas por

los hongos, levaduras y algas, entre otros (Rios, R., 2005).

Los reportes del porcentaje de bacterias y hongos presentes en suelos, varian de forma
importante de entre 0.13% y 50% para bacterias, y de 6% a 82% para hongos, con respecto a
la comunidad heterétrofa total del suelo. La proporcion de hongos y bacterias dependera de

las condiciones del sitio. EI nimero de microorganismos heterétrofos totales en suelo,
considerado como tipica se encuentra en una cuenta total de 107 a 109 UFC/g de suelo; para
degradadoras potenciales en suelos no contaminados entre 109 y 106 UFC/g; y entre 106 y

108 UFC/g en suelos contaminados (Rios, R., 2005).

En ecosistemas en donde las poblaciones microbiolégicas degradadoras no son
significativas, se han utilizado la bioaumentacién con el proposito de incrementar la tasa de
biodegradacién de los contaminantes. Se prefiere la bioaumentacién empleando
microorganismos nativos, ya que otros microorganismos pueden presentan problemas de
adaptacion. Recientemente se ha considerado el uso de microorganismos genéticamente

manipulados para la Biorremediacion de sitios contaminados (Rios, R., 2005).
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6.2.16. METABOLISMO: Es el conjunto de reacciones bioquimicas y procesos fisico-
qguimicos que ocurren en unacélulay en el organismo. Estos complejos procesos
interrelacionados son la base de la vida a escala molecular, y permiten las diversas actividades
de las células: crecer, reproducirse, mantener sus estructuras, responder a estimulos, etc. La
metabolizacion es el proceso por el cual el organismo consigue que sustancias activas se

transformen en no activas.

6.2.17. SUELO: EI suelo incluye los horizontes cercanos a la superficie que difieren del
material del lecho de roca como resultado de la interaccion, a través del tiempo, del clima, de
los organismos vivos, del material parental y del relieve. En algunos lugares, se puede encontrar
delgados horizontes cementados impenetrables para las raices, animales, o también carecen de
marcas o huellas de cualquier actividad biologica. En consecuencia, el limite inferior del suelo,
normalmente corresponde al limite inferior de la actividad biologica, la cual generalmente

coincide con la profundidad comun de las raices de plantas perennes. ( Soil Survey Staff 1975)

6.2.18. ACUIFERO: es un depdsito subterrdneo de agua, pero no es como un crater vacio como
las reservas en la superficie pueden ser. El agua de lluvia es absorbida por el suelo y llena los
espacios entre piedras, la arena, y la grava. ContinGa a hundirse mas profundamente con la
gravedad hasta que es parado por una capa del suelo que no permitira el pasaje del agua. Ellos

Ilaman esta capa una capa impermeable. (Gomez, S., et al., 2008).

6.2.19. ESTUDIOS DESCRIPTIVOS: Muy frecuentemente el propdésito del investigador es
describir situaciones y eventos. Esto es, decir como es y se manifiesta denominando fenémeno.
Los estudios descriptivos buscan especificar las propiedades importantes de personas, grupos,

comunidades o cualquier otro fendmeno que sea sometido a andlisis (Dankhe, 1986), Miden y
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evallan diversos aspectos, dimensiones o componentes del fendmeno o fendmenos a investigar.
Desde el punto de vista cientifico, describir es medir. Esto es, en un estudio descriptivo se
selecciona una serie de cuestiones y se mide cada una de ellas independientemente, para asi y

valga la redundancia describir lo que se investiga.

6.2.20. ESTUDIOS CORRELACIONALES: Los estudios correlacionales pretenden responder a
preguntas de investigacion; ademas de tiene como propdsito medir el grado de relacion que
existe entre dos 0 mas conceptos o variables. La utilidad y el proposito principal de los estudios
correlacionales son saber cdmo se pueden comportar un concepto o variable conociendo el

comportamiento de una u otras variables relacionadas.

6.2.21. VARIABLE DEPENDIENTE: La variable dependiente no se manipula, sino que se

mide para ver el efecto que la manipulacién de la variable independiente tiene en ella.

