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RESUMEN

Los suelos contaminados con hidrocarburos totales de petrdleo (TPH), se puede
recuperar con el proceso de biorremediacion. En la refineria Talara de Grafa y
Montero Petrolera (GMP), region Piura se colectaron diez muestras de borras
con el objetivo de determinar su potencial para la biorremediacién. Los
microorganismos hidrocarbonoclasticos se seleccionaron en caldo Bushnell-
Haas con 1% de petroleo y se investigo la produccion de surfactante en el medio
minimo salino Davis con glicerol como fuente de carbono. Las borras de
hidrocarburos presentaron TPH, microorganismos totales e
hidrocarbonoclasticos y severa toxicidad en la germinaciéon de
Raphanus sativus L. El 62,33% de las bacterias y el 37,66% de los hongos
aislados de borras demostraron ser hidrocarbonoclasticos. El 62,33% de las
bacterias y el 37,66% de los hongos hidrocarbonoclasticos demostraron ser
productores de surfactantes. El rendimiento de surfactante en funcién de la
biomasa de Pseudomonas sp. 6. seleccionada fue de 83%, demostrandose el

potencial de Pseudomonas sp. 6 para la biorremediacion.

Palabras claves: Borras de hidrocarburos, biorremediacion,
hidrocarbonoclasticos, surfactante.



ABSTRACT

Soils contaminated with total petroleum hydrocarbons (TPH) can be recovered
with the bioremediation process. In the Talara de Grafia and Montero Petrolera
(GMP) refinery, Piura region, ten samples of borras were collected in order to
determine their potential for bioremediation. The hydrocarbonoclast
microorganisms were selected in Bushnell-Haas broth with 1% petroleum and the
production of surfactant in the Davis minimum saline medium with glycerol was
investigated as carbon source. The hydrocarbon wastes presented with TPH,
total and hydrocarbonoclast microorganisms and severe toxicity in the
germination of Raphanus sativus L. 62.33% of the bacteria and 37.66% of the
fungi isolated from borras proved to be hydrocarbonoclast. 62.33% of bacteria
and 37.66% of hydrocarbonoclast fungi proved to be surfactant producers. The
yield of surfactant as a function of the biomass of Pseudomonas sp. 6. Selected
was 83%, demonstrating the potential of Pseudomonas sp. 6 for bioremediation.

Keywords: Hydrocarbon strips, bioremediation, hydrocarbonoclastics,

surfactant.



I. INTRODUCCION

Las borras son residuos de los tanques y tuberias de la industria del petréleo,
formados después de largos periodos, por sedimentacién y agregacion de sus
constituyentes: agua, lodos (arena, rocas, lodos de perforacion, materia organica)
e hidrocarburos de petréleo (Gémez & Gbémez, 2016). Las borras acumuladas
reducen la capacidad de almacenamiento de los tanques y aumentan las pérdidas
por fricciébn en las tuberias, con la consecuente disminucion del caudal operativo

del bombeo e incremento del gasto energético (Suarez, 2011).

Durante el mantenimiento regular de un tanque de almacenamiento y bombeo
de crudo, se extraen, 450 a 600 mil barriles de borras (Suarez, 2011), con un
contenido de hidrocarburos totales de petréleo (TPH) de hasta 137 350 mg kg
correspondientes a 5060 mg kg™ en la F2 (C10-C16), 55 260 mg kg™ en la F3 (C16-
C34) y 77 030 mg kg en la F4 (C34-C50), valores que superan ampliamente los
estandares de calidad ambiental (ECA) para suelos comerciales, industriales o

extractivos (Ministerio del Ambiente, 2017).

Las borras son peligrosas por su toxicidad e inflamabilidad (Herrera, 2014),
por lo que pueden ser almacenadas como maximo durante 1 afio y después deben
tener una disposicion final (Carrazco & Oré, 2005). El tratamiento de las borras
puede ser fisico, térmico y biolégico (Gomez & Gomez, 2016). Entre éstos, la
incineracion es el mas antiguo, con rapida reduccion del volumen, pero con
generacion de residuos y costos altos de capital, operacion y mantenimiento
(Suérez, 2011).

La biorremediacion es un proceso bioldgico que acelera la degradacién de los
contaminantes organicos como los hidrocarburos de petrdleo de las borras,
mediante la actividad de los entes biologicos, entre los que destacan los
microorganismos (Tahhan & Abu-Ateih, 2009; Ke et al., 2019); sin embargo,
cuando éstos no son suficientes o no han sido seleccionados previamente en su

capacidad metabdlica, el proceso de biodegradacion es lento y los contaminantes



no pierden su toxicidad o no son mineralizados (Torres & Zuluaga, 2001; Zhang, Li,
Chen & Thring, 2011).

En el Peru las borras de hidrocarburos se disponen en rellenos de seguridad,
generando altos costos econémicos a las empresas y pasivos ambientales futuros
para la sociedad o son vertidos inadecuadamente en el suelo, con degradacion del
ecosistema, contaminacion del suelo, agua y aire por la descomposicion, lixiviacion

y volatilizacién de los hidrocarburos totales de petréleo.

La poblacién microbiana de los residuos peligrosos como las borras se adapta
a las condiciones desfavorables y optimiza su actividad metabodlica,
transforméandolos hasta reducir la toxicidad de los contaminantes (Zhang et al.,
2011). Los microorganismos aislados y caracterizados en la presente investigacion
constituirdn la base para implementar un método bioldgico que permita biodegradar
el crudo de las borras, disminuyendo el impacto negativo en el ambiente y salud
humana. En este contexto se planted la siguiente investigacion cuyo problema fue:
¢, Cuales son las caracteristicas de los microorganismos aislados de las borras de
hidrocarburos y cual es su potencial para la biorremediacion de suelo contaminado?
La hipotesis fue: Los microorganismos aislados de las borras utilizan los
hidrocarburos de petrdleo como fuente de carbono y energia, producen

surfactantes y tienen potencial para la biorremediacién de suelo contaminado.

El objetivo general fue: Determinar las caracteristicas de los microorganismos
aislados de borras de hidrocarburos en la refineria Talara de Grafia y Montero
Petrolera (GMP), region Piura y su potencial para la biorremediacion del suelo
contaminado. Los objetivos especificos fueron: Caracterizar las borras de
hidrocarburos en la refineria Talara de Grafia y Montero Petrolera (GMP), region
Piura, seleccionar microorganismos hidrocarbonoclasticos en las borras de
hidrocarburos, seleccionar e identificar los microrganismos hidrocarbonoclasticos
productores de surfactantes y determinar el rendimiento del surfactante en funcién

de la biomasa del microorganismo con el mayor halo de emulsion de TPH.



Il. MARCO TEORICO
2.1 Antecedentes de la investigacion

En sedimentos marinos impactados con TPH se seleccionaron consorcios para
la biorremediacion. Con once aislados bacterianos se obtuvo un cultivo mixto, se
monitoreo la curva de crecimiento cada 3 dias y la remocion de hidrocarburos por
cromatografia de gases acoplada a masas, a los 0, 10 y 21 dias. El cultivo mixto
degradé el 68,6% de los alifaticos, en su mayoria n-alcanos de cadena larga (C12-
C31) y alcanzé una poblacién maxima de 3,13x10% UFC mL™. No se evidenci6
degradacion de los hidrocarburos aromaticos. En el cultivo mixto se identificaron
Klebsiella, Chromobacterium, Flavimonas, Enterobacter, Pseudomonas y Bacillus,
demostrandose su potencial para constituir consorcios degradadores de

hidrocarburos de petréleo (Narvaez et. al., 2008)

En microcosmos con adicion de nutrientes en forma de sales inorganicas
simples (SIS) y fenol (250 mgkg™ suelo), se evaluaron 11 cultivos de bacterias y
tres controles: abidtico (CA), sustancia de referencia (diésel), microorganismos
degradadores de diésel (SR) y microorganismo de referencia (Acinetobacter) sin
fuente de carbono (CS). El mayor consumo de oxigeno (O2) y produccion de dioxido
de carbono, (CO2) asi como las mayores tasas de consumo de Oz correspondieron
a Stenotrophomonas sp. y Acinetobacter sp. La mayor tasa de produccién de CO:
se alcanzo con Acinetobacter sp. La mayor tasa de consumo de Oz, produccion de
CO: y el coeficiente de respiracion indicaron que Acinetobacter sp. mineralizé el
fenol. (Ahumada & Gomez, 2009).

