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RESUMEN

El éxito como resultado de un proceso biolégico de
descontaminacion radica en la degradacion de los contaminantes
organicos y en la reduccion de la toxicidad y el potencial de

migracion de los compuestos peligrosos en el suelo.

Con el fin de buscar aceleradores del proceso de biorremediacion
de suelos contaminados, un objetivo principal es ejecutar la
caracterizacion microbiolégica del lodo-suelo de wun rio

contaminado por hidrocarburos.

En la cual se hace una busqueda y se selecciona bacterias
pseudomonas (del medio) y se aislara cepas de bacterias
aerobias, e identificando cepas gran negativa, teniendo como
resultado la identificacion de géneros comudnmente aislados de

suelos contaminados por hidrocarburos.

De los microorganismos aislados, seran capaces de utilizar todas
las fracciones del petr6leo como unica fuente de carbono y

energia, lo que hace factible la utilizacion del lodo-suelo



caracterizado como fuente de microorganismos degradadores de

hidrocarburos en el proceso de biorremediacion de suelos.

El procesamiento de este proyecto comienza mediante una
muestra de suelo con una serie de diluciones, tratando de
obtener aquellos morfotipos cultivables; ya que una gran parte de
los microorganismos del suelo no pueden ser recuperados en

medios para el cultivo de microorganismos.

Ademas de una busqueda general, se realiza una especifica a
través de medios selectivos y diferenciales, en el cual se pretende
aislar ciertos morfotipos como ejemplo las Pseudomona sp y
bacterias lactosa positivas bacterias capaces de utilizar la lactosa,
debido a su bien conocida actividad degradadora de

hidrocarburos.

La diversidad estad determinada por los morfotipos recuperados
gue se diferencian segun su morfologia macroscépica su aspecto
fisico, mientras que la densidad esta determinada por el nimero
total de individuos que pertenecen a un grupo con una morfologia

macroscopica comun.
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INTRODUCCION

La industria petroquimica es importante en toda sociedad, no
obstante, la falta de un programa de proteccion ambiental hace
que el medio se vuelva mas fragil ante derrames de petréleo por

el deterioro de oleoductos, descargas de efluentes contaminados.

La naturaleza es sabia y asi se esta probando, tomando en
cuenta como esta nuestro medio ambiente, en el cual posee una

cierta capacidad de limpieza de los elementos contaminantes.

Sucede que existen microorganismos como levaduras, hongos o
bacterias que degradan una gran cantidad de sustancias toxicas,
reduciendo su caracter nocivo o, incluso volviéndolas inocuas

para el medio ambiente.

La seleccién de microorganismos a través de pruebas sucesivas
de crecimiento poblacional en cultivos puros ricos en petréleo, es
una estrategia eficiente para evaluar Ila adaptacion y
supervivencia de bacterias tolerantes a elevadas concentraciones

de petroleo. Los resultados de estas pruebas confirman la



seleccibn de las bacterias mas tolerantes y adaptadas,
dependiendo de estas el éxito en las siguientes etapas de
tratamiento tanto de suelos como de aguas contaminadas con

petroleo.

Es por ello que el presente trabajo tuvo como objetivos
fundamentales aislar e identificar bacterias, con capacidad para
biodegradar fracciones de petroleo y seleccionar la de mayor
capacidad biodegradadora como una alternativa para la solucion
de los problemas de contaminacion generados por este mineral

en la industria petrolera ecuatoriana.

Este mecanismo se le conoce como biorremediacion, que
consiste en acelerar el proceso natural, para mitigar la
contaminacion ambiental. En otras palabras, se trata del proceso
en el que se emplean organismos biolégicos para resolver
problemas especificos medioambientales, como la contaminacion

de suelos y aguas.



CAPITULO 1

1. INFORMACION GENERAL

1.1 Caracterizaciéon Fisica, de la Provincia de Pastaza

1.1.1 Ubicacion:

Se halla en la Zona central de la Regién Amazonica, entre los 75° 35’y
78° 5’ de longitud oeste y entre los 1°20° y 2° 35 de latitud sur. Su
cabecera cantonal y provincial a la vez se halla localizada a lo 78° 07"
de longitud oeste y 1° 30‘de latitud sur, a una distancia de 101 Km. A 2H00
de la ciudad de Ambato, 5H00 de la ciudad de Quito y a 3HOO de la ciudad

de Riobamba.
1.1.2 Limites:

¢ Norte: Provincia del Napo.

e Sur: Provincia de Morona Santiago (teniendo como limite natural
al rio Pastaza)

e Este: Republica de Peru

e Oeste: Provincia de Tungurahua



1.1.3 Vias de Acceso.

Existen tres vias de acceso que permite llegar hasta la Provincia de Pastaza.

1. El ingreso desde la serrania por la ciudad de Bafios por una
carretera de primer Orden. Desde Bafios la carretera en construccion
hasta la parroquia Rio Negro.

2. El ingreso desde Macas cabecera cantonal de la Provincia de Morona
Santiago se lo hace por una carretera de segundo orden.

3. El ingreso desde Tena hasta el Puyo, se lo hace por una carretera de
segundo orden atravesando los cantones de Carlos Julio Arosemena T. y

Sta. Clara.

Distancias Terrestres hacia el centro de Operaciones:

e QUITO -PUYO 237 Km
¢ MACAS - PUYO 129 Km
e TENA-PUYO 79 Km

e AMBATO - PUYO 103 Km

1.1.4 Sistema Hidrico

Los sistemas hidrograficos mas importantes del cantdén son: Tigre, Bobonaza
y Pastaza. EI gran sistema del Pastaza de 900 kilbmetros de longitud,
tiene sus origenes en el callején interandino. Recoge las aguas de las

hoyas del Patate y Chambo.



Desciende hacia el oriente por desfiladeros y gargantas profundas hasta
llegar al salto del Agoyan, en donde sus aguas han servido como
generacion de energia eléctrica., cruza la cordillera Oriental de los Andes 'y

sale a la Region

Amazonica por la margen izquierda recibe desde el macizo de los
Llanganates los rios como el blanco, el verde, el negro, el topo y el Zunac.
Por la misma margen izquierda recibe al Alpayacu, el Puyo, el Copataza y el

Bobonaza que es su mas grande afluente.

