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Resumen

La contaminacién por petréleo afecta una gran diversidad de ecosistemas, como bosques,
mang]lares, suelos agricolas y cuerpos de agua. En respuesta a esta problematica se ha estudiado
diversos microorganismos capaces de remediar estos ecosistemas. En la presente investigacion se
determiné la degradacion de petrdleo por Bacillus thuringiensis, en tres concentraciones de petréleo
1.5, 3y 4.5% con un medio minimo de sales. La degradacién de petréleo se midié mediante DBO, y
biomasa celular. EIl DBO, disminuy®, con un promedio inicial de 66,85 mg de O,/L (Dia 0, inicio de
tratamiento) hasta 5,86 mg de O,/ L (Dia 15, final del tratamiento). La biomasa celular se increment6
exponencialmente con un promedio de 24x10° UFC/mL. Mediante el analisis de varianza no se
encontré una diferencia estadistica significa entre los tratamientos, pero, existe una relacién
correlativa entre la concentracion de petréleo y biomasa celular, por tanto, Bacillus thuringiensis
puede ser una alternativa para la recuperacion de suelos agricolas contaminados con petrdleo; sin
embargo, se deberia investigar su sinergia con otros microrganismos, su maxima tolerancia al crudo
de petréleo y metodologias adecuadas para su aplicacion.

Palabras clave: Bioaumentacion, bioestimulacion, biorreactor, biorremediacion

Abstract

The contamination great diversity of ecosystems, such as forests, mangroves, agricultural soils
and water. Various studies have been done about different microorganisms to remediate petroleum-
contaminated soils. In this research, there has been determined the biodegradation of petroleum by
Bacillus thuringiensis, in three concentrations of 1.5, 3 and 4.5%. The biodegradation was measured
using DBO; and cell biomass. The DBO, decreased, with an initial average of 66.85 mg O,/L (Day
0, start of treatment) until of 5.86 mg O,/L (Day 15, start of treatment). Cellular biomass increased
exponentially with an average of 24x10° CFU/mL. Through the analysis of variance, no significant
statistical difference was found between the treatments, but there is a correlative relationship
between the concentration of petroleum and cell biomass, therefore, Bacillus thuringiensis may be
an alternative for the recovery of agricultural soils contaminated with petroleum, however, its
synergy with other microorganisms, its maximum tolerance to crude petroleum and appropriate
methodologies for its application should be investigated.
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Introduccion aceite y limpieza de conductos de crudo;

sumado a la falta de una intervencion
adecuada vy

En Perd, el petrdleo es la principal

fuente de energia y se produce mas de 76 normativa

oportuna,

mil barriles por dia con una demanda 160
mil barriles diarios; y se ha evidenciado
mas de 150 derrames de este hidrocarburo
en el ambiente durante los tltimos 15 afios
(Mendoza & Guerrero, 2017). Méas del 50%
de estos derrames fueron por actividades
en refinerias de petréleo, por acciones como
limpieza de tanques, separadores de agua-
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varios ecosistemas son afectados por la
contaminacién de petréleo y se genera una
problemética ambiental y socioeconémica
(Cardenas et al., 2017).

Uno de los ecosistemas afectados por los
derrames de petroéleo, es el agricola, debido
al impacto negativo en el crecimiento y
germinacion de las plantas, asi como en las
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comunidades microbianas responsables de
la descomposicion de la materia organica
para la liberacion de nutrientes y fertilidad
del suelo (Xie et al., 2017). Grados & Pacheco
(2016) reportaron como
de petréleo en la rivera
Amazonas,

los derrames
del Maranon,
Pert, afect6 la actividad
agricola de la comunidad campesina de

Kukama Kukamiria.

Una alternativa para solucionar
esta problemdtica, es la aplicaciéon de
procesos de remediacion mediante el

uso de microorganismos, debido a su
alta efectividad, bajos costos y sinergia
ambiental (Liu et al., 2020).

De acuerdo con Singh et al. (2019)
Bacillus thuringiensis aumento el porcentaje
de germinacion Pisum sativum “arveja” y
presentd la capacidad de degradacion de
metales pesados y compuestos xenobidticos.
asociados a la contaminacién por petréleo.

Existen diversas metodologias para
la aplicaciéon de microorganismos para la
recuperacién de los suelos contaminados
con petréleo, algunos con mayor eficiencia
o limitaciones que otros, dentro de estas
metodologias esta la bioaumentacion
y Dbioestimulacion que presentan un
alto indice de efectividad (dos Santos &

Maranho, 2018).

