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RESUMEN

RESUMEN

En Pera se registran derrames de petroleo desde 1978, |os cuales contaminan el medio ambiente.
Ante este problema surge la biorremediacion como aternativa de solucion, la cua es €
tratamiento biol6gico de suelos, aguay aire, mediante la biodegradacién. En el trabagjo se evalud
la biodegradacion de crudo de la refineria “La Pampilla’ en suelos de cultivo de una zona
aledafia a la huaca San Marcos contenidos en terrarios, con la finalidad de determinar la
importancia de consorcios bacterianos y factores ambientales en la degradacion de
hidrocarburos. En una primera etapa, se aislaron bacterias oleofilicas a partir de muestras de
suelo de Trompeteros, Iquitos, segun el método planteado por Merino, 1998, para seleccionar un
consorcio bacteriano de elevada capacidad degradativa (C.D) en laboratorio, la C.D se determind
mediante la prueba de actividad emulsificante (A.E) planteada por Goldman y col. en 1982 y por
la prueba de actividad degradativa (A.D) segun Mills y col. en 1978. La biodegradacion de
petréleo se evalué con la tecnologia Landfarming, utilizada por Belloso y col. en 1998. El
petroleo presentaba 95.77 % de hidrocarburos saturados aciclicos y € suelo de cultivo era
fértilfrancoarenoso con 0.0015 % de Carbono, 2.6% de Nitrogeno, 0.005% de Fosforo y 0.49%
de Potasio. Se acondicionaron tres terrarios cada uno con 30 kg de suelo de cultivo contaminado
con petroleo. El control abidtico donde se determind la degradacion por factores ambientales, el
segundo donde se evalud la degradacion por bacterias nativas y el ultimo donde se inocul6 €l
consorcio bacteriano exodgeno seleccionado en laboratorio. Cada treinta dias se determind:
hidrocarburos totales, humedad, pH, nimero de microorganismos aerobios mesofilos, nimero de
microorganismos oleofilicos, temperaturay tiempo. Los terrarios fueron expuestos a la
intemperie durante noventa dias.Se aislaron cientoventinueve cepas bacterianas, de las cuales,
99.22% presentaron A.E que fluctué entre 0.75 y 3.66 UAE/mL (unidades de actividad
emulsificante) Las cepas bacterianas de mayor A.E fueron: Pseudomonas aeruginosa 4k-1,
Bacillus sp. 6Bh-1 ySerratia rubidae 6B9, las que presentaban una A.E de 3.66 UAE/mL, 1.676
UAE/mL y 2.72 UAE/mL respectivamente y una actividad de tres (3+) equivalente a una A.D.
buena. En cuanto a la biodegradacion, alos noventa dias se obtuvo, 92.5 % de degradacion en el
terrario del consorcio bacteriano exdgeno, respecto a 60 % del terrario del consorcio nativoy a
55 % del terrario denominado control abiotico. Segun la Regresion multiple de Stepwise, en la
degradacién de hidrocarburos, influyeron los microorganismos con un coeficiente estandar del
0.883 y una confiabilidad préximaa 100%. Se concluyé que en suelos de Trompeteros, |quitos,
existen bacterias oleofilicas, con las cuales se puede formar un consorcio bacteriano capaz de
degradar significativamente e crudo de petrdleo a nivel de terrarios con una confiabilidad
proximaa 100 %.

Palabras clave: biorremediacion, crudo, huaca, biodegradacion, consorcio, saturados
aciclicos, oleofilicos, emulsificante, tecnologia landfarming, terrarios, control abiotico, exdgeno,
aerobios mesofilos, regresion multiple de Stepwise, coeficiente estéandar, confiabilidad.
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ABSTRACT

ABSTRACT

In Peru, oil spills that pollute the environment were registered since 1978, so the bioremediation
was proposed as biological treatment of soil, air and water based on biodegradation. At this work
it was tested the crude oil biodegradation of the “La Pampilla”’ refinery in field soils that were
near San Marcos huaca to determine the activity of microorganisms and environmental factors
in hydrocarbon degradation. First, the oleofilic bacteria were isolated from Trompeteros, |quitos
soils with Merino’'s method, 1998, to select a high degradative capacity bacterial consortium at
lab and determine the degradative capacity by the assay of emulsificant activity of Goldman et
al., 1982 and the degradative activity of Mills et al. 1978. The crude biodegradation was tested
with the landfarming technology used by Belloso et al., 1998. The oil had a 95.77% of saturated
acyclic hydrocarbons, at the same time the soil used was classified as fertile with a concentration
of 0.0015% of Carbon, 2.6% of Nitrogen, 0.005% of Phosphorus and 0.49% of Potassium. It was
used three containers each one with 30 kg of field soil polluted with oil: The abiotic control
where it was determined the environmental factors biodegradation, the second where it was
tested the native bacteria degradation and the last where the exogenous consortium chosed at 1ab
was inoculated. Each thirty days it was quantified: total hydrocarbons, moisture, pH, number of
aerobia mesofilic microorganisms, number of oleofilic microorganisms, temperature and time.
The soilsin the containers were exposed at the environment during ninety days. In the isolation it
was found 129 strains, 99.2% had a emulsificant activity since 0.75 until 3.66 UAE/mL,
emulsificant activity units. The strains with highest emulsificant activity were: Pseudomonas
aeruginosa 4k-1, Bacillus sp. 6Bh-1 and Serratia rubidae 6B9, wich had 3.66 UAE/mL, 1.676
UAE/mL and 2.72 UAE/mL respectively and a degradative activity of three (3+) equa to good
activity.

About the biodegradation, after ninety days we obtained 92.5% of biodegradation using the
exogenous consortium compared with a 60 % of biodegradation produced by the native
consortium and 55 % of degradation in the abiotic control. Besides it was applied the Stepwise
Regression Model for the Variables Selection and found that only the microorganisms were
important in the biodegradation process, with a standardized coefficient of 0.883 and about
100% of reliability. It was found that there are oleofilic bacteria at Trompeteros, Iquitos soil ,
and that it's posible to get a bacterial consortium wich is able to oil biodegradation with a
reliability of 100 %.

Key words: bioremediation, crude oil, huaca, biodegradation, consortium, saturated acyclic,
oleofilic, emulsificant, landfarming technology, containers, abiotic control, exogenous, aerobia
mesofilic, Stepwise Regression Model, Standardized coefficient, reliability.
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1. INTRODUCCION

1. INTRODUCCION

La industria petroquimica es importante en una sociedad moderna, no obstante la falta de
un programa de proteccion ambiental, hace que el medio ambiente se contamine al
producirse derrames de petréleo, principalmente de crudo, por un deterioro de los
oleoductos, descargas de efluentes contaminados, afloramientos naturales a través de
fisuras de la corteza terrestre y debido a la produccion, transporte y almacenamiento de
este recurso natural (20).

A nivel mundial, el volumen de derrame de petrdleo es de 1.7 a 8.8 millones de
toneladas métricas por ano (12) y en nuestra region (Pacifico Sudeste) es de 6000
toneladas métricas al afio (15) En el Peru seregistranderrames de petréleo desde 1978,
uno de ellos fue el producido en el oleoducto marino de Talara, hasta uno de los ultimos
ocurrido el afo 2000 en el rio Marafon que afectd la Reserva Pacaya-Samiria. Pero no
s6lo derrames mayores causan contaminacién sino también los constantes derrames
accidentales en suelos de nuestra selva, los que se producen por el rompimiento del
Oleoducto Nor-Peruano, debido a accidentes naturales y por la actividad extractiva (13).

Los dispersantes quimicos utilizados para favorecer la remediacién de los ambientes
contaminados pueden causar un mayor impacto ecoldgico que el mismo derrame, por su
toxicidad y recalcitrancia a la biodegradacion (18) Por tanto, una mejor alternativa de
solucion es el proceso de biorremediacién, que es el tratamiento biolégico del suelo, aire
y agua, mediante la biodegradacién de compuestos téxicos para transformarlos en
compuestos de menor o ningun impacto ambiental. Asi en la biodegradacion de
hidrocarburos, se utilizan bacterias con alta capacidad degradativa, entre estas:

"Programa Cybertesis PERU - Derechos son del Autor" 9
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Brevibacterium,  Spirillum,  Xanthomonas, Alcaligenes, Arthrobacter, Nocardia,
Flavobacterium, Vibrio, Achromobacter, Acinetobacter, Micrococcus, Pseudomonas
aeruginosa, Serratia rubidae, Bacillus sp,, Pseudomonas mendocina, Pseudomonas
aureofasciens, etc., las cuales disminuyen la concentracién de hidrocarburos presentes
en el ambiente y al mismo tiempo son inocuas para la salud y el medio ambiente (3).
Estas bacterias producen bioemulsificantes y biosurfactantes que disminuyen la tension
superficial entre el petréleo y el medio acuoso facilitando el acceso microbiano a la fuente
de carbono insoluble para su degradacion (13).

La finalidad del presenteestudio es evaluar la biodegradacién de crudo de petréleo
en suelos contenidos en terrarios expuestos a la intemperie, los suelos de cultivo
proceden de un terreno aledafio a la huaca San Marcos y son contaminados
intencionalmente con crudo de petréleo proveniente de la refineria “La Pampilla”.

