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RESUMEN

La investigacion tuvo como objetivo aislar y caracterizar bacterias marinas
cultivables degradadoras de hidrocarburos de las areas de extraccion y perforacion
de petroleo de la plataforma CX-11 en Tumbes. Se recogieron muestras de agua
de la linea costera y zona adyacente a la plataforma, éstas fueron sembradas en
caldo Bushnell Haas con petréleo crudo mesa 30 (PCM30). Las cepas fueron
purificadas en agar Bushnell Haas y en agar tripticasa soya, se identificaron
molecularmente y se determind si portaron genes oxigenasas: Xileno mono-
oxigenasa, tolueno di-oxigenasa, naftaleno di-oxigenasa, etilbenceno, naftaleno di-
oxigenasa, bifenil di-oxigenasa, y benceno di-oxigenasa (indicadores de su poder
biorremediador). Se seleccionaron 27 cepas para ensayo de biorremediacion in
vitro; las cepas con mejores resultados se emplearon en ensayo de biorremediacion
a mayor escala en tanques de 50 | con agua de mar con PCM30. Se aislaron de las
muestras 107 cepas bacterianas que crecieron en medio con petréleo, 27 portaron
genes de benceno-dioxigenasa, 23 fueron identificadas como pertenecientes a
Vibrio, Staphylococcus, Bacillus, Pseudomonas, Acinetobacter y Pantoea. De las
27 cepas del ensayo in vitro, las cepas 87, 98 y 147 de Bacillus cereus y la 124 de
Bacillus subtilis mostraron el mayor poder degradador de petréleo, seguidas del
consorcio de las mismas cepas con un poder intermedio y por ultimo las cepas de
S. epidermidis (123) y Pantoea dispersa (176) con el menor poder. En el ensayo de
biorremediacion a mayor escala, los tratamientos T2 (consorcio de cepas de B.
cereus y B. subtilis: 87, 98, 124, y 147), T3 (consorcio de cepas de B. cereus, B.
subtilis, S. epidermis y P. dispersa: 87, 98, 124, 147, 123y 176), T4 (cepa 87 de B.
cereus) produjeron una biodegradacion mayor al 99% del petréleo, mostrando su
alto poder degradador. Pero en el tratamiento control se tuvo una biodegradacion
estadisticamente similar, probablemente por cepas autéctonas que fueron

bioestimuladas y degradaron el petrdleo.

Palabras clave: Biorremediacion, petrdleo, oxigenasas, contaminacion en mar y

playas, remediacion in situ, cepas degradadoras de petroleo.
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ABSTRACT

The aim of this research was to isolate and characterize culturable hydrocarbon-
degrading marine bacteria from the oil extraction and drilling areas of the CX-11
platform in Tumbes. Water samples were collected from the coastline and area
adjacent to the platform; these were seeded in Bushnell Haas broth with table 30
crude oil (PCM30). The strains were purified on Bushnell Haas agar and trypticase
soy agar, they were molecularly identified and it was determined if they carried
oxygenase genes: Xxylene mono-oxygenase, toluene di-oxygenase, naphthalene di-
oxygenase, ethylbenzene, naphthalene di-oxygenase, biphenyl di-oxygenase, and
benzene di-oxygenase (indicators of their bioremediation power). 27 strains were
selected for in vitro bioremediation testing; the strains with the best results were
used in a larger scale bioremediation trial in 50 | tanks with seawater with PCM30.
107 bacterial strains that grew in oil medium were isolated from the samples, 27
carried benzene-dioxygenase genes, 23 were identified as belonging to Vibrio,
Staphylococcus, Bacillus, Pseudomonas, Acinetobacter and Pantoea. Of the 27
strains of the in vitro test, strains 87, 98 and 147 of Bacillus cereus and 124 of
Bacillus subtilis showed the greatest oil-degrading power, followed by the
consortium of the same strains with an intermediate power and finally the strains of
S. epidermidis (123) and Pantoea dispersa (176) with the lowest power. In the larger
scale bioremediation trial, treatments T2 (consortium of strains of B. cereus and B.
subtilis: 87, 98, 124, and 147), T3 (consortium of strains of B. cereus, B. subtilis, S.
epidermis and P. dispersa: 87, 98, 124, 147, 123 and 176), T4 (strain 87 of B.
cereus) produced biodegradation greater than 99% of the oil, showing its high
degrading power. But in the control treatment there was a statistically similar
biodegradation, probably due to native strains that were biostimulated and degraded
the oil.

Keywords: Bioremediation, oil, oxygenases, pollution in the sea and beaches, in

situ remediation, oil degrading strains.
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.  INTRODUCCION.

El petréleo es a nivel mundial uno de los contaminantes mas problematicos, su
efecto negativo se observa en mayor medida cuando se producen derrames
petroleros, por ejemplo, en el lapso de menos de 50 afios partiendo de 1970, se
han producido derrames en el medio marino por un volumen de 5,7 x 108 t. El
derrame producido en el afio 2010 en el Golfo de México, en la plataforma
Deepwater Horizon derramé 3,19 x 10° barriles de petréleo (Cerqueda-Garcia et al.,
2020).

En el Peru de igual manera se tiene registro de derrames petroleros que se han
producido en diferentes puntos de su territorio principalmente en la costa y selva se
puede mencionar que en las playas de Conchan (Lima) en 1995 se produjo una
mancha de petrdleo por el vertimiento de petréleo equivalente a cientos de barriles.
Posteriormente, en el departamento de La Libertad en el afilo 2000 se produjo un
derrame de mas de 100 barriles de petréleo; ese mismo afio se vertieron mas de
5000 barriles en el rio Amazonas (Austermihle, 2010). En afios posteriores, se
produjeron derrames en Parifias, Piura (2002), en el rio Marafién (2007 y 2010) y
en la region de Trompeteros, Loreto (2012) (Peralta et al., 2021).

Uno de los derrames de petrdleo mas recientes que ocurrieron en PerU, se produjo
en La Pampilla el afio 2022 cuando casi de 12 000 barriles fugaron al mar y se
extendieron por 24 playas, ocupando 1 739 000 m?, entre el mar y las playas. El
petréleo también fue llevado por las corrientes y dafié mas de 2000 ha en las
Reservas de Puntas Guaneras y de Ancon (Pulido et al., 2022).

La regiébn Tumbes no ha estado exenta de problemas por derrames petroleros, uno
de éstos ocurrié en 2007 en el bloque Z-1 lote CX-11 de BPZ Exploration and
Production, especificamente en la plataforma Corvina ubicada en el mar frente al
distrito de La Cruz (Geolab SRL, 2011), de igual manera en 2014, se produjo un
nuevo derrame que afectd las costas de Zorritos, nuevamente por un vertimiento
proveniente de la plataforma Albacora (Defensoria del Pueblo, 2014). Los datos
antes reportados indican que el riesgo de que se produzca un derrame de petroleo



que puede afectar a las aguas marinas y la zona costera de Tumbes, e inclusive al
ecosistema del manglar es real, por ello se debe trabajar en encontrar métodos
para reducir el impacto ambiental de tales derrames, asi como para lograr la
restauracion de la zona contaminada en el menor tiempo.

Los derrames petroleros dafian a los organismos en los ecosistemas, pero dicho
dafio es mayor en ecosistemas costeros, pues el derrame se extiende por las
corrientes marinas y las olas, ademas puede estar mucho mas tiempo en este
ecosistema por su viscosidad que lo hace adherirse a arena y rocas, por su poca
densidad que lo hace mantenerse flotando sobre las aguas, por su baja tasa de
degradacion quimica que lo hace persistir y por su capacidad de bioacumularse en
los organismos (Dai et al., 2020). Debido a ello, es que se requiere desarrollar
tecnologias adecuadas para tratar tales derrames, siendo la biorremediacion tal vez
una de las que tienen un mayor potencial (Lee et al., 2018).

El petroleo es una sustancia dificil de metabolizar pues esta compuesta de un gran
namero de sustancias desde muy simples a muy complejas, las simples son de bajo
peso molecular bajo y presentan los enlaces de sus carbonos saturados o
insaturados; las sustancias mas complejas tales como el naftaleno y alquitran
contienen anillos ciclicos; muchas de las sustancias en el petréleo son téxicas,
cancerigenas o mutagénicas de alli el gran peligro que representa para los
organismos (Lawniczak et al., 2020).

El tratamiento de la contaminacion por hidrocarburos mediante la biorremediacion
bacteriana, trata de convertir las fracciones de mayor peso molecular (alquitran,
naftenos) en fracciones de menor peso molecular que son menos estables, en
algunos casos es posible que ciertas fracciones del petréleo sean convertidas en
diéxido de carbono y metano (Logeshwaran et al., 2018). Las bacterias con
propiedades biorremediadoras poseen en su genoma genes que codifican para
enzimas que utilizan el petréleo como fuente de energia (ya sea monoxigenasas
como dioxigenasas), éstas favorecen que los alcanos ciclicos y lineales se
conviertan en alcoholes (Pi et al., 2016).

Las bacterias con propiedades biorremediadoras se pueden hallar en diversos
ambientes, asi por ejemplo Cerqueda-Garcia et al. (2020), descubrieron en el
medio marino (sustrato y agua), comunidades de bacterias capaces de metabolizar
buen numero de fracciones de petroleo, desde las que tuvieron muy poco peso

molecular hasta las de maximo peso. Por otra parte Dai et al. (2020), aplicaron un
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conjunto de bacterias de los géneros Acinetobacter, Bacillus y Brevibacillus asi
como de sus enzimas inmovilizadas, en la arena de zonas de playa en las que se
agreglé petroleo, encontrando que éstas pudieron degradar hidrocarburos
poliarométicos (HAP) y largas cadenas de n-alcanos (de 26 a 35 C). Lee et al.
(2018), pudieron degradar petréleo utilizando cepas que producen surfactantes
correspondientes a las especies Rhodococcus soli, Pseudoalteromonas
agarivorans, Isoptericola chiayiensis y Bacillus algicola.

Liu etal. (2021), han sefialado que bacterias del género Vibrio son capaces de
biorremediar petréleo afirmando que son las principales degradadoras de HAP; las
cepas que han mostrado poder para biorremediar petrdleo pertenecen a las
especies de V. alginolyticus, V. parahaemolyticus, Vibrio fluvialis y Vibrio spp.
(Bravo, 2018; Cardak et al., 2007; Fernandes et al., 2020).

