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RESUMEN 

 

Los productos a base de petróleo son el mayor recurso energético para la 

manufactura y la vida diaria, sin embargo el desarrollo industrial en las últimas 

décadas ha llevado a expulsar al ambiente diversos contaminantes como HC de 

petróleo, que han sido identificados como peligrosos debido a sus efectos tóxicos y 

cancerígenos. El petróleo es una mezcla compleja de HC que se reporta 

frecuentemente como contaminante del suelo y por lo tanto uno de los mejores 

métodos para la restauración de suelos contaminados, es hacer uso de 

microorganismos capaces de degradar compuestos tóxicos en un proceso 

denominado biorremediación.  

En la presente investigación se evaluó la capacidad biorremediadora de 

microorganismos aislados del borde costero de la Región del Biobío. Se recolectaron 

muestras de suelos contaminados de 3 sitios aledaños al terminal portuario San 

Vicente y refinería Biobío de la misma Región. Se aislaron 12 cepas bacterianas y 

1fúngica, las cuales surgieron de medios de cultivo suplementados con petróleo. Se 

evaluó la viabilidad y capacidad degradativa de estos microorganismos, que fueron 

expuestos a condiciones de suelo contaminado con petróleo en el periodo de 1 mes. 

Se evaluó semanalmente la factibilidad para desarrollarse bajo estas condiciones y 

finalmente se cuantificó las fracciones de petróleo que fueron degradados.  

Los microorganismos utilizados en la fase degradativa corresponden a 

Methyobacterium sp., Phyllobacterium myrsinacearum, Penicillium brevicompactum y 

Microbacterium sp. Estos microorganismos pueden ser una alternativa como 

potenciales biorremediadores de suelos contaminados con petróleo, ya que son 

capaces de degradar HC de manera parcial. 
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CAPITULO I.  INTRODUCCIÓN 

 

1.1  Antecedentes 

 

La región del Biobío, particularmente la zona de Concepción y Talcahuano, presenta 

a nivel nacional una gran importancia económica, centrándose en un activo 

desarrollo industrial (Chuecas, 1989). 

Es así que la explotación de recursos naturales como diversos procesos productivos, 

junto con aportar al crecimiento económico y social del país, en algunos casos 

también han generado problemas e impactos ambientales, tales como suelos 

potencialmente contaminados (MMA, 2011). 

En la actualidad, la contaminación por petróleo se ha vuelto un desastre común, 

sobre todo en regiones industriales debido a la extracción, transporte, refinación, 

almacenamiento, uso y disposición final de este material (Merkel y col., 2004; 

Kingston 2007), siendo la liberación de HC al ambiente la principal causa de 

contaminación, ya sea accidental o debido a la actividad humana (Holliger y col., 
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1997). Además, la contaminación del suelo con HC causa un daño extenso al 

sistema local, ya que la acumulación de contaminantes en animales y plantas puede 

causar la muerte o mutaciones de estos (Alvarez y Vogel, 1991). 

 

1.2  Planteamiento del problema 

 

En Chile, empresas públicas y privadas son parte del historial de desastres 

ambientales, donde cabe señalar el derrame de 500.000 litros de petróleo en la 

Bahía de San Vicente en el año 2007. Este desastre tuvo graves consecuencias para 

los habitantes de la zona como para el medioambiente local, viéndose afectado la 

calidad de aguas marinas, el área de manejo de los pescadores y el deterioro de los 

recursos hidrobiológicos. Así mismo el humedal salino de Lenga y su estuario, los 

que forman parte del Santuario de la Naturaleza Península Hualpén y las aves que 

se alimentan y anidan en él (CDE, 2007).  

Por esta razón que en países como México y Bolivia, existen normativas aplicables 

en cuanto a los límites máximos permisibles de HC en el suelo, sin embargo, en 

nuestro país la presencia de HC solamente está regulada para las aguas 

continentales y marinas a través de normas de emisión y normas secundarias de 

calidad ambiental, pero no para las matrices de suelo (Castro, 2007). 

Uno de los mejores enfoques para la restauración de suelos contaminados es el uso 

de microorganismos capaces de degradar compuestos tóxicos en un proceso 

denominado biorremediación (Pala, De Carvalho, Pinto y Santa Anna, 2006). Este 

proceso es definido como el uso de microorganismos para eliminar y degradar 

diferentes tipos de compuestos en donde también se incluyen los contaminantes 

ambientales como metales pesados, pesticidas, desechos de basurales y productos 

de la industria del petróleo (Medina-Bellver, Marín, Delgado y col., 2005). 

Por esa razón, la biorremediación se ha estudiado intensamente durante las últimas 

dos décadas, impulsado por la necesidad de obtener un método de bajo costo 
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sostenible con el entorno natural, y una alternativa  in situ a las costosas tecnologías 

de remediación basadas en la ingeniería (Merkel y col., 2004; Chehregani y Malayeri, 

2007; Chehregani y col., 2009). 

Como ejemplo de biorremediación in situ fue la limpieza del vertido de petróleo 

Exxon Valdez (1989) en Alaska. En este caso se utilizaron fertilizantes nitrogenados 

para estimular el crecimiento de microorganismos autóctonos degradadores de HC y 

acelerar la biodegradación de estos (Atlas, 2011).   

Además, se ha encontrado que las bacterias y hongos son los principales agentes de 

descomposición de petróleo y sus derivados (Madigan y col., 1999). Por ejemplo, en 

investigaciones realizadas por Christon y col. (1997), se logró una degradación de 

HC cercana al 95% con la adición de microorganismos al área de tratamiento, 

mientras que en los sitios que no fueron tratados la reducción fue del 14%. 

 
Para Makkar y Rockne (2003), la biorremediación es un tratamiento rentable en la 

limpieza de HC de petróleo de la zona contaminada, ya que es fácil de mantener, 

aplicable a grandes aéreas y conduce a la destrucción completa del contaminante.  