El Bobonaza es el rio mas aurifero del pais, nace en las alturas de la
Cordillera del Siguin y sigue el suroeste hasta unirse con el Pastaza, en sus
orillas se encuentran poblaciones como Canelos, Pastaza, Parca yacu,
Montalvo entre otras; atraviesa una llanura plana; estd formado por el

Puruno, Balsaura, etc.

Sistema Hidrico Del Rio Bonanza

El Sistema hidrico del Rio Bonanza se origina del limite occidental del bloque
23 al margen aluvial del Rio pastaza. Este canal principal del rio fluye de nor-
oeste a sur-este a través de la parte norte y central del bloque.

El gradiente de este canal varia entre 0.07% y 0.3%. La descarga de este rio

se estima a 60m3/s
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FIGURA 1: Ubicacion del Rio Bonanza.
Fuente: http://www.oilwatchsudamerica.org/docs/sarayaku.pdf

CONDICIONES CLIMATICAS

Temperatura maxima 31.0° C y minima 8.6° C, promedio de 20.3° C.

PRECIPITACION

Precipitacion y Humedad al Occidente y Cordillera Oriental 2000 mm.
Y en la llanura Amazonica 4700 mm. Promedio anual 4538 mm.

La evapotranspiracion potencial es menor que la precipitacion,
por lo cual no existe meses secos teniendo una humedad

atmosférica promedio anual del 89%.



CAPITULO 2

2. DIVERSIDAD MICROBIANA.

2.1 Diversidad Microbiana en ambientes contaminados.

Diversidad microbiana en ambientes contaminados Los suelos contaminados
contienen gran cantidad de microorganismos que pueden incluir un nimero
de bacterias y hongos capaces de utilizar hidrocarburos, que representan un
uno por ciento (1%) de la poblacion total de aproximadamente 104 a 106
células por gramo de suelo.

También, se han encontrado cianobacterias y algas capaces de degradar
hidrocarburos. Los suelos contaminados con hidrocarburos contienen mas
microorganismos que los suelos no contaminados, pero su diversidad

microbiana es mas reducida.

2.1.1 Biorremediacién

La biorremediacion es el proceso utilizado por el hombre para detoxificar

variados contaminantes en los diferentes ambientes mares, estuarios, lagos,



rios y suelos usando de forma estratégica microorganismos, plantas o
enzimas de estos. Esta técnica es utilizada para disminuir la contaminacion
por los hidrocarburos de petrdleo y sus derivados, metales pesados e
insecticidas; ademas se usa para el tratamiento de aguas domésticas e
industriales, aguas procesadas y de consumo humano, aire y gases de

desecho.

Afortunadamente la biotecnologia ha permitido el desarrollo de diversas
estrategias que pueden ser utilizadas con el fin de restaurar el suelo y la
calidad ambiental, de acuerdo con las necesidades y dimensiones del
problema a solucionar. A continuacién se enumeran algunas, pero en general

no hay una “férmula secreta” que garantice el éxito de la biorremediacién

2.1.2 Importancia del poll microbiano.

La formulacién de un pool microbiano permite combinar y complementar sus
funciones metabdlicas para que colectivamente biodegraden un compuesto.
En muchos casos algunos morfotipos sélo pueden realizar una parte de toda
una cadena de reacciones quimicas para llegar a compuestos que puedan
ser facilmente utilizados por los organismos del mismo consorcio u otros que

estén presentes en el ambiente.

Ademas, al estar en grupo los morfotipos pueden tolerar los cambios fisico-

guimicos que se den en el ambiente durante el proceso de biorremediacion.



Cabe aclarar que se necesita un analisis mas profundo para la identificacion

de los morfotipos que seran usados.

2.2 Generalidades de las bacterias degradadoras de hidrocarburos.

El petroleo es una mezcla compleja de hidrocarburos alifaticos, aliciclicos, y
aromaticos se forma procesos quimicos a altas presiones y temperaturas y
requiere de largos periodos de tiempo. Actualmente constituye un problema
debido a que han y siguen ocurriendo una gran cantidad de derrames (aprox.
De 1.7 a 8.8 millones de toneladas métricas por afio) tanto en mar como en

tierra.

Existen pocas alternativas para la limpieza de suelos y aguas que ademas

resulta ineficaces y muy costosas.

2.2.1 Descripcion de las bacterias degradadoras de petroleo.

Se les da este nombre a un grupo de bacterias capaces de utilizar los
hidrocarburos como fuente de carbono; la mayoria de las bacterias conocidas
hoy en dia con esta capacidad fueron aisladas de zonas contaminadas como
por ej. Suelos cercanos a refinerias 0 donde se conozcan derrames de
hidrocarburos.

Entre las bacterias mas importantes encontramos: Pseudomonas



aeruginosa, Serratia rubidae, Bacillus sp., Micrococcus sp.,

Brevibacterium sp., Spirillum sp., Xanthomonas., Alcaligenes sp., etc.

2.2.2 Uso de las Bacterias degradadoras de hidrocarburos.

Posible alternativa para la limpieza de suelos y aguas contaminadas por

hidrocarburos.

Tipos

Las bacterias degradadoras de petroleo pueden actuar en ambientes
Aerobios o Anaerobios, y que cada caso lo hacen via diferentes rutas
metabdlicas. En el caso de los ambientes anaerobios aun no se conoce con
gran exactitud que vias metabdlicas utilizan; sin embargo en ambientes
aerobios las rutas estan bien documentadas:

2.2.3 Degradacién de hidrocarburos alifaticos en presencia de
oxigeno.

Se trata de reacciones de oxidacion e hidrolisis y da como producto acido

carboxilico.

2.2.4 Degradacién de hidrocarburos aromaticos en presencia de
oxigeno.
La via metabdlica se centra en la transformacion del catecol; y produce

como resultado succinil CoA.



2.2.4 Genero Pseudomonas.

El género Pseudomonas estd constituido por bacilos Gram negativos,
moviles por flagelacion polar. Se encuentra normalmente en el suelo y son
patbgenos oportunistas en animales, plantas y humanos. Entre los
microorganismos del género Pseudomonas degradadoresde hidrocarburos,
se encuentra la especie aeruginosa, conocida como bacilo piocianico o de

pus azul.

Es un bacilo recto o ligeramente curvado, Gram negativo, con olor dulce y
aromatico debido a la produccion de trimetilamina. Pseudomonas aeruginosa
causa al hombre distintos problemas, pero esta bacteria también tiene

diversas aplicaciones biotecnolégicas, sobre todo en el area ambiental.