En el caso de la regibn Tumbes, también se han encontrado bacterias con
capacidad para biorremediar hidrocarburos, las mismas que poseen genes
oxigenasas, asi por ejemplo Ramirez et al. (2016), pudieron aislar del sustrato del
manglar, cinco cepas bacterianas que pudieron metabolizar del 77 al 82% de los
hidrocarburos totales del petréleo presentes en un suelo del manglar contaminado
de manera experimental con petréleo, esto muestra que es posible obtener cepas
biodegradadoras a partir de muestras de suelo procedentes de ecosistemas marino
costeros que hayan tenido algun tipo de contaminacién por petréleo, como pueden
ser también las muestras de las zonas aledafias a la plataforma CX-11 de BPZ en
Tumbes.

Por ello en esta investigacion se tuvo como objetivo:

Aislar y caracterizar bacterias marinas cultivables degradadoras de hidrocarburos
de las areas de extraccion y perforacion de petréleo Lote Z-1, plataforma CX-11,

Tumbes.
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ll. REVISION DE LA LITERATURA

2.1 Bases teoricas.

2.1.1 Bacterias

Los microorganismos conocidos como bacterias son seres procariotas de reducido
tamafio, en la escala de micrometros, y se distribuyen ampliamente en todo el
mundo. Exhiben la capacidad de emplear diversas sustancias como fuente de
energia, inclusive tolerando y utilizando ciertos contaminantes con este proposito.
Esto abre la posibilidad de utilizar determinadas bacterias para abordar la
remediacion en areas afectadas por actividades humanas o fenémenos naturales
(Gbémez et al., 2006).

2.1.2 Caracteristicas de las bacterias

De manera general, las bacterias presentan atributos que posibilitan su
identificacion, tales como tamano, forma y color de las colonias, que sirven como
criterios taxondmicos para su clasificacion. Asimismo, se emplean propiedades
bioquimicas y la observacion de la forma celular y la coloracion tras la aplicacion
de la tincion de Gram como meétodos fundamentales de identificacion. A nivel
macroscopico, las colonias pueden adoptar formas circulares, rizoides o
irregulares, y exhibir elevaciones convexas, aplanadas o umbilicadas (Rahman
et al., 2007).

2.1.3 Caracteristicas microscoépicas y macroscopicas

La técnica de tincidon constituye el primer paso en el proceso de identificacion
bacteriana, siendo la tincion de Gram una de las mas reconocidas, permitiendo
distinguir entre bacterias Gram negativas y Gram positivas de manera rapida y
sencilla. Otra técnica comunmente utilizada es la del azul de metileno (Fernandez
et al.,, 2010). La evaluacion de colonias en cultivos frescos resulta crucial para
garantizar la pureza del cultivo, asegurando que esté compuesto por un Unico tipo
de bacterias y que provenga de una sola célula. En muchos casos, el tamafio de

las colonias es uniforme dentro de una misma especie, y ciertas bacterias, como



Pseudomonas aeruginosa Yy Serratia marcescens, muestran caracteristicas

pigmentarias especificas facilitando su identificacion (Fernandez et al., 2010).

2.1.4 Método molecular de identificacion bacteriana

Un desafio en la identificacion bacteriana radica en la eleccion del protocolo, ya que
las observaciones fenotipicas no confirman las especies. En este contexto, las
técnicas moleculares se presentan como herramientas de diagndéstico
confirmatorio, destacando el analisis de la secuencia genética del gen 16S ARNr.
Este enfoque proporciona informacion rapida y util para la identificacion y filogenia
bacteriana mediante la comparacion con bases de datos publicas que contienen

una amplia variedad de secuencias bacterianas (Fernandez et al., 2010).

2.1.5 Sustancias que integran las fracciones del petréleo

El petrdleo es una mezcla de sustancias, principalmente de hidrocarburos, como
naftenos, parafinas, isoparafinas e hidrocarburos aromaticos, y se presenta como
un liquido viscoso de color negro. Desde el punto de vista quimico, el petréleo esta
conformado por carbono (84 a 87%), hidrogeno (11 a 14%), azufre (0 a 8%),
oxigeno y nitrégeno (0 a 4%). Sus componentes principales se dividen en

fracciones, como se detalla en la tabla 1 (Vifias, 2005).

Tabla 1. Composicién de los principales derivados de petroleo.

Fracciones Composicion

Saturados n-alcanos, alcanos de cadena ramificada e isoprenoides
y ciclo parafinas o cicloalcanos, hépanos. Aroméaticos
Hidrocarburos mono aromaticos, di aromaticos

Aromaticos Hidrocarburos mono aromaticos, di aromaticos,
aromaticos policiclicos (HAP)

Resinas Agregados de piridinas, quinolinas, carbazoles, tiofenos,
sulféxidos y amidas

Asfaltenos Acidos grasos, metal o porfirinas, fenoles polihidratados
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2.1.6 Hidrocarburos totales del petroleo (HTP)

El petrdleo crudo, también denominado petréleo sin refinar, se categoriza segun su
estructura en hidrocarburos arométicos, conocidos como no saturados, los cuales
son carcindgenos y bioquimicamente activos, y en alifaticos, que se subdividen en
alquenos, alcanos, alquinos y ciclo alifaticos. Los alcanos, debido a su baja
polaridad, son insolubles en agua y no pueden formar enlaces con el hidrégeno
(Angeles, 2015).

2.1.7 Impacto de los hidrocarburos de petroleo en el medio marino

Segun Vifias (2005), los diversos compuestos del diesel y sus derivados presentan
niveles variables de toxicidad en el medio marino. Las parafinas, en particular,
tienen un grado moderado de toxicidad, causando anestesia y narcosis en
organismos vivos, mientras que concentraciones elevadas pueden ocasionar dafio
celular y muerte. Por otro lado, los naftenos generan alteraciones en el
comportamiento relacionado con la busqueda de alimento, el escape de
depredadores y la atraccion sexual. En las zonas costeras afectadas por el
transporte de petréleo, se pueden observar impactos en las tasas de fotosintesis y
respiracion. A concentraciones bajas, el petrdleo puede afectar la division celular y
el crecimiento plancténico, resultando en la muerte de larvas de peces en gran

cantidad.

2.1.8 Biorremediacion

De acuerdo con Rahman etal. (2007), la mayoria de los procesos biologicos
utilizados para mitigar el impacto negativo de contaminantes en el medio ambiente
se centran en la eliminaciéon de los contaminantes en suelos, agua y aire. Algunos
microorganismos, como ciertas bacterias, tienen la capacidad de convertir
moléculas de contaminantes organicos en dioxido de carbono, agua e iones
inorganicos esenciales para los ciclos biogeoquimicos. También pueden oxidar o
reducir agentes inorganicos contaminantes, facilitando la regeneracion de
ecosistemas afectados por sustancias organicas como el petréleo y sus
hidrocarburos, asi como por plaguicidas, sustancias inorganicas y algunos

contaminantes metalicos.
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2.1.9 Degradacion de hidrocarburos

La degradacion de hidrocarburos implica la transformaciéon de contaminantes a
través de procesos biologicos. Estos procesos de remediacion pueden llevarse a
cabo in situ 0 mediante la separacién de la proporciébn contaminada ex situ
(Angeles, 2015).

2.2 Antecedentes
Varias investigaciones han mostrado la eficacia de cepas bacterianas aisladas de
entornos naturales o de zonas contaminadas con petroleo, como biodegradadoras

de petroleo, se puede mencionar:

Plata (2023), evalud la eficacia de 12 cepas bacterianas biodegradadoras de
petréleo pertenecientes a las especies Bacillus cereus, B. subtilis, Citrobacter sp.
Enterobacter sp., Erwinia sp., Idiomarina sp., Microbacterium sp., Micrococcus sp.,
Pseudoalteromonas sp., Shewanella sp., Thalassospira sp. y Vibrio sp., que fueron
aisladas de una zona en el Golfo de México; esas cepas se probaron
individualmente y como consorcio (seleccionados con disefio simplex-lattice
usando Design Expert 7), dichos consorcios estuvieron constituidos por las 12
cepas, con una cepa mayoritaria, equivalente al 50% de la comunidad bacteriana,
mientras el 50% restante estuvo constituido de manera equitativa por las 11 cepas
restantes. Los consorcios se cultivaron en matraces con agar minimo marino
suplementado con 100 ppm de petréleo crudo libre de asfaltenos como fuente de
carbono, los ensayos se evaluaron a los 12 y 30 dias, encontrando que las cepas
mostraron capacidad biosurfactante, lo que ayuda a solubilizar los hidrocarburos y
hacerlos mas disponibles; adicionalmente, se observo que si bien cada una de las
cepas ensayadas lograron biodegradar petréleo, los consorcios mostraron un
mayor poder degradador. Los consorcios con mayor poder degradador fueron
aguellos cuyas cepas mayoritarias fueron Shewanella sp. con 63,5% de reduccion
de hidrocarburos, Vibrio sp. con 55,6% y Pseudoalteromonas sp. con 51%.

Palacios & Zambrano (2023), ensayaron, en Manabi (Ecuador), cinco cepas de
Bacillus sp. aisladas de la Antartida, en la biodegradacion de petréleo a nivel de
Laboratorio, para ello masificaron las cepas bacterianas, las aclimataron en un

medio mineral con Unica fuente de carbono el diesel, realizaron un experimento en
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los que ensayaron como tratamientos las cinco cepas cuya actividad se evalu6 en
tres momentos (24, 48 y 72 h). Los resultados mostraron que la cepa GA-52 de
Bacillus sp. fue la que mayor degradacion produjo en el diesel, siendo capaz de
degradar al 52% del combustible.