 

1.3  Justificación 

La necesidad de buscar métodos de recuperación de entornos naturales afectados 

por contaminantes de la industria petrolera, cuya operación pueda transformar 

completamente los contaminantes a componentes inocuos, en una técnica eficiente, 

rentable y poco invasiva. 
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1.4  Objetivos 

El objetivo de esta investigación es colectar, aislar e identificar microorganismos de 

suelos contaminados por HC en la costa de la Región del Biobío y evaluar la 

capacidad de estos microorganismos de degradar los HC en condiciones de 

laboratorio.  

En consecuencia el siguiente estudio pretende responder la siguiente pregunta de 

investigación: 

Pregunta de investigación 

¿Son capaces los hongos y bacterias del borde costero de la región del Biobío de 

degradar HC de petróleo en condiciones de laboratorio de suelo contaminado? 

Para responder la pregunta de investigación se plantea la siguiente hipótesis.  

Hipótesis: 

 Hongos y bacterias aislados de la costa de la Región de Biobío pueden ser 

capaces de degradar HC de suelos contaminados en condiciones de 

laboratorio. 

Objetivo general: 

 Evaluar la capacidad degradadora de HC de petróleo de hongos y bacterias 

aislados del borde costero de la Región del Biobío para ser aplicados en 

suelos contaminados.  

Objetivos específicos:  

 Colectar y aislar microorganismos del borde costero de la Región del Biobío.  

 Identificar la o las cepas con mayor crecimiento en medio de cultivo 

contaminado.  

 Cuantificar in vitro la capacidad degradadora de HC de petróleo en 

condiciones experimentales de suelo contaminado.  
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CAPÍTULO II. FUNDAMENTACIÓN TEÓRICA 

 

2.1  EL PETRÓLEO 

El petróleo y las fracciones que provienen de él son una mezcla compleja de HC; 

como muestra la Tabla 1, principalmente compuesto de carbono e hidrogeno y en 

menor cantidad otros materiales orgánicos; nitrógeno, azufre y oxigeno (Higgins y 

Burns, 1975). 

 

Tabla 1. Composición química del petróleo en porcentaje.  

 

 

 

 

Componente Petróleo Crudo 

Carbono 84-87% 

Hidrógeno  11-14% 

Azufre 0,06-2% 

Nitrógeno  0.1-2% 

Oxígeno  0,1-2% 
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Dependiendo del número de átomos de carbonos y de la estructura de los HC, se 

tienen diferentes propiedades que definen y determinan su comportamiento 

(Montenegro, 2007), los HC con bajo peso molecular son gases, mientras los de 

alto peso molecular son líquidos o sólidos a temperatura ambiente (Madigan y 

col., 1999). Los HC policiclicos aromáticos componen la menor parte de los 

crudos, sin embargo son los más tóxicos para las plantas y animales (Atlas, 

2011).  

En la actualidad, el aumento de las actividades industriales y el progreso 

tecnológico han exigido un aumento excesivo en el uso de los HC de petróleo, 

donde se espera que cerca de 95 millones de barriles de petróleo se produzcan 

cada día, con el fin de satisfacer la demanda mundial de este recurso (Leblond, 

2008). 

La Refinería Biobío es en Chile la abastecedora del 32% de la demanda nacional 

del país, cuyas instalaciones de oleoductos transportan el petróleo crudo desde el 

Terminal Maritimito de San Vicente (ver Figura 1) a la refinería para el 

procesamiento en las plantas de crudos (ver Figura 2) (Betteley y col., 2013),  

Además, se considera que en nuestro país del total de las principales sustancias 

peligrosas almacenadas a nivel nacional, más del 50% corresponde a productos 

de la actividad petrolera, 27% combustible para motores o gasolina, 17% gasóleo 

o combustible para motores diesel, 7% destilados de petróleo (Irrázabal, 2011). 

Por consiguiente se ha incrementado el interés científico en el comportamiento de 

la distribución, el destino del petróleo y sus derivados en el medio ambiente 

(Alexander, 1995, 2000; Semple, y col. 2001, 2003; Stroud, y col., 2007, 2009). 

En Chile no existe un plan de regulación de las emisiones o derrames de petróleo 

al ambiente por parte de las empresas petroleras, en este sentido la 

contaminación ambiental con HC se ha reconocido como un problema grave 

Fuente: Levorsen, 1980. Elaboración propia. 
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(Alexander, 1995, 2000) debido a que la mayoría de los componentes del petróleo 

son tóxicos para los seres humanos, la flora y la fauna.  

 

 

Figura 1. Puerto de San Vicente, Caleta Lenga y Refinería Bio Bio.  
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Figura 2. El proceso del petróleo y productos de ENAP (Fuente: Memoria anual 2013, ENAP). 
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2.2 CONTAMINACIÓN DEL SUELO Y TECNICAS DE RECUPERACIÓN 

El suelo es la capa más superficial de la corteza terrestre, que constituye uno de 

los recursos naturales más importantes con el que contamos al ser el sustrato 

que sustenta la vida en el planeta (Ortiz y col., 2007). El suelo se caracteriza por 

ser un sistema complejo y dinámico. Está constituido por varias capas que 

difieren en relación a la física, química, mineralógica y la naturaleza biológica, que 

son influenciados por el clima y las actividades de los organismos vivos. Además 

de contribuir al mantenimiento de todas las formas de vida que se producen en la 

superficie terrestre, el suelo juega un importante tarea ya que actúa como 

protector de otros medios más sensibles, como un filtro colector de residuos 

orgánicos e inorgánicos, lo que ayuda en la acumulación de posibles compuestos 

tóxicos (Sousa y col., 2008). 

Todas estas reacciones están estrechamente controladas por propiedades del 

suelo como su textura, estructura, porosidad, capacidad de intercambio iónico, 

acidez y la actividad microbiológica. En cualquier caso, hay que tener muy 

presente que el poder de amortiguación de un suelo es limitado y cuando se 

satura, el suelo deja de ser eficaz, llegando incluso a invertirse el proceso y a 

convertirse en una fuente de contaminación para los organismos del suelo y para 

el medio circundante (Ortiz y col., 2007). 