6.2.22. VARIABLE INDEPENDIENTE: Es la variable que se varia o manipula por el

investigador. Esta es la respuesta de la causa.
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6.3. MARCO LEGAL

Tabla 3. Marco Legal

Por el cual se reglamenta el almacenamiento, manejo, transporte,
DECRET0 28390 [|distribucion de combustibles liquidos derivados del petrdleo y el transporte MIN MINAS Y ENERGIA
nor carro tanques de petroleo crudo

Por el cual se reglamenta la Ley 26 de 1989 y se modifica parcialmente el

DECRETOSSARL 1o vt 283 e 1990

MIN MINAS Y ENERGIA

Ley 253 e 19% Convenio de Bagllea sobre el c_on.trol Fj,e lllos movimientos transfronterizos de CONVENIO INTERNACIONAL
los desechos peligrosos y su eliminacion

por medio de la cual se dictan normas sobre estaciones de servicio e
RESOLUCION 1170/97  |instalaciones afines y se deroga la Resolucion 245 del 15 abril de 1997 DAMA

Por el cual se reglamenta el almacenamiento, manejo, transporte y
Decreto 1521 de 1998 |distribucion de combustibles liquidos derivados del petroleo, para estaciones MIN MINAS Y ENERGIA
de servicio.

Plan Nacional de Contingencia contra derrames de Hidrocarburos,

DECRETO 321 DE 1999 ) o MAVDT
Derivados y Sustancias Nocivas
GUIA AMBIENTAL DE .
ESTACIONES DE E(;rc reelt(c)uglfl3 ;edree%agrgenta la Ley 26 de 1989 y se modifica parcialmente el MAVDT
SERVICIOS 2008

El presente decreto establece las disposiciones relacionadas con los usos del
Decreto 3930 de 2020 {recurso hidrico, el Ordenamiento del Recurso Hidrico y los vertimientos al MAVDT
recurso hidrico, al suelo y  los alcantarillados.

FUENTE: Autoras
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6.4. MARCO GEOGRAFICO

La Estacion de Servicio Texaco Puerto Gaitan en donde se extrajo la muestra para realizar el
proceso de Biorremediacion, se encuentra ubicada en el Municipio de Puerto Gaitan en el
Departamento del Meta a 307 km desde la ciudad de Bogota aproximadamente a 5 horas y
media, la estacion esta ubicada sobre la via principal a unos cuantos kilometros del obelisco a la
entrada del municipio.

Grafica 1. Mapa de Ubicacién
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Fotografia 1. Vista panoramica estacion de Servicio Texaco Puerto Gaitan

Fuente: Autoras
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7. TIPO DE INVESTIGACION - PROCEDIMIENTO.

El tipo de Investigacion utilizado en el desarrollo de este proyecto fue la combinacion del
estudio descriptivo y de correlacion. EI primero debido a que tiene como proposito describir
situaciones y eventos, que para este caso se describira el procedimiento utilizado (desde la toma
de muestra) para conocer el comportamiento de la bacteria Pseudomona Aeruginosa en la
muestras del lodo contaminado con Hidrocarburos tomada en la Estacion de Servicio Texaco
Puerto Gaitan. Adicional a esta metodologia se recurrira al estudio correlacional que pretende
responder a preguntas de investigacion; ademas tiene como proposito medir el grado de relacion
que existe entre dos 0 mas conceptos o variables que para este proyecto de investigacion se
entendera como la variable independiente la cepa bacteriana Pseudomona Aeruginosa y como
variable dependiente las concentraciones de Hidrocarburos totales.. La utilidad y el propdsito
principal de los estudios correlacionales son saber cdmo se pueden comportar un concepto o
variable conociendo el comportamiento de una u otras variables relacionadas (Pseudomona

Aeruginosa).

Las etapas que se desarrollaron en la realizacion del presente proyecto de investigacion se

presentan a continuacion en la tabla 4:
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Tabla 4. Etapas en el desarrollo del proyecto de investigacion.