Perdigdo et al. (2020), utilizaron un consorcio de cinco bacterias de los géneros
Acinetobacter, Pseudomonas y Rhodococcus, capaces de degradar hidrocarburos
aisladas de la playa de Cabo del Mundo (Portugal) en una zona cercana a una
refineria de petroleo. Las cepas se hicieron crecer en medio solido, luego se
tomaron colonias bacterianas y se colocaron en caldo Bushnell-Haas con 2% de
NaCl, estandarizandose su densidad Optica (OD600) a 0,1. Este consorcio se
ensayd respecto a su desempefio en la degradacién de hidrocarburos en
experimentos de biorremediacién en microcosmos con agua de mary petréleo, para
evaluar: atenuacion natural (NA), bioestimulacion (BS) con adicion de nutrientes,
bioaumentacion con indculo pre-crecido en petroleo (BA/P) y bioaumentacion con
in6culo pre-crecido en acetato (BA/A). Después de 15 dias, se observé un
aclaramiento del petréleo en agua de mar en BS, BA/P y BA/A, pero no en NA. El
acetato fue el mejor sustrato para el crecimiento del consorcio. BA/A mostro la
mayor tasa de degradacion de hidrocarburos (66%). Todas las cepas bacterianas
afladidas como inéculo fueron recuperadas al final del experimento demostrando

gue pudieron proliferar en el medio y biodegradar al petrdleo.

Hamdan et al. (2019), aislaron 32 cepas bacterianas (mediante aislamiento directo
y por enriquecimiento) de efluentes de una refineria petrolera. 14 de las cepas
emplearon el petréleo como fuente de carbono y de éstas, 4 cepas fueron capaces
en 36 h de pasar a incoloro los medios a los que se agrego 2,6-diclorofenolindofenol
(este indicador es de color azul en medio reducido e incoloro en medio oxidado),
estas cepas fueron Acinetobacter baumannii OCB1, Bacillus cereus WD22 y
Pseudomonas aeruginosa WD23 y WDE11, estas cepas tuvieron alta resistencia a
la salinidad (hasta 40 %o); las cepas fueron probadas al ser expuestas a un medio
con petréleo (1% v/v) al que se agregé pequefias cantidades de glucosa y extracto
de levadura. La cepa WD23 logré el mejor resultado degradando el 27,25% del

petréleo en 15 dias.
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Sakthipriya et al. (2015), emplearon cepas de Bacillus subtilis aisladas del vertedero
de polimeros de Chenai (India), estas fueran masificadas en un reactor usando
como medio de cultivo 200 ml de agua destilada con KH2POa4 (0,3 g), Na2HPO4 (0,6
g), NH4ClI (0,2 g), NaCl (0,5 g), glucosa (0,8 g) y MgSOa4-7H20 (0,01 g), al medio se
afiadio petroleo crudo ceroso (2% v/v). La cepa bacteriana crecidé bastante bien
hasta el dia 12 de cultivo, su poblacion se mantuvo estable hasta el dia 15 y luego
decrecid, la mayor poblacion lograda fue de 28x10% UFC/mI; se observé también
una disminucion del 80% en la degradacion del petréleo crudo y una reduccién del
60% en la viscosidad en un periodo de 10 dias. Adicionalmente las cepas mostraron
caracteristicas de un biorremediador (alta adherencia, reduccion de la tension
superficial, capacidad para emulsificar, produccibn de gran cantidad de
biosurfactante, reduccién de la viscosidad y alta tasa de degradacion).

A nivel nacional, se puede mencionar la investigacion realizada en Talara (Peru)
por Avila (2016), quien aisl6 cuatro cepas de Pseudomonas con poder
biodegradador de botaderos de residuos de petroleo, estas cepas fueron
desafiadas cultivandolas por 20 dias en medio mineral modificado con 0,05% de
extracto de levadura y 0,2% de petréleo crudo, se evalud al inicio y al final del
experimento el contenido de hidrocarburos totales de petréleo mediante el método
gravimétrico para grasas y aceites. Se pudo observar que la cepa de Pseudomonas
aeruginosa (Pseudomonas spa4) fue la que logré mayor eficiencia biodegradadora,

habiendo reducido el contenido de petréleo al 60,5%.

Por otra parte, a nivel local, también se tiene una investigacion realizada por
Ramirez etal. (2016), quienes aislaron cepas bacterianas presentes en suelo
contaminado por combustibles en el manglar de Tumbes, estas cepas
correspondieron a Exiquobacterium profundum, Bacillus aryabhattai, Arthrobacter
mysorens, Vibrio fluvialis y Acinetobacter venetianus que mostraron poder
biodegradador de hidrocarburos totales de petroleo (HTP), ademas hicieron un
experimento en el que trataron muestras de suelo manglar con 9,6% de HTP
logrando una reduccién de estadisticamente superior del nivel de HTP en los
tratamientos con las cepas biorremediadoras frente al tratamiento testigo (niveles

de HTP de 77 a 82% en tratamientos experimentales y de 68 % en el testigo).
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. MATERIALES Y METODOS

3.1 Lugary periodo de ejecucion de la investigacion

El estudio se llevo a cabo de febrero a agosto de 2019 en el Laboratorio de Biologia
Molecular de la Facultad de Ingenieria Pesquera y Ciencias del Mar (FIPCM) de la
Universidad Nacional de Tumbes, ubicada en la Villa de Puerto Pizarro en el distrito,
provincia y region Tumbes, misma que tiene como coordenadas geograficas en
UTM E-567387,98 y N-9612554,01, como se aprecia en la imagen satelital de
Google Earth (figura 1)

Figura 1. Fotografia satelital de la ubicacion del Laboratorio de Biologia Molecular
de la FIPCM.

3.2 Tipo ydisefio de investigacion

La investigacion fue de tipo aplicada y cuantitativa; aplicada, por cuanto se busco
conocer, actuar y modificar una realidad problemética, a través de encontrar una
posible alternativa de solucion ante el evento de un derrame petrolero en las costas
de Tumbes, ademas fue cuantitativa pues se bas6 en medir o cuantificar las
variables en investigacion.

El disefio de investigacion fue experimental y transversal puesto que se manipul6

la variable independiente, al aplicar cepas bacterianas degradadoras de petréleo a



fin de observar su efecto en la variable dependiente es decir en la concentracion de
hidrocarburos.
Por otra parte, la investigacion fue transversal pues la evaluacion de las variables

se realiz6 en un solo momento de tiempo.

3.3 Poblacion y muestra de estudio

Poblacion. Estuvo conformada por las bacterias marinas cultivables degradadoras
de hidrocarburos que pueblan el agua adyacente al area de extraccion y perforacion
de petrdleo Lote Z-1, plataforma CX-11 de Tumbes. La cual se encuentra ubicada
en las siguientes coordenadas geograficas en UTM: E 528504 y N 9603003, como

se observa en el mapa tomado de (Guevara et al., 2010) (figura 2).
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Figura 2. Area de extraccion y perforacion de petréleo Lote Z-1, plataforma CX-11

de Tumbes.

Muestra. Estuvo constituida por las bacterias que se recogieron en 8 litros de agua

de mar extraida del area adyacente a la plataforma CX-11.

Muestreo. Se realiz6 cada quince dias y por un lapso de cuatro meses la

recoleccion de muestras de agua de la zona adyacente a la plataforma CX-11.
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3.4 Recoleccion de las muestras.

Se realizaron siete muestreos; cuatro de ellos se hicieron en la linea de playa frente
a las plataformas CX-11 y CX-15, y los tres restantes en el agua que circunda
dichas plataformas. Las muestras tomadas en la linea de playa se colectaron en el
momento cuando la marea se encontraba baja, las muestras se tomaron
seleccionando de forma aleatoria el punto de muestreo en una distancia de 2500 m
lineales en la playa Caleta Grau. Las muestras de agua de mar se colectaron de
puntos seleccionados al azar en la zona de extraccion (plataforma y buque
almaceén), la colecta se realiz6 desde un bote a motor a una distancia de 17 km de
la costa de Caleta La Cruz (Figura 3 y tabla 2).

En cada lugar de muestreo, tanto en linea de playa como en el mar, se realizaron
dos submuestreos, colectando agua con botellas esterilizadas de vidrio de
borosilicato redondo graduado de 250 ml con tapa rosca azul con cubierta de
plastico; la primera submuestra se tomé del agua superficial y la segunda 30 cm
por debajo de la superficie del agua. Se tomaron la temperatura, concentracion de
oxigeno disuelto, pH y salinidad del agua, usando respectivamente un oximetro
marca YSI| Modelo DO200A, un pH metro marca Hanna modelo HI-98103 y un
refractbmetro marca ATC. También se registraron las coordenadas de los lugares
donde se realizaron los muestreos con un equipo de geoposicionamiento global o
GPS de la marca Garmin modelo Etrex-10.

Las muestras de agua fueron transportadas hasta el laboratorio de Biologia
Molecular en una caja de tecnopor con hielo que permiti6 mantener la temperatura

de las mismas en alrededor de 7 °C.
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Figura 3. Puntos de muestreo en playa y mar aledafios a las plataformas petroleras
CX-11y CX-15

Tabla 2. Localizacién y coordenadas UTM de los puntos de muestreo.
Coordenadas en UTM

Punto de (Datum WGS84, Zona 17M)

muestreo Localizacion Longitud Latitud
1 Linea de playa frente antiguo Pozo Petrolero E-539530 N-9594780
2 Linea de playa frente a la Gruta La Chilenita E-539339 N-9594723
3 Linea de playa frente al Estadio de Zorritos E-537564 N-9594259
4 Frente a la plataforma CX-11 E-529169 N-9601892
5 Frente a la barcaza de almacenamiento E-529169 N-9601189
6 Frente a la plataforma CX-15 E-528983 N-9601327

3.5 Siembra de las muestras
Las muestras de agua fueron enriquecidas durante tres dias sembrandolas en
matraces de 120 ml conteniendo 60 ml de caldo Bushnell Haas (BHA) (Himedia), al

cual se afiadid6 como Unica fuente de carbono, 500 ul de petrdleo crudo mesa 30
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(PCM30). Se proporciono agitacion a los matraces a 200 rpm mediante un shaker
de alta capacidad marca Labnet modelo Orbit 1900. Luego del enriquecimiento, las
bacterias con capacidad biorremediadoras fueron aisladas sembrando por barrido
20 pl de las muestras enriquecidas en BHA y agar tripticasa soya (TSA), para ello
se prepararon placas petri con dichos medios, a los cuales se adicion6 60 pl de
PCM30 y 3% de NacCl, las placas se colocaron en una incubadora marca Memmert
modelo SN76, a 35 °C por 24 a 48 h.