Por tanto, se conoce que existen areas
agricolas contaminadas por petréleo,
y es necesario la identificacion de
microorganismos con la capacidad de
degradar este contaminante. Por tal motivo,
el principal objetivo de esta investigacién
fue demostrar la biodegradaciéon de
petréleo por B. thuringiensis, también,
proponer estrategias para el uso de este
microorganismo como una alternativa
en la recuperaciéon de suelo agricolas
contaminados con petréleo.

Materiales y métodos

Construccion de biorreactores experi-
mentales

Para determinar la biodegradacién de
petréleo por B. thuringiensis, se empled cu-
atro biorreactores cilindricos con aireacion
lateral como los descritos por Mendoza &
Guerrero (2017), con una capacidad de 2 L,
provisto de cuatro deflectores de 1,2 x 8 cm
en cada biorreactor, con motores de 9V que
fueron regulados a 1,5 V para su funciona-
miento. Los biorreactores fueron conecta-
dos a un sistema de aireacién previamente
purificado con solucién salina al 20%.

Aislamiento y seleccion de Bacillus
thuringiensis

Para el aislamiento y seleccién de Bacil-
lus thuringiensis se empled el bioinsecticida
marca “Superbacillus”, el procedimiento
empleado fue el descrito por Soares-da-Sil-
va et al. (2015) que consisti6é en una mezcla
de 1g del bioinsecticida en 10 mL de solu-
cién salina, posteriormente diluida hasta
10, y sometida a shock térmico a 80°C por
12 minutos y enfriada a bafio helado por
5 minutos. Seguido, 100 pL de la solucién
fue transferida en placas de Petri con agar
nutritivo y extendido con una espatula Dri-
galski, las placas de Petri fueron invertidas
e incubadas a 28°C por 48 horas. Las co-
lonias que presentaron caracteristicas mor-
foloégicas de Bacillus fueron inoculadas en
matraces con caldo nutritivo que contenia
penicilina G, y fueron incubados a 28°C
por 48 horas. Las colonias que crecieron
fueron observadas al microscopio mediante
tinciéon de Wirtz y azul de Coomassie para
determinar su forma bacilar, distension del
esporangio, localizacion y morfologia de la
espora correspondiente a B. thuringiensis.

28 (2): Mayo - Agosto, 2021 | 341



Patifio et al.: Biodegradacion de petroleo por Bacillus thuringiensis para la recuperacion de suelos agricolas

Elaboracion del disefio experimental

Para iniciar el disefio experimental, se
elabor6 el medio minimo de sales, que se
emple6 como parte del medio de cultivo en
los biorreactores. Tiene una composicion de
0,1% KH,PO,, 0,05% MgSO,, 0,05% NH,CI,
0,5% MnSO,, 0,01% FeSO,, 0,01% CaCl,
0,01% ZnSO,, 10 g de Acetato de Sodio, 1g
Extracto de levadura (Mishra et al., 2014).

Luego de verificar la viabilidad del cul-
tivo de B. thuringiensis, se prepar6 el indcu-
lo; del cultivo puro se tom6 una alicuota, se
sembr6 en 5 mL de caldo nutritivo a 30°C a
130 rpm por 3 horas, después se tomé un 1
mL y se transfirié en frasco de Erlenmeyer
con 200 mL de caldo nutritivo, se incubo en
agitacion constante por 20 horas y se com-
paré con el tubo N°2 del nefelémetro de
MacFarland, 6x10° UFC/mL (Ballardo et al.,
2017).

Para la elaboracion de los tratamien-
tos, se evalu6 la capacidad degradativa de
tres concentraciones de petréleo Diesel II
(1.5, 3, 4.5%), para lo cual, antes de cada
experimento todos los biorreactores fueron
sometidos a desinfeccién quimica con hipo-
clorito de sodio al 5% y luego en camara UV
durante una hora. Los cuatro tratamientos
fueron disenados de la siguiente manera,
Tratamiento 1 (T,): medio minimo de sales
con petroleo Diésel ITal 1,5% y 50 mL del in-
6culo de B. thuringiensis; Tratamiento 2 (T,):
medio minimo de sales con petréleo Diésel
IT'al 3% y 50 mL del inéculo de B. thuring-
iensis; Tratamiento 3 (T,): medio minimo de
sales con petréleo Diésel II al 4,5% y 50 mL
del inéculo de B. thuringiensis; Tratamiento
4 (T,): medio minimo de sales con petréleo
Diésel 1I al 4,5% (Mendoza & Guerrero,
2017).
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Evaluacion de la biodegradacion de
petréleo

Para el control de la biodegradacion de
petréleo por B. thuringiensis, se evalud la
demanda bioquimica de oxigeno (DBO,)
y crecimiento de biomasa celular. Para de-
terminar el DBO,, se emple6 el método de
Winkler modificado por Alsterberg, desde
el agregado del inéculo y cada 5 dias por
un periodo de 15 dias (Mendoza & Guer-
rero, 2017). Para determinar el crecimiento
de biomasa celular, se emple6 el método
de recuento en placa de superficie, desde el
agregado del inéculo y cada 3 dias por un
periodo de 15 dias.

