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RESUMEN

La actividad petrolera en el Ecuador es una de las principales fuentes de ingreso
para el pais, sin embargo como consecuencia de la explotacién se produce la
contaminacion de la biosfera. Las técnicas biotecnoldgicas de remediacion
utilizan conocimientos de la biologia para tratar ambientes contaminados;
demuestran ser mas eficaces comparadas con técnicas fisico-quimicas debido
a que son de menor costo y porque se llevan a cabo menos operaciones
unitarias, por lo que su aplicacion resulta mas practica. El presente proyecto tuvo
como objetivo aislar y caracterizar cepas bacterianas degradadoras de
hidrocarburos, obtenidas a partir de suelos contaminados con petréleo de la
plataforma de tratamiento “El Salado” (Napo, Ecuador). Para ello fue necesaria
la seleccion de las cepas en un medio formulado con petréleo como la Unica
fuente de carbono. Se diluyé las muestras de suelo, las diluciones fueron
sembradas en medios con concentraciones de petréleo del 0.5% y 0.7% y se
cuantificaron las colonias. Todas las cepas que crecieron en el medio fueron
posteriormente aisladas en agar nutritivo. Para caracterizarlas se realiz6 una
tincion Gram, se observo la morfologia de las células y en base a estos datos
se realiz6 la caracterizacion bioguimica (crecimiento en agar TSI, crecimiento en
agar MacConkey, oxidasa y catalasa). Los resultados mostraron que el
crecimiento microbiano de las muestras analizadas no se ve afectado
significativamente por las concentraciones de petréleo usadas ni por las
localidades muestreadas. Se obtuvieron nueve cepas aisladas, los distintos
datos obtenidos de la caracterizacion sirvieron para tener una aproximacion
sobre los géneros a los que podrian pertenecer cada una de las bacterias
capaces de metabolizar hidrocarburos. Las bacterias encontradas podrian llegar
a tener tasas altas de degradacion, ya sea por si solas o por bioestimulacion,

siendo idoneas para la remediacion de ambientes contaminados.



ABSTRACT

Oil industry has produced an important income for Ecuador, nevertheless
pollution of the biosphere is a direct consequence of the exploitation.
Remediation biotechnological techniques apply biological fundaments to treat
polluted environments, they appear more practical when compared with
physicochemical techniques because of the lower costs and less unitary
operations during the process. The aim of this project was to isolate and
characterize crude oil degrading bacterial strains, obtained from crude oil
contaminated samples from the treatment platform “El Salado” (Napo, Ecuador).
To attain this, the strains were selected from a formulated media containing crude
oil as the only carbon source. Samples were diluted and inoculated in media with
crude oil (0.5% and 0.7%). All the strains that grew were isolated in nutrient agar.
Gram stain and observation of the cell morphology were useful into defining the
tests for biochemical characterization (growth on TSI agar, growth on MacConkey
agar, oxidase y catalase). The results showed that microbial growth from
analyzed samples was not significantly different between the two different crude
oil concentrations used neither between locations. Nine strains were isolated and
the obtained data was used to determine the possible genera these crude-oil-
metabolizing bacteria could belong to. The bacteria found might have high
degradation rates using biostimulation or by themselves, being suitable for the

remediation of polluted environments.
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1. Introduccién

1.1. Antecedentes

El aumento de la demanda de hidrocarburos durante el ultimo siglo ha obligado
a las industrias a incrementar el volumen de explotacién de este recurso. Como
consecuencia de su explotacion se produce contaminaciéon en la biosfera
(Oilwatch, 2005, p. 23).

Los hidrocarburos son moléculas formadas por la unién de atomos de carbono e
hidrogeno en distintas combinaciones. Existen varias investigaciones sobre los
efectos adversos de estas sustancias sobre la salud humana y los ecosistemas
(Castillo y Béarcenas, 1997, p. 21).

El aumento en los niveles de contaminacién por diferentes compuestos ha sido
una causa que ha impulsado el desarrollo de las técnicas de remediacién. El
proceso de remediacion consiste en la aplicacion de una o una serie de
operaciones unitarias que alteran la composicion de una sustancia peligrosa a
través de acciones quimicas, biolégicas o fisicas; reduciendo su movilidad,

toxicidad y el volumen de dicha sustancia (Velasco y Volke, 2002, p. 27)

En el pasado las técnicas mas utilizadas para la remediacién se basaban en
métodos fisico-quimicos de aplicabilidad limitada, costosos y que modifican los
ecosistemas de forma irreparable (Becerril et al., 2002, p. 1).

Las técnicas biotecnoldgicas de remediacion empiezan a surgir en la década de
los setentas, las mismas utilizan conocimientos de la biologia para tratar
ambientes contaminados. Demuestran ser mas eficaces comparadas con
técnicas fisico-quimicas debido a que son de menor costo, son mas practicas
para el tratamiento de suelos y aguas porque se llevan a cabo menos

operaciones unitarias (Alvarez e lllman, 2006, pp. 14-15). Entre los métodos de



remediacion biotecnoldgica podemos mencionar la biorremediacion (que utiliza

microorganismos) y la fitorremediacion (que utiliza plantas).

Diversos mecanismos de adaptacion utilizados por los microorganismos para
sobrevivir a los ambientes contaminados, han sido la clave para el nacimiento de
las técnicas de tratamiento biotecnoldgicas. Trabajos de investigaciéon como el
de Li, Huang, Lerner y Zhang (2000, p. 3852), demostraron que en
contaminaciones petroleras en suelo ocurridas hace mas de 25 afios se
encuentran microorganismos capaces de cumplir un rol importante en la
biorremediacion de hidrocarburos, incluso mediante atenuacién natural. Por ello,
la importancia de encontrar microorganismos idoneos para remediacion

biotecnoldgica en este tipo de contaminaciones.

Para llevar a cabo las diferentes técnicas de biorremediacion (bioaumento o
bioestimulacion) es necesario tener conocimiento sobre algunas caracteristicas
de los microorganismos como su crecimiento o requerimientos nutricionales
(Alvarez e lllman, 2006, p. 498). En las dltimas décadas se ha investigado cepas
degradadoras de hidrocarburos; como los estudios de Vifias (2005, p. 7), el cuél
orientd su trabajo a la caracterizacion microbiologica, quimica y ecotoxicoldgica
de suelos contaminados por hidrocarburos. Otro estudio importante fue el de
Vivas, Martinez, Garcia y Salgado (2008, p. 51) sobre la caracterizacion

metabdlica y molecular de cepas degradadoras de parafinas.

1.2. Planteamiento del problemay justificacion

La produccién de compuestos industriales de origen mineral se ha incrementado
de manera sustancial desde inicios del siglo XIX. Esto ha ocurrido gracias al
nacimiento de industrias que elaboran nuevos materiales y que cambiaron el
estilo de vida de la humanidad (Zurfluh, 1992, p. 80). Productos derivados del
petréleo como la gasolina, los plaguicidas, los disolventes y los fertilizantes
permiten mejorar las condiciones de vida. Sin embargo, provocan la

contaminacion de las aguas, el suelo y el aire. Este tipo de compuestos resultan



toxicos para la mayoria de formas de vida (Bravo, 2007, p. 4).

En Ecuador ocurrieron 991 derrames en el periodo de 1994 a 2002, algunos
ocurrieron por fallas en los equipos, negligencias de operacion y otros
provocados (Fontaine, 2003, pp. 43, 59, 61). Gran parte de los mismos ocurre
en la regibn amazdnica. Aqui se localizan la mayor cantidad de yacimientos
petroleros; los que constituyen una amenaza constante para los suelos, los rios,

las comunidades y la biodiversidad en general.

Los hidrocarburos son los compuestos que forman el petréleo, son persistentes
en el ambiente y toxicos para la mayoria de formas de vida (Seymour y Henry,
2001, p. 551) (Cabildo et al., 2013, p. 475).

Algunas estrategias de remediacion que pretenden eliminar estos contaminantes
del ambiente, utilizan meétodos fisico-quimicos. Sin embargo estos

procedimientos son costosos, modifican el ecosistema y no pueden aplicarse a

todos los casos (Becerril et al., 2002, p. 1).

1.3. Objetivos del trabajo

Objetivo general:

Obtener cepas bacterianas degradadoras de petroleo, a partir de muestras de

suelo contaminado de la plataforma de tratamiento “El Salado” (Napo, Ecuador).

Objetivos especificos:

-Aislar cepas bacterianas degradadoras de hidrocarburos

-Caracterizar las cepas aisladas morfoldgica y bioquimicamente.



1.4. Justificacion de la investigacion

La mayoria de veces los ecosistemas no aportan con las condiciones adecuadas
para llevar a cabo la biorremediacion, por lo que en muchas ocasiones la
atenuaciéon natural no es suficiente para llevar a cabo la biorremediacién en
suelos contaminados. Por lo tanto, la introduccibn de microorganismos
degradadores al suelo (bioaumento) o la adicion de nutrientes al suelo para
aumentar la tasa de crecimiento de microorganismos degradadores
(bioestimulacion) son considerados los métodos mas eficaces para la
biorremediacion de suelos contaminados por hidrocarburos (Sanchez vy
Rodriguez, 2003, pp. 14-15).

Sin embargo, cuando se trata de bioaumento es preferible utilizar cepas
autoctonas (Sanchez y Rodriguez, 2003, p. 13). El trabajo de algunos
investigadores como Van Hamme, Singh y Ward (2003, p. 523) o Lee y Merlin
(1999, p. 162), permitieron concluir que la adicion de cultivos comerciales no
aumenta significativamente la velocidad de degradacion de los contaminantes
comparada con la bioestimulacion. Ademas el uso de cepas aléctonas requiere
qgue la estrategia se lleve a cabo de manera ex situ, debido a que las cepas
nativas estan mejor adaptadas al medio ambiente y por ende compiten con los

microorganismos degradadores aléctonos (Maier, Pepper y Gerba, 2009, p. 70).

Asi mismo, el uso de microorganismos nativos es la mejor opcion, debido a que
el suelo no sufrira cambios en su dinamica, ademas de actuar dentro de las leyes
ecuatorianas con respecto al uso de la diversidad (Articulo 401 de la Constitucién
de la Republica del Ecuador, 2008, p. 179).

Para utilizar el bioaumento mediante el uso cepas autdctonas o la estrategia de
bioestimulacion, es necesario conocer caracteristicas importantes de los
microorganismos como: las propiedades metabdlicas, existencia de motilidad o
tipificacion Gram. Con el conocimiento de estas caracteristicas se puede tener

una aproximacion sobre el género al que pertenece cada microorganismo



degradador (Pumarola, Rodriguez, Garcia y Piedrola, 1987, p. 18) y es posible
establecer las condiciones mas idoneas durante el proceso de biorremediacion,
con la finalidad de que este proceso garantice el mayor crecimiento microbiano
y por ende la mayor degradacion del contaminante (Wong, Hong y Nolen, 1997,
p. 137).

2. Marco tedrico

2.1. Contexto petrolero y actividad extractiva en el Ecuador

Las primeras actividades exploratorias y extractivas ocurrieron en los territorios
de lo que actualmente es la provincia de Santa Elena durante la primera
presidencia de Eloy Alfaro (1897-1901). En 1921 se expide la Ley de
Arrendamientos, primera ley relacionada a hidrocarburos en el pais. Durante
esta etapa el Estado arrienda terrenos a personas naturales o empresas en las
Provincias de Guayas, Azuay, Manabi, Santa Elena y Cafar, los mismos son
destinados a la explotacion (Gordillo, 2004, p. 46) (Gordillo, 2004, p.68).

Esta ley disminuyé a menos de la mitad el beneficio que el Estado percibia por
arrendamiento de terrenos para actividades relacionadas a la explotacion minera
(20%, establecido por la Corona espafola durante la Colonia), ley que
continuaba en vigencia hasta 1921. En 1937 la ley se reforma y cambia de
nombre a Ley del Petréleo, que establece la concesion como modelo contractual
petrolero y que disminuye el beneficio del Estado por la actividad extractiva aun
mas (Gordillo, 2004, p. 46-47).

Para 1940 solo existen 9 concesiones en etapa de explotacién en todo el
territorio ecuatoriano, las demas concesiones habian sido explotadas en su

totalidad, posiblemente subarrendadas por personas naturales a empresas



extranjeras. Hasta 1948 se arrendaron y concesionaron de manera
indiscriminada y discrecional terrenos destinados a la explotacion petrolera en
las Regiones Litoral y Amazonica, sin respetar el maximo permitido por las leyes
en las extensiones territoriales y sin proteger al Estado. Se llegaron a entregar
hasta 10 millones de hectareas en una sola regién y a una sola empresa
(Gordillo, 2004, p. 47-48).

Para 1971 el crecimiento econdémico del pais no estaba acorde al consumo de
energia, junto con el rapido deterioro del medioambiente por la contaminacién
producida por la falta de leyes y regulaciones. De manera que las operaciones
petroleras que se realizaron por mas de 70 afios bajo las condiciones de
compafilas que evidentemente daban mas prioridad a presupuestos
operacionales (Gordillo, 2004, p. 49). Con la Ley de Hidrocarburos el presidente
Velasco Ibarra elimina las concesiones como forma de contratacion petrolera
(Gordillo, 2004, p. 49), y el Estado llega a beneficiarse del 66% de los ingresos
de la produccién petrolera de Texaco-Gulf (Gordillo, 2004, p. 69).

En 1973, el Ecuador se unidé a la Organizacion de Paises Exportadores de
Petr6leo. Aunque se establecen los primeros contratos petroleros, las
estipulaciones del contrato relacionadas a temas medioambientales eran tan
solo declaraciones y el Estado no ejerce ningun control medioambiental sobre

las explotaciones petroleras (Gordillo, 2004, p. 51).

La contaminacion del aire, el suelo y el agua ocurrian de manera acelerada en
Esmeraldas y la region Amazdnica. Aunque leyes relacionadas con la prevencion
y control de la contaminacién ambiental fueron expedidas en 1976 y 1981, no
fueron aplicadas a las operaciones por no estar directamente relacionadas a la
industria petrolera. En 1985 ante el reclamo de poblaciones afectadas y
organizaciones ecologistas, las empresas deciden dar inicio al tratamiento de
problemas ambientales. Sin embargo, al no existir el control del Estado, muchas
veces solo se llegaba a acuerdos econdmicos con las poblaciones afectadas
(Gordillo, 2004, p. 51).