El estudio de la biodegradacion a nivel de terrarios nos permite comparar la
capacidad degradativa de un consorcio bacteriano nativo y uno exdgeno, el primero se
refiere a los microorganismos autdctonos presentes en el suelo y el segundo a
microorganismos previamente aislados y evaluados en laboratorio, introducidos en el
suelo en forma intencional. Ademas conocer en que medida intervienen en el proceso de
biodegradacion los factores ambientales.

El trabajo aporta una posible solucion a la contaminacién por derrames de petréleo,
dando inicio a un programa de proteccién ambiental adecuado.

HIPOTESIS

En los suelos contaminados con crudo de petroleo procedentes de Trompeteros,
Iquitos, existen bacterias con capacidad de degradar hidrocarburos, a partir de las cuales
se puede aislar un consorcio bacteriano capaz de eliminar los hidrocarburos del crudo, a
nivel de terrario.

OBJETIVOS

Aislar cepas bacterianas con capacidad degradativa y emulsificante de petréleo a
partir de suelos procedentes de Trompeteros, lquitos.

Evaluar la capacidad degradativa de los consorcios bacterianos nativos y exégenos
en suelos con crudo de petréleo adicionado intencionalmente, a nivel de terrarios.

Demostrar que la biodegradacion bacteriana de hidrocarburos constituye un
mecanismo importante para la recuperacion de suelos contaminados con petroleo.

Reducir la concentracion de hidrocarburos en suelos contaminados con crudo de
petroleo utilizando un consorcio bacteriano exdgeno.

10 "Programa Cybertesis PERU - Derechos son del Autor"



2. ANTECEDENTES:

2. ANTECEDENTES:

Sabirova, en el 2000, en Rusia, realizd un estudio en el cual primero aislé
microorganismos halotolerantes a partir del suelo contaminado, luego hizo un ensayo
previo en laboratorio cultivando los microorganismos aislados en un medio que contenia
una mezcla de hidrocarburos y cloruro de sodio. Después de comprobar la tolerancia a
las sales, inoculd el consorcio microbiano halotolerante en el suelo contaminado,
evaluando a su vez un control abiotico. Después de un mes de haber introducido la
comunidad halotolerante en el suelo, la concentracién de hidrocarburos disminuyd a un
22 % y al cabo de cinco meses a un 50%. En cambio en el control abidtico, la disminucion
en la concentracion de hidrocarburos fue de 22% al cabo de ocho meses. Sabirova
concluyd que en el suelo existen numerosos factores que pueden limitar el nimero y la
actividad de los microorganismos en el suelo. Entre ellos esta la salinidad, la cual ha
demostrado tener un fuerte efecto inhibitorio sobre microorganismos autéctonos y en la
tasa de degradacion de petréleo en suelos. Sin embargo la inoculacién de
microorganismos halotolerantes adaptados a altas concentraciones salinas aumentan
significativamente la tasa de degradacion del petréleo en el suelo.

Diaz y col., en 1999, en México, evaluaron la biodegradacion de hidrocarburos por un
consorcio microbiano de la rizésfera de Cyperus laxus Lam. Primero sembraron el
consorcio microbiano en un medio mineral liquido que contenia hidrocarburos (35 000
ppm) como unica fuente de carbono y energia, luego lo incubaron a 30 °C en agitacién a
125 r.p.m. durante trentaicuatro dias con su control respectivo, al cabo de ese tiempo
cuantificaron la concentracién de hidrocarburos, obteniendo una biodegradacion del
62.28%.

"Programa Cybertesis PERU - Derechos son del Autor" 11
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Arenas, en 1999, en Lima, aislé 262 cepas bacterianas, a partir de muestras de suelo
y agua de la refineria “La Pampilla”®, de las cuales se seleccionaron 55 cepas bacterianas,
que fueron las de mayor actividad emulsificante, a las cuales se les evalu6 su actividad
degradativa. El 100 % crecieron sobre el petréleo y mostraron crecimientos comparables
a las escalas dos, tres, cuatro y cinco de Mc. Farland. Los microorganismos aislados
fueron  Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas mendocina, Pseudomonas
aureofasciens, Listonella damsela, Bacillus sphaericus, Bacillus brevis, Enterobacter
cloacae, Acinetobacter calcoaceticus var. Anitratus, Hafnia alvei, Citrobacter freundii,
Citrobacter amalonaticus, Sphingobacterium multivorum, Staphylococcus Sp., Neisseria
Sp., Micrococcus sp.

Merino, en 1998, en Lima, realiz6 el estudio de microorganismos nativos productores
de emulsificantes de petréleo aislando microorganismos a partir de muestras de suelo y
agua procedentes de la refineria “La Pampilla” y evaluando la capacidad degradativa de
la mismas mediante la actividad degradativa y emulsificante y concluyd que existe un
elevado porcentaje de microorganismos nativos con capacidad de degradar
hidrocarburos de petroleo y de producir emulsiones de este producto en agua en
ambientes contaminados, y que los microorganismos con mayor capacidad degradativa
fueron Pseudomonas aeruginosa KT1-1y Serratia rubidae Il BT5-4.

Renteria y Miranda, en 1998, en Trujillo, realizaron el aislamiento y seleccion
primaria de microorganismos capaces de utilizar petréleo como unica fuente de Carbono.
Ellos evaluaron el crecimiento sobre petréleo de noventa cepas bacterianas provenientes
de muestras de agua y suelo contaminadas con petréleo crudo, cinco cultivos mostraron
mayor actividad: Micrococcus, Pseudomonas, Alcaligenes, Acinetobacter 'y
Flavobacterium, los que fueron evaluados a través de los parametros cinéticos velocidad
especifica de crecimiento y tiempo generacional.

Tantalean y Altamirano, en 1998, en Ica, realizaron el aislamiento y evaluacion del
crecimiento de Pseudomonas spp. hidrocarburoclasticas en petréleo diesel 2 (D2) y
compararon el crecimiento de tres cultivos puros y uno mixto de Pseudomonas sp.
nativas que tuvieron la mayor capacidad para utilizar el petréleo D2. La mejor capacidad
de biodegradacion de petréleo D2 se logro en el cultivo mixto.

Belloso y col., en 1998, inocularon suelos landfarming con tres tipos de cepas
bacterianas: W1,W2,W3 aisladas del mismo suelo contaminado y propagadas en el
laboratorio. Ellos aplicaron dos tipos de fertilizantes de tipo NPK( Nitrégeno, Fésforo y
Potasio): Z1 con una relacién C/N (Carbono - Nitrdgeno) de veinte, la relacion NPK:
20:2:1, fuente de Nitrégeno NH4 (amonio) y Z2 con una relacion C/N 100, la relacion
NPK: 20:20:1, fuente de Nitrégeno NH4 y mantuvieron los suelos a la intemperie durante
noventa dias. Ellos observaron una mayor reduccién en la concentracion de
hidrocarburos en los primeros treinta dias, la cual fue 45 % en uno de los terrarios, que
contenia la cepa W2 y fertilizante Z2. El porcentaje de degradacion en el terrario control
abidtico fue 8 %, mientras que el terrario que contenia el consorcio nativo, present6 un
porcentaje de biodegradacion del 12 %.

Sirvins y Tramier, en 1993, afirmé que en la isla de Embiez, se ha evaluado la
eliminacion de hidrocarburos mediante varias pruebas en medio natural, utilizando el
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2. ANTECEDENTES:

nutriente INPOL EAP 22 en estanques de 16 m3, alimentados con agua de mar, en las
pruebas se hicieron variar algunos parametros como el tipo de hidrocarburo, el grosor de
la capa de petroleo o la cantidad de hidrocarburo contaminante. Los resultados
demostraron que la adicién del nutriente INPOL EAP 22, hizo aumentar la tasa de
eliminacion del petroleo hasta el 62-70%, la cual en ausencia de este nutriente llegd sélo
a 14-20%.

Leahy y Colwell, en 1990, segun varias publicaciones de estudios taxondémicos sobre
los géneros de cepas bacterianas degradadoras, aisladas de suelos y aguas marinas,
concluyeron que los géneros mas importantes de bacterias degradadoras son:
Achromobacter, Acinetobacter, Alcaligenes, Arthrobacter, Bacillus, Flavobacterium,
Nocardia y Pseudomonas sp.

Hayes y col.,, en 1986, indicaron que existen microorganismos productores de
emulsificantes como Acinetobacter calcoaceticus el cual produce un bioemulsificante de
elevado peso molecular, denominado emulsan que fue clasificado como un
lipoheteropolisacarido polianionico.

Atlas, en 1983, afirm6é que los géneros mas importantes de microorganismos
degradadores de hidrocarburos son: Pseudomonas, Achromobacter, Arthrobacter,
Micrococcus, Nocardia, Vibrio, Acinetobacter, Brevibacterium, Corynebacterium,
Flavobacterium, Candida, Rhodotorula y Sporobolomyces, todos estos microorganismos
fueron aislados de ambientes acuaticos.