3.6 Caracterizacion fenotipica de las colonias bacterianas
Las colonias de bacterias que crecieron en el medio BHA y TSA, fueron
caracterizadas fenotipicamente al observarse a través de un estereoscopio su

tamafio, forma y color.

3.7 Purificacion de las colonias aisladas

La purificacion de las cepas se logréo al sembrar por agotamiento de manera
sucesiva en placas petri con medio BHA y con TSA suplementado con NaCl (3%),
la siembra sucesiva se detuvo cuando se observd que todas las colonias
bacterianas que crecian en una misma placa petri mostraron caracteristicas
morfologicas similares (tamafio, forma y color similares).

Se confirmé que las colonias fueron puras luego de que se les aplicaran las pruebas

de tincién de Gram asi como las de oxidasa y catalasa.

3.8 Tincién de Gram

Se aislé una colonia, de la cepa que aparentemente fue pura, la misma que se
coloco utilizando un asa bacteriol6gica en una laminilla portaobjeto, se pasé la
laminilla por encima del fuego, para lograr la fijacion de la colonia bacteriana, luego
se le aplicé por 1 min cristal violeta, se enjuagd con agua destilada; a continuacién
se afiadio lugol, dejandosele actuar por 1 min, se enjuago con agua destilada, luego
se le afladio alcohol acetona, se dejé actuar por 30 segundos, se enjuago con agua
destilada. Por ultimo se le afiadié safranina, se dej6é actuar por 1 min y se enjuagoé
con agua destilada. El portaobjeto se dejé secar por algunos minutos, luego se
coloco al microscopio y se observo a una resolucion de 1000X, identificandose la
forma de las bacterias y la coloracion de las mismas, purpuras en el caso de las

gram positivas y fucsia en el caso de las gram negativas.
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3.9 Pruebas de catalasa y oxidasa

3.9.1 Prueba de catalasa

Se aislé una colonia de cada una de las cepas puras y se les colocé sobre
portaobjetos. A cada una de ellas se les afiadié una gota de agua oxigenada (H20:2
al 3%), se espero para observar si se producia alguna reaccion, en el caso de que
se formaran burbujas en el agua oxigenada se determiné que la cepa fue catalasa
positiva, caso contrario, si no se formaron burbujas se traté de una cepa catalasa

negativa.

3.9.2 Prueba de oxidasa

En el caso de la prueba de oxidasa, se tomé una colonia de la cepa pura, se le
colocé sobre un portaobjeto y se le afiadié una gota de una solucion al 0,85% de
NaCl, agitandose para suspender la colonia en la gota. Se tomé una tira de oxidasa
marca Oxoid y se puso en contacto con la gota en la que se suspendio la colonia
bacteriana, se observé por un minuto para determinar si se producia un cambio de
color de la tira, en el caso que la tira vird de incolora a azul violeta, se determiné
gue se trataba de una cepa oxidasa positiva, caso contrario, si la tira permanecio

incolora, la cepa fue oxidasa negativa.

3.10 Extraccion de ADN

La cepa pura fue cultivada en TSB, luego se tom6 950 pl del cultivo, se colocé en
un microtubo y se centrifugd a 16 000 xg por 5 min a una temperatura de 4 °C en
una centrifuga marca Orto Alresa modelo Diricen 21R, el sobrenadante fue
eliminado y se afiadié al microtubo 500 ul de buffer fosfato salino (PBS) (marca
Sigma Aldrich a una concentracion 1X), se centrifugd a 12 000 xg por 2 min a
temperatura de 4 °C; nuevamente se descarto el sobrenadante adicionandose 200
pI de tris-EDTA (TE) a una concentracion de 1X, equivalente a una concentracion
de tris 10 mM y de EDTA 1mM, el TE fue ajustado a pH 8. El microtubo fue
calentado a punto de ebullicion (100 °C) durante 10 min, luego se colocé de
inmediato por 5 minutos en hielo, esto para producir la lisis de las paredes
bacterianas por el shock térmico. El microtubo se centrifugdé a 16 000 xg durante 1
min, el sobrenadante, conteniendo el ADN, fue recuperado en otro microtubo.

Luego se diluy6 el contenido del microtubo con agua ultrapura en proporcion 1:10.
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Finalmente se agregd ARNasa (2 ul) y se calent6 a 37 °C por 30, esto a fin de digerir

cualquier remanente de ARN y obtener ADN puro.

3.11

Se prepardé mix de buffer de PCR para la amplificacion de un fragmento del gen

Identificacion molecular de las cepas aisladas

16S ARNTr bacteriano, para lo cual se calculd la cantidad necesaria de cada
reactivo, segun el nimero de reacciones que se quiso realizar, asi por ejemplo,
para una reaccion se mezclé 2,5 ul de buffer de PCR 10X, constituido por MgCl2
1,5 mM, tris-HCI 10 mM y KCI 50 mM, pH 8,3), al cual se afiadio 1,5 ul de MgCl2 25
mM, 0,5 ul de deoxinucledtidos trifosfato (ANTPs) 10 mM; 17,4 ul de agua ultrapura,
asi como 0,5 ul de cada primer especifico para la amplificacion del gen 16S ARNT,
27F forward y 1492R reverse, y 0,1 pl de Taq ADN polimerasa platinum marca
Invitrogen. ElI mix preparado se distribuyé entre los tubos de PCR (tubos de
capacidad maxima 200 pl), afladiendo 23 pl del mix preparado y 2 pl del ADN
extraido de la cepa pura.

La reaccion en cadena de la polimerasa se realizo para un volumen de 25 pl en un
termociclador marca Applied Biosystems modelo SimpliAmp, cuya programacion se

muestra en la figura 4

A\ 4

1 ciclo I‘ 35 ciclos 1 ciclo 1 ciclo
e |

100 1 94°C 94°C

Tiempo: Tiempo:
30 | 5 min 30s

72°C 72°C
Tiempo: Tiempo:

60 - 1min30s 5 min

Temperatura (°C)

20

40 -

Tiempo:
40s

Tiempo:
Indefinido
4°C

Pre-desnaturalizacir’mI Desnaturalizacion

Hibridacién

Polimerizacién

Amplificacion

Fase

| Polimerizacion final

Conservacion

Figura 4. Esquema de la programacion del termociclador para la amplificacion de
un fragmento del gen 16S ARNr
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Los productos de la PCR (amplicones) se enviaron a secuenciar al extranjero
mediante el servicio provisto por BTS Consultores SAC, las secuencias de ADN
obtenidas, se recortaron, alinearon y produjeron secuencias consenso con las
cuales se realiz6 una busqueda en la base de datos de GenBank del National
Center for Biotechnology Information (NCBI) utilizando el software Basic Local
Aligment Search Tool (BLAST) implementado en la web de NCBI en la direccion:
https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastn&PAGE_TYPE=BlastSe
arch&LINK LOC=blasthome.

3.12 Deteccion de genes codificadores de oxigenasas

Para la deteccion de genes codificadores de oxigenasas, se preparé mix de
reaccion para la PCR para lo cual se calcul6 la cantidad necesaria de cada reactivo,
segun el nimero de reacciones que se quiso realizar, asi por ejemplo, para una
reaccion se mezcldo 2,5 ul de buffer DreamTaq 10X (marca Thermo
Scientific)(incluye MgCl2 20 mM), 2,5 pl de deoxinucleétidos trifosfato (ANTPs) 2
mM; 16,75 pl de agua ultrapura, asi como 0,5 ul de cada primer especifico para la
amplificacion del gen dioxigenasa buscado, segun se aprecia en la tabla 3, y 0,25
Ml de polimerasa DreamTaqg 5U/ul marca Thermo Scientific. El mix preparado se
distribuy6 entre los tubos de PCR (tubos de capacidad maxima 200 ul), afadiendo
23 pl del mix preparado y 2 pl del ADN extraido de la cepa bacteriana.
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Tabla 3. Primers utilizados para la amplificacion de fragmentos de genes

oxigenasas en cepas bacterianas

Temperatura
Identi- de hibridacién
Gen ficador Secuencia de ADN (°C)

Xileno mono-oxigenasa TOL-F (5-TGA GGC TGA AAC TTT ACG TAG A-3) 58
TOL-R (5-CTC ACC TGG AGT TGC GTA C-3)

Tolueno di-oxigenasa TOD-F (5-ACC GAT GAR GAY CTG TAC C-3) 58
TOD-R (5-CTT CGG TCM AGT AGC TGG TG-3')

Tolueno di-oxigenasa TOL1-F (5-CGA GAA SAA CGA YTA YTA CA3) 55
TOL1-R (5-TGG CRG CKT AAT TCC AGT-3)

Naftaleno di-oxigenasa  NAF-F (5-ATG GCT TCATCT AYG GTT GC-3) 55
NAF-R (5-TGT TCAGCC TTT CCT GCT T-3)

Benceno di-oxigenasa  BEN-F (5-AGC GTC TGG GTA GTA TAG AG-3)) 55
BEN-R (5'-AGA AGG TAC GTA GTG TCT GA-3))

Benceno di-oxigenasa BEN A-F  (5-CCC GAA TGT CGG CGA CTA-3) 58
BEN A-R (5-TGT TGC GGG AGA TCA CGA T-3))

Etilbenceno di-oxigenasa eteb AC-F (5-ACG CAC AGC TACTCG TTG CTT-3)) 55
eteb AC-R (5-CCG TGC ACT TCA CAT TCG AT-3)

Naftaleno di-oxigenasa NAH-F (5-CAA AAR CAC CTG ATT YAT GG-3) 52
NAH-R (5-AYR CGR GSG ACT TCT TTC AA-3)

Bifenil di-oxigenasa BPH1-F (5-GGA CGT GAT GCT CGA YCG C-3) 55
BPH1-R (5-TGT TSG GYA CGT TMA GGC CCAT-3)

La PCR para detectar los genes oxigenasas se realizd en un volumen de 25 ul en

un termociclador marca Applied Biosystems modelo SimpliAmp, cuya programacion

se muestra en la figura 5
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-
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Figura 5. Esquema de la programacion del termociclador para la amplificacion de

fragmento de genes oxidasa en bacterias.
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3.13 Visualizacion de los amplicones

Los amplicones fueron migrados en gel de agarosa al 1,5% al cual se aplic6 como
tincién bromuro de etidio hasta lograr una concentracion de 50 pl/l. Se tomo 2 pl de
cada amplicén y se mezclé con buffer de carga marca Thermo Fisher Scientific
(constituido por EDTA 60 mM, glicerol 60%, cianol xileno FF 0,03 %, azul de
bromofenol 0,03% vy tris-HCI 10 mM), la mezcla se migré sobre el gel en un equipo
de electroforesis horizontal marca Thermo Midicell-Primo modelo EC330a 90 V por
30 min. A continuacion, el gel se llevo a un transiluminador para electroforesis en

gel marca Blook, para la visualizacion de los amplicones.