Asi, se sabe que es uno de los pocos organismos capaces de degradar
alcanos de cadena ramificada, produce biosurfactantes que son Utiles para la
limpieza de aguas contaminadas con hidrocarburos y ademas posee la
capacidad de absorber metales pesados tales como Pb, Cr y Zn. Cuando,
estas bacterias se adhieren a una superficie, las células se diferencian por
formar microcolonias cubiertas por una matriz extracelular que

eventualmente llegan a constituir una pelicula.



Las bacterias que forman la biopelicula tienen un metabolismo distinto a las
células que crecen en medios liquidos, uno de las diferencias mas aparentes

es su disminuida sensibilidad a antibidticos y otros agentes toxicos

2.3 Hidrocarburos.

Los hidrocarburos son compuestos organicos formados Unicamente por atomos de
carbono e hidrégeno. Consisten en un armazoén de carbono al que se unen atomos
de hidrogeno. Forman el esqueleto de la materia organica. También estan divididos

en abiertas y ramificadas.

Los hidrocarburos se dividen en 2 que son aromaticos y alifaticos. Los
alifaticos son alcanos, alquenos y alquinos cuyas formulas generales son

ChHazn+2, ChH2n Yy ChH2n-2, respectivamente.

2.3.1 Hidrocarburos alifaticos.

2.3.2 Degradacion de hidrocarburos alifaticos en presencia de oxigeno
Los hidrocarburos alifaticos los podemos clasificar en alcanos, algquenos y

alquilos dependiendo de lo saturados que estén sus enlaces.

Como norma general decir que como mas insaturado sea una cadena
carbonatada (mas dobles y triples enlaces) mas dificil o lenta serd su

degradacion. De igual manera los alcanos de cadena larga son mas


http://es.wikipedia.org/wiki/Compuestos_org%C3%A1nicos
http://es.wikipedia.org/wiki/Carbono
http://es.wikipedia.org/wiki/Hidr%C3%B3geno
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http://es.wikipedia.org/wiki/Hidrocarburo_alif%C3%A1tico
http://es.wikipedia.org/wiki/Alcanos
http://es.wikipedia.org/wiki/Alquenos
http://es.wikipedia.org/wiki/Alquinos
http://es.wikipedia.org/wiki/Formulaci%C3%B3n_qu%C3%ADmica

resistentes a la biodegradacion a medida que la longitud de su cadena

aumenta.

Cuando alcanzan un peso molecular superior a 500 dejan de servir como
fuente de carbono para el crecimiento microbiano. En general también la
presencia de ramificaciones reduce la tasa de biodegradacion porque los
atomos de carbonos terciarios y cuaternarios interfieren con los mecanismos

de degradacion o lo bloquean totalmente.

Los microorganismos que utilizan hidrocarburos como sustrato deben de
tener enzimas denominada monooxigenasas que son dependientes de

oxigeno.

La mayoria de los microorganismos en teoria si son capaces de sobrevivir en
ese ambiente en ese ambiente pueden degradar sin mas problemas

hidrocarburos de cadena larga.

2.3.2 Hidrocarburos aromaticos.

Los hidrocarburos arométicos polinucleares (PAH) son contaminantes muy
frecuentes en el medioambiente y que suponen un serio riesgo para la salud
humana y para los ecosistemas. El acoplamiento de tecnologias quimicas y
bioldgicas en los procesos de biorremediacion ha permitido, mediante el

empleo de surfactantes, aumentar la biodisponibilidad de estos



contaminantes de caracter hidrofobo a los microorganismos capaces de

biodegradarlos.

Por lo general se detallan los mecanismos de biodegradacién aerébica de
estos contaminantes y de actuacion de los surfactantes para aumentar la
biodisponibilidad y, por tanto la biodegradacion. Se incluyen algunos estudios
seleccionados de la bibliografia. Palabras clave: Biodegradacion,

biorremediacion, PAH, surfactantes.

2.4 Medios de cultivos.

En microbiologia, un cultivo es un método para la multiplicacion de
microorganismos, tales como bacterias y virus, en el que se prepara un
medio Optimo para favorecer el proceso deseado. Un cultivo es empleado
como un método fundamental para el estudio de las bacterias y otros

microorganismos que causan enfermedades.

2.4.1 Caracteristicas del cultivo.

Un microorganismo se siembra en un medio liquido o en la superficie de un
medio solido de agar. Los medios de cultivo contienen distintos nutrientes
gue van, desde azucares simples hasta sustancias complejas como la sangre

0 el extracto de caldo de carne.
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Para aislar o purificar una especie bacteriana a partir de una muestra
formada por muchos tipos de bacterias, se siembra en un medio de cultivo
sélido donde las células que se multiplican no cambian de localizacion; tras
muchos ciclos reproductivos, cada bacteria individual genera por escision
binaria una colonia macroscépica compuesta por decenas de millones de
células similares a la original. Si esta colonia individual se siembra a su vez

en un nuevo medio crecera como cultivo puro de un solo tipo de bacteria.

Diferencia entre un medio de cultivo sélido y uno liquido: El medio de cultivo
sélido contiene entre 1.5- 2% de agar-agar; el medio liquido no contiene

agar-agar.

2.4.2 Condiciones requeridas.

Los medios de cultivo para poder ser utilizados y garantizar que los
resultados obtenidos a partir de ellos sean confiables deben cumplir con los

siguientes requisitos:

« Disponibilidad de nutrientes

« Consistencia adecuada del medio

e Presencia o ausencia de Oxigeno y otros gases

e Condiciones adecuadas de humedad (mantener en frigorifico)

e Luz ambiental



e pH adecuado
o Temperatura

e Esterilidad

2.4.3 Distintos tipos de medios de cultivos.

El medio de cultivo constituye el aporte de nutrientes indispensables para el

crecimiento de los microorganismos.

2.4.4 Composicion de un medio de cultivo.

- Componentes indispensables: agua, nutrientes organicos
(hidratos de carbono, aminoacidos, vitaminas, etc.), nutrientes
inorganicos (P, N, Mg, S, etc.)

- Componentes alternativos: isosmotizantes (NaCl), agente

solidificante (agar-agar), tampones, indicadores de pH, etc.

