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RESUMEN

La Biorremediacién se define como el uso de organismos vivos (en este caso bacterias) para
eliminar, contener o atenuar los contaminantes ambientales peligrosos como son los derrames
de petréleo en el mar y otros ecosistemas. La Biorremediacion ha demostrado ser efectiva en
diferentes ecosistemas marinos-costeros. Los estudios de campo demuestran su efectividad
para limpiar de petréleo diferentes tipos de costas como las rocosas, arenosas, adoquinadas y
en el propio mar. BIOIL-FC es un bioproducto obtenido a partir de 5 bacterias marinas
hidrocarbonoclasticas el cual ha sido utilizado con excelentes resultados en diferentes
derrames de petréleo ocurridos en Cuba tanto en bahias como en playas y en todos los casos
la remocién fue superior al 90% en 30 dias.

Palabras Claves: BBIORREMEDIACION, DERRAMES DE PETROLEO, BACTERIAS
DEGRADADORAS.

Abstract

Bioremediation is defined as the use of live organisms (bacteria) to remove, contain, or render
harmless environmental contaminants in this case oil spill in the sea and other ecosystems.
Bioremediation has now been shown to be effective on a range of shoreline types. Field
studies have demonstrated that in can be used successfully to clean the water, rocky, cobble
and coarse sand shorelines.

"BIOIL-FC" is a bioproduct obtained from five marine hydrocarbonoclastic bacteria developed
against oil pollution. The bioproduct was used with excellent results in different oil spill in Cuba
happened in bays and beach. In all of cases the oil remotion was higher of 90 % in only 30
days.
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INTRODUCCION

El impacto de la actividad petrolifera en el medio ambiente se ha incrementado por el aumento
de la explotacién y produccion de la industria petrolera, los vertimientos industriales, el
almacenaje de combustible y el transporte de los productos petroleros, entre otras causas. Es
por ello que la contaminacion con hidrocarburos en el mar se ha triplicado en los ultimos afios,
mientras que los suelos dafiados representan el 70 % del total de los ecosistemas impactados
con hidrocarburos.

El proceso de biodegradacion natural de los hidrocarburos del petréleo es muy lento por lo que
las investigaciones relacionadas con el desarrollo y aplicacién de técnicas eficientes para el
saneamiento y recuperacion de zonas impactadas cobran cada vez mayor importancia.

En las labores para mitigar los efectos de un derrame de hidrocarburos la primera accién a
desarrollar es la recogida mecéanica y la técnica empleada depende de las caracteristicas del
lugar en cuestién. Estos tratamientos soélo logran un 60% de recuperacion del petréleo
originalmente derramado.
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Los tratamientos secundarios estan dirigidos a favorecer los mecanismos naturales como
evaporacion, fotooxidacion, disolucion y biodegradacion, con el objetivo de eliminar los
hidrocarburos residuales.

La biorremediacion consiste en la adicion de materiales a sistemas 0 ecosistemas
contaminados para acelerar los procesos de biodegradacion natural. Es una técnica basada
en la capacidad que tienen los microorganismos de crecer a partir de la utilizacion de
sustancias recalcitrantes al medio ambiente (Shmaefsky, 1999, Mack Kay, 2001). Algunos de
ellos son capaces de degradar estos compuestos hasta diéxido de carbono, sales, agua y
otros productos inocuos al medio ambiente (Advanced BioTech, 2000, Nufiez, 2003). Ademas,
es una técnica efectiva de descontaminacién, de bajo costo, que permite tratar grandes
volimenes de contaminantes y que, a diferencia de otros procedimientos de
descontaminacién, presenta un impacto ambiental minimo.

La biorremediacion se utiliza actualmente para degradar los desechos quimicos organicos
contenidos en el mar, suelos, manantiales, efluentes de plantas procesadoras de alimentos y
compuestos quimicos y los lodos petrolizados de las refinerias de petréleo, tanques de
almacenaje, separadores de agua-petréleo, equipamiento de limpieza y derrames accidentales
de petroleo.

El reconocimiento que el petréleo es una mezcla compleja y degradable de hidrocarburos y el
conocimiento que los microorganismos degradadores de hidrocarburos pueden ser
enriquecidos en la mayoria de los diferentes tipos de ambientes (Lee y Levy, 1989), han
contribuido grandemente al desarrollo de las tecnologias de biorremediacion del petréleo en el
mar (Halmo, 1985).