En 1989 y 1992 se expiden regulaciones y reglamentos para el tratamiento de
aguas y suelos respectivamente. En la nueva constitucion de 1998, se incluye al
medio ambiente como elemento prioritario del Estado, en 1999 se expide la Ley
Ambiental y en 2001 entra en vigencia el Reglamento Ambiental para
Operaciones Hidrocarburiferas (Gordillo, 2004, p. 53).

En los ultimos afos se han establecido lineamientos mas estrictos con respecto
al manejo ambiental de operaciones hidrocarburiferas, y sobre todo se han
instaurado mecanismos de control. Las leyes que regulan la actividad petrolera
actualmente son la Ley de Hidrocarburos (con varias reformas desde su
expedicion) y la Ley de fondo para el Ecodesarrollo Regional Amazdnico; junto
con otros reglamentos como el Reglamento para la informacién de la industria
petrolera, el Reglamento ambiental de actividades hidrocarburiferas, el
Reglamento a las reformas de la Ley de Hidrocarburos y el Reglamento de

operaciones hidrocarburiferas, entre otros (Grupo Faro, s.f).

La Norma de Calidad Ambiental del Recurso Suelo y Criterios de Remediacion
Para Suelos Contaminados, emitida por el Ministerio del Ambiente de Ecuador,
establece concentraciones maximas permitidas para hidrocarburos aromaticos
en suelos no contaminados (Tabla 1) y para suelos contaminados después de la

remediacion (Tabla 2) (Ministerio del Ambiente de Ecuador, 2015).



Tabla 1.

Concentraciones maximas de hidrocarburos aromaticos permitidas en suelo

Parametros organicos

Befteno malkg 0.03
Clorobenceno mg/kg 0.1
Eiilbencenc ma'kg 0.1
Estireno mg/kg 0.1
Tolueno mafkg 0.1
Xileno mg/kg 0.1
PCBs ma'kg 0.1
Clorinados Alifaticos (cada tipo) mgfkg 0.1
Clorobencenos (cada tipa) ma'kg 0.05
Hexaclorobenceno mg/kg 0.05
Hexaclorociclohexano mag/kg 0.01
Fenélicos no clorinados (cada tipo) makg 0.1
Clorofenoles (cada tipo) ma/kg 0.05
Hidrocarburos fotales (TPH) ma'kg <150
Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos mg/kg 0.1
(HAPs) cada tipo

*Concentracion en peso seco de suelo

Tomado de Ministerio del ambiente de Ecuador, 2015, p. 16.



Tabla 2.

Valores maximos de hidrocarburos permisibles después de la remediacion

Parametro

USO DEL SUELC

Unidades*

Resldencialf Comercial |Industrial ‘ Agricola

Parametros organicos

Aceites y grasas ma/kg 500 <2500 <4000 <4000
Benceno mg/kg 0.08 5 5 0.03
Etilbenceno mgkg 0.1 20 20 0.1
Estirenc mag'kg 5 50 50 0.1
Tolueno mg'kg 0.37 0.8 0.8 0.08
Xileno gk 2.4 11 20 @1
PCRBs migkg 1.3 23 33 0.5
Clorelenoles (cada mgikg 0.5 5 5 0.05
tipa)
Fenoles (total) mo'ka 3.8 3B 5 3.8
Clorinados alifaticos mi'ky 5 50 a0 0.1
(cada tipo)
Hidrocarburos totales mi'kg 230 G20 620 150
(TPH}
Clorobencenos (cada makg 2 10 10 0.05
tipo}
Tetracloroatilenos mg'kg 0.2 0.5 0.6 0.1
Tricloroetileno mg'kg 3 a0 a0 0.1
Atrazina mgfkg 0.005 0.005 0.005 0.005
Carbofuran mig/ki 0.0 0.t 0.01 Q.01
Alifaticos no clorinados migkg - - = 0.3
{cada tipo)

Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos (HAPs)
Anfraceno migkg . - 100 2.1
Benzolajantracend mo'kg 1 1 10 0.1
Benzola)pireno migkg 0.7 10 0.7 0.1
Benzo(bifluoranteno mg'kg 1 0.7 10 0.1
Benzo(k)fluorantsno mo/kg 1 10 10 0.1
Dibenzofa,hjantracenc | makg 1 10 10 01
Indeno{1,2,3-cd)pireno ma'kg 1 10 10 0.1
Fluoranteno; mafkg . 10 100 0.1
Maftalena; mg'kg 0.8 - b 0.1
Fireno; ko 10 22 100 0.1
Criseno; maky - - 100 0.1
Fenantrendo, mgdkg 5 50 50 0.1

Tomado de Ministerio del Ambiente de Ecuador, 2015, p. 16.
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Actualmente existen 55 bloques petroleros en el Ecuador (figura 1), la mayor
parte de ellos se encuentran en la region Amazonica y el resto de ellos en la
region Litoral (Secretaria de Hidrocarburos, 2017). La explotacion petrolera
amenaza de manera directa la biodiversidad, el medioambiente y poblaciones

nativas.

i MAPA DE BLOQUES PETROLEROS DEL ECUADOR CONTINENTAL ) iim. i

— — - .
S S~ S 2 ~ = = =

(=1 - ] -————
| [ . PR

[ [ (AT

Figura 1. Mapa de bloque petroleros

Tomado de: Secretaria de Hidrocarburos, 2017.

Durante su operaciéon en Ecuador (1964-1990), la empresa Texaco (comprada
por Chevron) afecté de manera directa e indirecta un area de 2.5 millones de
hectareas. Utilizando una estrategia de minima inversion y maxima ganancia, la
empresa se caracterizo por su falta de preocupacion por el medioambiente y por
la vida de los habitantes de la region. A su salida, la empresa dejo abandonadas
600 piscinas con desechos de petréleo y cientos de sitios contaminados por
derrames de crudo de tuberias, pozos y estaciones (Yanza, 2004, p. 37-39).
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2.2. Biorremediacion

La biorremediacion se refiere al uso de microorganismos para la remediacion de
aguas o suelos contaminados por hidrocarburos, metales pesados u otros
contaminantes quimicos nocivos para la salud y medio ambiente (Tortora, Funke
y Case, 2007, p. 33). Esto es posible gracias a diferentes mecanismos que los
microorganismos han desarrollado para sobrevivir a estos ambientes
contaminados (Di Conza y Gutkind, 2010, p. 63).

La biorremediacion busca explotar aquellos microorganismos que se han
adaptado para degradar contaminantes especificos, es decir que utilizan un
contaminante mediante su metabolismo. ElI metabolismo modifica el
contaminante, formando compuestos menos nocivos o incluso inocuos desde el

punto de vista medio ambiental y sanitario (Maroto y Rogel, 2002, p. 297).

La biorremediacion utiliza tres técnicas para la eliminacién de contaminantes en

suelos contaminados: la atenuacion natural, la bioestimulacion y el bioaumento.

2.2.1. Atenuacioén natural

La atenuacién natural se basa en el uso de microorganismos autoctonos en el
suelo para la degradacion del contaminante. Es un proceso viable cuando el
suelo tiene gran cantidad de materia organica, pero en suelos calizos o en
formaciones geoldgicas como acuiferos no se recomienda, porque el flujo de
agua subterrdnea no es previsible y esto afecta directamente al movimiento del

contaminante (Arrieta, 2011, pp. 1, 19).

Estudios como el de Bento, Camargo, Okeke y Frankenberger (2005, pp.1051-
1052), sefalan que el porcentaje de remocion de TPH’s por atenuacién natural
depende bastante de los factores que se mencionaran en el apartado 2.5. Es asi
que se observa que, en la localidad 1 del estudio mencionado se alcanz6 50%

de remocion de TPH’s de fraccion ligera por atenuacion natural, comparado con
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84% alcanzado por bioaumento y un 72% alcanzado por bioestimulacion. Sin
embargo en la localidad 2 la remocién de TPH’s de fraccion ligera alcanzo un
mayor porcentaje por atenuacion natural (47%), que por bioaumento (44%) o

bioestimualcion (35%).

2.2.2. Bioestimulaciéon

La bioestimulacion aprovecha los microorganismos degradadores autéctonos,
gracias a la adicion de nutrientes (como nitrégeno, fésforo, calcio, sodio, entre
otros) y el control de variables fisico-quimicas claves (como concentracion de
oxigeno, humedad o temperatura) para mejorar las condiciones de crecimiento
(Arrieta, 2011, p. 7) (Castillo et al., 2005, p. 424).

2.2.3. Bioaumento

El bioaumento por otro lado involucra la adicion de microorganismos
degradadores al6ctonos o autdctonos al suelo, de manera que el proceso de
remediacion ocurra en menos tiempo (Sanchez y Rodriguez, 2003, p. 13).

La adicion de microorganismos no autdctonos puede afectar la dinamica del
suelo debido a que muchas veces los microorganismos autoctonos y no
autoctonos tienen relaciones de antagonismo (ya sea por competencia de
nutrientes o espacio, antibiosis, produccion de enzimas extracelulares o
parasitismo) (Hernandez, Bautista y Velazquez, 2007, p. 66-68), lo que influye
en la tasa de crecimiento y por ende en el porcentaje de remocién de un

contaminante (Muskus, Santoyo y Plata, 2013, p. 89).

2.3. Importanciay utilidad de la biorremediacion

La actividad antropogénica ha desencadenado a escala mundial un problema

con respecto a la contaminacion del aire, el agua y los suelos. Esta cuestion se
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refleja especialmente es paises explotadores de recursos como metales
pesados o hidrocarburos (Benavides et al., 2006, pp. 82-84).

Cuando estos compuestos 0 elementos se encuentran en los suelos en
concentraciones altas suelen tener efectos desfavorables sobre los
microorganismos (Galan y Romero, 2008, p. 49) y aumentan la salinidad de los
suelos dificultando el tratamiento de los mismos (Benavides et al., 2006, p. 82).
Cuando la contaminacion ocurre en rios y suelos los contaminantes ingresan a
la cadena tréfica afectando la salud de humanos y animales (Molina y Point,
2014, p. 270).

El benceno (hidrocarburo aroméatico) es un compuesto mutacarcinogénico, una
sustancia que produce mutaciones en el material genético alterando las
funciones celulares, secuencias de genes oncosupresores 0 secuencias de
protooncogenes (induciendo el cancer). Algunos metales pesados como el
plomo son teratogénicos (sustancias que en determinadas dosis afectan al
desarrollo del feto pero no a la madre) (Zuluaga, Valencia y Ortiz, 2009, pp. 34,
39).

Estos contaminantes representan una amenaza ambiental por sus efectos sobre
la biodiversidad y otros recursos naturales, pero también se consideran un
problema desde el punto de vista sanitario por sus efectos citotoxicos (Lopez et
al., 1998, p. 27).

2.4. Hidrocarburos

Los hidrocarburos son compuestos formados por diferentes combinaciones de
atomos de carbono e hidrégeno; son considerados los esqueletos fundamentales
de las moléculas organicas (formadas por el reemplazo de los hidrégenos por
otros grupos funcionales). En la industria gran parte de los productos organicos
comerciales se derivan de los hidrocarburos (que se encuentran en el petréleo,

carbon o gas natural) (Ydfera, 1994, p. 113).
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La clasificacion de los hidrocarburos puede basarse en la naturaleza de la
molécula (alifatica o aromaética), la estructura de la molécula (aciclica o ciclica) o
por los tipos de enlaces formados entre los atomos de carbono (simples, dobles
y triples) (Gutiérrez, 1985, p. 400).

2.4.1. Hidrocarburos alifaticos

Son los hidrocarburos que reaccionan principalmente por adicién de radicales
libres (ocurre en los enlaces multiples) y la sustituciéon homolitica de radicales
libres (ocurre en otros puntos de la cadena alifatica) (Thornton y Nielson, 1998,
p. 469).

Pueden ser hidrocarburos de cadena abierta saturada (enlaces simples) (figura
2) o insaturada (enlaces dobles y triples) (figura 3), o hidrocarburos ciclicos (con

enlaces simples, dobles o triples) (figura 4) (Gutiérrez, 1985, p. 400).

CH; -CH - CH, - CH;
|
CH;

Figura 2. Molécula de isopentano.

CHg = CHz

Figura 3. Molécula de eteno o etileno.

C

CH, N C

CHZ CHZ
CH,

Figura 4. Molécula de ciclohexino.
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2.4.2. Hidrocarburos aromaéticos

Los hidrocarburos aromaticos son moléculas que forman uno o varios anillos, la
molécula base de estos compuestos es el benceno (formado por un anillo
resonante de 6 carbonos y 6 hidrogenos). A diferencia de un ciclohexano (6
carbonos y 12 hidrogenos), el benceno es una molécula mucho mas estable no
por la disposicion de sus electrones sino por el tipo de enlaces que los mismos
forman (Thornton y Neilson, 1998, p. 472).

La resonancia es una caracteristica importante de los anillos aromaticos (anillos
no saturados), el benceno por ejemplo tiene tres enlaces simples y tres enlaces
dobles alternativamente ubicados entre los 6 atomos de carbono. Estos enlaces
pueden encontrarse en dos configuraciones (figura 5), es decir los dobles
enlaces pueden estar entre los a&tomos 1y 2, 3y 4, 5y 6 o entre los &tomos 2 y
3,4y5,6y1. Elbenceno toma las dos configuraciones alternando rapidamente
entre ellas, a lo que se conoce como resonancia (Aguilar y de la Rubia, 2004, p.
314). Los hidrocarburos aromaticos tienden a reaccionar por sustitucion
heterolitica (Thornton y Nielson, 1998, p. 472)

1 1
6 2 6 2
5 3 5 3
4 4

Figura 5. Configuraciones del benceno
Tomado de: Macy, 1992, p. 189.

Este tipo de hidrocarburos se puede clasificar en dos subtipos por el nimero de
anillos que tienen, en monociclicos (Benceno, Tolueno, etilbenceno y xileno, etc.)

y policiclicos (naftaleno, fenantreno, antraceno, etc.) (Gonzéalez, 1991, p. 71).
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2.4.3. Asfaltenos y resinas

Estos compuestos corresponden a las fracciones mas pesadas, los asfaltenos
estan formados por una acumulacion de laminas poliaromaticas condesadas,

unidas por cadenas saturadas (Wauquier, 2004, p. 13) (figura 6).

Figura 6. Estructura propuesta de un asfalteno, analizado por resonancia
magnética nuclear

Tomado de: Navarro, Alvarez, Grosso y Navarro, 2004, p. 64.