3.14 Ensayos de biorremediacién.

3.14.1 Biorremediacion in vitro

Se seleccionaron seis cepas bacterianas representativas identificadas
molecularmente por secuenciamiento de un fragmento de su gen 16S ARNr, las
cuales se reactivaron para su recuento en placas petri con medio de cultivo plate
count agar (PCA) y Bushnell Haas agar (BHA). Luego de que las cepas crecieron
en los medios por 24 h, se realizo el conteo de sus colonias.

El ensayo in vitro se realiz6 en matraces de 125 ml de capacidad se adiciono 10
UFC, con 50 ml de caldo Bushnell Haas, suplementado con 2% de NaCl y 0,2% de
petréleo Mesa 30 como Unica fuente de carbono, a temperatura ambiente(30°C)
por 7 dias con agitacion constante a 200 rpm en un shaker. el crecimiento fue
monitoreado diariamente por observacion directa del cambio de separacion de
fases y coloracion del medio de cultivo. al finalizar el experimento se determino la
viabilidad de crecimiento bacteriano en placas. Plate Count Agar y Bushnell Hass
Agar. adicional se realizaron en paralelo dos tratamientos con 20 y 40 UFC.

Se tuvo 8 tratamientos; en 6 de ellos se aplicé las cepas seleccionadas por
separado, en otro tratamiento se aplicé el consorcio de las seis cepas. En el
tratamiento control no se aplico cepas bacterianas.

En cada matraz con medio de cultivo se sembré 10 colonias de las cepas
bacterianas que le correspondieron de acuerdo a su tratamiento.

Los tratamientos tuvieron dos repeticiones, siendo las unidades experimentales los
matraces de cultivo, éstos se mantuvieron con agitacion constante (200 rpm)
provistos por un shaker marca Labnet modelo Orbit 1900 y a temperatura ambiente

a alrededor de 30 °C por 7 dias. La biodegradacion de HTP fue evaluada a diario
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observando las variaciones en las fases liquidas (agua y petroleo) asi como los
cambios de coloracién del medio de cultivo. Al finalizar el experimento se determiné
la viabilidad de crecimiento bacteriano presentes en los matraces, a través de
observar su crecimiento en placas petri con medio plate count agar y Bushnell Haas

agar.

3.14.2. Biorremediacién a mayor escala con bacterias del agua de mar

Se utilizaron 12 tanques plasticos cilindricos de 50 | que fueron instalados en un
area despejada de la Facultad de Ingenieria Pesquera y Ciencias del Mar, éstos
fueron llenados con agua de mar trasladada en un camion cisterna y se les
proporciond aireacion permanente mediante tuberias de PVC. A cada tanque se le
aplicé 250 ml de crudo mesa 30.

Cada 3 dias y por un lapso de 30 dias, se agreg6 a cada tanque 25 ml del cultivo
bacteriano que le correspondio de acuerdo al tratamiento asignado; en el caso del
tratamiento control no se aplicéd cultivo bacteriano, pero si un volumen igual de
medio de cultivo estéril.

Al inicio del ensayo y al final del mismo, se tomé 1,2 litros de agua de cada uno de
los tanques y se colocd en botellas de vidrio, dichas botellas fueron enviadas al
Laboratorio de Investigacion y Certificaciones de la Universidad Nacional de
Ingenieria (Labicer-FC-UNI) ubicado en la ciudad de Lima para analizar su

contenido de hidrocarburos totales de petréleo (TPH).

3.15. Procesamiento y andlisis de datos

El ensayo de biorremediacién se realizd6 en dos etapas, la primera; ensayo de
biorremediacion in vitro y la segunda el ensayo de biorremediacién a mayor escala
ambas como un experimento bajo el disefio completamente al azar (DCA).

La evaluacion estadistica se realizé con analisis de varianza, prueba de Duncan y

Tukey con a = 5%.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Aislamiento y purificacion de cepas bacterianas

De las muestras de agua colectadas, se logré aislar y purificar 107 cepas
bacterianas; como se puede observar en la tabla 4, de los puntos de muestreo 1, 2
y 3 (correspondientes a la linea de playa) se pudo aislar la mayor cantidad de cepas
(18 cepas), las cuales fueron aisladas en medio BHA suplementado con crudo
mesa 30 (3 cepas) y en TSA (15 cepas). En comparacién, de los puntos de
muestreo 4, 5y 6 (ubicados frente a la plataforma de perforacién y explotacion
petrolera CX-11), se lograron aislar s6lo 5 cepas, 4 de las cuales crecieron en medio

BHA y la restante en medio TSA.

Tabla 4. Cantidad de cepas bacterianas aisladas y purificadas

Parametros del agua Cepas

Medio
unto de Localizacion Coordenadas Temp Oxig Salin de
muestreo en UTM ©C)  (mall) (%) pH Cantidad Denominacion cultivo
Linea de playa )
1 frente antiguo E-539530 35 509 37 73 7 313839414345y 15,
N-9594780 46
Pozo Petrolero
Linea de playa )
2 frentealaGruta T 299999 39 509 37 712 6 0098108123124 oo,
o N-9594723 y 174
La Chilenita
Linea de playa
. E-537564 176, 178,187,200 y
3 frente al Estadio N-9594259 30 509 37 76 5 210 TSA
de Zorritos
Frente ala E-529169
4 plataforma CX-11  N-9601892 26 743 88 711 2 36y78 BHA
Frente a la
E-529169
5 barcaa de N-9601189 26 563 38 805 2 42y 44 BHA
almacenamiento
g Frenteala E-528983 .6 585 38 804 1 147 TSA

plataforma CX-15 N-9601327

Al respecto, es légico que se haya logrado aislar un mayor niumero de cepas del
medio de cultivo TSA que en BHA pues este dltimo al carecer de una fuente
convencional de carbono, se le afiade petroleo, lo que restringe el crecimiento de
varias cepas bacterianas pues pocas son capaces de usar dicha fuente de carbono,

que es dificil de metabolizar; en cambio, el medio TSA contiene una fuente de
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carbono facilmente metabolizable, que le permite ser un medio no selectivo que
propicia el crecimiento de diferentes cepas bacterianas (Britania, 2021; HiMedia,
2020)

4.2. Caracterizacion de colonias bacterianas

De las 107 colonias aisladas y purificadas, se seleccionaron 27 al azar, para ser
caracterizadas, en 23 de ellas fue posible la identificacion molecular como se
muestra en la tabla 5.

Tabla 5. Cepas bacterianas identificadas molecularmente

Identidad en
Cepa Identificacion GenBank (%)
37  Vibrio fluvialis 99,80
38  Vibrio fluvialis 99,80
39  Vibrio fluvialis 100,00
42  Vibrio sp. 99,80
44 Vibrio sp. 100,00
45  Vibrio sp. 100,00
46  Vibrio sp. 100,00
36 Pseudomonas sp. 100,00
41  Pseudomonas sp. 100,00
43  Pseudomonas sp. 100,00
200 Pseudomonas sp. 99,46
78  Staphylococcus epidermidis 100,00
123  Staphylococcus epidermidis 99,51
174  Staphylococcus epidermidis 100,00
178  Staphylococcus epidermidis 100,00
187  Staphylococcus epidermidis 99,78
210 Staphylococcus epidermidis 99,47
87  Bacillus cereus 99,92
98 Bacillus cereus 99,78
147  Bacillus cereus 99,47
124  Bacillus subtilis 100,00
108 Acinetobacter schindleri 99,78
176  Pantoea dispersa 100,00

Las caracteristicas morfolégicas de las colonias bacterianas se muestran en la tabla
6, Las colonias de las cepas bacterianas Vibrio fluvialis, Pseudomonas sp.,

Staphylococcus epidermidis, Bacillus cereus, Acinetobacter schindleri, y Pantoea
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dispersa, mostraron diferentes caracteristicas, al ser cultivadas en medio TSA y
BHA, siendo en su mayoria blancas cremosas, circulares de elevacion convexa,
algunas amarillas irregulares y otras cremas circulares; formaron diametros entre
un rango de 0,5 a 2 mm. Siendo caracteristicas tipicas de Vibrio, Bacillus y
Pseudomonas entre otros géneros, al crecer en ambos medios como lo manifiestan
Patifio et al. (2021), las colonias de forma circular con bordes ovalados y elipsoidal
de dimensiones de 0,5 a 2 mm son caracteristicas de Bacillus cereus, Bacillus
subtilis y Bacillus sp. como lo manifiestan Napoles et al. (2019), Patifio et al. (2021),
Rahman et al. (2007) y Vilela & Abasolo (2022).

Tabla 6. Caracteristicas morfologicas de las colonias bacterianas seleccionadas.

