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RESUMEN

Los consorcios microbianos son asociaciones naturales que adoptan las
comunidades microbianas, actuando en conjunto y generando sistemas
complejos que les genera beneficios. El objetivo principal de la
investigacion fue obtener un consorcio microbiano biodegradador de
petréleo a partir de las aguas termales de Contamana. El criterio de
seleccion de la muestra, fue la temperatura de las aguas superficiales, los
cuales fueron superiores a 40°C. Se cultivo los consorcios microbianos en
matraces Erlenmeyer con medio de cultivo BH y petrdleo crudo y se
evaluaron durante 30 dias. Los consorcios microbianos fueron observados
con tincién gram por microscopia de fluorescencia, el perfil de crecimiento
y degradacion del crudo fue cuantificado por espectrofotometria. Los
resultados nos muestran que las formas bacterianas mas comunes
presentes en las muestras, son los cocos y cocobacilos, pertenecientes a
gram positivas y gram negativas. El perfil de crecimiento microbiano fue
gradual obteniendo valores superiores a 0,070 nm. de absorbancia,
respecto al grupo control que se mantuvo con valores mas bajos. La
estimacion de la degradacion de petrdleo por medio de la de cuantificacién
de los polifenoles totales, mostraron resultados que fluctuaron de entre
40,20 a 13,20 mg/L. En conclusién, los resultados nos indican que los
consorcios microbianos procedentes de aguas termales presentan la
capacidad para degradar petréleo crudo.

Palabra clave: Consorcios microbianos, aguas termales, petroleo,
biodegradacion.



ABSTRACT

Microbial consortia are natural associations adopted by microbial
communities, acting together and generating complex systems that
generate benefits for them. The main objective of the research was to obtain
an oil biodegrading microbial consortium from the thermal waters of
Contamana. The sample selection criterion was the temperature of the
surface waters, which were higher than 40°C. Microbial consortia were
cultured in Erlenmeyer flasks with BH culture medium and crude oil and
evaluated for 30 days. The microbial consortia were observed with gram
staining by fluorescence microscopy, the growth profile and crude oil
degradation were quantified by spectrophotometry. The results show that
the most common bacterial forms present in the samples are cocci and
Coccobacillus, both gram positive and gram negative. The microbial growth
profile was gradual, obtaining values greater than 0.070 nm. of absorbance,
compared to the control group that maintained lower values. The estimation
of oil degradation through the quantification of total polyphenols, showed
results that fluctuated between 40.20 and 13.20 mg/L. In conclusion, the
results indicate that microbial consortia from hot springs have the ability to
degrade crude oil.

Keyword: Microbial consortia, hot springs, oil, biodegradation.
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Capitulo I. Marco teérico

1.1. Antecedentes de estudio

La edad de la tierra se estima en 4 500 millones de afios, durante la
mayor parte de este tiempo, los habitantes de la tierra existieron en
forma de organismos unicelulares simples. Un cambio fundamental
ocurrié durante el periodo cambrico (hace aproximadamente 545
millones de afios), que a menudo se conoce como la “explosion
cambrica” debido a la magnitud de los cambios que ocurren. El
escenario actualmente aceptado con respecto al origen de los
hidrocarburos de petréleo se basa en el siguiente concepto: la
materia organica fésil quedo atrapada en la roca madre (ker6geno)
y paso por varias etapas de transformaciones. Desde un punto de
vista quimico, los sustratos son una mezcla de compuestos
organicos de alto peso molecular formados debido a la degradacién
de sustancias poliméricas naturales presentes en la biomasa
residual (1).

Los microorganismos desempefian un papel importante durante las
etapas iniciales de la formacion de hidrocarburos (diagénesis) e
influyen significativamente en la composicion final del petréleo crudo
disponible comercialmente, como lo demuestra su dispersion, clases
diferentes. Ademas, dado que los hidrocarburos no derivados del
petréleo son omnipresentes en el medio ambiente a un nivel bajo,
los microbios pueden interactuar con ellos (2). La biorremediacién
ha sido evaluada en varios estudios como una opcion para tratar la
contaminacioén por hidrocarburos resultante del derrame o fuga de
petréleo crudo y combustibles en el medio ambiente. La degradacion
de alcanos de cadena larga por mesofilos a temperaturas entre 25y
28 °C se ha estudiado ampliamente en contraste con las vias de
biodegradacion en termdfilos que aun no estan bien caracterizados
(3).

Estudios relativos sugieren que los degradadores de hidrocarburos

como las bacterias de los géneros, Thermus, Thermococcus y



Thermotoga, y las especies que se encuentran en ambientes
naturales de alta temperatura o ricos en azufre son de especial
importancia, ya que podrian usarse eficientemente para la
biorremediacion de suelos desérticos contaminados por petrdleo,
sedimentos en climas semiaridos con veranos largos y calurosos y

en proceso de compostaje (4).