Las resinas tienen una estructura similar (figura 7), pero con un menor tamafio y
polaridad y una proporcion mayor de cadenas alquil aromaticas (Lluch, 2011, p.
338).

Qs

Figura 7. Estructura propuesta de una resina, analizada por resonancia
magnética nuclear

Tomado de: Navarro et al., 2004, p. 64.



17

2.5. Factores que influyen en la biorremediacion

La biorremediacidén se ve condicionada por 3 tipos de factores: en relacion al
contaminante, en relacidbn a los microorganismos y en relacion al medio

ambiente.

2.5.1. Factores en relacion al contaminante

2.5.1.1. Constitucién quimica

La constitucion quimica, es decir el tipo de contaminantes que va a tratarse es
un importante factor que afecta a la biorremediacién. Algunos ejemplos de los
contaminante mas comunes son los hidrocarburos (de distintos tipos), metales
pesados, compuestos organoclorados, nitroaromaticos, fenoles, etc (Velasco y
Volke, 2002, p. 13).

Es importante conocer el contaminante a tratar, para conocer qué estrategia de
remediacion usar. Otros factores que afectan al proceso de biorremediacién (se
veran a continuacién) son propiedades fisico-quimicas que vienen dadas por la

constitucién quimica del contaminante (Velasco y Volke, 2002, p. 14).

2.5.1.2. Biodegradabilidad

La biodegradabilidad del contaminante es una importante propiedad a
considerar, esta depende de la estructura y composicion molecular del
contaminante. Las sustancias de menor peso molecular son mas faciles de
degradar, asi mismo las que tengan pocas ramificaciones y pocos anillos (Van
Leeuwen y Hermens, 1995, p. 82). Algunos grupos funcionales como el alcohol
favorecen a la biodegradabilidad a diferencia de otros como el cloro (Van
Leeuwen y Hermens, 1995, p. 82).
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2.5.1.3. Estado fisico

El estado fisico es otro factor que influye en la disponibilidad del contaminante
para los microorganismos. Algunos liquidos no son miscibles en agua, los sélidos
presentan movilidad y superficie de contacto escasa y los gases tienden a
escapar hacia la atmésfera (Gémez, 2003, p. 9).

2.5.1.4. Solubilidad

Asi mismo la solubilidad en agua es otro factor importante, los contaminantes
deberan disolverse en agua para poder estar biodisponibles para los
microorganismos o0 al menos emulsionar con la ayuda de surfactantes (Castillo
et al., 2005, p. 441). Este factor viene condicionado por la estructura molecular

del contaminante (Velasco y Volke, 2002, p. 14).

2.5.1.5. Volatilidad

La volatilidad también influye en el proceso de biorremediacién, debido a que se
pierden por volatilizacion las fracciones mas ligeras del contaminante (Velasco y
Volke, 2002, p. 14), este factor depende de la estructura molecular, resultando
las sustancias de menor peso molecular mas volatiles que aquellas de alto peso

molecular (Porta, Lopez-Acevedo y Poch, 2014, p. 369).

2.5.1.6. Concentracion

La concentracion del contaminante también es un factor condicionante, elevadas
concentraciones pueden resultar toxicas o inhibitorias para los microorganismos
(Velasco y Volke, 2002, p. 14). Se debe tener en cuenta la volatilidad de las
fracciones mas ligeras y el tiempo transcurrido desde el derrame, ya que estos
compuestos se pierden por volatilizacion y por ende se reduce su concentracion
(Gémez, 2003, p. 13).
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2.5.2. Factores en relacion a los microorganismos
2.5.2.1. Tipos de microorganismos

Los microorganismos degradadores son los que hidrolizan una molécula
contaminante determinada en metabolitos o moléculas mas pequefias,
principalmente pueden ser hongos o bacterias (Velasco y Volke, 2002, p. 31).
Las bacterias al tener menor tamafio que los hongos tienen una mayor superficie
de contacto (figura 8) y por ende mayor facilidad para crecer en un medio con

pocos en nutrientes (Engleberg, DiRita y Dermody, 2013, p. 33).

sVolumen ¢ Superficie

P

Volumen B4cm” 84 cm° B4 cm”
Superficie 6 t:m2 192 cmz 384 cm2
Superficie 1,501 an an

Volumen

Figura 8. Relacion entre el volumen y la superficie
Tomado de: Curtis, Schnek, Massarini y Barnes, 2008, p. 34.

Las bacterias también detectan sustancias nutritivas con mas facilidad, esta
habilidad reside en sus membranas (Saier, 1979, p. 169). En los eucariotes
(hongos) esta informacion se procesa en el interior de la célula (Boucias, Lietze
y Teal, 2012, p. 306).

2.5.2.2. Rutas metabdlicas

No todos los microorganismos son capaces de degradar contaminantes, esta
capacidad viene dada por las enzimas, sin embargo solo se expresan
dependiendo del ambiente (siempre y cuando estos genes estén presentes en el
reservorio genético de las poblaciones microbianas o se hayan adquirido por

mutaciones) (Maier et al., 2009, p. 394). Normalmente para la degradacion de
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mezclas complejas como los hidrocarburos, es necesario contar con varios
microorganismos (Sanchez y Rodriguez, 2003, p. 15). Este grupo de
microorganismos se denomina consorcio y cada uno de los microorganismos
aporta con enzimas que son necesarias para la degradacion del contaminante
(Maier et al., p. 53).

Los consorcios son de gran importancia por las relaciones de cooperacion que
pueden establecer los microorganismos que los conforman; la sintesis de
factores de crecimiento, la degradacién de sustancias téxicas o el
cometabolismo les dan ventajas de crecimiento frente a otras especies (Magni,
Garcia-Quitans, Martin, de Mendoza y Lépez, 2008, p. 10-11).

El cometabolismo consiste en la degradacion de dos sustratos, uno que le sirve
al microorganismo como fuente de energia (sustrato primario) y otro que lo
degrada sin ningun beneficio (sustrato secundario). Sin embargo el producto de
esta transformacion le sirve como fuente de energia a otros microorganismos
(figura 9) (Anaya, 2003, p. 111). El cometabolismo puede ocurrir estrictamente
en presencia del sustrato primario o sin €l (Garcia y Peralta, 2008, p. 1). La
sintrofia o sintrofismo es la actividad concertada de diferentes microorganismos
sobre un mismo sustrato, con el fin de degradarlo (Sanchez y Rodriguez, 2003,
p. 15).

Mpycobacterium vaccae
Propano Energia + CO2+ H,0

Mpycobacterium vaccae
Ciclohexano Ciclohexanol

Pseudomonas
Ciclohexanona
Pseudomonas

Energia + CO2+ H;0
Figura 9. Ejemplo de cometabolismo de Mycobacterium vaccae (que metaboliza

propano como sustrato primario y ciclohexano como sustrato secundario).
Tomado de: Anaya, 2003, p. 111.
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La degradacion de hidrocarburos alifaticos ocurre gracias a las enzimas
monooxigenasa, alcohol deshidrogenasa, aldehido deshidrogenasa y las
enzimas que participan en la B-oxidacioén de acidos grasos (De Lorenzo y Rojo,
1994, p. 340). Todas las enzimas en conjunto llevan a cabo la oxidacion sucesiva
del compuesto hasta Acetil CoA (figura 10) (Castillo et al., 2005, p. 429).

Figura 10. Degradacion aerobica del n-octano
Tomado de: Castillo et al., 2005, p. 429.

La degradacion anaerobia de compuestos alifaticos implica algunas reacciones
gue incluyen oxidaciones, deshidrataciones e hidrataciones en las que las
bacterias suelen usar fumarato como aceptor de electrones (figura 11) (Castillo
et al., 2005, p. 429),
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H.C CH } O

n-Hexano
O

Fumarato

CH;

O
O O

(1-metilpentenil) succinato

Intermediarios + energia

Figura 11. Degradaciéon anaerébica del n-hexano
Tomado de: Castillo et al., 2005, p. 430.

La degradacion de hidrocarburos aromaticos ocurre por la oxidacién de estos

compuestos gracias a las enzimas monooxigensas y dioxigenasas (Cerniglia,

1992, pp. 229, 232). Para bacterias, existen dos posibles rutas para la

degradacion de hidrocarburos aromaticos. En el caso bacterias aerobias ocurre

la hidroxilacién del anillo por accion de las enzimas dioxigenasas (formando cis-

dihidrodioles), posteriormente los cis-dihidrodioles son dehidrogenados para

formar compuestos intermediarios dihidroxilados (hasta formar catecol), el

catecol puede ser mineralizado mediante la fisién del anillo (figura 12) (Bamforth
y Singleton, 2005, p. 726).

R
BACTERIAL DEGRADATION tg NON-LIGNOLYTIC FUNGAL AND BACTERIAL

Hydroxylation of ring via dioxygenase
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Figura 12. Ruta metabdlica de degradacion de compuestos aromaticos

policiclicos.

Tomado de: Bamforth y Singleton, 2005, p. 726.
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Para la degradacion anaerobia de compuestos policiclicos arométicos se
observa que ocurren reacciones de carboxilacion e hidrogenacion sucesiva
sobre los anillos con el fin de mineralizar el compuesto (figura 13) (Bamforth y
Singleton, 2005, p. 728-729).

NAPHTHALENE

COFHCOs
Carboxylation lf

= COO0H
2-NAPHTHOIC ACID
=

: H20
Hydrogenation :f—ﬂd
v

COOH
5,6, T, 8-TETRAHYDRO- Og/
2-NAPHTHOIC ACID
" HzO
Hydrogenation E{ﬂ

v

CODH
DECAHYDRO-
2-MAPHTHOIC ACID

H

2 «-- «--

Figura 13. Degradacion de hidrocarburos policiclicos aromaticos (HPA) por la
ruta anaerébica
Tomado de: Bamforth y Singleton, 2005, p. 729.

Se conoce poco sobre la degradacion de resinas y alfaltenos, en el pasado eran
compuestos que se consideraban refractarios a la degradacién por sus
estructuras complejas (Venosay Zhu, 2003, p. 164). Sin embargo estudios como
el de Bertrand, Rambeloarisoa, Rontani, Giusti y Mattei (1983, p. 567) han
demostrado que es posible degradar asfaltenos con la ayuda de consorcios

bacterianos.
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2.5.2.3. Contacto microorganismo-sustrato

Se debe tener en cuenta el contacto microorganismo-sustrato, ya sea a traves
del paso del contaminante por la membrana o por la liberacion de enzimas
extracelulares que degraden parcialmente el contaminante para que ingrese a la
célula (Alexander, 1999, p. 123), el paso a través de la membrana puede ocurrir

por transporte pasivo o activo (Campbell y Reece, 2007, p. 130).

La pared celular es rigida y la membrana celular es de origen lipidico, por lo que
es necesario gque la sustancia se encuentre disuelta para pasar por la membrana
o las proteinas transmembrana y debe tener el tamafio adecuado para ingresar
al interior de la célula (Maier et al., 2009, pp. 13-14). La membrana es hidréfoba
por lo que es poco permeable a sustancias polares (Campbell y Reece, 2007, p.
130).

2.5.2.4. Rendimiento metabdlico

El rendimiento del metabolismo es otro factor a tener en cuenta, el metabolismo
consiste en una serie de reacciones bioquimicas complejas que pueden estar
destinadas a la sintesis de biomasa (anabolismo) o a la mineralizacion del
sustrato con produccion de energia (ATP), poder reductor (NAPDH), agua y
dioxido de carbono (catabolismo) (Engelkirk, Duben-Engelkirk y Wilson, 2011, p.
387). EI ATP y NAPDH son necesarios para la sintesis de biomasa (Nielsen,
2012, p. 47).

El rendimiento, ya sea para el producto (minerales y materia organica
persistente) o para la biomasa viene dado por la naturaleza del sustrato, por las
condiciones ambientales y por los microorganismos que participen (Walworth y
Ferguson, 2008, p. 156). En un proceso de biorremediacion se busca que una
vez que se alcance la cantidad adecuada de biomasa se produzca la
mineralizacion maxima (degradacion total del contaminante) (Barrios, 2011, p.
70).
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La mineralizacion no siempre se logra mediante el catabolismo de un solo
microorganismo, Sino que es necesario de otro o0 varios microorganismos que
degraden el metabolito intermedio, dado que estos metabolitos pueden resultar
incluso més téxicos que el contaminante original (Sdnchez y Rodriguez, 2003, p.
15).

2.5.2.5. Crecimiento

En este contexto, el crecimiento microbiano es de gran importancia, debido a
que la degradacibn de un contaminante es funcion del numero de
microorganismos degradadores presentes en el medio (Wong et al., 1997, p.
137). El crecimiento esta en dependencia de factores abiéticos (pH, temperatura,
humedad y otros) y bidticos (relaciones sintréficas o de competencia con otros
microorganismos) (Alexander, 1999, pp. 270, 282, 287) (Curtis et al., 2008, p.
473).

Los microorganismos pueden ocupar varios sustratos como fuente de energia
para aumentar la biomasa, sin embargo ocupan inicialmente los que son mas
rentables energéticamente (brindan ventajas de crecimiento) y luego consumen
los menos rentables (Sigee, 2005, p. 307). Al exponerse a las células a nuevas
sustancias es necesario que se adapten y empiecen a expresar las enzimas
necesarias para degradarlas, esto ocurre en la fase de latencia (Maier et al.,
2009, p. 38). La fase de latencia para hidrocarburos dura alrededor de 5 dias,
siempre y cuando existan las condiciones idoneas en el suelo y cuando los
microorganismos tengan capacidad degradadora (Acufia, Tonin, Diaz, Pucci y
Pucci, 2012, p. 110).

2.5.2.6. Modificaciones genéticas

En caso de no contar con la capacidad metabdlica para degradar un

contaminante, en las células pueden ocurrir cambios genéticos que doten a los
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microorganismos de nuevas funciones metabdlicas. En el caso de las bacterias
los mecanismos mas comunes son la conjugacion y la transformacion, en el que
las células transfieren informacion genética de manera horizontal a través de

distintos elementos transponibles (Maier et al., 2009, p. 350).

2.5.2.7. Grupos de microorganismos

Diferentes grupos de microorganismos son otro factor que influye en la
biorremediacion, los quimioheterotrofos (consumen sustancias organicas como
fuente de carbono) son importantes para la degradacion de contaminantes
organicos. Las bacterias tienen gran importancia en la degradacion de
contaminantes en aguas, sin embargo en la degradacién de hidrocarburos en

suelos los hongos y bacterias tienen un rol similar (Wong et al., 1997, p. 144).

