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RESUMEN

La investigacion consistid en la identificacion de bacterias degradadoras de
petréleo en un ecosistema acuatico impactada por actividad de hidrocarburo en
el distrito de Calleria, Provincia de Coronel Portillo, Region Ucayali. Las
muestras tomadas fueron provenientes de la quebrada Anis Cafo que
atraviesa la empresa MAPLE GAS, de lo cual para las muestras se
seleccionaron el punto 01 con coordenadas 08°23'28"S, 74°31'53"W, y punto
02, con coordenadas 08°23'36"S, 74°31'55"W, se aplico el método de
investigacion exploratorio. En el proceso, las muestras se sometieron a pre -
enriguecimiento por una semana, a enriquecimiento por tres semanas y un
proceso de identificacion bioguimica, donde se evidenciaron cambios en las
propiedades crudo del petréleo, como la turbidez y agregados blancos por
crecimiento bacteriano. Como resultado se identificaron cinco (05) géneros
bacterianos: (i) Pseudomonas aeruginosas, (ii) Serratia sp, (iii) Enterobacter sp,
(iv) Citrobacter sp, (v) Acinetobacter sp., de los cuales, el de mayor
predominancia en casi todas las muestras fue Pseudomonas aeruginosas,
confirmando su gran capacidad de adaptacion en ambientes contaminados de

este tipo.

Palabras claves: Enriquecimiento, crecimiento bacteriano, géneros
bacterianos.

XV



ABSTRACT

The investigation consisted of the identification of petroleum degrading bacteria
in an aquatic ecosystem impacted by hydrocarbon activity in the district of
Calleria, Province of Coronel Portillo, Ucayali region. The samples taken were
from the Anis Cafo stream that crosses the MAPLE GAS company, from which
for the samples point 01 was selected with coordinates 08°23'28 "S, 74°31'53"
W, and point 02, with coordinates 08°23 ' 36 "S, 74°31'55" W, the exploratory
research method was applied. In the process, the samples were subjected to
pre - enrichment for one week, to enrichment for three weeks and a biochemical
identification process, where changes in crude oil properties, such as turbidity
and white aggregates due to bacterial growth, were evidenced. As a result, five
(05) bacterial genera were identified: (i) Pseudomonas aeruginosa, (ii) Serratia
sp, (iii) Enterobacter sp, (iv) Citrobacter sp, (v) Acinetobacter sp., Of which, the
most predominant in almost all samples it was Pseudomonas aeruginosas,

confirming its great adaptability in contaminated environments of this type.

Keywords: Enrichment, Bacterial growth, bacterial genres
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INTRODUCCION

El petrdleo con sus cuatro fracciones, hidrocarburos saturados,
hidrocarburos aromaticos, resinas y asfaltenos, es un compuesto muy
complejo, considerado el contaminante mas extendido en la biosfera, por lo
tanto, un problema global (Alexander, 1999). Representa la mayor fuente
energética y la base para la obtencion de materias primas para la industria.
Su explotacion, transporte y refinacion generan problemas ambientales,
especialmente por derrames accidentales y de practicas inadecuadas de
eliminaciéon de fuentes, como industrias y refinerias de petroleo (Saleh,
Drobiova, & Obuekwe, 2009).

A nivel mundial, el volumen de derrame anual de petrdleos de unos 1,7 a 8.8
millones de toneladas métricas (Escalante, 2002); teniendo en cuenta que
independientemente de la zona afectada (lagos, suelos, zonas freaticas, rios
y playas) por procesos bioldgicos vy fisicos, los hidrocarburos tienen como

destino final los mares y océanos (Shanidul & Tanaka, 2004).

La persistencia de estos contaminantes en el ambiente se ve influenciada
por varios factores como la naturaleza del contaminante, su concentracion y
su capacidad para interactuar con las condiciones quimicas, geoldgicas,
fisicas y bioldgicas del sitio contaminado. La fraccion aromética del petréleo
compuesta por di ciclicos, tri ciclicos y heterociclicos (naftaleno, antraceno,
fenantreno y dibenzotiofeno), conlleva un problema ambiental en aguas y
suelos, con gran impacto ecolégico y efectos recalcitrantes y téxicos en los
seres vivos, siendo los poliaromaticos y los heterociclicos los mas
remanentes, o persistentes, generando como consecuencia efectos a largo
plazo sobre las comunidades bentdnicas en sedimentos marinos, debido a
gue su remocion natural es muy lenta (Chaerun, Tazaki, Asada, & Kogure,
2004).

Con el fin de contrarrestar los efectos nocivos causados por la presencia del
petréleo en los ecosistemas marinos se han desarrollado técnicas fisicas,
quimicas y biolégicas que buscan remover el mejor porcentaje del
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contaminante y disminuir el impacto generado tras un derrame o
acumulacion progresiva. Entre las diversas técnicas, la biodegradacion es
considerada actualmente la alternativa menos costosa para trasformar
contaminantes presentes en diversos ecosistemas, teniendo en cuenta de
gran variedad de bacterias cuenta con la maquinaria enzimatica para
transformar los compuestos xenobidticos persistentes y estas pueden ser
aisladas de lugares donde haya existido una previa exposicion al

contaminante (Marquez, Hernandez, & Lamela, 2001).

Existe una gran variedad de microorganismos identificados en la
degradacion de compuestos derivados del petréleo (Valderrama & Téllez-
Sosa, 2000), destacando el género Pseudomonas que esta constituida por
bacterias tipo bacilar Gram negativos, con flagelo polar, catalasa positivos y
no forman esporas, demuestra una gran diversidad metabdlica, y

consecuentemente son capaces de colonizar un amplio rango de nichos.

En ese sentido, el propésito de la investigacion es brindar una alternativa de
solucionar a la contaminacion por derrames de petréleo, teniendo como
objetivo general: conocer las bacterias degradadoras de petréleo presentes
en ecosistemas acuaticos en Pucallpa i 2018, y como objetivos especificos:
Determinar el grupo de bacterias predominantes que se encuentran en el

cafio de ingreso y salida a una actividad petroquimica.

Por consiguiente, esta investigacion entrega como principal resultado: la
identificacion de bacterias en muestras de una actividad de refineria y los

parametros fisicoquimicos presentes en ella.



CAPITULO |
PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El sector de hidrocarburos se ha expandido de manera importante en los
altimos afios, convirtiéndose en pieza clave del crecimiento de la economia
mundial (Castro, Forero, Ramirez, & Reina, 2014), lo cual ha generado

también un crecimiento significativo de la contaminacién por hidrocarburos.

Los hidrocarburos impiden el intercambio gaseoso con la atmosfera,
iniciando una serie de procesos fisico-quimicos simultdneos, como
evaporacion y penetracién, que, dependiendo del tipo de hidrocarburo,
temperatura, humedad, textura del suelo y cantidad vertida pueden ser
procesos mas o menos lentos lo que ocasiona una mayor toxicidad
(Benavides, y otros, 2006); generando de esta manera graves
consecuencias ambientales tanto en la flora como en la fauna. Diaz-
Martinez et al. (2013), reportan que dichas sustancias tienden a acumularse
y a formar una capa hidrofobica, induciendo la fragmentacion de los
agregados, causando reduccion, inhibicion de la cobertura vegetal y la

modificacion de las poblaciones microbianas del ambiente edafico.

Los cuerpos de agua como lagos, rios y humedales ofrecen una variedad de
recursos y comunidades acuaticas que pueden ser amenazadas por
derrames de hidrocarburos. Los hidrocarburos tienden a flotar debido a la
diferencia de densidad que presentan con respecto al agua, blogueando de
esta manera la penetracion de la luz y el intercambio de gases. Adams et
al. (2008), reportan que dicho bloqueo favorece la solubilizacion de
materiales que afectan a las distintas poblaciones como el plancton o los

micro invertebrados que viven en el fondo de rios y pantanos.

Mendelssohn et al. (2012), de igual forma, reportan que la mayor parte de
los componentes toxicos y volatiles son eliminados por evaporacion,
mientras, otros se oxidan por la radiacion UV en la luz del sol, todo esto
depende del peso molecular, debido a que, algunos compuestos toxicos de

los hidrocarburos pueden disolverse en el agua y degradarse mientras otros



presentan la capacidad de depositarse en los sedimentos. Cualquiera que
sea la respuesta o0 accién de dichas sustancias la fauna y flora del lugar es la
primera y directamente afectada.

Asi mismo, Gonzalez et al. (2011), han reportado efectos letales y subletales

de hidrocarburos del petrdleo en los peces.

En este contexto, comenzaron las investigaciones con fines de dar solucion
a la contaminacion del petroleo, identificandose a los factores biolégicos un
recurso importante en la eliminacion de contaminantes que se encuentran en
la diversidad de especies microbianas y sus capacidades metabdlicas.
Existen bacterias capaces de utilizar petréleo para su crecimiento y
mantenimiento, conocidas como bacterias degradadoras de hidrocarburos,
dentro de las cuales se encuentra el género Pseudomonas, que por su
versatilidad metabdlica, son capaces de convertir sustratos habitualmente no
degradables, en metabolitos facilmente asimilables o susceptibles de ser
catalizados enziméaticamente (Mackey & Hoddgkinson, 1996).

En los ultimos afios, la ecologia microbiana ha direccionado esfuerzos en
determinar cuéles son los microorganismos capaces de adaptarse y de
explorar habitats contaminados; para ello, han sido desarrollados estudios
de diversidad, dinamicas poblacionales y de comunidades presentes en
suelos contaminados, especialmente aquellas relacionadas con

asociaciones de bacterias biodegradadoras (Bracho, Diaz, & Soto, 2004).

Asi en la biodegradacion de hidrocarburos, se utilizan bacterias con alta
capacidad degradativa entre estas tenemos: Brevibacterium, Spirillum,
Xanthomonas, Alcaligenes, Arthrobacter, Nocardia, Flavobacterium, Vibrio,
Achromobacter, Acinotebacter, Micrococcus, Pseudomonas aeruginosa,
Serratia rubidae, Bacillus sp, Pseudomonas mendocina, Pseudomonas
aureofasciens, etc., las cuales disminuyen la concentracion de hidrocarburos
presentes en el ambiente y al mismo tiempo son inocuas para la salud y el
medio ambiente (Atlas & Bartha, 1997).



1.1.

Formulacion del problema

Problema general

¢, Qué Dbacterias degradadoras de petroleo estan presentes en

ecosistemas acuaticos en Pucallpa-20187?

Problema especifico
¢, Qué grupo de bacterias predominantes son degradadoras de petréleo

en el cafo de ingreso y salida a una actividad petroquimica?

¢,Cudles son los parametros fisicoquimicos del agua de ingreso y salida

a una actividad petroquimica?



CAPITULO I
MARCO TEORICO

2.1. ANTECEDENTES DEL PROBLEMA
A Actividad petrolera

La actividad petrolera esta contaminando de manera generalizada las
cabeceras de los rios del Amazonas y modificando la composicion
guimica de sus aguas, segun se desprende de un estudio llevado a cabo
por investigadores del Institut de Ciencia y Tecnologia Ambientals y del
Departamento de Sanidad y Anatomia Animales de la Universitat
Autonoma de Barcelona (ICTA-UAB), asi como del International Institute
of Social Studies de la Universidad Erasmus de Rotterdam (ISS-EUR),
gue ha cuantificado el impacto ambiental que los vertidos procedentes

de la actividad extractiva.

La investigacion, publicada en la revista Environmental Pollution, forma
parte de un amplio proyecto cientifico desarrollado por ambos grupos
para analizar los preocupantes niveles de contaminacion por petréleo
existentes en una zona de la Amazonia peruana proxima a la frontera
con Ecuador. Aunque éramos conscientes que se estaba produciendo,
no existia evidencia cientifica sobre el impacto ambiental de los vertidos
petroleros en la zona. No se habia podido cuantificar al tratarse de zonas
muy remotas y de difz2cil accesoo, expl
ICREA en el ICTA-UAB. Para llevar a cabo el estudio se han analizado
datos de 2.951 muestras de agua superficial de cuatro rios del
Amazonas recogidas por agencias publicas peruanas y empresa
petroleras entre los afios 1987 y 2013 (Rosell, 2013).

Por cada barril de petréleo producido, las empresas extraen hasta 98
barriles de agua de formacién que han sido vertidas directamente al
suelo y a los rios de la selva tropical de la amazonia norte peruana
desde 1972 hasta 2009. Estas aguas contienen niveles de cloruro

13.379 veces superiores a las aguas de los rios amazonicos, mientras
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gue los indices de cromo, cadmio, plomo, bario sobrepasan los limites

permitidos. Estas grandes concentraciones de metales pesados y sales

estan modificando la composicion quimica de las cabeceras de los rios

del Amazonas y alterando uno de los ecosistemas mas preservados y
natural es del maua, érola actiasdad, lassaguasndal rio

Amazonas superan en un 30% su concentr aci - n natur al de
(Rosell, 2016).

Esta contaminacion local fruto de la actividad hidrocarburifera que tiene
una implicacién suprarregional y transnacional muy amplia, ya que los
vertidos en las cabeceras de los rios impactan en las zonas méas bajas
del Amazonas. Asi pues, la polucion se extiende a miles de kilbmetros
de rios, sedimentos y suelos, dando lugar a la bioacumulacion de
metales pesados en peces, animales y las personas que se alimentan de
la pesca fluvial y de la caza de animales que ingieren aguas de
formacion en un intento de suplir la carencia de sales minerales que

presenta su dieta habitual (Rosell, 2016).

Esta contaminacion no solo estaria impactando directamente a la fauna
silvestre en general de una regién que es mega diversa y donde habitan
algunas especies que ya se encuentran en peligro de extincion, sino que
ademas afecta a las comunidades indigenas que dependen de la caza y
la pesca como fuente de proteina animal (Pedro Mayor, UAB 2016).

Durante afios, la mala practica ambiental por parte de las empresas

petroleras ha sido denunciada por las poblaciones indigenas, hasta que

el gobierno peruano declar6 la zona en emergencia ambiental en 2013 y

en emergencia sanitaria en 2014. No obstante, ahora hemos podido
cuantificar |l os compuestos qQque se est8n
coautor del estudio, quien explica que durante muchos afios se negd que

la contaminacion de plomo en la selva procediera de la actividad

hi drocarbur2fera fAsin tener en cuenta q
las aguas de formacion vertido en la zona si contienen plomo, (Marti

Orta, 2016).



Los derrames accidentales a gran escala presentan un volumen
significativo de contaminantes en todo el mundo. Lastimosamente, son
varios los ejemplos que se pueden citar, entre estos esta el derrame del
Exxon Valdez en Alaska en 1989 y el derrame de BP Deepwater Horizon
en el Golfo de México en 2010 catalogados como los dos peores
desastres ambientales en la historia de los Estados Unidos que aun
estan afectando algunos de los ecosistemas marinos mas productivos y

vulnerables (Spier, 2013).

Sin embargo, este tipo de contaminacion relacionada con sustancias
derivadas del petréleo no tiene origen exclusivo en las actividades
petroleras; la literatura permite conocer que existe un aporte masivo y
continuo que proviene de labores diversas, tales como: la pesca; el
transporte maritimo y de cabotaje; las operaciones de limpieza de
bugues y los expendios de combustible a embarcaciones pequefias,
cuyo suministro se realiza a través de mangueras, sin llave de cierre al
final; el vertimiento de los residuos del cambio de aceite, las latas de
lubricante en lanchas, y el descargue de sentinas de los buques

pequefios caen directamente al agua (Jimenez, 2006).

Microorganismos que degradan hidrocarburos

Ahora se sabe que durante el proceso de degradacion del petréleo
intervienen varias especies de bacterias y que gracias a la participacion
y combinacién de los diferentes procesos metabdlicos de las bacterias
presentes en ambientes marinos pueden alcanzarse tasas de consumo
hasta del 100% (Das & Chaldran, 2011).

La variabilidad de especies y géneros, se debe a que diferentes
bacterias tienen afinidad por ciertos hidrocarburos, como se ha
observado en Acinetobacter sp., Pseudomonas sp. y Mycobacterium sp.
Las cuales degradan alcanos, monoaromaticos y poliaromaticos
respectivamente (Salleh, Ghazali, & Rahman, 2003).