Por lo ya mencionado; Manzur en el 2018, para obtener su tesis de
licenciatura, evalud el crecimiento de microalgas expuestas a
diferentes concentraciones de petroleo crudo, encontré6 que el
crecimiento celular fue oOptimo, alcanzando densidades de hasta
0,350 nm. de absorbancia (5). Asi mismo se logré aislar e identificar
nuevas cepas bacterianas degradadoras de petrdleo en la isla de
Kharg en Iran utilizando como medio sal mineral, el cual contenia 2%
de petréleo crudo como Unica fuente de carbono, las tasas de
crecimiento a 600 nm. dieron resultados de hasta 0,80 nm. de

absorbancia para las Pseudomonas sp. (6).

De igual forma, Cortez en el 2015 (7), en su tesis titulada,
“Aislamiento de microorganismos productores de celulasas alcalinas
de aguas termales y suelos de bosques de Contamana”, logré aislar
26 cepas microbianas, de los cuales 22 pertenecian a bacterias y 4
a hongos, utilizando medios de cultivo enriquecidos con celulosa
granular. La identificaciébn por analisis de secuenciacion de los
productos de PCR, dio como resultado con un 99% de similitud a los
géneros Geobacillus, Bacillus y Aspergilus. También, cuando se
evalu6 la capacidad de biodegradacion de diésel por
Chromobacterium violaceum, se determin0 que hubo una

disminucién de la tasa de degradacion de hidrocarburos (8).

Las investigaciones llevadas en condiciones extremas como son las
aguas termales de la selva peruana, en temperaturas que oscilaban
entre 45 a 90 °C, en el cual utilizaron secuenciamiento de la region

variables 16S V3-V4, lograron identificar 58 filos de bacterias y 2 de



arqueas, siendo el filo mas abundante las proteobacterias (88,06 %),
Thermi (6,43%), Firmicutes (3,41 %) y Aquificae (1,10%) (9).

En Ecuador un grupo de investigadores identificaron en las fuentes
de aguas termales “La merced”, 13 clones bacterianos
correspondientes a las especies Brevundimonas diminuta,
Aeromonas Schubertii, Acinetobacter haemolyticus, Bacillus spp,
Pseudomonas stutzeri (10). En la tesis denominada “Caracterizacion
biotecnolégica de microorganismos aislados de aguas termales en
el balneario “Piscinas el Cachaco-Calacali” Provincia de Pichincha”,
Ecuador, realizaron la caracterizacion microbiolégica, encontraron
gue el 82% de las bacterias aisladas fueron Gram negativas,
prevaleciendo el género Staphylococcus, mientras que un 18%

fueron Gram positivas, prevaleciendo el género Aeromonas (11).

En México en las Bahias hidrotermales de Concepcion, utilizando
secuencias de genes parciales de 16S ARNTr, encontraron 22 cepas
bacterianas, de las cuales identificaron los géneros Nitratireductor,
Ornithinibacillus, Bacillus y las especies Bacillus licheniformis y
Synechococcus elongatus (12). Asi mismo en el norte del Golfo de
México, lograron aislar 100 cepas bacterianas, que crecen en aguas
superficiales contaminadas con petréleo, de las cuales nueve

producian sustancias poliméricas extracelulares (13).

En un estudio desarrollado en los respiradores hidrotermales de la
cordillera del Atlantico Medio Sur, en el cual utilizaron cultivos
microbianos enriquecidos a partir de sedimentos, mediante
cromatografia de gases, espectrometria de masas y analisis
gravimétrico  encontraron que los géneros bacterianos
Pseudomonas, Nitratireductor, Acinetobacter y Brevundimonas
presentan capacidad para degradar aceites. Los cultivos
enriquecidos, después de 14 dias de evaluacion logran degradar
entre el 88 y 95 % de los alcanos e hidrocarburos aromaticos
policiclicos (14).



Asi mismo, Investigadores en China, lograron aislar siete cepas
microbianas capaces de degradar suelos contaminados por
hidrocarburos. Los resultados mostraron una eficacia de eliminacion
de hasta el 50% de hidrocarburos totales de petroleo (15). Cinco
consorcios bacterianos libres e inmovilizados de un medio marino en
la costa de Zhejiang en China, fueron aisladas, entre ellos se
encontraban  Exiguobacterium, Pseudomonas  aeruginosa,
Alcaligenes sp., Alcaligenes sp. y Bacillus sp, obteniendo
porcentajes de degradacion de hasta un 75,1% de petréleo crudo
(1%, p/v), durante siete dias de evaluacién. Las células bacterianas
gue mostraron mejores resultados fueron las inmovilizadas en
comparacién con las de vida libre (16). Mientras que en Indonesia se
caracteriz6 el aislamiento de cuatro cepas bacterianas termofilas, las
colonias presentaban diferentes caracteristicas fenotipicas, que

fueron analizados por analisis microscépicos y bioquimicos (17).