2.4.6 Tipos de medios de cultivo.

e En funcién de su consistencia:

- Medios liquidos

- Medios sélidos (en tubo, en placa)

- Medios semisolidos



En funcién de su composicion:

- Medios complejos (caldo ordinario, extracto de levadura)

- Medios sintéticos

Existen medios de cultivo cuya composicion permite el crecimiento de una
gran diversidad de microorganismos (agar nutritivo, caldo ordinario). Otros
en cambio, se utilizan para la seleccion de determinados grupos de
organismos, o se desarrollan para el estudio de determinadas pruebas

fisiolégicas o test bioquimicos.

- Medios selectivos

- Enriquecimientos

- Medios para test bioquimicos (utilizacién de citratos, acidificacion a partir

de azlcares, etc.).

2.4.7 Preparacion y esterilizacion de medios de cultivo.

Preparacién de un medio de cultivo:

- Pesar y disolver los componentes en el medio en el volumen indicado
de agua destilada

- Ajustar el pH del medio, si procede

- Para la preparacion de medios sélidos se adiciona agar-agar

como agente solidificante. Para asegurar la completa disolucion del



agar, el medio se calienta hasta ebullicion al mismo tiempo que se

somete a agitacion previamente a su esterilizacion en el autoclave.

2.4.8 Esterilizaciéon de medios de cultivo.

Una vez preparado el medio, éste se debe esterilizar lo antes posible para

evitar el crecimiento de microorganismos:

- Medios solidos en placa - tapar el matraz con tapén de algodéon
graso y cubrir con papel de aluminio para llevar a esterilizar en el
autoclave (121° C, 15-20 min). Una vez estéril repartir el medio en

placas de Petri estériles y dejar en reposo para su solidificacion.

Figura 2: Reparticidon en medio de placas.
Fuente: http://egg.umh.es/frvalera/manualDePracticas.pdf

- Medios sélidos en tubo (agar inclinado) - tras la ebullicion del medio con
agar, éste se reparte en los tubos de cristal, de forma que queden llenos

hasta aproximadamente la mitad.



Los tubos se cubren con tapon (de aluminio), etc.). Para llevar a autoclavar.
Una vez esterilizado, los tubos se disponen en posicion inclinada para su

solidificacion.

- Medios liquidos — una vez disueltos los componentes del medio en el
matraz, repartir en su caso en tubos a razon de 2-4 ml por tubo, cubrir con

tapon y llevar a esterilizar en el autoclave.

Alternativamente, se puede esterilizar el medio en el matraz, y
posteriormente repartirlo con la ayuda de pipetas estériles en tubos de
plastico estériles.

- Medios semisdlidos — se preparan con concentraciones inferiores de
agente solidificante (agar-agar). El medio se reparte en tubos. En caso de
desear proporcionar condiciones anaerdbicas, existen diversas metodologias
para ello. Los medios semisolidos se utilizan para el crecimiento bacteriano
a lo largo del tubo. Los niveles de difusion de oxigeno en las distintas
capas condicionara el crecimiento de distintos tipos de microorganismos

(aerobios, anaerobios).
MEDIOS DE CULTIVOS UTILIZADOS

- Medio Agar Triptona Soya

Medio de propdsito general para el cultivo de una amplia variedad de
microorganismos. Por el contenido de peptona de soya y pectona de caseina
resulta una aportacion nutritiva que permite el desarrollo optimo de un gran

namero de microorganismos



- AGAR MALTA

Medio para la deteccion, aislamiento y enumeracion de levaduras y mohos.
Se trata de un medio cuya fuente de carbono es el extracto de malta.
Recomendado para el aislamiento de levaduras y hongos, resulta pobre
para el crecimiento de Bacillus sp pero puede servir para la

identificacion selectiva de algunas cepas.



CAPITULO 3

3.1 AISLAMIENTO Y RECUENTO DE BACTERIAS

3.1.1 Técnica de aislamiento y recuento: Banco de diluciones. Técnica
que consiste en obtener una suspension de la mezcla de microorganismos y
hacer diluciones seriadas que se vierten en una placa Petri hasta conseguir

colonias aisladas.

Instrucciones: Se debe trabajar, como siempre, en condiciones estériles,
flameando la boca de los tubos antes y después de introducir la pipeta, en

las proximidades del mechero.

Mediante una pipeta estéril, tomar una muestra del cultivo mixto, y depositar
1ml en el primer tubo con 9ml de suero fisiolégico ( 6 en nuestro caso: 0,5ml

en 4,5ml respectivamente) (dilucion 10-1).
Agitar hasta conseguir una suspension homogénea.

Tomar otra pipeta estéril, y transferir la primera dilucion 0,1ml al

siguiente tubo con 10ml de suero fisiologico (10-2), y asi sucesivamente.



A partir del tubo con dilucién 10-2 y 10-4, con una pipeta estéril, inocular
0,1ml en placa extendiendo la muestra sobre la superficie con el asa de
vidrio, la cual se debe esterilizar mediante su introduccién en alcohol y
posterior flameado, por lo que se pasa el asa impregnada en alcohol por el

mechero y se deja consumir el alcohol completamente.

Tras incubar se podran obtener colonias aisladas. El recuento de estas

colonias permitird conocer el nimero de células existentes en el cultivo

original.

DILUSIONES SERIADAS:
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= =
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159 x 10° = 1.59 x 10°
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de formadoras de colonias)

YT I v nililiben da la

Figura 3: DILUSIONES SERIADAS

Fuente: http://egg.umh.es/frvalera/manualDePracticas.pdf



3.1.1 Técnicas de aislamiento para la obtencién de cultivos puros.

A partir de un cultivo mixto, se pretende obtener un cultivo puro de bacterias,
a través de la obtencion de colonias aisladas. Cada colonia representa
una poblacion de microorganismos procedentes de una sola célula, a partir
de la cual se posee la seguridad de obtener dicho cultivo puro de un solo tipo

de microorganismo.

Para ello se utilizan diferentes técnicas de aislamiento, basadas en diluir la
muestra inicial para obtener colonias aisladas. Una vez que se ha obtenido
un cultivo puro, se puede mantener haciendo resiembras en tubos de
agar inclinado o bien congelando las células en glicerol (10-30%) a -70°

C, en Nitrégeno liquido a -173° C, o mediante liofilizacion.

