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RESUMEN: Los aceites que se utilizan como lubricantes en maquinaria, vehiculos o
equipos industriales se deterioran con el uso, es decir, pierden sus propiedades por
efecto de las condiciones medioambientales, lo que da lugar a la formacion de acidos
y compuestos de oxidaciéon que pueden ser corrosivos y son considerados residuos
peligrosos. Esta investigacion busca determinar el rendimiento de la biodegradacion
del aceite lubricante automotriz usado utilizando el consorcio bacteriano oil eating
microbes (Rhodococcus, Pseudomonas y Bacillus). Este se cuantificé por medio de la
reduccion de la cantidad de hidrocarburos totales de petrdleo (HTP) presentes en la
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bentonita en cuatro pruebas experimentales. Se obtuvo como resultado la disminucion
de HTP en un 57 %, en las siguientes condiciones de operacion del proceso:
T=35°C, pH =70, agitacion mecanica = 120 rpm, diluciéon de la arcilla contaminada en
agua en una relacion de 1 (arcilla) : 3 (agua).

PALABRAS CLAVE: biodegradacion / aceites usados / dilucién / bentonita

DETERMINATION OF THE PERFORMANCE OF BIODEGRADATION
OF LUBRICANT OIL RESIDUES RETAINED IN BENTONITE USING
THE OIL EATING MICROBES (RODHOCOCUS, PSEUDOMONAS,
AND BACILLUS) BACTERIAL CONSORTIUM

ABSTRACT: Qils used as lubricants in machinery, vehicles, or industrial equipment dete-
riorate with use; that is, they lose their properties due to the effect of environmental
conditions; and acids and oxidation compounds, that can be corrosive and are considered
hazardous waste, are formed. This research seeks to determine the biodegradation
performance of used automotive lubricating oil by the Qil Eating Microbes (Rhodococcus,
Pseudomonas, and Bacillus) bacterial consortium quantifying the total petroleum hydro-
carbons (TPH) retained in bentonite in four experimental tests. A57 % TPH decrease was
obtained in the following conditions: T = 35 °C, pH = 7,0, mechanical agitation = 120 rpm,
and dilution of the contaminated clay in water in a ratio of 1 (clay) : 3 (water).

KEYWORDS: biodegradation / waste oils / dilution / bentonite
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1. INTRODUCCION

La biorremediacién es una tecnologia basada en la utilizacién de los microorganismosy
su potencial degradador para eliminar los contaminantes que afectan el medio ambiente
mediante reacciones bioldgicas que permiten obtener productos inocuos como biomasa,
diéxido de carbono y agua (Rahman et al., 2001).

De entre todos los tipos de contaminantes, los hidrocarburos son los que han
mostrado mejores resultados en la aplicacién de la tecnologia de la biorremediacién
(Rosenberg et al., 1992).

Los isoprenoides y los hidrocarburos ciclicos o nafténicos son degradados en mayor
tiempo que los lineales. Respecto a los hidrocarburos aromaticos, a medida que aumenta
elnimerode anillos y los sustituyentes alquilo —por tanto, su peso molecular—, aumenta
su resistencia a la biodegradacion (Prince, 2005). La actividad metabdlica del consorcio
bacteriano es afectada por la limitacion de oxigeno (Eriksson y Weisner, 1999).

Las bentonitas, consideradas como suelos arcillosos montmorilloniticos, son alta-
mente plasticas y expansivas (Duque y Escobar, 2002, pp. 1-8); se utilizan como medio
filtrante para decolorar el aceite lubricante de origen mineral usado, proceso del que
se obtiene como residuo la arcilla bentonita contaminada, cuyo residuo contaminante
puede ser removido mediante la biodegradaciéon de hidrocarburos con microorga-
nismos. En este proceso los microorganismos se adaptan o desarrollan su metabolismo
en funcion de los pardmetros fisico-quimicos (pH, temperatura, humedad), asi como de
los compuestos quimicos que se encuentran en su ambiente inmediato. (Mac Naughton
et al., 1999; Haritash y Kaushik, 2009).

Vallejo et al. (2005) estudiaron la bioestimulacién en la biodegradacién de hidro-
carburos totales de petréleo (HTP) en suelos contaminados con petréleo y evaluaron el
efecto de la adicidn de nutrientes como nitrégeno, fosforo y fertilizantes para la biodegra-
dacion de HTP. Este estudio se realizé durante 125 dias con cinco eventos de muestreo,
se evaluaron pH, porcentaje de humedad y nutrientes y se hizo un recuento en placas de
microorganismos heterotrofos; de ello se obtuvo una tasa de degradacién de 39 % a 41 %
por el método D-5831 y por el método de mechanical agitation and gravimetric determination.