También, se revelaron que seis géneros bacterianos con capacidad
para degradar diésel, lograron niveles de entre 83 y 84 %, en 15 dias
de evaluacién (18). De igual forma en el aislamiento de Bacillus sp.
procedentes de aguas termales en la India, se pudo comprobar la
tolerancia a temperaturas que van desde 50°C hasta 90°C. Las
pruebas se realizaron mediante observacion morfolégica y pruebas
bioguimicas. La tincibn de Gram y caracterizacion microscopica
reveld bacterias gram positivos que pueden presentar proteasas

termoestables (19).



1.2. Bases tedricas
Los Consorcios microbianos

Los consorcios microbianos son asociados naturales de dos o mas
especies, las cuales actian como una sola comunidad beneficiando
cada uno de ellos de la actividad de los demés. Es decir, se trata de
sistemas naturales en los que microorganismos de distintas
especies, a menudo de distintos géneros, coexisten especialmente
y cooperan, posibilitando asi la supervivencia de todos ellos (20).
Estos microorganismos son capaces de prosperar en la naturaleza
en cualquier entorno, pudiendo ser encontrados en el agua en el

suelo, productos alimenticios, etc.
Los Organismos extremofilos

Los extremafilos son organismos vivos que presentan la capacidad
de sobrevivir en condiciones en las cuales, otros organismos no
pueden desarrollarse, estos pueden ser ambientes con temperaturas
extremadamente altas y bajas, pH extremadamente acido o basico,
entre otras condiciones. Dentro de estos organismos, las
arqueobacterias son el grupo extreméfilo mas comun debido a su
gran versatilidad y comportamiento adaptativo. También las
cianobacterias se adaptan a estas condiciones, siendo susceptibles

pH bajo y zonas secas (21).

Los organismos extremofilos incluyen a las bacterias, procariotas,
arqueas y organismos eucariotas. La gran mayoria de las
arqueobacterias son extremdfilas, toleran la sal, altas temperaturas,
y los ambientes acidos. Algunos géneros se los conoce como
hipertermofilas, ya que toleran hasta 121°C de temperaturas,
mientras que las bacterias Geothermobacterium ferrireducens
pueden tolerar hasta 95 °C. En los multicelulares eucariotas, el cual
incluye a los hongos pueden sobrevivir en condiciones extremas,

prosperan en terrenos acidos y alcalinos, toleran la sal y los metales,



pero son incapaces de tolerar altas temperaturas. Las especies de
hongos Exophiala y Cladophialophora es capaz de obtener energia
al metabolizar hidrocarburos y puede sobrevivir en lugares

contaminados.

Los extremofilos son importantes para la biotecnologia, debido a que
ofrecen diversas aplicaciones basadas en produccion de
biomoléculas, como amilasa, celulasas, esterasas, queratinasas,
lipasas, pectinasas, anticongelantes, proteinas, lipidos. Todos estos
bioproductos son utilizados en la agricultura, las bebidas, los
detergentes, alimentos, piensos, productos farmacéuticos, textiles,

cuero, pasta y papel, etc. (22).
Los Hidrocarburos

La mayor cantidad de hidrocarburos naturales que existe en el
mundo, se encuentran en forma de petroleo crudo, al cual la materia
organica en descomposicion le proporciona el carbono y el
hidrégeno. Los hidrocarburos son compuestos organicos simples
gue contienen carbono e hidrogeno. Pueden ser de cadena lineal o
ramificada. Existen hidrocarburos de bajo (metano, etano y propano)
y alto peso molecular (eicosano, polietileno, polietileno y parafina),
en el caso de los combustibles, el peso molecular de determinado
por osmometria, punto de congelacion, punto de ebullicion, etc. (23).

Casi todos los hidrocarburos son combustibles, las propiedades
guimicas de los hidrocarburos nos muestran el potencial de sufrir
cambios o reacciones quimicas en funcién de su estructura, los
cambios que sufre pueden cambiar totalmente al hidrocarburo de
partida a excepcion de la reaccion de isomerizacion en la que esta
involucrado un hidrocarburo de cadena recta, convirtiéndose en una
de cadena ramificada. En este caso la composicién del producto no
se modifica respecto a la composicion del material de partida, sino

solamente se modifica la estructura (24).



La Biodegradacion de hidrocarburos

Los cientificos vienen estudiando durante muchos afos la
biotransformacion de los hidrocarburos mediante el uso de
microorganismos. La evaluacion de la transformacion al que es
sometido los componentes del petréleo en ambientes controlados
conduce al aislamiento de las cepas microbianas individuales. Los
analisis bioquimicos son importantes para identificar las
transformaciones especificas y las enzimas responsables, del
proceso de degradacién. Ademas, los estudios genéticos para
analizar la biotransformacién y someter las células diferentes
ensayos, ayuda a identificar su capacidad de degradacién, el cual

puede ser utilizado en el campo de la biorremediacion.