Fechas Etapa
16 de abril del 2013-30 de abril de 2013 Revision bibliogréfica
01 de mayo al 30 de mayo de 2013 Trabajo de campo
15 de junio-30 de julio de 2013 Analisis y resultados
06 de Agosto al 28 de agosto 2013 Elaboracion del documento final

FUENTE: Autoras

En primera medida frente a la fase de campo fue realizar la inspeccion preliminar que permitié
conocer el sistema de tratamiento empleado en la estacion de servicio Texaco Puerto Gaitan
Meta poder identificar el lugar del muestreo y empezar a tramitar los permisos de trabajo

correspondientes para dicha actividad en el lugar.

Una vez identificado el punto del muestreo, se coordina con el administrador de la estacién la

fecha de la toma de la muestra la cual se realizaria de manera puntual.

A continuacion se muestra el correspondiente registro fotografico que permite evidenciar el

punto de la toma de muestras.
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Fotografia 2. Visita Preliminar y seleccion del punto de muestreo

FUENTE: Mayo 17 de 2013 (Autoras).
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Posterior a esto se programa el monitoreo para el dia miércoles 29 de mayo, la muestra se toma
de manera puntual en el sistema de tratamiento preliminar en los tanques sedimentadores antes
de pasar a las trampas de grasas, a las 13:30 , segun los lineamientos para la toma de lodos y
suelos, segun el registro técnico MPC-5.7-21 “muestreo de agua version 7 del 18 de julio de
2011” y MPC-5.7-33 “Muestreo de Suelos” version 6 del 28 de enero de 2013, elaborado por el

laboratorio de andlisis ambiental y geoquimica Antek S.A.

Grafica 2. Coordenadas punto de muestreo

©.3/1.6/1.1 1'?:: 00

Fuente: 29 de Mayo 2013, Autoras
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Fotografia 3.Toma de muestra Estacion de Servicio Texaco Puerto Gaitan

FUENTE: 29 de Mayo de 2013

Una vez tomada la muestra se procede a diligenciar los respectivos registros técnicos y embalaje
de las muestras para ser enviadas al Laboratorio Antek S.A, ubicado en la ciudad de Bogota,

para su posterior analisis.
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Fotografia 4. Embalaje de las muestras y diligenciamientos del registro técnico.

FUENTE: 29 de Mayo de 2013 Autoras

Las muestras llegan al laboratorio Antek S.A el dia 30 de Mayo, son ingresadas para analizar
los siguientes Parametros Fisico- quimicos y microbioldgicos:

e Temperatura

e pH

e Conductividad

e Nitrdgeno Total

e Grasas y Aceites

e Fenoles Totales

e Hidrocarburos Totales

e Coliformes Totales

e Coliformes Fecales

e Meso Filos
Una porcién de muestra se lleva al departamento de microbiologia del laboratorio Antek S.A,

para proceder hacer el cultivo de la Cepa Bacteriana Pseudomona Aeruginosa
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7. MATERIALESY METODOS

Dentro del proceso de investigacion y analisis de la Bioestimulacion para la degradacion de
hidrocarburos totales presentes en los sedimentos de la estacion de servicio Texaco Puerto

Gaitan, se realizaron las siguientes actividades:

Factores
Para esta investigacion se considerdé un factor o variable importante a ser controlado

durante la Investigacion:

1. Biorremediacion

Niveles

Para la Bioestimulacion:

1. Se adicion6 Agar nutritivo

2. Se adicioné H20 y se volteaba manualmente (Oxigeno) como control

biotico.

Variables de Respuesta

Para la investigacion se tuvo en cuenta una variable de respuesta:

1. Hidrocarburos totales.

Variables de Control

Para la investigacion se tuvo en cuenta tres (3) variables de control:
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1. Presencia de Microorganismos.
2. Caracteristicas quimicas (contenido de nutrientes).