3.1.2 Métodos de identificacion bacteriana.

La correcta deteccion e identificacion de los microorganismos presentes en
muestras clinicas o de otros origenes es imprescindible para determinar el
origen de las infecciones, seguir el curso de las enfermedades y decidir los

tratamientos a aplicar.

Todos los puntos del proceso son importantes, desde la forma de tomar y

mantener las muestras hasta su manipulacion en el laboratorio.



Se puede decir que en el proceso de identificacion de microorganismos

se ponen en juego todos los conocimientos acumulados en Microbiologia.

La identificacion de bacterias puede basarse en muchos caracteres:

morfologicos, fisioldgicos, bioquimicos, de tipo seroldgico y de patogenicidad.

3.2.2 Morfologia celular:

* Forma (bacilos, cocos) y agrupamiento (diplococos, racimos, rosarios).

* Tincion (Gram, acido-alcohol resistentes...)

* Estructuras especiales: flagelos, endosporas

Morfologia de las colonias:

* Forma, color, consistencia, borde, seccion...

3.2.3 Fisiologia:

» Aerobios, anaerobios, anaerobios facultativos

» Temperatura 6ptima de crecimiento

* Movilidad



3.2.4 Bioquimica:

* Presencia o ausencia de una enzima o de toda una ruta metabdlica.

* Fermentaciéon de carbohidratos

» Utilizacion de citratos como unica fuente de carbono

3.3 Métodos de identificacion tradicionales.

Identificacion de enterobacterias: Como ejemplo, diversos géneros y

especies de enterobacterias se identificaran mediante:

Aislamiento en medio selectivo (MacConkey)

Tinciéon de Gram

Sistema de identificacion API

3.3.1 Prueba de la oxidasa:

Una varilla de identificacion de la actividad oxidasa se pone en contacto con

una masa bacteriana de la cepa a ensayar.



3.3.2 Sistema de identificacion API.

La bateria de pruebas API20E es un sistema de identificaciébn rapida
para bacterias de la familia Enterobacteriaceae y otras bacterias Gram(-).
Bésicamente consta de 23 tests bioquimicos estandarizados Yy
miniaturizados y una base de datos. Este sistema presenta las ventajas de

ser rapido, eficaz y de permitir realizar numerosas pruebas a la vez.

Cada tira de APl 20E contiene 20 microtubos o pocillos con distintos

sustratos deshidratados. Cada tubo es una prueba bioquimica distinta.

Los microtubos se inoculan con una suspension de microorganismos, en
agua o solucion salina, que rehidrata los medios. Las tiras se incuban a 37° C
y por efecto del metabolismo bacteriano se van a producir cambios de

colores espontaneos o bien al afiadir reactivos.

La lectura de las reacciones se hace mediante comparacion con una tabla de

lectura donde se indica si lo siguiente:

1.- Se humidifica el sistema mediante adicion de agua destilada en los

pocillos de la base de plastico transparente.



FIGURA 4: Instrucciones galeria Api

Fuente: http://egg.umh.es/frvalera/manualDePracticas.pdf

2.- Se toma con el asa de siembras una colonia de la cepa a analizar
y se resuspende en 5ml de suero fisiolégico estéril. Se homogeneiza la

suspension.

0.85% Saline

FIGURA 5: Instrucciones galeria Api (paso 2)

Fuente: http://egg.umh.es/frvalera/manualDePracticas.pdf



3.- Con ayuda de una pipeta Pasteur estéril se rellenan los pocillos del
sistema de identificacion segun las indicaciones. Hasta el borde del tubo

en todos los casos excepto:

-En los marcados con el rectdngulo abierto [ ] en los que se rellena también

la capula (CIT, VP, GEL).

- En el caso de los tubos marcados con subrayado _ (ADH, LDC,
ODC, H2S, URE), se realizara anaerobiosis mediante adicion de parafina

estéril rellenando la cupula del tubo (una vez lleno el tubo con la muestra).

Se incuba a 37° C durante 18-24 h

Se observan los resultados de las pruebas bioquimicas en cada pocillo o

microtubo:

- Tras observar el resultado de la reaccion de fermentaciéon de la glucosa
en el tubo GLU (y anotar en hoja de resultados), en este mismo tubo se
observa la reaccién de reduccidén de nitratos (mediante la adiccion de los

reactivos NIT-1 y NIT-2 sucesivamente).

- Se adicionan los reactivos indicados en los tubos correspondientes (TDA,

IND, VOP-1 + VP-2)

- Los resultados se comprueban en tabla de identificacion o programa de

identificacion.
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FIGURA 6: Pruebas Api

Fuente: http://egg.umh.es/frvalera/manualDePracticas.pdf

3.3.3 Tinciones simples

Utilizan un solo colorante. Se basan en el hecho de que las células tienen
una composicion quimica diferente a la de su entorno, de modo que ambos
se comportan de forma diferente frente a un colorante. Ejem: Azul de
metileno, safranina... etc.

Una vez fijada la preparacion (tras esperar que se enfrie), cubrir con el
colorante durante 1 minuto, lavar a continuacién abundantemente con agua

destilada, y secar con papel de filtro. Observar al microscopio.

3.3.4 Tinciones diferenciales

Se basan en el hecho de que distintos tipos de células tienen distinta
composicién quimica, y por lo tanto reaccionan de forma diferente frente
a una tincion, lo que permite clasificar los microorganismos en
diferentes grupos, segun su capacidad de tinciébn. En este apartado
estan dos tinciones de importancia taxonémica y médica: la tincion de Gram
y la de &cido-alcohol resistencia (de Ziehl-Neelsen). Estas tinciones utilizan
mas de un colorante.

Tincion de Gram: El fundamento radica en la diferente estructura de la pared

celular de ambos grupos: las bacterias Gram+ tienen una gruesa capa de



peptidoglicano en su pared, mientras que las bacterias Gram- tienen una
capa de peptidoglicano mas fina y una capa lipopolisacaridica externa.

Tras la tincidén con el primer colorante (Cristal violeta) se efectda un
lavado con etanol que arrastrara al colorante solo en las Gram (-), mientras
que en las Gram (+) el colorante queda retenido y las células
permaneceran azules. Las células Gram (-) se tefiiran después con un

colorante de contraste (safranina) para que puedan observarse.



OBJETIVO GENERAL
Determinar la presencia o ausencia de bacterias nativas del suelo-lodo, de

un rio contaminado por hidrocarburos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:
e Aislar bacterias degradadoras de hidrocarburos presentes en las
muestras.
e Cuantificar las bacterias presentes en el suelo del sector Rio Bonanza,
Provincia de Pastaza.