Los hongos son descomponedores de materia vegetal y muchos hidrocarburos
son parecidos estructuralmente a la materia organica de origen vegetal (Maier et
al., 2009, p. 74). Gracias a la formacion de hifas, los hongos pueden extenderse
largas distancias. Esto les permite dispersarse hasta sitios no contaminados para
consumir agua y pueden ocupar los contaminantes como fuente de carbono
desde otro sitio (Finlay, Lindahl y Taylor, 2008, p. 204).

2.5.2.8. Biosurfactantes
La produccién de sustancias surfactantes por parte de algunos microorganismos
es importante, ya que emulsionan contaminantes no miscibles en agua,
aumentando su solubilidad y por ende su biodisponibilidad y degradacion
(Castillo et al., 2005, p. 441).

2.5.3. Factores en relaciéon al medio ambiente

Para llevar a cabo la biorremediacion también son importantes las caracteristicas

fisicoquimicas del medio y asi mismo las condiciones ambientales, los dos
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factores influyen sobre el estado y distribucibn de contaminantes vy

microorganismos.
2.5.3.1. Composicion y estructura del suelo

La composicion y propiedades del suelo como la granulometria (textura), la
composicién quimica y su estructura influyen en la permeabilidad del suelo, la

retencién de agua y la sorcion de contaminantes.

El tamafio de las particulas que conforman el suelo afecta directamente al
tamafo de poros que se forman en el mismo. Los poros que se forman entre las
particulas se llaman interagregados e incluso existen poros dentro de las mismas
particulas a los que se les llaman intraagregados (figura 14). Suelos con
particulas pequefias como los suelos arcillosos, forman poros muy pequefios
gue retienen agua o sustratos no biodisponibles (Van Leeuwen y Hermens, 1995,
pp. 83, 211). Es decir que los microorganismos que son mas grandes que el poro
formado no pueden acceder al agua o sustratos que se encuentra dentro de ese
poro (figura 15) (Maier et al., 2009, p. 61).

Interaggregate

pore space Intraaggregate
(um to mm in size) pore space

l (nm to um in size)

W
@@Q
od

Aggregate
particle

Enlargement

Figura 14. Tipos de poros existentes en el suelo
Tomado de: Maier et al., 2009, p. 61.
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Figura 15. Relacion entre el tamafio de poro y tamafio de diferentes organismos
y moléculas presentes en el suelo
Tomado de: Maier et al., 2009, p. 62.

La composicién quimica del suelo es otro factor importante a considerar, las
particulas que forman el suelo tienen una carga negativa (debido a que son
formadas por materia organica y minerales con esa carga) al igual que los
microorganismos. Esto quiere decir que los microorganismos y las particulas de
suelo se deben repeler, sin embargo esto no ocurre gracias a la capacidad de
intercambio catidnico. Este proceso permite que los iones con carga positiva
(coloides) presentes en el suelo se unan a las particulas de suelo, logrando que
las particulas tengan una carga neutra y puedan tener contacto con los

microorganismos (figura 16) (Maier et al., 2009, p. 65).

6D _.|._
R
o

Clay particle Baclerium negatively Divalent cation Attlachment of bacterium
negalively charged  chargead through divalent cation bridging

Figura 16. Funcionamiento de la capacidad de intercambio catidnico
Tomado de: Maier et al., 2009, p. 65.



29

2.5.3.2. Temperatura

La temperatura alta eleva la tasa metabdlica hasta un punto maximo que
depende de los diferentes tipos de microorganismos (psicrofilos, termofilos o
mesofilos). Los microorganismos por lo tanto necesitan de una temperatura
Optima para alcanzar su mayor tasa de crecimiento (figura 17), aunque también
pueden adaptarse por varios mecanismos (Madigan, Martinko y Parker, 2004, p.
151-157). A mayor temperatura aumenta la solubilidad, la volatilidad (la presion
también afecta esta propiedad) y disminuye la viscosidad de los contaminantes
(Mufioz, Alvarez y Asedegbega, 2016, apartado 5.5).

Las reacciones , .
enzimaticas ocurren Las reacciones enzimaticas
a velocidades en Optimo Oc;"'rr.ilnd d 'blla mayor

velocidad posible
constante aumento. P

Velocidad de
crecimiento

Maximo

/

Minimo \

Temperatura

Figura 17. Efectos de la temperatura en la velocidad de crecimiento
Tomado de: Madigan et al., 2004, p. 151.

2.5.3.3. pH

El pH influye de igual manera en el crecimiento, observandose que un pH
cercano al neutro es mejor para las bacterias y que los hongos resisten mejor el
pH ligeramente acido (Taiz y Zeiger, 2006, p. 141), en valores muy extremos la
mayoria de proteinas se desnaturaliza (figura 18) (Manahan, 2007, p. 114).

También se ve afectada la disponibilidad de nutrientes (mayor en medios acidos),
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el pH incluso puede modificar las propiedades quimicas de un contaminante con
propiedades acido-base y afectar su solubilidad (Maier et al., 2009, p. 65).

-

Actividad enzimatica

Figura 18. Actividad enzimatica y por ende desarrollo bacteriano como funcion
del pH
Tomado de: Manahan, 2007, p. 114.

2.5.3.4. Humedad

La humedad es importante ya que todos los organismos vivos necesitan agua,
la cantidad de agua existente en el suelo no es el verdadero factor limitante, sino
la cantidad de agua disponible (Maier et al., 2009, p. 399). Es asi que se analizan
factores como el potencial hidrico o la actividad de agua para conocer qué
cantidad de agua esta retenida en superficies y qué cantidad de agua esta libre.
Cantidades excesivas de agua son perjudiciales, debido a que desplazan el

oxigeno (Velasco y Volke, 2002, p. 18).

Una propiedad bien estudiada es el potencial suelo-agua, en la superficie de las
particulas del suelo se encuentra adherida una capa de agua muy fina
(angstroms), que se une a estas particulas por fuerzas superficiales (seria
necesaria una presiéon muy alta para separar el agua de las particulas de suelo).
Cercana a esta fina capa se encuentra mas agua, que se mueve por fuerzas
capilares y que es mas biodisponible. Por ultimo el agua que se encuentra dentro
de los poros grandes (esta mas alejada de las particulas) se mueve por fuerzas

gravitacionales y es mas biodisponible aun (figura 19) (Maier et al., 2009, p. 68)
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Figura 19. Funcionamiento del potencial suelo-agua
Tomado de: Maier et al., 2009, p. 68.

En suelos mas humedos los cationes alcalinos se lixivian (separan del suelo),
por lo que hay mayor cantidad de materia organica que en suelos aridos (donde
el agua se evapora y aumenta la cantidad de sales y por ende la alcalinidad del
suelo) (Maier et al., 2009, pp. 65-66).

2.5.3.5. Nutrientes

Los nutrientes como el carbono, hidrégeno, oxigeno, nitrogeno, fésforo, azufre,
entre otros deben encontrarse en el medio en proporciones adecuadas, al ocurrir
una contaminacion por hidrocarburos se aumenta la proporcion de carbono, por
ello la importancia de aumentar la proporcion de otros nutrientes

(bioestimulacién) (Flathman, Jerger y Exner, 1994, p. 312).

Las proporciones ideales de los nutrientes mas importantes (carbono, nitrégeno
y fosforo o C:N:P) se plantean de maneras diferentes en la bibliografia, una de
las mas aceptadas es 100:10:1 (Kuo, 2014, p. 193), sin embargo estas
proporciones varian segun las condiciones de cada ecosistema y segun la

predominancia de hongos y bacterias (Levin, 2009, p. 378). A mayor
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concentracion de sales aumenta la salinidad del suelo y el pH se hace mas
alcalino, pudiendo afectar a la estabilidad de las proteinas y el crecimiento de
microorganismos (Flores et al., 1996, p. 46) (Manahan, 2007, p. 114).

Algunos metales funcionan como cofactores enziméticos, por lo que su
presencia en el suelo es de gran importancia para que los microorganismos
puedan llevar a cabo las diferentes reacciones metabdlicas con el fin de

reproducirse y eliminar contaminantes (Berg, Tymoczko y Stryer, 2008, p. 207).

2.5.3.6. Aceptores finales de electrones

La degradacion de los contaminantes ocurre en su mayoria por reacciones
redox, donde distintos compuestos actian como aceptores finales de electrones.
En reacciones aerobias este compuesto es el oxigeno, el mismo actia como el
reactivo limitante de la reaccion y la biorremediacién resulta un problema
especialmente en suelos arcillosos donde los poros son pequefios y existe menor
cantidad de oxigeno (Wong et al., 1997, p. 150).

En reacciones anaerobias los principales aceptores finales de electrones son
nitratos, sulfatos, hierro o incluso ocurre fermentacién (Velasco y Volke, 2002, p.
44) (Wong et al., 1997, pp. 146-147).

2.6. Bioaumento en suelos contaminados

El bioaumento es la técnica de biorremediacién que adiciona microorganismos
degradadores de un contaminante especifico a un suelo, con el fin de aumentar
la cantidad de microorganismos degradadores y por ende la tasa de degradacion

de un contaminante.

La adicion de microorganismos al suelo se ha practicado desde hace décadas
en el campo agricola con el fin de controlar plagas, proporcionar hormonas

vegetales, mejorar la estructura del suelo o suministrar nutrientes. Sin embargo
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en la actualidad el bioaumento es un enfoque discutido. Autores como Lee y
Merlin (1999, p. 162) o Van Hamme et al. (2003, p. 523) concluyeron mediante
sus investigaciones que la adicion de cultivos comerciales no aumenta de
manera significativa la velocidad de degradacion de los contaminantes

comparada a la bioestimulacion.

Cuando se afiaden poblaciones aldctonas debe aplicarse una estrategia ex situ,
debido a que las poblaciones autdctonas estan adaptadas de mejor manera a
las condiciones ambientales y compiten con la poblacion inoculada. Para llevar
a cabo esta técnica con enfoque in situ se debe caracterizar el suelo biolégica y
fisicoquimicamente con el fin de utilizar un microorganismo aléctono que tenga

las mayores ventajas de crecimiento.

Estudios como el de Bento et al. (2005, pp.1051-1052), indican que el porcentaje
de remocién de fracciones ligeras de TPH’s con bioaumento puede alcanzar
hasta el 68%, comparado con el 59% alcanzado por bioestimulacion. Las
fracciones pesadas de TPH’s fueron removidas en 37% por bioaumento y 35%

por bioestimulacion.

Existen también estudios como el de Ruiz, Alvarez, Gonzéalez-Ruiz y Torres
(2011, p. 1) que demuestran la viabilidad del uso microorganismos transgénicos
para la remediacion de mercurio en matrices liquidas. Sin embargo, las leyes
ecuatorianas prohiben el uso de técnicas que utilicen organismos genéticamente
modificados. Por tal razén el empleo de microorganismos que se han adaptado
naturalmente a la contaminacién es la mejor alternativa para aplicabilidad en el

pais.

2.7. Bioestimulacion en suelos contaminados

La bioestimulacion se refiere a la creacion de las condiciones idoneas para que

la biorremediacion ocurra y es un enfoque que se basa en la adicion de
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elementos o compuestos que estimule el crecimiento de microorganismos

autoctonos degradadores.

Los factores a regular son el oxigeno, el agua y los nutrientes; regulandolos de
manera adecuada se puede aumentar de manera considerable el crecimiento

microbiano, mejorando la eliminacion del contaminante.

El estudio de Muskus et al. (2012, p. 83) comparo las eficiencias de remocion de
diésel usando aireacién, bioaumento (consorcio al6ctono) y atenuacién natural;
se demostrd que el mayor porcentaje de remocion se alcanza solo con aireaciéon
(97%), e incluso al combinar aireacion con bioaumento usando un consorcio

aléctono se obtiene un porcentaje de remocién menor (75%).

Por otro lado, Samanez (2008, p. 6, 33) demostré que existe mayor tasa de
eliminacion del contaminante al utilizar fertilizantes combinados con bacterias
aléctonas y autéctonas (71% y 67%), comparado a cuando no se utilizan
fertilizantes (62% y 52%).

Estudios como el de Vallejo, Salgado y Roldan (2005, pp. 67) o Garcia, Roldan
y Garzén (2011, p. 195) no demostraron diferencias significativas entre la

biorremediacion por bioestimulacion y la atenuacion natural.

2.8. Medios selectivos y diferenciales

El estudio de las caracteristicas de los diferentes microorganismos requiere que
los mismos se encuentren aislados, es decir en cultivo puro. Gracias a los
conocimientos sobre nutricion bacteriana es posible desarrollar medios que
favorezcan el crecimiento de determinados microorganismos sobre otros o
incluso que el crecimiento de microorganismos no deseados se vea inhibido

(Rodriguez Gamboa, Hernandez y Garcia, 2005, p. 133).
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Medios selectivos utilizan sustancias inhibidoras, fuentes de carbono especificas
0 ambas; de manera que solo los microorganismos que puedan sobrevivir a las
sustancias inhibidoras o solo aquellos microorganismos que puedan consumir
una determinada sustancia como fuente de carbono crezcan en el medio de
cultivo (Rodriguez et al., 2005, p. 134).

Los medios diferenciales utilizan sustancias que pueden ser metabolizadas por
algunos microorganismos y un indicador que pueda evidenciar su metabolismo.
De manera que varios microorganismos pueden crecer en el medio, pero solo
algunos demuestran ser metabolizadores de una determinada sustancia gracias
a un indicador (Rodriguez et al., 2005, p. 134).

Incluso en algunos medios se utilizan ambas propiedades, a estos medios se les
denomina selectivos y diferenciales. Algunos ejemplos de este tipo de medios
son el agar MacConkey o el agar SS, que permiten aislar enterobacterias Gram
negativas y gracias al cambio de color en la colonias delimitar los géneros a los

que la bacteria podria pertenecer (Rodriguez et al., 2005, p. 134).

2.9. Aislamiento de microorganismos

Los medios selectivos y diferenciales por si solos no son suficientes para llevar
a cabo el aislamiento de microorganismos, simplemente funcionan para reducir
significativamente las poblaciones microbiolégicas de la muestra original y para
determinar pocas caracteristicas de su metabolismo (Forbes, Sahm y Weissfeld,
2009, p. 103).