La contaminación del suelo consiste en una degradación química que provoca la 

pérdida parcial o total de la productividad del suelo como consecuencia de la 

acumulación de sustancias tóxicas en unas concentraciones que superan el 

poder de amortiguación natural del suelo y que modifican negativamente sus 

propiedades. Esta acumulación se realiza generalmente como consecuencia de 

actividades humanas exógenas, aunque también se puede producir de forma 

natural o endógena (Macías, 1993). 

Algunos productos químicos peligrosos pueden degradarse a productos inocuos 

en el suelo y los metales pesados pueden ser absorbidos. Cuando el 

contaminante llega al suelo, sufre la acción de fenómenos biológicos y 
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geoquímicos y se distribuye por el subsuelo en las fases vaporizados, residuales 

o adsorbidos, fase libre y fase disuelta. La distribución de tales fases dependerá 

de sus características físico-químicas y también del tipo de suelo (Silva y col., 

2004). 

Cabe señalar que los compuestos aromáticos se encuentran entre los 

contaminantes más frecuentes y persistentes en el medio ambiente (Seo y col., 

2009). Los suelos y sedimentos contaminados con petróleo contienen 

comúnmente una mezcla de HC aromáticos policíclicos (Seo y col., 2009), que 

además se han descrito como cancerígenos para animales y humanos, algunos 

de ellos el benzopireno, antraceno, fluoranteno (Toxicological Profiles for 

Polycyclic Aromatic Hydrocarbons, 1990) y que provocan gran impacto en el 

medio ambiente como cambios ecológicos, toxicidad química en los animales y 

cambios indirectos como la pérdida del hábitat (ITOPF, 2011).  

 

En la actualidad se dispone de amplia diversidad de tecnologías de recuperación 

de suelos contaminados, algunas de aplicación habitual y otras todavía en fase 

experimental, diseñadas para aislar o destruir las sustancias contaminantes 

alterando su estructura química mediante procesos generalmente químicos, 

térmicos o biológicos. Su aplicación depende de las características del suelo y del 

contaminante, de la eficacia esperada con cada tratamiento, de su viabilidad 

económica y del tiempo estimado para su desarrollo (Reddy y col., 1999). 

En función de los objetivos que se quieren alcanzar a la hora de recuperar un 

suelo contaminado (Kaifer y col., 2004), se puede distinguir entre:  

- Técnicas de contención, que aíslan el contaminante en el suelo sin actuar 

sobre él, generalmente mediante la aplicación de barreras físicas en el 

suelo.  

- Técnicas de confinamiento, que reducen la movilidad de los contaminantes 

en el suelo para evitar su migración actuando directamente sobre las 

condiciones fisicoquímicas bajo las que se encuentran los contaminantes.  
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- Técnicas de descontaminación, dirigidas a disminuir la concentración de 

los contaminantes en el suelo.  

Dentro de las técnicas de descontaminación de suelos se encuentran los 

tratamientos biológicos como la biorrecuperación, que se define como todos 

aquellos tratamientos de recuperación que degradan contaminantes orgánicos o 

disminuyen la toxicidad de otros contaminantes inorgánicos como metales tóxicos 

a través de la actividad biológica, principalmente de microorganismos, mediante 

reacciones que forman parte de sus procesos metabólicos. Estos tratamientos 

utilizan bacterias, hongos y plantas para desintoxicar las sustancias de riesgo 

para el hombre y el medio ambiente (Ortiz y col., 2007). 

 

2.3   BIORREMEDIACION 

La biorremediación se define como el uso de procesos biológicamente mediados 

para desintoxicar, degradar o transformar contaminantes a un estado inocuo 

(Azubuike y col., 2016). Este proceso es una herramienta de la biotecnología 

ambiental, que tiene por objetivo utilizar el potencial de los microorganismos 

(fundamentalmente bacterias y hongos) para transformar los contaminantes 

orgánicos en compuestos más simples, y de esta manera, recuperar suelos o 

aguas contaminadas (Glazer y Nikaido, 1995). 

En las dos últimas décadas, se han producido avances recientes en las técnicas 

de biorremediación, con el objetivo de restablecer eficazmente los entornos 

contaminados en un enfoque ecológico y a un costo muy bajo. Los investigadores 

han desarrollado y modelado diferentes técnicas de biorremediación, sin 

embargo, debido a la naturaleza o tipo de contaminante, no existe una sola 

técnica de biorremediación que sirva para restaurar los ambientes contaminados 

(Azubuike y col., 2016). Los microorganismos autóctonos presentes en ambientes 

contaminados son la clave para resolver la mayoría de los desafíos asociados 

con la biodegradación y la biorremediación de sustancias contaminantes (Verma 
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y Jaiswal, 2016) siempre y cuando las condiciones ambientales sean adecuadas 

para su crecimiento y metabolismo.  

Sin embargo, el éxito de la biorremediación in situ utilizando microorganismos 

autóctonos sigue siendo limitados por niveles inapropiados de nutrientes y 

condiciones fisicoquímicas (es decir, temperatura, pH, contenido de humedad, 

disponibilidad de nutrientes, etc.) que prevalecen en los sitios contaminados (Lu y 

col., 2014, Smith y col., 2015). 

En la actualidad, hay un interés creciente por los métodos de recuperación 

biológicos ya que prometen tecnologías más sencillas, económicas y respetuosas 

con el medio ambiente que otros tratamientos en los que los contaminantes son 

simplemente extraídos y transportados a otros lugares (Ortiz y col., 2007). 

Por esta razón, es que un importante número de empresas industriales están 

desarrollando procesos biotecnológicos en el contexto actual de los esfuerzos 

internacionales hacia una sociedad sostenible, siendo la biotecnología ambiental, 

un gran aporte para contribuir con nuevos productos con un menor impacto sobre 

el ecosistema (Zylstraa, 2005). 

