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Resumen 

Proyecto: Modelo para determinar el potencial de depuración de 
microorganismos en degradar hidrocarburos, para la aplicación a sistemas 
de tratamiento biológico en Zonas Portuarias: Caso de Estudio, Bahía de 
Manzanillo. 

Profesora Asesora: Dra. Viccelda Domínguez de Franco  

Estudiante: Ariel Antonio Grey Garibaldi 

La calidad del agua en cada una de las áreas de la Bahía no evidencia graves 

problemas de contaminación, tanto a nivel de línea costera como en la parte 

externa de la misma, probablemente por la dinámica de las corrientes y por el 

poder de dilución y depuración del agua de mar; no obstante, se debe considerar 

que con el tiempo, y existiendo descargas residuales puntuales y permanentes, en 

un futuro se  podría provocar contaminación. Las variaciones de todos los 

parámetros, con excepción de la turbiedad, es aproximadamente de 2 unidades, lo 

cual es bajo. En el caso de la turbiedad la variación es mayor de 2 a 3 veces más 

que el resto de los parámetros y se da de forma más uniforme, lo que favorece la 

mejor correlación con el CIAM.  Por lo cual se puede concluir que el CIAM es un 

buen representador de la calidad del agua, al observar que se mantienen los 

comportamientos ya estudiados de calidad de agua.  El análisis de los resultados 

sugiere que algunas zonas tales como las adyacentes a las estaciones de 

muestreos 2 y 3 no son aguas aptas para contacto directo. Es decir, deberán 

existir restricciones para el desarrollo de actividades de deportes acuáticos, 

balnearios, y el turismo en general que requiera contacto directo con las aguas 

marinas y costeras, lo cual limita las posibilidades de desarrollo económico de 

estas zonas por la vía del turismo.  

 

 La textura y las fracciones más representativas de los sedimentos fueron el limo 

(entre 83,00 y 90,00%), y la arcilla entre 16,00 a 20,00%; y la arena arrojo un 

0,00% en la zona.  Sin embargo, en la estación 3, la fracción textural con mayor 

porcentaje fue la de limo (90,00%), seguida de arcilla (10,00%) y arena (0,00%). 
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Cabe destacar que el sedimento predominante en la zona costera es de granos 

delgados.  Cabe señalar que predominan sedimentos limo arcilloso y solo cerca de 

la zona influenciada por el Río Folks predomina el Limo dónde se encontraron los 

valores más altos que corresponde a ambos periodos tanto lluvioso como seco. 

Las tendencias observadas tanto en tamaño de sedimento y el  contenido de 

materia orgánica sugieren un ambiente muy favorable para la afinidad  de los 

compuesto orgánicos como los HAP, a la fracción sólida de la Bahía de 

Manzanillo; por otra parte, tanto la temperatura (± 23 °C), como el pH neutro (± 7), 

son favorables tanto para la actividad de tolerancia de algunas bacterias y el 

consumo de hidrocarburos para otras. 

 

En todas las muestras analizadas, solo en la que corresponde al E3 que está 

influenciado a el aporte de la aguas proveniente del Rió Folks se encontró en una 

concentración aproximada a 73 mg/L el compuesta fenantreno.  En el caso de la 

E1 se encontró una concentración de 66 mg/L de naftaleno.  El origen de este 

compuesto en los sedimentos de la Bahía de Manzanillo es primordialmente 

debido a derrames puntuales y accidentales de algunas sustancias que por 

escorrentías llegan al fondo arrastrado por el Río Folks.  En el sedimento de la 

Bahía de Manzanillo se encontró que las cepas Rhodococcus equi y 

Corynebacterium propingun, cuentan con la capacidad de degradar naftaleno 

como única fuente de carbono.  Para el caso del fenantreno y pireno, no se 

evidenció crecimiento.  Es importante resaltar que no se han encontrado otros 

estudios en los cuales el Rhodococcus equi, se halla utilizado como agente 

biodegradador de algún compuesto orgánico recalcitrante.  El Rhodococcus equi 

fue la cepa que se encontró con mayor abundancia, en relación a la 

Corynebacterium propingun (3:2). 

 

De los seis (6) bioensayos de crecimiento de la cepa Rhodococcus equi  utilizando 

como única fuente de carbono naftaleno, se presentaron los dos comportamientos 

de crecimiento y los dos modelos cinéticos de crecimiento más representativos 

(septiembre 2012 y julio 2013); obteniendo Ks de 458 mg/L a la Tº de 30ºC y Ks de 



iv 
 

403 mg/L a la Tº de 26ºC, esto sustenta lo encontrado por Bitton (1994); Huertas 

(2010); Lara (2011), que a mayores temperaturas mayor es la capacidad de un 

organismo de consumir un  sustrato.  Se logró comprobar la sensibilidad de la 

cepa Rhodococcus equi a los cambios de temperatura, pH, salinidad y velocidad 

de agitación. Y también su capacidad de degradar naftaleno; y además, materia 

orgánica (DBO5 y DQO5) en un reactor en continuo a escala de laboratorio. 

 

De los cinco (5) bioensayos de crecimiento de la cepa Rhodococcus equi  

utilizando como única fuente de carbono naftaleno, se presentaron los dos 

comportamientos de crecimiento y los tres modelos cinéticos de crecimiento más 

representativos (escenario 1, 2 y 3) y de acuerdo a la Figura 5.7 debido a que se 

manejaron concentraciones muy bajas no se halló la µmax, µmax /2  y Ks (constante 

de saturación), para las estaciones presentadas. Sin embargo, esto se debe a que 

en sistemas, como plantas de tratamiento, las cargas con que se trabajan son muy 

bajas (Chang et al., 2014) en relación con las que se analizaron en el Capítulo 4, 

donde se buscaron constantes de inhibición y hasta los 2000 mg/L, no se 

encontraron.  En función de la pendiente, cabe señalar que el mejor escenario fue 

el número 3 donde se encontraban los rangos adecuados para el crecimiento 

bacteriano. 

 

La eficiencia de degradación de la cepa Rhodococcus equi en un reactor en 

continuo, a escala de laboratorio, se comprobó a través de dos escenarios, el 

primero con un tiempo de retención de 24 horas y el segundo con un tiempo de 

retención hidráulico de 48 horas.  Se pudo comprobar la eficiencia de degradación 

de naftaleno de la cepa Rhodococcus equi, a la salida del reactor en relación con 

la entrada al mismo, logrando el 100 % de consumo del hidrocarburo, la máxima 

eficiencia de degradación en DQO fue 36,44% y en DBO fue 66,19%, esto se da 

cuando el tiempo de retención hidráulica en el reactor es mayor, como fue el caso 

de escenario 2, donde el tiempo de retención hidráulica (TRH) fue de 48 horas. 

Mientras que los porcentajes de eficiencias en el escenario 1 fueron menores en 

comparación con el escenario 2. De esta manera se comprueba que al aumentar 
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el tiempo de retención hidráulico, aumenta la eficiencia de la cepa de realizar su 

trabajo de degradación en el reactor. 

 

Las recomendaciones están basadas en establecer un el Sistema Integrado de 

control de calidad de las aguas en el sector marítimo- portuarios de la Bahía de 

Manzanillo, resultando una herramienta de gran ayuda en la toma de decisiones y 

en gestión del entorno marítimo-portuario al permitir entre otras, poner en marcha 

actuaciones de emergencia y las correspondientes los Planes de Contingencia, 

como también, establecer políticas de monitoreo de HAP en agua, sedimentos y 

en efluentes como una metodología adecuada para el aseguramiento de la calidad 

del entorno y así establecer parámetros de control y normativas de seguimientos 

en las zonas costeras.  Analizar las cinéticas de biodegradación de naftaleno a 

concentraciones mayores a 2000 mg/L con la finalidad de encontrar la constante 

de inhibición; además, realizar bioensayos con diferentes combinaciones de 

hidrocarburos. Realizar otros estudios en los cuales se ensaye la eficiencia de 

degradación de la Cepa, en función de cambios en los parámetros de diseño del 

reactor en continuo.  Por último se deben comparar las cinéticas de cepas aisladas 

versus cinéticas en consorcio. 
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Introducción 

 

Se estima que el 85 ó 90 por ciento del total de vertidos de hidrocarburos al mar 

proviene de limpieza de depósitos y sentinas; derrames de pequeño o mediano 

tamaño en operaciones de carga y descarga, pequeños accidentes, rotura de 

depósitos, entre otros. Una vez que el petróleo y sus derivados se han introducido 

al medio ambiente, actúan sobre los organismos vivos y producen efectos 

adversos que dependen de la concentración y el tiempo de exposición.  Entre los 

hidrocarburos más peligrosos para el ambiente se encuentran los hidrocarburos 

alifáticos como los aromáticos, pero particularmente los aromáticos policíclicos 

(HAPs) por sus niveles de toxicidad y menor degradabilidad. La Agencia de 

Protección Ambiental de Estados Unidos (US EPA), la Organización Mundial de la 

Salud (OMS) y la Comunidad Económica Europea (EEC) han considerado, 16 

compuestos HAPs de los no sustituidos, como contaminantes prioritarios. En los 

ecosistemas acuáticos los HAPs en concentraciones bajas, aproximadamente 0,1 

μg/g, retarda la división celular y el crecimiento del plancton. En concentraciones 

mayores a 1,0 μg/g produce la muerte de gran cantidad de organismos y especies 

fitoplanctónicas, así como larvas y huevecillos de peces. Entre los principales 

efectos del consumo accidental de hidrocarburos sobre la salud de la población 

humana se encuentran el vómito, depresión del sistema nervioso central, daños 

hepáticos y cáncer; finalmente, altas concentraciones (10 ml/kg corporal) de los 

HAPs pueden causar la muerte (Albert, 2002).   

 

Cuando los hidrocarburos interactúan con el ambiente sufren los procesos 

llamados de transformación, degradación y cambio de fase, los cuales involucran 

principalmente volatilización, disolución, emulsionamiento y sedimentación (La 

Grega et al., 2001). La cinética de degradación y transporte de compuestos 

orgánicos (i.e. los hidrocarburos) va a depender de su tipo de estructura y peso 

molecular, y de las características físicas, químicas y biológicas del ambiente.      
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Los microorganismos que cuentan con la capacidad de degradar biológicamente 

los hidrocarburos están distribuidos considerablemente en la naturaleza, debido a 

la contaminación crónica producida a lo largo de los años, por el petróleo,  ha 

provocado la adaptación de la microflora del lugar para metabolizar estos 

compuestos. Los microorganismos que se utilizan en los tratamientos de efluentes 

hidrocarburados son desarrollados en ciertas condiciones ambientales que 

incluyen el control de factores fisicoquímicos y fuentes de carbono (Nievas, 2006).   

Cuando las condiciones ambientales son marcadamente diferentes a las 

existentes durante su desarrollo, los microorganismos no son universalmente 

adaptables a distintos residuos. Se ha demostrado que los microorganismos 

autóctonos obtenidos de residuos de sentina de Puerto Madryn son capaces de 

degradar los hidrocarburos presentes en estos residuos, utilizando reactores en 

lote (batch) con un medio de agua de mar y diferentes cantidades conocidas de 

fase oleosa de residuo de sentina como fuente de carbono. En estos sistemas, 

donde los hidrocarburos son degradados, se conoce que la velocidad de 

degradación está íntimamente ligada con la biodisponibilidad de los hidrocarburos 

(Nievas et al., 2006).   

 

La Zona del Canal de Panamá (ZCP) representa aproximadamente el 5% del 

transporte mundial, transitando entre 13,000 y 14,000 buques al año con todo tipo 

de carga (González, 2008). La Bahía de Manzanillo (adyacente a la ZCP), 

localizada en la parte central del Caribe, provincia de Colón, Panamá, en las 

coordenadas 9°22’10”N, 79°53’10”W; cuenta con una superficie  aproximada de 

8.24 km2, profundidad promedio de 35 pies, cuya conexión con el Océano 

Atlántico es la principal zona productiva de movimiento de contenedores para 

América  Latina, desde Asia, Europa y la Costa Este y Oeste de los Estados 

Unidos. Sus aguas son afectadas por las siguientes fuentes de contaminación: 

descargas de aguas residuales domésticas provenientes del sistema de 

alcantarillado de la ciudad, vertimiento de residuos industriales y derrames de 

residuos petrolíferos como las descargas de aguas de lastre provenientes de los 
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buques que arriban a los puertos que comparten la Bahía de Manzanillo (Grey, 

2007).    

 

Anteriormente no se han encontrado registros de investigaciones sobre 

microorganismos capaces de degradar hidrocarburos, en una zona canalera, 

portuaria y franca; razón por la cual, es necesario investigar la biodisponibilidad de 

estos microorganismos, y modelar su cinética de degradación, de forma tal que 

sirva como herramienta para el tratamiento biológico y remediación de sitios 

contaminados por estos compuestos bajo las presiones antropogénicas existentes 

en la citada zona.  Esta investigación está basada en un enfoque interdisciplinario 

fundamentado en la ingeniería-química-microbiología, es una línea de 

investigación que requiere ser desarrollada en el país. 

 

Las aguas residuales industriales son aquellas que proceden de los procesos 

tecnológicos y se caracterizan por su generación periódica o continua en grandes 

volúmenes, así como por su variada composición. La caracterización de las aguas 

residuales es un aspecto muy importante, ya que permite evaluar el impacto 

ambiental que producen, de modo que sea posible diseñar el sistema adecuado 

para su tratamiento y/o aprovechamiento (Pérez et al., 2004). 

 

El principal origen de los HAP en las aguas se debe al derrame e infiltración de 

petróleo. Las aguas residuales domésticos e industriales suelen contener altos 

contenidos de HAP particulados y solubles (García, 2005b). 

 

La razón de realizar la presente investigación se basa en el aumento de la 

contaminación originada por las descargas de aguas residuales industriales y/o 

derrames accidentales, de compuestos de difícil biodegradación, como los 

hidrocarburos, especialmente los aromáticos policíclicos, a los ecosistemas 

marinos y la falta de estudios encontrados en Panamá sobre biodegradación de de 

los mismos. El objetivo principal es la determinar la capacidad depurativa de 

hidrocarburos mediante la velocidad de consumo y de crecimiento de los 
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microorganismos en sedimentos y columna de agua en la zona portuaria, como 

base para la aplicación en sistemas de tratamiento biológico utilizando como caso 

de estudio la Bahía de Manzanillo, Colón, Panamá. 

 

Esta investigación propone el desarrollo en función de los puntos siguientes: a. 

Caracterizar la Bahía de Manzanillo en su agua superficial: fisicoquímico y 

microbiológicamente, y en sedimento, Físico y Microbiológico;  b. Determinar de 

Hidrocarburos en sedimento: mediante extracción soxhlet y cromatografía de 

gases;  c. aislar e identificar de bacterias con mayor capacidad degradativa de los 

hidrocarburos: determinar en sedimento microorganismos capaces de degradar 5 

tipos de hidrocarburos específicos aromáticos entre bajo y alto logaritmo octanol 

agua y peso molecular: tolueno, naftaleno, pireno fenantreno y hidrocarburos 

totales; utilizados como fuente única de carbono.  d. determinar mediante un 

modelo cinético aplicado (monod o Andrew), su cinética de degradación.  e. 