La biorremediacion puede ser un proceso de aplicacidon de productos aplicada en las areas
contaminadas y se define como un proceso “in situ”; mientras que las tecnologias “ex situ” el
material contaminado es tratado en areas de manejo destinadas a ese fin (Gruiz y Kriston,
1995; Shmaefsky, 1999).

Es importante analizar en cada caso la necesidad real de afadir nutrientes al medio
contaminado, pues estos pueden ser a su vez una fuente de contaminacién. La efectividad del
uso de poblaciones microbianas autoctonas o la adicion de poblaciones exdgenas es polémica
en la actualidad (Aldrett, Bonner, McDonal, Mills, y Autenrieth, 1997). Los procesos de
biorremediacion se desarrollan mediante técnicas de bioestimulacién y bioaumentacion.

La técnica de bioestimulacion se basa en el uso de nutrientes, sustratos o aditivos con
actividad superficial para estimular el crecimiento y desarrollo de organismos capaces de
biodegradar compuestos contaminantes del medio ambiente (Gruiz y Kriston, 1995; Baheri y
Meysami, 2002; Nufez, 2003).

Las técnicas de bioaumentacion describe la adicion de organismos o0 enzimas a un material
con el propdsito de eliminar sustancias indeseables (Shmaefsky, 1999). La bioaumentacion
asegura que estén presentes los microorganismos especificos capaces de degradar al
compuesto contaminante no deseado (Advanced BioTech, 2000). Las bacterias son los
microorganismos mas comunmente utilizados para la bioaumentacién (Shmaefsky, 1999).

En condiciones controladas éste es un método practico y econémicamente efectivo para
eliminar la contaminacion por hidrocarburos. Los microorganismos deben estar presentes en
suficiente cantidad y diversidad. También deben tener asegurados sus requerimientos
esenciales para lo cual se controlan rigurosamente paradmetros como: nivel de oxigeno,
nutrientes inorganicos, acceso al sustrato, agua y otras condiciones como pH, temperatura,
salinidad, propiedades del contaminante, etc. (Oppenheimer Biotechnology, Inc. 2001).

La aplicacion de bacterias degradadoras de hidrocarburos en areas contaminadas por petréleo
ha sido considerada como una posible opcién para la biorremediacién tanto en ambientes
terrestres como acuaticos, pero su aplicacién requiere de un diagnostico inicial que incluya el
disefio de cual es la solucion idénea para sanear el area impactada que garantice el
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cumplimiento de las normas y exigencias ambientales establecidas para ese tipo de

tecnologia.

Aspectos a considerar en la Biorremediacion.

El proceso de biorremediacion debe incluir invariablemente una demostracién cientifica valida

de la efectividad del proceso y la seguridad ambiental.

Efectividad en el caso de la biorremediacion de petréleo, significa el establecimiento de que:

a. La remocibn o desaparicion del petréleo es primeramente atribuible a la
biodegradacién y no a otro proceso.

b. El porcentaje de incremento de la degradacion es suficientemente rapido (con
verificacién estadistica) que la velocidad natural. Para poder justificar el gasto del esfuerzo
de implementar el proceso de biorremediacién a una gran escala. La seguridad ambiental
requiere considerables esfuerzos para verificar que ocurren efectos ecolégicos no
adversos como resultado de la aplicacion de fertilizantes.

Medidas de la efectividad de la Biorremediacion.

Se deben considerar los siguientes aspectos:

1. Cambios cualitativos en la composicién de los hidrocarburos que son indicativos de
procesos biolégicos. Se realiza la cromatografia gaseosa, teniendo en cuenta los procesos
de los factores ambientales (fotdlisis, disolucion fisica, lavado quimico, volatilidad, etc.) que
pueden contribuir a la desaparicion del petréleo.

2. Los grupos indicadores de la degradacion son los hidrocarburos aromaticos seleccionados
ya que si estos se degradan, los hidrocarburos alifaticos seran siempre también
intensamente degradados.

3. Disminucion del porcentaje de la masa de petr6leo que son también indicativos de procesos
biolégicos.

4. Reduccion del peso total del petréleo, determinando la pérdida de peso en las distintas
fracciones de hidrocarburos del petréleo

5. La medicion del numero de microorganismos degradadores de petréleo es un indicador
inicial de la factibilidad de la biorremediacion.

