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Resumen

La investigacion consistié en la identificacion de bacterias degradadoras de petr6leo en un ecosistema
acuético impactada por actividad de hidrocarburo en el distrito de Calleria, Provincia de Coronel
Portillo, Region Ucayali. Las muestras tomadas fueron provenientes de la quebrada Anis Cafio que
atraviesa la empresa MAPLE GAS, de lo cual para las muestras se seleccionaron el punto 01 con
coordenadas 08°23'28"S, 74°31'53"W, y punto 02, con coordenadas 08°23'36"S, 74°31'55"W, se
aplicé el método de investigacion exploratorio. Las muestras se sometieron a pre - enriquecimiento
por una semana, a enriquecimiento por tres semanas y un proceso de identificacion bioquimica, donde
se evidenciaron cambios en las propiedades crudo del petréleo, como la turbidez y agregados blancos
por crecimiento bacteriano. Como resultado se identificaron cinco (05) géneros bacterianos: (i)
Pseudomonas aeruginosas, (ii) Serratia sp, (iii) Enterobacter sp, (iv) Citrobacter sp, (v)
Acinetobacter sp., de los cuales, el de mayor predominancia en casi todas las muestras fue
Pseudomonas aeruginosas, confirmando su gran capacidad de adaptacion en ambientes contaminados
de este tipo.

Palabras clave: Enriquecimiento, crecimiento bacteriano, géneros bacterianos.
Abstract

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

Keywords: Enrichment, Bacterial growth, bacterial genres
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Introduccion presentes especialmente aquellas relacionadas
. con asociaciones de bacterias biodegradadoras
El petréleo representa la mayor fuente g

energética y la base para la obtencion de (Bracho et al., 2004). Para restaurar ambientes

. . . . ntamin n cr han utiliz
materias primas para la industria. Su contaminados con crudo se han utilizado

., ., iver trategias, | | leccionan
explotacion, transporte y refinacion generan diversas estrategias, las cuales se selecciona

. . r n | racteristi
problemas ambientales, especialmente por de acuerdo co as  caracteristicas 'y

. - ndicion | ar ntaminada. El
derrames accidentales y de practicas condiciones del area contaminada uso de

. L microorganism lant nzim m
inadecuadas de eliminacién de fuentes, como croorganismos, plantas y € as como

industrias y refinerias de petréleo (Alsaleh et catalizadores  para  la  degradacion de

al., 2009). Los derrames accidentales a gran hidrocarburos se ha perfilado como una

S Iternativ vez mé iliz n i
escala presentan un volumen significativo de alternativacada ve as utilizada en la

contaminantes  en  todo el  mundo. industria petrolera (Martinez et al., 2011)

Lastimosamente, son varios los ejemplos que Las investigaciones con fines de dar solucion
se pueden citar, entre estos esta el derrame del a la  contaminacion  del petréleo,
Exxon Valdez en Alaska en 1989 y el derrame identificAndose a los factores bioldgicos un
de BP Deepwater Horizon en el Golfo de recurso importante en la eliminacién de
México en 2010 catalogados como los dos contaminantes que se encuentran en la
peores desastres ambientales en la historia de diversidad de especies microbianas y sus
los Estados Unidos que aln estan afectando capacidades metabolicas. Existen bacterias
algunos de los ecosistemas marinos mas capaces de utilizar petroleo para su
productivos y wvulnerables (Spier y Otros, crecimiento y mantenimiento, conocidas como
2013). Asi genera de esta manera graves bacterias degradadoras de hidrocarburos
consecuencias ambientales tanto en la flora (Mackey y Hoddgkinson, 1996). En los
como en la fauna (Diaz-Martinez et al., 2013). ultimos afios, la ecologia microbiana ha

s . . . direccionado esfuerzos en determinar cuéles
En los Gltimos afios, la ecologia microbiana ha

. . . , son los microorganismos capaces de adaptarse
direccionado esfuerzos en determinar cuales 9 P P

son los microorganismos capaces de adaptarse y de explorar habitats contaminados; para ello,

y de explorar habitats contaminados; para ello, han sido desarrollados estudios de diversidad,

han sido desarrollados estudios de diversidad, dinamicas poblacionales y de comunidades

presentes especialmente aquellas relacionadas
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con asociaciones de bacterias biodegradadoras
(Bracho et al., 2004)

Los numerosos procesos de biorremediacion

por bioaumentacion  pueden  aplicarse
utilizando bacterias tanto aerobias como
anaerobias. Sin embargo, la mayoria de las
investigaciones reportadas se centran en las
bacterias de tipo aerobio (Xu y Lu, 2010)

(Vennila'y Kannan, 2011) (Lakshmi, 2013).