Sin embargo, también se ha visto que pueden participar en sintrofia. En
condiciones anaerobias durante la degradacién de alcanos, se ha
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observado la participacion de bacterias sulfatorreductoras vy

metanogénicas (Morris, Henneberger, Huber, & Moissl-Eichinger, 2013).

Otros factores importantes que determinan a las poblaciones
microbianas durante la degradacion del petréleo son los factores
abidticos de la zona (pH, temperatura, salinidad, oxidoredox, etc.), asi
como las propiedades fisicoquimicas del petroleo (ligero o pesado). La
combinacion de ambos factores puede favorecer o afectar la diversidad
bacteriana (Das & Chandran, 2011).

Hazen et al. (2010) reportaron un cambio de las comunidades
microbianas, entre las zonas contaminadas y las de sus alrededores en
estudios de ecologia microbiana a 1 500 metros de profundidad. Estas
variaciones fueron asociadas principalmente a las diferencias en la
concentracion de oxigeno y al petrdleo, ya que observaron un gradiente
de concentracion y de transformacién del petréleo a lo largo de la pluma

de contaminacion.

Existen varios reportes de las bacterias que participan en la degradacién
del petroleo (Zobell, 1946). En el caso del Golfo de México se ha
encontrado una gran diversidad microbiana, como se ha observado en
estudios llevados a cabo en zonas de las costas de Florida, Campeche,
Veracruz y en el delta del rio Mississipi que han sido afectadas por
derrames de petroleo. En estos sitios se han detectado al-rededor de 24
especies de bacterias distribuidas en 14 géneros. Entre los que se
encontraron: Gammaprotobacteria, Marinobacter, Pseudomonas vy
Acinetobacter (kostka & Prakash, 2011), asi como algunos géneros de
bacterias  hidrocarbonoclastas como Alcanivorax, Marinobacter,
Thallassolituus, Cycloclasticus y Oleispira (Mortazavi, Horel, Beazley, &
Sobecky, 2013).

Segun el Articulo de la Revista (Investigacion de Biotecnologia
Internacional, 2011) e n el art2culo publ iacado C C

degradacion microbiana de los contaminantes de hidrocarburos de



petréleo: Una vision generalo , Nos di ce qgue, I
agentes mas activos en la degradacién de petréleo, y trabajan como
agentes de degradacién primaria, se alimentan exclusivamente de
hidrocarburos. En el Acinetobacter sp. se encontré la capacidad de
utilizar n-alcanos de longitud de cadena C10-C40 como Unica fuente de
carbono. Géneros de bacterias, a saber, Gordonia, Brevibacterium,
Aeromicrobium, Dietzia, Burkholderia, y Mycobacterium aislado de tierra
contaminada de petrdleo resultaron ser los organismos potenciales para

la degradacion de hidrocarburos (Yaya, 2017).

Se analiz6 un consorcio microbiano que consisti6 en dos cepas de
Pseudomonas aeruginosas y Rhodococcus erythropolis un aislado de
tierra contaminada con lodo aceitoso se utilizd en este estudio. El
consorcio tubo la capacidad de reducir el 90% de hidrocarburos en 6
semanas en cultivo liquido, se prob6 en dos ensayos de campos
independientes. Ademas, el efecto de dos aditivos (una mezcla de
nutrientes y una preparacion biosurfactante bruto sobre la eficiencia del
proceso también se evalué. El consorcio degradado 91% del contenido
de hidrocarburos de la tierra contaminada con 1% (v / v), los lodos de
petréleo crudo en 5 semanas. Se utilizdé un aditivo junto con el consorcio
gue provoco un agotamiento de 91% a 95% del contenido de
hidrocarburos en 4 semanas, con la preparacion biotensioactivo crudo
(Yaya, 2017).

Diaz y col.,, en (1999), en México, evaluaron la biodegradacion de
hidrocarburos por un consorcio microbiano de la rizosfera de Cyperus
laxus Lam. Primero sembraron el consorcio microbiano en un medio
mineral liquido que contenia hidrocarburos (35 000 ppm) como Unica
fuente de carbono y energia, luego lo incubaron a 30 °C en agitacion a
125 r.p.m. durante trentaicuatro dias con su control respectivo, al cabo
de ese tiempo cuantificaron la concentracion de hidrocarburos,

obteniendo una biodegradacion del 62.28%.

Arenas, en (1999), en Lima, aisl6 262 cepas bacterianas, a partir de

as

muestras de suelo y agua de |l a refi
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seleccionaron 55 cepas bacterianas, que fueron las de mayor actividad
emulsificante, a las cuales se les evalu6 su actividad degradativa. El 100
% crecieron sobre el petr6leo y mostraron crecimientos comparables a
las escalas dos, tres, cuatro y cinco de Mc. Farland. Los
microorganismos  aislados  fueron  Pseudomonas  aeruginosa,
Pseudomonas mendocina, Pseudomonas aureofasciens, Listonella
damsela, Bacillus sphaericus, Bacillus brevis, Enterobacter cloacae,
Acinetobacter calcoaceticus var. Anitratus, Hafnia alvei, Citrobacter
freundii, Citrobacter amalonaticus, Sphingobacterium multivorum,

Staphylococcus Sp., Neisseria Sp., Micrococcus sp.

Renteria y Miranda, en (1998), en Trujillo, realizaron el aislamiento y
seleccion primaria de microorganismos capaces de utilizar petréleo
como Unica fuente de Carbono. Ellos evaluaron el crecimiento sobre
petréleo de noventa cepas bacterianas provenientes de muestras de
agua y suelo contaminadas con petroleo crudo, cinco cultivos mostraron
mayor actividad: Micrococcus, Pseudomonas, Alcaligenes, Acinetobacter
y Flavobacterium, los que fueron evaluados a través de los pardmetros
cinéticos velocidad especifica de crecimiento y tiempo generacional.
Tantaledn y Altamirano, en 1998, en Ica, realizaron el aislamiento y
evaluacion del crecimiento de Pseudomonas spp. hidrocarburoclasticas
en petréleo diesel 2 (D2) y compararon el crecimiento de tres cultivos
puros y uno mixto de Pseudomonas sp. nativas que tuvieron la mayor
capacidad para utilizar el petrdleo D2. La mejor capacidad de

biodegradacion de petréleo D2 se logré en el cultivo mixto.

2.2. PLANTEAMIENTO TEORICO DEL PROBLEMA

2.2.1. ;Qué es un hidrocarburo?

Los Hidrocarburos son compuestos quimicos constituidos principalmente
por atomos de carbono e hidrogeno (SERMANAT, 2003). Los
hidrocarburos pueden contener otros elementos en menor proporcion
como son oxigeno, nitrégeno, azufre, halégenos (cloro, bromo, iodo y

flaor), fésforo, entre otros. Su estado fisico, en condiciones ambientales,
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puede ser en forma de gas, liquido o sélido de acuerdo al numero de
atomos de carbono y otros elementos que posean. Se funden a
temperaturas relativamente mas bajas que los compuestos minerales o
inorganicos (PEMEX, 1999). Los hidrocarburos pueden clasificarse de
acuerdo con la divisibn de los compuestos organicos, en la siguiente

forma: alifaticos y aromaticos (alcaldia mayor de bogota d.c., 2004).

2.2.1.1. Composicion por familias de hidrocarburos

A) Hidrocarburos alifaticos:
En este primer apartado, los &tomos de carbono se disponen formando

una cadena lineal; éstos se subdividen en:

1 Alcanos
Son hidrocarburos saturados que también reciben el nombre de
parafinicos, Se presentan en estado gaseoso, liquido o sdlido segun
el tamafio de la cadena de carbonos. Hasta 4 6 5 carbonos son
gases, de seis a 12 son liquidos y de 12 y superiores se presentan

como solidos aceitosos tienen enlaces simples (Rodriguez, 2018).

I i B
H—C—H H—C—C—H H-C—C—C—H
H H H H H H

metano etano propanco

1 Alguenos
Hidrocarburos insaturados, son los que tienen uno o mas carbonos

con enlaces dobles (Rodriguez, 2018):

H
\C_C/
77N

H

1 Alquinos
Hidrocarburos insaturados que cuentan con enlaces triples entre sus

atomos de carbono, estos enlaces se caracterizan por ser mas
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fuertes que los simples, por lo que su degradacion requiere de una

mayor aportacion de energia (Rodriguez, 2018).

H—C=C—H
B) Hidrocarburos ciclicos:

{1 Hidrocarburos policiclicos.
Son los que tienen cadenas cerradas de 3, 4, 5, 6, 7 y 8 atomos de
carbono saturados o no saturados. Como ejemplo, encontrariamos

el ciclohexano y ciclopentano (Rodriguez, 2018):

H C-H,
H,-
H,-C C-H,
H. - -
2 H,- C-H,
Ciclopentano Ciclohexano

1 Hidrocarburos aromaticos
Son hidrocarburos que cuentan al menos un anillo aromatico aparte
de otros tipos de enlaces que puedan tener. EI mas representativo
de la familia de los hidrocarburos aromaticos es el benceno (C6H6),
pero existen otros ejemplos, como el tolueno, etilbenceno y xileno,
muy perjudiciales para la salud por estar implicados en numerosos
tipos de cancer y que habran de tomar muchas medidas al respecto

en caso de fugas o derrames (Rodriguez, 2018).

H\C= /H
/N
—0C CcC—
H>\C_C/<H
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1 Hidrocarburos naftalénicos o hidrocarburos aromaticos
policiclicos.
Los hidrocarburos aromaticos policiclicos también conocidos por sus
siglas, HAP's; estan constituidos por dos o mas anillos fusionados,
con resonancia electrénica entre sus atomos de carbono. Los HAP's
constituyen contaminantes organicos relacionados con las
actividades humanas, en especial con aquellas derivadas del
tratamiento y posterior combustion del petrdleo y sus derivados. Son
compuestos estables y altamente tdxicos, algunos potentes

carcindgenos y otros mutagénicos (Rodriguez, 2018).

H H
a | | &
2 P N . 3
E H—{.‘.X G N ;
& 3 i I .
H—C i FE C—H
5 4 - o
{I: H
H H

Estos compuestos se encuentran distribuidos en el suelo, mar,
sistemas fluviales y sedimentos, su presencia se ha atribuido
principalmente a los derrames de petréleo y descargas de plantas

petroquimicas.

Algo que es muy comun en cualquiera de los grupos de hidrocarburos
expuestos mas arriba es la sustitucion de uno o varios de sus
hidrégenos por otro &tomo o grupos funcionales que se mencionaran
mas adelante. La importancia de estas sustituciones se debe a que,
variard el comportamiento quimico de molécula, también lo hara la
facilidad con la que estos compuestos podran ser biodegradados
(Rodriguez, 2018).

2.2.2. Destilacion fraccionada

La refinacion del crudo involucra una serie de procesos tanto fisicos
como quimicos a los cuales se somete el petroleo crudo, los productos
que se obtienen de ellos tienen diferentes rendimientos ya que estos

dependen del origen del crudo; para ajustar estos rendimientos al patron
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de consumo algunas de las fracciones se someten a diversos procesos
de conversion se lleva a cabo por medio de la destilacion fraccionada.
Estos procesos pueden ser de tres tipos: procesos de destilacion,
procesos de desintegracion y procesos de purificacion. En el proceso se
calienta el petroleo crudo a una temperatura en la cual los componentes
ligeros se evaporan y a continuacion se condensan los hidrocarburos en
fracciones aprovechando las diferencias en los puntos de ebullicion. La
composicion de cada fraccion se identifica por su intervalo de ebullicion y

no se obtienen compuestos puros (Gaceta UNAM, 1988,pp 16-19).

Menos de 40 °C

Gases

o
40-200 'C Bencinas

Gasolinas

o
200-300 C Queroseno

Naftas

250-350°C

Combustible Diesel

Menor temperatura

300-370 °C Aceites ligeros
Lubricantes
Parafinas

Calentador

Asfalto

Petréleo Torre de destilacidn Alquitrnes
crudo

Figura 1: Esquema de la destilacién fraccionada del petréleo.

2.2.3. Composicion del petréleo

Para entender los procesos de biorremediacion de suelos contaminados
con el Petréleo y sus derivados es necesario comprender la compaosicion
guimica del Petroleo. Es un compuesto de hidrocarburos, basicamente
una combinacion de carbono e hidrogeno (Pémex, 1988).

Al analizar petréleo de diversas procedencias, puede decirse de manera

general que lo forman los siguientes elementos quimicos: de 76 a 86%
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de carbono y de 10 a 14% de hidrogeno; a veces contiene oxigeno,
azufre y nitrégeno. También se han encontrado huellas de compuestos
de hierro, niquel, vanadio y otros metales (Chang y Tsao, 1984; Pavia et
al., 1990).

Mientras mayor sea el contenido de carbon en relacion con el del
hidrégeno, mayor es la cantidad de productos pesados que tiene el
crudo. Esto depende de la antigiedad y de algunas caracteristicas de
los yacimientos. No obstante, se ha comprobado que entre mas viejos
son los yacimientos, tienen mas hidrocarburos gaseosos y sélidos y
menos liquidos entran en su composicion.

El nimero de atomos de carbono y la forma en que estan unidos, ya sea
en cadenas lineales, cerradas o ramificadas, proporciona al petréleo
diferentes propiedades fisicas y quimicas. Asi tenemos que el metano al
ser un hidrocarburo compuesto por un atomo de carbono y cuatro
atomos hidrogeno tiene el estado fisico gaseoso; los hidrocarburos con

cadenas

Los hidrocarburos del petréleo pueden dividirse en cuatro categorias de

compuestos:

1 Los saturados: los alcanos como el hexano, el octano, el decano,
el hexadecano, los isoalcanos y los cicloalcanos como el
ciclohexano.

1 Los aromaéticos: benceno, tolueno, xileno y naftaleno agrupados
también bajo la apelacion BTEX y los poliarométicos o PAHs
(Rittman, 1994).

1 Las resinas: soélidos polares amorfos disueltos que contienen
nitrégeno, azufre y oxigeno.

1 Los asfaltenos: grandes moléculas polares coloidales sin disolver
gue son mas resistentes a la biodegradacion (Balba, Al-Awadhi, &
Aldaher, 1998)
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2.2.4.

En términos generales, de un 70 a un 97% de los hidrocarburos del
petréleo es degradable (la fraccibn de hidrocarburos saturados y
aromaticos) y el resto representa los asfaltenos y las resinas
esencialmente inertes (Prince, Varadaja, & Fiocco, 1999).

Comportamiento del petréleo en el ambiente

El proyecto de recuperacion de suelos contaminados por hidrocarburos a
cargo de Riesco (2012) indica que un derrame de petroleo lleva consigo
una serie de cambios progresivos de sus propiedades fisicoquimicas los
cuales se atribuyen al proceso de intemperizacion, el cual incluye:
evaporacion, disolucién, dispersion, oxidacion, emulsificacion,
sedimentacién y biodegradacion. La intemperizacion es la pérdida de
ciertos componentes del petroleo a través de una serie de procesos
naturales que comienzan una vez que ocurre el derrame y contindan
indefinidamente. La tasa de intemperizacion del petréleo varia en funcion
de las caracteristicas del producto derramado y de las condiciones
climaticas existentes en el lugar del derrame. Generalmente va referida a
vertidos al aire libre no en el subsuelo, pero en algunos casos el
derramen se produce a ras del suelo y de ahi percola hasta los
acuiferos, de modo que parte del hidrocarburo percolado puede haber
sufrido o sufrir durante su movilizacion de este proceso (Rodriguez,
2018).

fotooxidacion

Figura 2: Proceso de degradacion de los hidrocarburos,
Fuente: Ciencias de la tierra y del medio ambiente.
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1 Evaporacion

Este paso atafie la composicion del producto derramado: crece su
densidad y viscosidad y merma su solubilidad en el agua, reduciendo asi
el nivel de toxicidad del producto. En la medida que los compuestos mas
volatiles se evaporan, el petroleo se hace mas pesado y puede llegar a

hundirse. A las 24 horas casi el 40 % del petréleo se ha evaporado.