3. Caracteristicas Fisicas (Temperatura, pH, Humedad).

PROCEDIMIENTO

Para este proyecto se realizo el cultivo de la cepa bacteriana a través del método manual con la
aza y utilizando los protocolos de esterilizacion se inocuo de la siguiente manera:

Dentro de la caja de Petri se adiciono 5 gramos del suelo contaminado con hidrocarburos,
obtenido anteriormente de la estacion de servicio Texaco Puerto Gaitan ubicado en el municipio
del meta y se disolvieron en 250ml de agar nutritivo y posteriormente se adiciona 7 gramos de

la Cepa Bacteriana (Pseudomona Aeruginosa)

Fotografia 5. Preparacion de la Cepa Bacteriana Pseudomona Aeruginosa

FUENTE: Autoras
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8. ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

Los primeros resultados obtenidos fueron entregados el dia 15 de junio, los parametros fisicos
quimicos y bacteriol6gicos que se analizaron a la muestra de lodos de la estacion de servicio

Texaco Puerto Gaitan, los resultados obtenidos fueron los siguientes:

Tabla 5. Tabla de resultados fisicos quimicos y microbioldgicos

Temperatura °C 21

Conductividad ps/cm 0,45

Grasas y Aceites Ppm 9470 ppm( 0.95 %

Hidrocarburos Totales Ppm 9210 ppm/ 0.92

Coliformes Totales NMP/g 4000

Fuente: Laboratorio Antek S.A
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El dia 15 de junio se realizo la cepa bacteriana con la bacteria Pseudomona Aeruginosa, a partir,

de esa fecha se comienza a realizar mediciones cada 7 dias, a continuacién se describe de forma

ordenada los resultados obtenidos en un periodo de 28 dias, para poder realizar seguimiento al

proceso de Biorremediacion y la evaluacion obtenida.

Tabla 6. Resultado finales obtenidos durante los 28 dias

dia0 dia7 dia 14 dia 21 dia 28
PARAMETRO |UNIDADES| 15de 21 de 28 de 12 de
junio junio junio 5 de julio julio
Temperatura °C 21 20 19 20 19
pH unidades 7,07 7,55 7,53 7,22 7,39
Conductividad ps/cm 0,45 0,47 0,56 0,57 0,55
Nitrégeno Total mg/Kg 81,1 66,5 52,5 29,4 35,6
Grasas y Aceites Ppm 9470 7670 6596 4287 5530
Fenoles Totales mg/Kg 12,6 10,4 8,3 4,7 5,7
Hidrocarburos
Totales Ppm 9210 7740 6680 4370 5680
Coliformes Totales NMP/g 50000 27500 19700 28000 32000
Coliformes fecales NMP/g 4000 1500 800 1650 1100
Humedad % 24,1 23,7 24,7 25 23,1

Fuente: Autoras

De acuerdo con estos parametros podemos concluir que durante el cultivo se presentaron

buenas caracteristicas, la temperatura se encuentra dentro del rango 6ptimo 18 y 30°C,

que permite la actividad enzimatica y intercambio celular (Gomez, S., et al.,2008), el pH se

encontrd entre 7,07 y 7,55 unidades, este intervalo es adecuado para el crecimiento de

bacterias, rango optimo entre 6,0 y 8,0 unidades (Rios, R., 2005), la humedad se encuentra

entre el orden del 20% - 75% de la capacidad de campo, que es importante porque actla

como medio de transporte de nutrientes y oxigeno a la célula (Gomez, S., et al., 2008).
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TEMPERATURA

El metabolismo de los microorganismos, la actividad enzimatica y celular

dependen de la temperatura, asi mismo esta influye en los cambios estructurales y quimicos

del petroleo.

A bajas temperaturas, la viscosidad de los compuestos de hidrocarburo
incrementan y sus componentes toxicos de bajo peso se reducen, retrasando el proceso de
biodegradacion, el rango optimo es de 18 a 30°C. (Gomez, S., et al,. 2008; Atlas, R., 1996.,

Levin, M., y Gealt, M., 1997).

Rango optimo 18 y 30°C
21,5

21

20,5

]
Q

19,5

Temperatura®°C

[y
o

18,5

15 de junio

18

dia0 dia7 dial4 dia21 dia28

21de junio 28de junio 5de julio 12 de julio

llustraciéon 1. Comportamiento Temperatura

Como se puede observar en la grafica en los primero 14 dias del cultivo se presento una
disminucion de temperatura de 2°C, este comportamiento se atribuye a la actividad

microbiana, el promedio de la temperatura obtenida durante los 28 dias fue de 19,8°C.