Para la biorremediacion existen varias estrategias. Por ejemplo, 1)
la bioatenuacion, mediante el cual los microbios autéctonos hacen
limpieza sin intervencién minima, 2) la bioestimulacion, consiste en
la adicion de nutrientes limitantes, 3) la bioaumentacién, en el que
se inoculan cepas microbianas para acelerar la tasa de degradacién
del contaminante y 4) la bioadsorcién, que es la captura del
contaminante en la biomasa microbiana. Normalmente la mayoria de
estos procesos, terminan en la mineralizacion o mitigacion. Los
ensayos pueden desarrollarse en la misma fuente del problema (In
situ), o fuera de ella (Ex situ). Consecuentemente, la biorremediacién
puede ser de gran ayuda para resolver problemas de contaminacion,
pero es cierto que un escenario tan optimista no ocurre con mucha

frecuencia (22).
Las Aguas termales

Los manantiales hidrotermales o geotérmicos, estan formados por la
aparicion de aguas subterraneas calentadas geotérmicamente en la
superficie de la tierra. El agua subterranea es calentada ya sea por
cuerpos de magma pocos profundos o por la circulacion de fallas

hacia rocas calientes en lo profundo de la corteza terrestre. Las



aguas termales normalmente contienen grandes cantidades de
minerales disueltos, el pH varia desde los mas acidos hasta los mas
alcalinos, muchos manantiales también contienen abundante hierro
disuelto. Estos ambientes albergan diversas comunidades
microbianas, debido a eso se los conoce también como las “selvas
tropicales lluviosas” del mundo microbiano. Muchos de estos
manantiales contienen los minerales que los depdsitos epitermales

subterraneos albergan (25).
1.3. Definicién de términos basicos.

Aguas termales: son aguas calentadas por el calor geotérmico, el
cual es generado en el interior de la tierra. Presentan temperaturas
de al menos 4°C mas altas que la temperatura media del lugar donde
se encuentra geograficamente ubicada. Existen diferentes tipos, ya
sea segln su temperatura u origen. Segun su temperatura; Frias,
hipotermales, mesotermales e Hipertermales. Segun su origen

pueden clasificarse como tellricas y magmaticas (25).

Bacterias: son microorganismos que contiene una sola célula,
miden aproximadamente de entre 0,5 y 5 um, presentan diversas
formas, que van desde cocos, bacilos, Vibrios, esperilos y

espiroquetas (26).

Biodegradacion: es la accion de descomponer una sustancia

mediante la accion de organismos vivos (27).

Biorremediacién: es una técnica que utiliza microorganismos,
hongos plantas o enzimas derivadas de ellos para recuperar

espacios contaminados (28).

Consorcio microbiano: es la asociacion natural de dos o mas
poblaciones microbianas, de diferentes especies, que actian
conjuntamente como una comunidad o un sistema complejo, donde

todos se benefician de las actividades de los demas (29).



Curva de crecimiento: es un proceso de fision binaria, que sufren
las células y se multiplican. Esto aumentara de acuerdo a la
disponibilidad de nutrientes que estas contengan. Tiene cuatro fases
bien definidas: Latencia, Fase exponencial, Fase estacionaria, Fase
de muerte (30).

Petréleo: también llamado petréleo crudo, es un combustible fésil,
liguido de color negro o amarillento, se encuentra naturalmente en
las formaciones geoldgicas. Se forma a partir del resultado de la
descomposicion de millones de afios de plantas, algas y bacterias.
El petréleo crudo esta compuesto por varios hidrocarburos, entre
ellos carbono (85%), hidrogeno (13%), oxigeno (1%), nitrdgeno y

azufre (0,5%) y metales como el hierro, niquel y cobre (0,1%) (31).

Tincion de gram: Es una prueba de laboratorio, que nos permite
detectar bacterias en el microscopio por medio de un colorante
(Tincién). La reaccion se llevara a cabo segun la distribucion del

peptidoglucano en la pared celular de las bacterias (32).



Capitulo II. Planteamiento del problema
2.1 Descripcion del problema

Los niveles de contaminacion ambiental en el mundo son
alarmantes, los especialistas afirman que nuestro planeta se
enfrenta a una triple emergencia medioambiental, el cual esta ligada
al cambio climatico, la pérdida de la biodiversidad y la contaminacién
(33,34). La temperatura en la tierra se ha incrementado al menos 3
°C desde los niveles preindustriales, miles de especies de plantas y
animales estan en peligro de extincion, las enfermedades que son
consecuencias de la contaminacion causan millones de muertes
prematuras cada afio, ademas, la degradacion ambiental impide el
progreso e incrementa la pobreza y el hambre en la poblacion (35).

Estos problemas no son ajenos en nuestro pais, debido a la
experiencia vivida con la pandemia, los problemas referentes al
cambio climatico, y el manejo de la contaminacion, se ha
incrementado (36). En la region Loreto, los datos no cambian mucho,
la deforestacion de los bosques, la mineria ilegal y los derrames de
petréleo, son los problemas que mas afectan a la poblacion.
Contribuyendo a la aparicion de enfermedades, disminucién de los

recursos de flora y fauna, y el incremento de la pobreza.