Los biosurfactantes son de gran importancia en la biorremediacién. Se
investigaron 12 aislados de bacterias de suelo contaminado con petrdleo,
seleccionandose cuatro fijadoras de nitrégeno con capacidad de crecimiento en
gueroseno como Unica fuente de carbono. La produccion de biosurfactantes fue
evaluada por determinacion de la tension superficial (TS) e indice de emulsificacion
(IE24). La variacion de la produccién fue atribuida a la especificidad metabdlica de
cada bacteria. El analisis de cromatografia en capa fina (TCL) demostré que el

surfactante pertenecia al grupo polimérico de los ramnolipidos. Las bacterias



fijadoras de nitrbgeno en suelos contaminados con petréleo producen
biosurfactantes, por lo que tienen potencial para la biorremediacion (Pérez, Anaya,
Chang, Membrillo & Calva, 2010).

Microorganismos de suelo y aguas contaminadas se aislaron para investigar la
remocion de TPH. Los consorcios aerobios se establecieron inoculando 1 mL del
microcosmos en 99 mL de medio Bushnell — Haas (BH) con 0,5% de petrdleo crudo.
Se obtuvieron 22 consorcios, 14 aerobios y 8 anaerobios. En los aerobios se
cuantificaron 1,5 x 108 UFC mL* de microorganismos heterétrofos, con 6 a 88% de
hidrocarbonoclasticos. En los consorcios anaerobios se cuantificaron 1,3 x 10 a
1,2 x 10'° UFC mL de sulfatoreductoras. Se alcanzé 27,91 a 62,31% de eficiencia
de remocion del TPH en aerobiosis y 9,91 a 36,71% en anaerobiosis,
concluyéndose que ambos consorcios pueden utilizarse para la biorremediacion
(Salazar, 2010).

Con el objetivo de obtener bacterias productoras de biosurfactantes, para su
aplicacién en técnicas de recuperacién mejorada de hidrocarburos via microbiana
(MEOR), se colectaron muestras de hidrocarburos de tres pozos. Se obtuvieron
cinco consorcios de bacterias capaces de crecer a 30, 40y 60 °C utilizando glicerol,
kerosene y melaza como fuentes de carbono, obteniéndose la maxima produccion
de biosurfactantes a 40 °C. El biosurfactante producido por Pseudomonas
aeruginosa redujo la tension superficial del medio de cultivo, de 60 a 40 m N/m,
cuantificAndose 26 mg de ramnolipidos L, termoestables a 50-121 °C durante
1 hora. Se concluyo que las bacterias puedan ser aplicadas en técnicas de MEOR

en yacimientos maduros (Mondragén, 2011).

La degradacion de TPH en un suelo contaminado con borras se investigo,
utilizando microorganismos autéctonos y compost. El in6culo microbiano
correspondio a 19 colonias cultivadas en caldo peptonado 0,5% por 48 horas. El
compost se obtuvo por fermentacién aerobia de aserrin, hojas secas y verdes,
estiércol de caprino y contenido ruminal de vaca, durante 6 meses. Se realizaron
dos ensayos, considerando un control (suelo contaminado con borra), suelo
contaminado + 250 g compost, suelo contaminado + compost + 500 mL
microorganismos y suelo contaminado + 500 mL microorganismos. A los 24 dias,
con todos los tratamientos, disminuy6 el TPH, alcanzando 70,16 a 85,41 % en el

suelo contaminado + compost, frente a 6,08-10,12% en el control, demostrandose



efectividad del compost en la biorremediacion del suelo contaminado con borras
(Vivanco, 2013).

En tanques de almacenamiento de crudo de petréleo, gasolina, kerosene y
diésel se investigd la diversidad de bacterias aerobias cultivables. Los
microorganismos del agua sobrenadante en los diferentes reservorios se
resuspendieron y aislaron en medio sales con 1% de crudo de petréleo. Después
de la purificacion, los microrganismos hidrocarbonoclasticos se identificaron a nivel
fenotipico y molecular. Se obtuvieron bacterias en el crudo (35), kerosene (22),
diésel (13) y gasolina (10), predominando especies de Pseudomonas y Bacillus,
seguidas de Staphyloccocus, Enterobacter sp., Comamonas sp. y Paenibacillus sp.
El 36% de las bacterias degradaron fenol y el 12% catecol y acido benzoico. Se
concluyo que estas bacterias tienen potencial para la biorremediacion de ambientes

contaminados con TPH (Hamed et al., 2013).

La influencia de la aireacion se investigo en el tratamiento biol6gico de borras
de hidrocarburos. En el tanque de almacenamiento de crudo de una refineria se
colectaron 5 kg de borras. Se obtuvieron siete mezclas con 3 kg de suelo
agricola + 0,75 kg de arena fina de playa no salinizada + 0,6 kg de borras y se
afiadié agua potable hasta obtener 20-30% de humedad en peso. A las mezclas
con un TPH inicial de 13785 mg kg™ se les aplicé aireacion durante 30 minutos por
dia, de 30 rpm enlas mezclas 1, 2y 3y 60 rpm en las mezclas 4, 5y 6, considerando
como blanco la mezcla 7 sin aireaciéon. EI TPH disminuyd a menos de
5000 mg kg a los 42 dias (60 rpm) y 62 dias (30 rpm) con 95,43 y 93,57% de
degradacion, respectivamente. Se concluyé que la aireacion beneficia la

biodegradacion de los hidrocarburos de petréleo en las borras (Herrera, 2014)

En un suelo contaminado con TPH se investigoé la biodegradacion con bacterias
nativas a nivel de laboratorio. En el ensayo de biodegradacion, las bacterias se
cultivaron en medio minimo sales minerales MMSM con pH 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, a 8,
25, 37,55 °C, con 0.5; 1.5; 2y 2,5% de petréleo crudo y 2, 4y 6 gL de nitrégeno,
N; fosforo, P y potasio, K. El crecimiento microbiano se determiné por turbidimetria
en un espectrofotémetro de luz visible a 660 nm y el porcentaje de degradacién del
TPH por cromatografia liquida de alta eficiencia. Se obtuvieron seis aislados de
bacterias, seleccionandose como Optimos para la biodegradacion el pH 6; 2% de

petréleo, 4y 6 gL N, P, K, a 25y 37 °C. Después de 40 dias se alcanzé 93,5% en



la degradacion del TPH, demostrandose el potencial de las bacterias para la

biodegradacion de hidrocarburos de petroleo (Valle, 2014).

2.2 Base teorica

La comunidad microbiana desempefia un papel importante en el flujo de
energia, transformacién de nutrientes y reciclaje de elementos en el ambiente. La
teoria de la “Infalibilidad Microbiana” sostiene que todo compuesto organico
biolégicamente sintetizado puede ser descompuesto por los microorganismos
(Alexander 1994). En este contexto, los contaminantes como el petréleo pueden
ser degradados por los entes biol6gicos hasta didxido de carbono y agua (Xu et al.,
2018).

El petréleo, compuesto mayoritariamente por hidrocarburos es biodegradado
en aerobiosis con mayor eficiencia (Pérez, Vigueras, Gémez & Calva, 2015), pero
también en anaerobiosis (Villareal, Balagurusamy, Rodriguez, Aguilar & Morlett,
2014). Los contaminantes, que pueden ser degradados o transformados por los
seres vivos son susceptibles de ser eliminados mediante procesos de
biorremediacion. La capacidad metabdlica de las poblaciones microbianas frente a
los contaminantes de un suelo es el fundamento sobre el que se sustenta la

tecnologia de la biorremediacion (Jain et al., 2011).