50



HUMEDAD

Los microorganismos toman los nutrientes necesarios para su crecimiento de la fase liquida,
el agua es un medio de transporte a traves del cual los componentes organicos y nutrientes
son movilizados hasta el interior de las células a menor humedad en el suelo se pueden
generar zonas secas con baja actividad microbiana, a mayor humedad se puede inhibir el
intercambio de gases y da como resultado zonas anaerobias Los microorganismos toman los

nutrientes necesarios para su crecimiento (Si-Zhong, Y., et al, 2009, Ruberto, L., et al,

2003).

25,5

25

24,5

24

23,5

23

Porcentaje de Humedad %

22,5

22

15 de junio 21de junio 28de junio 5de julio 12 de julio

dia0 dia7 dial4 dia21 dia28

llustracién 2. Comportamiento de Humedad

Como se puede observar durante la investigacion se presentaron fluctuaciones de este
parametro, por la condiciones de temperatura y el sitio en el que se encontraba se trato de
mantener la humedad para la toma de nutrientes en el crecimiento microbiano, el porcentaje

de humedad durante los 28 dias fue de 24,12%.
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pH

Este parametro es importante para la actividad enzimética y para el desarrollo de los
microorganismos degradadores de hidrocarburos, el rango 6ptimo esta entre 6 -8 unidades,
para los procesos de Biorremediacion, Valores de pH inferiores a 6 unidades (acidos)
inhiben el crecimiento de la gran mayoria de los grupos microbianos, lo mismo pasa con
valores mayores de 8 unidades (alcalinos) (Ritter, W., y Scarborought, 1995., Mehrasbi, M.,

et al., 2003., Vallejo, V., et al., 2005).

7,6

7,5

7,4

7,3

7,2

7,1

Unidades de pH

6,9

6,8

15de junio | 21dejunio | 28de junio 5de julio 12 de julio

dia0 dia7 dial4 dia21 dia28

llustracion 3. Comportamiento pH

Se observa que durante las dos primeras semanas tiene un aumento considerable, luego hace
una disminucién y vuelve a aumentar, el promedio de pH obtenido durante los 28 dias fue de
7,35 unidades, un pH casi neutro, y que se encuentra entre el rango optimo de

biorrememediacion (6 y 8 unidades de PH).
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COLIFORMES

Las bacterias tienen un crecimiento muy rapido y una mayor capacidad de adaptacion a los
medios contaminado, lo que incrementa la probabilidad de éxito en la biodegradacion del

hidrocarburo (Velasco, N., 2004).

Con respecto al resultado final del cultivo, inician con una poblacién de bacterias de
50000 U.F.C/g, llegando a la semana veintiocho a 32000U.F.C/g, para coliformes
totales y para coliformes fecales paso de 4000 U.F.C/g, a 1100U.F.C/g, esto indica que los
suelos contaba con una buena poblacion bacteria para llevar a cabo el proceso de
degradacion, también se puede observar que los primeros 14 dias los coliformes tienen un
proceso de encapsulamiento y debido a las condiciones presentadas en el medio nuevamente
realizan su esporulacion y reproduccion, como se puede observar los coliformes fecales
disminuyeron considerablemente esto es debido al efecto biosida de la bacteria Pseudomona

aeruginosa sobre estos patdgenos que ayudo a su disminucion.

60000
50000
40000
(15}
o
s 30000 e Coliformes Totales
= NMP/g
20000
el Coliformes fecales
10000 NMP/g
0
diald | dia21l

lustracion 4. Comportamiento de Coliformes Totales y Fecales
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GRASAS Y ACEITES E HIDROCARBUROS TOTALES

La biodegradacién de hidrocarburos y de otros compuestos organicos es realizada con eficiencia
variable dependiendo de la estructura del hidrocarburo, la Pseudomonas aeruginosa tiene la
capacidad de sintetizar ramnolipidos cuando se encuentra en la fase estacionaria de su
crecimiento, por tal razon esto solo se puede realizar en la primera fase del proceso de
Biorremediacion y contribuyendo asi con la movilizacion y solubilizacion de los contaminantes

durante la fase siguiente de mineralizacion.