6. Estudio de la mineralizacién (mediciones de la produccion de CO, total).

7. Efecto de la accion del nitrégeno

Impacto Ambiental de los Derrames de Petrdleo en el Mar.

El impacto de los derrames de hidrocarburos en los ecosistemas marinos resulta desastroso y
sus consecuencias han sido muy bien estudiadas en una gran variedad de organismos,
ecosistemas y procesos bioldgicos en diferentes ambientes marinos (tropicales, templados y
polares). Ejemplo las macrofitas acuaticas son altamente susceptibles y frecuentemente
constituyen la vegetacién dominante afectada en el ecosistema impactado. Muchos animales
pueden morir por efectos directos o subletales (Maki, 1991 y Baker, Clark y Kingston, 1991).
Los procesos reproductivos, de desarrollo y conductal son muy sensitivos a la exposicion a los
hidrocarburos, generalmente los estadios jovenes de la vida son mas sensitivos que los
adultos de muchos crustaceos y equinodermos juveniles y los adultos son mas sensibles que
los peces juveniles y adultos. También hay efectos severos sobre las poblaciones y
comunidades (manglares, ciénagas, etc). Las aves acudaticas y los animales salvajes marinos
son muy vulnerables, ocasionando dafios que duran mucho tiempo en recuperar su estado
normal. Los impactos econdmicos son fuertes por la prohibicién de la pesca y para el turismo
por la contaminacién de las playas.

Experiencias Cubanas en la Biorremdiacion de la Contaminacion de Petroleo
El incremento del transporte de hidrocarburos hacia y alrededor de Cuba, unido al crecimiento
de la industria petrolera nacional provoco la necesidad de explorar la aplicacién de tecnologias
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de biorremediacioén para coadyuvar a la proteccién del ambiente marino frente a derrames de
petréleo y al incremento de la produccién de petréleo por el uso de microorganismos.
Desde finales de la década de los 80 del siglo pasado en Cuba se ha trabajado en
investigaciones relacionadas con el desarrollo de tecnologias para la biorremediacién de
ambientes impactados con petréleo y sus derivados. En particular, se estableci6 la Coleccion
de Bacterias Marinas a partir del aislamiento, seleccion y conservacion de bacterias
heterétrofas de origen marino, teniendo en cuenta que la extension y diversidad taxondmica de
estos microorganismos representan un potencial para la obtencion de productos naturales
bioactivos.
En la actualidad la coleccion se encuentra en el Centro de Bioproductos Marinos (CEBIMAR),
la cual cuenta con mas de 400 cepas de bacterias aisladas del medio marino, muchas de las
cuales son capaces de degradar el crudo, producir tensioactivos, &cidos organicos u otros
metabolitos, con alta baroestabilidad y resistencia a las sales, que han permitido la formulacion
de diferentes bioproductos destinados al tratamiento de ecosistemas contaminados con
petroleo y sus derivados (Nufiez, Garateix, Laguna, Fernandez, Ortiz, Llanio, Valdés,
Rodriguez y Menéndez, 2006).
El desarrollo de proyectos de aplicaciéon de las potencialidades de las bacterias relacionadas
con la biorremediacion de ambientes impactados con hidrocarburos surge a partir de tareas de
investigacion basica relacionadas con los resultados siguientes:
= [Establecimiento de la coleccién de bacterias marinas degradadoras de petrdleos
crudos ligeros y pesados, hidrocarburos aromaticos y fracciones de destilacion
derivados del petréleo.
= [Establecimiento de una coleccibn de microorganismos marinos productores de
tensioactivos de caracter emulgentes (tiles en la degradacién de petrdleo y sus
derivados.
= Procedimientos y productos para la descontaminaciéon ambiental y el tratamiento de
residuales de la industria petrolera.
La formulacién de los biopreparados para la degradacion de hidrocarburos incluye el cultivo de
células libres e inmovilizadas a partir de cultivos axénicos o mixtos obtenidos por via
fermentativa. En particular se ha trabajado con cinco cultivos de bacterias aislados de los
sedimentos de la Bahia de Cardenas, Matanzas, que han mostrado su capacidad de degradar
las diferentes fracciones del crudo (Nufiez; 2003; Cabranes, Nufiez y Ortiz, 2006; Cabranes,
Nufiez y Ortiz, 2007). Entre los productos disefiados y evaluados por técnicas de
inmovilizacion celular se incluye el BIOIL, k-BIOIL e IDO-225 (Nufiez; 2003; Fonseca, Nufiez y
Villaverde, 2005); mientras que el BIOIL-FC esta disefiado a partir de un cultivo de células
libres.
El desarrollo del bioproducto BIOIL-FC permitié disefiar un Servicio Ambiental demandado por
el sector industrial vinculado al uso del petréleo y sus derivados para el saneamiento de la
contaminacién petrogénica. Este servicio es brindado por el Centro de Bioproductos Marinos
(CEBIMAR).
BIOIL-FC es un bioproducto en forma de células libres y en su formulacién contiene un cultivo
mixto de bacterias, el cual presenta un amplio espectro de degradacion de los hidrocarburos
del petréleo. Su proceso de obtencién es por via fermentativa a partir de materias primas
sencillas y su tecnologia de produccién a escala industrial esta diseflada para disminuir los
costos de acuerdo a los recursos y condiciones disponibles.
La velocidad de degradacion de los hidrocarburos contaminantes a través de un proceso de
biorremediacion varia de acuerdo a las caracteristicas y naturaleza del petréleo y del sistema
impactado. El tiempo de recuperacién con la aplicacién de BIOIL-FC oscila entre uno y cuatro
meses, teniendo en cuenta las condiciones y caracteristicas de la matriz o sistema tratado, asi
como el tipo de hidrocarburo. En el mar se ha demostrado su eficacia en periodos entre 30 a
45 dias, determinado por las condiciones climéticas, oceanogréficas, entren otras. En otros