Estos porcentajes van variando de acuerdo con el valor de viscosidad
del hidrocarburo, por lo que el proceso de evaporacion es muy
trascendental en los derrames, especialmente si se trata de gasolinas o

crudos livianos.

La evaporacion de los hidrocarburos es uno de los factores principales
para determinar el destino final del derrame. Durante las primeras 24
horas la evaporacion es responsable por la pérdida de los hidrocarburos
de tamafio C6 a C13 (alcanos de 6 a 13 carbonos) dependiendo del tipo
de hidrocarburo, aproximadamente 25"50 % de los hidrocarburos

derramados pueden llegar a evaporarse.
7 Disolucion

Este proceso empieza inmediatamente, es de largo plazo y continla
durante todo el proceso de degradacion del hidrocarburo. Es de notar
gue los compuestos mas ligeros son los mas solubles en el agua y por lo
tanto se convierten en los méas toxicos, por lo que es muy importante

calcular su concentracion, para estimar los posibles efectos toxicos.
1 Oxidacion

La combinacion quimica de hidrocarburos con el oxigeno molecular
contribuye a la descomposicion final del petréleo. Cuanta méas area
expuesta exista, mayor sera la oxidacion y mayor la velocidad de
degradacion. La radiacion ultravioleta solar produce la oxidacion
fotoquimica que puede implicar una degradacion diaria del 1 % del

derrame (dependiendo de la intensidad de la radiacién solar).
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Emulsificacion

Este es el procedimiento por el cual un liquido se dispersa en otro liquido
en forma de pequefias gotitas, es decir como suspension. La
degradacion de este tipo de emulsion es muy lenta y solo puede ser
acelerada por la presencia de cierto tipo de bacterias dentro de la

emulsion.

Sedimentacion:

Puede suceder por dos mecanismos: el primero se define en la medida
gue el hidrocarburo se intemperiza resultando en un incremento de su
densidad respecto al agua circundante y por consiguiente se hunde. El
segundo ocurre por la adhesion de las particulas suspendidas en la

columna de agua al petroleo. Esto so6lo es importante en el mar.

2.2.5. Actividad petrolera

2.2.5.1.

Es una de las causas directas de la destruccion de los bosques del
mundo. Cada vez que se identifican reservas petroleras en algun lugar
boscoso del mundo, se inicia una tragedia que empieza por la
generacion de conflictos entre las comunidades locales y que termina

con la destruccion de los ecosistemas (Somos Sur, 2005).

Contaminacién de la actividad petrolera

La separacion de petréleo y salmuera no es completa y una cierta
cantidad de petrdleo, compuestos organicos y gases disueltos, son
descargados conjuntamente con el agua salina. Asimismo, al petroleo
descargado en las formas mencionadas se afiaden considerables
cantidades por derrames, fugas, lavado y separacion de equipos Yy
accesorios, y otras fuentes, que tienen su origen en la mala operacion de
los sistemas de control. La pelicula de petroleo que se forma en la
superficie del agua interfiere con los mecanismos de transferencia de
oxigeno, esencial para la vida de los peces y que también afecta a las
aves al recubrir su plumaje y ocasionarles la muerte. Una parte de estos

elementos son arrastrados por la corriente y depositados en las orillas,
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afectando también a la vegetacion riberefia, de la que depende la
mayoria de las especies de peces. Pelicula de petréleo que se forma en
la superficie del agua interfiere igualmente enla acidez nafténica,
contribuyente menor del petroleo crudo, mata a los peces, cuando esta
presente a concentraciones de 5 a 120 ppm. Pero la contaminacion va
més alla, porque las particulas de crudo se incorporan a los sedimentos
refugios y/o alimentos de los organismos, en esta etapa intervienen
fendbmenos quimicos y biolégicos, los efectos son complejos vy
prolongados, incidiendo no sélo en una especie, sino que afecta a toda
la cadena trofica, ocasionando un desequilibrio en el ecosistema
(Elblogverde.com, 2016).

2.2.6. Contaminacion del suelo por hidrocarburos derivados del petréleo

La dependencia que nuestra civilizacion tiene del petrdleo ha sido la
causa de la contaminacién de suelos, muy extendida en los paises
productores y consumidores de petréleo, debido a los derrames de
petréleo y sus derivados, asi como al manejo indebido de los lodos
procedentes de las refinerias. Los hidrocarburos del petréleo son toxicos
para los animales y el hombre ya que son mutagénicos y carcinogénicos
(Flores et al., 2001). La contaminacion por estos compuestos se
caracteriza en la mayoria de los casos, por ser muy persistente en los
ecosistemas, aunque existan procesos degradativos en los que
intervienen microorganismos, presentes de forma natural en los
ecosistemas, que pueden ser utilizados o activados en procesos de
biorremediacion. En el caso del suelo, las principales consecuencias
ambientales que se presentan después de un evento de contaminacion
por hidrocarburos son: la reduccion o inhibicién del desarrollo de la
cobertura vegetal del lugar del derrame, los cambios en la dinamica
poblacional de la fauna y la biota microbiana y la contaminacién por
infiltracion de las masas de agua subterraneas (Pardo, Perdomo, &
Benavides, 2004). Ademas del impacto ambiental negativo, los derrames
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de hidrocarburos generan impactos de tipo econémico, social y de salud

publica en las zonas aledafias al lugar afectado (Nustez, 2012).

2.2.6.1. Presencia de microorganismos

La presencia de los microorganismos en un suelo afectado por la
contaminacion por hidrocarburos sera crucial para su recuperacion
puesto que gran parte de las técnicas de biorremediacion utilizadas para
este fin se fundamentan precisamente en estos microorganismos
degradadores de hidrocarburos, siendo las técnicas mas exitosas en
cuanto a su capacidad degradativa (Haristah & Kaushik, 2009). Se
estima que la concentracion minima de microorganismos degradadores
especificos de hidrocarburos para poder llevar a cabo la biorremediacion
del suelo es de 103 a 104 unidades formadoras de colonias (Ercoli &
Galvez, 2001). En el caso de que la biomasa del suelo no sea suficiente,
se pueden inocular al mismo microorganismo mediante la técnica de
bioaugmentacion, que consiste precisamente en incentivar la
degradacion de los contaminantes del suelo con el aporte exégeno de
microorganismos.

Como ya hemos mencionado, la presencia o no de microorganismos es
fundamental pero también la variedad de los mismos es un factor
importante que influird en la eficacia de la descontaminacion del suelo, y
esto se observa en algunos trabajos donde existe una gran diferencia en
el comportamiento de bacterias y hongos en suelos enmendados, frente
a suelos sin aporte de material organico. El incremento de las
poblaciones de hongos y bacterias observado al comienzo de la
biorremediacion en suelos enmendados y no enmendados con respecto
a los suelos control sin contaminar, explica como la incorporacion de
hidrocarburos y enmiendas organicas proporciona sustancias que actian
como fuente de carbono y nutrientes para los microorganismos (Ros,
Rodriguez, Garcia, & Hernandez, 2010), activando su metabolismo e

influyendo positivamente en la descontaminacion del suelo.

21



2.2.6.2. Adaptacion de los microorganismos al medio con hidrocarburos

Son muchos y diversos los estudios que hablan de la importancia de
esta capacidad de adaptacién de los microorganismos a las variables
condiciones del medio en el que se encuentran. Se ha observado que la
diversidad microbiolégica de un suelo con hidrocarburos disminuye, con
la consecuente predominancia de aquellos microorganismos bien
adaptados a ese tipo de contaminacion (Ahn, 2006).De esta
adaptabilidad depende en parte el éxito de la biorremediacion del suelo,
puesto que gracias a ella los microorganismos son capaces de utilizar
como fuente de energia las sustancias que se encuentren a su alcance,

en nuestro caso los hidrocarburos del suelo.

La modificacion en la composicion de los lipidos de membrana es un
importante mecanismo de adaptacion de los microorganismos para
poder desarrollarse con éxito en condiciones de estrés. Este hecho es
debido a que las propiedades fisicoquimicas de la membrana celular
como la hidrofobicidad, los enlaces Van Der Waals y Lewis, las
caracteristicas acido-base y las propiedades eléctricas, dependen, en
parte, de la composicion de los lipidos de la misma. Incluso dichas
propiedades influyen directamente en la interacciébn que pueden tener
las células bacterianas con las superficies abidticas del suelo
(Bisbiroulas, 2010) como es, en nuestro caso, la interaccién con los
hidrocarburos del suelo. Ademas de este hecho, se han observado
cambios en la expresion de algunas proteinas en bacterias afectadas por

la contaminacién por hidrocarburos en el suelo (Bastida, 2010).

Resumiendo, los mecanismos por los cuales los microorganismos se
adaptan a las condiciones de un suelo contaminado con hidrocarburos
son:
1 Induccion y/o depresion de enzimas implicadas en la degradacion
de hidrocarburos.
1 Cambios genéticos en los microorganismos, dando como

resultado nuevas capacidades metabdlicas.
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9 Enriquecimiento en organismos capaces de degradar los
hidrocarburos. Esta capacidad de adaptarse al medio, sea cual
sea el mecanismo que elijan para hacerlo, sera crucial para

1 el éxito de los procesos de biorremediacion que queramos aplicar

a los suelos contaminados.

2.2.7. Contaminacion del agua por hidrocarburos derivados del petréleo

La contaminacion de las aguas por hidrocarburos en los sistemas de
almacenamiento, en las fuentes de abastecimiento subterraneas y
superficiales, asi como en otros emplazamientos, es un hecho que ha
venido en aumento como resultado de la explotacién, refinacion,
distribucion y almacenamiento de petrdleo crudo y sus derivados.

Este tipo de contaminacion produce un cambio en las caracteristicas del
agua, pudiendo provocar en el ecosistema serios efectos debido al
impacto negativo de estos contaminantes sobre sus diferentes
componentes, (Vicente I. Prieto Diazy Lic. Agustin Martinez 1999).

En el agua, los hidrocarburos se esparcen rapidamente, debido a la
existencia de una importante diferencia de densidades entre ambos
liquidos, llegando a ocupar extensas areas, y dificultando por lo tanto
sus posibilidades de limpieza. Se crea una capa de unos pocos micrones
de espesor lo que imposibilita la interaccion entre la flora y la fauna con
la atmésfera, obstruyendo asi el ciclo natural de vida. Si las sustancias
contaminantes alcanzan la costa, debido a la alta permeabilidad de la
arena, los hidrocarburos pueden penetrar hacia el subsuelo
contaminando las aguas subterraneas y dejando rastros irreparables en

los reservorios de agua dulce (Plus).

2.2.8. Petréleo en Peru

Tres, son las zonas petroleras del Peru: la costa noroccidental, el zécalo
continental y la selva peruana. La costa noroccidental del Peru es la
zona petrolera mas antigua del pais, en el departamento de Piura. Alli
estan los centros petroliferos de la Brea, Parifias, Lobitos, El Alto, Talara
y los Organos, todos ellos en la provincia de Talara. El zécalo continental
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es la parte del fondo submarino que se extiende entre a la playa y la
isobata de 200 m de profundidad. Frente a Piura el z6calo continental es
estrecho. Sin embargo, alli hay 539 pozos en produccion que se operan
desde unas plataformas flotantes. La selva peruana es la mas
importante zona petrolera del Perd. Su explotaciébn se acentud en la
década del setenta. Los primeros yacimientos que se explotaron fueron:
Aguas Calientes, en la provincia de Pachitea, departamento de
Huénuco. En la década del setenta se descubrieron los yacimientos de
la selva norte, en las cuencas de los rios Corrientes, afluente del Tigre, y
Pastaza, ubicados cerca de la zona de frontera, en el departamento de
Loreto (Valderrama G. , 2005).

2.2.8.1. Potencial petrolifero

Peru esta ubicado en una de las zonas mas productivas de Sudamérica,
sin embargo, resulta ser un pais en el que la actividad exploratoria no es
adecuada en funcién al potencial de produccién probable. El pais tiene
18 cuencas sedimentarias con 83 millones de hectareas (ha), la mayoria
de ellas en un estado inmaduro de exploracion, existen por tanto
grandes posibilidades de encontrar nuevos y mejores yacimientos de
petréleo. Existen 74 contratos de exploracién y explotacién con 33
millones de hectareas y existe un remanente de 50 millones de
hectareas para nuevos contratos. Se estima que el Peru puede alcanzar
un total de méas de 4,000 millones de barriles de reservas probadas, en
las cuales el mayor volumen consiste en Gas Natural y Liquidos de Gas
Natural. Como resultado de nuevos descubrimientos, las reservas
probadas de petréleo, gas natural gas y liquido de gas natural (LGN) se
han tenido un incremento sostenido en los ultimos 20 afios. Siendo la
region mas prolifica y de mayor éxito productivo la del Sub Andina, con
un factor de éxito de 77 %. El afilo 2014 se efectuaron importantes
hallazgos en la Cuenca de Ucayali, los cuales cuentan con un excelente
potencial productivo, lo que generard también el incremento del riesgo
de contaminacién por el derrame de petréleo, que actualmente se

transporta mediante camiones cisterna en vias afirmadas no asfaltadas y
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se prevé que en los proximos aflos se contara con oleoductos que
también son susceptibles a sufrir roturas contaminando el suelo de la
region (Cuneo, 2014).

2.2.9. Larefinacion del petroleo en el Pera

En el Peru la industria de refinacién de petréleo esta constituida por 07
Refinerias (Grafico N°3.1) de las cuales 05 de ellas a cargo de Petroperu
S. A. son de propiedad del estado: Refineria Talara (62500 BPD),
Refineria Conchan (13500 BPD), Refineria Iquitos (10500 BPD),
Refineria EI Milagro (1700 BPD) y refineria Pucallpa (3000 BPD); esta
Ultima arrendada y operada por Maple Gas Corporation T Perd. Entre las
refinerias privadas estan: Refineria La Pampilla (102000 BPD) del Grupo
Repsol y Refineria Shiviyacu de propiedad de Pluspetrol (2000 BPD).
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Figura 3. Refineria en el Peru
Fuente Ministerio de Energia y Minas

2.2.9.1. Refineria en Ucayali

La region Ucayali por muchos afios ha sido una de las zonas de
produccion de petréleo, existen yacimientos en Maquia, Aguas calientes,
asi como la refineria Pucallpa, Petrdleos de la Selva y la Planta de
fraccionamiento y Planta de gas de Aguaytia y en el afio 2014 se
efectuaron varios pozos exploratorios confirmando la existencia de crudo
de excelente calidad, lo cual originé el incremento de la actividad de

produccion, almacenamiento y transporte de petréleo, incrementandose
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notablemente el riesgo de derrame de petroleo por la volcadura de
camiones cisterna que transportan el petréleo crudo producido en la

region (Rodriguez, 2018).

Refineria Pucallpa Inicié sus operaciones el 11 de setiembre de 1966, se
ubica en Jr. Padre Aguerrizabal N° 300, Pucallpa, Distrito de Calleria,
provincia de Coronel Portillo, Departamento de Ucayali. Es propiedad de
Petroperd, pero, actualmente viene siendo operada por la Compafia
Maple Gas Corporation del Perd i Sucursal Peruana, a través de la

marca Petroleos de la Selva.

2.2.10. Degradacion de Hidrocarburos

La degradaciéon de Hidrocarburos consiste en captar contaminantes
mediante procesos biolégicos. Los procesos de remediacion son in-situ
(en el mismo lugar) o ex situ (separando proporcién contaminada). Las
faenas industriales expelen un gran contenido de contaminacion con
metales pesados (Cu, Zn, Pb, Cd, Cr, Ni, Hg, Co, Ag, Au) asi como

también, radionuclidos (U, Th) en el medio ambiente (Yaya, 2017).