Buendia (2013), en su tesis sobre la biorremediacién de suelos contaminados por
hidrocarburos mediante el compost de aserrin y estiércol, senala que obtuvo como
resultados de la dosificacidn del suelo por hidrocarburos, estiércol y aserrin una dismi-
nucién en promedio de 22,5 % del contenido de hidrocarburos en el suelo; empleando
solo estiércol, este disminuyd 16,5 % y usando solamente aserrines, disminuyé 9,6 %.

Juhasz y Ravendra (2000) publicaron un articulo sobre la biorremediacion de
hidrocarburos aromaticos policiclicos (PAH por sus siglas en inglés) que ha dado
lugar al aislamiento de numerosos géneros de bacterias, hongos y algas capaces de
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degradar los PAH de bajo peso molecular (compuestos que contienen tres o menos
anillos de benceno fusionados).

Gouda et al. (2008) publicaron un articulo que se basa en la biorremediacién del
querosene Il en la arcilla. Mas del 90 % del querosene fue biodegradado en los procesos
de bioaumentacion y bioestimulacion. Se utilizé urea al 46 % y superfosfato al 15,5%
como fuentes de nitrégeno y fosforo, debido a su bajo costo y su disponibilidad local. En
este estudio se utilizaron cepas bacterianas de Pseudomonas sp. AP y Pseudomonas sp.
CK. La otra cepa se identificé como Gordonia sp. DM 16S ARNTr.

Gutiérrez et al. (2022) llevaron a cabo un estudio sobre la degradacidn por sustrato
residual de Agaricus bisporus a nivel microcosmos que se desarrollé en México, en suelos
contaminados por hidrocarburos. Dicha investigacion tuvo como objetivo determinar la
biodegradacion de diésel en un suelo agricola utilizando sustratos residuales (SR) de
Agaricus bisporus. Se utilizé suelo contaminado con 7039 ppm de diésel con diferentes
dosis de SR, incubados por 28 dias a 37 °C. Se cuantificé la produccién de CO,, biode-
gradacion de diésel, poblacion inicial y final de hongos, asi como actividad enzimatica
especifica de lacasas inicial y final. El tratamiento presenté el mayor porcentaje conse-
guido hasta ahora de biodegradacion de diésel (68,747 %) y una produccién acumulativa
final de 6,144 x 10-4 mmol CO,/m?.

Diaz-Borrego et al. (2017) estudiaron el tratamiento de aguas contaminadas con
diésel del puerto de Isla de Toas (Venezuela) y evaluaron la utilizacién de un consorcio
microbiano autéctono (Chlorella spp.) en dos tratamientos (T1: bioestimulado y T2: bioau-
mentado) y un control por 70 dias, a escalade 20 Ly condiciones ambientales controladas.
Durante los ensayos monitorearon la temperatura, el pH, la demanda quimica de oxigeno
(DQO), nitrito, nitrato, nitrégeno total Kjeldahl, nitrégeno total (N-total), ortofosfato, fésforo
total (P-total), hidrocarburos totales del petréleo (HTP), fracciones de hidrocarburos
(SARA), densidad microalgal y bacteriana, y pigmentos fotosintéticos, de acuerdo con
los métodos estandarizados. Los valores medios para la remocidn de materia organica
(DQO), N-total y P-total, fueron: 23,3+2,3; 35,2+4,5 y 64,6+4,8 %, de 27,6+1,64; 79,8+2,05
y 87,71,95 %, y de <0,1; 16,1£0,38 y 44,7+1,18 %, para el control, T1 y T2, respectiva-
mente. Las concentraciones finales de HTP estuvieron por encima del limite permisible
de la normativa venezolana para descarga a cuerpos de aguas naturales, no obstante,
se obtuvieron altas tasas de remocion de hidrocarburos saturados y aromaticos (>70 %),
particularmente en el tratamiento bioaumentado (T2).

Pucci et al. (2015) estudiaron

la biodegradacion del hidrocarburo remanente que queda en el sedimento después
del lavado con agua y detergente del fondo de tanque. Se realizaron bioreactores
a los cuales se los siguid con el sistema OxiTop, consumo de oxigeno, se reali-
zaron recuentos bacterianos y determinacién de hidrocarburos por infrarrojo (IR)
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y por cromatografia gaseosa (GC). El sedimento proveniente del lavado de fondo de
tanque contenia cantidad suficiente de bacterias degradadoras y aerobias totales,
con un predominio de los géneros Pseudomonas sp y Rhodococcus sp que junto a
las condiciones de 20 % humedad, oxigenacion y nutrientes en una proporcion de
100:3:03 redujeron los hidrocarburos de 2,9 a 0,4 %. La degradacion se produjo
mayoritariamente entre los hidrocarburos alifadticos de cadena entre 13 a 26
atomos de carbono, la fraccién aromatica presentd baja degradacion. (p. 97)

Pojmaevich et al. (2020) realizaron un estudio para “evaluar la capacidad biode-
gradadora de los microorganismos autdctonos presentes en un suelo de tipo arido
contaminado con hidrocarburos totales del petréleo (HTP) de la zona de Catriel Oeste
(cuenca neuquina), mediante una técnica de bioestimulacién en microcosmos" (parr. 1).