La descomposición microbiana del petróleo y sus derivados es de considerable 

importancia económica y ambiental (Madigan y col. 2004) ya que representa uno 

de los principales mecanismos por los que el petróleo y otros contaminantes de 

HC pueden ser eliminados del medio ambiente (Ulrici, 2000) y además es 

económicamente más rentable que otras tecnologías de recuperación (Leahy y 

Colwell, 1990). 

La biorremediación se considera actualmente como una tecnología emergente 

que se define como una herramienta para la bio-restauración de los ambientes 

naturales que han sido previamente contaminados con productos tóxicos a través 

de la eliminación o transformación de estos compuestos (Maier, 2000; Prasad, 

2010) y se ha aplicado para eliminar el petróleo crudo (Wiltse y col., 1998; 

Radwan y col., 1998; Merkel y col., 2004; Mohsenzadeh y col., 2010), aceite de 
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motor (Dominguez-Rosado y Pichtel, 2004), y combustible diesel (Chaineau y 

col., 2000) en el suelo. 

 

2.4   MICROORGANISMOS CON CAPACIDAD DE DEGRADAR HC 

La biodegradación por poblaciones microbianas es el mecanismo más básico y 

fiable por el cual miles de contaminantes como el petróleo son eliminados del 

medio ambiente (Cappello y col., 2007), esto ya que las bacterias, hongos y 

levaduras son los principales microorganismos capaces de absorber HC de 

petróleo (Van Hamme y col., 2003).  

Esta capacidad de los microbios para degradar componentes del petróleo es 

reconocida en el inicio del siglo XX, principalmente de bacterias que fueron 

aisladas de sitios contaminados con petróleo (Cerniglia y Heitkamp, 1987; Juhasz 

y Naidu, 1996; Wilson y Jones, 1993). 

La biodegradación del petróleo es un proceso natural (Santiesteban, 1969; Atlas, 

1973; Blackburn, 1993) que toma meses o años, según las condiciones 

prevalecientes en el sitio del derrame (Atlas, 1981) y que depende tanto de  

factores abióticos como la estructura del contaminante y las condiciones 

ambientales, tales como oxígeno y disponibilidad de nutrientes, así como factores 

bióticos, dependiendo del microorganismo específico, como la población, 

concentración y las interacciones microbianas. 

Algunos microorganismos pueden convertir completamente los HC en biomasa, 

CO2 y H2O (Atlas, 2011) y pueden crecer rápidamente sobre la superficie del 

petróleo y la actividad llega a ser más extensa si las condiciones ambientales 

como temperatura y nutrientes son los adecuados (Madigan y col. 2004). Los 

microorganismos requieren para su crecimiento distintos elementos que el 

carbono; nitratos, fosfatos y hierro que pueden limitar la biodegradación del 

petróleo (Atlas, 2011).  
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El proceso de biorremediación implica la transformación de HC en unidades más 

pequeñas, lo que resulta en la reducción de la concentración de los HC de 

petróleo (Martins y col., 2012), algunas especies de microorganismos son 

capaces de degradar HC alifáticos, otras moléculas aromáticas, pero pocos son 

capaces de degradar las dos clases de moléculas (Whyte y col., 1996).  

 

Hay un gran número de microorganismos dispersos en diferentes nichos 

ecológicos que utilizan HC como su única fuente de carbono, tal como se muestra 

en la Tabla 2.  Algunos de ellos, sin embargo, sólo se encuentran en baja 

concentración en zonas no contaminadas, donde sus poblaciones aumentan sólo 

en respuesta a la contaminación crónica (Madigan y col., 1999). 

La eficiencia reportada para los rangos de biodegradación para los hongos del 

suelo son del 6% (Jones y col., 1970) a 82% (Pinholt y col., 1979) y para las 

bacterias del suelo de 0,13% (Jones y col. 1970) a 50% (Pinholt y col., 1979). En 

los derrames donde se han llevado a cabo estudios, se ha visto que las bacterias 

oxidadoras de HC han aumentado su número de 103 – 106 veces poco tiempo 

después de producirse el vertido (Madigan y col. 2004). 

En la eliminación de vertidos de petróleo, los microorganismos actúan oxidando el 

petróleo a dióxido de carbono (CO2). Cuando se producen grandes vertidos, las 

fracciones de HC volátiles se evaporan rápidamente quedando los HC aromáticos 

y alifáticos de cadena larga para ser eliminados por los microorganismos 

(Madigan y col. 2004). 

Recordemos que los crudos de petróleo son HC formados por cuatro familias de 

compuestos: los HC alifáticos, los HC aromáticos, las resinas y los asfaltenos, y 

además cada uno de estos grupos contiene un gran número de compuestos 

(Karlsen y Larter, 1991). Los microorganismos degradan con facilidad los HC 

lineales de la fracción alifática, especialmente los que contienen menos de 28 

carbonos, aunque se han llegado a describir biodegradaciones de HC de hasta 

44 carbonos. Respecto a los HC aromáticos, a medida que aumenta el número 
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de anillos, por tanto su peso molecular, aumenta su resistencia a la 

biodegradación (Prince, 2005).  

 

 

Tabla 2. Microorganismos con potencial para la degradación de HC  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(Fuente: San Martín, 2011). 
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CAPITULO III. MATERIALES Y METODO 

3.1  Lugar de estudio 

Las muestras de suelo utilizadas en el presente estudio corresponden a 3 sitios 

afectados por derrames de petróleo en la Región del Biobío, aledaños al Puerto 

de San Vicente y a la Empresa Nacional del Petróleo (ENAP), Refinería Biobío.  

La primera muestra de suelo corresponde al Puerto de San Vicente (36°43’42’’S, 

73°7’40’’O) perteneciente a la comuna de Talcahuano. Este suelo se encuentra 

sometido al efecto del petróleo crudo por las emisiones de oleoductos que 

conecta al terminal portuario con la Refinería Biobío.  