Realizar un análisis de sensibilidad multivariable bajo distintas condiciones 

ambientales: pH, temperatura, oxígeno y salinidad).  f. simular el tratamiento 

utilizando las bacterias aisladas en un reactor continuo. 

 

Esta investigación aportará información fundamental que ayudará en la toma de 

decisiones para el manejo de sedimentos contaminados con compuestos 

altamente tóxicos, como son algunos HAP. Por un lado, se incrementará nuestro 

conocimiento de los niveles de contaminación sedimentos marinos de las costas 

caribeñas panameñas, asociados a zonas intermareales de uso recreativo o 

localizado en zonas portuarias. Por otro lado, se identificarán y se cuantificarán las 

poblaciones de bacterias autóctonas degradadoras de hidrocarburos presentes en 

los sedimentos marinos, así como también estudiar los posibles factores limitantes 

del proceso biodegradativo de estos compuestos. 
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1. Marco Conceptual. 

 

Desde los estudios pioneros de ZoBell (1946) en ambientes marinos, se han 

aislado numerosas cepas bacterianas de ambientes litorales y oceánicos capaces 

de degradar diferentes hidrocarburos (Atlas, 1981; Leahy y Colwell, 1990; Van 

Hammel et al., 2003 y Watanabe, 2001). 

 

El concepto de biorremediación en el contexto de la biodegradación es un proceso 

que ocurre de forma natural y es substancial su definición; siendo la 

biodegradación de gran importancia en el desgaste de los componente del 

petróleo y es un proceso natural por el cual las bacterias u otros microorganismos 

alteran y descomponen las moléculas orgánicas en otras sustancias, con el tiempo 

la producción de ácidos grasos y dióxido de carbono (Hoff, 1993). 

 

Biorremediación es la aceleración de este proceso mediante la adición exógena de 

las poblaciones microbianas, a través de la estimulación de las poblaciones 

indígenas o por medio de manipulación de los medios contaminados mediante 

técnicas como la aireación o el control de la temperatura (Atlas, 1995; Hoff, 1993; 

Swannell et al., 1996). 

 

Los hidrocarburos (HC) son un clase de compuestos naturales que no solo pueden 

ser encontrados en áreas contaminadas por petróleo y sus derivados, sino que 

cantidades relativamente bajas pueden ser halladas en suelos y sedimento, 

derivados de la biosíntesis por parte de plantas, insectos y algunos 

microorganismos (Rosenberg, 2006) y se consideran como los compuestos de 

origen natural más estables. 

 

Los hidrocarburos aromáticos policíclicos (HAP) son lipofílicos, es decir, se 

mezclan con más facilidad que el agua con el aceite. Los compuestos más 

grandes son menos solubles en agua y menos volátil. Debido a estas propiedades, 

los HAP en el medio ambiente se encuentra principalmente en las sustancias del 
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suelo, sedimentos y aceitosa, en lugar de en el agua o el aire. La Agencia de 

Protección Ambiental de Estados Unidos ha designado a 32 HAP como 

contaminantes prioritarios (Habib, F., 2010). 

 

Las zonas costeras que reciben contaminación debido a la actividad 

antropogénica, contienen elevadas concentraciones de nutrientes, contaminantes 

orgánicos y trazas de metales pesados (Fang et al., 2006).  La degradación de la 

calidad del agua marina relacionadas con estas causas, generalmente tienen sus 

orígenes en las cantidades de aguas residuales que son descargadas al océano, 

sin ningún tipo de tratamiento (Bay, et al., 2003; Fang et al., 2006). 

 

Numerosas son las fuentes de procedencia de los hidrocarburos, entre ellas  los 

efluentes urbanos e industriales, la explotación y transporte de petróleo crudo y 

sus derivados, el vaciado de sentinas de los buques y otras operaciones 

relacionadas con el tráfico marítimo y los puertos. Tanto los hidrocarburos 

alifáticos como aromáticos son peligrosos para el ambiente, pero particularmente 

los aromáticos policíclicos HAP por sus niveles de toxicidad y menor 

degradabilidad, las zonas portuarias son las que presentan mayor nivel de 

contaminación por estos compuestos (Esteves et al., 2003).  

 

Durante las últimas décadas se han visto incrementados los trabajos que utilizan 

microorganismos nativos de los lugares contaminados que han adquirido 

capacidad para sobrevivir en ese medio, tomando como fuente de sustrato los 

compuestos del petróleo que se han vertido en su hábitat (Oudot et al., 1987); o 

bien la capacidad que muestran bacterias para degradar específicamente ciertos 

compuestos cuyas moléculas son de bajo peso molecular como el 

Octametilciclotetrasiloxano, en donde los microorganismos bajo condiciones 

anaeróbicas, biodegradan en aguas negras a éste en Dimetilsilanediol (Grümping 

et al., 1999).  
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Los HC en el medio ambiente se biodegradan primeramente por bacterias, 

levaduras y hongos. Muchos estudios han reportados que la eficiencia de la 

biodegradación oscila entre el 6% (Jones et al., 1970) a 82% (Pinholt et al., 1979)  

para hongos del suelo, 0,13% (Jones et al., 1970) a 50% (Pinholt et al., 1979) para 

las bacterias del suelo, y 0,003% (Hollaway et al., 1980) y el 100% (Mulkins et al., 

1974) de bacterias marinas. 

 

Diversas investigaciones postulan que las cianobacterias tienen la capacidad de 

oxidar HC,  Al-Hasan y colaboradores (1998), mostraron que cultivos no axénicos 

de Microcoleus chthonoplastes y Phormidium corium aislados a partir de 

sedimentos contaminados del Golfo de Arabia eran capaces de degradar n-

alcanos; y estudios en Oscillatoria sp. y Agmenellum quadruplicatum, demostraron 

su capacidad de oxidar naftaleno (Cerniglia et al., 1979, 1980).  

 

Cuando las sustancias se encuentran en contacto directo con la superficie de la 

célula microbiana, se tiene como resultado altos niveles de degradación del 

hidrocarburo, así las bacterias y los hongos filamentosos atacan frecuentemente a 

las gotas de alcano dispersando el aceite y haciéndolo más susceptible al ataque 

microbiano, no obstante, el aumento de disponibilidad puede causar problemas de 

toxicidad (Coorson, 1995).     

 

La mayoría de estudios en la genética del metabolismo de hidrocarburos han 

identificado que los genes implicados en la degradación están codificados en su 

mayoría en plásmidos tanto para la degradación de alcanos como de HAP. 

Bacterias, cianobacterias, algas y hongos, son capaces de degradar HC 

aromáticos policíclicos de bajo (dos o tres anillos) o alto peso molecular (cuatro o 

más anillos) como naftaleno, acenafteno, antraceno, fluoranteno, pireno y criseno 

y usarlos como única fuente de carbono (Leahy y Collwel, 1990; Van Hamme et 

al., 2003), y benzo(a) pireno por cometabolismo.   
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Se han realizado muchos estudios sobre biodegradación de hidrocarburos 

aromáticos en los cuales se han obtenido resultados favorables en la degradación 

de compuestos como fenol (Collins y Daugulis, 1997), Tolueno (Collins y Daugulis, 

1999) y Benceno (Yeom y Daugulis, 2001).  Recientemente se estudian la 

degradación en compuestos HAPs como  el Fenentreno, Pireno, Antraceno y 

Naftaleno, utilizando microorgnismos hidrofóbicos adheridos en la fase oleosa 

(Macleod y Daugulis, 2005). 

 

El presente trabajo ha sido motivado por la cantidad reducida de investigaciones 

en las regiones portuarias, canaleras y de clima tropical, a nivel de 

caracterizaciones integrales de la calidad del agua y sedimento y el estudio de la 

biodegradación en ambiente marinos costeros, donde ha aumentado la 

contaminación de las aguas provocada por el vertido de hidrocarburos. La 

información recabada permitirá desarrollar herramientas específicas como el 

Índice de Calidad del Agua en Ambientes Marino, y el procedimiento para evaluar 

el potencial biodegradativo de estos ambientes.  

 

1.1. Antecedentes 
 

Distintos han sido los aportes de muchos científicos en el mejoramiento del 

conocimiento de cómo los microorganismos degradan hidrocarburos en distintos 

ambientes. 

 

Buckley et al. (1976), aislaron bacterias y hongos de un ecosistema estuarino no 

poluido por petróleo o sus derivados, las especies bacterianas que mostraron 

capacidad de utilizar hidrocarburos de kerosene como única fuente de carbono 

fueron caracterizadas en los géneros Pseudomonas, Corynebacterium, 

Aeromonas, Micrococcus y Arthrobacter. 

 

Haigler, (1993), aisló la cepa Pseudomonas sp. 4 NT de un suelo contaminado con 

4-nitro benceno y comprobó que esta cepa bacteriana tiene también una buena 

capacidad degradativa frente al nitrotolueno.  
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Dagher et al., (1997), realizaron un estudio comparativo de cinco (5) cepas del 

suelo degradadoras de hidrocarburos aromáticos policíclicos; Sphingomonas sp. 

Cepa 107, fue la cepa con mayor capacidad degradadora, seguida de 

Pseudomonas aeruginosa cepas 57 y PL1. 

 

Hanson et al., (1997), en su estudio con la bacteria Acinetobacter sp. cepa A3 

demuestran que esta cepa , en un tiempo de 120 horas bajo condiciones de 

agitación constante, en un suelo contaminado con petróleo (5%) es capaz de 

degradar los hidrocarburos del petróleo crudo, logrando un porcentaje de 

eficiencia del 70%. 

 

Korda et al., (1997), indicaron que los métodos analíticos para medir la 

biodegradación de hidrocarburos de petróleo varían en efectividad; concluyendo 

que la reintroducción de microorganismos nativos, parece ser el método de 

biorremediación más efectivo. 

 

Margesin y Schinner, (1997),  evaluaron la eficiencia de la biodegradación con 

microorganismos nativos del suelo, un inóculo psicrotrófico degradador de diesel y 

el efecto de la bioestimulación por medio de la fertilización inorgánica. 

Determinaron que la bioestimulación por fertilización, incrementa la 

biodegradación del diesel por bacterias nativas.  

 

Merino, (1998), llevó a cabo un estudio de microorganismos nativos productores 

de emulsificantes de petróleo, indicando que los microorganismos con mayor 

capacidad emulsificante y degradativa, fueron las cepas: Pseudomonas 

aeruginosa KT1-1y Serratia rubidae BT5-4. 

 

Belloso, (1999), evalúa el porcentaje de biodegradación durante el proceso 

“landfarming” (biolabranza), usando microorganismos exógenos y 

microorganismos nativos sin aplicación de fertilizantes. La eficiencia de la 

degradación fue del 84% (con microorganismos exógenos). 
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Parales, (2000), evaluó la capacidad degradativa y reacción quimiotáctica de cinco 

cepas, determinando que la  Pseudomona putida, degrada de manera eficaz los 

hidrocarburos. 

 

Margesin y Schinner, (2001), investigaron la factibilidad de la biorremediación, 

como tratamiento opcional de suelos contaminados con hidrocarburos. El nivel 

inicial de contaminación fue reducido aproximadamente en un 50% y 70% en 

suelo no fertilizado y fertilizado respectivamente. 

 

Mishra et al., (2001),  analizaron el potencial de la biorremediación de un 

consorcio bacteriano en suelos pertenecientes a una refinería, dividieron el terreno 

de estudio en bloques, en los bloques donde se aplicó el consorcio bacteriano y 

nutrientes se observó un porcentaje de biodegradación de 90.2%, mientras que el 

que no se aplicó sólo un 16.8%. 

 

Nwachukwu, (2001), inoculó Pseudomona putida en suelos contaminados con 

petróleo, adicionando nutrientes inorgánicos en algunos y el porcentaje de mayor 

efectividad de degradación fue de 27,5% en suelos no fertilizados y de 98,8% en 

suelos fertilizados. 

 

Escalante, (2002), desarrolló un estudio sobre la biodegradación del crudo de 

petróleo en 3 terrarios, en el primero se inoculó el consorcio exógeno sin 

fertilizantes logrando una biodegradación del 92.5%; el segundo terrario su 

conformó por bacterias nativas con una biodegradación del 60%, y en el tercer 

terrario que correspondía al control abiótico, la biodegradación fue del 55%. 

 

Collins y Daugulis,  (2003), realizaron un estudio de degradación de una mezcla 

de Tolueno y Benceno, determinando la factibilidad de degradar dos compuestos 

químicos simultáneamente en un sistema bifásico. 
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Abalos et al., (2004), estudiaron los ramnolípidos de Pseudomonas aeruginosa 

AT10, determinando que la adición de los mismos, acelera la biodegradación de 

hidrocarburos del petróleo en un 61% en 10 días de incubación. 

 

Bracho et al., (2004), llevaron a cabo un estudio respecto a la degradación 

bacteriana sobre naftaleno, antraceno, fenantreno y dibenzotiofeno; determinando 

que el 100% de cepas, degradaron el naftaleno y antraceno, el 78.5% fenantreno, 

el 71.42% dibenzotiofeno y 50% los cuatro hidrocarburos. 

 

Pardo et al., (2004), midieron la efectividad de la biolabranza (landfarming), 

durante 4 meses, adicionando fertilizantes inorgánicos, obteniendo al finalizar el 

experimento, un porcentaje de remoción de hidrocarburos del 91%. 

 

Maki et al., (2005), reportaron en su estudio que la fotooxidación aumenta la 

biodegradabilidad de los hidrocarburos de petróleo al aumentar su 

biodisponibilidad y mejorando así actividades microbianas. 

 

Head et al. (2006), determinaron que uno de los factores de suma importancia en 

la recuperación de ambientes marinos contaminados con hidrocarburos, es la 

presencia de microorganismos con capacidad de utilizarlos como fuente de 

carbono y energía. 

 

Lee et al., (2007), llevaron a cabo estudios de degradación donde determinaron 

que es al incrementar la densidad microbiana en un suelo contaminado, se puede 

también acelerar la degradación de los contaminantes orgánicos como los 

hidrocarburos. 

 

Kumar et al., (2007), reportaron en su estudio la importancia de la adición sustrato 

durante la degradación de hidrocarburos aromáticos policíclicos y biosurfactante 

bajo condiciones de alta salinidad. 
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1.2. Justificación 

 

La Zona del Canal de Panamá (ZCP) representa aproximadamente el 5% del 

transporte mundial, transitando entre 13,000 y 14,000 buques al año con todo tipo 

de carga (Grey, 2007). Las principales actividades económicas de la Zona  

involucran la gestión de una franja canalera, portuaria, turística y comercial. La 

Bahía de Manzanillo adyacente a la ZCP (Figura 1.1), se encuentra localizada en 

la parte central del Caribe, provincia de Colón, Panamá, en las coordenadas 

9°22’10”N, 79°53’10”W, y cuenta con una superficie  aproximada de 8.24 km2, 

profundidad promedio de 35 pies (Grey, 2007). 