Se utilizaron sistemas microcosmos conteniendo 200 g de suelo, los cuales fueron
bioestimulados (BIO) ajustando la proporcion de nutrientes (C:N:P 100:10:1). Por otra parte,
se realizaron controles comunidad (CC) en microcosmos sin bioestimular. Ambos sistemas
se incubaron a 25 °C manteniendo la humedad al 15 % y se mezclaron periédicamente, cada
3 dias, con el objeto de airear el suelo. Se tomaron muestras alinicio, a los 28 y a los 42 dias,
y se determinaron la concentracién de HTP, actividad microbiana total (AMT), recuento de
bacterias heterétrofas aerobias totales (BHAT) y bacterias degradadoras totales (BDT).

Ambos sistemas evaluados (CC y BIO) mostraron una reduccién significativa del
contenido de HTP (88 %), la cual estaria relacionada con los incrementos observados en
la AMT (4,3 y 3,7 veces para los sistemas CC y BIO, respectivamente), y con el aumento
del nimero de BHAT y BDT (2 érdenes de magnitud en ambos sistemas) (parr. 1-3).

Acunfa et al. (2019) estudiaron

la biorremediacién de dos residuos de estaciones de servicio de la ciudad de Rio
Gallegos, Santa Cruz, Argentina por medio de biodegradacion. Se realizé la carac-
terizacion de la fase oleosa obtenida de efluentes de dos estaciones de servicio y
se realizé una biorremediacion con microcosmos de los mismos. El seguimiento se
realizd con andlisis de GC/MS para hidrocarburosy perfiles de acidos grasos micro-
bianos, como también se realizé un seguimiento de las bacterias degradadoras de
hidrocarburos. Los dos residuos mostraron diferente perfil cromatografico; esto
impacto sobre la degradacion de los mismos que fue para el residuo 1 de 79,68 %
y para el residuo 2 de 29,23 %. (p. 299)

El objetivo del presente estudio es lograr la biodegradacién del aceite lubricante
usado presente en la arcilla bentonita, la misma que, en su aspecto experimental se
realizard tomando como base el modelo matematico de Medina et al. (2009), basado
en “la biodegradacion en biorreactores de lodos de hidrocarburos totales de petréleo
intemperizados en suelos y sedimentos” (p. 245). Este modelo se ha validado con los
fenémenos de difusién, sorcidn y biodegradacion en un reactor de lodos de hidrocar-
buros en arcillas usadas con aceite lubricante usado.
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2. METODOLOGIA

Se ha utilizado un reactor bioldégico de 5 L proporcionado por el Laboratorio de
Microbiologia Ambiental y Biotecnologia de la Facultad de Biologia de la Universidad
Nacional Mayor de San Marcos (Figura 4), construido en acero inoxidable A-304 y acoplado
a los siguientes accesorios: agitador mecanico, lector de velocidad del impulsor, sistema
de mamparas y distribuidor de aire, compresor metdlico con un filtro microbiolégico de
0,45 micras para inyectar aire al reactor. El motor para la agitacion del impulsor es de
Y HP de potencia nominal.

Elreactor consta de un fondo y seccidén transversal de vidrio para poder visualizar el
producto. Ademas, el equipo cuenta con entradas de sensores para medir el CO,, entre
otros parametros, y con un calentador de 1500 W, el cual es controlado con la termo-
cupla conectada al tablero de control (Autonics TC4 Series) del sistema para mantener
la temperatura constante.

La medicién de los hidrocarburos totales de petréleo se realizé mediante el equipo de
Soxhlet de acuerdo a la técnica 3540 (extraccion con hexano-acetona mediante Soxhlet)
de la Agencia de Proteccion Ambiental de Estados Unidos (EPA por sus siglas en inglés).

Las cuatro pruebas experimentales se realizaron en el biorreactor durante 13, 58, 60
y 20 dias para cada experimento, respectivamente. Se decidié detener la primera y cuarta
pruebas experimentales por observar una minima biodegradacion. Sin embargo, en la
segunda y tercera pruebas experimentales, con la dilucién arcilla:agua (1:3), se obtuvieron
mejores resultados de biodegradacion. En la segunda y tercera pruebas experimentales,
por tener mayor dilucion en agua, se observo una completa homogenizacion de la mezcla,
provocada por la distribucién de las burbujas del aire y el efecto del agitador. Al cultivar
microorganismos aerobios, el suministro de oxigeno al medio de cultivo es esencial.