2.2.11. Papel de los microorganismos en la degradacion de los
hidrocarburos

Las reacciones de transformacion del hidrocarburo en anhidrido carbdnico y
agua tienen lugar en el interior de las células, por lo que es condicién
indispensable que los microorganismos sean capaces de captar e introducir a
través de su pared celular estas moléculas para degradarlas. La naturaleza
hidrofébica de los hidrocarburos hace que sean moléculas dificiles de
metabolizar por los microorganismos puesto que estos necesitan de un medio
acuoso para poder operar. También es importante la longitud de las cadenas
de carbonos que componen los hidrocarburos puesto que cuanto mas largas
sean estas cadenas menores va a ser su solubilidad en agua y por tanto menor
sera su biodisponibilidad al ataque microbiano. Cuanto mas complejas sean las

moléculas, menor sera su biodegradabilidad.
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También existen estudios en los que se evalla la degradabilidad de los
hidrocarburos a lo largo del tiempo. La biodisponibilidad de los hidrocarburos se
reduce con el tiempo debido a un proceso de envejecimiento. Entre las posibles
causas se mencionan reacciones de oxidacion quimica que incorporan el
contaminante dentro de la materia organica, difusion lenta dentro de los poros
muy pequefios y adsorcion en las paredes de los mismos, asi como la
formacion de peliculas semirrigidas alrededor de los liquidos en fase no
acuosa, con una alta resistencia a la transferencia de la masa en acuiferos y

reactores slurry (Ercoli, y otros, 2000)

Los microorganismos juegan un papel fundamental en la degradacion de los
hidrocarburos siendo los principales responsables de ella, si bien es cierto que
son muchos los factores que hacen posible que esto tenga lugar. En los
lugares donde ha habido depdsito controlado o derrame de hidrocarburos
aparecen de forma natural microorganismos que utilizan estas moléculas como
fuente de energia frente a otras colonias que, por un lado, son inhibidas por
este contaminante, y por otro, sufren la competencia de las bacterias

degradadoras de hidrocarburos.

Estas bacterias responsables de la degradacién de los hidrocarburos pueden
encontrarse en un ambiente dependerd también de las caracteristicas del
suelo; una alta capacidad de cambio catiénico y una elevada adsorcion de
contaminantes organicos tendrd como consecuencia un bajo efecto toxico en

los ecosistemas (McBride, 1994).

Como estamos viendo a lo largo de esta Memoria, el papel de los
microorganismos es primordial pudiendo nosotros influir tanto negativa como
positivamente en su capacidad degradativa, modificando el ambiente del lugar
contaminado, aun asi, los propios microorganismos han desarrollado
mecanismos para solventar el problema de biodisponibilidad de los
hidrocarburos y mejorar asi su capacidad biodegradativa. Segun algunos

investigadores (Syldat y Wagner, 1987) estos mecanismos son:

1 Produccion por parte de los microorganismos de surfactantes ionicos

que favorecen las emulsiones hidrocarburo-agua; de esta forma, los
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hidrocarburos adquieren caracteristicas hidrofilicas y pueden entonces
atravesar la pared celular.

Produccion de cambios en la naturaleza de su pared -celular,
produciendo polimeros con estructura de surfactante no iénico, los
cuales, adheridos a la superficie del microorganismo, vuelven a la célula
lipéfila y por tanto, capaz de convivir perfectamente con los

hidrocarburos.

2.2.11.1. Microorganismos que degradan Hidrocarburos

Existen indefinidos reportes de las bacterias que participan en la
degradacion del petréleo tal y como se ve en la tabla siguiente
(Garcia & Aguirre, 2014):

Tabla 1: Bacterias degradadoras de hidrocarburos

Compuesto Bacterias Compuesto Bacteria
Acinetobacter .
Ralstonia sp.
Sp. Mono-
Actinomicetos | aromaticos Rhodococus sp.
arthrobacter Pseudomonas putidas.
Bacilus sp. Altermonas sp.
Alcanos
Mocrococcus sp. Arthrobacter sp.
Planococus. Poli- Bacilus sp.
Rhodococus sp. | aromaticos Mycobacterium.
Pseudomonas Pseudomonas
sp. aeruginosa.

Fuente: (Garcia & Aguirre, 2014)

2.2.12. Factores que condicionan la degradacion de hidrocarburos

La biodegradabilidad de una mezcla de hidrocarburos presente en un
suelo contaminado depende de diversos factores, los cuales como

pueden clasificarse en cuatro grupos (Rodriguez, 2018)
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9 Factores medio ambientales

Los factores medio ambientales son aquellos necesarios a la hora de
proporcionar las condiciones Optimas para el crecimiento de los
microorganismos que llevan a cabo la recuperacion. Los
microorganismos son muy sensibles a los cambios de temperatura, pH,

disponibilidad de nutrientes, oxigeno y humedad (Rodriguez, 2018).

1 ElpH

Afecta significativamente la actividad microbiana. En consecuencia,
cuanto mayor sea la diversidad de microorganismos existentes,
potencialmente mayor sera el rango de tolerancia. No existen unas
condiciones preestablecidas que sean 6ptimas en todos los casos, pero
en términos generales el crecimiento de la mayor parte de los
microorganismos es maximo dentro de un intervalo de pH situado entre
6 y 8. En general, el pH éptimo para las bacterias heterétrofas es
neutro (pH 6 - 8), mientras que es mas acido para los hongos (pH 4 -
5). EI pH Optimo establecido para procesos de biodegradacion es
neutro (pH 7,4 - 7,8) (Dibble y Bartha, 1979).

1 Temperatura

Es uno de los factores ambientales mas importantes que afecta la
actividad metabdlica de los microorganismos y la tasa de
biodegradacion. Generalmente, las especies bacterianas crecen a
intervalos de temperatura bastante reducidos, entre 20 y 30 °C
(condiciones mesofilas), decreciendo la biodegradaciéon por
desnaturalizacion de las enzimas a temperaturas superiores a 40 °C e
inhibiéndose a inferiores a 0 °C. Sin embargo, también se ha dado la
biodegradacion de hidrocarburos a temperaturas extremas: 10°C en
suelos subdrticos y subalpinos (Sparrow Sparrow, 1988; Margesin y
Schinner, 1997). 5°C en suelos articos (Whyte et al., 1999) 60°C por
una cepa termaofila de Bacillus stearothermophilus aislada de un suelo
contaminado con crudo de petroleo del desierto kuwaiti (Sorkoh et al.,
1993).
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M Humedad

Los microorganismos requieren unas condiciones minimas de humedad
para su crecimiento. El agua forma parte del protoplasma bacteriano y
sirve como medio de transporte a través del cual los compuestos
organicos y nutrientes son movilizados hasta el interior de las células. Un
exceso de humedad inhibira el crecimiento bacteriano al reducir la
concentracion de oxigeno en el suelo (el rango varia en funcion de la
técnica). Por lo anterior, la humedad del suelo puede limitar de forma
severa la biodegradacion, fundamentalmente en suelos superficiales
afectados por oscilaciones importantes en el contenido de agua. No
obstante, el nivel éptimo de humedad depende de las propiedades de
cada suelo, el tipo de contaminacién y si la biodegradacién es aerébica o

anaerobica (Rodriguez, 2018).

1 El oxigeno

Es el aceptor final de electrones generalmente empleado en procesos
biologicos y también es necesario en determinados tipos de reacciones
de oxidacion 1 reduccion catalizada por enzimas. Los microorganismos,
oxidan compuestos organicos o inorgéanicos, obteniendo asi la energia
necesaria para su crecimiento. El proceso de oxidacién da lugar a
electrones gue intervienen una cadena de reacciones en el interior de la
célula y, al final, deben ser vertidos en el entorno. El aceptor final de
electrones es el receptor de estos y, en el caso de un metabolismo
aerobio, Oz es el aceptor y H20 es el producto. La mayor parte de
hidrocarburos presentes en los productos petroliferos son degradados
con mayor extension y rapidez de forma aerébica (O2 como aceptor final
de electrones), ya que en ausencia de Oz, y en presencia de aceptores
de electrones alternativos (NOs - SO42- CO2 Mn4+ y Fe3+) los
hidrocarburos pueden ser degradados, pero con unas tasas de
biodegradacion muy inferiores a las aerdbicas (Holliger y Zehnder, 1996;
Grishchenkov et al., 2000; Boopathy, 2002; Massias et al., 2003).
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2.2.13. Degradacion de las diferentes fracciones de hidrocarburos

Durante la biodegradacion de petréleo se ha observado que las diferentes
fracciones de hidrocarburos se asimilan a tasas de consumo variadas, como
respuesta a las diferentes afinidades que presentan las bacterias hacia los
compuestos disponibles, la cual dependerd de la estructura y del peso
molecular. Das y Chandran (2011) por ejemplo, observaron que el orden de
degradacion fue: alcanos-lineales > alcanos-ramificados > aromaticos de bajo

peso molecular > ciclo alcanos.

Los alcanos lineales cuando son asimilados por las bacterias son
met aboli zados p o r -oxidaaion rpwwducienda a@lcohblacomb
intermediario (Das & Chaldran, 2011).

Los alcanos-lineales entre C10 a C24 son los primeros en consumirse debido a
la baja hidrofobicidad que presentan. En estudios llevados a cabo con
Pseudomonas se observé que consumid primero los alcanos entre C5 y C16
(Das & Chaldran, 2011), por otra parte se ha observado que entre mas
carbonos tenga la cadena lineal el compuesto es mas hidrofobico, volviéndolos
no biodisponible a las bacterias, esto da como resultado que los alcanos de
cadenas largas (>C40) se degraden en un mayor lapso de tiempo, tal y como lo
observaron DelLaune y Wright (2011) en estudios llevados a cabo en
humedales del Golfo de México afectados por el derrame del Deepwater

Horizon.

En el caso de los monoaromaticos, se ha observado que se degradan por
diferentes rutas metabdlicas, dependiendo de la estructura molecular del
compuesto. De los hidrocarburos que conforman el btex (Benceno-tolueno-
etilbenceno y xilenos), el tolueno es el de mayor consumo bajo condiciones ae-
robias, sin embargo, dependiendo de las bacterias presentes en las zonas
contaminadas, estas moléculas pueden seguir diferentes rutas metabdlicas
(figura 4). Resultados similares también se han observado en la degradacion
de xilenos en presencia de Pseudomonas sp. (McGenety, 2012).

En la degradacién de los poliaromaticos se observa que la tasa de consumo

disminuye conforme aumentan los anillos aromaticos. Esto se debe
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principalmente a que se incrementa la hidrofobicidad y por ende no estan
disponibles a los microorganismos, presentando un tiempo de consumo que va
desde los 16 a 126 dias para el fenantreno y de hasta aproximadamente 1 400
d2as para el (Dakeh Glapall gk Rahman,2003)

El primer paso en la degradacion de los poliaromaticos es la oxidacion de la
molécula, para formar dihidrodioles, posteriormente los intermediarios
dihidroxilados pueden sufrir un ataque enzimético en las posiciones orto o meta
para formar catecol o protocatecuato, para finalmente entrar al ciclo de los

acidos tricarboxilicos (Das & Chandran, 2011)

CHy CH,
OH

OH CHj
tolueno cis-
dihidrodiol NS V OH

p-cresol
CH,OH R4 R2 CHs
/ ¢ R3 \
CH
N OH
benzyl alcohol OH m-cresol

o-cresol

Figura 4. Rutas metabdlicas del Tolueno por diferentes bacterias

Fuente: P. mendocina (R1), R. pickettii (R2), B. cepacia (R3), P. putida Paw15
(R4) y P. putida F1(R5) (Tomado de Salleh et al., 2003).

2.2.14. Quimica de la Biodegradacién

La mayoria de hidrocarburos son biodegradables. La susceptibilidad a la
biodegradacion depende de la estructura molecular y el peso molecular,
si aumentara la cadena de alcanos aumentaria la resistencia de
biodegradacion. No Obstante, al ramificar las cadenas reducirian la

biodegradacion (Yaya, 2017).
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La degradacion natural por bacterias es eficiente debido al metabolismo,
producto de enzimas oxigenadas, las cuales agregan varios atomos de

oxigenos a las moléculas por degradar (Gurdian & Johanning, 2002).

En el mecanismo de la degradacion, los microorganismos al crecer en
un substrato carbonoso captan como su principal fuente de energia y en

donde su unico alimento seréa el Hidrocarburo (Yaya, 2017).

2.2.14.1. Fundamentacion bioquimica de la biodegradacion

Biogquimicamente, la degradacion de hidrocarburos por accidén bacteriana
se basa, en que a nivel de la cadena respiratoria o transportadora de
electrones de las células, se van a producir una serie de reacciones oxido
- reduccién cuyo fin es la obtencion de energia. La degradacion, altera la
estructura molecular de los compuestos organicos y el grado de alteracion
determina si se ha producido biotransformacién o mineralizacion. El
término biotransformacién implica la descomposicion de un compuesto
organico en otro similar, en tanto que la mineralizacion involucra una
transformacién total de las moléculas organicas en didéxido de carbono,
agua, residuos inorganicos inertes y se incorpora el resto a las estructuras
de los microorganismos. En conclusion, la biotransformacion es una
degradacion parcial y la mineralizacion es completa (Lagrega,
Buckinghan, & Evans, 1996).

El proceso més basico del metabolismo microbiano, es la transferencia de
electrones desde un sustrato donador hacia un sustrato receptor. Para la
bacteria, el donador de electrones primarios sera uno entre varios
compuestos organicos contaminantes y los receptores de electrones
primarios normalmente son Oz, NO*, NO% 6 CO2 (Levin & Gealt, 1997).
Asi, la cadena la inicia un sustrato organico (el hidrocarburo) que es
externo a la célula y que actta como dador de electrones, de modo que la
actividad metabdlica de la célula acaba degradando y consumiendo dicha

sustancia.

Son los microorganismos conocidos como quimioorganotréficos los

encargados de utilizar estos compuestos naturales y xenobioticos
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(6rgano-contaminantes) como fuente de carbono y dadores de electrones

para la generacion de energia (Burgos, 1999).

En la practica, si bien muchas son las bacterias capaces de degradar
compuestos organicos, son muy pocas las que pueden degradar todo o la
mayoria del compuesto. Son las asociaciones microbianas aquellas con el
mayor poder biodegradativo, ya que es necesario mas de un organismo
para degradar la mezcla del contaminante organico de un &rea (Fristche
& Hofrichter, 2004). De forma general, la actuacion secuencial de una
gran variedad de enzimas, que no proceden necesariamente de la misma
especie bacteriana, degradaran eficientemente los residuos organicos a
compuestos cada vez mas simples (Lagrega, Buckinghan, & Evans,
1996)

Si bien la degradacion de aquellos compuestos organicos que actian
como entes contaminadores puede darse tanto bajo condiciones aerobias
como anaerobias, la mas rapida y completa degradacion se logra bajo
condiciones aerobias. La biodegradacion de compuestos organicos bajo
condiciones aerébicas ocurre cuando la bacteria cataliza la ruptura de
moléculas en un ambiente oxigenado, obteniendo de esta manera energia
guimica, absolutamente necesaria para los procesos metabdlicos de la

célula bacteriana (Enviroment Protection Agency, 1999).

Para que se produzca la degradacion del sustrato, este tiene que entrar
en contacto con la parte externa de la célula bacteriana. Accién que
desencadena una serie de procesos metabdlicos involucrados en la
degradacion de los residuos organicos (Lagrega, Buckinghan, & Evans,
1996) Tras el contacto de la bacteria con el sustrato, las enzimas
extracelulares se encargan de formar complejos con las moléculas del
sustrato. Estos complejos son los que permiten al sustrato atravesar la
pared celular. Una vez en el interior de la célula, son las enzimas
intracelulares las que formaran complejos con el sustrato para catalizar
otras reacciones encaminadas a la obtencion de energia y produccion de

nuevo material celular (Lagrega, Buckinghan, & Evans, 1996)
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Para que los microorganismos puedan degradar por ejemplo los alcanos,
primero deben oxidar el ultimo carbono de la molécula gracias a un
complejo multienzimatico que no hace mas que incorporar una molécula

de oxigeno (Burgos, 1999).

Frecuentemente este ataque inicial se realiza sobre un grupo metil
terminal, formando un alcohol primario que, a su vez, se oxida
posteriormente a un aldehido y finalmente a un &cido graso. Asi, este
ataque inicial de los alcanos lo realizan enzimas, las cuales presentan una
necesidad estricta de oxigeno molecular: las monooxigenasas Yy
dioxigenasas (Atlas & Bartha, 2002).En el primer caso, vale decir para la
monooxigenasa, un atomo de O:2 se incorpora al alcano, produciendo un
alcohol primario. El otro se reduce a H20, y la forma reducida del fosfato,
el (NADPH2) actua como donador de electrones. Para el caso de la
dioxigenasa, los dos atomos de oxigeno se integran en la molécula de
alcano, produciendo un intermediario hidroperdxido inestable, que se
reduce a continuacion mediante el NADPH:z a un alcohol y H20 (Atlas &
Bartha, 2002).