La segunda muestra de suelo se recolectó en Caleta Lenga (36°45’47’’S, 

73°9’13’’O) perteneciente a la comuna de Hualpén que se vio afectada por 

derrames de las grandes industrias portuarias.  
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La tercera muestra corresponde a Humedal de Lenga colindante a la Refinería 

Biobío (36°46’6’’S, 73°10’6’’O), alterado por la contaminación y desechos de HC 

por parte de esta industria. La Figura 3 representa los tres puntos de recolección 

de muestras.  
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. 

Figura 3. Georreferenciación de los tres sitios donde fueron extraidas las muestras 
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3.2  Recolección de muestras de suelo 

 

En cada sitio de estudio se delimitó una transecta de 5 m y posteriormente con la 

ayuda de una pala a una profundidad aproximada de 15 cm, se recolectó 12 

muestras alternadas al trazado. Cada muestra fue depositada de forma 

independiente en bolsas herméticas y luego fueron trasladadas a Laboratorio de 

Control Biológico en INIA. 

 

3.3  Tratamiento de las muestras de suelo 

Cada una de las muestras fue tratada de manera independiente. Para ello las 12 

muestras de suelo de cada sector se mezclaron para tener una muestra 

representativa de cada lugar. Se pesaron 10 g de suelo de cada zona y se 

depositó a un matraz que contenía 100 mL de agua destilada, luego la dilución se 

agitó en un vortex hasta obtener una mezcla homogénea obteniendo una primera 

dilución denominada 10-1, a partir de la cual se realizaron otras cuatro diluciones 

(10-2, 10-3, 10-4 y 10-5). 

Una vez obtenidas las diluciones 10-5 de cada sector, se procedió a la siembra en 

placas de Petri que contenían medios de cultivos agar nutriente y agar patata 

dextrosa (PDA), suplementados con 0, 1, 2, 4, 6, 8 y 10 % de Diésel Ultra. Bajo 

una cámara de flujo laminar, se extrajo 200 µL de la dilución 10-5 y se depositó en 

el centro de la placa de Petri, la cual fue distribuida con un rastrillo de siembra por 

toda la placa. Una vez realizada la siembra, las placas fueron incubadas a 25°C 

por 2 a 7 días en una cámara de incubación. 

 

3.4    Obtención de cultivos puros 
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Terminado el periodo de incubación se procedió a replicar por separado las 

colonias de hongos y bacterias que proliferaron en placas de Petri con agar 

nutriente para bacterias y los hongos en placas con PDA suplementado con la 

misma concentración de petróleo en que crecieron los microorganismos.  

 

3.5  Evaluación de la degradación microbiana en suelo contaminado 

En esta etapa se utilizaron recipientes de vidrio donde se mezcló 500 g de suelo 

de la marca Armony con 5 mL de diésel, es decir suplementado al 1%. Se 

inocularon 8 cepas bacterianas y 1 cepa fúngica con igual cantidad de esporas. 

Para este proceso se inoculó la misma cantidad de microorganismos (Tabla 3) 

obtenido por el conteo de células en Cámara de Neubauer, correspondientes a 

los organismos C1, C2, C3, C4, C5, C13 y C14. Se obtuvo una concentración que 

contuviera la misma cantidad de microorganismos, unidades formadoras de 

colonias (UFC) y esporas. Cada microorganismo si inoculó por triplicado (en 3 

frascos distintos) y además tres muestras control en donde no se inoculó 

microorganismos. 

 

Tabla 3. Recuento de células y concentración utilizada con misma cantidad de 

microorganismos. 

Tipo Cepa UFC Volumen para 1 exp7 
microorganismos (ml) 

Bacteria C1 61  0,66 

C2 70 0,57 

C3 49 0,82 

C4 148 0,27 

C5 109 0,37 

C13 66 0,61 

  N° esporas   

Hongo C14 24 1,6 

Concentración     =  N° células * 250000 = NN exp7   1 exp7/ NN exp7= X 
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Las muestras se dejaron a temperatura ambiente por 150 días en el Laboratorio 

de Recursos Naturales, Universidad del Bio-Bio como se muestra en la Figura 4, 

y para mantener la humedad las muestras fueron regadas con 10 mL de agua 

cada 7 días. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Muestras de suelo suplementado con petróleo. 

 

 

3.6  Viabilidad de los microorganismos  

Se introdujo un asa plástica en el centro del recipiente con suelo donde se había 

sembrado el microorganismo, el contenido del asa fue dispersado en placas de 

Petri con medio agar nutriente en el caso de las muestras con bacterias y PDA 

ml 
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para el hongo. Se incubó en cámara por 48 horas y morfológicamente se 

identificó la cepa en estudio que fue aislada para corroborar su viabilidad.  

 

3.7  Cuantificación de degradación de HC 

El método utilizado para la cuantificación de HC totales en las muestras de suelo 

está regido por la norma ISO 9377-2 en donde se utiliza un método de extracción 

por solvente y cromatografía gaseosa, el cual reporta átomos de carbono a partir 

de n-decano (C10H24) hasta (C40H82). La cantidad de petróleo adicionada por 

muestra de suelo fue de 8350 mg/kg, correspondiente a Diesel Ultra, que 

contiene HC parafínicos, olefínicos, cicloparafínicos y aromáticos con número de 

átomos de carbono en el rango C14 – C20 (Copec, 2013). Para la cuantificación de 

HC degradados se realizó el análisis por Cromatografía de gases con detector 

ionización de llama utilizando la metodología DIN EN ISO 9377-2 (2001) (DEV 

H53), en el laboratorio de análisis GLU CHILE.  

 

3.8  Identificación molecular 

 

Hongos: 

La identificación de hongos se realizó a partir de cultivos esporulados en medio 

PDA, formados a partir de una espora que se traspasó a un matraz con 50 mL de 

caldo de papa (PDB), los cuales se dejaron a 25°C en agitación 100 rpm durante 

4 a 5 días. Transcurrido dicho tiempo se procedió a filtrar el micelio presente en 

cada matraz, donde se empleó una bomba de vacío, dejando el micelio en tubos 

de eppendorf los que fueron almacenados a -20°C en oscuridad para su posterior 

extracción de ADN. 