Caracterizacion del aceite lubricante usado

El aceite lubricante usado es todo aceite que ha sido utilizado y se encuentra contami-
nado con impurezas fisicas o quimicas y no reune las condiciones 6ptimas para el fin
para el cual fue producido inicialmente (NTP 900.050).
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Tabla 1

Compuestos presentes en el aceite lubricante usado

Método SARA

Asfaltenos, % masa ASTM D4124-09 0,7970
Parafinas, % masa ASTM D4124-09 25,6292
Aromaticos, % masa ASTM D4124-09 30,4810
Maltenos, % masa ASTM D4124-09 2,4189

Caracterizacion de la arcilla bentonita
La arcilla bentonita que se utilizé en el presente estudio es del tipo calcica, de origen

peruano y presenta las siguientes caracteristicas:

Tabla 2

Caracteristicas de la arcilla bentonita

Caracteristicas Especificacion Resultados
Acidez residual -0,80 0,64 %
Humedad -18 15,6 %
Malla +230 -50 26 %
pHal10 % 3-4 3
Densidad 400-500 492

aparente (g/cc)

Identificacion de los componentes del consorcio

Las cepas a utilizar son: Rodhococus, Pseudomonas y Bacillus.

Caracteristicas del consorcio liofizado

Rhodococcus pyridinivorans
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Figura 1

Bacteria Rhodococcus pyridinivorans

Las colonias presentaron un didmetro de 0,4 cm pasadas las 24 horas.

Pseudomonas montielli

Figura 2

Bacteria Pseudomonas montielli

Las colonias de Pseudomonas monteilii son circulares de 0,25 cm de didmetro
pasadas las 24 horas.
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Bacillus licheniformis

Figura 3

Bacteria Bacillus licheniformis Licheniformis

Las colonias de esta bacteria son irregulares y miden 0,6 cm de didmetro pasadas
las 24 horas.

Evaluacion de la actividad degradativa del consorcio en la arcilla bentonita
contaminada con aceite lubricante usado

e Primero se instald el reactor con 2 Kg. de arcilla bentonita usada, luego se
agregd 2 L de agua con solucion de soda cdustica a pH de 7 y medio de cultivo de
microorganismos, en el cual la solucidn presenté pH neutro.

e Todos los dias se retiré una muestra para medicir el crecimiento microbiano y
los hidrocarburos totales de petroéleo, este tratamiento se realizé durante 58 dias.

Figura 4

Reactor bioldgico de 5 L en acero inoxidable

Ingenieria Industrial n.° 43, diciembre 2022
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3. RESULTADOS

Todo el proceso se realizé a pH neutro, con una temperatura aproximada de 35 °C, una
oscilaciéon de 120 rpm y con sistema de aireacion continua. Los resultados obtenidos
fueron los siguientes:

Tabla 3

Lectura del porcentaje de degradacion maximo de HTP (%)

Relacion de dilucion arcilla:agua Concentracion Porcentaje de degradacién maxima de
inicial del consorcio HTP (%)
bacteriano
1:1 (primera corrida) 10% 1,80
1:3 (segunda corrida) 10% 49,79
1:3 (tercera corrida) 20% 57,69
1:1 (cuarta corrida) 20% 8,81

4. DISCUSION Y CONCLUSIONES

e Se ha comprobado que el consorcio oil eating microbes (OEM) esta conformado
por tres bacterias efectivas que trabajan conjuntamente en el proceso de biode-
gradacion de hidrocarburos totales de petréleo, las cuales son las siguientes:
Pseudomonas monteilii, Rhodococcus pyridinivorans y Bacillus licheniformis.

«  Seconcluye que la dilucién en relacién arcilla:agua (1:3) influye en el proceso de
biodegradacion de aceite lubricante usado en arcilla bentonita.

e El rendimiento de biodegradacién del aceite lubricante usado presente en la
arcilla bentonita es de 57 % de biodegradacién de HTP en 60 dias calendarios,
con la concentracién inicial del consorcio bacteriano de 20 %.

e Laconcentraciéninicial de bacterias noinfluye en gran medida en el rendimiento
de biodegradacion del aceite lubricante usado presente en la arcilla bentonita.

e Se recomienda continuar con la investigacidn para otras relaciones de dilu-
ciones en el proceso de biodegradacion del aceite residual de petréleo en la
arcilla bentonita para mejorar la eficiencia del proceso de biorremediacion y
recuperacién de un recurso no renovable como la arcilla bentonita.

e Serecomienda realizar las pruebas experimentales en equipos automatizados
para obtener una medicién continua y mas precisa de las variables evaluadas
durante el proceso de biodegradacion.
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