Asi se obtiene un hidrocarburo con un grupo alcohol, convirtiéndose en
una molécula mas reactiva. Mediante otras enzimas, este grupo alcohol
se oxida aun mas hasta la formacion de un grupo aldehido y finalmente
carboxilo. Asi se obtiene finalmente una molécula similar a un 4cido graso
y puede ser degradado a Aceil-CoA por beta oxidacién. Este proceso de
oxidacion, también puede darse en carbonos no terminales dando lugar a

dos &cidos grasos que se procesaran por beta oxidacion (Burgos, 1999).

Para el caso del acido graso formado como producto final, el catabolismo
de la molécula continua mediant e | a S e C u e-oxiddcian.
Reaccion que reduce la longitud del acido graso en dos atomos de
carbono; las unidades de AcetilCoA se convierten en CO2 a través del
ciclo tricarboxilico. De esta forma, los productos finales de la degradacion
de los hidrocarburos son CO2y H20 (Atlas & Bartha, 2002).
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Figura 5. Proceso bioquimico de degradacion

Fuente: Determinacion y analisis de un proceso de biorremediacién (2011)

2.3. DEFINICION DE TERMINOS BASICOS

2.3.1. Ecosistema lotico

Un ecosistema l6tico es el ecosistema de un rio, arroyo o manantial, en
el cual el movimiento del agua es predominantemente en una direccion,
siguiendo el curso que tenga el cuerpo, afectado por factores fisicos
como: pendiente, caudal, profundidad, sinuosidad, entre otros. Las
aguas lbticas pueden tener diversas formas, del venero con unos
cuantos centimetros a los grandes rios con un cauce de varios
kilbmetros de ancho. El movimiento del agua en los rios y arroyos se
caracterizan por ser predominantemente un movimiento horizontal
unidireccional. La compleja interaccién de la biota con el ambiente fisico
y quimico en esos sistemas es bastante influenciada por la velocidad de
la corriente, que abarca la dinamica de transporte de energia y ciclo de

materiales, (Tundisi, J. G.; Tundisi-Matsumura, T. S&o Paulo, 2008).

2.3.2. El agua

El agua es una substancia liquida que forma parte esencial de los seres
vivos. Sin este vital liquido no puede existir la vida en el planeta. Este
liquido se encuentra formado por dos atomos de hidrégeno y uno de
oxigeno y es considerado como el solvente universal, el nombre de agua

provi ene de |Lautadlog3pot, 2618)g u a O

37



2.3.3. Las propiedades quimicas del agua

La descripcion quimica del agua es H20, un atomo de oxigeno ligados
atomos de hidrégeno. Los atomos de hidrogeno se "unen” a un lado del
atomo de oxigeno, resultando en una molécula de agua, teniendo una
carga eléctrica positiva en un lado y una carga negativa en el otro lado.
Al agua se le llama el "solvente universal" porque disuelve mas
substancias que cualquier otro liquido. Esto significa que a donde vaya
el agua, ya sea a traves de la tierra o a través de nuestros cuerpos, lleva
consigo valiosos quimicos, minerales y nutrientes, el agua pura es
neutral pH de 7, lo que significa que no es &cida ni basica (The
Independent de 2009).

2.3.4. Aguas residuales

Son cualquier tipo de agua cuya calidad se vio afectada negativamente
por influencia antropogénica. Las aguas residuales no son aguas
limpias, pueden contener grasas, detergentes, materia organica,
residuos industriales, agro ganaderos y sustancias toxicas, domeésticas,
urbanas y mineros eliminados, o las aguas que se mezclaron con las
anteriores (aguas pluviales o naturales). Su importancia es tal que
requiere sistemas de canalizacion, tratamiento y desalojo. Su tratamiento
nulo o indebido genera graves problemas de contaminacion (Florencia
Ucha, 2012).

2.3.5. Refineria de petréleo

Una refineria de petréleo es una plataforma industrial destinada a la
refinacion del petréleo, que mediante un proceso adecuado, se obtienen
diversos derivados del mismo (Gasoil, querosene, etc.).En las refinerias
se empieza a tratar el petroleo en funcion del destino que tenga. En un
horno se produce el proceso de calentamiento, donde se alcanzan
temperaturas superiores a los 300 grados. Una vez caliente, el petrdleo
se introduce en una torre de destilacién, en la cual se van separando los
distintos componentes del petroleo dependiendo de su densidad para
obtener sus derivados (Javier Navarro 2015).
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2.3.6. Generalidades de las bacterias degradadoras de hidrocarburos

El petréleo es una mezcla compleja de hidrocarburos aliféticos,
aliciclicos y aromaticos; se forma por procesos quimicos a altas
presiones y temperaturas y requiere de largos periodos de tiempo
(Maposita, Fiallos, & Calle, 2010).

- Descripcion

Se le denomina al grupo de bacterias capaces de utilizar los
hidrocarburos como fuente de carbono; la mayoria de las bacterias
conocidas hoy en dia con esta capacidad fueron aisladas de zonas
contaminadas como por ej. suelos cercanos a refinerias o donde se

conozcan derrames de hidrocarburos (Maposita, Fiallos, & Calle, 2010).

Entre las bacterias mas importantes encontramos:

Pseudomonas aeruginosa, Serratia rubidae, Bacillus sp., Micrococcus
sp., Brevibacterium sp., Spirillum sp., Xanthomonas., Alcaligenes
sp., etc. las cuales disminuyen la concentracion de hidrocarburos
presentes en el ambiente y al mismo tiempo son inocuas para la salud y
el medio ambiente. Estas bacterias producen bioemulsificantes y
biosurfactantes que disminuyen la tension superficial entre el petrdleo y
el medio acuoso facilitando el acceso microbiano a la fuente de carbono

insoluble para su degradacion (Maposita, Fiallos, & Calle, 2010).

- Usos

Posible alternativa para la limpieza de suelos y aguas contaminadas por
hidrocarburos (Maposita, Fiallos, & Calle, 2010).
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- Tipos de ambientes de degradacion

Las bacterias degradadoras de petroleo pueden actdar en
ambientes Aerobios o Anaerobios, y que cada caso lo hacen via

diferentes rutas metabdlicas (Maposita, Fiallos, & Calle, 2010).

- Propiedades

Las bacterias degradadoras de hidrocarburos poseen las enzimas
necesarias para la transformacion de dichos compuestos; sin embargo,
también son capaces de secretar substancias bioemulsificantes y
biosurfactantes que faciltan el acceso hacia el hidrocarburo.
Las bacterias Unicamente pueden actuar sobre hidrocarburos de peso

molecular bajo.

- Pseudomonas aeruginosa.

Es una especie de bacterias Gram-negativas, aerébicas, con motilidad
unipolar Ryan KJ; Ray CG (editors) (2004). Es un patégeno oportunista
en humanos y también en plantas. Iglewski BH (1996). Degradadora de
gran cantidad de sustratos como el n-hexadecano, mineralizaciéon de
compuestos alifaticos en condiciones anaerobias, y degradadora de
hidrocarburos arométicos y poli aromaticos.

- Serratia rubidae.

Es un género de bacteria gram negativa, anaerobio facultativo,
baciliforme de la familia Enterobacteriaceae. La especie mas comudn en
el género, la Serratia marcescens, sin embargo son capaces de
degradar hidrocarburo produciendo cepas de Serratia plymuthica,
Serratia rubidaea, raramente son causa de enfermedad por medio de
infeccion, (Basilio J. Ania, 2007).
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Bacillus sp.

Es un género de bacterias en forma de baston ygram positiva. El
género Bacillus pertenece a la Divisién Firmicutes.
Son aerobios estrictos 0 anaerobios facultativos. Sirve también como
una mejor alternativa de solucion es el proceso de biorremediacion de
suelos contaminados por hidrocarburos. En condiciones estresantes
forman una endospora de situacion central, que no deforma la estructura
de la célula a diferencia de las endoesporas clostridiales. Dicha forma
esporulada es resistente a las altas temperaturas y a los desinfectantes
quimicos corrientes. (Ed. Médica Panamericana, 1996, ed.1996).

Micrococos sp.

Es un género de bacterias del Laso Actinobacteria. Se encuentran en
ambientes diversos, incluyendo agua y aire. Son bacterias Gram-
positivas con células esféricas de. Su genoma en guanina y citosina
(GC), tipicamente en cantidad del 100 al 75% de contenido GC. A
menudo contienen citoplasmass (de tamafio comprendido entre 1 y
10MDa) que proporcionan al organismo caracteristicas utiles para
sobrevivir Segun el estudio en la universidad Lépez la bacteria puede
durar mas tiempo en el agua, por lo que le es posible degradar
hidrocarburos de compuestos alcanos (Sims, E, & Konopka, 1986).

Brevibacterium sp

Bacterias con alta capacidad degradativa de hidrocarburos es un género
de bacterias del orden Actinomycetales. Son organismos de suelo
Grampositivos. Es el Unico género de la familia Brevibacteriaceae.
Brevibacterium linens esta se presenta ubicuamente sobre la piel

humana, causando olor corporal, (Dongying Wu et al 2009).
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- Alcaligenes sp

Es un género microbiolégico de bacterias Gram-negativas, aerdbicas,
incluidas en el orden Burkholderiales. Las especies de Alcaligenes se
usan para la produccion industrial de aminoacidos no estandares; A.
eutrophus también produce el biopolimero polihidroxibutirato (PHB).
Usado para la biodegradacion de aceites compuestos poli-aromatoco,
(Madigan M, 2005)

2.3.7. Biorremediacién

La biorremediacion es una tecnologia que utiliza el potencial metabdlico
de los microorganismos (fundamentalmente bacterias, pero también
hongos y levaduras) para transformar contaminantes orgénicos en
compuestos mas simples poco o nada contaminantes, y, por tanto, se
puede utilizar para limpiar terrenos o aguas contaminadas (Glazer y
Nikaido, 1995).

2.3.8. Biopelicula

Es un ecosistema microbiano organizado, conformado por uno o varios
microorganismos asociados a una superficie viva o0 inerte, con
caracteristicas funcionales y estructuras complejas. Este tipo de
conformacién microbiana ocurre cuando las células plancténicas se
adhieren a una superficie o sustrato, formando una comunidad, que se
caracteriza por la excrecion de una matriz extracelular adhesiva

protectora (Harrison, Turner, Marquez, y Ceri, 2006).

2.3.9. Sedimentos

Es un material solido acumulado sobre la superficie terrestre (litdsfera)
derivado de las acciones de fendmenos y procesos que actlan en
la atmésfera, en la hidrosferay en la biosfera. La mayoria de los
procesos de sedimentacion tienen lugar bajo la accion de la gravedad.
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Las zonas deprimidas suelen estar sometidas a la sedimentacion,
mientras que las areas mas elevadas de la litosfera tienden a sufrir la
erosion, (Julian Pérez & Ana Gardey, 2010).

2.3.10. ACPM

Se diferencia del biodiésel, que es el gaséleo extraido del aceite
vegetal. En Espafia se denomina gasoleo al combustible y diésel al
motor diésel, aunque en América Latina es mas comun usar diésel para
ambos, en Colombia se lo denomina ACPM, que son las siglas de
Aceite Combustible Para Motores, (E-Cultura Group 2017).
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3.1.

3.2.

CAPITULO Il
METODOLOGIA

METODO DE INVESTIGACION

El método de la investigacion fue de caracter experimental y descriptivo
puesto que se quiso identificar a las bacterias degradadoras de
hidrocarburos por predominacion sometidas a dos tipos de cultivos. Se
trabajé con bacterias provenientes del mismo ecosistema (quebrada
AANiI s ,GQanfleose Jafiadid petroleo. Se aplicaron condiciones de
cultivos y se verifico el cambio y las caracteristicas fisicas al existir
bacterias en un sistema. Una vez terminado el procedimiento se

seleccioné cepas bacterianas con capacidad degradadora de petréleo.

DESCRIPCION DEL AMBITO DE ESTUDIO

La ciudad de Pucallpa se ubica en el departamento de Ucayali, centro-
este de Perq, a orillas del rio Ucayali. Se encuentra situado en plena
selva amazoénica a 154 msnm. Sus tierras son arcillosas y facilmente se

disuelven y se vuelven barrosas.

Pucallpa tiene algunos relieves hidrograficos importantes. El lago
Yarinacocha se ubica en el noreste y tiene muy poca superficie. El rio
Ucayali es el centro de comunicacién y se extiende de norte a sur.
Ademas, se conserva el cafio natural de Yumantay, ubicado en la zona

derecha de la avenida Centenario (distrito de Manantay).

El clima es tropical, con temperatura calida todo el afio, clasificada
como clima ecuatorial segun el sistema de Koéppen. La temperatura
promedio es de 26 °C, con picos que pueden alcanzar 37 °C en los dias
mas calurosos. Las precipitaciones se producen entre los meses de
octubre y diciembre. Durante este periodo, la temperatura baja hasta
21,5 °C aproximadamente. El caudal de las lluvias llega a alcanzar
1570 mm (Wikipedia, s.f.).
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3.2.1. Ubicacioén del estudio

Las aguas residuales que fueron utilizadas en el presente estudio, fueron
obtenidas de la quebrada que discurre por medio de la refineria MAPLE
GAS CORPORATION DEL PERU S.R.L, ubicada en el Jr. Padre
Aguerrizabal 260, Pucallpa 25001, distrito de Coronel Portillo. Esta
empresa se encarga de refinar el petrdleo crudo en la selva. Las
coordenadas UTM 551567 E y 9072400 N, para el punto de la entrada
de la muestra; y coordenadas UTM 551519 E, y 9072160 N, para el

punto de salida de la muestra.
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Figura 6. Area de estudio

3.2.2. Lugar de ejecucion

El trabajo de investigacion se realizé de acuerdo al siguiente detalle:

1 En campo: Para la obtencién de las muestras, estas se realizaron en

laguebrada AAnis Cafoo0o que atravi

MAPLE GAS CORPORATION DEL PERU S.R.L
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1 Laboratorio: En el laboratorio de Microbiologia y Parasitologia,
perteneciente a la Universidad Nacional de Ucayali, de la Facultad
de Ciencias de Salud, en el distrito de Calleria, provincia de Coronel
Portillo Departamento de Ucayali, las comunidades bacterianas
fueron sometidas a petréleo crudo como parte del procedimiento de

aislamiento de bacterias.

1 Empresa: Para la identificacion de las bacterias degradadoras, estas

fueron enviadas al Laboratorio Natura, para su respectivo analisis.

3.3. POBLACION Y MUESTRA

3.3.1. Poblacion

Para la ejecucion del proyecto se tomo el afluente y efluentes que tiene
como poblacion principal a las comunidades bacterianas en 1000 ml de
agua superficial y 30 gr de sedimento de la quebrada Mnis Cafioo que
atraviesa la refineria de la empresa MAPLE GAS CORPORATION DEL
PERU S.R.L del distrito de coronel portillo, que tiene la siguiente longitud
de 249,35m de entrada a salida, que conecta con la quebrada Yumantay
ubicacion, a 137.99m, en afluente tenia 15.22m de ancho, 3 m de

profundidad.