Para obtener un cultivo puro y llevar a cabo la caracterizacion de una poblacion
microbioldgica es necesario recurrir a otros métodos. Inicialmente es necesaria
la observacion de la forma y color de las colonias (Forbes et al., 2009, p. 103).
Se selecciona una sola colonia y se realiza el estriado en placa, la diseminacion

en superficie o la siembra de diluciones seriadas (Negroni, 2009, p. 557).
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La técnica mas ampliamente utilizada es el estriado en placa (Tortora et al., 2007,
p. 173), su principio se basa en el agotamiento progresivo del indculo al realizar
varias estrias sobre un medio solido, Las estrias consecutivas solo tienen un
punto de contacto con la estria anterior y un punto de contacto con la estria
siguiente; es asi que las Ultimas estrias tendran la menor carga microbiana y por

ende un cultivo puro (Negroni, 2009, p. 557).

La diseminacion en superficie utiliza una gota del cultivo diluido que se extiende
en la placa, obteniendo por la pequefia cantidad del inéculo pocas colonias
pequefias bien separadas (Negroni, 2009, p. 557).

La dilucion seriada utiliza un poco del inoculo diluido, que posteriormente pasara
por diluciones sucesivas, reduciendo la carga microbiana. La ultima dilucion (el
ndmero de diluciones dependeréa de la cantidad de in6culo inicialmente diluido)
sera sembrada en placa, observando el crecimiento de pocas colonias,

pequefias y separadas (Negroni, 2009, p. 557).

2.10. Géneros de importancia en la degradaciéon de hidrocarburos

La bacteria Pseudomonas resulta un género de especial interés en biotecnologia
ambiental, principalmente por algunas propiedades metabdlicas como
denitrificacién, degradacién de compuestos aromaticos vy fijacion de nitrégeno.
Muchas cepas han demostrado tener una capacidad natural para transformarse,
se encuentran ampliamente distribuidas en varios ecosistemas y ocupando
varios nichos ecoldgicos (Lalucat, Bennasar, Bosch, Garcia-Valdés y Palleroni,
2006, p. 511).

Estas bacterias no suelen crecer en un pH inferior a 4.5; tienen un metabolismo
respiratorio, siendo el oxigeno el aceptor final de electrones, sin embargo pueden

usar nitrato como aceptor alternativo (Lalucat et al., 2006, p. 514).
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El cometabolismo o mineralizacién de sustratos antropogénicos o xenobioticos
hace que reciban especial atencidén para aplicaciones biotecnoldgicas (Lalucat
et al., 2006, p. 528).

Varias especies del género Pseudomonas son degradadoras de petréleo,
hidrocarburos alifaticos, derivados del petréleo e hidrocarburos aromaticos
(Lalucat et al., 2006, p. 531). Otros géneros bacterianos capaces de degradar
petréleo son Alcanivorax sp., Rhodococcus sp. y Norcadia spp. (Santisi et al.,
2015, p. 377) (Leahy y Colwell, 1970, p. 308)

La degradacion de hidrocarburos aromaticos es de especial interés, debido a
gue estos compuestos son muy persistentes en el medio ambiente por su
estabilidad termodinamica, la oxidacion de estos compuestos se da gracias a las
enzimas monooxigensas y dioxigenasas (Cerniglia, 1992, pp. 229, 232). Algunos
microorganismos que presentan estas enzimas y que tienen un rol importante en
la remediacion de hidrocarburos aromaticos son Pseudomonas sp.,
Acinetobacter sp., Aeromonas sp., algunas especies de Alcaligenes, Bacillus
cereus, Moraxella sp., Corynebacterium sp., Flavobacterium sp., entre otros
(Cerniglia, 1992, p. 354).

3. Disefio del plan experimental

Al tratarse de un estudio ambiental, se obtuvieron muestras de manera aleatoria
de suelo contaminado con petréleo. En la fase de laboratorio se utilizé un disefio
complemente al azar, donde las unidades experimentales tuvieron un arreglo

aleatorio (figura 20).
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Figura 20. Unidades experimentales que corresponden la aplicacion de los
tratamientos (distintas combinaciones de concentracion de petréleo y localidad)

en condicion de aleatoriedad.

La variable independiente en este estudio fue la concentracion de petroleo en el
medio y la localidad, mientras que la variable dependiente se refirié a la cantidad
de UFC/g. Todas las unidades experimentales fueron incubadas bajo las mismas

condiciones.

Para la variable concentracion de petroleo se realizaron 2 repeticiones en cada
localidad, obteniendo un total de 8 repeticiones para cada concentracion. Para
la variable localidad se obtuvieron 4 repeticiones (2 de cada concentracién) (tabla
3).

Tabla 3.

Tratamientos aplicados a las unidades experimentales

Concentracion Concentracidn

Localidad
Petrdleo 0.5% Petrdleo 0.7%
1 Rep 1l Rep 1l
Rep 2 Rep 2
5 Rep1l Rep1
Rep 2 Rep 2
3 Rep 1l Repl
Rep 2 Rep 2
4 Rep1l Rep1l

Rep 2 Rep 2
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3.1. Diagrama de flujo

Toma de la muestra de
suelos contaminado por Transporte y
hidrocarburos almacenamiento a 4 °C

Plataforma "El Salado”

Vartex en solucian
Ringer y diluciones
seriadas

Inoculacion en medio
selectivo (petroleo como
unica fuente de
carbono)

Alslamiento mediante Caracterizacion
estriado en placa (2 maorfologica
rondas) macroscopica en placa

Caracterizacion Caracterizacion

Prueba de fluorescencia
a 400 nm.

marfoldgica microscopica
(Gram, morfologia célula
y motilidad)

bioguimica (agar TSI,
agar MacConkey,
oxidasa y catalasa)

Conservacion en glicerol
al 30% a-20°C

Analisis estadistico de
los datos

Siembra en agar
Pseudomonas

Figura 21. Diagrama de flujo para el proceso de seleccidn, aislamiento y

caracterizacion de las cepas bacterianas degradadoras de hidrocarburos.

4. Procedimientos

4.1. Determinacion de la poblacion y muestra

El muestreo se realizdé en la plataforma de tratamiento del Departamento de
Restauracion Ambiental “El Salado” (figura 22) (Anexo 1 — Anexo 12). Se tomo
200 g de suelo de 4 biopilas con suelo contaminado de distintas localidades
(kilbmetro 2 y kilometro 14 del Oleoducto San Miguel Lago Agrio y kilbmetro 105
y kilbmetro 110 del Sistema de Oleoductos Transecuatoriano).
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No se homogenizé el suelo antes de la toma de muestra debido a que las biopilas
son removidas con regularidad (para aumentar la biodisponibilidad de oxigeno).
Las muestras fueron tomadas en paquetes de papel aluminio y fundas Ziploc
estériles y transportadas en una nevera portatil a 4°C hasta su procesamiento
(Echeverri, Manjarrez y Cabrera, 2010, p. 79). Se recomienda que el
procesamiento de las muestras ocurra preferiblemente antes de los 14 dias

después de la toma de muestra (Ministerio del Ambiente de Peru, 2014, p. 22).

Figura 22. Localizaciéon de la plataforma de tratamiento “El Salado”.
Adaptado de: Google Maps, 2017.

4.2. Procedimientos para obtencién de datos
4.2.1. Seleccion de cepas degradadoras de hidrocarburos
4.2.1.1. Preparacion de las muestras
Para obtener la primera dilucion se pesaron 2 g de suelo que fueron
homogenizados con 8 mL de solucion Ringer (cloruro de calcio 0.12 g/L, cloruro

de potasio 0.105 g/L, bicarbonato de soldio 0.05 g/L y cloruro de calcio 2.25 g/L)

(Sigma Aldrich, 2017, p. 1) utilizando vortex a la velocidad maxima durante 1
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minuto por muestra (Arrieta et al., 2012, p. 31).

4.2.1.2. Diluciones

Se realizaron diluciones seriadas para cada muestra hasta la diluciéon 10-°0 1:10°

(figura 23), utilizando 900 pL de solucién Ringer y 100 L de la dilucion anterior.

1 mL 1 mL 1 mL 1 mL 1 mL I mL

[ VEVENAVEA'S B

> 10 '—|m- L "‘*'||r* ||r:-‘\|ﬂ“f||n‘u

Roluciin 9 mL 9 ml @ mlL 9 mL 9 ml gmlL 9 mL
ikt

de

Concentracion Ho0 H,0 HA» HA 0 HL0 (SR H-

conocida
Figura 23. Diluciones seriadas 1:10
Tomado de: Casado, Duran Mir6 y Paredes, 2012, p. 139.

4.2.1.3. Selecciéon de cepas en medio solido

Se sembro, 100 uL de cada dilucién por extension en placa en un medio sdlido
selectivo (con petrdleo como Unica fuente de carbono). EI medio se formulo
utilizando: fosfato dipotasico (1.5 g/L, Lobachemie), fosfato monobasico de
potasio (0.5 g/L, Fisher Scientific), sulfato de amonio (0.5 g/L, Fisher Scientific),
cloruro de sodio (0.5 g/L, Fisher Scientific), sulfato de magnesio (3 g/L,
Lobachemie), sulfato de hierro (0.002 g/L, Lobachemie), cloruro de calcio (0.002
g/L), agar-agar (15 g/L) y petréleo (0.5% y 0.7%) (Echeverri et al., 2010, p.

78).Todos los medios fueron esterilizados mediante autoclave.

Para el caso de la muestra del Oleoducto San Miguel Lago Agrio del kilometro 2
(OSLA K2) se utilizé la diluciéon 10°, como placas validas para el conteo para las
muestras del Oleoducto San Miguel Lago Agrio del kilbmetro 14 (OSLA K14) y la
muestra del Sistema de Oleoductos Transecuatoriano kilbmetro 110 (SOTE

K110) se utilizé la diluciéon 10# y para la muestra del Sistema de Oleoductos
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Transecuatoriano kildémetro 105 (SOTE K105) se utilizé la dilucién 10-3. Después
del periodo de incubacion (una semana a 25 °C) se seleccionaron del medio

todas aquellas colonias que crecieron para aislarlas.

Ademas se contaron las UFC de cada placa, usando el contador de colonias y

se calcularon UFC/gramo de suelo utilizando la férmula:

(Ecuacion 1)

UFC scoloni 1 1
—_— ) —— %
g cotomas FD Vol de siembra

4.2.2. Aislamiento y caracterizacion morfol6gica macroscopica

Para el aislamiento se observé la morfologia de las colonias, seleccionando
colonias diferentes y separadas. En las placas se realiz6 una caracterizacion
morfologica macroscopica mediante la observacion de la consistencia, el color,

los bordes y la elevacion de la colonia.

Fue necesario que las cepas sean enriquecidas nuevamente en 8 mL de caldo
nutritivo (BD) durante 24 horas a 37 °C. Después se sembro en placas de agar
nutritivo (BD) durante 48 horas a 37 °C, utilizando el método de estriado por
agotamiento y se repitio el procedimiento hasta obtener placas con cultivo puro.
(Stanier, Ingraham, Wheelis y Painter, 1992, p. 18). Se realiz6 el aislamiento por
triplicado para cada microorganismo encontrado. Para algunas bacterias se opto
por hacer un estriado directo, ya que no presentaron mayor crecimiento en caldo

nutritivo.

Una vez obtenidos los aislados también se realizo la prueba de fluorescencia.
Se ubicé la placa bajo luz ultravioleta (400 nm) para observar si existe
fluorescencia, algunas de las especies del género Pseudomonas presentan
pigmentos que fluorescen a esta longitud de onda (Cox y Adams, 1985, pp. 130-
131).
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4.2.3. Caracterizacion morfolégica microscopica

La caracterizacion morfolégica microscopica se realizd mediante la tincion Gram,
observacion de la forma de la célula y la prueba de motilidad en el medio SIM

(HIMEDIA). Todas las pruebas se realizaron por triplicado.

Se inocul6 el medio SIM con un cultivo en caldo nutritivo de 48 horas, si se
observa que solo el lugar donde se pico la aguja de siembra es turbio el
microorganismo no tiene motilidad. Si la turbidez se extiende mas alla de donde
se pico la aguja de siembra el microorganismo tiene motilidad (Winn et al., 2006,

p. 220). El tiempo de inoculacion del medio SIM fue de 48 horas a 37 °C.

4.2.4. Caracterizacidon bioquimica

La caracterizacion bioquimica de las cepas bacterianas se llevé a cabo utilizando
las pruebas: Produccion de acido en agar TSI, crecimiento en agar MacConkey,
oxidasa y catalasa; realizando cada prueba por triplicado (Kohlerschmidt, Mingle
y Dumas, 2015, p. 78-79) (Vivas et al., 2008, p. 55).

424.1. Produccién de acido en TSI

Para esta prueba se utiliz6 tubos de agar TSI en pico de flauta, que fueron
inoculados por picadura y superficie. El agar TSI (Titan Media) es un medio que
permite determinar si un microorganismo es capaz de fermentar glucosa,
sacarosa 0 lactosa gracias a la presencia del indicador rojo de fenol.
Microorganismos fermentadores cambian el color del medio de rojo a amarillo

(por la produccion de acido), si se producen gas también se formaran burbujas.

Fermentadores fastidiosos produciran una reaccion acida débil sin formacién de
gas. Microorganismos no fermentadores mantendran el medio rojo, en algunas
ocasiones el medio se tornara rosado gracias a la reaccion de alcalinizacion que

se produce cuando los microorganismos degradan las peptonas (Kohlerschmidt,
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et al., 2015, p. 81). Se incubo a 37 °C durante 24 horas.

4.2.4.2. Crecimiento en agar MacConkey

El agar MacConkey (BD) es un medio que permite identificar microorganismos
fermentadores de lactosa mediante el indicador rojo de fenol. Contiene cristal
violeta y sales biliares (que inhiben el crecimiento de la mayoria de Gram

positivos y algunos Gram negativos).

Los microorganismos fermentadores creceran como colonias purpura (debido a
la produccion de acidos y la presencia de rojo fenol), los no fermentadores crecen
como colonias incoloras. Los no fermentadores o fermentadores fastidiosos
pueden tardar hasta 15 dias en crecer en el medio (Kohlerschmidt et al., 2015,
p. 81). Las placas fueron incubadas durante 48 horas (las que presentaron

crecimiento) y durante 15 (aquellas que no crecieron) a 37 °C

4.2.4.3. Prueba oxidasa

La prueba oxidasa se realiz6 mediante tiras reactivas (Hardy Diagnostics), que
estdn impregnadas con dihidrocloro tetrametil-p-fenilemdiamina y dimetil
sulfoxido (aumenta permeabilidad en las células). Cuando el primer compuesto
se encuentra en su estado reducido es incoloro, pero al tener contacto con un
microorganismo que tenga la enzima citocromo oxidasa y con oxigeno
atmosférico se oxida, formando azul de indofenol (compuesto color violeta)
(Winn et al., 2006, pp. 613, 1687).