Algunos de los factores limitantes en el uso
microorganismos libres son, entre otros, la
falta de control sobre el crecimiento bacteriano
luego de su aplicacién, la pérdida significativa
de biomasa, la susceptibilidad a los cambios de
temperatura, pH, humedad y oxigenacion.
Otra desventaja importante del uso de
bacterias libres es la exposicion de los
microrganismos a un ambiente relativamente
hostil. En este sentido, el nimero y la
eficiencia de los microorganismos viables con
capacidad degradadora de hidrocarburos son
afectados cuando contaminantes toxicos estan
presentes en altas concentraciones o por
competencia directa con otros
microorganismos nativos (Loépez, y otros,
2006), (Xu y Lu, 2010) y (Malik y Ahmed,

2012)

Metodologia

Zona de estudio: El presente trabajo de
investigacion se llevd a cabo a en el
laboratorio de microbiologia y parasitologia
de la universidad nacional de Ucayali. La
recoleccion de muestras de agua impactada
por actividades hidrocarburifera, fueron
obtenidas de la quebrada “Anis Cafno” que
discurre por medio de la refineria MAPLE
GAS CORPORATION DEL PERU S.R.L,
ubicada en el Jr. Padre Aguerrizabal 260,

Pucallpa 25001, distrito de Coronel Portillo.

Medicion de pardmetros fisicoquimicos: Para
el analisis de las condiciones in situ de las
muestras de agua superficial y sedimentos, se
procedié a la medicién de los pardmetros
fisicoquimicos con el equipo Multiparametro
marca HANNA — HI 9813-6 y Multiparametro
marca HANNA- HI 9146. (pH, temperatura y

oxigeno disuelto).

Etapa  Pre-enriquecimiento:  ElI  pre
enriquecimiento se llevd a cabo con la
preparacion del caldo pre enrique sido,
de (NHs) H.PO,
(Echeverri et al., 2010). Se coloc6 9 ml de

caldo pre enriguecido en 55 tubos, luego estos

conteniendo 0,9 mg/l

fueron esterilizados en una autoclave durante
50 minutos a 15 psi a una presion de 120°C.
Para garantizar la esterilizacion se deja en
reposo por 24 horas, comprobandose asi que el

medio no reaccione a la presencia de
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microorganismos, verificandose la turbidez

visible que sea baja.
Inoculacion

Agua superficial: Se tom6 1 ml de la muestra
y se agregod a los 25 tubos con caldo de pre—
enriquecimiento. Finalmente, se lo dejo en la
maquina de agitacion (bafio Maria) por 7 dias
a una temperatura de 34,5°C.

Sedimento: Se diluyo 5 g de sedimento en 100
ml de agua destilada, con agitacion por 15
minutos, 1ml de la dilucién anterior se agregd
en el tubo con caldo de pre — enriquecimiento
(Echeverri etal., 2010). Finalmente, se lo dejo
en la maguina de agitacion (bafio Maria) por 7

dias a una temperatura de 34,5°C.

Concluido los 7 dias de incubacion con el
caldo de pre-enriquecimiento, se
seleccionaron los tubos con mayor presencia

de microorganismos.

Enriguecimiento: El caldo de
enriguecimiento se prepard con sales grado
pureza, K;HPO4: 1,5 g/L; KH2PO4: 0,5 g/L;
(NH4)2S04: 0,5 g/L; NaCl: 0,5 g/L; MgSOs:
3,0 g/L; FeSO.: 0,002 g/L; CaCly: 0,002 g/L,
todos en 1,000 ml de agua destilada,
suplementados con crudo de petréleo al 1%
(Echeverri et al., 2010).