Analisis estadistico

El analisis estadistico del disefio exper-
imental consté de cuatro tratamientos con
tres repeticiones. La desviacién estandar
fue calculada mediante Microsoft Excel,
para los promedios de la biomasa celular
y demanda de bioquimica de oxigeno se
aplicé un andlisis de varianza (ANOVA) y
un anélisis de correlacion de Pearson con
un nivel de significancia de p < 0,05 medi-
ante Minitab 19 Statistical Software.

Resultados y discusion
Disefio experimental

De acuerdo con Kureel et al. (2017), el
limitante de los procesos de biorremedacién
es la lenta degradacion del contaminante,
por tanto, el uso de biorreactores permite
diversas ventajas como el incremento de la
biomasa, viabilidad y vitalidad del micro-
organismo mejorando la biodegradacién
del contaminante. El uso de sistemas de
biorreactores incrementa el potencial de
biorremediacion y la capacidad de tolerar
mejor las concentraciones del contaminante
(Singh y Fulekar, 2010).
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El disefo experimental empleado es
similar al descrito por Mendoza & Guerrero
(2017), para determinar la biodegradacion
de petréleo en agua de mar por Pseudomas
aeruginosa, mediante cuatro tratamientos
con diferentes concentraciones de petrdleo
(1 y 2%) en un medio minimo de sales en
biorreactores de tanque aireado y agitado.

Aislamiento de Bacillus thuringiensis

El género Bacillus en condiciones de
estrés, las células producen endoesporas
ovoides entrando en un estado de latencia
por largos periodos, estos mecanismos de
defensa estdn asociado a cambios tempo-
ral en la expresion de genes, la posicion y
formas de la espora también permite una
identificacion morfolégica (Soares-da-Silva
et al., 2015).

Para el aislamiento de B. thuringiensis, el
cultivo fue sometido a estrés térmico para
formacién de esporas, se emple6 tincién de
Wirtz y azul de Coomassie para su determi-
nacién micro-morfolégica.

Prueba de DBO,

De acuerdo con Marchut-Mikolajczyk
et al. (2015), que investigaron la biodegra-
dacién de diésel por accién de Mucor circi-
nelloides, mencionan que en el caso de pro-
cesos aerobios la concentracién de oxigeno
en el medio es uno de los parametros mas
importante porque determinan la eficiencia
del proceso; la actividad respiratoria esta
estrictamente correlacionada con la activi-
dad de degradacion microbiana, pudiendo
determinarla mediante el oxigeno consumi-
do en presencia del contaminante.

El DBO, se utilizé como indicador indi-
recto para medir la degradacion de materia
organica, el cual disminuy6 en forma pro-
porcional al petréleo residual. Los resulta-
dos promedio de DBO, entre el Dia 0 (inoc-
ulacién) y el Dia 15 (final del tratamiento)

fueron, en el T, de 40,41 a 6,2 mg de O,/L,
T, de 87,24 a 5,6 mg de O,/L, T, de 72,92
a58mgdeO,/L, yT,de 12,1 a12 mg de
O,/L (Tabla 1). Lo que demostrd, que el
petroleo fue consumido por B. thuringiensis,
la pequefia cantidad de oxigeno requerido
para la oxidacion de materia organica es de-
bido a la presencia de una cantidad menor
de materia organica degradable.

Aumento de biomasa celular

De acuerdo con Tao et al. (2016) la bio-
degradacion de hidrocarburos depende de
la supervivencia de los microrganismos
después de la inoculacion, ademds deter-
minaron que Bacillus cereus puede utilizar
el crudo de petréleo como tinica fuente de
carbono y energia, evidenciado por el incre-
mento de biomasa celular después de 7 dias
de inoculacion.

En B. thuringiensis el crecimiento celular
fue exponencial, en el dia 15 de tratamiento
se alcanz6 los valores mas elevados, enel T,
fue 21x106 UFC/mL, T, fue 28x106 UFC/
mL, T, fue 23x106 UFC/mL (Tabla 2).

En los tratamientos T,, Tz, T, se
demostré la biodegradacion de petrdleo
por B. thuringiensis en comparacion con
el tratamiento control T, El recuento
microbiano después de 15 dias produjo
el consumo de oxigeno que necesitan las
bacterias para transformar el petrdleo en
biomasa y diéxido de carbono.