Cub@: Medio Ambiente y Desarrollo; Revista electrénica de la Agencia de Medio Ambiente
Afio 10, No.19, 2010 ISSN-1683-8904

medios acuosos es importante la capacidad de mezclado y la velocidad de desplazamiento;
con recuperacion a los 35 a 60 dias y en el caso de los suelos entre los 90 a 120 dias en
dependencia de su composicién y condiciones de deterioro.

Desde el afio 1990 se han desarrollado diferentes experiencias de Servicios de
Biorremediacién con la aplicacion del bioproducto BIOIL-FC para el saneamiento de
ecosistemas impactados con hidrocarburos con resultados satisfactorios.

La primera experiencia fue desarrollada en 1990, en bioensayos a escala de laboratorio y de
banco empleando residuales de la Refineria “Nico Lopez” de la Habana y agua de formacion
de la Empresa de Extraccion y Perforacion de Petréleo Crudo en Varadero Cuba (Joseph,
1996). Las experiencias se realizaron en reactores aireados con un volumen de 200 L. Los
resultados de estos ensayos demostraron que los cultivos empleados degradaban estos
residuales en 19 dias comparables a los referidos por el American Petroleum Institute (API).
Posteriormente fue desarrollada una tecnologia de biorremediacién con el producto BIOIL-FC
para el tratamiento de derrames accidentales de crudo y sus derivados en diferentes
ecosistemas naturales. En 1992 se llevo a cabo por primera vez el tratamiento bioldgico de un
derrame de petréleo en Cuba. La aplicacion del BIOIL-FC permitié en solo 21 dias reducir la
contaminacion provocada por un derrame accidental de mas de 100 T de petréleo combustible
pesado en la Bahia de Cienfuegos.

Ademas se ha aplicado en otros accidentes ocurridos en diferentes ecosistemas marinos
como bahias abiertas, playas y manglares, con resultados de remocion de los hidrocarburos
de més del 90%. También el producto ha sido utilizado con éxito para el saneamiento lagunas
de oxidacién y otros ecosistemas como rios y ensenadas con excelentes resultados. Se ha
demostrado que el proceso de biorremediacion con este producto en condiciones naturales no
afecta a los ecosistemas por lo que cumple con el principio de la seguridad ambiental donde
ha sido aplicado.

La aplicacion del BIOIL-FC en la biorremediacién ha resultado efectiva para reducir los dafios
ecolbgicos y econdmicos ocasionados por derrames de hidrocarburos, garantizando una
rapida recuperacion del area impactada a un bajo costo aplicable a cualquier tipo de
contaminacién con hidrocarburos en diferentes ecosistemas naturales; asi como en la industria
(NuRez, Ortiz, Oramas, FonsecaCabranes, Paneque, Barban, Diaz, y Martinez, 2009.).
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