La fase de enriquecimiento consté de un
proceso de tres semanas. Inicialmente,
pasados 7 dias de incubacion de las muestras
pre—enriquecidas, se tom6 1 ml de estas y se
sembraron cada uno en tubos con caldo de
enriquecimiento (caldo mineralizado + 1% de
petréleo crudo). Se incubaron a 37°C por 7
dias con agitacion continua. Este mismo
procedimiento se realizo a los 14 y a los 21
dias (Echeverri et al., 2010).

Aislamiento de bacterias degradadoras de
hidrocarburos: Para el aislamiento de las
bacterias se tomé 1ml de las muestras
obtenidas en la etapa de enriguecimiento
sembrandose en 24 placas Petri con el medio
mineralizado de agar pre enriquecido, estas

fueron incubadas a 37°C por 7 dias.

Identificacion  bioquimica: Para la
identificacion bioquimica se considerd lo
obtenido del proceso de la etapa de
enriquecimiento, reconociéndose los tubos de

muestras con mayor turbiedad.

Para la identificacion bioquimica de las cepas
se utilizaron pruebas bioquimicas las cuales
consisten en distintos test quimicos aplicados
a medios biologicos, los cuales, conocida su
reaccion, permite identificar  distintos
microorganismos presentes. Su sistema de

funcionamiento generalmente consiste en
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determinar la actividad de una via metabolica Tipos de bacterias identificadas
a partir de un sustrato que se incorpora en un En la identificacion bioquimica de las 24 cepas

medio de cultivo ue la bacteria al crecer . .
yq bacterianas seleccionadas de las muestra de

incorpora o no (Madigan, Martinko, & Parker, agua superficial y sedimentos se verifico la

2000). existencia del género bacteriano Pseudomonas
En este caso se a partir de cada cepa aislada se aeruginosa con un 58,3% (14 tubos), con un
sembraron pruebas bioquimicas de Catalasa, 20,8% (5 tubos) del género bacteriano
Citrato, LIA (Lisina, Hierro Agar), y TSI Acinobacter  sp., 83% (2  tubos,
(Triple Azlcar Hierro) para determinar el respectivamente) del género bacteriano
metabolismo de los microorganismos aislados. Enterobacter sp. y Serratia sp., y con 4,2% (1

Resultados y discusion tubo) del género bacteriano Citrobacter sp.

60
50
583
10 208
83 83
a2
8]

Pseudomonas Acinobocter Enterobocter  Serraotiosp  Citrobacter sp
aeruginosa sp sp
Barterias

&

Bacteria identificadas (%2)
] bt

Figura 1. Porcentaje de bacterias identificadas

La presencia de la Pseudomonas sp Yy microorganismos usados cominmente para la

Acinetobacter sp, en lodos de cuerpos de aguas bioremediacion de zonas contaminadas, como

contaminados  con  hidrocarburos  son (Vasquez, Guerrero Figueroa, & Quintero,
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2010) identificaron cepas microbianas con
capacidad degradadora de hidrocarburos
totales de petroleo (TPH) como Pseudomonas

Spp-, Spp,
cloacae, Citrobacter spp., Bacillus brevis,

Acinetobacter Enterobacter

Micrococcus spp y Nocardia spp. Se analizo la

especies de Pseudomonas sp. presentan cepas
Gram negativas que son reconocidas por
degradar hidrocarburos aromaticos derivados
del
condiciones aerobicas (Lahura Albljar &
Borda Luna, 2015).

petroleo, ambas especies requieren

variable continua TPH, se obtuvieron

Bacterias identificadas en sedimentos
porcentajes de remocion hasta de 94% de TPH

en 120 dias y 84% en 40 dias, Io que reflejé un La bacteria identificada en los sedimentos se

.. o muestra en la tabla 1, donde 7 de 12 muestras
efecto positivo en la utilizacion de los

. . . . de lodos presentaron a la Pseudomonas
consorcios de microorganismos bajo prueba

L aeruginosa como bacteria dominante, asi
en la descontaminacion de lodos.

mismo 5 de 12 muestras presentaron a la
Las bacterias Gram negativas como es el caso Acinetobacter sp como bacteria dominante, sin
de sp,

Enterobacter sp y Citrobacter sp.

del Acinetobacter sp., reconocida por su

presencia  dominante Serratia

capacidad degradativa de hidrocarburos
alifaticos de petréleo, de igual manera las