 

Sus aguas son afectadas por las siguientes fuentes de contaminación: descargas 

de aguas residuales domésticas provenientes del sistema de alcantarillado de la 

ciudad, vertimiento de residuos industriales y derrames de residuos petrolíferos 

como las descargas de aguas de sentinas provenientes de los buques que arriban 

a los puertos que comparten la Bahía de Manzanillo (Grey, 2007). 

 

El periodo y las estaciones de muestreo se encuentran definido en el anexo A1.1.  
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Figura 1.1.  Mapa de la Zona de Estudio 

 

Según registros de la Autoridad Marítima de Panamá en el año 2009, la empresa 

Ocean Pollution Control (OPC) ha reportado y atendido unos 350 derrames de 

hidrocarburos en costas Panameñas, sin contabilizar los que no se reportan y los 

que ocurren en mares territoriales adyacentes. Cada año un alto porcentaje de 

barcos que usan el Canal de Panamá e instalaciones portuarias tienen derrames o 

vertidos (Tabla 1.1). 

 

En las regiones donde están las instalaciones portuarias en la zona de tránsito 

interoceánico y la zona de cabotaje de hidrocarburos de nuestras costas; la 

contaminación por hidrocarburos supera los 2.8 mg/L hasta 7.5 mg/L, es decir, 

niveles de contaminación por encima de los estándares internacionales (URS 

Holdings, Inc., 2005).  
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Toda la actividad de movimiento de embarcaciones, de almacenamiento y de 

trasiego aumenta el riesgo de derrames.  Según la lista del U.S. Energy 

Information Administration (2006), (USEIA), de grandes derrames en el Gran 

Caribe (incluyendo Estados Unidos, Centroamérica, el Caribe y el norte de 

Sudamérica), 2 de los 17 derrames ocurrieron en Panamá. 

 

Anteriormente no se han encontrado registros de investigaciones sobre 

microorganismos capaces de degradar hidrocarburos, en una zona canalera, 

portuaria y franca; y tampoco sobre presencia de hidrocarburos aromáticos 

policíclicos en zonas costeras de Panamá. 

 
Tabla 1.1.  Derrame de sustancias contaminantes registradas en el Sistema Portuario 

Nacional por tipo (en galones). Año 2008-2009 
 

Tipo de Contaminantes Cantidad/2007-2008 Cantidad/2008-2009 

Aceite de Pescado  -- 380.0 

Aceite Hidráulico 11.0 9.3 

Agua Aceitosa 1.0 30.0 

Bunker C 895.0 103.0 

Concreto -- 15.0 

Desechos Oleosos 1.0 1.0 

Diesel 52.5 22.0 

Diesel, Aceite 70.26 1,125.0 

Fuel Oil 10.0 43.0   

Mezclas Oleosas 5.0 3,332.0 

Tallow (Sebo) -- 2.0 

Gasolina 2,086.0 -- 

Lubricantes 21.0 -- 

IFO 380 10.0 -- 
      AMP, Cuadro estadístico 2007-2009 

 

Para el entendimiento de la dinámica de los sistemas ecológicos y de la 

transformación de la materia y energía, es clara la necesidad del reconocimiento y 

descripción de los organismos que están implicados en estos procesos. Esto 

incluye el conocimiento de cuántos están implicados, en qué momentos y, junto 

con quiénes realizan los procesos, así como los cambios que los factores externos 

ejercen sobre la estructura y composición de las comunidades de estos 

organismos; donde dentro de ésta dinámica, las poblaciones bacterianas en el 

suelo constituyen un componente fundamental (Habib, F., 2010). 
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Considerando las principales actividades económicas de la región que involucran 

la gestión de una zona canalera, portuaria, turística y comercial; la eliminación de 

esta fuente de contaminación, contribuirá en gran medida con un modelo para el 

mantenimiento de las condiciones ambientales necesarias para el desarrollo de 

este tipo de actividades en el mundo.    

 

Es preciso incrementar los estudios de laboratorio para evaluar correctamente los 

cambios químicos que ocurren en el petróleo, su degradación, y las alteraciones 

que ocurren por medio de factores bióticos y abióticos durante y después del 

derrame.  

 

Es necesario investigar la calidad del agua de manera integral, la presencia de 

HAP y determinar la capacidad potencial que tiene la zona portuaria de 

biodegradar dichas sustancias. En los casos que se presente un derrame  

accidental de hidrocarburos, en zonas tropicales, se contará con una herramienta 

importante; para determinar la capacidad de degradación y asimilación del 

ambiente en caso de micro derrames de ciertas sustancias del tipo hidrocarburos 

de una forma biológica, sin residuos secundarios.   

 

Este avance implica beneficios importantes para el fortalecimiento económico y 

social de las comunidades asentadas en zonas portuarias, como es el caso 

específico de la ZCP y las empresas marítimas y portuarias a nivel mundial, 

usuarias de los servicios; su conexión con el océano Atlántico es la principal zona 

productiva de movimiento de contenedores para América Latina desde Asia, 

Europa y la Costa Este y Oeste de los Estados Unidos.  
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1.3. Objetivos 

 

1.3.1.  Objetivo General 

 

Determinar el potencial de depuración de microorganismos en degradar 

hidrocarburos, para la aplicación a sistemas de tratamiento biológico en Zonas 

Portuarias: Caso de Estudio, Bahía de Manzanillo. 

 

1.3.2. Objetivos Específicos 
 

Caracterizar y analizar la calidad de las aguas en la Bahía de Manzanillo y áreas 

adyacentes, a través del análisis de sus propiedades físicas y composición 

química.  

 

Determinar la presencia de Hidrocarburos en los sedimentos marinos y con 

particular énfasis en HAP considerados como contaminantes prioritarios por ser 

considerados las sustancias más contaminantes y peligrosas en el ambiente por 

sus niveles de toxicidad y menor degradabilidad, asi como su influencia en los 

procesos de biodegradación. 

 

Aislar e identificar microorganismos capaces de degradar Hidrocarburos presentes 

en sedimentos de la Bahía de Manzanillo. 

 

Estudiar el modelo de crecimiento y la capacidad depurativa de los 

microorganismos aislados degradadores de hidrocarburos presentes en 

sedimentos de la Bahía de Manzanillo. 

 

Realizar un análisis de sensibilidad multivariable bajo distintas condiciones 

ambientales: pH, temperatura, oxígeno y salinidad. 

 

Simular el tratamiento de las bacterias aislados en un reactor en continuo. 
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1.4. Hipótesis 
 

Verdadera. 

 

Mediante la determinación del potencial depurativa de hidrocarburos por bacterias 

presentes en las de zonas portuarias, se puede definir la aplicación en sistemas 

de tratamiento biológico. 

 

Nula 

 

Al no encontrar bacterias presente en la zona portuaria capaces de degradar 

hidrocarburos, no es posible definir la aplicación en sistemas de tratamiento 

biológico.  

 

Alterna 

 

Mediante el análisis de la capacidad de las bacterias de degradar hidrocarburos, 

no es posible aplicarlos a sistemas de tratamiento biológico en la zona portuaria 

de la Bahía de Manzanillo. 

 

1.5. Alcance y Beneficios de la Investigación  

 

En Panamá, los procesos de biodegradación han sido enfocados principalmente al 

tratamiento de suelos. Este estudio se desarrolla en la Bahía de Manzanillo, 

provincia de Colón, considerada una de las principales Zonas Portuaria para 

América Latina. Bajo este marco de referencia, teniendo en cuenta que son pocas 

las investigaciones realizadas en Panamá a nivel de biodegradación en ambientes 

marino costeros, se desarrolla la presente investigación, que tiene como objetivo 

identificar y seleccionar bacterias aisladas de sedimentos del Caribe Panameño y 

evaluar su capacidad de degradación, con el fin de que posteriormente puedan ser 

aplicadas como una herramienta estratégica en el tratamiento biológico de 

ecosistemas contaminados en dicha zona o en regiones de igual característica. 



15 
 

El desarrollo de la presente investigación se sustenta a través de los siguientes 

capítulos: a. Caracterizar la Bahía de Manzanillo fisicoquímica y 

microbiológicamente en su agua superficial, y físico y microbiológicamente en 

sedimento;  b. Determinar Hidrocarburos en sedimento: mediante extracción 

soxhlet y cromatografía de gases;  c. Aislar e identificar de bacterias con mayor 

capacidad degradativa de los hidrocarburos: determinar en sedimento 

microorganismos capaces de tolerar y/o degradar 3 tipos de hidrocarburos 

específicos aromáticos entre bajo y alto logaritmo octanol agua y peso molecular: 

naftaleno, pireno y fenantreno utilizados como única fuente de carbono, como 

también analizar su influencia en los procesos de biodegradación; d. Determinar 

mediante un modelo cinético aplicado (Monod o Andrew) la  cinética de 

crecimiento y potencial de degradación de HAP, específicamente naftaleno;  e. 

Realizar un análisis de sensibilidad multivariable bajo distintas condiciones 

ambientales: pH, temperatura, oxígeno y salinidad); y,  f. Simular el tratamiento 

utilizando las bacterias aisladas en un reactor en continuo. 

 

Esta investigación aportará información fundamental que ayudará en la toma de 

decisiones para el manejo de agua y/o sedimentos contaminados con compuestos 

altamente tóxicos, como son algunos HAP. Por un lado, incrementará el 

conocimiento de los niveles de contaminación sedimentos marinos de las costas 

caribeñas panameñas, asociados a zonas intermareales de uso recreativo o 

localizado en zonas portuarias. Por otro lado, se identificarán y se cuantificarán las 

poblaciones de bacterias autóctonas degradadoras de hidrocarburos presentes en 

los sedimentos marinos, así como también estudiar los posibles factores limitantes 

del proceso biodegradativo de estos compuestos. 

 

En el anexo A1.1 y 1.2 se presenta las fases de la investigación así como también 

el periodo de muestreo, la justificación de selección de puntos y las estaciones.  
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2. Caracterización del agua marina y costera de la Bahía de Manzanillo  

2.1. Introducción  

 

2.1.1. Generalidades del Agua Marino Costero 

 

La protección del medio marino constituye una preocupación creciente en el 

ámbito científico y social, y el estudio continuo de las condiciones ambientales 

marinas, es generalmente, una de las tareas que todos los países deben cumplir 

para poder prevenir y adoptar las medidas necesarias para reducir la 

contaminación, ya que en última instancia, las consecuencias pueden tener un 

alcance global, en sus distintas facetas. 

 

Las costas soportan una importante actividad urbana e industrial por lo que se ven 

continuamente amenazadas por diversos procesos contaminantes, figurando entre 

los más preocupantes, aunque no los únicos, las mareas negras por vertidos de 

hidrocarburos. La vertiente atlántica soporta un intenso tráfico de buques 

petroleros lo que implica un alto riesgo de vertidos crónicos y/o accidentales que 

requieren un continuo seguimiento. En el mundo, los vertidos accidentales como el 

del producido por el B/T Prestige en Noviembre de 2002, representan un 

porcentaje muy pequeño respecto al total de fuentes de contaminación marina por 

hidrocarburos (Albaigés, 2007); sin embargo, en el área afectada se originan 

graves consecuencias para la vida acuática, al liberarse grandes cantidades de 

petróleo y sus derivados, en un periodo de tiempo muy corto, por lo que requieren 

una atención especial. 

 

2.1.1.1. Contaminación del agua marino costera  

 

La contaminación del medio acuático significa la introducción por parte del 

hombre, ya sea de manera directa o indirecta, de sustancias o energía que 
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producen efectos nocivos, entre ellos, daños a los recursos vivos (biológicos), 

riego para la salud humana (patógenos) (Kiely, 1999).  

 

Los puertos también afectan la calidad del agua marina, mediante la realización de 

múltiples actividades entre ella el dragado de su canal de navegación con el 

objetivo de mantener el calado adecuado para los buques y muchas veces ese 

material es descargado en el agua. Dicha actividad causa impactos ambientales 

asociados con la descarga del material en aguas en áreas confinadas o no, tales 

como: incremento de la turbidez, suspensión y distribución de contaminantes, 

disminución del oxígeno disuelto y ahogamiento y/o cobertura de los organismos 

vivos presentes en la zona de descarga (Landaeta, 2001). 

 

La actividad portuaria requiere de servicios de carga/descarga, suministros, 

combustible, traslado de personal y reparaciones, lo que sumado a eventos de 

derrames crónicos de hidrocarburos e ingreso de residuos, hacen de las zonas 

portuarias sistemas fuertemente alterados con una alta presión ambiental y una 

paulatina alteración de la calidad de las aguas y sedimentos (Ahumada, 1995; 

Rudolph et al., 2002; McCready et al., 2003; Sprovieri et al., 2007; Casado- 

Martínez et al. 2007). 

 

2.1.1.2. Calidad del agua marino costero 

 

El concepto de calidad del agua es usado para describir las características 

químicas, físicas y biológicas del agua. La importancia que ha cobrado la calidad 

del agua ha permitido evidenciar que entre los factores o agentes que causan la 

contaminación de ella están: agentes patógenos, desechos que requieren 

oxígeno, sustancias químicas orgánicas e inorgánicas, nutrientes vegetales que 

ocasionan crecimiento excesivo de plantas acuáticas, sedimentos o material 

suspendido, sustancias radioactivas y el calor (Tin, 2005).  
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Entre los años 2000 y 2013, se ha encontrado un rango de oxígeno disuelto entre 

5.5 y 8.6 mg/L; Coliformes totales entre 435.2 y 3700 UFC y Demanda Química de 

Oxígeno entre 0.3 y 5.2 mg/L, estos cambios de acuerdo a Grey et al, (2014) se 

deben presumiblemente a la mayor afluencia de barcos, dilución por efectos de las 

estaciones y del río Folks River. 

 

Los puertos también son un foco de contaminación derivado de las distintas 

actividades que en estos se realizan. Como se observa en la Tabla 2.1 el oxígeno 

disuelto en puertos como el de Guayaquil, se encuentra en 1.69, muy cercano al 

valor de un agua residual (Kiely, 1999), a esta realidad no escapa Panamá. 

 

Tabla 2.1.  Estudios sobre la afectación que causan los puertos sobre los ecosistemas 
marinos. 

 

Finalmente a través de la revisión se ha observado que en los últimos años no hay 

actualización de los datos de calidad de agua; ni se ha encontrado un Plan de 

Manejo Ambiental para el Puerto de Manzanillo; sin embargo, en otros puertos 

como el de Guayaquil, Ecuador se posee una Guía de Gestión Ambiental 

(Coloma, 2010), la cual fue creada basándose en Marpol 73/78 y las normas 

ambientales que rigen en el país, respectivo. 