3.3.2. Muestra

Para la muestra se considero la entrada (afluente) y salida (afluente) de
la quebrada Mnis Cafioo que discurre por medio de la refineria Maple
(petréleos de la selva). El dia 27 de febrero de 2019 a las 10:00 am, se
realizd el recojo de las muestras en el punto 01 (afluente) con
coordenadas 08°23'28"S, 74°31'53"W, y punto 02 (efluente), con
coordenadas 08°23'36"S, 74°31'55"W, recolectandose las comunidades
bacterianas presentes en el agua (55 ml) y sedimentos (15 gr),
codificandose de acuerdo a la siguiente tabla:
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Tabla 2. Cédigos de muestreo

PUNTOS DE
MUESTREO CODIFICACION

ENTRADA

Agua superficial

Sedimento

SALIDA

Agua superficial

Sedimento L2

3.4. INSTRUMENTOS DE RECOLECCION DE DATOS

3.4.1. Materiales e instrumentos de campo

- Maquina de agitacion

- Horno

- Balanza analitica

- Medidor de pH (HACH)
- Guantes quirdrgicos

- Mascarillas

- Medidor de temperatura
- Autoclave

- Pipeta graduada

- Micro pipeta

- Pipeta desechable

- Controlador de pipeta

- Baso precipitado

- Probeta graduada

- Tubos de ensayo

- Gradillas

- Barilla

- Placas petri

- Espatula drigalsky

- Espatula



- Mechero

- Caldo nutritivo

- Agar nutritivo

- Agar-agar 15 g/l

- Caldo de pre-enriquecimiento (NH4)H2P0O4(0.9mg/L) marca R.A.
Chemicals

- ACPM

- Caldo de enriquecimiento marca Merck

- KoHPO4: 1.5 g/l

- KH2POa4: 0.5 g/l

- (NH4)2S04: 0.5 g/l

- NaCl: 0.5 g/l

- MgSOa4: 3.0 g/l

- FeS04:0.002 g/l

- CaCl2: 0.002 g/l

3.4.2. Materiales y equipos de gabinete

- Laptop

- Cémara fotografica

- Multiparametro marca HANNA i HI9813-6

- Multiparametro marcas HANNA-HI 9146

- Materiales de escritorio (papel bond, USB, etc.)

- Software de base de datos y procesamiento de texto (MS Word, MS

Excel).

3.4.3. Recoleccién de datos

- Fichas de muestreo

- Fichas de recoleccion de datos
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3.5. PROCEDIMIENTO DE RECOLECCION DE DATOS

3.5.1. Obtencién y acondicionamiento de muestras

Para el analisis de las muestras se procedio de la siguiente manera:

A Agua Superficial

Se tomaron dos (02) muestras de 550 ml de agua residual, la
primera muestra de la entrada (afluente) y la segunda muestra de la
salida (efluente) respectivamente, del cafio que discurre por medio
de la refineria MAPLE GAS CORPORATION DEL PERU S.R.L, y
conectan con la quebrada Yumantay, en frascos de vidrio
transparentes que fueron utilizados, previamente codificada como Al
y A2

A Sedimentos

Se tomaron dos (02) muestras de 15 gr de lodo, la primera muestra
de la entrada (afluente) y la segunda muestra de la salida (efluente)
respectivamente, de la quebrada que discurre por medio de la
refineria  MAPLE GAS CORPORATION DEL PERU S.R.L, y
conectan con la quebrada Yumantay, en frascos de vidrio
transparentes que fueron utilizados, previamente codificada como
L.01yL.02

Posteriormente las muestras fueron transportadas en un cooler
separados a 2cm de las otras a una temperatura de 18°C, al Laboratorio
de Microbiologia y Parasitologia, de la Facultad de Ciencias de salud, de
la Universidad Nacional de Ucayali, donde se realiz6 la fase de pre-

enriquecimiento y de enriquecimiento.

Una vez transportadas las muestras al laboratorio de microbiologia
parasitologia de la Universidad Nacional de Ucayali a condiciones
normales de temperatura, pH y oxigeno, se procedidé al proceso de

inoculacién por un periodo de 7 dias.
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Figura 7. Recolecciéon de muestras

3.5.1.1. Medicion de parametros fisicoquimicos

Para el analisis de las condiciones in situ de las muestras de agua
superficial y sedimentos, se procedi6 a la medicion de los parametros
fisicoquimicos con el equipo Multiparametro marca HANNA i HI
9813-6 y Multiparametro marca HANNA- HI 9146. (pH, temperatura y

oxigeno disuelto)

3.5.2. Crecimiento de microorganismos degradadores

3.5.2.1. Etapa Pre-enriquecimiento

o

Medios de cultivo y reactivos

Se utilizé caldo nutritivo, agar nutritivo y agar-agar comerciales marca
Merck, y se prepararon segun las instrucciones del fabricante. El
caldo de pre 1 enriquecimiento se preparo con (NH4) H2POa4 (0.9mg/L)
marca R.A. Chemicals, agregando ACPM al 1% (Echeverri, Manjarrez,

& Cabrera, 2010).

Los componentes del caldo de pre i enriquecimiento se presentan en
el anexo 1. En un frasco de dilucion de 1 litro se afadieron los
siguientes componentes a 495 ml de agua destilada: 1) 0.45 g fosfato

monoamoénico; 2) 5 ml de APCM.
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Dicho medio fue colocado en 55 tubos de ensayos cada uno con 9 ml
de caldo de pre i enriquecimiento. Los medios fueron esterilizados en
autoclave durante 50 minutos a 20 libras de presion a 120°C, para
garantizar completa esterilidad, después se dejo reposar unos 10

minutos para luego llevarlas a refrigeracion por 24 horas.

Inoculacion
Luego de haber pasado las 24 horas se realizaron los in6culos.
A Agua superficial

Se tomo6 1mL de la muestra y se agregé a 9mL de caldo de
prei enriguecimiento que contiene 0.45 g fosfato monoamaonico
y 5 ml de APCM al 1%. Finalmente, se lo dejo en la maquina de
agitacion (bafio maria) por 7 dias a una temperatura de 34.5°C
(Echeverri, Manjarrez, & Cabrera, 2010).

A Sedimento

Se diluyo 5gr de sedimento en 100mL de agua destilada, con
agitacion por 15 minutos. 1mL de la dilucion anterior se agrego
en 9 ml de caldo de pre i enriquecimiento que contiene 0.45 g
fosfato monoamonico y 5 ml de APCM al 1% (Echeverri,
Manjarrez, & Cabrera, 2010). Finalmente, se lo dejo en la
maquina de agitaciéon (bafio maria) por 7 dias a una

temperatura de 34.5°C.

Concluido los 7 dias de incubacion con el caldo de pre-
enriguecimiento se seleccionaron los tubos con mayor presencia de
microorganismos obteniéndose de los 55 tubos 21 distribuyéndose de

la siguiente manera:
A Agua superficial

- Al: Cinco (05) muestras positivas (+);(nueve(09) muestras

negativas
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- A2: Cinco (05) muestras positivas (+);(nueve(09)muestras

negativas(-).

A Sedimentos

- L1: Cinco (05) muestras positivas (+);nueve(09) muestras
negativas

- L2. Seis (06) muestras positivas (+); siete (07) muestras
negativas (-).

3.5.2.2. Etapa de enriguecimiento

A

Medios de cultivo y reactivos

El caldo de enriqguecimiento se preparé con sales grado reactivo
marca Merck, KaHPOa4: 1.5 g/l; KH2PO4: 0.5 g/l; (NH4)2SOa4: 0.5 g/l;
NaCl: 0.5 g/l; MgSOa4: 3.0 g/l; FeSOa4: 0.002 g/l; CaClz: 0.002 g/l
todos en 1.000mL de agua destilada, suplementados con crudo de

petréleo al 1% (Echeverri, Manjarrez, & Cabrera, 2010).

Los componentes del caldo de enriquecimiento se presentan en el
anexo 2. En un frasco de dilucion de 1 litro se afiadieron los
siguientes componentes: 1) 1.5¢g/L fosfato dipotasico; 2) 0.5 g/L
fosfato de monopotasio; 3). 0.5g/L Sulfato de amonio; 4) 0.5g/L
cloruro de sodio; 5) 3.0g/L sulfato de magnesio; 6) 0.002g/L sulfato
ferroso; 7) 0.002g/L cloruro de calcio, todos en 1.000mL de agua
destilada, suplementados con crudo de petroleo al 1% (Echeverri,
Manjarrez, & Cabrera, 2010).

La fase de enriquecimiento constd de un proceso de tres semanas.
Inicialmente, pasados 7 dias de incubacion de las muestras preil
Enriguecidas, se tomé 1 ml de estas y se sembraron cada uno en
tubos con caldo de enriquecimiento (caldo mineralizado + 1% de
petréleo crudo). Se incubaron a 37°C por 7 dias con agitacion
continua. Este mismo procedimiento se realizé a los 14 y a los 21

dias (Echeverri, Manjarrez, & Cabrera, 2010).
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Al finalizar los 21 dias de la etapa de enriguecimiento se
seleccionaron los tubos con mayor turbiedad obteniéndose las
siguientes muestras:
A Agua superficial
- Al: cinco (05) muestras mas tres (3) clonadas; total ocho
(08) muestras;
- A2: cinco (05) muestras mas tres (03) clonadas; total ocho

(08) muestras

A Sedimentos
- L1: cinco (05) muestras; mas dos (02) clonadas; total siete
(07) muestras;
- L2: seis (06) muestras mas uno (01) clonadas; total siete

(07) muestras

3.5.3. Aislamiento de bacterias degradadoras de hidrocarburos
A Medios de cultivo y reactivos

El medio mineralizado sélido se obtendrd agregando agar-agar 7.5 g/L,
con 1% de ACPM. Los medios fueron esterilizados en autoclave por 50
minutos a 20 libras de presion y 121°C, para garantizar completa
esterilidad (Echeverri, Manjarrez, & Cabrera, 2010), después se dejo
reposar unos 10 minutos, para luego servirlo en placas Petri de 15 x
100 mm forma redonda.

Para el aislamiento de las bacterias se tomd 1ml de las muestras
obtenidas en la etapa de enriquecimiento sembrandose en 24 placas
Petri con el medio mineralizado de agar, estas fueron incubadas a 37°C

por 7 dias.

3.5.4. Identificacién bioguimica

Para la identificacién bioquimica se consideré lo obtenido del proceso de
la etapa de enriquecimiento, reconociéndose los tubos de muestras con

mayor turbiedad, para lo cual se selecciond las siguientes cantidades:
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A Agua superficial
- Al: Seis (06) muestras;
- A2: Seis (06) muestras
A Sedimentos

- L1: Seis (06) muestras;
- L2: Seis (06) muestras

3.6. PROCESAMIENTO PARA RECOLECCION DE DATOS
3.6.1. Crecimiento de microorganismos degradadores

3.6.1.1. Etapa Pre-enriquecimiento

En esta etapa de 55 tubos con caldo de Pre-enriquecimiento, las

cantidades de muestras se presentan segun la siguiente tabla:

Tabla 3. Cantidad de muestras

Caldo Muestras de Entrada  Muestras de Salida
Pre- (Afluente) (efluente)
enriquecimiento
Cantidades
Al L1 A2 L2
55 tubos 14 tubos 13 tubos 14 tubos 14 tubos

Asimismo, para su identificacion se procedi6 con la siguiente
codificacion:

Tabla 4. Codificacién de muestras

Muestras Codificacion
Al | 1;2;3;4,5,6;7;8;9;10; 11; 12; 13; 14
L1 11;2;3;4;5;6;7;8,9;10; 11; 12; 13
A2  1;2;3;4,5,6;7;8;9;10; 11; 12; 13; 14
L2 11;2;3;4;5;6;7;8,9;10; 11; 12; 13; 14

De los 55 tubos con caldo de pre-enriquecimiento se seleccionaron
un total de 21 tubos de las muestras Al (2; 5; 8; 11; 14), L1 (1, 4; 6;
10; 11), A2 (1; 3; 7; 8; 13) y L2 (2; 3; 5; 9; 12; 13) con la siguiente
numeracion:
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Figura 8. Seleccion de muestras de Pre-enriquecimiento
3.6.1.2. Etapa de enriquecimiento

De los 21 tubos obtenidos de la etapa de pre-enriquecimiento, se
procedi6 con la seleccion de los tubos con mayor turbiedad
considerandose para el caldo de enriguecimiento sub muestras
consiguiéndose un total de 30 tubos de ensayo, con la siguiente

numeracion:

1.1 1.2 1.3 14 15 16 1.7 [ 1.8]

11 1.2 1.3 14 15 1.6 1.7 [ 1.8]

21 2.2 2.3 2.4 2.5 2.6 2.7

e N\ N N\ N\ N N N

21 2.2 2.3 2.4 2.5 2.6 2.7
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Figura 9. Seleccién de muestras de Enriquecimiento

3.6.2. Aislamiento de bacterias degradadoras de hidrocarburos

Para el aislamiento de bacterias degradadoras de hidrocarburos de los
30 tubos conseguidos en la etapa de enriquecimiento segun turbiedad
de las muestras solo se sembraron 24 de estas en placas Petri

establecidas con el siguiente codigo:
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Figura 10. Seleccién de muestras para aislamiento
3.6.3. Identificaciéon bioguimica

Todos los tubos fueron repicados en agar nutritivo y las cepas
caracterizadas bioguimicamente. El procedimiento se realiz6 de acuerdo

con las especificaciones técnicas de la casa comercial.

Para la identificacion bioquimica de las cepas se utilizaron pruebas
bioguimicas las cuales consisten en distintos test quimicos aplicados a
medios biolégicos, los cuales, conocida su reaccion, permite identificar
distintos microorganismos presentes. Su sistema de funcionamiento
generalmente consiste en determinar la actividad de una via metabdlica
a partir de un sustrato que se incorpora en un medio de cultivo y que la

bacteria al crecer incorpora o no (Madigan, Martinko, & Parker, 2000).

En este caso se a partir de cada cepa aislada se sembraron pruebas
bioquimicas de Catalasa, Citrato, LIA (Lisina, Hierro Agar), y TSI (Triple
Azucar Hierro) para determinar el metabolismo de los microorganismos

aislados.
3.7. TRATAMIENTO DE DATOS

Para la identificacion bioquimica de las bacterias, las muestras fueron
llevadas al laboratorio Natura Analitica SAC, analizandose un total de 24
muestras. Utilizando los medios de cultivos AGAR CETRIMIDE vy el
AGAR MC CONKEY, se identific6é las cepas con mayor desarrollo

bacteriano.
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CAPITULO IV
RESULTADO

4.1. Tipos de bacterias identificadas

En la identificacion bioquimica de las 24 cepas bacterianas seleccionadas
de las muestra de agua superficial y sedimentos se verifico la existencia del
género bacteriano Pseudomonas aeruginosa con un 58,3% (14 tubos), con
un 20,8% (5 tubos) del género bacteriano Acinobacter sp., 8,3% (2 tubos,
respectivamente) del género bacteriano Enterobacter sp. y Serratia sp., y
con 4,2% (1 tubo) del género bacteriano Citrobacter sp., como se muestra
en la siguiente figura.
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30 58.3
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10 20.8

8.3 8.3
4.2

0

Pseudomonas Acinobacter Enterobacter Serratiasp Citrobacter sp
aeruginosa sp sp
Bacterias

Bacteria identificadas (%)

Figura 11. Porcentaje de bacterias identificadas.

A partir de las diferentes muestras de sedimento y agua superficial de la
quebrada, se aislaron e identificaron 5 colonias de bacterias especificas
capaces de crecer en presencia de petréleo (tabla 5), para ello se

realizaron test quimicos aplicados a medios bioldgicos, los cuales,
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conocida su reaccion, permitieron identificar distintos microorganismos

presentes.

Tabla 5. Identificacidn de especies y/o géneros de bacterias

Pseudomonas Serratia Enterobacter Citrobacter Acinetobacter
N° | Cédigo aeruginosa sp sp sp sp
1 L11.3 X
2 L11.1 X
3 L1114 X
4 L22.1 X
5 122.4 X
6 L2 2.6 X
7 All4 X
8 All6 X
9 Al115 X
10 A22.1 X
11 A2 25 X
12 A22.3 X
13 Al1l.1 X
14 Al1.2 X
15 Al113 X
16 A22.6 X
17 A22.4 X
18 A2 2.2 X
19 L11.3 X
20 111.2 X
21 L11.1. X
22 L2 2.5 X
23 L22.3 X
24 L22.2 X

Su sistema de funcionamiento generalmente consistié en determinar la
actividad de una via metabdlica a partir de un sustrato que se incorpora
en un medio de cultivo y que la bacteria al crecer incorpora o no. En este
caso se realizé la Prueba LIA (Descarboxilacion Lisina), la Prueba TSI
(Agar con azucar triple y hierro), Prueba de citrato y lactosa, detallados

en la figura 21(anexo).