Tabla 1
Bacterias identificadas en sedimentos

N° Cédigo Pseudo_mona Serratia Enterobacter Citrobacter Acinetobacter sp
S aeruginosa sp sp sp
1/L111 X
2| L11.2 X
3|/L113 X
4|L114 X
5|L115 X
6|L116 X
7|L221 X
8|L222 X
9|L223 X
10 | L22.4 X
11 | L225 X
12 | L22.6 X
236
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Los lodos comUnmente son ambientes
anaeradbicos, pero la Pseudomonas poseen un
metabolismo aerobio estricto con el oxigeno
como aceptor final de electrones, aunque
algunos pueden crecer lentamente en
condiciones anaerobias utilizando el nitrato
(NOs3) o la arginina como aceptores finales de
electrones (Palleroni, N.J., 2005). Siendo que
la Pseudomonas es un género de especies
capaces de utilizar un amplio rango de
compuestos,  tanto  orgdnicos  como
inorganicos, y capaces de vivir bajo muy
diversas condiciones ambientales. Debido a
esta caracteristica, estos microorganismos son
muy ubicuos, y podemos encontrarlos tanto en
los ecosistemas terrestres como acuaticos
(Palleroni, 1992) y (Schroth, Hildebrand , &
Panopoulos, 1992). Esto hace que el género
Pseudomonas es muy versatil nutritivamente,
y algunas especies pueden utilizar
carbohidratos, alcoholes y aminoéacidos como

fuente de carbon (Ruiz Martinez, 2007).

Figura 2: Placa dia 1 para inoculada con muestra
de bacterias degradadoras de petroleo de lodos

Las bacterias degradadoras de petréleo pueden
actuar en ambientes Aerobios o Anaerobios, y
gue cada caso lo hacen via diferentes rutas
metabolicas  (Maposita, Fiallos, & Calle,

2010).

Como se aprecia en la comparacién de las
placas en el dia 1 y 7 inoculadas con muestra
de de

proveniente de lodos en las figuras 2 y 3, se

bacterias degradadoras petréleo
aprecia un evidente consumo del hidrocarburo.
La placa corresponde a una muestra donde la
identificacion ~ bioquimica  indico  la
predominancia de la bacteria Pseudomona de

petrdleo de lodos.
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de las muestras se presentaron Enterobacter

sp, y 1 de las 12 muestras presento Citrobacter
sp.
Como se aprecia la Pseudomonas spp. es un

bacilo Gram negativo aerobio. La mayoria de

especies tienen una temperatura Optima de

crecimiento entre 30-37°C, pero pueden

Figura 3: Placa dia 7 para inoculada con muestra sobrevivir y multiplicarse en casi cualquier

de bacterias degradadoras . .
ambiente, incluyendo aquellos con elevado

La bacteria identificada en los sedimentos se .
contenido de sales, y en un rango de

muestra en la tabla 2, donde 7 de 12 muestras .
temperaturas comprendido entre 20-42°C.

de aguas superficiales presentaron a la . . ,
g P P (Ruiz Martinez, 2007) . Est4 presente en el

Pseudomonas aeruginosa como bacteria . . .
agua y lodos siendo dominante en los analisis

dominante, asi mismo 2 de 12 muestras .
bioquimicos.
presentaron a la Serratia sp. también 2 de 12

Tabla 2
Bacterias identificadas en aguas superficiales

=z
[

Codigo  Pseudomonas Serratia Enterobacter Citrobacter Acinetobacter
aeruginosa sp sp sp sp

Al1l1l
Al1.2
Al11.3
All4
Al115
Al1.6
A221 X

A222 X
A223
10 A224 X

11 A225 X

12 A226 X

este caso extraidas de un suelo contaminado de

X XX XX

O©CoOoO~NOOIT WN P

X

Las bacterias identificadas son cominmente

- . manera cronica por hidrocarburos, de un lugar
utilizadas en los tratamientos como P 9