Los surfactantes son moléculas anfipaticas que se acumulan las interfases
gas/liquido (aire-agua), liquido/liquido (aceite-agua) o liquido/sélido (agua-
superficie de soélidos), disminuyendo la tension superficial e interfacial de las dos
fases (Burgos et al., 2011). Como consecuencia, se forman microemulsiones de
dos compuestos inmiscibles, donde los compuestos hidrofobicos pueden
solubilizarse con el agua o viceversa. La efectividad de todo surfactante es
determinada por la reduccion de la tension superficial y la concentracién de los
surfactantes con la que se alcanza la minima tensioén superficial es la concentraciéon
micelar critica (CMC), debajo de la cual las micelas se forman espontdneamente
(Jiménez, Medina & Gracida, 2010).

Los biosurfactantes son moléculas cuya parte hidrofilica esta constituida por
aminoacidos, péptidos anionicos o catidnicos y carbohidratos y la parte hidrofébica
por acidos grasos saturados o insaturados (Jiménez et al., 2010). Los

biosurfactantes producidos por humanos, plantas y microorganismos son



categorizados en cinco grupos: glicolipidos (ramnolipidos, soforolipidos,
trehalolipidos), lipopéptidos (surfactinas, iturinas), fosfolipidos
(fosfotidietanolamina), é&cidos grasos (acidos cirinomicélicos) y poliméricos
(emulsano y liposano). Los biosurfactantes de bajo peso molecular (lipopéptidos)
son buenos reductores de la tensién superficial e interficial y los de alto peso

molecular (emulsano) son mejores emulsificadores (Geetha, Banat & Joshi,2018).

Los biosurfactantes son moléculas anfibdlicas, que al igual que los
surfactantes de naturaleza quimica presentan propiedades de detergencia,
emulsificacion, de-emulsificacién, espumante y humectante, ademas de reducir la
tension superficial e interficial entre sélidos y liquidos; sin embargo, su aplicacion a
gran escala esté limitada, por el elevado costo (Deepika, Kalam, Sridhar, Podile &
Bramhachari, 2016). Los biosurfactantes superan a los surfactantes quimicos por
su biodegradabilidad, estabilidad, baja concentracion inocular critica (CMC),
actividad en un amplio rango de condiciones ambientales y baja toxicidad (Sharma,
Singh & Verma, 2018).

Los biosurfactantes microbianos son producidos por bacterias, hongos y
levaduras (Deepika et al., 2016); sin embargo, estos compuestos se han reportado
mayoritariamente en Bacillus (Sharma, Singh & Verme, 2018), Pseudomonas
(Deepika et al., 2016) Rhodococcus (Das & Chandran, 2011), Acinetobacter (Ismail,
Van Hamme, Kilbane & Gu, 2017), Ochrobacterium (Bhattacharya, Guchhait,
Biswas & Singh, 2019), Luteibacter (Zhang et al., 2011), Chelatococcus (Ke et al.,
2019), Pseudozima (Cavalcante, Simiqueli, de Andrade, Ghiselli & Pastore, 2015),
Citrobacter (Ibrahim, 2016) y Rhodococcus (Das & Chandran, 2011).

2.2.1 Borras
Las borras son residuos formados después de largos periodos en los
tanques y tuberias en la industria del petroleo. Se forman por sedimentacion y
aglomeracion de los compuestos hidrocarbonados del crudo, especialmente los de
cadenas mas largas, solidos, sedimentos (rocas, arena, lodo de perforacion),
materia organica y agua (Suarez, 2011). Las borras son masas densas, viscosas
con valores inferiores a 10 grados API, dificiles de bombear, que se depositan en

el fondo de los tanques (Carrasco y Ore, 2000). Las borras estan compuestas de



hidrocarburos parafinicos, asfaltenos, agua, compuestos de azufre, Oxidos
metalicos, gases disueltos y sélidos como arena y sedimentos; no obstante, la
composicion depende del tipo de crudo almacenado en el tanque. En las borras se

distinguen tres fases: aceitosa, acuosa y solida (Gomez y Gémez, 2016).

Los métodos de tratamiento de las borras son fisicos, quimicos, térmicos
y bioldgicos. En los métodos fisicos se consideran el asentamiento y sedimentacion
(la borra se deposita en una piscina para separar de forma natural los hidrocarburos
y lodo), flotacién, floculacion vy filtracion (tratamiento del agua separada de los
sélidos) y separacion electrostatica (aumento del tamafio de las gotas para facilitar
la sedimentacion por gravedad). Los métodos térmicos para el tratamiento de las
borras, son la desorcion térmica y la incineracién. En el primero se remueven los
organicos y agua de los sélidos y en el segundo método el material se quema a
800-1200° C (Gomez y GOmez, 2016).

Los métodos quimicos incluyen el uso de disolventes de baja densidad
gue aumentan los grados API lo suficiente para reinyectar la mezcla en las tuberias.
También se pueden utilizar rompedores de aglomeraciones, que reducen la
viscosidad de la borra (Gomez y GOmez, 2016). La alta viscosidad de las borras es
causada por la interaccion de pequefias aglomeraciones de asfaltenos en
suspension en la matriz general de hidrocarburos del crudo. Los diluyentes reducen
la viscosidad de la borra con una separacién mas efectiva de los componentes y
los floculantes incrementan el didmetro de éstos, mejorando la velocidad de
separacion. Como consecuencia, con la adicion de quimicos capaces de romper
las aglomeraciones de asfaltenos o de agregar y separar los sedimentos se logra
una fase liquida estable con sedimentos reducidos que pueda ser reinyectada en

la linea de transporte (Suarez, 2011).

Los métodos bioldgicos estan asociados al tratamiento final del agua
separada de las borras. La biodefenolizacibn remueve los fenoles mediante
microorganismos aerobios y anaerobios. En la biodesulfurizacion las bacterias
oxidan los compuestos reducidos del azufre. En los filtros biologicos el agua se
pone en contacto con la biomasa microbiana adherida a un soporte que constituye
un lecho de oxidacién biolégica. En la técnica de land farming “in situ” o “ex situ” se

favorece la oxidacion biolégica de los hidrocarburos del suelo mediante la



estimulacién de los microorganismos con la adicion de fertilizantes (Gomez y
Gomez, 2016).
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II.MATERIALES Y METODOS
3.1 Materiales

3.1.1 Material bioldgico
Borras de la Refineria Talara de Grafia y Montero Petrolera (GMP)

y semillas de Raphanus sativus L. “rabanito”

3.1.2 Poblacion y muestra
La poblacion correspondié a los microorganismos de las borras de
hidrocarburos en la Refineria Talara de Grafia y Montero Petrolera (GMP), region
Piura y se investigaron los microorganismos procedentes de diez muestras de
borras no probabilisticas y por conveniencia (Hernandez, Fernandez y Baptista,

2014), colectadas durante noviembre de 2018.
3.2 Métodos

3.2.1Variables cuantitativas
Concentracion de hidrocarburos totales de petréleo (TPH), NUmero mas
probable de microorganismos totales, NUmero mas probable de microorganismos

hidrocarbonoclasticos, Hidrocarbonoclasticidad.

3.2.2Tipo de estudio y disefio de contrastacion de hipotesis
La investigacion fue descriptiva y la hipétesis se contrastdé mediante el

disefio de una sola casilla de Goode y Hatt (Hernandez et al., 2014)

3.2.3Lugar de muestreo y obtencion de muestras

En la Refineria Talara de Grafia y Montero Petrolera (GMP), regién
Piura se colectaron diez muestras de borras (Figuras 1, 2). La provincia de Talara
es una de las ocho que conforman la region Piura y esta ubicada entre los

paralelos 4°34'37" latitud sur y 81°16'19" longitud oeste.