 

Bacterias:  
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Con un asa plástica se traspasó esporas de cada cepa en estudio a un matraz 

previamente esterilizado con 50 mL de caldo tripticasa de soya, los cuales se 

dejaron a 30 °C en agitación 100 rpm durante 1 a 2 días. Transcurrido dicho 

tiempo se extrajo una alícuota de 700 µL la cual fue llevada a un tubo de 

eppendorf que fueron almacenados a -20°C en oscuridad para su posterior 

extracción de ADN. 

Para la extracción de ADN se utilizó el kit Ultra Clean Microbial DNA isolation (MO 

BIO), empleando el protocolo descrito por el proveedor. Y una vez efectuada la 

extracción de ADN, se evaluará la integridad de este en un gel de agarosa al 

0,8%.  

Luego se empleó la técnica de amplificación en cadena de la polimerasa (PCR) 

en un termociclador Mastercycler gradient EppendorfTM para los partidores: 

En el caso de hongos ITS4-5 forward: (5´-TCCTCCGCTTATTGATATGC- 3´) y 

reverse: (5´-GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3´), teniendo como programa una 

desnaturalización inicial de 95°C por 2 min, luego 30 ciclos de desnaturalización a 

95°C por 30 s; alineamiento a 50°C por 30 s; extensión a 72°C por 1 min y una 

extensión final a 72°C por 10 min (White y col., 1990). 

 

En el caso de bacterias 16S forward: (5´-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3´) y 

reverse primer (5´-AAGGAGGTGATCCANCCRCA-3′), teniendo como programa 

una desnaturalización inicial de 4,5 min a 95°C, 30 ciclos de desnaturalización a 

95°C por 1 min, alineamiento a 55°C por 1 min, extensión a 72°C por 2 min y una 

extensión final de a 72°C por 5 min (Hogg y Lehane, 1999). 

Para la secuenciación, los productos de PCR de hongos y bacterias serán 

purificados empleando el Kit Cycle pure (OMEGA) como lo describe el proveedor 

y entonces los amplicones purificados serán enviados a Macrogen Inc. Sur Korea. 

Las secuencias se limpiarán en los extremos empleando el software  Choromas 

2.4.3, para luego ser llevadas a la herramienta BLAST disponible en 
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(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) para su alineamiento y comparación con 

las secuencias presentes en el Gen Bank. 

 

 

  

 

3.9  Tinción de Gram 

Se hizo crecer las bacterias aisladas en placas individuales con medio agar 

nutriente por 48 horas. Se preparó los frotis bacterianos y se fijaron con calor. A 

cada frotis se le adicionó 3 gotas de cristal violeta de manera tal que cubriera todo 

el frotis por 1 min, finalizado el tiempo se lavó con agua destilada para eliminar el 

exceso de colorante. Posteriormente se le agregó lugol suficiente para cubrir todo 

el frotis y se dejó actuar por 1 min, luego se lavó con agua destilada para eliminar 

el exceso de mordiente. Luego se adicionó alcohol acetona hasta que el efluente 

salía incoloro, se lavó con agua destilada para eliminar el exceso de disolvente. 

Se agregó safranina hasta cubrir todo el frotis, 3 gotas aproximadamente y se 

dejó actuar por 1 minuto. Se lavó con agua destilada y se dejó secar. Finalmente 

se agregó aceite de inmersión y se observó en el microscopio para indicar si son 

Gram positivos o Gram negativos.  
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CAPITULO IV. RESULTADOS  

 

4.1  Aislamientos de microorganismos en medio de cultivo contaminado 

 

De acuerdo al procesamiento de las muestras de suelo y a la siembra de las 

diluciones en medios de cultivo con y sin petróleo, los resultados muestran que la 

mayor parte de los organismos aislados en este estudio corresponde a bacterias (11) 
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y solo 1 hongo, cuyo listado de la distribución y porcentaje de petróleo en que se 

aislaron los organismos se encuentran detallados en la tabla 4.   

De las 13 cepas aisladas se obtuvo que siete corresponden a microorganismos 

aislados de medio de cultivo contaminado con HC, cuyas siglas corresponden a C1, 

C2, C3, C4, C5, C13 y C14. Los microorganismos que fueron aislados en medio de 

cultivo sin suplemento de petróleo corresponden a las siglas C6, C7, C8, C9 y C11.  

 

Tabla 4. Sigla de las cepas aisladas, tipo de organismo, porcentaje de proliferación y 

localidad de muestreo en la región del Biobío. 

Cepa Organismo Sector   % Petróleo 

Aislamiento 

C1 Bacteria Caleta Lenga    4 y 8 % 

C2 Bacteria Humedal de Lenga   1% 

C3 Bacteria Humedal de Lenga   1% 

C4 Bacteria San Vicente   2% 

C5 Bacteria Humedal de Lenga   1% 

C6 Bacteria Humedal de Lenga   0% 

C7 Bacteria Caleta Lenga   0% 

C8 Bacteria Humedal de Lenga   0% 

C9 Bacteria Caleta Lenga   0% 

C11 Bacteria Humedal Lenga   0% 

C13 Bacteria Caleta Lenga   10% 

C14 Hongo Humedal de Lenga   1% 

 

 

En la Figura 5 se puede apreciar el crecimiento de una de las bacterias aisladas en el 

borde costero de San Vicente, medio que ha sido afectado por este contaminante 

orgánico y fueron cultivados en medios suplementados con diferentes porcentajes de 
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petróleo, lo cual posiblemente favorece la expresión de las enzimas involucradas en 

el metabolismo y selección de individuos tolerante al contaminante (Narváez-Flores y 

col., 2008).  