¢ I|dentificar el género de las bacterias aisladas.

CAPITULO 4

4.1 PRINCIPALES IMPACTOS.

4.1.1 Impacto Cientifico.

Estableciendo la identificacion de bacterias en el suelo contaminados por
petréleo del Rio Bonanza, en la cual se desarrollara las practicas de
biorremediacion, utilizando como hongos, bacterias del medio o bacterias
modificadas genéticamente, para neutralizar sustancias toxicas Yy

transformandolas en sustancias menos toxicas para el ambiente o salud



humana. La caracterizacion bacteriana permitira el estudio de las bacterias

encontradas y a su vez aprovechandolas para diferentes funciones.

4.1.2 Impacto Social.

Esta investigacion de cierto modo va encaminada a determinar si es que hay
fallas en las leyes ambientales para las operaciones hidrocarburiferas en el
Ecuador, para que las autoridades tomen las correcciones necesarias para
gue mientras se explota el petrdleo que es muy necesario para la economia
del pais, no se llegue a destruir la fauna, con especies Unicas, de nuestra

amazonia y no se llegue a dafiar el ecosistema existente.

La actividad petrolera ha afectado en especial a los pueblos alrededor del Rio
Bonanza: Sicona, Secoya, Cofan y quichua, que han perdido gran parte de
sus territorios tradicionales y sus posibilidades de sobrevivencia cultural. Sus
practicas estan amenazadas por la contaminacién de los rios y la destruccion
de los suelos, pérdida de sus cosechas, muerte de animales de caza y pesca

y la invasion de colonos.

La colonizacién en las orillas de los rios altera las condiciones de vida y

reproduccion de especies acuaticas.



4.1.3 Impacto Ambiental.

El impacto ambiental deja como un grupo de huellas y problemas que deja en
el medio natural, en este caso, las perforaciones petroleras, la contaminacién
en el aire y rios, cambios y dafios en la flora y en la fauna son claros

indicadores de este problema.

Los impactos se dan en todas las fases del proceso como son exploracion,
perforacién, produccién, almacenamiento, transporte, procesamiento Yy

distribucion de derivados..

Los dafios causados por las explotaciones petroleras en la naturaleza se dan

en el aire, en los recursos hidricos, en la flora, fauna.

La explotacion de hidrocarburos es una actividad cada vez mas importante, y
su impacto ambiental puede aumentar considerablemente, la tierra
amazoénica ha sido depredada y envenenada, los rios amazdnicos podrian
convertirse en corrientes que llevan cargamentos de basura quimica, los
bosques dejarian de ser una realidad y los animales, tanto como los seres
humanos tendrian que emigrar a lugares menos inhabitados, o en su defecto,
resignarse a la desaparicion lenta e irreversible. Los pueblos indigenas se
verian muy beneficiados si el control ambiental para las explotaciones

aumentara.



Las empresas responsables del proceso extractivo de energéticos jamas han
respetado a la naturaleza de la zona de explotacion, éstas deberian parar la
contaminacion e incrementar la eficiencia de sus operaciones en los campos
petroleros existentes mediante la utilizacion de una tecnologia mas
adecuada. El Estado debe ser el principal garante del derecho a vivir en un
ambiente libre de contaminacion. Toda iniciativa en beneficio del desarrollo

de una cultura ecoldgica siempre sera plausible.

4.2 Areade estudios.
Ubicacion: Se halla en la Zona central de la Region Amazonica, entre los
75° 35y 78° 5’ de longitud oeste y entre los 1°20" y 2° 35 de latitud
sur. Su cabecera cantonal y provincial a la vez se halla localizada a
lo 78° 07° de longitud oeste y 1° 30‘de latitud sur, a una distancia de 101
Km. A 2HOO de la ciudad de Ambato, 5HO0 de la ciudad de Quito y a

3HO0O0 de la ciudad de Riobamba.

Limites

¢ Norte: Provincia del Napo.

e Sur: Provincia de Morona Santiago (teniendo como limite natural
al rio Pastaza)

e Este: Republica de Peru

e COeste: Provincia de Tungurahua



Las muestras seran analizadas y preservadas en el Laboratorio de
Microbiologia de de la Facultad de Ingeniera Maritima y Ciencias del Mar

(ESPOL).

Escuela Superior Politécnica del Litoral (ESPOL) Campus Gustavo Galindo
que se encuentra localizado en el Km 30.5 via Perimetral, Provincia del

Guayas.

4.3 Metodologias.

e Colecta de muestras.

e Teécnicas de dilucion y siembra de superficie de placa.

e Conteo y caracterizacion morfolégicos de las bacterias.

e Aislamiento de los microorganismos y obtencién de un cultivo.

e Prueba bioquimica Api E20.

METODO

4.3.1 COLECTA DE MUESTRAS:

ISO 10381-6:1993- Calidad de suelo. Muestreo. Parte 6: Lineas directrices
para la recogida manipulacion y almacenamiento de suelos destinados al

estudios en laboratorios de procesos microbioldgicos.



Fuente: http://www.biada.org/web/materies/microbiologia/aigua/PDFs/UNE-
EN_ISO_5667-13=1998.pdf

4.3.2

Metodologia para identificacion de bacterias aerobias, hongos,
levaduras y bacterias degradadoras (Bergey's (1974). Manual, the

Systematic Bacteriology, Volumen | y II)

Se pesaron 15 g de suelo del area de estudio.

Se afiadio a un matraz Erlenmeyer de 250 ml.

Agregar 100 ml de medio Solanas (Solana, A.M.1985). Anexo tabla 1
Agregar unas 5-10 gotas de tween 80 para facilitar la homogenizacion.
Incubar a 150 rpm durante 30 min.

Tomar el sobrenadante.

realizar diluciones seriadas en solucién salina hasta 10 ® (ISO 6887,
1993).tabla 2

En estas dilusiones se procede a tomar el sobrenadante esta sera
nuestra solucién madre y de ahi partiremos para realizar nuestras
dilusiones.