Fgra 1. Ubicacion de Refineria Talara de Grafa y Montero Petrolera (GMP). |

https://www.google.com.pe/maps/place/Planta+Refineria+Talara/@4.5772362,8
1.2801303,220m/data=!3m1!1e3!4m5!3m4!1s0x9036443b8ch85037:0xale7633
8d124189f!18m2!3d-4.5775773!4d-81.2798337

Figura 2. Muestras de borras de hidrocarburos.
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Talara limita por el norte con el departamento de Tumbes, por el este
con la provincia de Sullana, por el sur con la provincia de Paita y por el este con
el Océano Pacifico (Wikipedia, 2017).

En los tanques de almacenamiento de las borras de hidrocarburos en
la Refineria Talara de Grafia y Montero Petrolera (GMP) se colectaron diez
muestras de aproximadamente 1 kg, se depositaron en bolsas de plastico
debidamente etiquetadas e inmediatamente se transportaron en una caja
térmica, 10 + 1°C, hacia el laboratorio de Microbiologia y Parasitologia, seccién
Biotecnologia Microbiana de la Facultad de Ciencias Bioldgicas, Universidad

Nacional Pedro Ruiz Gallo, en Lambayeque.

3.2.4Determinacién de las caracteristicas quimicas, microbiolégicas y
toxicidad de las borras de hidrocarburos
Las muestras de borras de hidrocarburos (Figura 3) se homogenizaron
mediante el método del cuarteo y amontonamiento (Ayasta y Bernable, 2012).
La masa de borra del extremo inferior derecho se mezcl6 cinco veces con el
superior izquierdo, el inferior izquierdo con el superior derecho, el superior con
el inferior y el derecho con el izquierdo. En cada cambio de posicion del suelo se
formo un “montén” y al finalizar se tomaron las submuestras: cuatro de 10g y una
de 100g.

El andlisis quimico del suelo contaminado se realizé en dos muestras
compuestas de 1kg (diez submuestras de 100g), en el laboratorio de ensayo
acreditado por registro N° LE-096: Analytical Laboratory E.I.R.L., en Lima, Perq,
determinandose las concentraciones de hidrocarburos totales (TPH), mercurio,

arsénico, bario, cadmio, plomo, cromo total y hexavalente.

El andlisis microbiolégico de submuestras de 10g consistio en
determinar el nimero mas probable (NMPg?) de microorganismos totales e
hidrocarbonoclasticos. Las submuestras se depositaron en matraces con 90mL
de solucion salina, NaCl 0,85% (p/v), obteniéndose suspensiones del suelo, con
las que se realizaron diluciones decimales hasta 107 (Contreras & Carrefio,
2018). Para determinar el NMP de microorganismos totales, 1mL de las
diluciones 10-°, 10y 107 se inocularon por triplicado en tubos de 150 x 20 mm
conteniendo 5 mL de caldo nutritivo (Figura 4).



13

Figura 4. Numero mas probable de microorganismos totales en borras de
hidrocarburos.
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Para el NMP de hidrocarbonoclasticos, 1 mL de las diluciones 104,
10° y 10 se inocularon por triplicado en tubos con 5 mL de caldo Bushnell —
Haas (Anexo A) e inmediatamente después en cada tubo se vertieron 0,05 mL
(dos gotas) de petréleo crudo como fuente de carbono (Figura 5). Los tubos se
incubaron a 30 °C por 10 dias y la turbidez del medio de cultivd se considero
positivo a la presencia de microorganismos totales e hidrocarbonoclasticos,

realizdndose el célculo correspondiente.

La toxicidad de los contaminantes del suelo experimental se determind
por triplicado en submuestras de 10 g (Contreras & Carrefio, 2018), utilizando
semillas de rabanito, a las que previamente se les determiné el porcentaje de
germinacion. En cuatro placas de Petri con papel filtro esterilizado y humedecido
con agua destilada se depositaron 25 semillas por placa, se taparon y se
mantuvieron a temperatura ambiental (28 °C), humedeciéndolas interdiariamente

hasta obtener el maximo de germinacion, después de 120 horas (Figura 6).

Para el ensayo de toxicidad (Figura 7), en cuatro placas de Petri se
colocaron dos capas de papel filtro sobre la base de la placa, se depositaron
submuestras de 10 g de borra, se humedecieron con 5 mL de agua destilada y
en cada placa con una pinza se depositaron 25 semillas de rabanito. Todas las
placas de Petri se cubrieron con papel metalico y se mantuvieron a 30 °C. A las
120 horas se contaron las semillas germinadas y se midi6é la longitud de las
radiculas emergidas (Figura 8), calculando el porcentaje relativo de germinacién

(PGR), crecimiento relativo de la radicula (CRR) e indice de germinacion (IG):

Numero de semillas germinadas en borras
PGR = — B : 00
Numero de semillas germinadas en el testigo

Longitud promedio de radiculas en borras
CRR = —2&—CP 00

Longitud promedio de radiculas en el testigo

PGR x CRR
G =—-
100



Figura 5. NUumero mas probable de microorganismos hidrocarbonoclasticos en
borras de hidrocarburos.

Figura 6. Prueba de germinacion de semillas de Raphanus sativus L.
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Figura 7. Prueba de toxicidad de contaminantes de borras de hidrocarburos.

Figura 8. Radiculas de Raphanus sativus L. en la prueba de toxicidad.
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La fitotoxicidad se determiné con el criterio de interpretacion
(Rodriguez, 2012): 1G >80% indica que no hay sustancias fitotoxicas o estan en
muy baja concentracion; 80% > IG > 50% se interpreta como presencia
moderada de estas sustancias y un IG < 50% indica fuerte presencia de
sustancias fitotdxicas, criterios correspondientes a niveles de fitotoxicidad bajo,

moderado y severo (Contreras & Carrefio, 2018).

3.2.5Seleccion de microorganismos hidrocarbonoclasticos en las
borras de hidrocarburos

Los microorganismos de las muestras de borras se enriquecieron

depositando 10 g de cada muestra en frascos de 250 mL de capacidad,

conteniendo 90 mL de caldo Bushnell - Haas y se incubaron a 30 °C, durante

3 dias. Para el aislamiento se tomaron alicuotas y se sembraron por agotamiento

y estria en agar nutritivo (Anexo B) para bacterias (Sharma, Singh & Verma,

2018) y agar Papa Dextrosa (PDA) para hongos (Contreras y Carrefio, 2018).

Las colonias de los microorganismos desarrollados se agruparon segun
sus caracteristicas macroscopicas, se selecciondé una representante de cada
morfotipo, las bacterias se cultivaron en agar Tripticasa Soya (TSA) y los hongos
en agar Papa Dextrosa (PDA), constituyendo los cultivos puros de

microorganismos que se guardaron en refrigeracion a 8 °C.

Los microorganismos hidrocarbonoclasticos o degradadores de
hidrocarburos de petréleo fueron aquellos que utilizaron el contaminante como
fuente de carbono (Figura 9) y energia en un periodo de 10 dias (Contreras &
Carrefio, 2018). Los microorganismos fueron sembrados por triplicado en 5 mL
de caldo Bushnell - Haas con 1% (0,05mL) de petréleo crudo, incluyendo tres
tubos con caldo no inoculado (testigo), se incubaron a 30 °C, con agitacion
manual diaria por 10 minutos y se registraron los dias requeridos para su

crecimiento denotado por la turbidez.

3.2.6 Selecciodn e identificacion de los  microorganismos
hidrocarbonoclasticos productores de surfactantes

La prueba de dispersion de gota, se utilizO para detectar el

biosurfactante producido por los microorganismos, observando un halo de
emulsion formado sobre una capa de hidrocarburos de petréleo.
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Figura 9. Caldo Bushnell-Haas cultivado con microorganismos aislados de borras
de hidrocarburos.
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La cantidad de biosurfactante producido es directamente proporcional
al diametro del halo de emulsién observado (Sulbaran, Bahsas, Velasquez &
Otoniel, 2005).

El in6culo estuvo constituido por los microorganismos sembrados por
triplicado en 1 mL de medio minimo salino Davis con 1 % de glicerol (Figura 10,
anexo C) e incubados a 30 °C, durante 24 horas, con agitacion manual
(5 minutos) cada 4 horas. Después, los microorganismos se cultivaron por
triplicado en 5 mL del mismo medio, a 30 °C, durante 72 horas (Figura 11), con
agitacion manual (5 minutos) cada 12 horas. Los caldos cultivados se
centrifugaron a 3500 rpm durante 10 minutos y los sobrenadantes se utilizaron

para la prueba de dispersiéon de gota.