58



50%
45%
40%
35%
30%
25%
20%
15%
10%

5%

0%

Pseudomo = Citrobacte = Enterobac = Serratiasp Acinobact

nas rsp ter sp ersp
aeruginos
as
H L1 (Entrada) 50% 0 0 0 50%

Figura 12. Bacterias Identificadas en muestras de sedimento L1 (Entrada)

De la identificacion bioquimica de la muestra, en la figura (22)., de los 6
tubos de ensayo con muestras de sedimentos (L1), se observa
presencia de dos (02) de las cinco (05) bacterias identificadas, y que
estas presentan igual porcentaje (50%) de Pseudomona aeruginosas y

Acinetobacter sp

70% -
60%
50%
40%
30%
20%
10%
0%
(1]
Pseudomona Citrobacter Enterobacter Serratia sp Acinobacter
s aeruginosas sp sp sp
W L2 (Salida) 67% 0 0 0 33%

Figura 13. Bacterianas identificas en muestras de sedimento L2 (salida).

De la identificacion bioquimica de las muestras, en la figura (23). De los
6 tubos de ensayo con muestras de sedimentos (L2), se evidencio
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presencia de dos (2) de las cinco (05) bacterias identificadas, en 4 tubos
de ensayo predominaron Pseudomona aeruginosas que representan un
(67%) y (33%) Acinetobacter sp representan los tubos de ensayo

restantes.
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Pseudomon | Citrobacter = Enterobact | Serratiasp = Acinobacter

as sp ersp sp
aeruginosas

Ll 50% 0 0 0 50%

mL2 67% 0 0 0 33%

Figural4. Bacterias identificadas en muestras de sedimentos L1 (Entrada)- L2 (salida)

De la identificacion bioquimica de las muestras de sedimento, en la
figura (22- 23). Se observa que para el total de los 12 tubos de ensayo
de muestra de L1 (entrada) y L2 (salida) se evidencio presencia de dos
(02) de las cinco (05) bacterias identificadas, predominando en 7 tubos
de ensayo pseudomona aeruginosas representado L1 (entrada) un 50%
y L2 (salida) 67%, y en 5 tubos de ensayo en L1 (entrada) representa un

50% y L2 (salida) representa un33%.
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Figura 15. Bacterias identificadas en muestras de agua superficial Al (entrada)

De la identificacién bioquimica de las muestras, en la figura (24), de los 6
tubos de ensayo con muestras agua superficial (Al) se evidencio
presencia de dos (02) de las cinco (05) bacterias identificadas,
predominando en 5 tubos de ensayo el género bacteriano Pseudomona

aeruginosas representado un (83%) y un (17%) de serratia sp en 1 tubo

de ensayo.
35%
30%
25%
20%
15%
10%
5%
A
0%
Pseudomona Citrobacter Enterobacter Serratia sp Acinetobacer
s aeruginosas sp sp sp
W A2 Salida 33% 17% 33% 17% 0%

Figura 16. Bacterias identificadas en muestras de agua superficial A2 (salida)

De la identificacion bioquimica de las muestras, en la figura (25). De los
6 tubos de ensayo con muestras de agua superficial (A2) se evidencio
presencia de cuatro (04) de los cinco (05) bacterias identificadas,
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predominando en 2 tubos de ensayo Pseudomona aeruginosas
representado un (33%), en 1 tubo de ensayo Citrobacter sp con un
(17%), en 2 tubos de ensayo Enterobacter sp con un (33%) y en 1 tubo

de ensayo Serratia sp con un (17%).

90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

.l.l-_

Pseudomonas | Citrobacter sp | Enterobacter Serratia sp Acinobacter
aeruginosas sp sp
mAl 83% 0% 0% 17% 0%
A2 33% 17% 33% 17% 0%

Figura 17. Bacterias identificadas en muestras de agua superficial A1l (entrada) i A2

(salida)

De la identificacion bioquimica de las muestras, en la figura (24-25). Se
observa que para el total de los 12 tubos de ensayo de muestras de
agua superficial A1l (entrada) y A2 (salida) se evidencio presencia de
cuatro (04) de las cinco (05) bacterias identificadas, predominando en 7
tubos de ensayo Pseudomona aeruginosas representando Al (entrada)
un 83% y A2 (salida) 33%, en 1 tubo de ensayo en A2 (salida)
predominé Citrobacter sp con un (17%), en 2 tubos de ensayo A2
(salida) predomino Enterobacter SP con un (33%) y en tubo de ensayo
tanto como en Al (entrada) y A2(salida) predomino Serratia sp con un
(17%)
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0% 0% 0% 0%

Pseudomonas Citrobacter Enterobacter  Serratia sp Acinobacter
aeruginosas sp sp sp

SEDIMENTO AGUA

Figura 18. Bacterias identificadas en muestras de sedimento yagua superficial.

Se puede observar que las bacterias del genero pseudomonas aeruginosa
de las muestras de agua superficial presenta igual porcentaje de 58% que

las muestras de sedimento.

En las muestras de agua superficial, el género bacteriano Citrobacter sp
tiene un porcentaje de 14% mientras que de muestra de sedimento 0%,
para el género bacteriano Enterobacter sp en la muestra de agua
superficial presenta un 17% y las muestras de sedimento 0%, del mismo
modo en el género bacteriano Serratia sp, no obstante, del genero
bacteriano Acinetobacter sp las muestras de sedimento tiene un 42% vy las

muestras de agua superficial 0%.

Los resultados de la identificacion bioquimica de las cepas seleccionadas
se obtuvieron de las distintas etapas que se dieron con anterioridad para el

crecimiento de bacterias, las cuales se detallan:

1 Etapa de Pre-enriquecimiento

En la etapa de pre-enriquecimiento para las muestras de agua superficial
se comenzd a advertir a partir del quinto dia crecimiento bacteriano y
gue el petroleo se habia disminuido y fragmentado, sin embargo, en las
muestras de sedimento el crecimiento bacteriano, la disminucién y

fragmentacion de petréleo se comenzd a observar a partir del tercer dia.
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De los 55 tubos con caldo de pre-enriquecimiento, divididos en 14 tubos
de la muestra Al (Agua superficial - afluente) y 13 tubos de las muestra
L1 (sedimento i afluente), resulto 35.7 % (5 tubos) y 38.5 % (5 tubos)
respectivamente; asimismo de la muestra A2 (Agua superficial - efluente)
se dividieron en 14 tubos y de la muestra L2 (sedimento i afluente),
resulto 35.7 % (5 tubos) y 42.8 % (6 tubos) respectivamente.

Etapa de enriqguecimiento

En esta etapa, la adaptacion se fortalece al hacer repiques semanales
por 21 dias utilizando crudo de petrdleo como fuente de carbono y
energia (Echeverri, Manjarrez, & Cabrera, 2010). Se observé crecimiento
bacteriano y que el petréleo disminuyo, con una cobertura lechosa en la

superficie con floculos a simple vista.

Al cabo de 14 dias se observo la formacion de pelicula y turbidez, en la
superficie de los medios de cultivo en agitaciébn, que evidencid

crecimiento microbiano.
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Figura 20. Muestras de agua Figura 21. Muestras de sedimento en
superficial en la etapa de la etapa de enriquecimiento
enriquecimiento

1 Aislamiento de bacterias degradadoras de hidrocarburos

Del total de 30 tubos de muestras de agua superficial y sedimentos
seleccionados para la etapa de enriquecimiento, se consideraron para la
fase de aislamiento 24 tubos de las muestras Al, L1, A2 y L2, de cuales se
escogieron las muestras con coédigos 1.1, 1.2, 1.3, 1.4, 1.5, 1.6,

respectivamente.

Del aislamiento de las pruebas en placas Petri, al realizar el seguimiento de
cambios se evidencio turbidez y cambios en las propiedades del crudo de
petréleo. Las placas se incubaron en una estufa a 37 °C, al cabo de 7 dias

se observo la formacion de colonias.

Los resultados obtenidos de las muestras de Agua Superficial y sedimentos

antes y después de incubacion, se presentan a continuacion:

ANTES DESPUES
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L11.3 L11.3

L1114 L1114

L1 1.5 L115

L1 1.6 L1 1.6
Figura 22. Muestras de entrada de sedimentos
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Segun la figura 22. Se observa las muestras de entrada de sedimentos de
la refineria de Maple, se advierte colonias de bacilos y cocobacilos de

forma circular e irregular, asimismo disminucion de la turbiedad.

DESPUES

221 L22.1

L22.2 L2 2.2

1224 L1224

67



L22.6 L2 2.6

Figura 23. Muestras de salida de sedimentos

La figura 23. Indica los resultados de las muestras de sedimento de salida
de la quebrada que discurre por medio de la refineria Maple,
presentandose una disminucion de la turbiedad y una coloracion verdosa,

con capas superficiales oscuras.

ANTES DESPUES

Al1.2 Al1.2

68



Al13

Al113

All.4

Al115

Al1l6

Al1l6

Figura 24. Muestras de entrada de Agua Superficial

Como se observa en la figura 24. Las muestras presentes son de Agua

superficial de la entrada de la refineria de Maple, identificAandose variaciones

en la turbiedad con una mayor presencia de capa lechosa en la muestra

final.



ANTES

DESPUES

A22.2

A22.4

A22.5

A22.5
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A22.6 A22.6

Figura 25. Muestras de salida de Agua Superficial.

En la figura 25. Las muestras presentes son de Agua superficial de la
salida de la refineria de Maple, se puede observar un color oscuro, con

capa superficial blanquecina, con formas irregulares.

4.2. Caracterizacion de parametros fisicoquimicos

De los parametros fisicoquimicos identificados en campo, se obtuvieron los

siguientes datos:

Tabla 6. Parametros fisicoquimicos de muestras

Parametros Fisicoquimicos
MUESTRAS pH T° Oxigeno Disuelto
Al 7.3. 30.8 35
L1 7.1. 28.9 -
A2 7.3 30.9 3.8
L2 7.1. 28.4 -

Las muestras tomadas fueron consideras de la quebrada fAnis Cafoo que
atraviesa la refineria de MAPLE GAS CORPORATION DEL PERU S.R.L.
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CAPITULO V
DISCUSION

5.1. Identificacién de bacterias

En la identificacion bioguimica se evidencio la existencia de bacterias del
género Pseudomonas aeruginosa, Acinobacter sp, Serratia sp, Enterobacter
sp y Citrobacter sp (figura 9); géneros identificadas también por otros
investigadores, quienes afirman que los microorganismos del género
Pseudomonas sp., tienen un rol importante en la degradacion de petréleo, asi
Leahy y Colwell en (1990), indicaron que los microorganismos degradadores de
hidrocarburos mas importantes, tanto en aguas como en suelos son:
Pseudomonas sp., Achromobacter, Acinetobacter, Alcaligenes, Arthrobacter,
Bacillus, Flavobacterium y Nocardia.

De esta manera Altamirano & Pozzo (2000) aislaron e identificaron seis
especies bacterianas nativas con capacidad hidrocarburolitica de suelos
sometidos a biorremediacion mediante medios selectivos adicionados con
petroleo crudo. De esta misma manera, Cubitto & Cabezali (2002), mediante
cultivos semicontinuos adicionados con petréleo crudo lograron aislar bacterias
con capacidad de degradar principalmente hidrocarburos de tipo lineal.

Renteria y Miranda, en (1998), encontraron cinco cultivos de mayor actividad
biodegradativa: Micrococcus, Pseudomonas, Alcaligenes, Acinetobacter y
Flavobacterium y Tantalean y Altamirano, en 1998, encontraron un cultivo mixto
de Pseudomonas sp. nativas que tuvieron la mayor capacidad para utilizar el

petréleo diesel D2.

Arenas, en (1999), en Lima, aislé 262 cepas bacterianas, a partir de muestras
de suelo y agua de |l a refiner2a fndlLa

cepas bacterianas, que fueron las de mayor actividad emulsificante, a las
cuales se les evalud su actividad degradativa. EI 100 % crecieron sobre el
petréleo y mostraron crecimientos comparables a las escalas dos, tres, cuatro y

cinco de Mc. Farland. Los microorganismos aislados fueron Pseudomonas
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aeruginosa, Pseudomonas mendocina, Pseudomonas aureofasciens, Listonella
damsela, Bacillus sphaericus, Bacillus brevis, Enterobacter cloacae,
Acinetobacter calcoaceticus var. Anitratus, Hafnia alvei, Citrobacter freundii,
Citrobacter amalonaticus, Sphingobacterium multivorum, Staphylococcus Sp.,
Neisseria Sp., Micrococcus sp.

Seg¥n Carrasco (2009) , en su i nvestigaci
identificacion de bacterias con capacidad degradadora de hidrocarburos,
comprobando su actividad enzi m8ticao, l ogr -
corresponden, de acuerdo a los resultados obtenidos con el sistema de
identificacion BIOLOG@ a: Enterobacter sp., Enterobacter aerogenes

(Klebsiella mobilis), Cellulosimicrobium cellulans, Enterobacter sp., y 1

identificacion no segura de Corynebacterium sp.

Asimismo, segun el articulo de la Revista de Ciencias Naturales y
Agropecuari as e n Dégemdadion miersbianagde @asolim eri
suelos agricolas de Pueblo Nuevo, Guanajuatoq la microbiota aislada fue
identificada por pruebas bioquimicas y moleculares e incluye cepas de los

géneros Pseudomonas sp., Enterobacter sp. y Bacillus sp.

5.1.1. Bacteriaidentificada en sedimento por predominancia

En la figura 10. Bacterias identificadas en muestras de sedimento, se verifico la
existencia de bacterias del genero Pseudomonas aeruginosa y Acinobacter sp,
esto puede explicarse por la actividad de biodegradacion complementaria de
estos dos géneros, puesto que la degradacion de los aromaticos por
Pseudomonas depende en algunos casos de los metabolitos producidos por la
degradacion de los alcanos por Acinetobacter (Kamukai-Nakamura & Sugiura,
1996).

Acinetobacter es un cocobacilo gram negativo aerdbico (Madigan, Martinko, &

Parker, 1999), es considerado como el componente ideal de los consorcios de

degradacion de los hidrocarburos debido a que descompone un gran numero
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de alcanos ademas de producir un bioemulsificante que facilita el acceso a los

hidrocarburos para las demas cepas del consorcio (Ron; Rosenberg, 2002).

Su capacidad para consumir los hidrocarburos se ve relacionada con el hecho
de que produce un biosurfactante o bioemulsificante (Marin, Pedregosa, &
Rios, 1995).

5.1.2. Bacterias identificadas en agua superficial por predominancia.

De la figura 11. Bacterias identificadas en muestras de agua superficial, se
verifico la existencia de Pseudomonas aeruginosa, Serratia sp, Enterobacter sp
y Citrobacter sp a excepcién de Acinobacter sp, segun Atlas et al. (1991), la
tolerancia microbiana a la presencia de petréleo crudo representada por su
adaptacién a los medios de cultivos con hidrocarburos, permite la selectividad
poblacional, pues solo aquellas cepas bacterianas con la capacidad de utilizar
los hidrocarburos para sus procesos metabdlicos podran crecer y multiplicarse
en dichos medios (Lopolito, Molina, & Corbella, 1996). Los desiguales rangos
de adaptabilidad bacteriana a la presencia de petréleo crudo en el estudio y la
capacidad de ciertas bacterias de poseer caracteristicas degradativas se

manifiesta por tanto en el crecimiento o no de colonias en los medios de cultivo.

Finalmente, de las muestras en general se obtuvo un mayor dato de
pseudomonas esto debido a que las Pseudomonas spp., responden a cambios
ambientales modificando su composicién de acidos grasos de la membrana
celular que le permite mantener la homeoviscosidad ante situaciones de estrés
y su posterior adaptabilidad. Ademas, los cambios de temperatura las
Pseudomonas spp. presentan un incremento de la insaturacion de &cidos
grasos con la disminucién de esta con el fin de mantener la fluidez de la
membrana, y ante el aumento de temperatura hay un incremento de acidos
grasos saturados y una disminucién de los &cidos grasos insaturados
(Wilkinson,1998), demostrando de esta manera que las Pseudomonas spp. son
microorganismos euritérmicos, es decir, microorganismos capaces de

adaptarse a los cambios.
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Este género es uno de los mas proclives a la degradacion de compuestos
organicos, especialmente cepas de la especie Pseudomonas aeruginosa
siendo una opcion muy viable el uso de esta cepa para el proceso de
biorremediacion, ya que son microorganismos que parecen ser el mas ubicuo y

el mas adaptable a los diferentes contaminantes (Gonzales, 2011).