Tamafio
Cepa Especie Medio Forma  (mm) Color Bordes Elevacion
36 Pseudomonas sp. BHA Circular 2,0 Blanco cremoso Liso Convexa
37 Vibrio fluvialis TSA Circular 2,0 Blanco cremoso Liso Convexa
38 Vibrio fluvialis TSA lIrregular 2,0 Blanco cremoso Ondulado Convexa
39 Vibrio fluvialis TSA Circular 1,0 Blanco cremoso Liso Pulvinada
41 Pseudomonas sp. BHA Circular 0,5 Amarillo Ondulado Convexa
42 Vibrio sp. BHA Circular 0,5 Blanco cremoso Liso Convexa
43 Pseudomonas sp. BHA Circular 0,5 Blanco cremoso Ondulado Convexa
44 Vibrio sp. BHA Irregular 0,5 Crema Liso Convexa
45 Vibrio sp. TSA Circular 1,5 Crema Ondulado Convexo
46 Vibrio sp. TSA Circular 1,5 Crema Ondulado Convexo
78 Staphylococcus epidermidis  TSA irregular 1,5 Blanco Liso Pulvinada
87 Bacillus cereus TSA Circular 1,5 Blanco cremoso Liso Convexa
98 Bacillus cereus TSA Irregular 1,5 Blanco cremoso Liso Pulvinada
106 ND TSA lrregular 1,5 Blanco cremoso Liso Pulvinada
108 Acinetobacter schindleri TSA Circular 1,0 Blanco cremoso Liso Convexa
123 Staphylococcus epidermidis TSA Circular 1,5 Blanco Ondulado Convexa
124 Bacillus subtilis TSA Circular 2,0 Blanco cremoso Ondulado Convexa
147 Bacillus cereus TSA lIrregular 1,5 Blanco Liso Convexa
160 ND TSA Irregular 1,5 Blanco Liso Convexo
174 Staphylococcus epidermidis  TSA Irregular 1,5 Blanco cremoso Liso Convexo
176 Pantoea dispersa TSA lIrregular 1,5 Blanco cremoso Liso Convexo
178 Staphylococcus epidermidis TSA Circular 1,5 Blanco Liso Convexo
187 Staphylococcus epidermidis TSA Circular 1,5 Blanco Ondulado Irregular
200 Pseudomonas sp. TSA Circular 1,5 Blanco cremoso Liso Convexo
206 ND TSA Circular 1,5 Blanco cremoso Liso Convexo
208 ND TSA Irregular 1,5 Blanco cremoso Liso Convexo
210 Staphylococcus epidermidis  TSA Irregular 1,5 Blanco Ondulado Irregular

4.3 Caracterizacion de Gram, pruebas de catalasa y oxidasa
Las cepas mostraron ser en su mayoria bacilos Gram negativos y cocos Gram

positivos, algunos fueron cocos y cocobacilos. 13 cepas fueron catalasa positivas
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y 14 negativas, asi como la mayoria (19 cepas) fueron oxidasa positivas (tabla 7).
Las caracteristicas expuestas son distintivas de los géneros Vibrio,
Staphylococcus, Bacillus, Pseudomonas, Pantoea y Acinetobacter como lo
mencionan Ferndndez et al. (2010), quienes ademas sefalan que la identificacion
de bacterias se puede realizar con diferentes técnicas, pero que la mas usual es la
tincion de Gram; de la misma manera, Rahman et al. (2007), refieren que es tipico

identificar a las colonias bacterianas por su tamafo, forma y color.

Tabla 7. Caracterizacion de las cepas bacterianas a través de las pruebas Gram,

catalasa y oxidasa.

Tincién Prueba de Prueba de

Cepa Especie Forma Gram catalasa oxidasa
36 Pseudomonas sp. Bacilo - - +
37  Vibrio fluvialis Bacilo - - +
38  Vibrio fluvialis Bacilo - - +
39 Vibrio fluvialis Bacilo - - +
41 Pseudomonas sp. Bacilo - + +
42  Vibrio sp. Bacilo - - +
43 Pseudomonas sp. Bacilo - + +
44 Vibrio sp. Bacilo - - +
45  Vibrio sp. Bacilo - - +
46  Vibrio sp. Bacilo - - +
78 Staphylococcus epidermidis Coco + + -
87 Bacillus cereus Bacilo + - +
98 Bacillus cereus Bacilo + - +
106 ND Bacilo + - +
108 Acinetobacter schindleri Bacilo - - -
123 Staphylococcus epidermidis Coco + + -
124 Bacillus subtilis Bacilo + + +
147 Bacillus cereus Bacilo + - +
160 ND Bacilo + - +
174 Staphylococcus epidermidis Coco + + -
176 Pantoea dispersa Cocobacilo - + +
178 Staphylococcus epidermidis Coco + + -
187 Staphylococcus epidermidis Coco + + -
200 Pseudomonas sp. Bacilo - + +
206 ND Bacilo - + +
208 ND Coco + + -
210 Staphylococcus epidermidis Coco + + -

ND: No se pudo determinar la especie mediante identificacion molecular.

Se observé que las cepas aisladas que fueron identificadas como pertenecientes al
género Pseudomonas se mostraron como bacilos gram negativos, oxidasa

positivos y casi todos catalasa negativos, a excepcion de la cepa 36, estas
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caracteristicas de sus células bacterianas son propias de bacterias del género
Pseudomonas, como lo precisaron Al-Bayati et al. (2021).

Por otra parte las caracteristicas que mostraron las cepas aisladas del género
Vibrio, fueron: bacilos gram negativos, oxidasa positivos, que son precisamente las
caracteristicas a esperarse en bacterias de dicho género como lo han especificado
Alsina & Blanch (1994), las cepas aisladas fueron catalasa negativas, lo cual, a
pesar que comunmente el género Vibrio mayoritariamente son catalasa positivos
(Rivera & Gandara, 2001), en algunos casos también pueden existir cepas catalasa
negativas como lo han indicado Kesarcodi-Watson et al. (2009).

Respecto a las cepas de Staphylococcus epidermidis aisladas, sus células
bacterianas tuvieron forma de coco, fueron gram positivas, catalasa positiva y
oxidasa negativa, las cuales son caracteristicas tipicas para cepas de dicho género
como las han reportado Wieser & Busse (2000).

Las cepas de Bacillus fueron bacilos gram positivos oxidasa positiva y en su
mayoria catalasa negativos; se conoce que el género Bacillus cumple con dichas
caracteristicas, con la excepcién que la mayoria de sus especies son catalasa
positivas; a pesar de ello, no es imposible que ciertas cepas sean catalasa
negativas, tal como las que se han observado en esta investigacion; pues Bacillus
catalasa negativo han sido reportados por Nicolaus et al. (1996).

La cepa de Acinetobacter schindleri se mostr6 como un bacilo gram negativo,
catalasa y oxidasa negativo, caracteristicas que corresponden a una bacteria de
dicho género como sefialaron Seleim et al. (2023)

La cepa de Pantoea dispersa se observd como un cocobacilo gram negativo
catalasa positivo, que son caracteristicas fenotipicas de bacterias de dicho género
como lo han reportado Saticioglu et al. (2018).

En consecuencia, las caracteristicas fenotipicas de las cepas bacterianas aisladas
son compatibles con las que se esperaria de cepas de las correspondientes

especies bacterianas identificadas molecularmente.

4.4  Deteccion de genes oxigenasas en cepas bacterianas

De las 107 cepas aisladas y purificadas a las que se les realiz6 la extraccién de
ADN se extrajo al azar 27, de las cuales se realiz6é la amplificacion de los genes
oxigenasas que codifican para enzimas degradadoras de petrdleo, como fueron:

xileno mono-oxigenasa, tolueno di-oxigenasa, naftaleno di-oxigenasa, etilbenceno,
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naftaleno di-oxigenasa, bifenil di-oxigenasa, y benceno di-oxigenasa. En las 27
cepas seleccionadas se pudo detectar la presencia de genes de benceno di-
oxigenasa, pues los primers especificos para dicho gen produjeron un producto de
amplificacion de alrededor de 200 pares de bases (pb) en 10 de las cepas,
especificamente en las cepas 36 a 39 y 41 a 46) (figura 6a); asi también se observo
un producto de amplificacién de alrededor de 800 pb en 17 cepas que fueron: 78,
87,98, 106, 108, 123, 124, 147, 160, 174, 176, 178, 187, 200, 206, 208 y 210 (figura
6b); estos resultados son compatibles con los reportados por Ramirez et al. (2016),
quienes también encontraron cepas bacterianas portadoras de genes de benceno
di-oxigenasa en el manglar de Tumbes evidenciadas por PCR con productos de
amplificacion de 200 y 800 pb, similares a los observados en esta investigacion. La
investigaciéon de Ramirez et al. (2016), se efectué en el manglar tumbesino, que
esta relativamente cerca a la zona en estudio de esta investigacion, por lo que
confirma la existencia de cepas bacterianas degradadoras de petréleo en la zona

costera de Tumbes.

78 87 98 106 108 123 124 147 160 174 176 178 187 200 206 208 210

10000 pb

6000 pb
2000 pb
1000 pb

800 pb

750 pb

Figura 6. Gel de electroforesis de las cepas bacterianas para el gen benceno di-
oxigenasa. a) Bandas fluorescentes indicadoras de un producto de amplificacion de
alrededor de 200 pb y b) Bandas fluorescentes indicadoras de un producto de
amplificacion de alrededor de 800 pb.
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4.5 Ensayo de biorremediacién in vitro

De las 23 cepas bacterianas identificadas molecularmente, que fueron positivas
para genes de benceno di-oxigenasas, se seleccionaron al azar 6 cepas: 87, 98,
124,147,123y 176, para realizar el ensayo de biorremediacion in vitro.

El ensayo tuvo ocho tratamientos, en seis de ellos se aplicaron por separado las
cepas seleccionadas, en otro se aplico las seis cepas como un consorcio y en el
tratamiento control no se aplicé cepas bacterianas.

Los mejores resultados de biodegradacion in vitro se observl en las cepas de
Bacillus cereus (cepas 87, 98, y 147)(Figura 7A, 7B y 7C) asi como en la cepa de
Bacillus subtilis (cepa 124) (Figura 7D) en los que se observd una mayor separacion
de fases de la pelicula del petréleo en cada matraz; en tanto que las cepas que
mostraron la menor biodegradacién fueron la cepa de Staphylococcus epidermidis
(cepa 123) (Figura 7E) y de Pantoea dispersa (cepa 176)(Figura 7F) ademas se
obtuvieron resultados bastante buenos con el consorcio (mix) de las cepas antes
mencionadas (Figura 7G) asi como con las cepas 98-40 (cepa 98 de las cuales se
sembraron 40 colonias) y 98-20 (cepa 98 de las cuales se sembraron 20 colonias)
(Figura 7H), en todos los casos se observo que la degradacion de petréleo fue
mayor en los tratamientos con bacterias que en el tratamiento control; pues en los
matraces con bacterias se aprecié turbidez que es un indicador de crecimiento
bacteriano, asi como disminucién de viscosidad y emulsificacién, mostrandose el
medio de cultivo semi claro que indicé consumo de hidrocarburos por las diferentes
cepas bacterianas.