 

 

 

PARÁMETRO 

FISICOQUÍMICO 

 

VALOR 

 

LUGAR 

 

REFERENCIAS 

 

Oxígeno Disuelto 

(mg/L) 

 

7.07 

 

Bahía de Cárdenas, Archipiélago 

Sabana-Camagüey, Cuba. 

 

Montalvo et al., 

(2001) 

Potencial  de 

hidrogeno 

 

8.5 

 

El Golfo de Tehuantepec, área portuaria 

y zona costera de Salina Cruz, Oaxaca, 

México. 

 

González et 

al.(2006) 

Demanda Bioquímica 

de Oxígeno (mg/L) 
1.69 Puerto de Guayaquil Coloma (2010). 



27 
 

2.1.2. Análisis del Agua Marino Costera 

2.1.2.1. Parámetros Físicos.  

Temperatura   

La temperatura  del agua salina de los océanos varía con la profundidad. La 

temperatura del agua del océano cerca de la superficie varía desde 

aproximadamente 21 0C  (70 0 F) hasta  2.3 0C (360 F), según la estación del año y 

la latitud. La temperatura del agua afecta a algunas de las principales propiedades 

físicas y características de las aguas, tales como densidad,  peso específico, 

viscosidad , tensión superficial, capacidad termal, entalpia,  presión de vapor, 

conductividad específica, conductancia, salinidad  y solubilidad de los gases 

disueltos (Mays,1996). 

 

La temperatura es la medida de la energía cinética media que tienen las moléculas 

de agua. Es el parámetro más visible y a la vez más fácil para su obtención, 

siendo también considerada representativa del estado del océano y la primera 

causante de los cambios en los procesos fisiológicos de diferentes especies 

marinas. La temperatura del agua de mar generalmente oscila entre 2 °C y 30 °C y 

con valores extremos entre -4 °C y +42 °C. 

 

Turbiedad 

 

El término turbio se aplica a las aguas que contienen materia en suspensión que 

interfiere con el paso  de la luz a través del agua, o aquellas  en las aguas  en la 

que está restringida  la visión  de la profundidad. La turbiedad puede ser causada  

por una gran variedad  de materiales en suspensión, de tamaño variable entre las 

dispersiones coloidales y las gruesas, dependiendo del grado de turbiedad. A 

medida que los ríos progresan hacia el océano pasan por áreas urbana, donde se 

les suma residuos domésticos e industriales, tratados y sin tratar; éstos pueden 
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contribuir a la turbiedad con grandes cantidades de sustancias orgánicas e 

inorgánicas (Sawyer et al., 2001).  

 

Las algas, los sedimentos en suspensión (arcillas, limos, partículas de sílice) y la 

materia orgánica en el agua pueden aumentar la turbidez hasta niveles peligrosos 

para ciertos organismos (Chapman y Kimstach, 1992). La turbidez aumenta con la 

erosión de las orillas, con el crecimiento excesivo de las algas y con los cambios 

en el flujo del río. También crece por la actividad de algunos organismos 

bentívoros, que resuspenden los sedimentos (Lindig-Cisneros y Zambrano, 2007). 

 

Sólidos Totales:  

 

Todos los contaminantes del agua, con excepción de los gases disueltos, 

contribuyen a la “carga de sólidos”. Pueden ser de naturaleza orgánica y/o   

inorgánica (Higuera y Wong, 2009). 

 

2.1.2.2. Parámetros Químicos  

 

Demanda bioquímico de oxígeno (DBO5) 

 

La Demanda bioquímico de oxígeno (DBO5) es un índice importante del medio 

ambiente para determinar los requerimientos de oxígeno relativo de las aguas 

residuales, efluentes y aguas contaminadas. Se refiere a la calidad de oxígeno 

requerido por las bacterias y otros microorganismos en la degradación bioquímica, 

demanda bioquímica de oxígeno y la transformación de la materia orgánica en 

condiciones aeróbica. La DBO5 es también intérprete como una medida de la 

concentración de materia orgánica que puede servir como un sustrato para apoyar 

el crecimiento de microorganismos. 

 

El valor de DBO5 se determina comparando el valor de oxígeno disuelto (OD) de 

una muestra de agua tomada inmediatamente con el valor de la muestra incubada 
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descrita anteriormente. La diferencia entre los dos valores de OD representa la 

cantidad de oxígeno requerido para la descomposición de material orgánico en la 

muestra y es la mejor aproximación del nivel de la DBO5. La DBO5 se mide en 

ppm o mg/L (Chapman y Kimstach, 1992; APHA, 1995; Bain, 1999). 

 

Oxígeno Disuelto (OD) 

 

La concentración de oxígeno es relevante en el control de la calidad de las aguas, 

siendo su presencia y concentración esencial para sustentar las formas superiores 

de vida, como también para evaluar los efectos de potenciales agentes 

contaminantes, principalmente por el balance de oxígeno en el sistema.  

 

Es igualmente relevante en los procesos de degradación contemplados en los 

tratamientos de aguas residuales y en los procesos de corrosión de tuberías. 

(Rivera et al., 2004). 

 

El oxígeno disuelto está relacionado, principalmente, con la temperatura del agua 

y los sólidos en suspensión. La temperatura determina la solubilidad del oxígeno 

en el agua, aumentando ésta al disminuir la temperatura. En cuanto a los sólidos 

en suspensión, son partículas de tamaño hasta 1 micra que bloquean la luz solar, 

y evitan que las plantas acuáticas obtengan la luz solar  que necesitan para la 

fotosíntesis. En consecuencia,  las plantas producen menos oxígeno, y se reduce 

el  nivel de oxígeno disuelto (Mota, 2004). 

 

Potencial de Hidrogeno (pH) 

 

El pH es un término de uso general para expresar la magnitud de acidez  o 

alcalinidad, es una medida de la concentración de iones de hidrógeno en el agua. 

Aguas fuera del rango normal de 6 a 9 pueden ser dañinas para la vida acuática 

(por debajo de 7 son ácidas y por encima de 7 son alcalinas). Estos niveles de pH 
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pueden causar perturbaciones celulares y la eventual destrucción de la flora y 

fauna acuática (Decreto Supremo No. 046-93-E M, 2006). 

 

El pH permanece razonablemente constante a menos que la calidad del agua 

cambie debido a las influencias de tipo natural o antropogénica, aumentando la 

acidez o la basicidad. Como la mayor parte de las formas de la vida ecológica son 

sensibles a los cambios de pH, es importante que el impacto antropogénico sea 

minimizado. El impacto medio ambiental más significativo del pH comprende 

efectos sinérgicos (Chapman y Kimstach, 1992).  

 

2.1.2.3. Parámetros Microbiológicos   

 

Coliformes totales 

 

Los   organismos del grupo Coliforme, conocido como Coliformes totales, se define 

en bacteriología del agua como todos los aerobios y anaerobios facultativos que 

no forman esporas, son bacterias en forma de varilla que fermentan la lactosa con 

formación de gas dentro de las 48 horas a 35 °C.  

 

Inconvenientes con el uso de Coliformes totales como indicador incluye su rebrote 

en el agua, convirtiéndose así en parte de la flora acuática natural. Su detención 

se convierte en un falso positivo, que puede ocurrir cuando la bacteria Aeromonas, 

que bioquímicamente imita el grupo Coliforme, está presente en la muestra.  

 

El monitoreo de la calidad bacteriológica del agua mediante el uso del grupo de los 

coliformes es una herramienta necesaria para tomar decisiones sobre la idoneidad 

de un cuerpo de agua para el contacto humano (Caruso et al., 2002; Fujioka, 

2002). La estimación de estos microorganismos indicadores mediante la técnica 

de número más probable (NMP) en aguas recreacionales marinas y estuarinas, ha 

probado ser útil como herramienta para evaluar la calidad del agua (Olson, 1978).  
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Escherichia coli 

 

Es un organismo indicador ideal en cuanto que tiene un largo periodo de 

supervivencia en un medio acuático (Kiely, 1999). Es una de las especies 

bacterianas más minuciosamente estudiadas, y no solamente por sus capacidades 

patogénicas, sino también como sustrato y modelo de investigaciones 

metabólicas, genéticas, poblacionales y de diversa índole (Neidhardt, 1999).  

 

Escherichia coli es un bacilo gram negativo, anaerobio facultativo  de la familia 

Enterobacteriaceae, tribu Escherichia. Esta bacteria coloniza el intestino del 

hombre pocas horas después del nacimiento y se le considera un microorganismo 

de flora normal, pero hay cepas que pueden ser patógenas y causar daño 

produciendo diferentes cuadros clínicos, entre ellos diarrea (Rodríguez,  2002). 

 

2.2. Objetivos 

 

Caracterizar y analizar la calidad física, química y microbiológica; de las aguas en 

la Bahía de Manzanillo y áreas adyacentes. 

 

2.3. Métodos y materiales 

 

2.3.1. Diseño Experimental 

 

Para la  toma de muestras de agua y sus análisis, se utilizó el Standard Methods 

for the Examination of Water and Wastewater (2005), realizando cinco (5) giras a 

la Bahía de Manzanillo (Figura 2.1.a) en la cual fueron tomadas las muestras en 

cinco (5) Estaciones representativos de la Bahía (Tabla 2.2), estos puntos (Figura 

2.1.b) fueron escogidos tomando como referencia el sistema de boyas del canal 

de acceso de las terminales.  
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A   

                                            

                                              B 

 

 

 

 

 

          

 
 

Figura 2.1.  a)  Mapa de Panamá, ubicación de la Provincia de Colón; b) Ubicación de los 
Puntos de muestreo en la Bahía de Manzanillo Colón. 

 

 

Al llegar al sitio se toma la referencia de la posición del punto de muestreo 

utilizando un GPS Topcon Hiper +,  para obtener los datos en coordenadas UTM 

(Tabla 2.2). 

 

Tabla 2.2.  Estaciones de Muestreo 

 

 

ESTACIONES 

UBICACIÓN JUSTIFICACIÓN DE LA 

SELECCIÓN DEL PUNTO GEOGRÁFICAS UTM 

Estaciones 

E1 
9°21'43.67"N 79°53'27.00"W 

1035080.51 N 

621796.52 E 

Es un sitio con presencia de 

actividades industriales. 

Estaciones 

E2 
9°21'29.59"N 79°53'21.86"W 

1034648.52 N 

621954.69 E 

Sitio mayormente ocupado 

por  residencias 

Estaciones 

E3 
9°21'26.76"N 79°53'7.47"W 

1034562.98 N 

622394.87 E 

Sitio de actividades 

comerciales. 

Estaciones 

E4 
9°21'38.96"N 79°53'12.75"W 

1034937.21 N 

622231.69 E 

Sitio mayormente afectado 

por el tránsito de buques. 

Estaciones 

E5 
9°21'51.54"N   79°53'18.21"W 

1035323.10 N 

622063.91 E 

Sitios de actividades 

portuarias 
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Las muestras fueron recolectadas en la superficie del agua en botellas plásticas 

de medio galón y también se recolectaron muestras en botellas para DBO5 

(Botellas Winkler) a las cuales se les agregó in situ 1 ml de solución de “sulfato 

manganoso” (Reactivo 1) y 1 ml de solución de “Alcali-yoduro” (Reactivo 2), 

evitando al máximo el contacto de las muestras con los tubos en los cuales se 

encuentran los reactivos, y serán selladas y almacenadas junto con las botellas 

plásticas en una nevera con hielo para mantener su temperatura cerca de los 20ºC 

hasta llegar al Laboratorio de Sanitaria de la Facultad de Ingeniería Civil de la 

Universidad Tecnológica de Panamá (UTP) en donde serán refrigeradas para 

posteriormente realizar las pruebas de laboratorio. 

 

En campo se procedió a medir la conductividad del agua superficial en cada punto 

de muestreo, utilizando un multiparámetro de calidad del agua marca YSI modelo 

556 MPS. También en campo se midió transmisibilidad con un disco Secchi atado 

a una cuerda la cual fue dividida en metros y la misma también  se utilizó para 

medir la profundidad de los sitios de muestreo. Y utilizando un pH metro, marca 

PCE modelo pH 209, se procedió a medir  en campo el nivel de pH de cada uno 

de los sitios de muestreo de manera directa,  introduciendo los electrodos  en el 

agua donde se tomaron las muestras. 

 

2.3.2. Toma de Muestra 

 

No hay un método único para toma de muestras, debido a la diversidad de 

ambientes naturales y de los distintos objetivos de análisis.  De acuerdo a Atlas y 

Bartha, (2002) el recorrido a efectuar en la toma de muestra es de acuerdo a la 

Figura 2.2: 
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 Figura 2.2.  Recorrido en toma de muestra en suelo y sedimento  

En el diseño del muestreo se consideraron tres elementos básicos: (1) la 

localización de los puntos de muestreo; (2) el número de puntos de muestreo y (3) 

el número de muestras en cada punto de muestreo. Dichos elementos se 

definieron de acuerdo a los objetivos de la investigación y a la información 

disponible.   

 

La información previa obtenida del sitio a caracterizar, así como también las 

investigaciones realizadas en el lugar, apoyaron en la localización de los puntos a 

muestrear. Esto permitió establecer la hipótesis correspondiente a la distribución 

tanto horizontal como vertical de la zona a estudiar. El diseño de muestreo de la 

presente investigación supone la existencia de una interrelación entre la 

localización espacial y la concentración de alguna de las sustancias a estudiar en 

cada punto de muestreo, como también el conocimiento del área de estudio y 

otras variables que inciden en los resultados que se obtendrán. Este diseño se 

basa en una distribución sistemática regular (Figura 2.3), ya que cumple con los 

objetivos de la investigación. La ubicación de los puntos de muestreo es rígida con 

un punto por cuadro y en la misma posición por coordenadas geográficas (Figuras 

2.2 b y Tabla 2.3). 
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Figura 2.3.  Modelo de Distribución de Puntos de Muestreos 

2.3.3. Ensayos 

La metodología utilizada en los ensayos de Potencial de Hidrógeno, Oxígeno 

disuelto, Sólidos Totales, DBO5, Temperatura, Escherichia coli, Coliformes totales, 

Turbiedad; fue la del Standard Methods for the Examination of Water and 

Wastewater (2005).  En el caso de la Transmisibilidad se utilizó La metodología 

más común involucra la utilización del disco de Secchi, un círculo de 20 cm de 

diámetro, dividido en cuadrantes pintados alternadamente de negro y blanco, 

atado a una cuerda graduada. 

 

2.4. Resultados y Discusión 

 

Las muestras de agua se tomaron a una profundidad media de 0.36 ± 0.12 metros, 

es decir, se trató de muestras superficiales en todos los casos.  