Placas de Petri de 90 mm de didmetro se colocaron sobre papel
milimetrado (Figura 12) y en cada una de ellas se depositaron 10 mL de agua
destilada. Después se vertieron 0,5 mL de petréleo crudo liviano,
cuidadosamente y en toda la superficie (Figura 13), tratando que se forme una
capa homogénea. En simultdneo se acondicionaron jeringas de tuberculina de
1 mL, alas que se les adaptaron “tips” en reemplazo de la aguja correspondiente.
Con éstos se tomaron tres gotas (10 uL por gota) del sobrenadante del cultivo
bacteriano y a una altura de 20 cm se depositaron en un tercio de la superficie
del contenido de la placa de Petri (Figuras 14, 15). Este proceso se realizo tres
veces, constituyendo las repeticiones para cada cultivo microbiano y después de

5 minutos se midio el diametro del halo de dispersion formado.

Los diez cultivos microbianos con los mayores diametros en el halo de
emulsion se seleccionaron y se identificé el género con base a las caracteristicas
fenotipicas (Cerqueira et al., 2011; Hamed et al., 2013), utilizando el Manual de
Bergey (Holt et al., 1994) para bacterias y las claves de Barnett & Hunter (1998)

para hongos.

3.2.7Valoracion de la produccién de surfactantes
La valoracion de la produccion de surfactantes se realizé determinando
el rendimiento Y (p/x) o coeficiente de rendimiento del producto en funcion de la
biomasa (Dorén, 1998).
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Figura 10. Inéculo microbiano en medio minimo salino Davis con glicerol.

Figura 11. Microorganismos en medio minimo salino Davis con glicerol.
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Figura 12. Placas de Petri con agua destilada para la prueba de dispersién de
gota.

Figura 13. Adicion de petroleo crudo liviano sobre la superficie de agua destilada.
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Las bacterias productoras de surfactantes fueron cultivadas en medio
minimo salino de Davis y después de 72 horas se cuantificé la biomasa y el

surfactante y se calcul6 el coeficiente de rendimiento Y p/x.

a. Proceso productivo

Se acondicionaron 33 biorreactores tipo tanque con sistema
discontinuo y flujo de aire descendente (Guzman et al., 2017), constituidos por
frascos de 0,5 L de capacidad y ajustados a la geometria y proporciones de un
biorreactor estandar (Figura 16). El extremo superior de cada biorreactor estuvo
cubierto por una tapa de goma que present6 dos orificios. A través del primer
orificio ingresd una canula de plastico llevando aire insuflado (1vvm) por una
compresora de aire Elite 803 de 4 watts y esterilizado por un sistema de burbujeo
en cloruro de sodio al 30%. Por el segundo orificio ingresé una canula taponada
en su extremo superior con algodén para permitir la salida de gases. Los frascos
de vidrio se esterilizaron en horno (180°C por 2 horas), el material de plastico y
goma se sumergid en hipoclorito de sodio al 5% durante 30 horas y

posteriormente fueron irradiados con luz ultravioleta por 0,5 horas.

Los diez microorganismos desarrollados en 2mL de medio minimo
salino Davis en 1% de glicerol e incubados a 30°C durante 24 horas (bacterias)
y 96 horas (hongos), con agitacibn manual (5 minutos) cada 4 horas, se
cultivaron en 5mL del mismo medio, bajo similares condiciones que para la
obtencion del inoculo microbiano. A continuacién, los microorganismos, se
cultivaron por triplicado en 300 mL de medio minimo salino de Davis con 1 % v/v
de glicerol contenidos en el biorreactor, incubandose durante 4 dias (bacterias)
y 7 dias (hongos) a 30 °C (Figura 17), con agitacion constante manual (5’) cada
12 horas (Sulbaran et al., 2005). Después de la incubacion los caldos cultivados
se centrifugaron para la prueba de dispersion de gota, realizandose la lectura del
diametro del halo de dispersién a los 0, 5, 10, 15 minutos (Figuras 18 a 20). El
microorganismo con los mayores valores en los halos de emulsion se seleccioné

para determinar el rendimiento.
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Figura 16. Disefio y modo de operacion de biorreactor tipo tanque con sistema

discontinuo y flujo de aire descendente (Guzman et al., 2017).
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Figura 17. Biorreactores de tipo tanque con sistema discontinuo y flujo de aire

descendente.

Figura 18. Medio minimo salino Davis cultivado con microorganismos aislados

de borras de hidrocarburos de petroleo.
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Figura 19. Placas de Petri con petroleo crudo liviano para la prueba de dispersion
de gota.

Figura 20. Prueba de dispersion de gota por medio minimo salino Davis cultivado

por microorganismos aislados de borras.
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b. Obtencidon de biomasa

Para cuantificar la biomasa por turbidimetria (Guzman et al., 2017)
a 600 nm (DO600), inicialmente se obtuvo la curva patron entre densidad 6ptica
y biomasa seca. El microorganismo previamente seleccionado y desarrollado en
agar minimo salino, a 30 °C, por 24 horas, se cultivé en 100mL de medio minimo
salino de Davis, hasta alcanzar 10’cel mL * (tubo 1 del nefelémetro de Mac
Farland).

En el medio minimo cultivado se tomaron 4 mL, tres para
determinar por triplicado la absorbancia a 600 nm (tubo 1) y uno para realizar
diluciones decimales hasta 102 (tubos 2, 3, 4), a los que también se les
determindé la absorbancia. Los 96 mL restantes de medio minimo salino fueron

centrifugados a 3500 rpm, durante 30 minutos.

El sedimento o biomasa se lavd en solucion salina esterilizada, se
centrifugd y deshidraté a 42 °C, hasta alcanzar peso constante. La biomasa
deshidratada fue pesada y el valor obtenido expresado en gramos por litro
(gLY), correspondiendo a la absorbancia del tubo 1. Asimismo, el valor de la
biomasa se dividié entre 10, 100 y 1000, correspondientes a la absorbancia de
los tubos 2, 3y 4 (101, 102, 10°%). Con los valores de biomasa y absorbancia, se
obtuvo la ecuacion de regresion, con la que se calculé la concentracion de la
biomasa del microorganismo investigado cultivado en medio minimo salino de

Davis por un tiempo determinado (Guzman et al., 20117).

c. Recuperacion y cuantificacion del biosurfactante

Para la recuperacion del surfactante producido (Pérez et al., 2010;
Burgos et al., 2011), el cultivo microbiano de 2 dias se centrifugé a 3500 rpm,
durante 20 minutos. El extracto crudo libre de células se acidifico hasta alcanzar
un pH 2, mediante la adicion de HCI 1N (Sulbaréan et al., 2005), se dej6 en reposo
en refrigeracion por 48 horas y después se centrifugd nuevamente a
5000 rpm, por 20 minutos. El biosurfactante se recuperdé en una pera de
decantacion, en la cual se vertieron inicialmente 100 mL del sobrenadante,
afadiéndole inmediatamente 150 mL de acetato de etilo (Figura 21). Se

realizaron tres extracciones sucesivas, con intervalos de 1 hora.
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En cada extraccion se recuper6 el sobrenadante o acetato de etilo
conteniendo el biosurfactante que fue depositado en un vaso de precipitacion,
para ser evaporado a 40 °C, hasta alcanzar peso constante y finalmente ser

pesado.

El'Y (p/x) o coeficiente de rendimiento del producto en relacion con
la biomasa o cantidad del producto obtenido por cantidad de biomasa formada
(gg?), se calcul6 dividiendo los gramos de biosurfactante entre los gramos de
biomasa (Dorén, 1998).