la  Acinetobacter Sp, Sphingobacterium donde se usan sustancias como el aceite

lubricante, son consideradas bacterias aptas
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para la degradacién del contaminante usado,
puesto que al haber estado presentes en el sitio
afectado durante un largo periodo lograron
adaptarse a este y desarrollar el sistema que les
permite degradar contaminantes organicos
derivados de las actividades humanas (Ruiz
Marin , Zavala Loria, Canedo Lbépez, &
Cordova Quiroz, 2013) . Asi mismo (Leahy
& Colwell, 1990), indicaron que los
microorganismos degradadores de
hidrocarburos méas importantes, tanto en aguas
como en suelos son: Pseudomonas sp.,
Achromobacter, Acinetobacter, Alcaligenes,
Arthrobacter, Bacillus, Flavobacterium y
Nocardia.En el caso del Golfo de México se
ha encontrado una gran diversidad microbiana,
como se ha observado en estudios llevados a
cabo en zonas de las costas de Florida,
Campeche, Veracruz y en el delta del rio
Mississipi que han sido afectadas por derrames
de petréleo. En estos sitios se han detectado
alrededor de 24 especies de bacterias
distribuidas en 14 géneros. Entre los que se
encontraron: Gammaprotobacteria,
Marinobacter, Pseudomonas y Acinetobacter
(Kostka, y otros, 2011). Mientras tanto la
identificacion de cepas bacterianas permitid
observar la presenta bacterias de los géneros
Micrococcus  sp.,  Ocrhobactrum  sp.,

Clavibacter sp., Kocuria rosasea, Bacillus sp.

y Rhodococcus sp. todos microorganismos que
poseen metabolismos con capacidad de
degradar hidrocarburos (Pucci, Acufia, &
Pucci, 2015). Los presentes revelan que la
diversidad de las baterias en medio acuosas, es
predominantemente de bacterias Gram
negativa y la Pseudomonas sp. es una especie
con alta resistencia a estos ambientes
contaminados con hidrocarburos y de alta
capacidad degradadora.

Figura 4: Placa dia 1 para inoculada con muestra
de bacterias degradadoras de petroleo de aguas
superficial

Como se aprecia en la comparacién de las
placas en el dia 1 y 7 inoculadas con muestra
de bacterias degradadoras de petréleo
proveniente de aguas superficiales en las
figuras 4 y 5, se aprecia un evidente consumo
del hidrocarburo. La placa corresponde a una
muestra donde la identificacion bioquimica
indico la predominancia de la bacteria

Pseudomona sp. y la Serratia sp.
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Figura 5. Placa dia 7 para inoculada con muestra
de bacterias degradadoras de petréleo de agua
superficial

El género Serratia estd formado por bacilos
Gram negativos y forma parte de la familia
Enterobacteriaceae (Van-Houdt, Givskov, &
Michiels, 2007)

Caracteristicas de las aguas y lodos

De los parametros  fisicoquimicos
identificados en campo, se obtuvieron los

siguientes datos.

Como se aprecia el pH del agua y de los lodos
rondan el rango alcalino, asi mismo indica
(Pelleroni, 2005) que la mayoria de especies,
no crecen bajo condiciones acidas (pH 4,5 o
menor).
Tabla 3
Caracteristicas de las aguas y lodos

Parametros Fisicoquimicos
MUESTRAS pH T° Oxigeno

Disuelto
Al 73. 308 35
A2 7.3 30.9 3.8

L1 71. 289 -

L2 71. 284 -

Asi también se aprecia que la temperatura del
agua y lodos es entre los 28°C y 31°C,
condiciones en las que la Pseudomonas puede
crecer entre 20°C y 43°C, y al crecer en altas
temperaturas se diferencia del resto de las otras
especies (Yordanov & Strateva , 2009) . En
tanto (Volke Sepllveda & Velazco, 2012)
mencionan la temperatura ideal entre 25°C y
35°C, Cumpliéndose asi las condiciones
Optimas para que en estas aguas proliferen
eficientemente muchas especies bacterianas y
sea mas factible la adaptacion de las bacterias
degradadoras de petroleo.

Conclusiones

Se identificaron cinco (05) géneros
bacterianos: i) Pseudomonas aeruginosa
(58,3%), ii) Acinobacter sp (20,8%), iii)
Serratia sp (8,3%), iv) Enterobacter sp (8,3%)
y V) Citrobacter sp (4,2%); en las muestras
tomadas de entrada y salida de una actividad
petroguimica, las cuales tuvieron capacidad de
adaptacion y crecimiento en cultivo con

petr6leo como fuente de carbono y energia.
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