 

Los resultados que se describen a continuación son producto del análisis de cinco 

muestras, puntuales en tiempo y espacio de la Bahía de Manzanillo. Los análisis 

de C.T, DBO5, OD, S.T, S.S y  Turbidez  fueron realizados en el Laboratorio de 

Ingeniería Sanitaria de la Universidad Tecnológica de Panamá, mientras que el 

resto de los parámetros fueron medidos en campo (Tabla 2.3, 2.4, 2.5, 2.6, 2.7 y 

2.8). 
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Tabla 2.3.  Muestreo Enero 2011 

 Visita exploratoria 

Estaciones 
pH 

Turbiedad 
(UTM) 

Solidos 
Totales 
(mg/l) 

Transmis. 
Coliformes 

Totales 
(UFC) 

E. coli 
(UFC) 

DBO 
(mg/l) 

OD 
(mg/l) 

Temp. (°C) 

Estaciones E1 7.75 5 33928 2.4 4.5 0.2 2.5 8 27 

Estaciones E2 7.52 2 30320 1.9 5.4 0.5 1.3 7.8 28 

Estaciones E3 7.6 4 34600 2 5.7 0.4 0.8 8.4 28 

Estaciones E4 7.72 3 31122 1.85 6.1 0.9 1.3 8.2 29 

Estaciones E5 7.66 5 32712 2 3.7 0.7 0.7 7.5 29 

 

Tabla 2.4.  Muestreo Febrero 2011 

Estaciones 

pH 
Turbiedad 

(UTM) 

Solidos 

Totales 

(mg/l) 

Transmis. 

Coliformes 

Totales 

(UFC) 

E. coli 

(UFC) 

DBO 

(mg/l) 

OD 

(mg/l) 
Temp. °C 

Estaciones E1 7.48 3 S.D. 2.34 1.7 0.2 1.4 7.2 29 

Estaciones E2 7.72 2 S.D. 2.31 8.7 0.2 0.9 7.8 30 

Estaciones E3 7.74 3 S.D. 2.42 1.0 0.9 1.4 7.5 29 

Estaciones E4 7.67 3 S.D. 2.22 1.9 0.3 1.5 7.39 30 

Estaciones E5 7.61 2 S.D. 3.1 1.2 0.5 0.5 6.9 31 

         S.D.: Sin Datos
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Tabla 2.5.  Muestreo Noviembre 2011 

Estaciones 

pH 
Turbiedad 

(UTM) 

Solidos 

Totales 

(mg/l) 

Transmis. 

Coliformes 

Totales 

(UFC) 

E. coli 

(UFC) 

DBO 

(mg/l) 

OD 

(mg/l) 
Temp. (°C) 

Estaciones E1 7.83 5 39446 2.4 4.2 1.6 0.8 5.9 28 

Estaciones E2 8.01 2 24309.6 1.9 4.2 0.5 1.9 7.6 29 

Estaciones E3 8.04 4 9816.0 2 2.2 0.3 2.4 5.9 29 

Estaciones E4 8.04 3 28605.0 1.85 4.9 1.8 1.4 6.5 30 

Estaciones E5 8.15 5 16452.6 2 1.1 0.4 2.3 6.0 28 

 

Tabla 2.6.  Muestreo Abril 2012 

Estaciones 

pH 
Turbiedad 

(UTM) 

Solidos 

Totales 

(mg/l) 

Transmis. 

Coliformes 

Totales 

(UFC) 

E. coli 

(UFC) 

DBO 

(mg/l) 

OD 

(mg/l) 
Temp. °C 

Estaciones E1 8.23 4 3189 2 1.8 0.4 1.6 7.3 29.2 

Estaciones E2 8.27 3 3105 2.3 1.8 0.2 0.7 7.4 28.2 

Estaciones E3 8.32 3 3043 1.9 4.9 0.5 1.6 7.6 27.2 

Estaciones E4 8.24 2 3160 2 0.5 0 1.7 8 27.4 

Estaciones E5 8.22 4 3146 3 1.6 0.4 0.8        7.2 28.2 
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Tabla 2.7.  Muestreo Mayo 2012 

Estaciones 

pH 
Turbiedad 

(UTM) 

Solidos 

Totales 

(mg/l) 

Transmis. 

Coliformes 

Totales 

(UFC) 

E. coli 

(UFC) 

DBO 

(mg/l) 

OD 

(mg/l) 
Temp. °C 

Estaciones E1 7.92 4 2430.1 2.2 8.7 5.2 1.9 8.2 29 

Estaciones E2 7.66 5 1894.3 2 8.7 4.8 1.4 7.9 30 

Estaciones E3 8.20 2 1716.2 1.9 1.9 1.6 1.8 7.3 29 

Estaciones E4 8.13 5 2712.4 1.8 1.1 0.7 1.7 8.2 30 

Estaciones E5 7.89 3 2921.4 2.2 2.2 0.7 0.9 7.6 31 

 
Tabla 2.8.  Muestreo Febrero 2013 

Estaciones 

pH 
Turbiedad 

(UTM) 

Solidos 

Totales 

(mg/l) 

Transmis. 

Coliformes 

Totales 

(UFC) 

E. coli 

(UFC) 

DBO 

(mg/l) 

OD 

(mg/l) 
Temp. °C 

Estaciones E1 8.15 5 S.D. 1.8 0.6 0.2 1.1 6.6 27.8 

Estaciones E2 8.07 4 S.D. 2.3 0 0.2 1.3 7.3 27.5 

Estaciones E3 8.16 3 S.D. 2.2 0.6 0.2 0.5 6.7 28 

Estaciones E4 8.17 3 S.D. 1.8 0.8 0.3 0.2 6.9 28 

Estaciones E5 8.19 4 S.D. 2.3 1.8 0.1 1.8 8.6 28 
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La Tabla 2.9 presenta los valores promedios de los parámetros físicos químicos y 

microbiológicos medidos en el ámbito superficial en la Bahía de Manzanillo desde  

enero 2011 a febrero 2013. Con el fin de determinar la calidad del agua de 

acuerdo a las normas y definir los posibles usos de la Bahía de Manzanillo, se 

procedió a analizar las normas existentes. Panamá no cuenta aún con normas 

para agua naturales solamente con una propuesta,  por lo que se analizaron los 

resultados de calidad de agua en función del Anteproyecto y se incluyeron normas 

internacionales (Tabla 2.10).  

 

Tabla 2.9.  Valores Promedios de los parámetros físicos químicos y microbiológicos medidos 
en el ámbito superficial en la Bahía de Manzanillo desde  enero 2011 a febrero. 2013 

 

La Tabla 2.10  recoge los valores admitidos en distintos países para cada uno de 

los parámetros que fueron considerados en este estudio, en contraste con los 

promedios de cada parámetro estudiado en el presente trabajo a nivel de 

estación, como de igual manera se observa que no todos los parámetros están 

regidos por una misma norma, dado que cada país regula los parámetros de 

acuerdo a sus condiciones locales y naturales.  

 

También contiene los valores límites de cada método utilizado en campo y 

laboratorio de los parámetros anteriormente descritos en esta sección. Es 

necesario realizar en el futuro más monitoreo para obtener datos más precisos de 

estos parámetros. En lo que se refiere a los parámetros de pH, temperatura y 

PARÁMETRO UNIDAD 
VALOR SEGÚN EL 

ANTEPROYECTO 

VALOR OBTENIDO  2011-2013 

SECO                        LLUV. 

Oxígeno Disuelto (OD) mg/l >4.0 6.6-8.6                     5.9-8.2 

Demanda Bioquímica de 
Oxígeno (DBO) 

mg/l  0.2-2.5                     0.7-2.4 

Sólidos Totales mg/l (10
3
)  3.1-3.4                        1.7-4.0 

Potencial de Hidrógeno  
(pH) 

 6.0 – 9.0 7.5-8.1                     7.6-8.3 

Temperatura  (°C) (°C)  27–31                         27.2-31 

Turbiedad (NTU) <25.0 2-5                          2-5 
Coliformes Totales  (NMP/100ml)X10

3
 <500 0-8.7                        0.5-8.7 

Escherichia coli  (NMP/100ml)X10
3
 <50 0.1-0.9               0-5.2 
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salinidad, éstos obedecen a condiciones locales, sin embargo se mantienen bajo 

el rango establecido en otros países.   

 

Para realizar una comparación cónsona con la realidad de la Bahía de Manzanillo, 

se incluyó en este estudio y por la importancia del mismo, una definición clara con 

respeto al uso de las aguas de la Bahía de Manzanillo de acuerdo a la Norma de 

Calidad de aguas Salinas de Brasil, solo como referencia en aplicación dentro de 

nuestro estudio. 

 

En consecuencia, en base al análisis de las causas potenciales de contaminación 

sobre las aguas marinas y a la comparación de los resultados obtenidos para el 

presente estudio (Tabla 2.10) se puede señalar que en Panamá, aún se 

encuentran las condiciones físicas químicas adecuadas para mantener la vida 

acuática. 
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Tabla  2.10. 
CUADRO COMPARATIVO DE LAS NORMAS INTERNACIONALES SOBRE LA CALIDAD DE AGUAS MARINAS Y COSTERAS 

Parámetros Bolivia Ecuador Colombia Chile Venezuela Mexico Puerto Rico Carolina 

del norte 

EPA Florida India Promedio 

Norma 

Internacional 

Panamá 2006 

 

pH  6.0-8.5 6.0-9.5 6.5-8.5 6.5-8.5 6.5-8.5 ---- 7.3-8.5 6.8-8.5 6.8-8.5 6.8-8.5 6.8-8.5 6.9-9.0 6.0 – 9.0 

Salinidad (ppm) ---- ----- ----- ---- ----- ---- ----- ----- ----- ----- ----- ----------- ------------- 

Turbiedad (NTU) <10 50-100 ND 50 ----- ----- 10 25 10 29 ---- 29 <25.0 

Temperatura (°C) ±31 32 ---- 30 ----- 40 32 ----- <34 ----- 45 35 28 

Oxígeno disuelto 

(mg/l) 

80% sat. >5 4 >5 5 ---- >5 >5 --- >5 4-5 4.5 >4.0 

DBO  (mg/l) <2.0 ------ ----- 3 ----- 75 ----- ------ ----- ----- 3 27 < 2.0 

Coliforme Totales 

(NMP/100ml) 

----- 200 1,000/5,000 ----- >70 ------ ------- ------ ----- =1,000 500/ 

5000 

1300 <500 

E. Coli  

(NMP/100ml) 

<1000 ----- ------ 1000 ------ ------ 200 200 ---- 200 ---- 420 <50 

Fuentes: Coastal Water Quality Monitoring Manual 2001.   Modificado por A. Grey, 2006.   Panamá 2006 tiene que ver 

con los valores que dice el anteproyecto de normas de calidad de aguas naturales 2006 



42 
 

2.4.1. Calidad Física 

 

Potencial de Hidrogeno (pH)   

 

El pH registro un promedio de 7.94, siendo un valor máximo de 8.32 y un valor 

mínimo de 7.48  (Grafica 2.4).  Las variaciones que se mostraron mantuvieron 

patrones comunes en las diversas estaciones y en los dos periodos climáticos 

(Tabla 2.10).  El valor más bajo se registró en la E1, siendo  predominante en el 

periodo seco.  Por otro lado, el valor más alto se presentó en la Estación 3 periodo 

lluvioso. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figura 2.4.  Potencial de Hidrogeno en la Bahía de Manzanillo desde enero 2011 a febrero 

2013.  (--- media de los valores de pH) 
 
En los dos periodos, tanto seco como lluvioso, de acuerdo a el promedio de las 

Normas Internacionales (Tabla 2.10) y URS Holdings (2006) en el anteproyecto de 

norma de calidad del agua marino costera en Panamá (Anexo A2.1) la  calidad del 

agua es buena, excelente y aceptable a los largo de la Bahía de Manzanillo.  
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En términos generales los valores promedios para ambos periodos se encuentran 

dentro los valores normales para aguas marinas y costeras. Los valores de pH 

obtenidos estuvieron ligeramente por encima de 7.4, valor teórico indicado por 

Vetter (1976), quien afirma que, en las aguas superficiales marino costeras, el 

valor medio del pH es alrededor de 8. Además, este autor señaló que los valores 

más altos, por ejemplo 8.3, coinciden con valores elevados de oxígeno disuelto, 

comportamiento observado en este estudio.   

 

En los puertos internacionales como el Puerto Morelos los valores oscilaron entre 

8.13 y 8.27 con un promedio de 8.24, y en el Puerto de Guayaquil los valores iban 

de 7.46 a 7.54 con un promedio de 7.48, todos los valores de ambos puertos son 

de tipo Básico o Alcalino y se encuentran dentro del el Anteproyecto de normas de 

calidad de agua Marinas y Costeras, siendo los valores del Puerto de Guayaquil 

los más semejantes a los valores encontrados en Manzanillo 2011 (Corro y 

Huertas, 2011). 

 

Turbiedad  

 

Los valores registrados durante el muestreo en las diferentes estaciones y en 

ambos periodos oscilaron entre 2 a 5 NTU (Figura 2.5), donde el promedio más 

bajo se da en la E2 en el periodo lluviosa y seco, y el más alto en la E1 en el 

periodo seco también como promedio para ambas estaciones.  La variación de los 

niveles de turbiedad registrados fueron causados, presumiblemente, por el 

arrastre de tierra, sedimentos y aguas residuales; sin embargo, cumplen con el 

promedio de las Normas Internacionales (Tabla 2.10) y el Anteproyecto de Calidad 

de Agua Marino Costera (URS Holdings, 2006). 

 

Diferentes factores que pueden ser de origen natural o antrópico inciden en los 

incrementos de la turbidez en las aguas marinas costeras. Como se puede 

observar específicamente en la E2, donde se evidencia la mayor variación de la 



44 
 

turbidez (± 3 NTU), la cual puede deberse a la influencia del Río  Folks, que recibe 

descargas, pluviales, domésticas e industriales.  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

Figura 2.5.  Turbiedad  en la Bahía de Manzanillo desde enero 2011 a febrero 2013. (--- media 
de los valores de turbiedad) 

 
 
Temperatura (°C) 

 

Las condiciones termohalinas en la línea de la costa, presentaron características 

diferentes en todas las estaciones y arrojaron diferencias significativas en las dos 

épocas climáticas.  La temperatura tuvo un promedio de 28.7 °C y oscilo entre 

27.°C y 31°C, (Figura 2.6) dando como resultado la mínima en el periodo lluvioso 

en la E1 y en la E5, y la máxima en el periodo seco en todas las estaciones en los 

diferentes meses correspondientes a dicha estación. Dichos valores se encuentran 

por debajo del promedio de las Normas Internacionales (± 4 o C) (Tabla 2.10) y 

ligeramente por encima (± 3o C) del Anteproyecto Nacional. 