42.4.1. Prueba catalasa

Para la prueba catalasa se utilizé6 peroxido de hidrégeno al 30%, cuando el
microorganismo es catalasa positivo (presenta la enzima catalasa) ocurre la
transformacion del peréxido de hidrogeno en agua y oxigeno (que se desprende
formando burbujas) (MacFaddin, 2003, pp. 73-74).



45

4.2.5. Aproximacion sobre los géneros bacterianos

Las bacterias se identificaron mediante observacién en el microscopio (tincién
Gram y morfologia) y pruebas bioquimicas utilizadas por los protocolos de
Kohlerschmidt et al. (2015, p. 78-80) y Vivas et al. (2008, p. 55).

4.2.6. Determinacion del género Pseudomonas

Se utilizé agar Pseudomonas (BD) para la deteccion de Pseudomonas spp. (BD,
2003, p. 1); debido a que este género es de gran interés para el desarrollo de
nuevas metodologias de remediacion, ya que existen muchas especies con
propiedades de utilidad (Echeverri et al., 2010, p. 84). La incubacion ocurrié a

temperatura ambiente durante 72 horas.

4.2.7. Conservacion

Las cepas fueron conservadas mediante congelacion en glicerol al 30%.

4.3. Evaluacién estadistica de los resultados

Se analizo6 los resultados mediante la prueba no paramétrica de Welch con una
significancia de 0.05%, para encontrar diferencias estadisticamente significativas
entre las dos concentraciones de petroleo usadas. Mientras que se utilizo la
prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis con una significancia del 0.05% para
encontrar diferencias estadisticamente significativas entre las distintas diluciones

sembradas para el conteo.

Se utilizaron pruebas no paramétricas debido a que en estudios con menos de
30 unidades experimentales es comun que no se presente una distribucion

normal de los datos (Alvarez, 1995, p. 306).
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5. Resultados y discusion

5.1. Muestreo

Se obtuvieron cuatro muestras, provenientes de cuatro diferentes localidades
(kilbmetro 2 y kilometro 14 del Oleoducto San Miguel Lago Agrio y kildmetro 105
y kilometro 110 del Sistema de Oleoductos Transecuatoriano). Las muestras
fueron conservadas a 4°C desde el muestreo hasta su procesamiento (2 meses
después), las muestras fueron guardadas durante un periodo tan largo por

algunos problemas logisticos.

5.2. Seleccidén de cepas degradadoras de hidrocarburos

Los datos obtenidos sobre la concentracion de microorganismos se presentan
en la tabla 4, mostrando valores entre 4.4E+04 UFC/g y 8.8E+06. Otros estudios
sobre poblaciones autéctonas degradadoras de hidrocarburos han obtenido
concentraciones del orden de 10° a 10° UFC/g (Martinez, Pérez, Pinto, Gurrola
y Osorio, 2011, p. 247) (Napoles, Marafion, Cumba, Anllo y Abalos, 2005, p.
184). Es posible que una buena parte de la poblacién degradadora se perdiera
durante el almacenamiento antes del procesamiento de las muestras (2 meses),
ya que se recomienda que el tiempo no exceda los 14 dias (Ministerio del
Ambiente de Peru, 2014, p. 22).

Tabla 4.
UFC/g para las distintas localidades y concentraciones de petréleo

Localidad LPIFC’IE L,IFC’IE
Petroleo 0.5% Petroleo 0.7%
" OSLA K2 7,0E+06 8,1E+06
6,2E+06 8,8E+00
5 OSLA K14 7. 1E+05 1,1E+06
6,4E+05 1,2E+06
3 SOTE K105 5,6E+04 1,5E+05
4, AE+04 9,0E+04
4 SOTEK110 7.3E+05 7,4E+H05

7,1E+05 9,7E+05
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5.2.1. Oleoducto San Miguel Lago Agrio kilometro 2 (OSLA K2):

Las unidades experimentales (placas) para las dos distintas concentraciones de
petréleo se presentan en las figuras 24, 25, 26 y 27, las UFC se contaron en

contador de colonias:

Figura 24. Medio 0.5% petréleo, Figura 25. Medio 0.5% petréleo,
repeticion 1, 139 colonias, repeticion 2, 124 colonias,
7E+06 UFC/g de suelo. 6.2E+06 UFC/g de suelo.

Figura 26. Medio 0.7% petroleo, Figura 27. Medio 0.7% petroleo,
repeticion 1, 162 colonias, repeticion 2, 176 colonias,
8.1E+06 UFC/g de suelo. 8.8E+06 UFC/g de suelo.

El derrame ocurrido en el kildmetro 2 del Oleoducto San Miguel Lago Agrio
probablemente era el mas antiguo, esto gracias a que en esta muestra se
encontraba la mayor cantidad de microorganismos (se utilizé la mayor dilucion
para obtener placas validas para el conteo) (Tortora et al., 2007, p. 178) y la
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contaminacion por petréleo no fue evidenciable a simple vista en la muestra
(probablemente se encontraba en una etapa avanzada de la degradacion del

contaminante). Se encontraron tres morfologias bacterianas en esta muestra.

5.2.2. Oleoducto San Miguel Lago Agrio kildbmetro 14 (OSLA K14):

Las unidades experimentales (placas) para las dos distintas concentraciones de
petrdleo se presentan en las figuras 28, 29, 30 y 31, las UFC se contaron en
contador de colonias:

Figura 28. Medio 0.5% petroéleo, Figura 29. Medio 0.5% petréleo,
repeticion 1, 141 colonias, repeticion 2, 128 colonias,
7E+05 UFC/g de suelo. 6.4E+05 UFC/g de suelo.

Figura 30. Medio 0.7% petrdleo, Figura 31. Medio 0.7% petroéleo,
repeticion 1, 228 colonias, repeticion 2, 236 colonias,
1.1E+06 UFC/g de suelo. 1.2E+06 UFC/g de suelo.
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Las muestra obtenida del kildmetro 14 del Oleoducto San Miguel Lago Agrio,
tuvo una pequefia cantidad evidenciable de petréleo a simple vista, y se

encontraron tres morfologias bacterianas.

5.2.3. Sistema de Oleoductos Transecuatoriano kilometro 105 (SOTE
K105):

Las unidades experimentales (placas) para las dos distintas concentraciones de
petrdleo se presentan en las figuras 32, 33, 34 y 35, las UFC se contaron en

contador de colonias:

Figura 32. Medio 0.5% petroéleo, Figura 33. Medio 0.5% petréleo,
repeticion 1, 111 colonias, repeticion 2, 88 colonias,
5.6E+04 UFC/g de suelo. 4.4E+04 UFC/g de suelo.

Figura 34. Medio 0.7% petrdleo, Figura 35. Medio 0.7% petroéleo,
repeticion 1, 295 colonias, repeticion 2, 180 colonias,
1.5E+05 UFC/g de suelo. 9E+04 UFC/g de suelo.
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Para la muestra del kilbmetro 105 del Sistema de Oleoductos Transecuatoriano,
se puede concluir gue probablemente fue el derrame mas reciente, debido a que
se utilizé la segunda dilucion para la muestra (Tortora et al., 2007, p. 178), se
observé la mayor cantidad de petrdleo a simple vista y se encontraron solo dos

morfologias bacterianas.

5.2.4. Sistema de Oleoductos transecuatoriano kilbmetro 110 (SOTE
K110):

Las unidades experimentales (placas) para las dos distintas concentraciones de
petréleo se presentan en las figuras 36, 37, 38 y 39, las UFC se contaron en

contador de colonias:

Figura 36. Medio 0.5% petroéleo, Figura 37. Medio 0.5% petréleo,
repeticion 1, 145 colonias, repeticion 2, 142 colonias,
7.3E+05 UFC/g de suelo. 7.1E+05 UFC/g de suelo.
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Figura 38. Medio 0.7% petrdleo, Figura 39. Medio 0.7% petréleo,
repeticion 1, 147 colonias, repeticion 2, 194 colonias,
7.4E+05 UFC/g de suelo. 9.7E+05 UFC/g de suelo.

La muestra obtenida del kilbmetro 110 del Sistema de Oleoductos
Transecuatoriano, tuvo una pequefia cantidad evidenciable de petrdleo a simple

vista, y se encontraron tres morfologias bacterianas.

5.3. Aislamiento

Para llevar a cabo el aislamiento se determind los diferentes tipos de colonias en
cada placa, en base a su morfologia (consistencia, tipo de borde, color y

elevacion de la colonia). La informacion se presenta en la tabla 5.

Tabla 5.
Caracterizacion morfolégica macroscépica para las colonias de todas las
localidades
Localidad Colonia Consistencia Borde Color Elevacidn
Colonia 1: Borde Irregular (BI) Membranosa Irregular  Blanco Plana
OSLA K2  Colonia 2: Borde regular (BR) Membranosa Regular  Blanco Convexa
Colonia 3: Consistencia acuosa (CA)  Acuosa Regular  blanco Elevada
Colonia 1: Borde Irregular (BI) Cremosa Irregular  Blanco Plana
OSLA K14 Colonia 2: Borde Regular (BR) Cremosa  Regular Blanco Convexa
Colonia 3: Consistencia acuosa (CA)  Acuosa Regular  blanco Elevada
SOTE K105 Colonia 1: Borde Regular (BR) Cremosa  Regular Blanco Convexa
Colonia 2: Consistencia acuosa (CA)  Acuosa Regular blanco Elevada
Colonia 1: Color Amarillo (CA) Cremosa  Regular Amarillo Convexa
SOTEK110 Colonia 2: Color Blanco (CB) Cremosa  Regular Blanco Convexa
Colonia 3: Color Rojo (CR) Acuosa Regular Rojo Convexa
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Después de dos rondas de estriado por agotamiento en placa (Anexo 13 — Anexo
31), se obtuvieron cultivos puros para todas las colonias excepto la colonia de

bordes regulares de OSLA K2 y la colonia de consistencia acuosa de OSLA K2.

Se disminuy0 los tiempos y temperatura de incubacién para frenar un poco el
crecimiento y facilitar el aislamiento (Silva, Pino, Acosta, Salazar y Saboya, 2000,
p. 67), sin embargo no se logro aislar estas dos colonias. También se hizo estrias
directamente desde las colonias, esta técnica de aislamiento fue utilizada para
las colonias de color rojo y amarillo de SOTE K110, sin embargo no se logro el
aislamiento de ninguna de las dos bacterias de OSLA K2.

Esto probablemente se deba a que ambas formaron un consorcio bacteriano y
no podian crecer separadas por que su crecimiento dependia de una relacion
sintrofica (Solera et al., 2014, p. 35) (Corrales, Antolinez, Bohorquez y Corredor,
2015, p. 56).

Las colonias que pudieron ser aisladas de las diferentes localidades se
encuentran en las figuras 40, 41, 42 y 43.

Figura 40. Colonia aislada Bl y consorcio que no fue posible aislar de la muestra
OSLA K2.
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Figura 43. Colonias aisladas de SOTE K110 (CA, CBy CR).

5.4. Caracterizacion morfolégica microscoépica

Se obtuvo los datos de tipificacion Gram y morfologia de la célula (Anexo 32 —
Anexo 40) y motilidad (Anexo 41 — Anexo 44), presentados en la tabla 6.
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Tabla 6.

Caracterizaciéon morfolégica microscépica

Zona Bacteria Tipificacion Gram  Morfologia Maotilidad
OSLA K2 Colonia 1: Borde Irregular (BI) Positivo Bacilo Positivo
Colonia 1: Borde Irregular (BI) Positivo Bacilo Positivo
OSLA K14 Colonia 2: Borde Regular (BR) Megativo Cocobacilo Positivo
Colonia 3: Consistencia acuosa (CA) Megativo Bacilo Positivo
SOTE K105 Colonia 2: Borde Regular (BR) Megativo Cocobacilo Positivo
Colonia 3: Consistencia acuosa (CA) Megativo Bacilo Positivo
Colonia 1: Color Amarillo (CA) Megativo Bacilo Sin crecimiento
SOTE K110 Colonia 2: Color Blanco (CB) Megativo Bacilo Positivo
Colonia 3: Color Rojo (CR) Megativo Bacilo Sin crecimiento

La mayoria de microorganismos encontrados fueron cocobacilos y bacilos Gram
negativos, se encontraron ademas dos bacilos Gram positivos. La
predominancia de bacterias Gram negativas ocurre gracias a que los
lipopolisacéaridos presentes en las membranas contribuyen a la formacion y
estabilizacion de emulsiones de hidrocarburos. Gracias a esto la superficie de
ataque contra el contaminante aumenta y debido a que el contaminante y los
lipopolisacaridos son de la misma naturaleza polar se facilita la unién del

contaminante con la célula (Sikkema, Bont y Poolman, 1995, p. 203).

Se observa que todas las morfologias corresponden a bacilos y cocobacilos,
probablemente debido a que estos tipos de células suelen tener flagelos con
mucha mas frecuencia que los cocos (Kotcher y Ness, 2005, p. 101). Se conoce
gue algunas células con flagelos tienen determinados sistemas que les permiten

detectar y actuar frente a los contaminates (quimiotaxis) (Velasco, 2003, p. 9).

En cuanto a la motilidad, se observé que todos los microorganismos aislados la
presentan. En el caso de la muestra del SOTE K105 se observa que las bacterias
aisladas son muy motiles, y la turbidez se extiende a través de todo el tubo. Las
cepas correspondientes a las colonias roja y amarilla del SOTE K110 no
presentaron crecimiento en medio SIM, y tuvieron problemas similares en todos
los medios usados en este estudio por lo que su motilidad no pudo ser

identificada. Esto puede ocurrir debido a que muchos microorganismos
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ambientales son no fermentadores o fermentadores fastidiosos y no presentan
crecimiento en los medios mas comunmente usados (Winn et al., 2006, p. 297)
(Wolfaardt, Lawrence y Caldwell, 1994, p. 338).

La motilidad es una caracteristica importante, que contribuye con aumentar la
eliminacién de contaminantes (Norris, 1995, pp. 11-4-11-5). Se ha encontrado
que genes relacionados a la motilidad, quimiotaxis y enzimas degradadoras de
hidrocarburos se encuentran con mayor abundancia en ambientes contaminados
(National Research Council, 2013, p. 100).