Al finalizar el ensayo in vitro se determiné el crecimiento de las cepas mediante
conteo en placas petri con medios de cultivo plate count agar (PCA) y Bushnell
Haas agar (BHA) como se indica en la tabla 8 y figura 7. Apreciandose que las
cepas con mayores crecimientos fueron la cepa 98 (B. cereus) y las 123 (S.
epidermidis), mientras que las de menor crecimiento fueron la cepa 176 (P.
dispersa) y 87 (B. cereus), lo que muestra que no hay una correlacion entre el
crecimiento bacteriano y su eficacia degradadora de petréleo, por cuanto mientras
que la cepa 87 (B. cereus) mostré la mayor degradacién, tuvo comparativamente
un bajo crecimiento, en tanto que la cepa 123 (S. epidermidis) tuvo alto crecimiento

pero bajo poder de degradacion

46



Tabla 8. Conteo de bacterias cultivadas en medio plate count agar y Bushnell Haas

agar
Cepa Conteo
(UFC/ml)
87 16 000
98 29 500
123 28 000
124 23 000
147 24 000
176 8 000

Figura 7. Ensayo de biorremediacion in vitro de las cepas bacterianas
seleccionadas. A), B), C) y D) muestran las cepas con mejores resultados de
degradacion: cepas 87, 98 y 147 de B. cereus y cepa 124 de B. subtilis. E), F) y G)
muestran las cepas con resultado mas modesto
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Figura 8. Crecimiento en placas de las cepas bacterianas seleccionadas en la
biorremediacion in vitro. A), B), C) y D) muestran los resultados del conteo de las
UFC 87, 98 y 147 de B. cereus y cepa 124 de B. subtilis. E), F), G) y H) los
correspondientes a las cepas 123, 176, mix y 98.
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El haber evidenciado que cepas de Bacillus y de Staphylococcus, tuvieran poder
biorremediador de petréleo, no es un hecho inusual pues estos géneros
habitualmente han sido reportados como degradadoras de hidrocarburos (Castillo
et al., 2020; Palacios & Zambrano, 2023).

Adicionalmente, se ha observado que el crecimiento de las cepas bacterianas en el
medio con petréleo no tuvo mucha relacion con la degradacion que produjeron de
éste, lo cual puede explicarse porque ciertas cepas producen otras sustancias
ademas de las enzimas de biodegradacion, tales como biosurfactantes que
permiten emulsionar el petréleo, haciéndolo mas soluble y por ende mas
biodisponible (Muras et al., 2021; Rabelo & Marquez, 2022; Vilela & Abasolo, 2022).
Por otro lado, las cepas de Bacillus tales como Bacillus cereus (cepas 87, 98, y
147) y de Bacillus subtilis (cepa 124), mostraron el mayor poder biodegradador en
el ensayo in vitro, lo cual es compatible con lo hallado en otros estudios como los
de Palacios & Zambrano (2023), Rabodonirina et al. (2019) y (Das & Mukherjee,
2007), entre otros, en los cuales cepas de Bacillus también mostraron el mayor
poder de degradacién de petréleo; esto también se explica porque ciertas cepas de
Bacillus, en especial B. cereus y B. subtilis poseen varios genes que codifican para
enzimas del catabolismo de hidrocarburos aromaticos asi como de surfactantes
(Durval et al., 2020; Singha & Pandey, 2021), lo que les otorga mayor poder de
biodegradacion de hidrocarburos.

4.6 Ensayo de biorremediacion a mayor escala

El agua de mar mezclada con 25 ml de cepas bacterianas més 0,5% de crudo de
petréleo mesa 30, tuvo una concentracion promedio inicial de 4856,48 mg/l de HTP.
Pasado 30 dias, tiempo que durd el experimento a mayor escala, los tratamientos;
T2 con el consorcio de cepas bacterianas 87, 98, 124, y 147 (correspondientes a
Bacillus cereus y Bacillus subtilis), Tz con el consorcio de cepas bacterianas 87,
98,124,147,123 y 176 (correspondientes a los géneros Bacillus cereus, Bacillus
subtilis, Staphylococcus epidermis y Pantoea dispersa), T4 con una sola cepa, la 87
(de la especie Bacillus cereus) produjeron respectivamente una biodegradacion de
99,96%, 99,68%, 99,57% de la concentracion inicial de los HTP, El andlisis
estadistico (anexos 4, 5y 6) indicd que no hubo diferencia estadistica significativa

entre los tratamientos, mostrando que los tratamientos en los que se aplicé las
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cepas biorremediadoras solas o en consorcio tuvieron los mismos resultados que

en el tratamiento control en el que no se aplico las cepas (tabla 9).

Tabla 9. Analisis de hidrocarburos totales de petréleo en el agua de mar en el

ensayo de mayor escala

Tratam.  Cédigo de la cepa Concen.tr.acién de HTP'(mg/I) Biodegradacion
Inicial Final mg/l %
T1 Control 3968,94+1620,68 3,45+0,39 3965,49+1620,20 99 90+0,052
T2 87,98,124,147 (Bacillus 7864,87+2043,45 3,38+1,69 7861,48+2042,44 99,96+0,012
cereus y subtilis)
T3 87,98,124,147 (Bacillus 4816,81+3203,24 14,03+8,95 4802,79+3196,63 99 68+0,172
cereus y subtilis); 123y
176 (Staphylococcus
epidermis y Pantoea
dispersa)
T4 98 (Bacillus cereus) 2775,33+1490,19 10,01+5,97 2765,32+1489,40 99 57+0,392

* Las letras que acomparfian al porcentaje de biodegradacion indican al ser iguales,
que no existio diferencia estadisticamente significativa entre los tratamientos.

La razén por la cual la biodegradacion observada en los tratamientos con las cepas
biorremediadoras fue estadisticamente la misma que la observada en el control,
puede deberse a que no fue posible esterilizar el agua para asegurarse de que la
flora bacteriana propia de dicha agua fuera totalmente eliminada, esto debido a que
los altos volumenes de agua empleados en el ensayo (50 | por cada tanque) hizo
técnicamente imposible realizar la esterilizacion; si bien el agua fue desinfectada
con hipoclorito de sodio al 5% antes de iniciar el ensayo, pudieron haber quedado
esporas bacterianas que germinaran luego y restauraran la comunidad bacteriana
original, entre las cuales pudieron haber cepas degradadoras de hidrocarburos,
puesto que como han afirmado Castillo-Méarquez et al. (2023) y Julian & Rivero
(2023), varias de las cepas nativas de ambientes acuaticos tienen la capacidad de
metabolizar los hidrocarburos presentes en el petréleo; hecho que sustenta la
técnica de biorremediacién denominada bioestimulacion que consiste en aportar
nutrientes a las comunidades bacterianas nativas para facilitarles su labor de
biodegradacion(Julian & Rivero, 2023), esta bioestimulacion pudo darse en este
caso, en el ensayo realizado, porque en el tratamiento control se aplico medio de
cultivo estéril que aport6 nutrientes al agua.

Sin embargo, la capacidad biorremediadora de las cepas bacterianas cultivadas
empleadas en esta investigacion, nuevamente quedoé en evidencia, pues asi como

ocurrio en el ensayo in vitro, en este ensayo a mayor escala, nuevamente pudieron
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degradar casi por completo los 250 ml de petroleo que se agregaron en cada tanque

(degradacion superior al 99%).
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1)

2)

3)

4)

V. CONCLUSIONES

De las zonas en estudio (linea de playa y mar adyacente a la plataforma
petrolera CX-11), se lograron aislar 107 cepas bacterianas capaces de crecer
en medio que tuvo como Unica fuente de carbono al petréleo. De éstas, 23
pudieron ser identificadas molecularmente, y correspondieron: tres a Vibrio
fluvialis, cuatro a Vibrio spp., cuatro a Pseudomonas spp., Seis a
Staphylococcus epidermidis, tres a Bacillus cereus, una a Bacillus subtilis, una
a Acinetobacter schindleri y una a Pantoea dispersa.

En 27 cepas, entre las que se encontraban las 23 cepas identificadas
molecularmente se confirmd la presencia de genes responsables de la
degradacion de petroleo, especificamente genes de benceno di-oxigenasa.

En el ensayo in vitro, se observo que las cepas de Bacillus cereus (cepas 87,
98, y 147) asi como la cepa de Bacillus subtilis (cepa 124) mostraron mayor
poder degradador de petréleo; en tanto que las cepas con menor poder fueron
la cepa de Staphylococcus epidermidis (cepa 123) y de Pantoea dispersa (cepa
176); ademas se obtuvieron resultados bastante buenos con el consorcio (mix)
de las cepas antes mencionadas, asi como con las cepas 98-40 (cepa 98 de
las cuales se sembraron 40 colonias) y 98-20 (cepa 98 de las cuales se
sembraron 20 colonias). En todos los casos se observé que la degradacion de
petréleo fue mayor en los tratamientos con cepas bacterianas que en el
tratamiento control que no tuvo cepas bacterianas.

En el ensayo a mayor escala, en tanques con 50 | de agua de mar, luego de 30
dias de experimentacion, los tratamientos; T2 (consorcio de cepas de Bacillus
cereus y Bacillus subtilis: 87, 98, 124y 147), T3 (consorcio de cepas de Bacillus
cereus, Bacillus subtilis, Staphylococcus epidermis y Pantoea dispersa: 87, 98,
124, 147, 123 y 176), T4 (cepa de Bacillus cereus 87) produjeron
respectivamente una biodegradacion de 99,96%, 99,68%, 99,57% de la
concentracion inicial de los HTP, mostrando su alto poder degradador de

petréleo. Sin embargo, el tratamiento control (sin cepas afiadidas) tuvo una
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biodegradacion estadisticamente similar, probablemente por cepas autdctonas

que fueron bioestimuladas y degradaron el petréleo.
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VI. RECOMENDACIONES

1) Realizar nuevo ensayo de biorremediacion a mayor escala, caracterizando
mediante analisis metagendmico la comunidad bacteriana que viene en el agua
de mar usada para dicho ensayo, comparando la misma al inicio y al final del
ensayo, a fin de determinar si dicha poblacién nativa es capaz de biodegradar

petréleo y cdmo el petréleo afecta a la composicion de la comunidad bacteriana.
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Anexo 1. Informe del andlisis del contenido de hidrocarburos totales al inicio de la

investigacion.