 

Este comportamiento es característico de las aguas de estuarios y zonas de 

mezclas de aguas dulces y de mar en regiones tropicales (Dublin-Green, 1992; 
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Akpan y Offem, 1993). Los resultados hallados en este estudio coinciden con los 

reportados en zonas costeras y bahías por López (2002) y Seisdedo (2007).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2.6.  Temperatura en la Bahía de Manzanillo desde enero 2011 a febrero 2013. (--- 

media de los valores de Temperatura °C). 

 

La temperatura de acuerdo a las normas consultadas, no debe excederse de 

ciertos límites para que no afecte los diferentes procesos del ecosistema. Algunos 

países como Bolivia y en el estado de Carolina del Norte, Estados Unidos de 

América se establecen límites inferiores y superiores sobre la temperatura 

estándar del área, mientras que en otros países como Chile, Ecuador, México y 

Puerto Rico y en organismos como la Agencia de Protección Ambiental de los 

Estados Unidos (por su siglas en inglés USEPA), se establece un límite máximo 

superior permisible a la temperatura estándar del lugar donde rige la norma. 

Al comparar los promedios obtenidos en la Bahía de Manzanillo con la Tabla 2.10, 

se observa que no sobrepasan los límites establecidos por los países consultados, 

lo cual coincide con Corro y Huertas (2011). 
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Sólidos Totales:  

 

Los sólidos totales tuvieron valores que oscilaron entre  1032 mg/L y 39446 mg/L 

dando como resultado la mínima en el periodo lluvioso en la E2, 

comprensiblemente por el efecto de la dilución producto del aumento de caudales 

por la influencia del Río Folks y la máxima en el periodo seco en la E1, por  el 

predominio de las descargas de aguas residuales de la Ciudad de Colón (Grey 

2007).  

 

La Figura 2.7, muestra una concentración representativa de sólidos totales (de 

hasta ± 40,000 mg/L) provocando a su vez una disminución del OD, esto se debe 

a que una mayor cantidad de sólidos totales le proporciona al cuerpo de agua una 

mayor turbidez, impidiendo así el paso de la luz y disminuyendo la  tasa 

fotosintética, lo que se ve reflejado directamente sobre la cantidad de oxígeno 

disuelto (Villarreal, 2009). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 2.7.  Sólidos totales en la Bahía de Manzanillo desde enero 2011 a febrero 2013.  (--- 

media de los valores de Sólidos Totales) 
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2.4.2. Calidad Química 

  

Oxígeno Disuelto (OD) 

 

En cuanto a los parámetros químicos, los valores de OD determinado para la 

Bahía de Manzanillo fluctuaron entre 6.0 y 8.6 mg/L (Figura 2.8). Observando la 

E2, el OD se mantuvo muy cerca de 8 mg/L con variación mínima (± 0.6) y 

máxima (± 1). Se estableció que este rango representa un criterio de calidad 

admisible para el uso de preservación de flora y fauna en aguas.  

 

Por otra parte, las bajas concentraciones de oxígeno disuelto posiblemente están 

relacionadas con la descomposición de la materia orgánica y/o aporte de materia 

orgánica por escorrentías.  

  

Figura 2.8.  Oxígeno Disuelto en la Bahía de Manzanillo desde enero 2011 a febrero 2013.  (--- 
media de los valores de oxígeno disuelto)  
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Las lecturas obtenidas en las E1 y E3 durante el periodo seco se realizaron en 

marea baja, donde los procesos de mezcla se vieron reducidos debido al estado 

de la misma. 

 

Por otro lado, con respecto a la E5, durante la estación seca disminuyó el oxígeno 

disuelto, presumiblemente, producto de las primeras lluvias,  que se dan en la 

época de transición entre marzo y abril, y/o a la alta concentración de sólidos 

suspendidos y sólidos totales en el área (Tabla 2.10).   

 

El oxígeno disuelto durante la estación lluviosa registró valores elevados en la E5 

dejando claro que otros factores como la movilización de tierra y la cercanía de 

este sitio a la constante afluencia de buques pudieron alterar los resultados 

obtenidos. 

 

El oxígeno es un elemento crítico para la supervivencia de las plantas y animales 

acuáticos y la escasez de oxígeno disuelto, además de ser un indicador de 

contaminación, es dañino para los animales. La respiración de los organismos y la 

degradación bacteriana y química de la materia orgánica, reduce la concentración 

del oxígeno disuelto en las aguas. 

 

Mata (2011) obtuvo valores de oxígeno disuelto semejantes a este estudio, e 

indicó que la solubilidad del oxígeno en el agua aumenta por la presión parcial y 

disminuye cuando aumentaba la salinidad tal como se manifestó en este trabajo. 

Asimismo, Márquez (1999), indicó que el aumento de la temperatura en la 

superficie, por el efecto de la radiación solar, trae como consecuencia una alta 

producción de oxígeno por actividad fotosintética, tal como se muestra de acuerdo 

a los valores obtenidos.   

 

Los valores de oxígeno disuelto observados en puertos internacionales como el 

Puerto Morelos oscilaron entre 5.34 y 6.82 mg/L, mientras que en el Puerto de 

Guayaquil los valores de oscilan entre 5.1 y 5.7 mg/L; sin embargo para este 
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estudio todo los valores se encuentran por encima del promedio de las Normas 

Internacionales (Tabla 2.10) y el Anteproyecto de Normas de Calidad de agua 

Marinas y Costeras de Panamá; lo cual es positivo, ya que de acuerdo a Kiely 

(1999) a mayor de concentración de OD, mejor calidad del agua. 

 

Demanda Bioquímica de Oxígeno (DBO5) 

 

La DBO5 registró valores entre 0.3 y 2.5 mg/L con variaciones de hasta ± 0.5 mg/L 

(Figura 2.9). Los valores más bajos se presentan en la E1, tanto en la estación 

lluviosa como en la seca, cuyo valor es de 0.3 mg/L (Tabla 2.10).   

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figura 2.9.  Demanda Bioquímica de Oxígeno en la Bahía de Manzanillo desde enero 2011 a 

febrero 2013.  (--- media de los valores de DBO5) 
 

Cuando los niveles de DBO5 son altos, hay una reducción en los niveles de OD. 

Esto sucede debido a que la demanda de oxígeno por parte de las bacterias es 

alta y ellas están tomando el oxígeno disuelto del agua.  
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Cabe señalar, que los valores obtenidos de DBO5 casi en su totalidad se 

encuentran por debajo del promedio de las Normas Internacionales (Tabla 2.10). 

En algunos lugares de muestreo se presentan valores elevados, tal es el caso del 

periodo seco y del lluvioso, en la E4  también se obtienen valores elevados a lo 

largo del muestreo (Figura 1.6). Es decir, este punto se encuentra influenciado por 

diversos factores como movimiento de tierra, aporte de efluentes desde las 

comunidades adyacentes y de los diferentes proyectos en construcción cercanos 

al área de estudio y por último menos dilución en época seca; sin embargo, se 

cumple con el promedio presentado en la Tabla 2.10. 

 

En general, se puede observar que al disminuir la DBO5, el OD aumenta, lo cual 

concuerda con distintos autores que sustentan la teoría del Modelo de Streeter-

Phelps, que cuando aumenta la DBO5 el OD disminuye (Corbitt, 2003; Kiely, 1999 

y Mihelcic, 2001).   

 

A pesar de encontrarse en algunas estaciones valores para la DBO5 superiores a 

1 mg/l,  la zona de estudio presenta buena capacidad de autodepuración ya que 

se detectaron concentraciones muy cercanas y por encima del valor de saturación, 

lo que provoca que no hayan condiciones para la existencia de ambientes 

anóxicos que dificulten el desarrollo de la vida marina para DBO5 superiores a 2 

mg/L (Montalvo y Perigó, 2000). 

 

En la Figura 2.10, se presenta una distribución superficial de los parámetros 

físicos químicos que se hallaron en la Bahía de Manzanillo durante el período 

comprendido entre el año 2011 y 2013. 
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Figura 2.10.  Distribución superficial de los parámetros físico químicos en la Bahía de 
Manzanillo (a. pH, b. turbiedad, c. temperatura, d. salinidad, e. oxígeno disuelto y f. DBO). 

 

2.4.3. Calidad Microbiológica 

 

Coliformes Totales (C.T)  y Escherichia Coli (E. Coli) 

 

En cuanto a las Coliformes, los valores oscilaron entre 0.4X103 a 8.7X103 UFC 

(Figura 2.11), resultados que oscilan entre 1 y  2.0X103 UFC para la estación seca 

y 0.5X103 y  8.7X103 UFC en la estación lluviosa.  El valor más alto obtenido se 

registra en la E1 en la estación seca y el más bajo se presenta en la E5 durante la 

estación lluviosa (Tabla 2.9). 

Shiaris et al. 1987, señalaron que en un área costera impactada por descargas de 

aguas de alcantarillado y lluvia, los recuentos de Escherichia coli fueron de 2 a 4 

órdenes de magnitud mayores en sedimentos que en la columna del agua.  
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Mientras que los valores para C.T del puerto internacional de Morelos oscila entre 

5.0X103 y 64X103 UFC con un promedio de 33X103 UFC muy por encima de lo 

encontrado en La Bahía de Manzanillo en ambas investigaciones.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figura 2.11.  Coliformes Totales en la Bahía de Manzanillo desde enero 2011 a febrero 2013.  

(--- media de los valores de coliformes totales) 

 

Si se comparan los valores de Coliformes Totales obtenidos en la Bahía de 

Manzanillo, con respecto al promedio de las Normas Internacionales (Tabla 2.10) 

se puede observar que el promedio de los valores de los puntos se encuentra por 

debajo; sin embargo, en puntos como el E4, se puede observar variaciones muy 

extremas con valores máximos de 8700 UFC/mL, lo cual se encuentra 

aproximadamente 3000 unidades por encima de la Norma. 

 

Estas condiciones son atribuibles a que los asentamientos humanos en esas 

zonas por lo general no cuentan con plantas de tratamiento de aguas residuales, y 

éstas se vierten directamente al mar, indicando que el desarrollo urbano más el 

turismo intervienen como fuente de contaminación de estas áreas. 
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Se observa una relación directamente proporcional, entre los Coliformes Totales y 

Escherichia coli, lo cual indicaría el aporte importante de aguas con características 

domésticas; sin embargo, en la época seca, el comportamiento no es tan 

proporcional, lo cual podría indicar que otras fuentes, como por ejemplo los 

residuos de lastre o sentina de los barcos con otros contaminantes y tipos de 

microorganismos, pueden estar aportando a la calidad de agua de la Bahía de 

Manzanillo.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figura 2.12.  Echerichia coli en la Bahía de Manzanillo desde enero 2011 a febrero 2013.  (--- 

media de los valores de Escherichia coli) 

 

En la E1 se observa un aumento en la cantidad de los Escherichia coli, 

probablemente, debido al cese de las lluvias y a un aumento en la llegada 

embarcaciones a la bahía y al puerto, como se observa en la Figura 6.12, en los 

punto E1, E2 y  E4 los valores promedio y máximo se encuentran por encima del 

promedio de los valores de las Normas Internacionales y del Anteproyecto de 

Norma.  En el caso de los puntos E3 y E5, el promedio se encuentra cumpliendo 

con las Normas. 
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El valor máximo de DBO5 se dio en la E1 en la época seca mientras que el valor 

mínimo de Escherichia coli se dio en este mismo punto en la misma época, esto 

parece contradictorio, ya que a una mayor DBO5 debe existir una mayor cantidad 

de microorganismos, ya que la Escherichia coli es solo una parte de los 

microorganismos fecales (Corro y Huertas, 2011), presumiblemente se puede dar 

este resultado debido a que este punto se encuentra alejado de la desembocadura 

del Folk River, que es el río que lleva una mayor cantidad de microorganismos de 

Escherichia coli producido por la población y los animales (Grey, 2007).  

 

2.4.3.1. Índice de Calidad Fisicoquímico y Microbiológicos del 

agua marina (CIAM) 

 

La aplicación del Índice de Calidad del Agua (ICA), es una metodología que aporta 

información reproducible sobre los atributos del agua y, una alternativa para 

dictaminar un cuerpo de agua sin recurrir a recopilaciones estadísticas de las 

tendencias, variable por variable y sitio por sitio, utilizado con mayor regularidad 

en el caso de aguas continentales (Pérez A. y Rodríguez A., 2007). 

 

Las variables para el Índice de Calidad Fisicoquímico y Microbiológicos del Agua 

Marino Costero (CIAM) se escogieron considerando como prioridad el uso para 

sostenimiento de la biodiversidad y el desarrollo de la vida acuática en el cuerpo 

de agua (Rickert 1993) y como ecosistema meta, y zonas marino costeras. 

 

Además del ICA general, es posible calcular los valores del CIAM para las 

categorías siguientes: 

1. Materia orgánica,  

2. Bacteriológico,  

3. Material iónico,  

4. Material en suspensión, y  

5. Nutrientes.  
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Para la obtención de estos índices se utiliza la misma fórmula de ICA general 

(promedios ponderados), y los coeficientes correspondientes para cada 

parámetro.  Posteriormente se hicieron los diagramas de dispersión de cada una 

de las variables estudiadas, su relación con el CIAM y se identificaron los patrones 

de comportamiento donde se obtuvieron los modelos matemáticos, permitiendo 

efectuar pronósticos sobre el avance del nivel de contaminación de una manera 

rápida, segura y sencilla en diferentes tiempos. 

 

Para determinar los indicadores adecuados, se tuvo en cuenta un número de 

actividades específicas que realiza cada puerto objeto de este estudio.  Un CIAM 

es un número adimensional, comprendido entre 1-100, donde a mayor valor mejor 

es la calidad del recurso (Tabla 2.11). Así, agua altamente contaminada tendrá un 

CIAM ≈ 0 %, en tanto que el agua en excelentes condiciones el valor del CIAM ≈ 

100%. 

 

El CIAM fue desarrollado de acuerdo con las siguientes etapas, la primera etapa 

consistió en crear una escala de calificación de acuerdo con los diferentes usos 

del agua, y la segunda involucró el desarrollo de una escala de calificación para 

cada indicador, de tal forma que se estableciera una correlación entre los 

diferentes parámetros y su influencia en el grado de contaminación. 

 

El CIAM para la Bahía de Manzanillo se estimó mediante la linealización de 

valores extremos de la Ecuación 1.1:  

 

    CIAM = 100 - Ci * [(Pi/P) – 1] Ecuación 1.1 

 

Donde: Ci es el ponderador de cada parámetro, Pi es el valor medido de cada 

parámetro y P es el valor ideal de cada parámetro para que la calidad del agua 

sea óptima. Los valores resultantes del cálculo en el corchete “[(Pi/P) – 1]” 

representan el desalineamiento de la muestra respecto a un valor óptimo de cada 

parámetro, donde valores cercanos a 10 representan altos niveles de calidad del 
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agua. De este índice calculado como valor intermedio para la determinación del 

CIAM, se procede a tomar los valores extremos (mínimo y máximo) para ser 

linealizados en una escala de 0 a 100 que finalmente corresponderá a la 

asignación de cada valor del CIAM y su consecuente clasificación.  