Dibble y Bartha, en 1979, realizaron un estudio del efecto de los parametros
ambientales en la biodegradacion del crudo de petréleo y analizaron la humedad, el pH,
los nutrientes minerales, los micronutrientes, suplementos organicos, tasa de tratamiento,
frecuencia de tratamiento y la temperatura de incubacion. La degradacion de crudo de
petroleo fue d6ptima a una humedad del 30-90%, un pH de 7.5 a 7.8, una concentracion
de C:N y C:P de 60:1 y 800:1, respectivamente, y a una temperatura de 20 °C. El
porcentaje de degradacion después de cientochenta dias fue 57 %.
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3. MATERIALES Y METODOS

3. MATERIALES Y METODOS

3.1 MATERIALES

Medios de cultivo (Ver anexos 8.1, Pag. 39)

Suelo contaminado con crudo de petréleo, procedente de Trompeteros, Iquitos.
Suelo de cultivo, procedente de una zona aledafia a la huaca San Marcos.
Petréleo crudo procedente de la refineria “La Pampilla”.

3.2 METODOS

3.2.1 MUESTREO

a) Muestreo de suelos para el aislamiento de microorganismos con capacidad
degradativa.

"Programa Cybertesis PERU - Derechos son del Autor" 15
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Se obtuvieron seis muestras de aproximadamente 1 kg desuelo contaminado con
crudo de petrdleo, procedentes de la zona de Trompeteros, Iquitos y fueron llevadas al
laboratorio en bolsas de polietileno etiquetadas, para realizar el aislamiento de
microorganismos oleofilicos.

b)Muestreo de suelos para evaluar la biodegradaciéon de crudo en terrarios.

Se obtuvieron tres muestras de 30 kg de suelo de cultivo de alfalfa procedente de
una zona aledafia a la huaca San Marcos, para determinar la biodegradacion en terrarios.
Cada muestra de 30 kg fue introducida en un terrario y una vez contaminada con crudo
de petrdleo intencionalmente, de cada terrario se tomaron muestras de aproximadamente
1 kg en el tiempo inicial y cada treinta dias durante noventa dias, para determinar:
hidrocarburos totales, humedad, pH, numero de microorganismos aerobios mesofilos,
numero de microorganismos oleofilicos, temperaturay tiempo.

3.2.2 PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS

3.2.2.1 AISLAMIENTO Y PURIFICACION DE BACTERIAS DEGRADADORAS
DE HIDROCARBUROS.

Se obtuvieron muestras de suelo de 1kg de una zona contaminada con crudo de petréleo
de Trompeteros, lquitos, para aislar cepas bacterianas por el Método de aislamiento de
bacterias degradadoras y emulsificantes de petréleo utilizado por Merino en 1998. Para lo
cual se suspendieron cinco gramos de suelo en 25 mL de solucion salina estéril al 0.85%
y a partir de la suspensién se sembré en 25 mL de medios de pre-enriquecimiento: Caldo
Palleroni y Caldo Acetato Mineral, ambos medios se incubaron a 30° C con agitacién
constante a cientocincuenta revoluciones por minuto durante setentaidos horas. Al cabo
de ese tiempo, se sembro por estria en agar King-B a partir de caldo Palleroni y en agar
Cerebro Corazén (BHI) a partir de caldo Acetato Mineral, se incubé a 30 °C por
venticuatro a cuarentaiocho horas, posteriormente se aislaron colonias de las diferentes
placas, tomando en cuenta su morfologia de crecimiento y la procedencia de la muestra.
Las colonias seleccionadas se resembraron para su purificacion en tubos que contenian
2 mL de caldo nutritivo. Cada colonia fue rotulada. Transcurridas las cuarentaiocho horas
de incubacion, para verificar la pureza de las cepas bacterianas se procedido a sembrar
por estria en Agar nutritivo, incubando a 30°C por 48 horas.

Después se seleccionaron las colonias aisladas y se sembraron en viales por
triplicado conteniendo agar nutritivo en plano inclinado, se volvié a incubar a 30 °C por 48
horas. Una vez observada la pureza de las cepas bacterianas, se procedié a taponar los
viales con tapones de goma estériles y a sellar con parafina. El cepario fue mantenido en
refrigeracion a 4° C hasta que se realizaron las pruebas de capacidad degradativa.

3.2.2.2 ACTIVIDAD EMULSIFICANTE DE LAS BACTERIAS DEGRADADORAS
DE PETROLEO.

Se realizé segun la metodologia propuesta por Goldman y col. (1982) Se procesaron

16
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3. MATERIALES Y METODOS

ciento veintinueve cepas bacterianas aisladas de seis muestreos, para evaluar la
capacidad que tienen de producir emulsificantes de petréleo en agua. Se empleé el
Medio Minimo de Goldman. (Ver anexos, Pag 41 ), al cual se le adicioné extracto de
levadura al 3% P/V (peso sobre volumen) Se utilizé petréleo crudo, proporcionado por la
refineria “La Pampilla”. Se esterilizé el medio a

121 °C por quince minutos, excepto el etanol, el cual fue agregado posteriormente en
condiciones de esterilidad.

Las cepas bacterianas se reactivaron en 2 mL de caldo Nutricio y se les incubé a 37
°C por venticuatro horas. Luego se repartié en matraces de 100 mL, 18 mL de medio
Minimo con Extracto de Levaduras al 3 %. Se adicion6 después los 2 mL de cultivo. Los
matraces se incubaron a 30 °C por setentaidos horas en agitacién constante.
Transcurrido el tiempo de incubacion, se procedid a centrifugar el cultivo a 5000 r.p.m por
treinta minutos.

Se obtuvieron 10 mL del sobrenadante en tubos de prueba de 16 x 150 mm, previa
decantacion, luego se le agregod a cada tubo con sobrenadante 0.2 mL de petroleo crudo
y se agit6 manualmente por cinco minutos (esto facilitdé la posible produccion de una
emulsién) Se trasvasaron 5 mL, de la preparacion anterior a tubos de Spectronic de 13 x
100 mm. para la lectura de la absorbancia a 540 nm. de longitud de onda en el
Espectrofotémetro "Spectronic 20D" Milton-Roy.

El blanco fue un tubo conteniendo el medio de cultivo sin inoculacion, y se procedié
de la misma manera que con las otras muestras.

La absorbancia leida se convirtié6 en unidades de actividad emulsificante por mililitro
(UAE/mL), siendo 0.816 de absorbancia equivalente a una unidad de actividad
emulsificante por mililitro.

3.2.2.3 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DEGRADATIVA DE LAS CEPAS
BACTERIANAS.

La actividad degradativa sobre el petrdleo se evalué segun la metodologia de Mills y col.
(1978).

El analisis semicuantitativo se aplic6 a las cepas bacterianas con actividad
emulsificante. Las cepas bacterianas se reactivaron en Caldo Nutricio y se les incubd a
30 °C por doce horas. Se utilizé el Medio Mineral propuesto por Mills y col. (1978).(Ver
anexos pagina 40),al cual se le anadioé petréleo crudo como unica fuente de carbono.

Se repartieron 9 mL del medio en tubos de 16 x 150 mm. y se le anadi6 1 mL de
cultivo, incubando por treinta dias a temperatura ambiente. El crecimiento se midio por la
turbidez visible en el medio de cultivo. Se consideré como blanco negativo un tubo
conteniendo los componentes del medio descrito sin inoculacién. Las lecturas se hicieron
tomando en cuenta que una turbidez de (2+) , equivalente a una poblacién superior a 6 x
10 ~ m.o/mL ,en la escala Turbidimétrica de Mc. Farland, correspondg a un crecimiento
regular, una turbidez de tres (3+) con una poblacion superior a 9x 10 = m.o/mL, equivale
a ug crecimiento bueno, y una turbidez de cinco (5+) con una poblaciéon superior a 15 x
10 ~ m.o/mL, igual a un crecimiento muy bueno.
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3.2.2.4 IDENTIFICACION TAXONOMICA

Para la identificacidon taxondémica, primero se efectud la coloraciéon de Gram de todas las
cepas bacterianas seleccionadas, y segun esto se les agrupé en bastones y cocobacilos
gramnegativos, bastones y cocobacilos grampositivos, cocos gramnegativos y cocos
grampositivos. Para diferenciar entre bastones grampositivos y cocos grampositivos, se
realizé la prueba de catalasa, mientras que la prueba de oxidasa fue aplicada a todas las
cepas bacterianas grampositivas y gramnegativas. (Manual de Bacteriologia
Determinativa de Bergey’s, 1997). Los bastones y cocobacilos gramnegativos oxidasa
negativos, fueron identificados mediante pruebas bioquimicas segun Bergey, 1997 y para
la identificacion taxondmica de los bastones y cocobacilos gramnegativos, positivos a la
prueba de oxidasa, se utilizé6 el Sistema APl 20 NE ! (9), el cual es un sistema
estandarizado que combina ocho pruebas bioquimicas y doce pruebas de asimilacion,
ademas de la prueba de oxidasa. Este sistema se aplica a cepas bacterianas que no
pertenecen a la Familia de las Enterobacterias. La galeria APl 20 NE esta compuesta de
veinte microtubos que contienen medios y/o substratos en forma deshidratada. Ver
flujograma N° 01. Pag 17.

PREPARACION DE LA GALERIA API 20 NE.

Sedeposité aproximadamente 5 mL, de agua destilada en los alvéolos de la camara,
para proporcionar una atmésfera humeda a la camara de incubacion.