Figura 5. Crecimiento de la cepa C4 asociada a gotas de petróleo. 

 

 

4.2  Caracterización e Identificación molecular de microorganismos 

 

Los microorganismos fueron identificados como Methylobacterium sp., 

Microbacterium sp., Phyllobacterium myrsinacearum, y 1 cepa fúngica perteneciente 

a Penicillium brevicompactum, como se muestra en la tabla 5.  

 

Tabla 5. Resultados de identificación molecular y tinción de gram de las cepas 

aisladas. 
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Cepa Taxa Gram Código accesión    % 
similitud 

C1 Phyllobacterium 
myrsinacearum 

- 
 

JX512224.1    99 

C2 Microbacterium sp. - HQ018858.1   99 

C3 Methylobacterium sp. + KJ184956.1    99 

C4 Phyllobacterium 
myrsinacearum 

- LN867225.1   99 

C5 Microbacterium sp. - LN623621.1/HF585018.1   99 

C13 Methylobacterium sp. + KJ184956.1   98 

C14 Penicillium 
brevicompactum 

No 
figura 

JQ781717.1   99 

 

 

De las cepas bacterianas caracterizadas por tinción de Gram, dos de ellas 

corresponden a Gram positivas; C3, C13 y cuatro Gram negativas C1, C2, C4, 

C5 como se muestra en la Figura 6. 

 

C1 Gram - 

 

C2 Gram - 
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C3 Gram +  C4 Gram - 

 

C5 Gram - C13 Gram +

 

 

Figura 6. Resultados tinción de Gram. (Aumento 40x).  

 

 

4.3  Viabilidad de los microorganismos en suelo contaminado.  

 

En esta etapa se evaluó la capacidad de los microorganismos para sobrevivir bajo 

condiciones de suelo contaminado con HC de petróleo, es decir que pueden crecer a 

expensas de la utilización de estos componentes químicos.  
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La Figura 7 detalla las cepas que fueron viables durante los 3 periodos de evaluación 

de viabilidad, correspondientes a C1V3; C3V3; C4V3; C5V3; C14V1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Resultados de viabilidad en el periodo de 1 mes.  
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4.4  Determinación de HC totales 

 

Los resultados presentados a continuación son del análisis de HC totales, para 

las muestras de suelo que fueron suplementadas con 1% de petróleo. Como se 

puede observar en el Gráfico 1 los valores representan la cantidad de cadenas 

de HC por muestra de suelo para cada microorganismo.  

 

 

Gráfico 1. Representa el número de cadenas de HC para cada microorganismo. El 

color azul representa a C1, C2, C3, C4, C5 y C14 que proliferaron en una sola 

muestra de suelo y el color verde indica que C1 y C3 creció en una segunda 

muestra. Todas estas muestras fueron evaluadas por cromatografía de gases para la 

cuantificación de HC.  
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CAPITULO V. DISCUSION 

 

Los resultados en este trabajo demostraron que las cuatro especies 

(Phyllobacterium myrsinacearum, Microbacterium sp., Methylobacterium sp., 

Penicillium brevicompactum) aisladas del borde costero de la región del Biobío 

son capaces de proliferar en medios contaminados con petróleo y posiblemente 

tienen el potencial de degradarlo. Además los resultados de esta investigación 

coinciden con trabajos obtenidos por otros investigadores, en donde Van Aken y 

col. (2004) demostraron que Methylobacterium sp. estaba  involucrada en la 

biodegradación de HC policíclicos aromáticos. Posteriormente en un estudio 

realizado por Sirvastva y col. (2017) se aisló Methylobacterium sp. de suelo de 

arroz para ver su capacidad de crecer y degradar metano y compuestos 

orgánicos, donde se observó una degradación optima de 80% de isopreno.  

De la misma manera Chaineau y col. (1999) determinaron que los porcentajes de 

degradación para Penicillium brevicompactum en un periodo de 30 días es un  

23% HC aromáticos. Pero hasta lo que se sabe no existe reporte de degradación 
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para las resinas y asfaltenos. Este hongo también ha sido aislado de suelos de 

talleres mecánicos y ha demostrado que puede emplearse para biorremediación 

ya sea individualmente o como un consorcio de degradadores (Makut y col., 

2014).  

Además, Phyllobacterium myrsinacearum fue aislada de aguas marinas donde se 

perforan pozos de petróleo y se demostró la capacidad de acelerar el proceso de 

degradación de HC (Russianpatents, 2016). En este estudio este microorganismo 

fue aislado desde el Puerto San Vicente y Caleta Lenga, en cuyo fondo marino se 

encuentran cañerías donde se realizan descargas de petróleo crudo y petróleo 

para combustible. 

En contraste, Microbacterium sp. no ha sido aislada con frecuencia de nichos 

contaminados con petróleo (Hassanshahian y col., 2013; Mahjoubi y col., 2013), 

sino más bien desde hojas de leguminosas (Ali y col., 2012). En un estudio 

realizado por Rajei y col. (2011) esta cepa fue aislada de la rizósfera de la avena 

silvestre que estaba cultivada en suelo contaminado con petróleo y se determinó 

que en comunidad bacteriana tiene el potencial de biodegradar los alcanos y 

compuestos petroquímicos aromáticos.  

En este estudio Penicillium brevicompactum y Microbacterium sp. fueron aislados 

desde el Humedal de Lenga. Igualmente Methylobacterium sp. que además fue 

aislada desde Caleta Lenga, aquí los ecosistemas son totalmente distinto donde 

el suelo por una parte es lodo y por otra parte es arena, donde el único factor en 

común es la presencia de HC.  

Los microorganismos son el sistema biológico más pequeño y abundante del 

suelo y que por lo tanto, pueden adaptarse a cualquier condición. No obstante el 

tamaño de partícula de suelo tiene un gran impacto sobre la diversidad 

microbiana que el pH y cantidad de compuestos orgánicos (Sessitsch y col., 

2001). Estudios en suelos con un tamaño de partícula pequeño como la arcilla, 

se han encontrado una gran diversidad de bacterias, pero en suelos con tamaño 
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de partícula mayores como la arena hubo una baja diversidad bacteriana 

(Sessitsch y col., 2001). 