La versatilidad metabdlica del grupo de las Pseudomonas se debe a la presencia de un gran
namero de plasmidos que contienen operones inducibles para la sintesis de enzimas especificas
que permitan catabolizar los compuestos presentes en el medio. Lo confiere una importancia
grande a las bacterias del género Pseudomonas como digestores aerobios de materiales animales

y vegetales, lo que contribuye al reciclaje biol6gico de materia orgéanica (Todar, K., 2000).

Con respecto al comportamiento presentado en los parametros de Grasas Yy Aceites e
Hidrocarburos totales, donde se determina la Pseudomonas aeruginosa se adecuada para la
digestion de compuesto organicos presentando un nivel de Biorremediacién de hidrocarburos

totales del 64% y para Grasas y aceites de 42% en un periodo de 28 dias, se determina un

' Demaneche S, Kay E, Gourbiere F, Simonet P. Natural transformation of Pseudomonas fluorescens and
Agrobacterium tumefaciens in soil. Applied and Environmental Microbiology. 2001; 67 (6): 2617-2621.
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aumento en la 4 medicion (dia 28) asociado a la disminucion de temperatura y humedad en el

cultivo, condiciones normales presentadas en el medio de cultivo

10000
9000 4‘\
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5000 \% 4—Grasas y Aceites ppm
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PPM

3000 == Hidrocarburos Totales
2000 ppm
1000

0

15de | 21de | 28de | 5de | 12de
junio | junio | junio | julio | julio

dia0 | dia7 |diald|dia2l|dia28

lustracién 5. Comportamiento de las Grasas y Aceites e Hidrocarburos

NITROGENO TOTAL Y FENOLES

También es importante mencionar que el petréleo crudo aporta carbono que sirve como
nutriente organico y energia a los microorganismos degradadores, pero es deficiente en
nutrientes como: nitrogeno, fosforo y hierro los cuales son necesarios para el soporte del
crecimiento microbiano. En la degradacion del petr6leo los microorganismos deben obtener sus
nutrientes minerales esenciales del ambiente Muchos ecosistemas estan limitados en nutrientes
y minerales, y no soportan una biodegradacion rapida y extensa de hidrocarburo (Atlas y Bartha

1972).
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Durante el periodo de cultivo se puede identificar que se presentd un consumo constante de
nitrdgeno total necesario para el crecimiento microbiano, con esto se puede identificar un
proceso de nitrificacion que tuvo el cultivo debido a que este estaba expuesto a condiciones
anaerobias, un proceso muy bueno para el buen metabolismo de la bacteria Pseudomona

Aeruginosa.

Con respecto a los fenoles indicadores de toxicidad en el suelo el cual estuvo presente en todo

el proceso, presentado concentraciones bajas las cuales disminuyeron paulatinamente.
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llustracion 6, Comportamiento del Nitrogeno Total y Fenoles
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9. RESULTADOS ALCANZADOS

Con la investigacion realizada se puedo verificar que se cumplié con el objetivo general del
proyecto el cual era evaluar la efectividad de la Biorremediacién en la degradacion de
hidrocarburos totales presentes en los sedimentos generados en la Estacion de Servicio
TEXACO Puerto Gaitan, esto teniendo en cuenta que los hidrocarburos iniciales estaban en el
orden de 9210 ppm y finalizaron con 5680 ppm. Lo que significa que hubo una disminucién del
60.58% de degradacion de este pardmetro en el termino de 28 dias o la disminucion de 3530

ppm de hidrocarburos.