5.5. Caracterizacion bioquimica

Segun todos los datos obtenidos en la caracterizacion morfoldégica microscopica
(tipificacion Gram y forma de la célula) se escogieron las pruebas bioquimicas
de las metodologias de Kohlerschmidt et al. (2015, pp. 78-79) y Vivas et al.
(2008, p. 55); que permitirian obtener una aproximacion sobre los géneros
bacterianos encontrados en las muestras. Los resultados para todas las pruebas

se presentan en la tabla 7.

Tabla 7.

Caracterizacion bioquimica

Zona Bacteria Agar MacConkey Agar TSI Oxidasa Catalasa
OSLA K2 Colonia 1: Borde Irregular (BI) Sin crecimiento AfK Positivo Positivo
Colonia 1: Borde Irregular (BI) Colonias blancas AfA Positivo Positivo

OSLA K14 Colonia 2: Borde Regular (BR) Sin crecimiento AfA Positivo Megativo
Colonia 3: Consistencia acuosa (CA) Colonias blancas AfK Megativo Positivo

SOTE K105 Colonia 2: Borde Regular (BR) Colonias blancas AfA Positivo Megativo
Colonia 3: Consistencia acuosa (CA) Colonias blancas AfA Positivo Positivo

Colonia 1: Color Amarillo (CA) Sin crecimiento  Sin crecimiento Positivo Negativo

SOTE K110 Colonia 2: Color Blanco (CB) Sin crecimiento AfA Positivo Megativo
Colonia 3: Color Rojo (CR) Sin crecimiento  Sin crecimiento Positivo Megativo

Nota: A/K=pico acido/fondo alcalino; A/A=Pico acido/fondo &cido.
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5.5.1. Produccion de 4cido en agar TSI

Se determind la produccién de acido en agar TSI en pico de flauta (Anexo 49 —
Anexo 52). Se observé que siete de las bacterias estudiadas fueron formadoras
de &cido en agar TSI (se observé cambio de color del medio rojo a amarillo total
o parcialmente). Para dos bacterias incluso hubo ruptura del medio (K105 BR y
CA), lo que indica que son productoras de gas (Britania, s.f., p. 1).

Cinco de las bacterias presentaron fondo y pico acidos (A/A), lo que indica que
son fermentadoras de al menos uno de los tres azlcares presentes en el medio
(glucosa, lactosa y sacarosa), en condiciones aerobias y anaerobias (Britania,
s.f., p. 1).

Dos de las bacterias presentaron pico &cido y fondo alcalino (A/K). Lo que indica
que no pueden fermentar azUcares en condiciones anaerobias (Britania, s.f., p.
1).

Las dos restantes no presentaron crecimiento en el medio (fondo y pico alcalinos)

(K/K), lo que indica que no fermentan ninguno de los tres azlcares (Britania, s.f.,
p. 1).

Las bacterias pertenecientes al género Pseudomonas spp. no son capaces de
crecer en medios con un pH menor a 4.5, por esta razon resultan negativas en

pruebas de oxidacion/fermentacion de azucares (Lalucat et al., 2006, p. 522).

5.5.2. Crecimiento en agar MacConkey

Tres bacterias presentaron crecimiento en Agar MacConkey (SOTE K105 BR,
SOTE K105 CAy OSLA K14 CA). El agar MacConkey es un medio que contiene
lactosa como carbohidrato fermentable, lo que permite clasificar a los
microorganismos en fermentadores y no fermentadores de lactosa (BD, 2013, p.
1).
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Las tres bacterias preservaron su color blanco y el medio se torné amarillo
(Anexo 55, Anexo 57 y Anexo 58), lo que indica que no fermenta lactosa, sino
que las bacterias utilizan las peptonas y esto alcaliniza el medio (Rodriguez et
al., 2005, p. 134).

Las seis restantes no fueron capaces de crecer en el medio (Anexo 53, Anexo
54, Anexo 56, Anexo 59, Anexo 60 y Anexo 61), debido a que se inhiben Gram
positivas y se pueden inhibir bacterias Gram negativas con requerimientos

nutricionales especiales (Winn et al., 2006, p. 212).

5.5.3. Oxidasa

Se determiné la presencia de citocromos en las cepas (Anexo 62 — Anexo 65).
Se obtuvo que 8 de las bacterias fueron oxidasa positivas, es decir que estas
bacterias presentan el sistema citocromo oxidasa completo u otro tipo de
oxidasas y pueden utilizar oxigeno como aceptor final de la cadena de electrones
(aerobias y aerobias facultativas) (MacFaddin, 2003, p. 346-347).

Este resultado concuerda con la bibliografia, debido a que la degradacion
aerébica del petréleo ocurre de manera mas rapida que la degradacion
anaerobica (Castillo et al., 2005, p. 428).

La bacteria restante (OSLA K14 CA) corresponden a una bacteria oxidasa
negativa, lo que indica que su aceptor final de electrones puede o no ser el
oxigeno, esto ocurre porque no presentan el sistema citocromo oxidasa o lo
tienen incompleto y no son capaces de actuar sobre el reactivo presente en las
tiras (Pumarola et al., 1987, p. 75).
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5.5.4. Catalasa

Se determind la presencia de la enzima catalasa (Anexo 66 — Anexo 69). Cuatro
bacterias fueron catalasa positivas. Esto contribuye a pensar que se trata de
bacterias del género Bacillus (en el caso de bacilos Gram positivos) (Rodriguez
et al., 2005, p. 217) (Vivas et al., 2008, p. 55).

Y para el caso de bacilos Gram negativos podria tratarse del género
Chromobacterium, Pasteurella o Actinobacillus, o miembros de la familia
Enterobacteriaceae; todos tienen reaccion catalasa positiva (Sneath, 1956, p.
91) (Jackson y Goodman, 1972, p. 75) (Scanlan, Healey, Torres y Johnston,
1989, p. 290) (Joseph, Sistla, Dutta, Badhe y Parija, 2009, p. 773).

Las cinco bacterias restantes fueron catalasa negativas.

5.6. Aproximacion sobre los géneros bacterianos

Segun todos los datos obtenidos se realizé una aproximacion sobre el género de
las bacterias en base a la metodologia de Kohlerschmidt et al. (2015, pp. 78-79)
y Vivas et al. (2008, p. 55). Los diagramas utilizados en la identificacion se

encuentran en los Anexo 70 y Anexo 71.

5.6.1. OSLA K2

En esta muestra se encontraron tres morfologias bacterianas, solo una logroé ser
aislada. Puede suponerse segun las pruebas bioquimicas, que se trata de una
bacteria del género Bacillus, que han sido reportadas como degradadores de
hidrocarburos (Vivas et al., 2008, p. 51).
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5.6.2. OSLA K14

En esta muestra se encontraron tres morfologias bacterianas, para la colonia de
bordes regulares puede suponerse que se trata de Actinobacillus sp. o Kingella
sp. (Adetitun, Awoyemi, Adebisi, Kolawole y Olayemi, 2016, p. 41) (Ward, Singh
y Van Hamme, 2003, p. 268). También podria ser Pasteurella multocida; sin
embargo esta bacteria es patégeno en animales, y aunque puede encontrarse
en suelos, no se ha reportado como degradadora de hidrocarburos, por lo que
es poco probable que se trate de esta bacteria (Olson y Bond, 1968, p. 244). Las
pruebas realizadas también coinciden con Aggregatibacter aphrophilus, sin
embargo esta bacteria no ha sido reportada como degradadora de

hidrocarburos, por lo que es poco probable que se trate de este microorganismo.

En el caso de la colonia de consistencia acuosa puede tratarse de
Chromobacterium sp. o algiin miembro de la familia Enterobacteriaceae, que han
sido reportadas anteriormente como degradadoras de hidrocarburos (Abu y Dike,
2007, p. 4761) (Rahman, Rahman, Lakshmanaperumalsamy y Banat, 2002, p.
258).

Para la colonia de bordes irregulares puede suponerse que se trata de una
bacteria del género Bacillus, que han sido reportadas como degradadores de
hidrocarburos (Vivas et al., 2008, p. 51).

5.6.3. SOTE K105

En esta muestra se encontraron dos morfologias bacterianas, para la colonia de
bordes puede tratarse de Chromobacterium sp., Aeromonas sp., Plesiomonas
sp. o Vibrio sp. que han sido reportadas anteriormente como degradadoras de
hidrocarburos (Abu y Dike, 2007, p. 4761) (Cerniglia, 1992, p. 354) (Xu, Deng,
Huang y Song, 2013, p. 5126) (Rahman et al., 2002, p. 258).
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Para la colonia de consistencia acuosa puede tratarse de Actinobacillus sp. o
Pasteurella sp., ambas degradadoras de hidrocarburos (Adetitun et al., 2016, p.
41) (Seo, Keum y Li, 2009, p. 280); también podria tratarse de Aggregatibacter
aphrophilus, sin embargo, esta bacteria no ha sido reportada como degradadora

de hidrocarburos, por lo que es poco probable que se trate de esta bacteria.

5.6.4. SOTE K110

En esta muestra se encontraron tres morfologias bacterianas, segun las pruebas
realizadas puede suponerse que para el caso de la colonia amarilla se trata de
Agrobacterium sp., Chryseobacterium sp., Neisseria elongata,
Sphingobacterium sp. o Sphingomonas sp.; estas bacterias se encuentran en
suelos y se ha reportado que pueden ser degradadoras de hidrocarburos
(Jirasripongpun, 2002, p. 298) (Wang et al., 2015, p. 2286) (Mukred, Hamid,
Hamzah y Yusoff, 2008, p. 2122) (Venkateswaran y Harayama, 1995, p. 772)
(Parthipan et al., 2017, p. 11). Podria tratarse de Balneatrix sp., también es
degradadora de petréleo; sin embargo esta bacteria se encuentra cominmente
en ecosistemas marinos, por lo que es menos probable que se trate de este
género (Bagi, Pampanin, Lazén, Bilstad y Kommedal, 2013, p. 118). También
podria tratarse de Brevundimonas sp., sin embargo no existe bibliografia que

reporte que estas bacterias degraden hidrocarburos.

Para la colonia blanca puede suponerse que se trata de Actinobacillus sp. o
Kingella sp. (Adetitun et al., 2016, p. 41) (Ward et al., 2003, p. 268). También
podria ser Pasteurella multocida; sin embargo esta bacteria es patdgena en
animales, y aunque puede encontrarse en suelos, no se ha reportado como
degradadora de hidrocarburos, por lo que es poco probable que se trate de esta
bacteria (Olson y Bond, 1968, p. 244). Las pruebas realizadas también coinciden
con Aggregatibacter aphrophilus, sin embargo esta bacteria no ha sido reportada
como degradadora de hidrocarburos, por lo que es poco probable que se trate

de este microorganismo.
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La colonia roja puede pertenecer a los géneros Methylobacterium sp. o
Roseomonas sp., ambas han sido reportadas como degradadoras de petréleo
(Risky, Hadibarata, Toyama, Tanaka y Mori, 2011, p. 999) (Kumari, Singh y
Singh, 2012, p. 2468).

5.7. Identificacidén del género Pseudomonas

Se realiz6 Unicamente para las bacterias Gram negativas (Anexo 72 — Anexo
78), de las cuales tres presentaron crecimiento en agar Pseudomonas. Aunque
este medio sea selectivo, no es exclusivo para el crecimiento de bacterias de

género Pseudomonas (BD, 2003, p. 2).

Ninguna de las bacterias que fueron aisladas, y ninguna bacteria que crecié en
este medio fueron asignadas como Pseudomonas basandose en las pruebas

bioquimicas.

El agar Pseudomonas es un medio que facilita la producciéon de piocianina
(pigmento azul verdoso que producen algunas especies como P. aeruginosa), y
también inhibe en crecimiento de Escherichia coli y Staphylococcus aureus
(Hardy Diagnostics, 1996, p. 1). Cuando se presentan colonias verdes o azules,
corresponden a especies de Pseudomonas que presentan el pigmento, mientras
que especies de Pseudomonas que no presentan el pigmento o géneros como
Burkholderia sp., capaces de crecer en este medio, crecen con pigmentaciones

diferentes (Hardy Diagnostics, 1996, p. 1).

En la prueba de fluorescencia se observé que ninguno de los microorganismos
aislados present6 esta caracteristica (Anexo 45 — Anexo 48), por lo que ninguno
de estos microorganismos pertenece a especies del género Pseudomonas que

presentan este tipo de pigmentos (Cox y Adams, 1985, p. 130).
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5.8. Analisis estadistico de los resultados

Después de aplicar los tratamientos (distintas concentraciones de petrdleo y
distintas localidades), se observd el crecimiento de microorganismos

degradadores en las distintas cajas (unidades experimentales) (Tabla 8).

Tabla 8.
UFC/g obtenidas por concentraciones de petréleo y localidades de muestreo

UFC, LIFC,
Localidad ) /e ) /e
Petralec 0.5% Petrdleo 0.7%
1 OSLA K2 7,0EHDO 8, 1E+00
6,2E+H16 8,8E+H06
2 OSLA K14 7. 1EH15 1. 1E+06
6,4E+H15 1, 2E+06
3 SOTE K105 5,6E+04 1,5E+05
4 AE+H14 9,0E+04
1 SOTE K110 7. 3EH15 7AEHDS
7. 1E+HDS 9, 7E+05

5.8.1. Analisis de la variable concentracion de petréleo

Para el andlisis de varianza con respecto a la variable concentracion de petrdleo,
se planed utilizar la prueba T de Student. Primero se tuvo que demostrar que la
distribucion de los datos sea normal (Moncada, 1970, p. 14). Para esto se utilizé
la prueba Shapiro-Wilk en el programa SPSS Statistics (tabla 9), prueba utilizada
en experimentos con menos de 30 unidades experimentales (Alvarez, 2007, p.
499). Se plantearon las hipétesis para la prueba Shapiro-Wilk (Alvarez, 2007, p.
777):

Ho: Los datos provienen de una distribucion normal.

Ha: Los datos no provienen de una distribucion normal.
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Tabla 9.
Prueba Shapiro-Wilk

Tests of NHormality
kalmogorav-Smirnowd Shapiro-Wilk
Concenfracion Statistic df Sig. Statistic df Sig.
Caolonias a0 424 a .onn BEBR a .om
70 408 a8 .onn 674 g 001

a. Lilliefors Significance Carrection

El resultado de la prueba demostré que los datos no tienen una distribucion
normal (se rechaza la hipétesis nula), debido a que la significancia que arroja la
prueba para cada tratamiento es menor al valor de a=0.05 (Alvarez, 2007, p.
777).