Lo que sustenta nuestro trabajo ya que el 58% de los microorganismos aislados 

fue desde el Humedal de Lenga con condiciones de suelo arcillosa y el 42% fue 

aislado de San Vicente y Caleta Lenga con condiciones de suelo arenosos. Si 

bien la calidad y pH del suelo a las que se evaluaron (7- 8,5) son totalmente 

distinto al que fueron aisladas, las cepas C1, C3, C4, C5 y C14 demostraron su 

capacidad de crecer bajo estas condiciones, en consecuencia estos organismos 

tienen mayor facilidad de adaptarse a condiciones adversas y masificarse en otro 

tipo de suelo. 

En su gran mayoría las bacterias degradadoras de HC se encuentran en el grupo 

de Gram negativas (Ruberto y col., 2003), tal como las bacterias aisladas en este 

trabajo; Phyllobacterium myrsinacearum  y Microbacterium sp.  y que tuvieron 

mayor porcentaje de degradación.  

Los resultados obtenidos demuestran que las cepas que están por sobre las 

muestras control son mejores degradadoras de HC, ya que estos 

microorganismos realizan una degradación parcial de los HC transformándolos 

en cadenas más pequeñas, por lo tanto en vez de tener una cadena larga de 40 

carbonos, podemos encontrar dos o tres cadenas más cortas de carbonos. En 

cambio la cepa que se encuentra por debajo de la muestra control demuestra que 

no tiene potencial de degradar ya que su destrucción de HC sería nula.  

Con esta técnica de CG solamente se obtuvieron datos de HC totales lo cual no 

permitió profundizar en qué tipos de HC se degradaron, ya sea para saber 

cuántas cadenas de N carbonos existen por muestra experimental. No obstante 

existen técnicas mucho más precisas como la Cromatografía de gases acoplado 

a espectrometría de masas que en conjunto dan lugar a un método combinado 

permitiendo separar los componentes complejos de una mezcla teniendo la 

oportunidad de determinar las cantidades específicas de dichos componentes 

(Gutiérrez y Droguet, 2002).  
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Si bien los microorganismos pueden degradar una parte importante de petróleo, 

tienen preferencias por algunos HC, Cooney y col., (1985) reportaron diferentes 

factores que influyen en la degradación de HC, uno de los más importantes que 

limita la degradación de estos contaminantes de petróleo en el medio ambiente 

es su limitada disponibilidad de organismos, donde los compuestos de los HC del 

petróleo se unen a las partículas del suelo y son difíciles de ser eliminados. La 

degradación microbiana es posible debido a que los microorganismos tienen 

sistemas de enzimas para degradar y utilizar diferentes HC como fuentes de 

carbono y energía (Das y Chandran, 2011). 

En consecuencia, los HC son susceptibles a la degradación microbiana, cuya 

susceptibilidad puede ser clasificada de la siguiente manera: alcanos lineales > 

alcanos ramificados > aromáticos de bajo peso molecular > cicloalcanos, (Ulrici, 

2000; Perry, 1984). Algunos compuestos, tales como los HC policíclicos 

aromáticos de alto peso molecular, no se pueden degradar en absoluto (Atlas y 

Bragg, 2009). 

Por lo tanto, si consideramos que estos microorganismos pese a que no son 

capaces de degradar completamente los HC, si lo hacen parcialmente, de esta 

manera pueden contribuir al proceso de eliminación de estos contaminantes. 

Además si estos microorganismos son asociados con otros que degraden HC 

más pequeños se genera un consorcio de biodegradación, el cual es más 

efectivo que un microorganismo individual.  

Esto sería un gran aporte a la localidad ya que constantemente se encuentra 

propenso a ser contaminados por HC, no solo el nicho ecológico donde se 

aislaron los microorganismos, sino además puede ser utilizado en suelos de 

cultivo experimental al que fueron expuestos.  

Cabe señalar que existen otras metodologías para aislar microorganismos 

degradadores de HC más estrictos, sin embargo la utilidad de este trabajo ha 

sido aislar microorganismos autóctonos que puedan cultivarse en medios 

tradicionales y que además tienen la capacidad de degradar HC, esto los hace 
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más factible para su manipulación, conservación y distribución (Houpikian y 

Raoult, 2002). 

 

 

CAPITULO V. CONCLUSIONES 

 

De las muestras de suelo de la Región del Biobío se aislaron 11 cepas 

bacterianas y una fúngica, de las cuales 5 de ellas proliferaron en medio de 

cultivo suplementado con petróleo. Estas cinco cepas fueron seleccionadas 

para la cinética degradativa del petróleo, donde algunos microorganismos 

tuvieron mayor potencial de degradación, identificados como Methyobacterium 

sp., Phyllobacterium myrsinacearum y Penicillium brevicompactum.  Estos 

microorganismos degradan HC de manera parcial y en conjunto con un 

consorcio microbiano se pueden obtener mejores resultados de degradación 

de HC. Por lo tanto este trabajo entrega una herramienta de posibles 

microorganismos degradadores de petróleo autóctonos del borde costero de la 

Región del Biobío. Estos resultados son importantes para la localidad dado 

que existen pocas investigaciones de microorganismos tolerantes al petróleo 

en la zona. Considerando además que el Puerto de San Vicente y su entorno 

se encuentran en constante riesgo a sufrir vertidos de petróleo, hace que 

estos antecedentes sean un aporte para que puedan ser utilizados en futuras 

investigaciones de biorremediación en la zona de estudio. Aunque es 

importante comprobar con métodos más precisos qué tipo de HC pueden 

llegar a degradar estos microorganismos, los resultados obtenidos en este 

estudio nos permiten concluir que las cepas identificadas son capaces de 

degradar parcialmente los HC de petróleo.   
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