De las diluciones se retira 1ml por cada uno y sembraran en placas

por duplicado en medio de Agar Triptona soya para el conteo total de

bacterias aerobias (ISO 4833:1991). Anexo Tabla 3



10.Paralelamente las diluciones se sembraron en placas con Agar
petréleo (Finnerty, 1983) para el conteo total de bacterias

degradadoras de hidrocarburos. ANEXO Tabla 4

Realizar inoculaciones :

11. Agite la suspension de la solucién madre, solucién 10 2, 10 * sumerja
un hisopo de algoddn estéril en la suspension, remueva el exceso de

liquido del hisopo presionandola contra la pared del tubo.

12. Preparar: 2.6 de agar malta en 80 ml de agua destilada + 4 g de

cloruro de sodio al 5%. Anexo tabla 5

12.Se realizaron inoculaciones en Agar Malta con un 5% de Cloruro de
sodio para el conteo de hongos filamentosos y levaduras (ISO 7954:

1987).

13.Empezando en la parte superior de la placa con agar malta y cloruro
de sodio inocule la superficie con el hisopo frotando en todo la placa y
rote la placa aproximadamente 60° y repita el procedimiento de
frotado. Rote otra vez la placa. Esto garantizara que el inéculo sea

distribuido homogéneamente.



14.Sugerencia técnica: Incube la placa dentro de los 15 minutos

siguientes después de haber estandarizado el in6culo.

Figura : Inoculacidn de la placa
http://www.paho.org/spanish/ad/ths/ev/04.pdf

4.2.3 Aislamiento de las bacterias degradadoras de hidrocarburos

(Bergey’s (1984).Manual, the Systematic Bacteriology, Volumen | y I1)

1. Las bacterias mas representativas de la primera metodologia se
escoge 2-3 placas en Agar petréleo.

2. Se siembra por agotamiento en medio Agar triptona soya.

3. Se prepara el agar triptona soya en la cual se pesa 6.4 g de triptona
de soya en 80 ml de agua destilada.

4. Se procede a depositar 20 ml en cada caja petri para luego ser llevado

a incubacion.



4.3.4

Incubar a 37 ° C por 24 h.
Para la caracterizacion cultural se observaran las bacterias al
estereoscopio y para definir las caracteristicas morfologicas tintoriales

que se realizara con la tincion de Gram. Anexo tabla 6

Caracterizaciéon de las cepas degradadoras.

Hidrocarburos Alifaticos: Para la determinacion de la capacidad de

utilizacion de fracciones de hidrocarburos alifaticos del petréleo como Unica

fuente de carbono se afadio:

1)

2)

3)

4)

Se prepara 1% de queroseno densidad del compuesto Queroseno son de
0.8 g/mL por lo tanto se toma 10 ml de querosene.

Se toma 10 ml de isoactano con un 10 ml de medio solanas todo esto
por separado.

El medio se inoculé con una asa de cultivo de cepa

Incubar durante 21 dias a 37 °C con indicador de crecimiento.

Hidrocarburos Aromaéticos: Para la determinacion de la capacidad de

utilizacién de fracciones de hidrocarburos aromaéticos se utiliz6:



e 1% de Naftaleno (poliaromatico) que es igual 1,28 gramos de
naftaleno.

e Disolver el naftaleno como es insoluble en agua, se disolvid primero
en acetona, 1 gramo de naftaleno por 50 ml de acetona.

e En este caso seria 64 ml de acetona. Y se lo coloco al medio.

e 10 ml de Tolueno (Aromatico alquilado) en medio basal Solanas de
20 ml por separado.

e EIl Naftaleno, como es un sélido insoluble en agua, se disolvié primero
en acetona y luego se afadié al medio.

e El medio se inocul6 con un asa de cultivo de cepa.

e Incubar durante 21 dias a 37 °C con indicador de crecimiento.

Identificacion de las cepas deqradadoras: A partir de cultivos frescos de las

cepas que crecieron en todos los medios de caracterizacion se inocularon los

Kit de identificacion (APl 20 NE, 2002) para la identificacion de

microorganismos Gram negativos no enterobacterias




5.1 PRESUPUESTOS

5.1.1 Actividades

CAPITULO 5

agua destilada

Fecha Inicio Fecha Fin Recursos Recursos Costo de
la
Actividad Materiales Humanos | gctividad
Frasco o funda | Estudiantes
estériles, encargados
guantes, del
Toma de 5
01/04/2010 02/04/2010 | ESPAtIas. proyecto. | ¢ 69
Muestras
Medio
Preparacion Solan_as,
de cultivo Solucion
Salina, Agar
Triptona Soya ,
03/04/2010 07/04/2010 | Agar Petréleo, | ggydiantes
Agar Malta, encargados
Tincion de, del $ 873,50
caja Petri, proyecto.
Matraz y
autoclave,




Muestra de
suelo, Matraz,
Medio
Solanas, Agar

04/04/2010 04/04/2010 . Estudiantes
Triptona, Agar
o . encargados
Técnicas Petroleo, del
identificacion Incubadora, rovecto
de bacterias gotas de proy
aerobias, tween, tubos
hongos, de ensayo,
levaduras ipetas, cajas
vacuresy pipetas, caja $11.230
bacterias petri, solucién
degradadoras salina
Hisopo, tubos
de ensayos,
agar malta, Estudiantes
| laci il encargados
noculaciones 04/04/2010 agua destilada, del $1.430
cloruro de
04/04/2010 | Sodio proyecto
Aislamiento Cajas petri,
de agar petréleo,
06/04/2010 agar triptona Estudiantes
las bacterias SO encargados
ya, agua
degradadoras 05/04/2010 destilada . del $2.058
de incubadora proyecto
hidrocarburos
Tincién de Porta objeto
Gram . .
Picela de agua | Estudiantes
destilada encargados
06/04/2010 06/04/2010 del $100
Cristal violeta proyecto

Safranina

Lugol solucién
de alcohol




DEL PROYECTO

Microscopio $2400
Conteo y 07/04/2010 08/04/2010 Microscopio Estudiantes
caracterizacio encargados
n de' $200
morfologicas proyecto
de bacterias
CARACTERI Queroseno,
ZACION DE isoactano, _
LAS CEPAS medio Estudiantes
DEGRADAD Solanas, encargados
ORAS pipetas, tubos del

t
. 09/04/2010 | 30/04/2010 | de ensayos, proyecto
Hidrocarbur asa,
os Alifaticos incubadora
$2939
Naftaleno