 

La relación entre el CIAM y la calidad del agua de la Bahía de Manzanillo para el 

sostenimiento de la vida acuática, se resume en la Tabla 2.11, que es una 

modificación de la propuesta de House (1990).    

 
Tabla 2.11.   Escala de valores del CIAM y su relación con la calidad del agua para la vida 

acuática 

   
VALORES DE 

CIAM 
CALIDAD DEL 

AGUA 
DESCRIPCIÓN 

Entre 85 y 100 Excelente 
 

No presenta peligros para el ecosistema. Es 
adecuada para el desarrollo de todas las especies. 

Entre 70 y 84 Buena 
 

Sostiene una alta biodiversidad de vida acuática. 
Se presentan períodos donde algún indicador 
muestra peligros para el ecosistema.  

Entre 50 y 69 Regular 
 

Existen signos de contaminación, como aumento 
en la concentración de nutrimentos.  

Entre 25 y 49 Mala 
Manifiesta problemas con fuentes de 
contaminación  puntuales y no puntuales. 

Entre 0 y 24 Pésima 
Posibilita el crecimiento de poblaciones elevadas 
de un limitado número de organismos resistentes a 
aguas muy contaminadas. 

  

Los resultados obtenidos (Tabla 2.12) indicaron que la calidad del agua para todos 

los usos potenciales se clasificó como de calidad buena representando un 

promedio de 72 que dentro del CIAM está en el rango entre 70-84 y representa en 

el 100% de las estaciones muestreadas 
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Tabla 2.12.  Valores promedio de la concentración media de los parámetros estudiados e 
índice de calidad integral del agua (CIAM) en sitios de la Bahía de Manzanillo. 

Periodo 2011-2013 

 
Sitios de 

muestreos 
OD 

(mg/l) 
DBO  
(mg/l) 

pH Turbidez  
(NTU) 

Temperatura 
(°C) 

Coliformes 
Totales  

(X10
3
UFC/m) 

E. Coli  
(X10

3
UFC/m) 

CIAM 

1 7.2 2.8 7.9 4.3 28.7 2.9 1.6 87 

2 7.6 1.3 7.8 3.0 28.8 2.8 2.0 73 

3 7.2 1.3 8.0 3.2 28.3 1.8 1.0 65 

4 7.5 1.3 8.0 3.2 29.0 3.3 1.7 74 

5 7.3 1.2 8.0 3.8 29.2 1.4 0.9 63 

 

El 60 % de los sitio de muestreo está en la categoría de buena calidad dentro del 

intervalo de CIAM = < 70, valores donde presenta excelente calidad del agua es 

en la Estación 1. Cabe señalar que gran parte de la zona no es apta para 

consumo ni contacto humano. Esta es la situación para los sitios 2 y 3 

presumiblemente producto de las descarga de aguas domésticas y residuales sin 

tratamiento. Dentro de los parámetros que más influyen en la contaminación de 

acuerdo con los resultados del análisis están el Oxígeno Disuelto y los Coliformes 

totales.   

2.4.4. Pronóstico de la calidad integral del agua Marina  

 

Relación entre CIAM, los coliformes totales y Escherichia coli 

 

En el caso de los coliformes totales da como resultado una pendiente negativa 

donde la relación entre las variables coliforme totales y el CIAM son directo.  Esto 

quiere decir que cuando aumenta el coliforme disminuye el CIAM o empeora la 

calidad del agua en la zona (Figura 2.13.a).  
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Figura 2.13. Correlaciones del CIAM en dependencia (a)  Coliformes totales (b) Escherichia 

coli en la Bahía de Manzanillo 

 

Con relación Escherichia coli, se da el mismo efecto que en el caso anterior.  La 

pendiente es negativa y la relación entre las variables da como resultado una 

disminución del CIAM y un aumento de la Escherichia coli (Figura 2.5.b).   

 

Cabe señalar, que en ambos casos la gran nube de puntos representa una 

dispersión de los valores obtenidos en cada muestreo, sin embargo, la relación 

que se presenta no es concluyente.  

 
Relación entre el CIAM, la DBO y OD 

 

En el caso de la Demanda Bioquímica de Oxígeno, cuando aumenta el CIAM, 

disminuye la DBO5 creando una marcada dispersión en un segmento de la 

pendiente (Figura 2.14.a).  

En el caso del OD, esta relación da como resultado una dispersión de los puntos 

de muestreos con una pendiente positiva la cual tiene una relación directa con las 
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variables en función del aumento del oxígeno y la disminución del CIAM (Figura 

2.6.b).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2.14.  Correlaciones del CIAM en dependencia (c) demanda bioquímica de oxígeno,  
(b) oxígeno disuelto en la Bahía de Manzanillo. 

Relación entre el CIAM y el pH 

En esta relación la pendiente es positiva y la misma está orientada a una 

dispersión completa de puntos siendo no concluyente y a su vez en un aumento 

del CIAM y una disminución del pH (Figura 2.14). 

 

 

 

 

 

 

Figura 2.14.  Correlaciones del Índice de Calidad de Agua Marina en relación al pH en la 
Bahía de Manzanillo 
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Relación entre el CIAM, la turbiedad y la temperatura 

 

En este estudio, es la que mejor condición presenta por la uniformidad y 

distribución de los puntos de muestreos a través de la pendiente que da como 

resultado una pendiente negativa que está en función del aumento del CIAM y la 

disminución de la turbiedad, a mayor turbiedad menor CIAM (Figura 2.8.a).   En 

caso de la temperatura, esta relación se da como resultado de la dispersión de los 

puntos de muestreos inmerso en una pendiente negativa que se genera por las 

condiciones ambientales (Figura 2.15.b). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2.15.  Correlaciones del Índice de calidad de agua marina en analogía a la (a) 
turbiedad (b) temperatura en la Bahía de Manzanillo. 

 
 

2.5. Conclusiones y Recomendaciones 

 

A partir del análisis de los resultados obtenidos en el presente estudio y su 

comparación con los escasos estudios y evaluaciones científicas realizadas sobre 

las aguas marino costeras en Panamá, se puede señalar que a pesar de las 

causas potenciales de contaminación expuestas a lo largo del estudio, las 
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condiciones físico-químicas necesarias para mantener la vida acuática en las 

mismas, se encuentra dentro los rangos aceptables. 

 

La calidad del agua en cada una de las áreas de la Bahía no evidencia graves 

problemas de contaminación, tanto a nivel de línea costera como en la parte 

externa de la misma, probablemente por la dinámica de las corrientes y por el 

poder de dilución y depuración del agua de mar; no obstante, se debe considerar 

que con el tiempo, y existiendo descargas residuales puntuales y permanentes, en 

un futuro se  podría provocar contaminación.  

 

Después de haber analizado este estudio y haberlo comparado con otros sobre 

puertos internacionales, el promedio de las Normas Internacionales y el   

Anteproyecto de Ley de Calidad de las aguas Marinas y Costeras de Panamá, se 

puede concluir que las aguas de la Bahía de Manzanillo, son aptas para la 

utilización y desarrollo portuario del país, ya que los valores obtenidos en este 

estudio se encuentran por debajo de los valores máximos permisibles 

establecidos, tanto por el promedio de las Normas Internacionales, así como por el 

Anteproyecto de Ley Marino y Costero de Panamá.  

 

Las variaciones de todos los parámetros, con excepción de la turbiedad, es 

aproximadamente de 2 unidades, lo cual es bajo. En el caso de la turbiedad la 

variación es mayor de 2 a 3 veces más que el resto de los parámetros y se da de 

forma más uniforme, lo que favorece la mejor correlación con el CIAM.  Por lo cual 

se puede concluir que el CIAM es un buen representador de la calidad del agua, al 

observar que se mantienen los comportamientos ya estudiados de calidad de 

agua. 

 

El análisis de los resultados sugiere que algunas zonas tales como las adyacentes 

a las estaciones de muestreos 2 y 3 no son aguas aptas para contacto directo. Es 

decir, deberán existir restricciones para el desarrollo de actividades de deportes 

acuáticos, balnearios, y el turismo en general que requiera contacto directo con las 
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aguas marinas y costeras, lo cual limita las posibilidades de desarrollo económico 

de estas zonas por la vía del turismo.  

 

Los resultados de este Capítulo, pueden ser considerados como pautas iniciales  

para que sean tomados en cuenta en lineamientos para establecer un el Sistema 

Integrado de control de calidad de las aguas en el sector marítimo- portuarios de la 

Bahía de Manzanillo, resultando una herramienta de gran ayuda en la toma de 

decisiones y en gestión del entorno marítimo-portuario al permitir entre otras, 

poner en marcha actuaciones de emergencia y las correspondientes los Planes de 

Contingencia. 
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Capítulo III 

 

Caracterización y Análisis de Hidrocarburos Aromáticos Policiclicos en los 

sedimentos marinos de la Bahía Manzanillo y su influencia en los procesos 

de biodegradación. 
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3. Caracterización y Análisis de Hidrocarburos Aromáticos Policíclicos de 

sedimentos en la Bahía de Manzanillo 

 

3.1. Introducción  

 

En los ecosistemas acuáticos, los sedimentos juegan un papel importante en la 

degradación de la materia orgánica y el reciclamiento de los nutrientes Hopkinson 

et al. (1999). Revhsbech et al. (1980) y Mackin y Swider (1989), concluyen que en 

los sedimentos marinos costeros la penetración de oxígeno y los procesos de 

descomposición aeróbicos están limitados a unos pocos milímetros de la capa 

superficial, y por debajo de esta zona óxica la descomposición de la materia 

orgánica ocurre por medio de una gran variedad de procesos anaeróbicos.  

 

La determinación de hidrocarburos es de gran importancia para las entidades 

ambientales, debido a los deterioros que causan éstos al ambiente. Entre los 

múltiples factores que afectan el ambiente están los derramamientos, vertimientos 

de residuos industriales en ríos, mares y otras fuentes (Santa et al., 2002). La 

presencia de aceites y grasas en aguas residuales domésticas e industriales es de 

interés público debido tanto a su efecto perjudicial en lo estético, como al impacto 

negativo que provoca en la vida acuática. Parámetros reglamentarios y normativos 

se han establecido para su monitoreo en agua y en efluentes, los cuales requieren 

una adecuada metodología para el aseguramiento de la calidad analítica de los 

resultados (Días et al., 2001 y Bonert et al., 2006). 

 

3.1.1. Hidrocarburos Aromáticos Policíclicos (HAP) 

 

Los HAP son un grupo de compuestos orgánicos que consisten en moléculas con 

dos o más anillos aromáticos fusionados, alto grado de insaturación, y gran 

cantidad de electrones deslocalizados (Ping y Panuwat, 2006).  Dependiendo de 

su carácter aromático, absorben la luz ultravioleta y producen un espectro 

fluorescente característico. Son solubles en muchos disolventes orgánicos, pero 
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prácticamente insolubles en agua, tanto menos cuanto mayor sea su masa molar 

(Stellman y McCan, 1998). 

 

Los HAP se originan de la combustión incompleta o pirólisis de la materia 

orgánica, por la actividad natural o antropogénica (Peña et al., 2003).    Así, son 

fuentes principales de emisión de HAP, los automóviles, los aviones, los barcos, 

las plantas de generación de energía eléctrica y las incineradoras de residuos, las 

calefacciones de los edificios, los incendios forestales y el humo del tabaco, así 

como los alimentos ahumados, a la parrilla o a la barbacoa. En general, la tasa de 

formación de estos compuestos depende de las condiciones de combustión. Una 

combustión que genera mucho humo negro dará lugar a una mayor cantidad de 

estos hidrocarburos por masa de compuesto quemado (Vives et al., 2001). 

 

Aquellos que no son degradados son transferidos a aguas superficiales, suelos o 

sedimentos por deposición húmeda o seca, y allí serán más susceptibles a la 

degradación los HAP más ligeros. Generalmente, mientras más anillos bencénicos 

presente la molécula, menor la solubilidad, movilidad y degradación; y mayor la 

adsorción, acumulación y persistencia en el ambiente (Cram et al., 2004). 

 

Dentro de los ambientes acuáticos los HAP sufren una serie de procesos de 

intemperización (físicos, químicos y biológicos), tales como evaporación, oxidación 

fotoquímica, degradación microbiana, dispersión y disolución en el agua, de esta 

forma se asocian fácilmente con la materia particulada y finalmente se depositan 

en el sedimento. A través del agua, de los sedimentos o del material suspendido, 

los organismos marinos son expuestos a los HAP (Peña et al., 2003). 

 

3.1.1.1. Hidrocarburos en sedimentos  

 

Los procesos físicos, químicos y biológicos contribuyen considerablemente al 

destino  de los hidrocarburos cuando se derraman o vierten en áreas costeras.   

Después de una rápida evaporación y de la perdida de las fracciones ligeras, en 
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su mayor parte el hidrocarburo permanece en la columna de agua o en 

sedimentos, sujeto a degradación microbiana y a otros procesos, en general 

lentos.   Por consecuencia, y con la ayuda de procesos sedimentarios, casi todos 

los hidrocarburos tienen como destino final los sedimentos.   Este fenómeno es 

más agudo en los estuarios y otras áreas someras, donde es baja la acción de las 

olas y, en cambio, es alta la tasa de sedimentación (Alemán, 2009). 

 

El analizar los sedimentos provee muchas ventajas, entre las cuales se puede 

mencionar: la concentración de contaminantes por largos periodos de tiempos y 

más extensos que los organismos; mucho más fácil de analizar que la biota, 

hábitats de diversos organismos que representa en muchos sistemas la base de la 

cadena alimenticia, fáciles de obtener y recolectar como también la repetición de 

los análisis en los sitios de interés.   Adicional, pueden aportar información de 

interés sobre áreas contaminadas y brindar datos del estado previo a un evento 

antropogénico dando así los registros de compuestos de interés y de la viabilidad 

de las condiciones ambientales (Igarza, 2012; Bonilla et al., 2001). 

 

3.1.2. Propiedades Físicas y Químicas 

 

Los HAP están formados por dos o más anillos de bencenos fusionados, los 

cuales difieren en el número y posición del anillo aromático.  Hay dos clases de 

hidrocarburos aromáticos: los de bajo peso molecular que tienen de 2 a 3 anillos 

aromáticos como el naftaleno, fluoreno, fenantreno y antraceno y derivados, y los 

de alto peso molecular que tienen 4 a 7 anillos aromáticos como el criseno.   Sus 

características físicas y químicas varían de acuerdo a su peso molecular y, en 

consecuencia, en su distribución y conducta hacia el ambiente, lo mismo que sus 

efectos en los sistemas biológicos (Lesser, 1995). 