Se rotuld la camara con la clave de la cepa respectiva. Luego , la galeria de la bolsa
hermética estéril fue incubada.

Preparacion del inéculo.

En un tubo conteniendo 2 mL de cloruro de sodio al 0.85%, se realizé una
suspension bacteriana, la turbidez debia ser igual al patron 0.5 de la Escala Mc. Farland.

Las colonias fueron obtenidas del cultivo puro en agar nutritivo.
Inoculacién de la Galeria

Se llenaron los microtubos, (no las cupulas) de las pruebas Nitrato de Potasio o NO

a P-nitro-fenil-BD galactopiranosido oPNPG, con la suspensién bacteriana utilizando una
pipeta Pasteur, evitando que se formen burbujas. Luego se transfirié cuatro a ocho gotas
de la suspensidon bacteriana a una ampolla de medio Auxiliar (AUX Medium). Se
homogenizé con la pipeta evitando la formacidén de burbujas. Después se llenaron los
microtubos y las cupulas de las pruebas Glucosa (GLU) a Fenil-acetato (PAC), de tal
manera que el nivel del liquido quedaba horizontal o ligeramente convexo en la cupula,
nunca céncavo.

Se llen6é luego con aceite de parafina estéril las cupulas de las tres pruebas
subrayadas (GLU; Arginina (ADH); Urea (URE), de tal manera que se formé un menisco
convexo. Luego se cubrié la camara y se incubé a 30 °C durante veinticuatro horas.

Lectura de la Galeria

1
Analytab Products, Division of Sherwood Medical 200 Express Street Plainview, New York 11803

18

"Programa Cybertesis PERU - Derechos son del Autor"



3. MATERIALES Y METODOS

Después de veinticuatro horas de incubacion, la lectura se llevo a cabo utilizando la
tabla de lectura del APl 20 NE. Se anotaron todas las reacciones espontaneas: GLU,
ADH, URE, Esculina ( ESC), Gelatina (GEL), PNPG y se registraron en las fichas
respectivas segun el catalogo analitico. Las pruebas de NO3 y Triptéfano (TRP) se
realizaron protegiéndolas de la contaminacion.

Prueba de reduccion de Nitratos a Nitritos

Se afadié una gota del reactivo Nitrato uno NIT1 y Nitrato dos NIT2 en la cupula de

N03. El viraje al color rojo, después de cinco minutos, indicd una reaccién positiva.

Prueba de produccion de indol.(TRP).

Se afadié una gota del reactivo para Indol. La presencia de un color rosa en la
cupula indicaba una reaccion positiva.

Prueba de asimilacion.

Se observé el crecimiento bacteriano, el cual se evidencia por la turbidez de la
cupula. En algunos casos, fue necesario una reincubacion por veinticuatro horas mas,
excepto las pruebas de NO_, TRP, y GLU que debian ser leidas unicamente a las
veinticuatro horas. Ver Flujograma N° 01.
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Figura 1. identificacion de bacterias oleofilicas.

3.2.2.5 SELECCION DEL CONSORCIO BACTERIANO EXOGENO

Se seleccionaron como miembros del consorcio bacteriano exdégeno a las cepas
bacterianas que presentaron mayor actividad emulsificante y degradativa.

3.2.2.6 PREPARACION DEL INOCULO.

Las cepas integrantes del consorcio bacteriano exdgeno fueron reactivadas y a las
veinticuatro horas fueron inoculadas cada una por separado en 3.5 mL de caldo nutritivo,
al cabo de veinticuatro horas, nuevamente fueron inoculadas en 35 mL de medio mineral
el cual contenia, como unica fuente de carbono, extracto etéreo de crudo de petrdleo,
n-hexadecano o crudo de petréleo al 5 % . Finalmente, después de un dia fueron
inoculadas en 350 mL de medio mineral con las fuentes de carbono mencionadas.

Este procedimiento se realizdé por triplicado para cada cepa hasta alcanzar un
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volumen aproximado de tres litros, cantidad adecuada por ser el 10% del volumen del
terrario.

El recuento de la poblacion bacteriana de cada cepa se realizd, utilizando camara
Neubauer.

3.2.2.7 DETERMINACION DE LA COMPOSICION QUIMICA DEL CRUDO DE
PETROLEO.

Se determind la composicidon quimica porcentual del destilado de crudo de petroleo
procedente de la refineria “La Pampilla” a 200 °C mediante cromatografia de gases,
determinando las diferentes clases de hidrocarburos: saturados aciclicos, saturados
ciclicos, insaturados olefinicos. El analisis fue realizado en la Unidad de Servicios de
Analisis Quimicos (USAQ) de la Facultad de Quimica e Ingenieria Quimica de la
Universidad Nacional Mayor de San Marcos.(Ver anexos Pag 42)

3.2.2.8 CARACTERIZACION DEL SUELO DE CULTIVO.

Se determinaron las principales caracteristicas fisicoquimicas del suelo de cultivo, entre
ellas: textura, salinidad, materia organica, Carbono, Nitrégeno, Fésforo, Potasio y pH,
mediante diversos analisis efectuados en el Laboratorio de Agua y Suelo de la Facultad
de Ingenieria Agricola de la Universidad Nacional Agraria La Molina. (Ver Pag 45 ).

3.2.2.9 ESTERILIZACION DEL SUELO CON LUZ ULTRAVIOLETA.

Los treinta kilogramos de suelo fueron separados en porciones de aproximadamente 5 kg
y se extendieron sobre bandejas de 60 cm de largo por 38 cm de ancho, recubiertas con
bolsas de polietileno de boca ancha, el suelo no debia tener una profundidad mayor a
cinco centimetros, la esterilizacion con luz ultravioleta (intensidad de 253-260 nm) se
realiz6 a una distancia de 20 cm. Durante treinta minutos, removiendo el suelo cada
quince minutos. La esterilidad del suelo se comprobé mediante una prueba de esterilidad,
en la cual 5 g de suelo fueron suspendidos en solucién salina estéril al 0.85% y a partir de
la suspension se sembré en 25 mL de caldo nutritivo y a su vez en agar nutritivo, al cabo
de venticuatro horas de incubacion, no hubo crecimiento microbiano, por tanto, después
de la esterilizacion con luz ultravioleta, el suelo fue inoculado inmediatamente para evitar
cualquier contaminacion.

3.2.2.10 BIODEGRADACION DE CRUDO DE PETROLEO EN TERRARIOS.

Se evaludé con la tecnologia Landfarming, utilizada por Belloso y col.,1998. Se
acondicionaron tres terrarios o recipientes metalicos de aproximadamente 50 kg de
capacidad, los cuales fueron cubiertos interiormente con una capa gruesa de pintura
epoxica no biodegradable para evitar el contacto del suelo de cultivo con el metal.
Posteriormente, las tres muestras de suelo de cultivo de 30 kg fueron introducidas en
cada terrario y se adiciond intencionalmente crudo de petréleo a estas muestras hasta
una profundidad aproximada de 5 cm., el crudo de petréleo se mantuvo en la superficie
del suelo. Cuadro N° 01. Se determiné al comienzo del ensayo y cada treinta dias en
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cada suelo contenido en los terrarios los siguientes parametros: temperatura, pH,
humedad, contenido de hidrocarburos, recuento de microorganismos aerobios totales y
microorganismos degradadores de hidrocarburos hasta los noventa dias.

Los terrarios fueron:

TERRARIO N° 01.- Denominado control abiético, este primer terrario fue tratado con
un litro de hipoclorito de sodio al 5.25 %, para inhibir el crecimiento microbiano y poder
evaluar unicamente la influencia de los factores ambientales en la degradacién de
hidrocarburos.

TERRARIO N° 02.- En este terrario el suelo se mantuvo en condiciones normales, y
se observd unicamente la influencia de los microorganismos nativos del suelo en la
biodegradacion.

TERRARIO N° 03.- En el tercer terrario se introdujo suelo previamente esterilizado

con luz ultravioleta, ver esterilizacion del suelo con luz U.V. (3.2.2.9 Pag 19 ).
Posteriormente se inoculd en el suelo el consorcio bacteriano exdgeno seleccionado.

Los tres terrarios se mantuvieron a la intemperie durante noventa dias aireandose
semanalmente mediante mezclado de todo el contenido. Cuadro N° 01. (Ver foto N° 01,
anexos Pag. 47).

Tabla1. remediacion por tecnologia landfarming*

TERRARIO SUELO| CONCENTRACION | HIPOCLORITO *CONSORCIO | AGUA
kg DE CRUDO DE AL 5.25% BACTERIANO DESTILADA

PETROLEO 5 % Litros
kg/kg

1.Control 30 5 1 litro -- 5

abidtico

2.Consorcio |30 5 -- -- 5

bacteriano

nativo

3. Consorcio |30 5 -- Exdgeno (3 2

bacteriano litros de cultivo)

exdgeno.

3.2.2.11 CUANTIFICACION DE HIDROCARBUROS TOTALES

Los hidrocarburos de cada muestra se extrajeron mediante soxhlet por el método 3540
EPA (Agencia de Proteccién Ambiental de Estados Unidos) que consiste en mezclar 25 g
de muestra con 25 g de sulfato de sodio anhidro y proceder a la extraccion de
hidrocarburos por soxhlet utilizando como solvente éter etilico a una temperatura
constante de 60 °C durante doce horas, luego de ese tiempo reducir el volumen del
solvente en un rota vapor hasta obtener un volumen menor a 10 mL Secar el extracto
adicionando 0.1 g de sulfato de sodio anhidro y transferir mediante enjuagues a un vial
previamente pesado. Después de la evaporacién del solvente a 25 °C, cuantificar
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gravimétricamente el hidrocarburo extractable.