3.2.8 Analisis de los datos
Los valores obtenidos en la seleccibn de microorganismos
hidrocarbonoclasticos productores de surfactantes y en la valoracién de los
surfactantes producidos fueron ordenados en tablas y figuras que permitieron
analizar las caracteristicas de los microorganismos aislados de las borras de
hidrocarburos de petroleo, utilizando los programas Microsoft Office Word y

Excel version 2007.
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Figura 21. Recuperacion de biosurfactante en pera de decantacion.
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IV. RESULTADOS

4.1 Caracteristicas quimicas, microbioldgicas y toxicidad de las borras de

hidrocarburos

Las borras de hidrocarburos de la refineria Talara de Grafia y Montero
Petrolera (GMP) presentaron hidrocarburos totales de petrdleo, metales,
microorganismos totales e hidrocarbonoclasticos y un nivel severo de fitotoxicidad

en semillas de rabanito (Tablas 1, 2, 3).

4.2  Microrganismos hidrocarbonoclésticos aislados y seleccionados en
borras de hidrocarburos

En las borras de hidrocarburos se obtuvieron 110 aislamientos de
microorganismos, correspondientes a 56,36% (62) de bacterias y 43,63% (48) de
hongos (Tabla 4, figuras 22 a 25). EI 70% (77) de los microorganismos demostraron
ser hidrocarbonoclasticos, al desarrollar con el petréleo como fuente de carbono y
energia (Figura 26), diferenciandose el 62,33% (48) de bacterias y 37,66% (29) de
hongos.

4.3 Géneros de microorganismos productores de surfactantes
identificados en borras de hidrocarburos

Entre los microorganismos hidrocarbonoclasticos el 62,3% (48) de las
bacterias y 37,66% (29) de los hongos demostraron ser productores de surfactantes
(Figuras 27, 28). El didmetro de los halos de emulsion de hidrocarburos de petréleo
producidos por las bacterias hidrocarbonoclasticos oscilé entre 2,09 a 15,33 mm a
los 0 minutos y 1,33 a 16,67 mm a los 5 minutos (Tabla 5). El diametro de los halos
producidos por los hongos hidrocarbonoclasticos oscil6 entre 1,23 a 12,67 mm a

los 0 minuto y 0,9 a 11 mm a los 5 minutos (Tabla 6).
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Tabla 1
Caracteristicas quimicas de borras de hidrocarburos de petréleo de Refineria Grafia y Montero Petrolera (GMP) en Talara, Piura,
2019
Caracteristicas (mg kg* MS) Muestras Norma de referencia Técnica
M My
HT* C5 - C10 <10 <15 EPA 8015 CTPH’S 2007 Cromat CG FID
HT* C10 - C28 <20 <18,43 EPA 8015 CTPH’S 2007 Cromat CG FID
HT* C28 - C40 <35 <234 EPA 8015 CTPH’S 2007 Cromat CG FID
Mercurio 5,36 7,28 EPA Method 7471 B Rev. 2. 2007 Mercury in solid or Semisolid Waste
(Manual Cold Vapor Technique)
Arsénico <40 <50 EPA Method 3050 B-Rev. 2/ Method Acid Digestion of Sediments, sludges,
7061A -Rev. 2. 1996/1992 and Solis/Arsenic (atomic absortion, gaseous hydride)
Bario <80 <70 EPA Method 3050 Rev. 2/ Method Acid Digestion of Sediments, sludges,and
7000B-Rev. 2. 1996/2007 Solis/Flame (Espectrofotometria absorcion atémica)
Cadmio <10 <20 EPA Method 3050 B-Rev. 2/ Method Acid Digestion of Sediments, sludges, and
7000B-Rev. 2. 1996/2007 Solis/Flame (Espectrofotometria absorcion atomica)
Plomo <20 <20 EPA Method 3050 B-Rev. 2/ Method Acid Digestion of Sediments, sludges,and
700 B-Re. 2. 1996/2007 Solis/Flam(Espectrofotometria absorcion atomica)
Cromo total <20 <20 EPA Method 3050 B- Rev.2/ Method Acid Digestion of Sediments, sludges,and
7000B- Rev.2. 1996/2007 Solis/Flame (Espectrofotometria absorcion atémica)
Cromo hexavalente <452 <5,13 EPA Method 3060 Rev. 11996/ EPA, Alkaline Digestion for Hexavalent Chromium/

Method 7196 Rev. 1 1992

Chromiun Hexavalent (Colorimetrico)

*HT: Hidrocarburos totales de petroleo
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Tabla 2

Numero més probable de microorganismos totales e hidrocarbonoclésticos en
borras de hidrocarburos de petroleo, procedentes de Refineria Grafia y Montero
Petrolera (GMP) en Talara, Piura, 2019

NMP
Borras *Totales **Hidrocarbonocléasticos
Ne Lectura NMPg*? Lectura NMPg*
1 331 4,6 x 10° 331 4,6 x 103
2 110 7,3x10° 322 2,1x 103
3 331 4,6 x 10° 322 2,1x 103
4 311 7,5 x 104 220 2,1x 102
5 321 1,5x10° 310 4,3x 102
6 321 1,5x10° 332 1,1 x 10°
7 311 7,5 x 104 322 2,1 x 104
8 220 2,1x10% 320 9,3x 103
9 311 7,5 x 10* 300 2,3 x 103
10 300 2,3 x10% 333 >1,1 x 10°

*Diluciones 10°, 10, 107 ** 104, 10°, 10°

32
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Tabla 3

Nivel de toxicidad de borras de hidrocarburos de petréleo procedentes de Refineria Grafia y Montero Petrolera (GMP) en Talara,
Piura, 2019

Promedio Porcentaje Crecimiento indice Nivel
Borras elongacion relativo relativo de de
N° radicular geminacion de radicula germinacion fitotoxicidad
(mm) (PGR) (CRR) (%IG)

1 68 31,81 90,60 28,81 Severo
2 0 0 0 0 Severo
3 47 6,81 62,66 4,26 Severo
4 61 40,90 81,33 33.26 Severo
5 49 22,15 65,88 14,52 Severo
6 54 21,02 72,00 15,13 Severo
7 0 0 0 0 Severo
8 0 0 0 0 Severo
9 0 0 0 0 Severo

10 0 0 0 0 Severo
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Tabla 4

Microorganismos aislados de borras de hidrocarburos de petréleo procedentes
de Refineria Grafia y Montero Petrolera (GMP) en Talara, Piura, 2019

Borras Cultivos de microorganismos

i N° de bacterias N° de hongos

N

2

© 00 N oo g b~ W N PP
N N 0 N o 0o N o1 o
O© N DN O W o1 B NN

10
Total 62

N
0

Figura 22. Bacterias de borras de hidrocarburos aisladas en agar nutritivo
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Figura 23. Hongos de borras de hidrocarburos aislados en agar papa dextrosa.

Figura 24. Cultivos puros de bacterias en agar tripticasa soya.
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Figura 25. Cultivos puros de hongos en agar papa dextrosa.

Figura 26. Turbidez en caldo Bushnell — Haas por el crecimiento de
microorganismos hidrocarbonoclasticos.
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petréleo por aislamiento bacteriano 6.