Si bien es cierto que histéricamente nuestra regién ha dependido
econOmicamente de la extraccion directa de sus recursos naturales,
la exportacién de madera y la explotacién del petréleo son los que
contribuyen significativamente a la economia regional, pero el costo
beneficio que estas actividades generan es alto. Por ejemplo, los
derrames de petrdleo son una causa importante de contaminacion
de los suelos y rios, por tanto, la contaminacion de los peces y fauna
silvestre, finalmente afecta a la poblacion riberefia (37,38). Debido a
estos problemas, es importante que la comunidad cientifica

proponga alternativas eficientes y eco-amigables.
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2.2. Formulacion del problema
2.2.1. Problema general
¢ Es posible obtener un consorcio microbiano biodegradador
de petréleo a partir de las aguas termales de Contamana?

2.2.2. Problemas especificos
¢,De acuerdo a la tincion Gram a que clases pertenecen las
bacterias del consorcio microbiano biodegradador de petréleo

obtenido a partir de las aguas termales de Contamana?

¢,Como es el perfil de crecimiento del consorcio microbiano
biodegradador de petréleo obtenido a partir de las aguas

termales de Contamana?

¢Cual es la capacidad biodegradadora de petroleo del
consorcio microbiano obtenido a partir de las aguas termales

de Contamana?

2.3. Objetivos
2.3.1. Objetivo general
Obtener un consorcio microbiano biodegradador de petroleo
a partir de las aguas termales de Contamana.

2.3.2. Objetivos especificos

Determinar de acuerdo a la tincibn Gram a que clases
pertenecen las bacterias del consorcio microbiano
biodegradador de petréleo obtenido a partir de las aguas

termales de Contamana.
Evaluar el perfil de crecimiento del consorcio microbiano

biodegradador de petréleo obtenido a partir de las aguas

termales de Contamana.
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Estimar la capacidad biodegradadora de petroleo del
consorcio microbiano obtenido a partir de las aguas termales

de Contamana.

2.4. Hipotesis

El consorcio microbiano biodegradador de petréleo obtenido a partir
de las aguas termales de Contamana esta conformado por bacterias
de las clases Gram positivas y Gram negativas, presentan un perfil
de crecimiento tipico y muestran capacidad para biodegradar el

petrdleo.

2.5. Variables
2.5.1. Identificacién de las variables
2.5.1.1. Independiente (X)

Consorcio microbiano biodegradador de petréleo
2.5.1.2. Dependiente (Y)
Clases de bacteria
Perfil de crecimiento
Capacidad para biodegradar el petréleo
2.5.2 Definicién conceptual y operacional de las variables

e Variable independiente
Consorcio microbiano biodegradador de petréleo
Son aquellos microorganismos que son capaces de
biodegradar o catabolizar los hidrocarburos presentes en el
petréleo.

e Variable dependiente
Clase de bacteria
Las bacterias son microorganismos procariotas que miden de
entre 0,5y 5 um de longitud y presentan tres formas basicas

distintas: esferas (cocos), bastones (bacilos), y espirales o
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hélices (espiroquetas). No poseen nucleo definido, estan

conformados por wuna pared celular compuesta de
peptidoglucano. De acuerdo a su tincion gran pueden
pertenecer a las clases de bacterias gram positivas o gram

negativas.

Perfil de crecimiento

El crecimiento bacteriano es el resultado de los procesos de
division celular y muerte celular. Tipicamente, consta de las
siguientes fases: 1) adaptacion (log), 2) exponencial, 3)
estacionaria y 4) muerte celular. El crecimiento bacteriano se

suele estimar mediante su absorbancia a 600nm.

Capacidad para biodegradar el petrdleo

La capacidad de biodegradacién de petréleo por el consorcio
microbiano se evidencia por la transformacion quimica de los
hidrocarburos en polifenoles, estos Udltimos se pueden

determinar mediante métodos colorimétricos estandares.

2.5.3. Operacionalizacion de las variables

VARIABLES INDICADORES INDICES INSTRUMENTOS
Independiente (X)
Microorganismos
Consorcio microbiano presentes en los Presencia o
biodegradador de cultivos, ausencia de Microscopios
petréleo visualizados bacterias binoculares
mediante analisis
microscopicos
Dependiente (Y)
Gram positiva 0 0 a 1000 por

Clase de bacteria

Perfil de crecimiento

Capacidad para
biodegradar el
petréleo

Gram negativa
Absorbancia a
600nm

Concentracién de
polifenoles

campo de lectura

0 a 4 unidades de
absorbancia

0a0,1pg/mL

Microscopios
binoculares

Espectrofotometro
NanoDrop 2000

Espectrofotometro
NanoDrop 2000
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Capitulo Ill. Metodologia

3.1. Tipo y disefio de la investigacion

El disefio de la investigacion fue de tipo experimental por que busco
evaluar la biodegradacion de petr6leo en muestras de aguas,
procedentes de cuerpos de agua termales, de Contamana-Loreto.
(Coordenadas geograficas: X=505294; Y=9203974,5).

3.2. Poblacion y muestra
3.2.1. Poblacion

Estuvo constituido por todas las comunidades microbianas

presente en los cuerpos de aguas termales.
3.2.2. Muestra

Estuvo conformada por la comunidad microbiana presente en

un litro y medio de aguas termales.