3.2.2.12 RECUENTO DE BACTERIAS AEROBIAS MESOFILAS Y
OLEOFILICAS POR DISEMINACION.

De cada muestra de suelo se pes6 10 gramos que se gqspendieron en 90 mL de solucién
salina estéril al 0.85%, esta fue la diluciéon 1:10 o0 10 , de la dilucion 1:10 se obtuvo ]
mL y se llevé a un tubo con 9 mL de dilucién, y asi sucesivamente hasta la dilucién 10 .
Las diluciones podian continuar dependiendo del experimento. Para hacer el recuento de
bacterias aerobias mesdfilas, de cada tubo de dilucion se transfirio 0.1 mL a cada placa
petri que contenia agar Plate Count, este procedimiento se hizo por duplicado y para el
recuento de las bacterias oleofilicas también se obtuvo 0.1 mL de cada diluciéon y se
inoculd a cada placa petri que contenia agar Cetrimide mas petréleo al 1 % por duplicado.

El in6culo fue depositado en un margen del agar y con la varilla horizontal de la
espatula Drigalsky, se distribuy6 por toda la superficie del agar evitando pasar dos veces
por el mismo plano. La tapa de la placa se levantd sdélo lo necesario para evitar
contaminacion. Las placas fueron incubadas en posicion invertida de veinticuatro a
cuarenta y ocho horas.

Al cabo de ese tiempo se escogieron las placas que contenian de treinta a
trescientas colonias para el recuento. Para expresar el resultado final, el nUmero total de
microorganismos se multiplicé por la inversa del volumen de inéculo y por la inversa de la
dilucion y se reporté como unidades formadoras de colonias por mililitro (UFC/mL)

3.2.2.13 MEDICION DEL pH DEL SUELO

Para determinar el pH se obtuvo una muestra de 1 kg de suelo, el pH se determiné en
suspensiones del suelo al 40% peso sobre volumen (P/V) en una solucién de bicloruro de
Calcio al 0.01 molar ( CaCI2 0.01 M), utilizando potencidometro.

3.2.2.14 DETERMINACION DE LA HUMEDAD DEL SUELO

Antes de determinar la humedad se obtuvo una muestra de 1 kg de suelo, la humedad se
determiné gravimétricamente por secado de 25 g de suelo a 105 °C hasta obtener peso
constante.

3.2.2.15 MEDICION DE LA TEMPERATURA
La temperatura se determind utilizando un termémetro digital en el suelo contenido en
cada terrario.

3.2.2.16 ANALISIS ESTADISTICO POR REGRESION MULTIPLE

En el presente estudio, la biodegradacién de crudo en terrarios cuantificada en
concentracién de hidrocarburos (variable Y), puede depender del tiempo, temperatura,
pH, humedad, bacterias oleofilicas, tipo de suelo 1: suelo del control abidtico, tipo de
suelo 2: suelo del consorcio bacteriano nativo, tipo de suelo 3: suelo del consorcio
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Para obtener el modelo final, se utilizé el programa SPSS 9.0 Windows con analisis
de Regresion Multiple por Pasos o Stepwise, (ver anexos Pag 48) con seleccién de
variables, el cual permitié6 seleccionar las variables independientes de influencia
significativa en el proceso de degradacion, mediante la regresion por pasos, se puede
manejar un gran numero de variables en ejecucion y calcular una secuencia de
ecuaciones de regresion, incorporando o eliminando en cada paso una variable
independiente, el programa de computo SPSS registra las variables en pasos individuales
de la mejor a la peor, siempre que cumplan con el criterio estadistico establecido.

En el programa, se registra primero la variable independiente que explica la mayor
cantidad de varianza en la variable dependiente. La siguiente variable por registrar,
explica la mayor cantidad de varianza en conjuncion con la primera y asi sucesivamente.
En cada paso, se registra en la ecuacién la variable que explica la mayor cantidad de
varianza no explicada por la variable que ya esta incluida en el modelo. En la validacién
del modelo, la hipotesis nula se rechaza cuando el coeficiente de regresion es diferente
de cero en forma significativa, el valor F es elevado y el nivel de significacion es menor
que 0.10, 0.05 y 0.01. La hipdtesis nula indica que los coeficientes que acompafian a las
variables seleccionadas son iguales a cero en forma simultanea.

Si se rechaza la hipodtesis nula, se afirmaria que las variables elegidas son

importantes en el proceso de biodegradacion. Entonces se tiene:
HO: B1= 82 =0

Ha:B1¢BZ¢O

Donde:

HO: hipétesis nula.

24

"Programa Cybertesis PERU - Derechos son del Autor"



3. MATERIALES Y METODOS

Ha: hipétesis alterna.
B1: coeficiente de la primera variable seleccionada.

Bz: coeficiente de la segunda variable seleccionada.
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4. RESULTADOS

4.1 AISLAMIENTO Y PURIFICACION DE BACTERIAS
DEGRADADORAS DE HIDROCARBUROS.

Se aislaron ciento veintinueve cepas bacterianas a partir de seis muestras de suelo
contaminado con crudo de petroleo procedentes de Trompeteros, lquitos. El 81.39%
(105) de las cepas bacterianas aisladas fueron gramnegativas, de las cuales 25.71% (27)
fueron bastones gramnegativos (BG-), 60% (63) fueron cocobacilos gramnegativos
(CBG-) y 14.28% (15) fueron bastones cortos gramnegativos (BCG-). Entre las 24
bacterias grampositivas 18.60% del total, se encontr6 que 37.5% (9) fueron bastones
grampositivos (BG+) y 62.5% (15) fueron cocos grampositivos (CG+)
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Figura 01.

4.2 ACTIVIDAD EMULSIFICANTE DE LAS BACTERIAS
DEGRADADORAS DE PETROLEO.

Segun la prueba de actividad emulsificante, del total de cepas bacterianas, el 99.22%
(128) de las cepas aisladas, presentaron actividad emulsificante y 0.77% (1) no la
presento. La actividad emulsificante fluctué entre 0.75 UAE/mL y 3.66 UAE/mL

En el cuadro N° 02, se observan las cepas bacterianas de mayor A.E , las cuales
fueron tres: Pseudomonas aeruginosa 4k-1, Serratia rubidae 6B9, Bacillus sp. 6Bh-1.

Tabla. 2. Actividad emulsificante de las cepas bacterianas oleofilicas identificadas
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NO

ESPECIE

ACTIVIDAD
EMULSIFICANTE UAE

=/mL

Acinetobacter calcoaceticus Iwoffi
1Bh-2

1.07

2 Pseudomonas aeruginosa 1B-3 1.12
3 Acinetobacter calcoaceticus anitratus | 1.10
1B-5
4 Aeromonas salmonicida salmonicida |1.18
2B-1
5 Pseudomonas aeruginosa. 4Bh2 1.13
6 Acinetobacter calcoaceticus anitratus | 1.01
4Bh3
7 Hafnia alvei 4Bh4 1.03
8 Hafnia alvei 4Bh7 1.59
9 Pseudomonas aeruginosa 4Bh12 1.15
10 Hafnia alvei 4Bh14 0.92
11 Pseudomonas aeruginosa 4K-1 3.66
12 Enterobacter agglomerans 4K-3 1.072
13 Enterobacter agglomerans 4K-4 0.75
14 Pseudomonas aeruginosa 5Bh-1 0.78
15 Pseudomonas acidovorans 5Bh-6 1.16
16 Enterobacter agglomerans 5K2 1.11
17 Bacillus Sp. 6Bh-1 1.676
18 Acinetobacter calcoaceticus Iwoffi 1.40
6Bh-2
19 Enterobacter agglomerans 6Bh-3 1.11
20 Hafnia alvei 6Bh-4 1.00
21 Pseudomonas aeruginosa 6Bh-6 1.05
22 Pseudomonas cepacia 6K1 1.10
23 Pseudomonas aeruginosa 6K3 1.46
24 Pseudomonas aeruginosa 6K5 1.04
25 Pseudomonas aeruginosa 6K7 1.41
26 Pseudomonas aeruginosa 6K8 1.28
27 Pseudomonas cepacia 6K9 1.02
28 Pseudomonas pseudomallei 6B4 1.5
29 Pseudomonas aeruginosa 6B6 1.01
30 Serratia rubidae 6B9 2.72

4.3ACTIVIDAD DEGRADATIVA DE LAS CEPAS

BACTERIANAS.
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El 97.67 % (126) de las cepas bacterianas evaluadas, presentaron A.D, mientras que
2.32% (3) no la presentaron. La actividad degradativa de las treinta cepas bacterianas
identificadas fue de regular (2+) a buena (3+). Cuadro N° 03.