(poliaromatico)
Hidrocarbur tolueno, medio
0S Solanas,
Arométicos asa,incubador

a
COSTO TOTAL
21.230,22




5.1.1 Distribucion del presupuesto

Aporte CICYT Otros Aportes Aporte Total (US$)
Institucionales Externo(US$)
(USs$)
(USs$)

1. Remuneracién recursos humanos (Director,

Investigadores, Técnicos)' (< 25%) En tesis NO 3200 3200

APLICA.
2. Viajes Técnicos 1300 1300
3. Capacitacién (pasantias, cursos) 800 800
4. Equipos (<50%) 6000 5230.74 |11230.00
5. Libros y Revistas 320 320
6. Materiales y Suministros 1460.22 1460.22
7. Transferencia de resultados 820 820
8. Subcontratos y servicios (< 20%) 2100 2100
Total 6000 15230.22 |21230.22
Porcentaje 28 72 100




5.1.3 CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES

Actividades Mes 1 Mes 2 Mes 3 Mes | Mes 5 Mes 6

Mes

Investigacion 4 2
Bibliografica semanas | semanas

Investigacion lsemana
de Campo 1

Toma de 1
muestras  de semana
pot cosecha

Tiempo de 1
muestras  en semana
pre siembra

Andlisis de 1
muestras mes

Andlisis 1
estadisticos semana

Avance 3
semanas

Revision

mes

RESULTADOS ESPERADOS Y RECOMENDACIONES

- Se recomienda evaluar la factibilidad de utilizacién de proceso digeridos
a plantas de tratamiento de aguas residuales domésticas e industriales
como fuentes de nutrientes y de microorganismos biodegradadores de
hidrocarburos en el proceso de Biorremediacion de residuos solidos
petrolizados y suelos contaminados por hidrocarburos.

- Se debe estudiar la posibilidad de obtencion de bioproductos y

biosurfactantes a partir de las cepas aisladas e identificadas



http://www.monografias.com/trabajos5/esfa/esfa.shtml

Es muy importante mantener el suelo en condiciones aerdbias, porque
la transformacion de los hidrocarburos del petréleo en condiciones

anaerobias es muy lenta o algunas veces inexistente

CONCLUSIONES

Todos los medios de cultivos que se utilizaron como fuente de
crecimientos con diferentes sustratos como uUnica fuente de carbono y
energia, estas bacterias tendrd un Optimo crecimiento al final de la
incubacion, siendo capaces de degradar todas las fracciones de
hidrocarburos a la que fueron expuestas, por lo que constituyen que
hay microorganismos con diferentes fines degradativos en suelos

impactados por hidrocarburos.

Las bacterias aerobias aisladas e identificadas de nuestra muestra de
suelo-lodo del Rio Bonanza serdn capaces de degradar todas las
fracciones de hidrocarburos, y pueden servir como materia prima para
la obtencién de bioproductos (indculos), para ser empleados en suelos
contaminados por hidrocarburos y donde no sea posible la aplicacion
del proceso de Biorremediacion por la técnica de la bioestimulacion de

los microorganismos autéctonos tal es el caso como los manglares.


http://www.monografias.com/trabajos14/costosbanc/costosbanc.shtml#MATER

El potencial de los microorganismos para la biodegradacién se puede
obtener de una manera rapida para solo ver si existen bacterias en un
estado activo, o de una manera mas a fondo para, ademas,
determinar las condiciones Optimas de biorremediacion y aproximar el

tiempo requerido para sanear el sitio.

La biorremediacion, es una tecnologia,que tiene un gran potencial en
la recuperacién de sitios contaminados por hidrocarburos de petréleo

y generalmente es mas barata que otras alternativas de restauracion.

De cualquier modo, se necesita considerar los factores determinantes
para un sistema de biorremediacion, y se deben entender las

limitaciones de esta tecnologia y compensarlas.



ANEXOS

MEDIOS Y COTIZACIONES

ANEXO 1 : MEDIO SOLANAS

Compuesto Cantidad
Sulfato de sodio 2 gramos
Fosfato di potasico 0,5 gramos
cloruro de amonio 1 gramo
nitratro de potasio 2 gramos

Sulfato de Hierro Il 0,01 gramos
Petroleo crudo 1%
Agua destilada 100 ml
ANEXO 2
SOLUCION SALINA
Compuesto Cantidad
Clorurro de sodio 100 gramos
10 litros

agua destilada




ANEXO 3
AGAR TRIPTONA SOYA

Compuesto Cantidad
Peptona de
caseina 15 gramos
cloruro de sodio 5 gramos
Agar 15 gramos
agua destilada 1 litro
Peptona de soya 5 gramos
ANEXO 4
AGAR PETROLEO
Compuesto Cantidad
Clorurro de sodio 24 ¢
cloruro de potasio 0,79
Fosfato diacido de potasio 29
Sulfato de magnesio heptadifratado 19
fosfato acido disodico 39
Nitratro de Amonio 19
Agua destilada 100 ml
Petroleo crudo 10 ml




ANEXO 5

AGAR malta

Compuesto Cantidad
Extracto de malta 30g
Peptona 59

Agar 159
Agua destilada 1000 ml
fosfato acido disodico 39
Nitratro de Amonio 19
Agua destilada 100 ml

Petroleo crudo

10 ml
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NOMBRE : ESPOL ESCUELA SUPERIOR POLITECNICA DEL LITORAL

DIRECCION: KM. 30.5 VIA PERIMETRAL

R.U.C : 0960002780001

CIUDAD : GYE PROV.: GUAYAS (09)

#.CLIENTE: 1561

TELEFONO : 2269269 269375

VENDEDOR : 105 Carrillo Landin Manolo Fa

ASUNTO: PROFORMA
FECHA: 30/Nov/09 PROFORMA 17148
ITEM CANT. MED. DESCRIPCION PRECIO.U. PRECIO.T.

001 Balanza Ohaus Adv. Diam. 120 516.00 516.00
002 Vortex agitador Shoker Plataforma 21,7 m 331.80 331.80
003 Incubadora Microbiologica marca Nemme 700.00 700.00
004 Cabinas de seguridad biolégica tipo Il marca MArcs 3790.00 3790.00

Validez de La proforma: 60 DIAS
Forma de pago : CONTADO CONTRA ENTREGA.
Tiempo de Entrega: INMEDIATA, SALVO VENTA PREVIA.

Subtotal I.V.A Flete total
4697,264 640,536 0 5337.80