3.3. Técnicas, instrumentos y procedimientos de recoleccidn
de datos

3.3.1. Técnica de recoleccion de datos

Las técnicas que se utilizaron a nivel de laboratorio para la

recolecciéon de datos fueron:

Cultivo. Se obtuvo un consorcio microbiano, para obtener la

biomasa requerida para el proceso de biodegradacion.

Evaluacion. Se obtuvo un perfil microbiano, para ser utilizadas

en los tratamientos de la fase experimental.

Observacion. Se realiz6 diariamente al observar el
crecimiento del consorcio microbiano y el monitoreo de la fase

experimental.

Apuntes. Se realizd durante toda la fase experimental para

anotar los resultados.
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3.3.2. Instrumentos de recoleccion de datos

Los instrumentos para la recoleccion de datos que se

utilizaron fueron los siguientes.

a) Fichas o guias de informacion: Se utilizaron para registrar
la informacion obtenida del crecimiento bacteriano.

b) Claves taxondmicas: Se utilizaron para identificar a que
especie pertenecen los microbios aislados.

c) Equipos: Microscopio de fluorescencia (Zeiss, Lab-Al-
Ax10), se utilizo6 para observar los microbios;
Nanoespetrofotometro (Thermo Scientific, NanoDrop®

2000), se utilizé para cuantificar el crecimiento celular.

3.3.3. Procedimiento de recoleccion de datos
Colecta de las muestras de aguas termales.

Se colect6 1,5 L de muestra de agua superficial, la muestra
fue almacenada en frascos transparentes y transportados al
Laboratorio de Biotecnologia y Bioenergética de la
Universidad Cientifica del Perd, donde fueron filtradas y

sometidos a las condiciones de evaluacion.

Aislamiento de las comunidades microbianas del cuerpo

de agua termal.

Para el aislamiento de las comunidades microbianas, se
utilizé 1,5 L de agua de 2 puntos de muestreo, Para ello se
utilizé filtros acoplados de 200 um, para atrapar la carga
particulada de mayor tamafo. Se registraron los datos de pH,
y temperatura de todas las muestras colectadas. Del total de
agua colectada, se tomo 300 mL, El cual fue nuevamente
filtrado en un dispositivo peristaltico (bombas de succién de
agua y de vacio) (MILLIPORE WP6222050), el cual tuvo

acoplado filtros de policarbonato de 0,22 ym — 47 mm, en
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donde se atraparon los consorcios microbianos presentes en
las muestras. Las células microbianas atrapadas fueron
resuspendidas en medio de cultivo BH-7, luego fueron
sometidas a los ensayos respectivos.

Cultivo del consorcio microbiano

Los cultivos de los consorcios microbianos, se realizaron en
matraces Erlenmeyer de 250 mL. Para ello, se tom6 100 pL
del concentrado celular y se sembraron en 99,9 mL de medio
de cultivo BH-7 al cual se le agregé 1 mL de petréleo crudo.
Las muestras fueron cultivadas en un bafio Maria (Tomos
CDK-S12) a 50 °C durante 30 dias. Todos los ensayos fueron
realizados por triplicado, ademas, se tuvo un grupo control el

cual contenia medio de cultivo + petréleo crudo.

Determinacién de las clases de bacterias del consorcio

microbiano

Para la determinacion de los consorcios microbianos se utilizo
la tincion de Gram y la tincion con bromuro de etidio (BrEt)
(Img/mL). Todas las muestras fueron observadas a 100 X,
utilizando microscopio de fluorescencia (Zeiss, Lab-A1-Ax10),
para la tincion de Gram, las muestras que se tifieron de color
azul fueron consideradas Gram positivas y las tefiidas de color
rojo fueron Gram negativas. En el caso de las tefidas con
BrEt, se observaron si las células son tefiidas de color rojo, el
cual nos ayud6é a determinar la presencia o ausencia de

células bacterianas.

Este procedimiento se realiz6 tomando todas las medidas de

bioseguridad necesarias.
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Evaluacion del perfil de crecimiento de los consorcios

microbianos

Para evaluar el perfil de crecimiento se utilizé el
Nanoespetrofotometro (Thermo Scientific, NanoDrop® 2000),
para ello se homogenizo la muestra completamente y se tomo
10 pL, con el cual se realiz6 la lectura de absorbancia a 600
nm. La evaluacion se realizé cada 48 horas por treinta dias.

Estimaciéon de la capacidad de biodegradacién de

petroleo.

Se realizO mediante la cuantificacion del contenido de
polifenoles totales (TP), por medio del procedimiento de Folin-
Ciocalteu, el cual consistié en agregar en una placa 20 pL DE
Folin-Ciocalteu diluido (1:10 y/o 1:3), 100 pL de una solucién
de bicarbonato de sodio (20%) y 40 pL de agua destilada para
completar un volumen final de 200 pL. Luego la solucion se
agitod y se dejo reposar durante 80 minutos, después se tomo
3 UL y con la ayuda de un NanoDrop® 2000 (Thermo Fisher
Scientific), se tomo los datos de la absorbancia a 765nm. La
curva de calibracién se realiz6 con soluciones de acido galico
en concentraciones de 1, 20, 40, 60, 80 y 100 mg/L. Los
resultados se expresaron en mg de acido galico equivalente
(GAE) por litro.