Tabla 3. Actividad degradativa de las cepas bacterianas oleofilicas identificadas

N° ESPECIE ACTIVIDAD
DEGRADATIVA
1 Acinetobacter calcoaceticus Iwoffi 2+
1Bh-2
2 Pseudomonas aeruginosa 1B-3 2+
3 Acinetobacter calcoaceticus anitratus 1 |2+
B-5
4 Aeromonas salmonicida salmonicida |2+
2B-1
5 Pseudomonas aeruginosa 4Bh2 2+
6 Acinetobacter calcoaceticus anitratus |2+
4Bh3
7 Hafnia alvei 4Bh4 2+
8 Hafnia alvei 4Bh7 2+
9 Pseudomonas aeruginosa 4Bh12 2+
10 Hafnia alvei 4Bh14 3+
11 Pseudomonas aeruginosa 4K-1 3+
12 Enterobacter agglomerans 4K-3 2+
13 Enterobacter agglomerans 4K-4 3+
14 Pseudomonas aeruginosa 5Bh-1 3+
15 Pseudomonas acidovorans 5Bh-6 2+
16 Enterobacter agglomerans 5K2 3+
17 Bacillus Sp. 6Bh-1 3+
18 Acinetobacter calcoaceticus Iwoffi 2+
6Bh-2
19 Enterobacter agglomerans 6Bh-3 2+
20 Hafnia alvei 6Bh-4 3+
21 Pseudomonas aeruginosa 6Bh-6 2+
22 Pseudomonas cepacia 6K1 3+
23 Pseudomonas aeruginosa 6K3 2+
24 Pseudomonas aeruginosa 6K5 2+
25 Pseudomonas aeruginosa 6K7 2+
26 Pseudomonas aeruginosa 6K8 2+
27 Pseudomonas cepacia 6K9 2+
28 Pseudomonas pseudomallei 6B4 3+
29 Pseudomonas aeruginosa 6B6 3+
30 Serratia rubidae 6B9 3+
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4.4IDENTIFICACION TAXONOMICA

Las treinta cepas bacterianas de mayor actividad emulsificante fueron identificadas
taxondmicamente. Del total de cepas bacterianas identificadas 13.3% (4) pertenecian al
género Acinetobacter, 50% (15) al género Pseudomonas, 13.3% (4) al género Hafnia,
3.3% (1) fue Aeromonas , 3.3% (1) fue Bacillus,3.3% (1) fue Serratia y 13.3% (4) al
género Enterobacter. Cuadros N° 02 y 03. Las especies del género Pseudomonas,
fueron: Pseudomonas aeruginosa (36.67%), Pseudomonas acidovorans (3.33%),
Pseudomonas cepacia (6.67%), Pseudomonas pseudomallei (3.33%).

4.5 SELECCION DEL CONSORCIO BACTERIANO
EXOGENO.

Las cepas bacterianas seleccionadas para formar el consorcio bacteriano exdgeno
fueron: Pseudomonas aeruginosa 4k-1, Bacillus sp.6Bh-1 ySerratia rubidae 6B9, las que
presentaron una A.E de 3.66 UAE/mL, 1.676 UAE/mL y 2.72 UAE/mL respectivamente y
una actividad de tres (3+) equivalente a una A.D. buena. La poblacion del consorcio
bacteriano exdgeno se observa en el cuadro N° 04.

Tabla 4. Poblacion del consorcio bacteriano exégeno

ESPECIE POBLACION
(Bact/mL)
Serratia rubidae 6B9 1.92x10 z
Pseudomonas aeruginosa 4k-1 2.69 x10 f,
Bacillus Sp. 6Bh-1 4.93x10 "

4.6 BIODEGRADACION DE HIDROCARBUROS

En el cuadro N° 05, se observa la temperatura, humedad y pH del suelo en los diferentes
terrarios: control abidtico (C.A), consorcio bacteriano nativo (C.N) y consorcio bacteriano
exogeno (C.E).

La temperatura no tuvo mucha variacién y fue similar en los tres terrarios, la mayor
temperatura se presento en el suelo del C.N, la cual alcanz6 19.3 °C a los sesenta dias,
temperatura similar a la del C.E (19 °C) y a la del C.A (18.4°C).

En cambio la humedad tuvo variaciones durante los noventa dias, la humedad mas
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alta se observo a los treinta dias en el terrario C.E, la cual fue 84 mL/kg, que fue mayor a
la del C.N (64mL/kg) y similar a la del C.A (80mL/kg).

El pH, generalmente se mantuvo cercano a la neutralidad, sin embargo, presentd una
ligera disminucion al cabo de tres meses de 7.5 a 6.0 en los terrarios: C.N y C.E, pero en
el C.A permanecio en siete.

Tabla 5. Temperatura, humedad y ph del suelo contenido en los terrarios.

DIAS | TEMPERATURA °C HUMEDAD mL/kg pH

CA" |[CN 2 |C.E - C.A 'C.N 'C.E C.A [CN 'C.E
0 16.8 17.7 |17.6 0.005 0.0053 10.0045 |7.45 |75 7.55
30 171 18.2 [19.2 80.0 64.0 84.0 8.0 7.54 7.64
60 18.4 19.3 [19.0 28.0 28.0 48.0 7.58 |7.88 7.9
90 15.7 16.3 |16.1 52.0 16.0 8.0 7.0 6.0 6.0
1. C.A: Control abiético. 2. C.N: Consorcio bacteriano nativo 3. C.E: Consorcio
bacteriano exdgeno.

El mayor porcentaje de biodegradacién fue 92.5% a los noventa dias y se obtuvo en
el terrario que contenia el consorcio bacteriano exdégeno, en el cual hubo una reduccién
de la concentracién de hidrocarburos de 1.2 g de hidrocarburos /25 g de suelo a 0.09 g
/25 g a los noventa dias. Cuadro

N° 06. Los parametros de este terrario fueron: temperatura de 16.1 °§), pH igual a
6.0, humedad de 8 mL/kg, (Cuadro N° 05), un promedio de 1.85 x 10 =~ UFC/mL dﬁ
microorganismos aerobios mesofilos y un promedio de bacterias oleofilicas de 2.12 x 10
UFC/mL

Tabla 6. Porcentaje de reduccion de hidrocarburos en terrarios.

TIEMPO CONTROL ABIOTICO CONSORCIO CONSORCIO
BACTERIANO NATIVO | BACTERIANO EXOGENO
Dias Hidrocarburos’ parcial de | Hidrocarburos% parcial de | Hidrocarburos% parcial de
g/25¢g reduccion de| G/25 g reduccion de| g/25 g reduccion de
hidrocarburos hidrocarburos hidrocarburos
0 0.4 0 0.15 0 1.2 0
30 0.18 55 0.27 -80 0.44 63.4
60 0.18 0 0.25 134 0.21 19.1
90 0.18 0 0.06 126.6 0.09 10.0
TOTAL 55 60 92.5

Segun el primer recuento de bacterias oleofilicas, no se observd crecimiento
bacteriano en el suelo del terrario del consorcio nativg, sin embargo al cabo de treinta
dias, la poblacién bacteriana aumenté a 3.30 x 10 =~ UFC/mL Ver grafico N° 02, en
cambio la poblacion de bsacterias oleofilicas del consorcio exdgeno fue mayor en el
tiempo inicial ( 8.08 x 10 ~ UFC/mL), sin embargo al cabo de treinta dias la poblacion
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bacteriana disminuy6 a 9.63 x 10 6 UFC/mL Ver gréafico N° 03. A partir de los treinta dias,

tanto en el consorcio nativo como en el exdgeno, la cantidad de bacterias oleofilicas,
disminuyd progresivamente, en forma directamente proporcional a la disminucién en la
concentracién de hidrocarburos. Ver graficos N° 02 y 033 En el control abidtico en el
tiempo inicial, el crecimiento bacteriano fue bajo (2.5 x 10 = UFC/mL), sin embargo a los

noventa dias no se observo crecimiento.
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4.6.1 REGRESION MULTIPLE POR PASOS

De acuerdo a la regresion multiple por pasos o Stepwise se encontré un modelo para el
analisis de datos, el cual, selecciona a la variable microorganismos como variable
independiente de influencia significativa en el proceso de biodegradacién de
hidrocarburos y excluye a las otras variables independientes. Cuadro N° 07.

Tabla 7. Variables introducidas y eliminadas por el método de regresiéon muiltiple por pasos o stepwiseal

Modelo| Variables introducidas | Variables eliminadas Método

1 MICROORGANISMOS | Dias, humedad, pH, Por pasos (criterio:
suelo 1, suelo 2, suelo 3 y| Probabilidad de F para entrar
temperatura. <= 0.050, probabilidad de F

para salir >= 0.100)

Variable dependiente: HHDROCARBUROS

El modelo fue elegido por el programa SPSS, por no tener intercepto y tener un
coeficiente de determinacion o R cuadrado del 78% aproximadamente, es decir que el
modelo se ajusta bien a los datos por que el R cuadrado es alto. Cuadro N° 08.

Tabla 8. Resumen del modelo

Modelo| R R R Error Cambiar los estadisticos
Cuadrado Cuadra.do tipico de Cambio |Cambio g1 (g2 | Sig del
a BEMEEE [ enR en F cambio
SEHINEEE cuadrado enF

0.883 70.780 0.760 8071.7585 |0.780 139.016 [1  [11 ]0.000

Para la regresion a través del origen (el modelo sin interseccién), R cuadrado mide la
proporcion de la variabilidad en la variable dependiente acerca del origen explicado por la
regresion. No es posible comparar esto con R cuadrado para los modelos que incluyen

una interseccion.
Variable predictora;: MICROORGANISMOS.