Analisis estadistico

Se aplic6 el andlisis de varianza
(ANOVA) en los valores obtenidos de
DBO, y biomasa celular sin encontrar
una diferencia significativa entre los
tratamientos T, Tz, Ts, ademas se utilizo el
analisis de correlacion de Pearson entre
la concentraciéon de petréleo y biomasa
celular, lo que demostré que la biomasa

celular es directamente proporcional a la
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concentracién de petrdleo (p < 0,05 %; r =

0,999).

Los resultados obtenidos son similares
a los de Das & Mukherjee, (2007), que
determinaron la eficiencia de Bacillus
subtilis en la biogdegradacién de petréleo,
y concluyeron que existe una relacién entre
la disminucién y concentracion de petrdleo
con respecto a la biomasa celular, asi mismo
demostraron que el proceso degradativo

esta relacionado a la respiracién celular.

Bacillus thuringiensis una alternativa
para la remediacion de suelo agricola
contaminado con petréleo

de de
biorremediaciéon de suelos contaminados
existen dos procesos muy empleados, la
bioaumentacion y bioestimulacion.

Dentro las metodologias

La bioestimulacion es la adiciéon de
materiales estimulantes, agentes de carga,
nutrientes, biosurfactantes, biopolimeros o
biofertilzantes para facilitar el crecimiento
de degradadores o
de microbiota autéctona del suelo que
favorezcan el proceso de biorremediaciéon
(Wu et al., 2016). Uno de los principales
problemas con este tipo de biorremediacién

microorganismos

es la posible contaminaciéon durante la
bioestimulacién y que puedan afectar el
proceso de remocién (Lim et al., 2016). Por
otro lado, la bioaumentacion implica la
adicion de cultivos microbianos exégenos,
autoéctonos comunidades o genéticamente
modificados con actividad catabdlica
especifica que se ha adaptado y probado
para degradar contaminantes o mejorar
la tasa de degradacion (Nwankwegu
& Onwosi, 2017), embargo, al

microorganismos  exégenos  se

sin
usar
puede producir una interferencia entre
microorganismos.
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Se ha reportado grandes logros de
biodegradacion de petréleo y sus derivados,
aplicando estas metodologias, como los
expuestos por Ortega-Gonzélez et al. (2015),
quienes consiguieron la reduccion del 100%
de naftaleno, 37,87% de antraceno, 25,10%
de pireno y 18,18% de fluoranteno en un
periodo de 45 dias.

Por tanto, en la presente investigacion se
demostro la biodegradacion de petréleo por
B. thuringiensis en biorreactores aireados;
de acuerdo a lo expuesto, primero se
determiné la capacidad degradativa de B.
thuringiensis en un ambiente controlado,
para evitar contaminacién o injerencia de
otro microorganismo. Para posteriormente,
considerar a B. thuringiensis como una
alternativa para la remediaciéon de suelo
agricola petréleo
mediante la aplicacién de técnicas como la

contaminado  con

bioaumentacion y bioestimulacion.

Conclusiones

Se concluyé que B. thuringiensis pre-
senta la capacidad para la degradaciéon de
tres concentraciones de 1,5%, 3% y 4,5% de
petréleo “Diésel II” en un medio minimo
de sales en biorreactores de tanque airea-
do y agitado. Sin encontrar una diferencia
estadistica significativa entre los tratamien-
tos, pero si una relacién correlacional en-
tre la concentracion de petréleo y biomasa
celular.

Los autores recomiendan el desarrollo
de investigaciones con B. thuringiensis apli-
cando técnicas como la bioaumentacién y
bioestimulaciéon para la remediacion de
suelos con presencia de petréleo.
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Tabla 1. Promedio de la Demanda bioquimica de oxigeno (DBO,) enel T, T, T, T, con B.
thuringiensis en el primer dia (Dia 0) y altimo dia (Dia 15) de tratamiento

Tratamiento

Promedio de DBO, (mg de O,/L)

Dia 0 Dia 15
T, 40.41 6.2
T, 87.24 5.6
T, 72.92 5.8
121 121

T, (control)

Tabla 2. Crecimiento celular de B. thuringiensis en los tratamientos T, T, T,y T,.

Crecimiento celular (UFC/mL)

Tratamiento
Dia0 Dia5 Dia 10 Dia 15
T, 3 x10° 6 x10° 18 x10° 15 x10°
T, 8 x10° 12 x10° 21 x10° 21 x10°
T, 12 x10° 10 x10° 15 x10° 28 x10°
T 0 0 0 0
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