UNIVERSIDAD NACIONAL DE INGENIERIA

FACULTAD DE CIENCIAS L ‘
LABORATORIO LABICER ABI L’tK
ANALISIS QUIMICO, CONSULTORIA E INVESTIGACION SRl

INFORME DE ENSAYO N° 1266 — 23 — LABICER

1 DATOS DEL CLIENTE

1.1.  NOMBRE /RAZON SOCIAL : UNIVERSIDAD NACIONAL DE TUMBES
12. DNI/RUC. : 20177689051
1.3. DIRECCION " CIUDAD UNIVERSITARIA NRO. S/N (BARRIO PAMPA

GRANDE) TUMBES

2. CRONOGRAMA DE FECHAS

21. FECHADERECEPCION DELAMUESTRA :  05/10/2023
22. FECHADEEJECUCIONDELENSAYO  :  16/10/2023
23.  FECHA DE EMISION DEL INFORME L 27/10/2023
3. ANALISIS SOLICITADO . ANALISIS DE HIDROGARBUROS TOTALES DE PETROLEQ
4. DATOSDELAMUESTRA
41. TIPO DE MUESTRA . AGUA
42. DESCRIPCION DE LA MUESTRA . 12MUESTRAS DE AGUA DE MAR CONTAMINADAS CON
, PETROLEO CRUDO
43  PROYECTO DE INVESTIGACION . PRODUCCION DE UN BIORREMEDIADOR EN BASE A

BACTERIAS NATIVAS DEGRADADORAS DE
HIDROCARBUROS PRESENTES EN EL MAR Y

MANGLAR DE TUMBES.
MUESTRA DESCRIPCION

M1 Agua de mar contaminada con petrdlec crudo / T1-R1

M2 Agua de mar contaminada con petréleo crudo / T1-R2

M3 Agua de mar contaminada con petrlec crudo/ T1-R3

M4 Agua de mar contaminada con pefréleo crudo / T2-R1

M5 Agua de mar contaminada con petréleo crudo / T2-R2

M6 Agua de mar contaminada con petréleo crudo / T2-R3

M7 Agua de mar contaminada con petréleo crudo / T3-R1

M8 Agua de mar contaminada con petrdleo crudo / T3-R2

M9 Agua de mar contaminada con petréleo crudo / T3-R3

M10 Agua de mar contaminada con petréleo crudo / T4-R1

M11 Agua de mar contaminada con petréleo crudo / T4-R2

M12 Agua de mar contaminada con petréleo crudo / T4-R3
4.3. OBSERVACIONES (SI APLICA) : ENVASE DE VIDRIO
5.  LUGAR DE RECEPCION Y ANALISIS : LABORATORIO LABICER-UNI
6. CONDICIONES AMBIENTALES : Temperatura: 22.1 °C; Humedad relativa: 64
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7.  RESULTADOS

PARAMETRO | MUESTRA RESULTADO unDapes | METODODE |

M1 2151.52

M2 4491.15

M3 5264.10

M4 10156.96

M5 7203.86 Extraccion:

Hidrocarburos totales M6 6233.74 g HTPIL agis: | EPAMeiod 35100
de petréleo (HTP) M7 3418.78 de mar Andlisis:

M8 2649.14 Gravimetria
M9 8482.52

M10 2186.71

M11 4469.93

M12 1669.35

(1) Método de ensayo de referendia o técnica aceptada por el diente.
(2 Resultados de HTP con correccion de blanco (agua de mar sin contaminar, con 1.24 mg HTP/L).

8.  VALIDEZ DEL INFORME DE ENSAYO
Los resultados del informe de ensayo sélo son validos para la(s) muestra(s) ensayadas, descrita(s) en el item 4
del presente documento.

|~

Aq LA
Bach:Jesus Utano Reyes

3 P
M.Sc. lly Mamaza Mejia

Analista Quimico Jefe de Laboratorio
LABICER -UNI CQP 1149
NOTAS:

1.LABICER-UNI no se responsabiliza del muestreo ni de la procedencia de la muestra

2 LABICER-UNI no se hace responsable de la informacion proporcionada por el cliente, indluidos en los items 1y del 4.1 al 4.2 del
presente documento.

3.Los resultados de los ensayos obtenidos no deben ser utilizados como una certificacion de conformidad con normas de producto o
como certificado del sistema de calidad de la entidad que lo produce.

4 Este documento carece de validez sin sello y firmas comespondientes.
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Anexo 2. Informe del analisis del contenido de hidrocarburos totales al final de la

investigacion.

UNIVERSIDAD NACIONAL DE INGENIERIA
FACULTAD DE CIENCIAS L ‘

LABORATORIO LABICER ABI(’EK
ANALISIS QUIMICO, CONSULTORIA E INVESTIGACION

LABORATORIO! DE INVESTIGACION ¥ CERTIFICACICNES
OTILIA ACHA DE LA CRUZ

INFORME DE ENSAYO N° 1359 — 23 — LABICER

1. DATOS DEL CLIENTE

11, NOMBRE /RAZON SOCIAL : UNIVERSIDAD NACIONAL DE TUMBES

12. DN.I/RUC. : 20177689051

1.3, DIRECCION : CIUDAD UNIVERSITARIA NRO. S/N (BARRIO PAMPA
GRANDE) TUMBES.

2. CRONOGRAMA DE FECHAS

21.  FECHA DERECEPCION DE LA MUESTRA : 02/11/2023

22 FECHA DE EJECUCION DEL ENSAYO : 08/11/2023

2.3. FECHA DE EMISION DEL INFORME : 10/11/2023

3. ANALISIS SOLICITADO : ANALISIS DE HIDROCARBUROS TOTALES DE PETROLEO

4. DATOSDELA MUESTRA

4.1. TIPODE MUESTRA : AGUA

42 DESCRIPCION DE LA MUESTRA : 12 MUESTRAS PROCESADAS DE AGUA DE MAR
CONTAMINADAS CON PETROLEO CRUDO

43 PROYECTO DE INVESTIGACION : PRODUCCION DE UN BIORREMEDIADOR EN BASE A

BACTERIAS NATIVAS DEGRADADORAS DE
HIDROCARBUROS PRESENTES EN EL MAR Y

MANGLAR DE TUMBES.
MUESTRA DESCRIPCION

M1 Agua de mar procesada / T1-R1

M2 Agua de mar procesada / T1-R2

M3 Agua de mar procesada / T1-R3

M4 Agua de mar procesada / T2-R1

M5 Agua de mar procesada / T2-R2

M6 Agua de mar procesada / T2-R3

M7 Agua de mar procesada / T3-R1

M8 Agua de mar procesada / T3-R2

M9 Agua de mar procesada / T3-R3

M10 Agua de mar procesada / T4-R1

M11 Agua de mar procesada / T4-R2

M12 Agua de mar procesada / T4-R3
4.3. OBSERVACIONES (Sl APLICA) : ENVASE DE VIDRIO
5 LUGAR DE RECEPCION Y ANALISIS : LABORATORIO LABICER-UNI
6. CONDICIONES AMBIENTALES : Temperatura: 22.0 °C; Humedad relativa: 65 %
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7.  RESULTADOS

PARAMETRO | MUESTRA RESULTADO UNDADES | LETORODE

M1 3.36

M2 3.87

M3 3N

M4 415

M5 4.55 Extraccion:

Hidrocarburos totales M6 145 mg HTP/L agua Sl
de petrdleo (HTP) M7 567 de mar Andlisis:

M8 12.94 Gravimetria
M9 2347

M10 3.28

M11 12.11

M12 14.65

(") Método de ensayo de referencia o técnica aceptada por el cliente.
(2 Resultados de HTP con correceion de blanco (aqua de mar sin contaminar, con 1.24 mg HTP/L).

8.  VALIDEZ DEL INFORME DE ENSAYO
Los resultados del informe de ensayo sélo son validos para la(s) muestra(s) ensayadas, descrita(s) en el item 4
del presente documento.

| J

s ) 4/ L L
Bach. JesUs UtanoR. K. Sc. lly Marilti Maza Mejia
Analista Jefe de Laboratorio
LABICER — UNI CQP 1149
NOTAS:

1. LABICER-UNI no se responsabiliza del muestreo ni de la procedencia de la muestra.

2. LABICER-UNI no se hace responsable de la informacion proporcionada por el dliente, incluidos en los items 1 y del 4.1 al 42 del presente documento.

3. Los resultados de los ensayos obtenidos no deben ser ufilizados como una certificacion de conformidad con normas de producto o como cerfificado del
sistema de calidad de la entidad que lo produce.

4. Este documento carece de validez sin sello y firmas correspondientes.
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Anexo 3. Disefio de uno de los tanques y conexiones empleados en el ensayo de

biorremediacion a mayor escala.

BLOWER :2-5HP

AIRE COMPRIMIDO

TAPA DE TANQUE /__ Tubo PVC @ 112"

Tanque de PVC 60 Lts
I —————— [ ————— VOLUMEN 350 Lits.
/
AGUIEROS © 5 mm
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Anexo 4. Analisis de varianza para el porcentaje de reduccion de HTP en el ensayo

de biorremediacion en mayor escala

Cuadro de andlisis de varianza

Grados
Fuente de de Suma de Cuadrados Significancia
variacion libertad cuadrados medios Fcalculado (p)
Tratamiento 3 0,304 0,101 2,177 0,169
Error 8 0,373 0,047
Total 11 0,677

Anexo 5. Prueba de Duncan para el porcentaje de reduccion de HTP en el ensayo
de biorremediacién en mayor escala

Prueba de Duncan

Tratamiento  Promedio  Significacion

T2 99,9600 A
T1 99,8967 A
T3 99,6800 A
T4 99,5667 A

Anexo 6. Prueba de Tukey para el porcentaje de reduccion de HTP en el ensayo
de biorremediacién en mayor escala.

Prueba de Tukey
Tratamiento Promedio Significacién
T2 99,9600 A
T1 99,8967 A
T3 99,6800 A
T4 99,5667 A
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