Segun el cuadro N° 09, el modelo es valido porque se rechaza la hipotesis nula
debido a que el coeficiente de regresion es diferente de cero en forma significativa y el

valor de F es elevado

(F = 39.016), ademas la significancia es menor que 0.01, por tanto se afirma que la
variable microorganismos es importante en el proceso de biodegradacién de crudo en

suelos.

Tabla 9.-Anova
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Modelo Suma de gl Media F Sig
cuadrados cuadratica
Pw
1 Regresion | 2.54E+09 1 2.54E+09 |39.016 0.000
Residual 717E+0.8 |11 65153286
Total 3.26E+09° |12

Variable predictora: MICROORGANISMOS

Esta suma total de cuadrados no se ha corregido para la constante porque la
constante es cero para la regresion a través del origen.

En el cuadro N° 10, la variable microorganismos participa en la explicacion de la
variable dependiente concentracion de hidrocarburos (HIDROCARBUROS) con un
coeficiente estandar del 0.883 y una confiabilidad préxima al 100%. Segun el estadistico t
se rechaza la hipdtesis nula, es decir existe una alta relacion entre la variable
HIDROCARBUROS vy la variable independiente MICROORGANISMOS.

Tabla 10. Coeficientes de regresion

Modelo Coeficientes no Coeficientes | T Sig
estandarizados estandarizados
B Error Beta
tipico
1 MICROORGANISMOS 6.158E-04 0.000 \0.883 \6.246 \0.000

En el cuadro N° 11 se observan las variables que han sido excluidas por no tener
significancia estadistica en el modelo.

Tabla N° 11. Variables excluidas

Modelo Beta dentro T Sig Correlacion
parcial
1 DIAS 0.2792 2.336 0.042 0.594
HUMEDAD 0.323° 2.971 0.014 0.685
pH 0.441° 5.726 0.000 0.875
SUELO 1 0.301° 2.642 0.025 0.641
SUELO 2 0.211° 1.597 0.141 0.451
SUELO 3 0.211° 1.597 0.141 0.451
TEMPERATURA 0.437° 5.572 0.000 0.870

Variable predictora en el modelo: MICROORGANISMOS
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5. DISCUSION

De manera similar a Arenas en 1999, quien aislé doscientas sesentaidos cepas
bacterianas de agua y tierra procedentes de la refineria “La Pampilla”, de las cuales 68%
fueron gramnegativas, en el trabajo, también se obtuvo un elevado numero de cepas
bacterianas oleofilicas (cientoventinueve), aisladas de suelos procedentes de
Trompeteros, Iquitos, de las cuales el 81.39% fueron gramnegativas. Por tanto, se
confirma que existen bacterias capaces de metabolizar hidrocarburos. Arenas, aislé
mayor cantidad de bacterias consumidoras de hidrocarburos, porque las muestras que
evalu6 procedian de una zona con mayor concentracion de hidrocarburos. Atlas, en 1983,
afirmé que la poblacién de bacterias oleofilicas aumenta después de derrames de
petroleo y es directamente proporcional a la concentracién de hidrocarburos.

Se encontré ademas, que el 99.22% de cepas bacterianas presentaron actividad
emulsificante, este resultado corrobora lo afirmado por Hayes y col., en 1986, quienes
indicaron que muchos microorganismos sintetizan biosurfactantes y bioemulsificantes,
que permiten asimilar los hidrocarburos. La actividad emulsificante y degradativa de las
cepas bacterianas aisladas, fue menor a la obtenida por Arenas, debido a las
caracteristicas genéticas de las cepas bacterianas, asi la mayor actividad degradativa
alcanzada fue tres (3+), en cambio, Arenas, obtuvo una actividad degradativa de cinco
(5+)

En la identificacion taxonémica se verificd la existencia de especies del género
Pseudomonas:. Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas acidovorans, Pseudomonas
mallei, Pseudomonas cepacia, Pseudomonas pseudomallei, especies identificadas
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también por otros investigadores, quienes afirman que los microorganismos del género
Pseudomonas sp., tienen un rol importante en la degradacién de petroleo, asi Leahy y
Colwell en 1990, indicaron que los microorganismos degradadores de hidrocarburos mas
importantes, tanto en aguas como en suelos son: Pseudomonas sp., Achromobacter,
Acinetobacter, Alcaligenes, Arthrobacter, Bacillus, Flavobacterium y Nocardia, Renteria y
Miranda, en 1998, encontraron cinco cultivos de mayor actividad biodegradativa:
Micrococcus, Pseudomonas, Alcaligenes, Acinetobacter y Flavobacterium y Tantalean y
Altamirano, en 1998, encontraron un cultivo mixto de Pseudomonas sp. nativas que
tuvieron la mayor capacidad para utilizar el petréleo diesel D2.

En cuanto a la biodegradacién de crudo en terrarios, el consorcio bacteriano exégeno
produjo mayor biodegradacion en los suelos evaluados, debido a la humerosa poblacion
de bacterias oleofilicas y a la capacidad degradativa elevada que presentaba, con
respecto al consorcio bacteriano nativo, el cual degraddé en menor cantidad los
hidrocarburos debido a que el suelo de cultivo en el cual se realiz6 el ensayo de
biorremediacion procedia de una zona que no habia sido anteriormente contaminada con
hidrocarburos, por tanto inicialmente, no presentaba bacterias oleofilicas, asi segun el
primer recuento realizado en laboratorio, no existian bacterias olecfilicas en el suelo, sin
embargo después de un mes de la adicion intencional de crugo de petroleo al suelo, se
encontré un aumento en la poblacion bacteriana a 3.30 x 10 = UFC/mL, esto indica que
se estimuld el crecimiento de bacterias oleofilicas, al adicionar el crudo de petréleo, en
cambio la poblacion de bacterias exdgenas fue disminuyendo progresivamente, a medida
que los hidrocarburos eran degradados, la disminucién de bacterias oleofilicas fue
directamente proporcional a la disminucion en la concentracion de hidrocarburos, esto se
atribuye a que cuanto menos sustrato tienen las bacterias hidrocarburoclasticas, estas se
encuentran en menor cantidad. No se puede afirmar que el 55 % de degradacion hallada
en el control abidtico se deba a factores ambientales puesto que se encontrd cierta
cantidad de microorganismos debido a una contaminaciéon, en cambio Belloso y
col.,1998, en el control abidtico, lograron inhibir completamente la microbiota del suelo
utilizando bicloruro de mercurio.

El porcentaje de biodegradacién de hidrocarburos producido por el consorcio
bacteriano exdgeno a los treinta dias fue 63.4%, porcentaje mayor al obtenido por Belloso
y col. quienes lograron una degradacion de 45% a los treinta dias, esto debido a que
inocularon una sola cepa bacteriana oleofilica, en cambio en el presente estudio se
inoculd un consorcio bacteriano exdégeno conformado por tres cepas bacterianas
oleofilicas, también Belloso y col encontré menor reduccién de hidrocarburos en el
terrario donde se encontraban las bacterias nativas (12%) y en el control abiotico (8%)
Sabirova en el 2000, obtuvo aun menor porcentaje de biodegradacion (22%) a los treinta
dias, después de aplicar un consorcio bacteriano halotolerante para la biodegradacion de
hidrocarburos en suelos, esto se debe a que la salinidad inhibe la actividad microbiana en
suelos, mientras que en el control abiético encontré un proceso degradativo lento de 22%
de degradacion al cabo de ocho meses, esto reafirma la importancia que tienen los
microorganismos en la biodegradacién de crudo de petréleo en suelos asi en la presente
investigacion, se encontré que los microorganismos oleofilicos participaron directamente
en la variacion de la concentracion de hidrocarburos en los terrarios con un coeficiente
estandar de 0.883 y una confiabilidad proxima al 100 %, Diaz y col. en 1999, evaluaron la
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biodegradacién de hidrocarburos utilizando un consorcio microbiano de la rizésfera de
Cyperus laxus Lam. en condiciones de laboratorio y encontraron una biodegradacién del
62.28% a los treintaicuatro dias, aunque el estudio no fue realizado a nivel de terrarios, el
porcentaje de biodegradacion fue similar al alcanzado en el presente trabajo, el cual fue
63.4 % a los treinta dias.

La fertilidad del suelo de cultivo evaluado favorecio el proceso biodegradativo. Sirvins
y Tramier en 1993, afirman que la tasa de eliminacién del petréleo después de siete dias,
en la naturaleza aumenta a 62-70% e incluso 79% cuando se afiade nutrientes.

A los noventa dias del experimento, se alcanzé mayor porcentaje de biodegradacion
(92.5 %) que el encontrado a los cientochenta dias (57%) por Dibble y Bartha en 1979,
quienes evaluaron el efecto de los parametros ambientales en la biodegradaciéon del
crudo de petroleo en suelos fértiles.
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6. CONCLUSIONES

Se aislaron cientoventinueve cepas bacterianas capaces de degradar hidrocarburos,
de las cuales, el 99.22% presentaron actividad emulsificante y el 97.67% presentaron
actividad degradativa.