También se pudo cumplir con los objetivos especificos, debido a que se logro comparar el
efecto de la bacteria Pseudomona Aeruginosa en el proceso de biodegradacién de hidrocarburos
totales en los sedimentos generados por la estacion de servicio Texaco Puerto Gaitan y
establecer las tasas de degradacion de hidrocarburos totales a través de la Biorremediacién con
esta Bacteria, de acuerdo a los resultados obtenidos se puedo verificar la alta eficiencia que
tuvo la bacteria Pseudomona Aeruginosa en la degradacién de este hidrocarburo, lo que nos
indica que debido a su metabolismo y accion enzimatica es una bacteria que hace parte de los
microorganismos hidrocarburo clasticos o petroleoliticos capaces de degradar petrdleo
fisioldgica y metabdlicamente, en este caso la fuente de carbono consumida por la bacteria
Pseudomona Aeruginosa en el substrato insoluble como un hidrocarburo, facilito su difusién
hacia la célula produciendo substancias como carbohidratos, &cidos grasos, enzimas Yy
biosurfactantes para posteriormente ingerirlo o romperlo en compuestos simples de carbono y

oxigeno.
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De esta forma podemos disminuir el impacto ambiental Negativo causado por los hidrocarburos
totales y fenoles presentes en los lodos contaminados de la estacion de servicio Texaco Puerto

Gaitan.
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10. CONCLUSIONES

Se pudo observar una disminucion de hidrocarburos de 60.58% o un valor
promedio en las Gltimas mediciones de 5025 ppm, es decir, que paso de 9210 ppm
iniciales a 5025 ppm en el termino de 28 dias, esto debido al efecto de produccion
de sustancias biosurfactantes que tiene la bacteria Pseudomona Aeruginosa, y
debido a su metabolismo ayudo o brindo una gran eficiencia en la disminucion de

los hidrocarburos.

Se demostrd que la bacteria Pseudomona Aeruginosa es eficiente en procesos de
Biorremediacion de suelos contaminados con Hidrocarburos debido a que presenta
una gran diversidad metabdlica, capaz de transformar, biodegradar y utilizar como

unica fuente de carbén compuestos hidrofobos.

También se pudo observar que la bacteria Pseudomona Aeruginosa por ser
productora de biosurfactantes, ayudan a los procesos de remocién de aceites y

productos relacionados.

Se obtuvo una alternativa de Biorremediacion que permite a las estaciones de
servicio realizar esta practica in situ y de esta forma poder disminuir los altos
indices de contaminacion y reducir costos con en la disposicion final de estos
lodos, ademas, que esta practica de Biorremediacion es amigable con el medio

ambiente.

59



11. RECOMENDACIONES

Para la implementacion de esta practica en la estacion de servicio Texaco Puerto
Gaitén, en indispensable asignar un lugar especifico para poder realizar el proceso de
Biorremediacion In situ, esto teniendo en cuenta las caracteristicas especificas que se

adecuen con el funcionamiento de la técnica.

Para ello es importante capacitar a un operario quien sea la persona encargada de
realizar la disposicion de los sedimentos contaminados, y con la supervision de un Ing.
Ambiental, realizar la cantidad necesaria de nutrientes y cepa bacteriana como es el
caso de la Bacteria Pseudomona Aeruginosa, para el buen desarrollo y eficiencia del

tratamiento.

Es importante antes de realizar una implementacion de este proceso realizar una
investigacion con mayor tiempo de incubacion de la cepa bacteriana, que tenga en
cuenta la cantidad o peso total que tienen los sedimentos contaminados generados por
la estacion de servicio Texaco Puerto Gaitan o el area a tratar, para realizar un estudio
mas detallado del comportamiento de los microorganismos presente en los sedimentos
contaminados con hidrocarburos y de esta forma verificar si estos microorganismos
pueden tener consecuencias secundarias que puedan interrumpir con el buen
desarrollo y eficiencia del tratamiento, las cuales hay que tener en cuenta durante el

proceso de Biorremediacion.
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ANEXOS



ANEXOS I: REPORTES DE RESULTADOS DE PARAMETROS

MICROBIOLOGICOS Y FISICOQUIMICOS.



ANEXOS II: MANUAL DE PROCEDIMIENTO MUESTREO DE

AGUA'Y SUELOS



ANEXOS I11: FICHA TECNICA PSEUDOMONA AERUGINOSA.



ANEXOS I11: FICHA TECNICA AGAR NUTRITIVO.