Marin et al. (1995) aislaron méas de 20 cepas bacterianas a partir de una
muestra de suelo contaminado con hidrocarburos; De ellas, 15 degradaban los
hidrocarburos puros, en presencia y en ausencia de glucosa; entre ellas
Pseudomonas, Staphylococcus y Acinetobacter. El hecho de que ya compartan
un ambiente sugiere que han creado relaciones simbidticas para sobrevivir en

s

él.

5.2. Parametros Fisicoquimicos

Respecto a los parametros fisicoquimicos, la temperatura es unos de los
factores ambientales mas importantes que afecta al crecimiento y a la
supervivencia microbiana. Puede afectar a los microorganismos vivos de dos
formas muy diferentes. A medida que la temperatura sube, las reacciones
enzimaticas son mas rapidas y el crecimiento se hace mas rapido. Sin
embargo, por encima de una cierta temperatura, las proteinas, acidos nucleicos
y otros componentes celulares pueden dafiarse irreversiblemente. Por encima
de este punto las funciones celulares paran. Por tanto, para cada
microorganismo existe una temperatura minima por debajo de la cual no existe
crecimiento, una temperatura optima a la cual el crecimiento es el mas rapido
posible y una temperatura maxima rebasada la cual no existe crecimiento
(Madigan, Martinko, & Parker, 2000)

En la tabla 6. Los valores de temperatura se encuentran entre los 30 °C,
encontrdndose en un grado aceptable para el crecimiento de las bacterias
Generalmente, las especies bacterianas crecen a intervalos de temperatura
bastante reducidos, entre 20 y 30 °C (condiciones mesofilas), decreciendo la
biodegradacion por desnaturalizacion de las enzimas a temperaturas

superiores a 40 °C e inhibiéndose a inferiores a 0 °C (Maroto, 2012).
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El pH de los medios se ajusta a 7 debido a que las bacterias de los géneros
Acinetobacter y Pseudomonas son neutrofilas y que su pH 6ptimo de
crecimiento es 7. La mayoria de las bacterias crecen a este pH debido a que es
equivalente al pH interno de las células, que se mantiene por medio de un
intercambio de iones entre el medio y la célula con el fin de mantener un
equilibrio osmético (Madigan, Martinko, & Parker, 1999), en ese sentido segun

resultados también se encontraria dentro de recomendable.

El pH del medio es por lo general modificado por los microorganismos
contenidos en este. Segun las fuentes de energia disponibles y su
metabolismo, el medio puede acidificarse o alcalinizarse. El pH puede disminuir
si existe un metabolismo que genere acidos organicos como en el caso de la
metabolizacidén de los hidrocarburos puede aumentar si se produce amoniaco

tras el consumo de aminoé&cidos (Prescott, Harley, & Klein, 1995).

Dicho esto, la actividad metabdlica de los microorganismos puede ser
responsable del cambio de pH y este cambio puede utilizarse como indicador

de un cambio metabdlico en el cultivo.

En el caso del oxigeno disuelto, como elemento constituyente, también es
requerimiento para la respiracion aerdbica para cubrir sus necesidades
energéticas y para ello el oxigeno funciona como agente oxidante terminal,

organismos denominados aerobios estrictos (Stanier, 1992).

Segun la tabla 6. Los resultados muestran un nivel alto de oxigeno disuelto,
esto resulta beneficio para la acciébn de las bacterias. La mayor parte de
hidrocarburos presentes en los productos petroliferos son degradados con
mayor extension y rapidez de forma aerdbica (O2 como aceptor final de
electrones), ya que en ausencia de O2, y en presencia de aceptores de
electrones alternativos (NO3 - SO42- CO2 Mn4+ y Fe3+) los hidrocarburos
pueden ser degradados, pero con unas tasas de biodegradacion muy inferiores
a las aerébicas (Holliger y Zehnder, 1996; Grishchenkov et al., 2000; Boopathy,
2002; Massias et al., 2003).

76



CAPITULO VI
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

6.1. CONCLUSIONES

U Se identificaron cinco (05) géneros bacterianos: i) Pseudomonas aeruginosa
(58.3%), ii) Acinobacter sp (20.8%), iii) Serratia sp (8.3%), iv) Enterobacter sp
(8.3%) y v) Citrobacter sp (4.2%); en las muestras tomadas de entrada y
salida de una actividad petroquimica, las cuales tuvieron capacidad de
adaptacion y crecimiento en cultivo con petrdleo como fuente de carbono y

energia.

U Se obtuvieron datos de los parametros de temperatura, pH y oxigeno

disuelto del area de estudio.

6.2. RECOMENDACIONES

U Evitar al maximo la manipulacion de las muestras, esto podria perjudicar los

resultados.

0 Es necesario aumentar el tiempo de incubacién, ha mayor tiempo de

incubacion, mayor presencia de microorganismos.

U Llevar un monitoreo diario de las fases de pre-enrequicimiento y
enriquecimiento de las muestras, con el fin de analizar cambios fisicos y

procesos microbiolégicos.

0 Seguir con los estandares de trabajo durante un proceso microbiolégico, ya

gue un mal procedimiento podria originar el contagio de enfermedades.

U Es sumamente importante mantener las muestras en agitacion constante y
en condiciones de temperatura estable a 34.5°C, este proceso ayuda y

agiliza el crecimiento y reproduccién de los microoganismos.
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U La bioremediacion por medio de las bacterias Pseudomonas aeruginosas y
Acinetobacter sp en ecosistemas alterados por derrames de petréleo sean

aplicados en ecosistemas humedos.
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Tabla 7. Componentes del caldo pre-enriquecimiento

Para 500 ml de solucion

(NH4)H2PO4 0.45¢g
ACPM 1% 5 ml
Agua destilada 495 ml

Tabla 8. Componentes de enriquecimiento

Para 1000 ml de solucién

1 K2PO4 1.5g/L
2 KH2PO4 0.5g/L
3 (NH4)2S04 0.5g/L
4 NaCl 0.5g/L
5 MgSO, 3.0g/L
6 FeSO4 0.002g/L
7 CaCl, 0.002g/L
8 ACPM 1% 10 ml
9 Agua destilada 988.75 ml
Tabla 9. Componentes del medio mineralizado
Para una solucion de 500 ml de solucion
1 Agar-agar 7.5g/L
APCM 1% 5ml
Agua destilada 495ml

Tabla 10. Componentes para el repique con agar

Para una soluciéon de 500ml de solucién

Agar nutritivo 7.5g/L
APCM 1% 5ml
Agua destilada 495ml
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Tabla 11. Analisis de las muestras de sedimento y agua superficial

CERTIFICADO DE ANALISIS N° 20190358

SOLICITANTE FUTH LLANCO PALOMNINO
EUC/DML 07763647
MUESTEA Caldo de cultive
CANTIDAT EECIEIDA 24 umidades
AMALISTA RESPONSAEBLE Blgo. Miguel Fabian Francizsco.
*COLECTOR El Solicitante
AMALISIS 3OLICITADOS MICROBIOLOGICO
FECHA INICIO DE EMNSAYO 19/03/2019
FECHA TEEMING DE ENSAYD 30032019
FECHA ELMISION DE RESULTADOS 3v03/2019
COLONIAS BIOCAUIRMICA GEMERD BACTERIAMD
RESULTADOScomiso
Musstras 1 COLONIAS CON FIGMENTO TSI KK =in gas Fseugdomanas aaruginosa
AZAL WERDOSO Laciasa: Megativo
EM AGAR CETRIMIDE LIf: MUK, fes =5 una anfenobactens
TOMMID: 3 men - 4 mem Citrasa: Positive
Bacilos curves Gram MNegatives
Muesira 2 CICLOMNIAS CON PHEGMENTD TSI: KK =in gas FPseugomaonas Sergincss
AZIL WVERDOSO Laciasa: Negaltivo
EN AGAR CETRIMIDE LlIf: WM, no es una entercbactenda
TAMMRID: 3 men - 4 men Citrata: Pasilivo
Baciles curves Gram Megativas
Muesira 3 CICLOMNIAS CON PHEGMENTD TSI: KK =in gas FPseugomaonas Sergincss
AZIL WVERDOSO Laciasa: Negaltivo
EN AGAR CETRIMIDE LId: MM, fer es una endercbactena
TAMMRID: 3 men - 4 men Citrata: Pasilivo
Baciles curves Gram Megativas
Muesira 4 CICLONIAS CON PHEGMENTD TSI: KK =in gas FPseugomaonas Sergincss
ROMD PARDUZCD Lactasa: Negative
EN AGAR CETRIMIDE LId: MM, fer es una endercbactena
TAMMRID: 3 men - 4 men Citrata: Pasilivo
Baciles curves Gram Megatives
Muestra § CCLOMNIAS CON PHGMENTO TSI: KUK =in gas Pseugomanas serginoss
AMARILLO VERDOSD EN AGAR Laciasa: Magalive
CETRIMIDE LId: MM, Ao es una eantercbactena
TAMARD: 3 men — 4 mem Citrata: Positive
Baciles curves Gram Megatives
Mlusstra & COLOMIAS CON PIGMENTO TSI BIK =in gas Pseutomanas serginoss
AMARILLO VERDOSD EN AGAR Laciasa: Magalive
CETRIMIDE LId: MM, Ao es una eantercbactena
TAMARID: 3 men — 4 mem Citrata: Positive
Bacils curses Gram Megativos
Musstra 7 CIOLOMIAS CON PIGMENTO TSI BIK =in gas Pseutomanas serginoss
ROMD PARDUZOD Laciaga: Magative
EN AGAR CETRIMIDE LId: MM, Ao es una aptercbactsna
TAMARID: 3 men — 4 mem Citrata: Positive
Bacilos curses Gram Megalivos
Musasira 8 COLONIAS CON PIGMENTO TSI KK =in gas Fseugomanas aaruginosa
ROMD PARDUZCOD Laciasa: Megative
EM AGAR CETRIMIDE LIf: MUK, fes =5 una anfenobactens
TAMARD: 3 mem - 4 mm Citrase: Positive
Bacilos curses Gram Megativos
Musasira 9 COLONIAS DE COLOR BLANCO TSI B =in gas SeTaia 36,
CREMA Laciasa: Megativo
TAMMRID: B mem - 4 men LI K,
Bacilos curves Gram MNegatives Citrasa: Posilive
Pluestra 10 CCLOMIAS DE COLOR BLAMCO TSI: WA =in gas Serraiia 6.
CREMA Laciasa: Negalivo
TOMMRID: 2 men = 3 mem LI K,
Bacilos curves Gram Megalivos Citrata: Pasitivo
Pluestra 11 COLOMIAS CON PIGMENTD TSI: BIK =in gas FPsew0omonas serginoss
ROMD PARDUZCD Laciasa: Megativo
EN AGZAR CETRIMIDE LI Wi, no es una entercbacteria
TOMMID: 3 men - 4 mem Citrasa: Positive
Bacilos cureas Cram Megaivgs
Muesira 12 COLOMNIAS CON PHGMENTO TSI KK =in gas Psewgomanas sergincss
AMARILLO VERDOSO EN AGAR Lactasa: Megativo
CETRIMIDE LIf: MM, e es una anterocbactens
TAMARD: 3 mem — 4 mm Citrata: Positive
Bacilos curvas Gram Megalivas
Muestra 13 COLONIAS CON FIGMENTO T5I: KK =in gas Fseutomanas aaruginosa
AMARILLO VERDOSO EN AGAR Lactasa: Megativo
CETRIMIDE LIf: MR, fe s una enterabactena
TAMARD: 3 mem — 4 mm Citrata: Positive
Bacilos cunvas Gram Megalivos
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Bluestra 14

COLOMIAS CON PHGMENTO
AZIAL VERDOSD

EN AGAR CETRIMIDE
TAMMRIO: 3 men — 4 mem
Bacilos curvas Gram MNegativos

TEI: KUK =i gas

Lactasa: Magative

LI&: MM, no es una entercbactena
Citrata: Positivo

Pseugomanas sarugnssa

Buestra 15 COLOMIAS CON PIGMENTO TSI KK =in gas Fsewgomanas seruginssa
ROMD PARDUZCD Lactasa: Negativo
EN AGAR CETRIMIDE LIA: BIR, Ao o5 una enfencbhactens
TAMMRIC: B men - 4 mem Citrata: Pasitive
Baciles curvss Cram Megatives
Mueastra 16 COLOMIAS LACTOSA POSITWVG TSI: ASA can gas Erdersbactar 55
EN AGAR MG COMKEY Lactasa: Posithva.
TAMARID: 2 mem — 3 mm LI&: KW descarbaxilasa (4]
Bacilos curvas Gram MNegativos Citrata: Pasilivo
Buestrs 17 COLOMIAS LACTOSA POSITIWVG TSI AR can gas. HS (+) Cirobacier sp
EN AGAR MG COMKEY Lactasa: Positheg
TARMARD: 2 mem = 3 mem LIf: KW descarbaxilasa (4]
cocobacilos curvoes Gram Citrata: Positivo
Megativos
Muestra 18 COLOMIAS LACTOSA POSITNG TSI Al =in gas Erdersbactar 5o
EN AGAR MG COMKEY Lactasa: Posithig
TAMARID: 2 mem — 3 mm LI&: KW descarbaxilasa (4]
Baciles curvas Gram Megativos Citrata: Pasitive
Buestra 19 COLOMIAS TRANSLLCIDAS TSI KUK =in gas Acinelohbaciar 56
EN AGAR CETRIMIDE Lactasa: Negative
TAMARD: 2 mem — 3 mem LIA: BMIR, A e una anfercbactsns
cocobacilos cursas Gram Citrata: Positivo
Megativos
Blusstra 20 COLOMIAS TRANSLLCIDAS TSI KK =in gas Acinelohacier 5o
EN AGAR CETRIMIDE Laciasa: hlagativo
TAMARD: 2 men - 3 mmem LIA: MUK, Ao es una anferabactens
cacobaciles curves Gram Citrasa: Positive
Megativos
Bduestras 21 COLOMIAS TRANSLLCIDAS TSI KUK =in gas Acinelohbaciar 55
EN AGAR CETRIMIDE Lactasa: Negative
TAMARD: 2 mem — 3 mem LIA: BMIR, A e una anfercbactsns
cocobacilos cursas Gram Citrata: Positivo
Megativos
Blusstra 23 COLOMIAS TRANSLLCIDAS TSI KK =in gas Acinelohacier 5o
EN AGAR CETRIMIDE Laciasa: hlagativo
TAMARD: 2 men - 3 mmem LIA: MUK, Ao es una anferabactens
cacohaciles curves Gram Citrata: Pasitive
Megativos
Bluesira 23 COLOMIAS TRANSLLMCIDAS TSI KK =in gas ACIershacier 5o
EN AGAR CETRIMIDE Laciasa: Megativo
TAMARD: 2 men — 3 mm LIS MM, me es una enterobacternia
oovobaciks curvos Gram Citrata: Pasitive
Megatives
Bluestra 24 COLOMIAS CON PIGMENTO TSI BUK =in gas Fsewgomanas serugingsa

AMARILLO VERDOSD EN AGAR
CETRIMIDE

TAMMRIO: B men — 4 mm

Bacilos curves Gram Megalives

Laciasa: hlagativo
LIA: MUK, Ao es una anferabactens
Citrata: Pasitive
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Figura 27. Muestra de entrada de la Figura 28. Muestra de salida de la
guebrada que discurre por medio de la quebrada que discurre por medio de la
refineria Maple refineria Maple

Figura 29. Preparacion del caldo de pre-enriquecimiento
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Figura 30. Preparacion del caldo de enriquecimiento

Figura 31. Inoculacion de muestras
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Figura 32. Equipos de campo

Figura 33: Inoculacién en placa petri.
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Figura 34: Proceso de degradacion del crudo de petréleo
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