Figﬁfé ‘28‘.0Hé|o's‘ de emulsiéh formadé) sobre la capa dé hidrocarburos de
petréleo por aislamiento de hongo 23.
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Tabla 5

Diametro de los halos de emulsién de hidrocarburos de petréleo producidos por
bacterias hidrocarbonoclasticas

Halos* de emulsién (mm)

) 0 minutos 5 minutos’
Tratamientos
B1 3,67 2,67
B2 4,67 3,33
B5 5,67 4,67
B6 12,33 9,00
B7 7,00 5,00
B9 10,00 9,00
B10 3,67 2,00
B11 6,00 3,67
B13 6,33 4,67
B14 6,00 3,67
B15 2,67 2,33
B16 4,00 4,00
B17 8,00 2,67
B19 6,67 8,67
B20 13,00 2,00
B21 11,00 10,33
B22 9,33 9,33
B23 3,33 1,33
B24 8,33 7,67
B25 15,33 13,33
B26 6,67 5,67
B27 10,00 11,67
B28 18,33 16,67
B29 3,33 1,33
B30 7,00 2,33
B31 3,33 3,33
B32 6,00 1,67
B33 4,00 4,33
B34 5,00 4,67
B36 7,00 4,00
B39 7,67 4,00
B40 4,00 3,21
B41 3,22 2,11
B42 3,13 2,45
B43 4,01 3,02
B44 3,05 2,01

B45 2,09 1,50




B46
B47
B48
B49
B50
B51
B52
B53
B54
BS5
B56

1,50
3,22
3,44
2,56
3,90
3,65
2,90
3,45
3,67
4,90
1,09

1,33
2,09
2,01
2,09
2,34
1,40
2,09
2,56
2,39
2,35
0,90
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*Promedio de tres repeticiones

Tabla 6

Didametro de los halos de emulsién de hidrocarburos de petréleo producidos por
hongos hidrocarbonoclasticos

Halos* de emulsién (mm)

Tratamientos 0 minutos 5 minutos
H1 3,67 2,67
H2 6,33 5,33
H3 3,00 2,33
H4 10,00 9,00
H5 8,00 5,67
H6 5,33 5,33
H7 7,67 6,00
H8 6,33 2,33
H9 5,00 2,00
H10 2,67 1,67
H11l 10,67 8,00
H12 5,67 4,33
H13 12,67 11,00
H14 2,67 1,33
H15 3,67 3,67
H16 3,00 2,00
H17 3,67 3,67
H19 2,67 2,33
H20 9,33 7,00
H21 10,67 10,00
H22 2,00 1,00
H23 5,00 4,33
H24 4,00 1,00
H25 1,90 1,09
H26 1,50 0,90
H27 1,23 1,00
H28 2,00 2,00
H29 1,45 1,34
H30 1,67 1,69

*Promedio de tres repeticiones
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Los microorganismos seleccionados por presentar los mayores diametros
en los halos de emulsion de hidrocarburos de petrdleo se identificaron en los
géneros de bacterias: Pseudomonas, Bacillus, Enterobacter (Figura 29 a 31,
tablas 7,8) y hongos: Aspergillus, Penicillium y Cunninghamella (Figuras 32 a 35,
tabla 9).

4.4 Rendimiento de surfactante en funcién de la biomasa del

microorganismo con el mayor halo de emulsion de TPH

En el proceso de produccién de surfactantes en biorreactores tipo tanque
con sistema discontinuo, se alcanzaron halos de emulsion de 6,33 a 16,33 mm
(0O minutos); 5,33 a 16,33 (5 minutos); 4,0 a 15,0 (10 minutos) y 1,33 a 12,0 (15
minutos), correspondiendo los valores maximos a Pseudomonas sp. 6 (Tabla 10,
figuras 36 a 43).

Con los valores de absorbancia obtenidos por triplicado con diferentes
concentraciones de biomasa se obtuvo la ecuacion Y= 0,397x- 0,0062 (Tabla 11,
figura 44), manteniendo como patrén de referencia un coeficiente de
determinacion > 0,9 (Mantilla, 2007).

La biomasa de Pseudomonas sp. 6 productora de surfactante oscilo entre
3,100 gL a las 96 hasta 4,200 gL* a las 48 horas (Tabla 12), alcanzando un
rendimiento de biosurfactante en funcién de la biomasa de 0,83 gL u 83%
(Figura 45, tabla 13).



41

Figura 29. Aislamiento bacteriano 6 desarrollado en agar nutritivo.

Figura 30. Aislamiento bacteriano 9 desarrollado en agar nutritivo.



Tabla 7

Figura 31. Pruebas bioquimicas para la identificacion fenotipica de bacterias
productoras de surfactantes.
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Caracteristicas diferenciales de bacterias Gram positivas productoras de

surfactantes

Caracteristicas

Aislamientos bacterianos

27 28
Tincion de Gram + +
Forma Bacilo Bacilo
Catalasa + +
Hidrolisis de gelatina Positiva Positiva
Hidrolisis de almidén Positiva Positiva
Utilizacion del citrato Positiva Positiva
Género Bacillus sp. Bacillus sp.
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Tabla 8

Caracteristicas diferenciales de bacterias Gram negativas productoras de
surfactantes

Caracteristicas Aislamientos bacterianos
6, 9, 22, 25 21
Tincion de Gram - -
Forma Bacilo Bacilo
Catalasa + +
Fermentacion
de carbohidratos k/k A/A
(TSI)
Descarboxilacion
de lisina Negativo Positivo
(LIA)

Utilizacion de
citrato como fuente de + +
carbono / energia

Género Pseudomonas Enterobacter

Figura 32. Hongos filamentosos cultivados en agar papa dextrosa.
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Figura 33. Observacion microscopica (400x) de Aspergillus sp.

Figura 34. Observacion microscoépica (400x) de Penicillium sp.



Figura 35. Observacion microscépica (400x) de Cunninghamella sp.

Tabla 9
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Didmetro de los halos de emulsién de hidrocarburos de petréleo producidos por
diez microorganismos hidrocarbonoclasticos seleccionados

Halos* de emulsion (mm)

Microorganismos 15minutos 30 minutos
Pseudomonas sp. 6 13,67 4,67
Pseudomonas sp. 9 4,33 4,00
Enterobacter sp. 21 9,00 0,33
Pseudomonas sp. 22 9,67 4,00
Pseudomonas sp. 25 8,33 8,00
Bacillus sp. 27 14,00 1,00
Bacillus sp. 28 5,67 3,33
Penicillium sp. 4 7,67 7,33
Aspergillus sp. 13 9,00 7,67
Cunninghamella sp. 21 4,00 1,67

*Promedio de tres repeticiones
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Tabla 10

Diametro de los halos de emulsién de hidrocarburos de petréleo producidos por
diez microorganismos en biorreactores tipo tanque con sistema discontinuo

Halos* de emulsién (mm)

Microorganismos Omin 5min 10min 15min
Pseudomonas sp. 6 16,33 16,33 15,00 12,00
Pseudomonas sp.9 8,67 7,67 7,33 5,00
Enterobacter sp. 21 11,00 10,67 9,33 9,00
Pseudomonas sp.22 8,67 8,00 7,00 6,00
Pseudomonas sp. 25 14,33 13,00 11,33 9,67
Bacillus sp. 27 10,33 9,33 8,67 7,67
Bacillus sp. 28 10,67 10,00 9,00 8,00
Penicillium sp. 4 8,33 7,33 6,00 4,67
Aspergillus sp. 13 7,67 7,00 6,00 5,00
Cunninghamella sp. 21 6,33 5,33 4,00 1,33

*Promedio de tres repeticiones

O et

e S s
Figura 36. Halos de emulsibn de hidrocarburos de petréleo por
Pseudomonas sp. 6
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Figura 37. Halos de emulsion de hidrocarburos de petroleo por
Pseudomonas sp. 9

Figura 38. Halos de emulsion de hidrocarburos de petroleo por
Enterobacter sp. 21
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Figura 39. Halos de emulsibn de hidrocarburos de petréleo por
Pseudomonas sp. 22

Figura 40. Halos de emulsion de hidrocarburos de petréleo por
Pseudomonas sp. 25
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Figura 43. Halos de emulsion de hidrocarburos de petréleo por
Cunninghamella sp. 21

Tabla 11

Valores de absorbancia (600nm) de biomasa de Pseudomonas sp. 6 productora

de biosurfactante

Biomasa Absorbancia*
(o) (600nm)
0,26 0,650
0,026 0,160
0,0026 0,024
0,00026 0,002

*Promedio de tres repeticiones
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Figura 44. Curva patron para determinar la concentracion de biomasa de

Pseudomonas sp. 6 productora de surfactante.

Tabla 12

Absorbancia (600 nm) corregida y biomasa de Pseudomonas sp. 6 productora

de surfactante en medio minimo salino de Davis

Tiempo Absorbancia Biomasa
(horas) (600 nm) (gL h)
24 0,678 4,102
48 0,558 4,200
72 0,429 3,109
96 0,404 3,100
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Figura 45. Biosurfactante producido pr Pseudomonas sp. 6.