El porcentaje de biodegradacién producido por el consorcio bacteriano exdgeno
(92.5%) fue mayor al del consorcio bacteriano nativo (60%) a los noventa dias.

Los microorganismos oleofilicos influyeron significativamente en la biodegradacion de
crudo de petrdleo en los terrarios con una confiabilidad préxima al 100 %.

A los noventa dias, se logré biodegradar el 92.5 % de los hidrocarburos en el terrario
que contenia el consorcio bacteriano exdgeno conformado por Pseudomonas
aeruginosa 4k-1, Serratia rubidae 6B9 y Bacillus sp.6Bh-1.
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8.1 COMPOSICION DE MEDIOS DE CULTIVO

CALDO ACETATO MINERAL

pH final

Fosfato acido di sédico 225¢g
dodecahidratado.
Fosfato diacido monopotasico 0.345¢
Sulfato de Magnesio heptahidratado |[0.05 g
Cloruro de Amonio 0.25¢
Acetato de Sodio 0.000125 g
Bicloruro de Calcio dihidratado 0.00025 g
Solucion de elementos traza 0.75 mL
Carbonato de Sodio al 0.05% 0.11 mL
Agua destilada 250 mL
7.0

Esterilizacién a 121 °C por 15 min.

MEDIO AUXILIAR ( AUX MEDIUM)
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Sulfato amoniaco 29

Base 82.8 mg

Aminoacidos. 250 mg

Vitaminas y sustancias nutritivas 35.9¢

Tampon fosfato 0.04 M pH= 7.1 1000 mL
Agar 1549

pH final 7.0-7.2

Esterilizacién a 121 °C por 15 min.

CETRIMIDE AGAR

Peptona de gelatina 209
Cloruro de Magnesio 1449
Sulfato potasico 109
N-cetil-N,N,N,-trimetilamoniobromuro(Cetrimide)0.3 g
Agar-agar 13 ¢
Glicerina 10 mL
Petroleo al 1 %

Esterilizacion a 121 °C por 15 min.

AGAR KING-B
Peptona de carne 49
Glicerol 249
Fosfato diacido de Potasio 03g
Sulfato de Magnesio 03¢
Agar 34
Agua destilada 200 mL
pH final 7.0

Esterilizaciéon a 121 °C por 15 min.

MEDIO MINERAL

Cloruro de Sodio 24 g
Cloruro de Potasio 0,79
Fosfato diacido de Potasio 20g
Sulfato de Magnesio heptahidratado 109
Fosfato acido di sddico 3,09
Nitrato de Amonio 109
Agua destilada 1000 mL
Petréleo crudo 10 mL
pH final 7.0
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Esterilizacion a 121°C por 15 minutos.

MEDIO MINIMO DE GOLDMAN

Fosfato acido di potasico 18 g
Fosfato diacido de Potasio 69
Sulfato de Magnesio 0.02g
Sulfato diamonico 49
Etanol 20 mL
Agua destilada. 1000 mL
pH final 7.0
Esterilizacion a 121°C por 15 minutos.
Extracto de levaduras al 3%.
MEDIO PALLERONI
Fosfato acido di sédico 9.37¢g
Fosfato diacido de Potasio 8.976 g
Cloruro de Sodio 1.79
Cloruro de Amonio. 0.2¢
Sulfato de Magnesio heptahidratado [0.1 g
Citrato amonico féerrico 0.01g
Cloruro de Calcio 0.001 g
Agua destilada 200 mL
6.8

pH final

Esterilizacion a 121 °C por 15 min., excepto el Citrato amadnico férrico y Cloruro de
Calcio el cual se esteriliza por filtracion y se adiciona en condiciones estériles a partir de

una soluciéon concentrada.

8.2 CARACTERISTICAS DEL DESTILADO DE CRUDO

DE PETROLEO A 200

Tabla 12.

°C
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N° Tiempo | Componentes Peso Férmula %

de molecular

retencion (PM)

(T
1 1.33 n-pentano C5H12 0.49
2 1.55 n-hexano C6H14 0.77
3 2.07 n-heptano C7H16 0.57
4 2.69 2 metil pentano C6H14 0.64
5 3.17 3 metil hexano C7H14 1.82
6 3.87 1,1,2trimetil C9H28 2.18

ciclohexano

7 4.28 1-hexeno C6H12 2.14
8 4.43 2 metil hexano C7H16 2.05
9 5.09 2 etil hexano C8H18 7.58
10 7.74 2 metil decano C11H24 9.52
1 8.28 4 metil decano C12H26 0.38
12 10.76 n-nonano C9H20 13.17
13 15.83 2 metil undecano C12H26 5.95
14 16.86 3,5 dimetil octano C10H22 9.39
15 17.79 2 metil undecano C12H26 2.55
16 19.64 Dodecano C12H26 8.56
17 22.34 n-tridecano C13H28 7.86
18 24.88 n-tetradecano C14H30 5.09
19 24.88 Tetradecano C14H30 3.48
20 25.90 2 metil tridecano C14H30 3.90
21 27.30 n-pentadecano C15H32 3.93
22 29.60 Pentadecano C15H32 1.37
23 31.80 n-hexadecano C16H34 1.22
24 33.91 n-heptadecano C17H36 0.96
25 35.94 n-octadecano C18H38 0.85
26 37.87 Octadecano C18H38 0.77
27 39.73 n-eicosano C20H42 0.71
28 41.51 n-heneicosano C21H44 0.55
29 43.23 n-dodocosano C22H46 0.43
30 44.89 n-pentacosano C25H52 0.37
31 46.47 n-octacosano C28H58 0.20
32 48.08 n-nonacosano C29H60 0.20
33 49.97 n-triacontano C30H62 0.20
34 52.22 n-dotriacontano C32H66 0.10

INTERPRETACION:
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Saturados aciclicos 95.77% (37.38%
parafinico)
Saturados ciclico 2.18
Insaturados-olefinico 2.05
Aromaticos 0.00
100.00

PROPIEDADES FISICOQUIMICAS GRAVEDAD API A 60° F 19.0

DESTILACION | %DESTILADO

Hasta 200 °C 15
Residuo pesado |85

CONDICIONES CROMATOGRAFO DE GASES: GC/MS

Columna: Medianamente polar SUPELCO 608

T. Horno: 80 °C (8,5’); 45 °C/min hasta 150 °C (1’) 8 °C/min hasta 280 °C (12’)

Injector:. 80 °C (0,2’); 50 °C/min hasta 100 °C (5’); 50 °C/min hasta 300 °C hasta el final de
corrida.

Vol.inj: 1,5 [l

Split: 50:100

Gas arrastre: | Helio 20.8psi (1,73 mL/min)

NOTAS:
TR: Tiempo de retencion, secuencia en que se separan los componentes en el
cromatograma.

PM: Peso molecular
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Grafico N° 01:Tiempo de retencion en la columna y porcentaje de cada componente del
destilado de crudo.

8.3 CARACTERISTICAS DEL SUELO DE CULTIVO.

INTERPRETACION:
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CONDUCTIVIDAD : C.E. (sales). Segun respuesta de los cultivos (dS/m)
Muy ligeramente salino: <2
Ligeramente salino: 2-4
Moderadamente salino: 4-8
Fuertemente salino: 8-16
Extremadamente salino: >16
MATERIA ORGANICA (M.O)

Bajo: <2%
Medio: 2-4%
Alto: >4%
CALCAREO TOTAL CaCO3%

Bajo: <1%
Medio: 1-5%
Alto: > 5%
FOSFORO P (ppm)

Bajo: <7%
Medio: 7-14%
Alto: >14 %
POTASIO K, O (kg/ha)

Bajo: - <300
Medio: 300-600
Alto: > 600
REACCION DEL SUELO (pH)

Fuertemente acido: 5.1-5.5
Moderadamente acido: 5.6-6.0
Ligeramente acido: 6.1-6.5
Neutro: 6.6-7.3
Ligeramente alcalino: 7.4-7.8
Moderadamente alcalino: 7.9-84
EQUIVALENCIAS

1 mmhos/cm = 1dS/m
1 cmol (+) kg = 1 me/100g

8.4 BIODEGRADACION DE CRUDO EN TERRARIOS
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.'-{;. b s -.'.-.‘-' .3 e 4
RIANO EXOGENO CONSORCIO BACTERIANO
NATIVO

FOTO N° 01.b. CONSORCIO BACTERIANO EXOGENO CONSORCIO BACTERIANO
NATIVO
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Figura 8. CONTROL ABIOTICO

8.5 DETERMINACION DE LA REGRESION MULTIPLE
POR PASOS CON EL PROGRAMA SPSS 9.0
WINDOWS.

ESCALA TURBIDIMETRICA MC. FARLAND
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Tubo | Cloruro de Acido Millones
Bario (1%) | sulfurico(1%) | de m.o/mL
1 0.1 9.9 300
2 0.2 9.8 600
3 0.3 97 900
4 0.4 9.6 1200
5 0.5 9.5 1500
6 0.6 9.4 1800
7 0.7 9.3 2100
8 0.8 9.2 2400
9 0.9 9.1 2700
10 1.0 9.0 3000

2

Fuente: Microbiologia de laboratorio (Bradshaw, 1976)
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