3.4. Procesamiento y analisis de datos

Los datos generados fueron almacenados en una base de datos en
Excel 2016. La prueba de distribucion normal de los datos y los
analisis estadisticos paramétricos y/o no paramétricos se realizaron

con el software R v 4,0.
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Capitulo IV. Resultados

4.1. Determinacion por Tincion de Gram de clases bacterianas
presentes en un consorcio microbiano biodegradador de petroleo
obtenido a partir de las aguas termales de Contamana.

Las imagenes tomadas utilizando tincion de gram y observadas en un
microscopio de fluorescencia a 100 X, nos muestra la presencia de
bacterias gram positivas y gram negativas (Figura 1).

Gram - Gram +

Figura 1. Celulas bacterianas observadas con tincion gram (Azules= Gram
positivas; Rojas= Gram negativas), y observada bajo el microscopio de
fluorescencia a 100 X.

Las formas bacterianas mas comunes observadas fueron los cocos y
cocobacilos, cabe mencionar que las células presentaron mayor densidad

celular, durante los primeros diez dias de evaluacion.

Células bacterianas

Figura 2. Células bacterianas observadas en microscopio a 100 X tefiidas con

bromuro de etidio.
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4.2. Evaluacion del perfil de crecimiento de un consorcio microbiano
biodegradador de petroleo obtenido a partir de aguas termales de

Contamana.

La evaluacion del perfil de crecimiento del consorcio microbiano, nos
mostr6 como resultado, un crecimiento gradual durante el desarrollo
experimental de la investigacion. Se puede evidenciar la adaptacion y
seleccion de los microrganismos capaces de sobrevivir a las condiciones
de la evaluacién. En él se puede observar que del dia cero, hasta el
segundo dia, present6 la fase adaptativa, luego el crecimiento fue
incrementandose gradualmente hasta llegar al dia diez en el que tuvo el
promedio de crecimiento mas alto, teniendo valores superiores a 0,07 de
absorbancia medido a 600 nm. mientras que el grupo control se mantuvo
por debajo de 0,01 (Ver figura 3).

—e—Control =@=Tratamiento

0.10 —+

0.09 + -

Absorbancia a 600 nm
5

o
=)
o

0.02 -

0.01

0.00 T T t t T t t t t t t t t t {
0 2 4 6 8§ 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30
Cultivo (dias)

Figura 3. Perfil de crecimiento de consorcios microbianos expuestos a petréleo

crudo durante treinta dias de evaluacion.

Posteriormente desde el dia diez, en el que se realiz6 un subcultivo a los

tratamientos, los valores fluctuaron de entre 0,01 hasta 0,08 de
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absorbancia, respecto al grupo control que se mantuvo con valores
inferiores 0,02. Finalmente, el crecimiento desde el dia 20 hasta el dia 30
presento valores los valores mas bajos, teniendo 0,03 como el nivel mas
alto en el ultimo dia, respecto al grupo control que se mantuvo por debajo
de 0,02.

4.3. Estimacién de la capacidad biodegradadora de petréleo utilizando
un consorcio microbiano obtenido a partir de las aguas termales de

Contamana.

La estimacion de los niveles de biodegradacion de los polifenoles totales,
medido a 765 nm. de absorbancia, nos di6 como resultado que la
degradacion de petréleo a los diez fue mayor, con un valor promedio
superior a 40,20 £ 8,89 mg/L, mientras que a los veinte y treinta dias,
mostré resultados de 13,20 + 7,00 + 3,50 y 14,70 mg/L, respectivamente,
(Ver tabla 1).

Tabla 1. Concentracion de polifenoles obtenido durante los treinta dias de

evaluacion.

Concentracion de polifenoles (mg/L)

Tiempo de cultivo (dias)

Promedio DS
10 40.20 8.89
20 13.20 7.00
30 14.70 3.50

Los resultados de los ultimos dias de evaluacién, nos muestra que existe

microrganismos que lograron adaptarse a las condiciones de evaluacion.
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Capitulo V. Discusion, Conclusién y Recomendaciones
5.1. Discusion

El petréleo crudo y sus componentes son los combustibles que mas
se utilizan como fuente de energia en las industrias, los sistemas de
transportes, y diversas actividades diarias que realiza el ser humano.
El uso también supone un gran riesgo, que puede deberse al mal
manejo o accidentes los cuales pueden causar derrames que
provocan dafios muy graves a los ecosistemas (39). Los consorcios
microbianos son una buena alternativa, debido a que presentan
mayor eficiencia que cepas bacterianas individuales, degradando los
componentes de los hidrocarburos en suelos contaminados con
mayor eficiencia (40).