Debido a que los datos no tienen una distribucién normal, no se puedo utilizar la
prueba T de Student para el andlisis (Moncada, 1970, p. 14). En su lugar se us6
la prueba de U de Mann-Whitney en el programa SPSS Statistics (tabla 10),
utilizada para experimentos que no tienen una distribucion normal (Zapata,
Dalouh, Cala y Gonzélez, 2017, p. 547). Se plantearon las hipétesis para la
prueba U de Mann-Whitney (Alea, Guillen, Mufioz, Torreles y Viladomiu, 2000,
p.113):

Ho: No existen diferencias significativas entre los tratamientos.

Ha: Existen diferencias significativas entre los tratamientos.

Tabla 10.
Prueba U de Mann-Whitney

Test Statistics®

Colonigs

Mann-¥whitney U .00o

Wilcoxon W 3.000

il -1.549

[ Asymp. Sig. (2-tailed) 21

Exact Sig. [2*(1-tailed 333
Sig.J

a. Mot corrected for ties.

h. Grouping Wariable:
Concentracidn
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El valor de significancia de Mann-Whitney es mayor al valor de a=0.05; por lo
gue se acepta la hipétesis nula (Alea et al., 2000, p.114). Por lo tanto no existen
diferencias significativas en la concentracion de microorganismos degradadores

para las dos concentraciones de petréleo usadas.

5.8.2. Analisis de la variable localidad

Para establecer si las diferentes localidades tienen un efecto significativo sobre
la concentracion de microorganismos, se pretendié usar el andlisis de varianza.
Para ello se hizo la prueba Shapiro-Wilk con una significancia de 0.05% en el
programa SPSS Statistics (tabla 11), para comprobar que los datos tuviesen una
distribuciéon normal (Diaz, 2009, p. 35). Se plantearon las hipétesis para la prueba
Shapiro-Wilk (Alvarez, 2007, p. 777):

Ho: Los datos provienen de una distribucion normal.

Ha: Los datos no provienen de una distribucién normal.

Tabla 11.
Prueba Shapiro-Wilk

Tests of Hormality
Kalmogoroy-Smirnoyd Shapiro-yil
Localidad Statistic df Sin. Statistic df Sin.
Colonias  OSLAKZ 194 4 968 4 830
OSLA K14 285 4 818 4 138
S0OTE K105 232 4 912 4 492
SOTE K110 407 4 708 4 014

a. Lilliefors Significance Caorrection

Se observa que todas las significancias menos la de la localidad SOTE K110,
correspondieron a valores mayores que 0=0.05, aprobandose la hipétesis nula
de que los datos tienen una distribucién normal (Diaz, 2009, p. 35). Sin embargo
es necesario que este requisito se cumpla para todos los tratamientos para que

sea posible utilizar el andlisis de varianza (Moore, 2000, p. 679).
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Por esta razén se utilizé la prueba de Kruskal-Wallis (no paramétrica) para el
andlisis estadistico de los datos (Alvarez, 2007, p. 828), se realizé la prueba en
el programa SPSS Statistics (tabla 12). Se plantearon las hipétesis de la prueba
de Kruskal-Wallis (Vargas, 1995, p. 491):

Ho: No existen diferencias significativas entre los tratamientos.

Ha: Existen diferencias significativas entre los tratamientos.

Tabla 12.
Prueba de Kruskal-Wallis

Test Statistics™ "

Colonias
Chi-Sguare 6.6GT

df 3
ﬂ ASyrIp. Sig, 083

a. Kruskal Wallis
Test

b, Grouping
Yariable: Localidad

El valor de significancia de la prueba Kruskal-Wallis es 0.083, este valor es mayor
que a=0.05, por lo que se acepta la hipotesis nula (Alea et al., 2000, p.126). Por
lo tanto la variable localidad no afecta significativamente a la variable

concentracion de microorganismos.



66

6. Conclusiones y recomendaciones

6.1. Conclusiones

Se obtuvieron cepas degradadoras de hidrocarburos de todas las localidades
muestreadas, se logro aislar 9 cepas metabolizadoras de hidrocarburos. No
fueron aislados los consorcios completos, debido a que no todas las bacterias
son cultivables y las técnicas de aislamiento y medios de cultivo disponibles no
favorecen el crecimiento de todos los miembros del consorcio degradador.
Incluso no se pudo separar un consorcio debido a posibles relaciones sintroficas

gue no permiten que estas bacterias puedan crecer por separado.

Las concentraciones de petrdleo usadas en el medio y las localidades no son
factores que influyen sobre el crecimiento bacteriano y la concentracion de

microorganismos.

Los cocobacilos y bacilos Gram negativos se presentan mas cominmente como
degradadores de hidrocarburos gracias a las ventajas que les brinda su
morfologia. Todas las bacterias presentaron motilidad, lo que evidentemente les

otorga ventajas de crecimiento.

La identificacion mediante caracteristicas morfologicas y pruebas bioquimicas no
es lo suficientemente fiable, debido a que incluso entre distintas cepas de una
misma especie se observan diferentes caracteristicas fenotipicas y bioquimicas.
Sin embargo, es de gran importancia conocer estas caracteristicas, ya que se
trata de un estudio exploratorio, ademas de que son Utiles en el establecimiento
de las condiciones adecuadas para el garantizar el crecimiento de degradadores

durante la biorremediacién, sea in situ 0 ex situ.

Ninguna de las bacterias aisladas fue identificada dentro del género
Pseudomonas, que es uno géneros de mayor importancia en la degradacion de

hidrocarburos y otros contaminantes. Sin embargo, las caracteristicas
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bioguimicas de las diferentes cepas cambian constantemente. También se
supone que algunos microorganismos pudieron haber muerto por relaciones de
antagonismo en el periodo entre el muestreo y la seleccibn en medio con

petréleo (2 meses).

Los géneros a los que probablemente pertenecen las bacterias degradadoras
son Bacillus, Actinobacillus, Kingella, Chromobacterium, algin miembro de la
familia Enterobacteriaceae, Aeromonas, Plesiomonas, Vibrio, Pasteurella,
Agrobacterium, Chryseobacterium, Neisseria elongata, Sphingobacterium,

Sphingomonas, Methylobacterium y Roseomonas.

Gracias a su capacidad para metabolizar petroleo, estas bacterias podrian llegar
a tener un gran potencial degradador. ElI conocimiento béasico sobre su
metabolismo (que se recopil6 de las pruebas bioquimicas), puede utilizarse para
mejorar las condiciones de crecimiento de las bacterias (bioestimulacion), e

incluso podrian llegar a tener un gran potencial por si solas (bioaumento).

6.2. Recomendaciones

Es recomendable que la inoculacion de las muestras ocurra en el menor tiempo

posible desde la toma de la muestra.

Al tratarse de bacterias ambientales, es preferible realizar todas las incubaciones
a temperatura ambiente, o al menos aquellas en la que no se observa

crecimiento después de 24 horas.

Para fermentadores fastidiosos es mejor realizar el aislamiento sin pasar por
caldo nutritivo y hacerlo directamente por estriado en placa (partiendo de la

colonia), para ahorrar tiempo y evitar contaminaciones.

Son necesarias metodologias de mayor resolucién (como la secuenciacion del

ARN 16S), para la identificacion precisa de género y especie.
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Seria de gran utilidad realizar pruebas de actividad de degradacién de TPH'’s
individuales y en consorcio, con el objetivo de evaluar el potencial degradador

de estas bacterias.
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Muestreo

Anexo 1 y Anexo 2. Fotografias de las biopilas ubicadas en la plataforma de
tratamiento del Departamento de Restauracion Ambiental “El Salado”

Anexo 3 y Anexo 4. Fotografias de las biopilas ubicadas en la plataforma de
tratamiento del Departamento de Restauracion Ambiental “El Salado”

Anexo 5 y Anexo 6. Fotografias de la biopila de suelo contaminado
correspondiente a la localidad OSLA K2
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Anexo 7 y Anexo 8. Fotografias de la biopila de suelo contaminado
correspondiente a la localidad OSLA K14

Anexo 9 y Anexo 10. Fotografias de la biopila de suelo contaminado
correspondiente a la localidad SOTE K105

Anexo 11 y Anexo 12. Fotografias de la biopila de suelo contaminado
correspondiente a la localidad SOTE K110
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Aislamiento

Anexo 13. Consorcio bacteriano de OSLA K2, 3 repeticiones

Anexo 14. Primera ronda de aislamiento para colonia de bordes irregulares (Bl)
de OSLA K2, 3 repeticiones

Anexo 15. Segunda ronda de aislamiento para colonia de bordes irregulares (BI)
de OSLA K2, 3 repeticiones
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Anexo 16. Primera ronda de aislamiento para colonia de bordes regulares (BR)
de OSLA K14, 3 repeticiones

Anexo 17. Segunda ronda de aislamiento para colonia de bordes regulares (BR)
de OSLA K14, 3 repeticiones

Anexo 18. Primera ronda de aislamiento para colonia de consistencia acuosa
(CA) de OSLA K14, 3 repeticiones
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Anexo 19. Segunda ronda de aislamiento para colonia de consistencia acuosa
(CA) de OSLA K14, 3 repeticiones

Anexo 20. Primera ronda de aislamiento para colonia de bordes irregulares (BI)
de OSLA K14, 3 repeticiones

Anexo 21. Segunda ronda de aislamiento para colonia de bordes irregulares (BI)
de OSLA K14, 3 repeticiones
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Anexo 22. Primera ronda de aislamiento para colonia de bordes regulares (BR)
de SOTE K105, 3 repeticiones

Anexo 23. Segunda ronda de aislamiento para colonia de bordes regulares (BR)
de SOTE K105, 3 repeticiones

Anexo 24. Primera ronda de aislamiento para colonia de consistencia acuosa
(CA) de SOTE K105, 3 repeticiones
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Anexo 25. Segunda ronda de aislamiento para colonia de consistencia acuosa
(CA) de SOTE K105, 3 repeticiones

Anexo 26. Primera ronda de aislamiento para colonia de color amarillo (CA) de
SOTE K110, 3 repeticiones

Anexo 27. Segunda ronda de aislamiento para colonia de color amarillo (CA) de
SOTE K110, 3 repeticiones
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Anexo 28. Primera ronda de aislamiento para colonia de color blanco (CB) de
SOTE K110, 3 repeticiones

Anexo 29. Segunda ronda de aislamiento para colonia de color blanco (CB) de
SOTE K110, 3 repeticiones

Anexo 30. Primera ronda de aislamiento para colonia de color rojo (CR) de SOTE
K110, 3 repeticiones
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Anexo 31. Segunda ronda de aislamiento para colonia de color rojo (CR) de
SOTE K110, 3 repeticiones

Tincion Gram

Anexo 32. Tincion Gram por triplicado para OSLA K2 BI

Anexo 33. Tincion Gram por triplicado para OSLA K14 BR
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Anexo 34. Tincion Gram por triplicado para OSLA K14 CA

Anexo 35. Tincion Gram por triplicado para OSLA K14 Bl

Anexo 36. Tincion Gram por triplicado para SOTE K105 BR




Anexo 37. Tincidon Gram por triplicado para SOTE K105 CA
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Anexo 40. Tincidbn Gram por triplicado para SOTE K110 CR

Motilidad

Anexo 41. Prueba de motilidad por triplicado para la bacteria de OSLA K2 (BI)
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Anexo 42. Prueba de motilidad por triplicado para la bacteria de OSLA K14 (BR,
CAyBI)
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Anexo 43. Prueba de motilidad por triplicado para las bacterias de SOTE K105
(BRy CA)
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Anexo 44. Prueba de motilidad por triplicado para las bacterias de SOTE K110
(CA,CByCR)

Fluorescencia

Anexo 45. Prueba de fluorescencia para la bacteria de OSLA K2 (BlI)




96

Anexo 47. Prueba de fluorescencia para las bacterias de SOTE K105 (BR y CA)

Pruebas Bioquimicas
Produccién de acido en agar TSI

Anexo 49. Crecimiento en agar TSI en pico de flauta por triplicado para la
bacteria de OSLA K14 (BI)
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Anexo 50. Crecimiento en agar TSI en pico de flauta por triplicado para las
bacterias de OSLA K14 (BR, CAy Bl)

Anexo 51. Crecimiento en agar TSI en pico de flauta por triplicado para las
bacterias de SOTE K105 (BR y CA)
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Anexo 52. Crecimiento en agar TSI en pico de flauta por triplicado para las
bacterias de SOTE K110 (CA, CBy CR)

Crecimiento en agar MacConkey

Anexo 53. Crecimiento en agar MacConkey por triplicado para OSLA K2 BI
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Anexo 55. Crecimiento en agar MacConkey por triplicado para OSLA K14 CA

Anexo 56. Crecimiento en agar MacConkey por triplicado para OSLA K14 BI

Anexo 57. Crecimiento en agar MacConkey por triplicado para SOTE K105 BR
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Anexo 58. Crecimiento en agar MacConkey por triplicado para SOTE K105 CA
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Anexo 61. Crecimiento en agar MacConkey por triplicado para SOTE K110 CR

Oxidasa

Anexo 62. Prueba oxidasa por triplicado para OSLA K2 (BI)
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Anexo 64. Prueba oxidasa por triplicado para SOTE K105 (BR y CA)
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Catalasa

Anexo 66. Prueba catalasa por triplicado para OSLA K2 (BI)

Anexo 67. Prueba catalasa por triplicado para OSLA K14 (BR, CAy BI)
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Anexo 68. Prueba catalasa por triplicado para SOTE K105 (BR y CA)
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Aproximacion sobre los géneros

Anexo 70. Diagrama de identificacion de bacterias Gram negativas no
productoras de acido en TSI (Kohlerschmidt et al., 2015, p. 78)
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Anexo 71. Diagrama de identificacion de bacterias Gram negativas productoras
de acido en TSI (Kohlerschmidt et al., 2015, p. 79)
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Determinacion del género Pseudomonas

Anexo 72. Crecimiento en agar Pseudomonas por triplicado para OSLA K14 BR
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Anexo 75. Crecimiento en agar Pseudomonas por triplicado para SOTE K105 CA
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Anexo 78. Crecimiento en agar Pseudomonas por triplicado para SOTE K110
CR
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