Tabla 13

Rendimiento de surfactante en funcibn de la biomasa (Y p/x) de

Pseudomonas sp. 6

Parametro Valores
Biomasa X (gL™?) 3,10
Producto surfactante P (gL™?) 2,60
Rendimiento Y p/x (gLt) 0,83

Rendimiento Y p/x (%) 83
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V. DISCUSION

Las borras presentaron TPH y metales, contaminantes que evidenciaron
su toxicidad al disminuir el indice de germinacién de las semillas de rabanito, con
un nivel severo de toxicidad (Contreras & Carrefio, 2018). Las borras o lodos
aceitosos tienen una elevada concentracion de hidrocarburos, por lo que son
consideradas residuos peligrosos y recalcitrantes (Zhang et al., 2011); no
obstante, constituyen un habitat apropiado para los microorganismos

hidrocarbonoclasticos (Cerqueira et al., 2011; Zhang et al., 2011).

Los lugares de almacenamiento de TPH o productos derivados del
petréleo estan expuestos a contaminacion bacteriana. Estos microorganismos
pueden modificar la calidad del producto, cambiar la viscosidad, beneficiar a las
bacterias reductoras del azufre y del hierro y acelerar la corrosion de los equipos,
a tal punto que las compafiias de almacenamiento y transporte utilizan biocidas

para evitar la proliferacion de bacterias (Hamed et al., 2013).

Los microorganismos aislados en las borras de hidrocarburos son
hidrocarbonoclasticos, capaces de utilizar los TPH como fuente de carbono y
energia (Hamed et al., 2013). En lodos aceitosos provenientes de lavaderos de
carros se aislaron e identificaron como hidrocarbonoclésticos bacterias de los
géneros Acinetobacter, Bacillus, Citrobacter, Enterobacter, Micrococcus,
Nocardia, Pseudomonas y los hongos Aspergillus niger, Fusarium sp. y
Trichoderma spp. (Vasquez et al., 2010). En lodos aceitosos de una planta
industrial de petroquimicos o borras se identificaron Stenotrophomonas sp.,
Bacillus megaterium, B. cibi (Cerqueira et al., 2011) y Luteibacter sp. (Zhang et
al., 2011).

Los surfactantes favorecen la disponibilidad de los TPH (Jiménez et al.,
2010). Los microorganismos con frecuencia producen biosurfactantes y

bioemulsificadores que favorecen el acceso a los hidrocarburos y aceleran su
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utilizacién como fuente de carbono (Bhattacharya et al., 2019). La degradacion
extracelular de los hidrocarburos se atribuye a los biosurfactantes microbianos
(Ke et al., 2019), compuestos que son producidos por bacterias (Bhattacharya et
al., 2019), levaduras y hongos filamentosos (Covalcante et al., 2015). En este
contexto, la reduccion de la tensidén superficial es un criterio utilizado para la
seleccion de microorganismos productores de biosurfactantes (Deepika et al.,
2016).

La deteccion y seleccion de microorganismos productores de surfactantes
mediante la dispersién de gota coincide con Sharma et al. (2018). Esta prueba o
“test del desplazamiento del aceite” (Deepika et al., 2016), en el que se forma un
halo de emulsién sobre una capa ligera de hidrocarburo, es utilizada para
seleccionar microorganismos productores de surfactantes (Sharma et al., 2018)

0 para caracterizar el surfactante recuperado (Deepika et al., 2016)

El 18,86% de los microorganismos hidrocarbonoclasticos demostraron ser
productores de surfactantes, superando 16,6% reportado por Sharma et al.
(2018) en microorganismos aislados de suelo previamente enriquecido. El
didmetro de los halos de emulsion alcanzé 18,33 mm, superando 12 mm

reportados por Mondragon (2011).

Los biosurfactantes favorecen la emulsificacion y solubilizacion de
compuestos insolubles en fases acuosas, facilitando su disponibilidad para el
crecimiento y mantenimiento microbiano, adherencia y liberacion de las células
en la superficie y transporte de los hidrocarburos en la membrana celular
(Jiménez et al., 2010). La produccion de surfactantes por los géneros
microbianos en la presente investigacion fue reportada previamente:
Pseudomonas aeruginosa (Deepika et al., 2016), B. amyloliquefaciens y B.
subtilis (Sharma et al., 2018), B. cereus (Bhattacharya et al., 2019), Enterobacter
sp. (Batista, Albuquerque, Ferreira, Veiga & Pereira, 2019), Penicillium sp.
(Martinez, Hernandez, Ojeda & Garcia, 2011), Aspergillus sp. (Seghal et al.,
2010) y Cunninghamella sp. (Andrade et al., 2014).

La remediacion de lugares contaminados con TPH se basa en el uso de
microorganismos hidrocarbonoclasticos; no obstante, los contaminantes de la

fase liquida no acuosa absorbidos en la matriz del suelo no estan disponibles,
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limitandose la tasa de degradacién microbiana (Riojas, Torres, Mondaca,
Balderas & Gortares, 2010). En este contexto, los microorganismos productores
de surfactantes son eficientes en la biorremediacion de suelo contaminado con
TPH (Bhattacharya et al., 2019), lodos aceitosos o borras (Zhang et al., 2011,
Cerqueira et al., 2011) y también para la recuperacion mejorada de hidrocarburos
por microorganismos (microbial enhanced oil recovery, MEOR) mediante

técnicas in situ y ex situ (Geetha et al., 2018).
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VI. CONCLUSIONES

6.1 Las borras de hidrocarburos de la refineria Talara de Grafa y Montero
Petrolera, (GMP) presentaron TPH, microorganismos totales e
hidrocarbonoclasticos y severa toxicidad en la germinacion de semillas de

Raphanus sativus L.

6.2 EI62,33% de las bacterias y el 37,66% de los hongos aislados de borras

demostraron ser hidrocarbonoclasticos.

6.3 ElI 62,33% de las bacterias y el 37,66% de los hongos
hidrocarbonoclasticos demostraron ser productores de surfactantes.

6.4 El rendimiento de surfactante en funcibn de la biomasa de

Pseudomonas sp. 6. seleccionada fue de 83%.
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VIl. RECOMENDACIONES

7.1 Identificar las caracteristicas fisicas, quimicas y biolégicas del surfactante

producido por Pseudomonas sp. 6

7.2  Determinar el efecto de los microorganismos productores de surfactante
en la biorremediacién de suelo contaminado con borras de hidrocarburos a nivel

de microcosmos y de parcelas demostrativas.
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ANEXO A

Caldo Bushnell Haas (gL ™) para el enriquecimiento de muestras de borras

de hidrocarburos (en Contreras & Carrefio, 2018)

KH2PO4 1,0
K2HPO4 1,0
(NH4)2SO4 1,0
MgSO, 0,20
Cl,Ca 0,02
FeCls 0,005
Agua destilada csp 1000 mL

pH 7,0
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ANEXO B

Composiciéon (gL?) de medios de cultivo para el aislamiento de microrga-

nismo de borras de hidrocarburos de petréleo (en Contreras & Carrefio,

2018).
a) agar nutritivo, AN
Peptona 5,0
Extracto de carne 3,0
Agar agar 15,0
Agua destilada 1000mL
b) agar papa dextrosa, PDA
Infusion de papa 2509
Sacarosa 20g

Agar-agar 15¢g
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ANEXO C

Medio minimo salino de Davis (gL™!) para la produccién de surfac-

tantes (en Mondragon, 2011)

KH2PO4 5,23
K2HPO4 1,91
MgSOa 0,09
(NH4)2S04 1,00
Glicerol 1mL

Solucion de elementos traza* 1 mL

*20 mgL-1 CoClI2, 30 mgL-1 H3BO3, 10 mgL-1 ZnSO4, 1 mgL-1 CuSO4,
3 mgL-1 Na2MoO4, 10 mgL-1 FeSO4, 2,6 mgL-1 MgSO4