Determinacion por Tincion de Gram de clases bacterianas

presentes en un consorcio microbiano degradador de petréleo
obtenido a partir de las aguas termales de Contamana.

En nuestra investigacion se pudo determinar que las muestras
mostraron la presencia de células gram negativas y positivas,
predominando las formas cocos y cocobacilos, estos resultados
difieren a los obtenido por Bekele et al., (18), quienes lograron
identificar 19 aislados bacterianos utilizando tincion de gram, sus
resultados mostraron que més del 85 % de sus aislados fueron gram
negativas y tenian formas de bacilos, mientras que un 15% eran
bacilos gram positivos. Asi mismo cuando se evalué (7), el
aislamiento de microorganismos procedentes de aguas termales y
suelos de bosques de Contamana, se encontré principalmente
bacilos gram positivos. De igual forma utilizando tinciébn gram
encontraron 8 especies microbianas cuando evaluaron la microbiota
de extremofilos (10). Asi mismo, en el aislamiento de Bacillus sp.
procedente de la India y aislada a temperaturas de entre 50°C hasta
90°C, la tincién de gram revel6 que las muestran fueron gran

positivas (19). Las observaciones microscépicas de aislados
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bacterianos termofilas de fuentes aerdbicas en Indonesia, dieron
como resultados que la mayoria fueron bacterias gram positivas
7).

Evaluacion del perfil de crecimiento de un consorcio

microbiano biodegradador de petréleo obtenido a partir de
aguas termales de Contamana.

Respecto al perfil de crecimiento nuestros resultados muestran que
fue gradual y que tuvo su maximo crecimiento en el dia 20 de
evaluacion, con un valor de 0,078 nm. de absorbancia. Estos
resultados son inferiores, a los reportados por investigadores en
Asia, quienes obtuvieron valores superiores en el crecimiento
logrando alcanzar datos de hasta 0,815 nm. de absorbancia a una
densidad optica de 600 nm, después de 23 dias de avaluacion (6).
De igual forma, Manzur en el 2018 (5), obtuvo valores muchos mas
altos, que fueron desde 0,214 hasta 0,350 cuando evalu6 el
crecimiento de dos especies de microalgas sometidas a petroleo

crudo, durante catorce dias de evaluacion.

Estimaciéon de la capacidad biodegradadora de petréleo
utilizando un consorcio microbiano obtenido a partir de las
aguas termales de Contamana.

La estimacion de la degradacion de petréleo por medio de la
cuantificacion de los polifenoles totales nos indica que esta se llevo
a cabo con mayor eficiencia durante los primeros diez dias de
evaluacion. Estos resultados concuerdan con lo que obtuvieron
investigadores al evaluar consorcios degradadores de petroleo
aislados de respiradores hidrotermales en el cual lograron una
reduccion de hasta el 44,3 % de degradacion de petréleo crudo (14).
De igual forma el porcentaje de degradacion de 50% de degradacion
en siete cepas bacterianas capaces de degradar sustratos
contaminados con hidrocarburos (15). Asi mismo un 75,1%, de
degradacion, se encontraron durante siete dias de evaluacion en

consorcios bacterianos provenientes de fuentes marinas (16).
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5.2. Conclusiones

La tincion de gram nos permite identificar las clases

bacterianas capaces de degradar hidrocarburos.

El crecimiento bacteriano se incrementa de forma gradual y
muestra mejores resultados durante los primeros dias de

evaluacion.

Los consorcios microbianos provenientes de aguas termales
pueden degradar petréleo cuando presentan una mayor

densidad celular.
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5.3. Recomendaciones

e Se recomienda realizar mas dias de evaluacion, con la
finalidad de obtener una mejor curva de crecimiento. Ademas
de realizar otras pruebas, que nos permitan obtener
resultados mas optimos.

e Los consorcios microbianos deben presentar densidades
celulares superiores a 104, con la finalidad de obtener una

mejor respuesta.

e Realizar ensayos con diferentes grados APl (American
Petroleum Instituto) de petréleo, con la finalidad de cuantificar
los niveles de degradacion que presentan después de ser

sometidos a los consorcios bacterianos.

e Realizar pruebas de degradacién insitu, de lugares
contaminando por petréleo, considerando diferentes niveles

de temperatura.
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Anexos:

Curva estandar de &cido gélico utilizado para la cuantificacion de la

degradacion de polifenoles.
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Galeria de fotos de procedimiento experimental de la tesis

Colecta directa de la muestra
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Filtracion de muestras de agua

Proceso de filtracion al vacio.
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Recuperacion de celulasa bacterianas atrapadas en filtros de 0,22 pm
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Recuperacion de células Centrifugacion
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Preparacion de los ensayos en matraces Erlenmeyer

L

Ensayo utilizando un bafio Maria a 50°C.
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Evaluacion del crecimiento bacteriano por espectrofotometria
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Observacion microscopica a 100 X de las células bacterianas
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Materiales utilizados para la evaluacién de polifenoles
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Proceso de evaluacion de la cuantificacion de los polifenoles
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