 

Debido a su naturaleza hidrofóbica, los HAP en los ecosistemas terrestres y 

acuáticos se encuentran en suelos y sedimentos, por lo que presentan una baja 
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solubilidad biológica y por lo tanto son bioacumulados en la cadena alimentaria 

(Morehed et al., 1986) 

 

Su importancia está relacionada a su movilidad, debido a su peso molecular, 

donde los de alto peso son relativamente inmóviles y por ende, de baja solubilidad 

y volatilidad.   Dieciséis HAP son considerados como contaminantes prioritarios 

por la Agencia de Protección Ambiental de los Estados Unidos de Norteamérica 

(EPA), la Organización Mundial de la Salud (OMS) y la Comunidad Económica 

Europea (CEE) debido a sus efectos carcinógenos (Menzie et al., 1992), motivo 

por el cual se toman como  referencias para este estudio tres HAP de bajo, medio 

y mayor peso molecular; los mismos son el Naftaleno (128, 18 g/mol),  Fenantreno 

(178,23 g/mol)  y Pireno (202,26 g/mol). 

 

3.1.2.1. Naftaleno 

 

El naftaleno  (Figura 3.1) es el más sencillo de los HAP y es el primer miembro del  

grupo de 16 considerado por la USEPA como contaminantes prioritarios (Cram et 

al., 2004). Este es usado como material de partida para la síntesis orgánica de una 

amplia gama de sustancias químicas, como antipolillas, y en conservantes de 

madera (Stellman y McCan, 1998). La principal fuente de liberación del naftaleno 

al ambiente es la incineración doméstica de madera y combustibles fósiles. En 

segundo lugar está el uso de repelentes para  polillas. Sólo aproximadamente el 

diez (10%) del naftaleno que entra al ambiente proviene de la producción y 

destilación del petróleo, mientras que menos del  1% presente en la atmósfera 

proviene de la liberación durante su producción  (ATSRD, 2005).  

 

 

 

 

 

 

Figura 3.1.  Estructura molecular del naftaleno. 
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El naftaleno es adsorbido de forma moderada (10%) por el suelo y los  

sedimentos. El grado de adsorción depende del contenido de carbono orgánico en 

el mismo, esperándose una mayor movilidad en suelos arenosos. El naftaleno que 

se encuentra cerca de la superficie del suelo se evaporará al aire mientras que 

algunos microorganismos presentes en el  mismo degradarán la mayor parte del 

naftaleno en 1 a 3 meses (ATSRD, 2005). 

 

3.1.2.2. Fenantreno 

 

El fenantreno es un hidrocarburo que presenta tres anillos bencénicos fusionados 

(Figura 3.2).  No es mutagénico o carcinogénico para los humanos; sin embargo, 

se ha demostrado que es tóxico para los organismos acuáticos. El fenantreno 

suele usarse como compuesto modelo para el estudio de la biodegradación de los 

HAP, dado que se encuentra en altas concentraciones en las muestras 

ambientales (Herrera et al., 2008). 

 

 

 

 

Figura 3.2.  Estructura molecular del fenantreno. 

 

La presencia de fenantreno en los ecosistemas se debe a la combustión 

incompleta de materiales orgánicos como carbón, petróleo, gasolina y madera. 

Una mínima porción es derivada de incendios forestales y erupciones volcánicas. 

Las fuentes antropogénicas de contaminación de ambientes acuáticos con 

fenantreno son los derrames de petróleo crudo o refinado, efluentes industriales o 

domésticos, suelo acarreado por erosión hídrica y deposición directa desde la 

atmósfera (Castro et al., 2008). El fenantreno, al igual que otros contaminantes 
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pueden ser asimilados por las raíces de las plantas y acumulados, metabolizados 

o volatilizados (Reynolds y Skipper, 2005). 

 

Aunque el fenantreno no ha sido clasificado como cancerígeno o mutagénico, sí 

se ha demostrado que es tóxico para algunas especies marinas. La concentración 

letal de fenantreno reportada para una microcrustácea es de 0.245 mg/L 

(Traczewska, 2000).  

 

3.1.2.3. Pireno 

El pireno (Figura 3.3) es un HAP que posee 4 anillos bencénicos, por este motivo 

entra en la clasificación de HAP de alta masa molecular. No tiene actividad 

cancerígena, pero sus derivados benzo[a]pireno y dibenzopireno son 

cancerígenos muy potentes (Stellman y McCan, 1998).  

 

 

 

 

 

 

Figura 3.3.  Estructura molecular del pireno. 

 

Al liberarse el pireno al medio ambiente puede encontrarse en muchos lugares, ya 

que este es un producto ubicuo de combustión incompleta. En gran parte está 

asociado con la material particulado, suelos y sedimentos.  Aunque las 

concentraciones suelen ser más altas en los sitios cercanos a la fuente de 

emisión, su presencia en sitios distantes de fuentes primarias indica que es 

razonablemente estable en la atmósfera y capaz de transportarse a largas 

distancias (Irwin, 1997). 
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3.2. Objetivos 

 

Determinar la presencia de Hidrocarburos Aromáticos Policiclicos en los 

sedimentos marinos de la Bahía Manzanillo y su influencia en los procesos de 

biodegradación. 

 

3.3. Materiales y métodos 

 

3.3.1. Análisis de la Muestra 

 

El material sólido fresco se preservó en botellas ambar y se refrigeró a 4°C hasta 

su análisis.  La porción de sedimento para los análisis geoquímicos se secó por 72 

horas a –50°C. 

 

3.3.1.1. Textura 

 

Para el análisis granulométrico de las diferentes fracciones, fueron tomados 50 g 

del sedimento seco y previamente pasados por un tamiz de 2mm. Se colocaron en 

la copa de una batidora, más de 10 ml de la solución dispersante (polifosfato de 

sodio), agua destilada, y se agitaron durante 5 min. Luego fueron transferidos a 

una probeta de un litro, completados con agua destilada y agitados para 

homogeneizar el contenido. Se dejó la probeta sobre el mesón, se activó un 

cronómetro y se introdujo un densímetro Bouyoucos.  A los 40 s del cese de la 

agitación fue tomada la medida del densímetro y la temperatura de la solución. 

Después de dejar pasar 120 min, se introdujo nuevamente el densímetro y fue 

tomada la temperatura. 

 

Una vez conocidos los valores fueron introducidos en las formulas señaladas por 

Primo y Carrasco (1973), para así conocer los porcentajes de arena, limo y arcilla. 

(Tabla 3.1.)  
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Figura 3.4. Triángulo de Sheppard 

 

Mientras que la textura de los sedimentos se determinó según el triángulo de 

Sheppard (1954). La Figura 3.4 muestra el esquema del Triángulo de Sheppard.  

Los porcentajes de arcilla, limo y arena fueron calculados de las lecturas del 

densímetro, utilizando las siguientes ecuaciones:  

 

 

 

 

Dónde:  

x = porcentaje de limo + arcilla 

Arcilla= x – porcentaje de limo 

(Ecuación 3.1) 

(Ecuación 3.2) 
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(x – y)= porcentaje de limo  

(100 – x)= porcentaje de arena  

0,36 = factor de corrección por grado de diferencia de temperatura 

 

Tabla 3.1.  Clasificación de las partículas del suelo 

 

TIPOS DE PARTÍCULA SISTEMA AMERICANO (mm) SISTEMA INTERNACIONAL (mm) 

A
re

n
a
 

Arena my gruesa 2.00 – 1.00 ------------------- 

Arena gruesa 1.00 – 0.50  2.00 – 0.20 

Arena media 0.50 – 0.25 ------------------- 

Arena fina  0.25 – 0.10 0.20 – 0.02 

Arena muy fina 0.10 - 0.05  ---------------- 

Limo  0.05 – 0.002 0.02 – 0.002 

Arcilla  < 0.002 < 0.002 

                  Fuente: Calva (2006) 

 

3.3.1.2. Contenido de Materia Orgánica 

 

El papel que juega el sedimento en el medio acuático es de primordial importancia, 

ya que es reflejo de lo que sucede en la columna de agua; en épocas de gran 

florecimiento el aporte de materiales orgánicos a la fase sedimentaria es mayor y 

dadas las características diagenéticas y geológicas de cada región, como tasas de 

sedimentación y velocidades de degradación (La Manna, 2007), se proporcionan 

materiales remineralizados para los consumidores primarios y alimentación para 

los consumidores bénticos, algunos de ellos de importancia comercial. 

 

Dicha materia orgánica es la fuente de energía del sistema sedimentario y en 

donde los agentes biológicos son los principales factores de los cambios 

diagenéticos, lo que lleva a una transformación de materiales tanto en su 

composición como en sus propiedades físicas químicas (Strakhov, 1960, y 

Bordovskiy, 1965). 
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El contenido de materia orgánica en el sedimento se estableció como porcentaje 

de materia orgánica en el peso seco del mismo (Tabla 3.2). Para ello, se pesó una 

cantidad inicial de sedimento (P1), la cual fue secada en una mufla a temperatura 

entre 103 – 105 °C, enfriados en el desecador por una hora, y pesados 

nuevamente (P2).  Luego se calcinaron en la mufla a 503 °C, se enfriaron y 

pesaron (P3) (Ramírez y Noreña, 2004).   El porcentaje de materia orgánica 

(%M:O:PS) en P1 se obtuvo mediante la ecuación:  

 

%M:O:PS = 100(P2-P3)/P2.    (Ecuación 3.3) 

 

Tabla 3.2. Valores relativos en porcentajes de materia orgánica    

 

CATEGORIA VALOR 

Extremadamente pobre < 0.6 

Pobre 0.6 – 1.2 

Pobre intermedio 1.3 – 1.8 

Medio 1.9 – 2.4  

Rico moderadamente 2.5 – 5.0 

Rico 5.1 – 14.0 

Extremadamente rico > 14.0 

                   Fuente: Huertas (2010) 

       

En el caso de los sedimentos marinos, los contenidos de materia orgánica varían 

entre 0,5 y 10%. Sin embargo, en condiciones reductoras en el fondo o cuencas 

semicerradas con escasa circulación del agua, se pueden encontrar valores 

superiores al 10%. (Guiñez et al., 2010; Silva, 2006). 

 

El 80% de la materia orgánica, en zonas costeras y deltaicas está preservada en 

los sedimentos limosos y arcillosos, sugiriendo que es fácilmente adsorbida en el 

material fino de origen terrestre e indicando una zonación circuncontinental 

(Hedges, 1992). 
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3.3.1.3. Extracción de los HAP 

 

Existen una amplia variedad de técnicas de extracción utilizadas para extraer 

hidrocarburos de muestras de suelos y sedimentos (Tabla 3.3). Los 

procedimientos tradicionales de extracción incluyen: Soxhlet, ultrasonidos, 

agitación mecánica, reflujo con solución metanólica de KOH y la destilación por 

vapor.    Las técnicas modernas incluyen la extracción por fluidos supercríticos, la 

extracción de líquidos a presión y la asistida por microondas. Cada una técnica 

tiene sus propios méritos y la elección de la extracción depende de varios factores, 

entre ellos el costo de capital, gastos por operación, simplicidad de 

funcionamiento, cantidad de disolventes orgánicos requerida, rendimiento de la 

muestra y la habilidad de estandarizar el método (Banjoo y Nelson, 2005). 

 

Tabla  3.3.  Extracción de Hidrocarburos y compuestos derivados del petróleo 

 

SISTEMA DE 

EXTRACCIÓN 
EXTRACTANTE 

TIEMPO 

(h) 

TIPO DE 

ESTUDIO 
REFERENCIA 

Soxhlet Diclorometano 24 Biorremediacion Stephens, et al., 

1999 

Agitación 

Mecánica 

Diclorometano 0.50 Biodegradación Harris et al., 

2002 

Soxhlet Diclorometano:metanol 

(2:1) 

8 Identificación de 

compuesto 

Ortiz y García, 

2003 

Agitación 

mecánica 

Acetona:diclorometano 

(1:1) 

0.50 Biodegradación Vallejos et al., 

2005 

Soxhlet Dicloromatano 8  Evaluación de 

suelos 

contaminados 

Rivera-Cruz et 

al., 2005 

Soxhlet Hexano 4 Analisis de HTP Duran y 

contreras, 2006 

Soxhlet Hexano 4 HTP en 

sedimentos 

Fernández et al., 

2006 

Agitación 

mecánica 

Diclorometano 0.50 Fitorremediación Sangabriel et al., 

2006 

Soxhlet Hexano 8 Analisis de HTP Villalobos et al., 

2008 

Ultrasonido Hexano 0.42 Analisis de HTP Villalobos et al., 

2008 

Soxhlet Diclorometano 8 Biodegradación Lu et al., 2009 
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La extracción Soxhlet es el método más comúnmente usado para extraer HAP y 

es el recomendado por la USEPA, sin embargo, se requieren grandes cantidades 

de solventes (hasta 150 ml) para ser reflujados por la muestra sólida entre 6 y 24 

horas y puede degradar a los compuestos térmicamente lábiles (Ping y Panuwat, 

2006). En comparación, la extracción por ultrasonido es una técnica eficaz para la 

extracción de trazas orgánicas de suelos y sedimentos. Los estudios han 

demostrado que los rendimientos obtenidos para la extracción de hidrocarburos 

por ultrasonidos son mayores en algunos casos que los obtenidos con otras 

técnicas de extracción (Banjoo y Nelson, 2005).   

 

Para extraer los hidrocarburos se utiliza el método de reflujo con equipo Soxhlet, 

tomando como referencia los métodos D5369-93 de la ASTM (2003) y 3540C y 

3541 de la US EPA (1996, 1994). 

 

Ping y Panuwat (2006) establecieron que la extracción Soxhlet es el método más 

comúnmente utilizado para extraer HAP y es el recomendado por la USEPA; sin 

embargo, requieren grandes cantidades de solventes (hasta 150 ml) para ser 

reflujados por la muestra solidad entre 6 a 10 horas y puede degradar a los 

compuestos térmicamente lábiles.  

 

La extracción Soxhlet es uno de los métodos más utilizados para la extracción de 

contaminantes orgánicos en muestras ambientales sólidas (Antizar-Ladislao, 2009;  

Nieto et al., 2006; Viñas-Diéguez et al., 2002).  Sin embargo, está condicionada la 

elección del disolvente, al tiempo de extracción y tipo de suelo (Pons-Jiménez et 

al., 2011) 

 

La extracción de hidrocarburos por Soxhlet provee fracciones de C6 a C50.  Para la 

óptima extracción de los compuestos orgánicos, los sólidos deben estar en 

pequeñas partículas; mientras más pequeñas sean las partículas, más área de 

superficie y contacto; por consiguiente, mejor extracción.  Así, sólido de mayor 

tamaño deben ser reducidos a pequeñas partículas antes de la extracción.  El 
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desarrollo del método de extracción Soxhlet (Figura 3.5) incluye encontrar un 

solvente o mezcla de solvente que tenga una alta afinidad por los analitos y una 

baja afinidad por la matriz de la muestra solida (Alemán, 2009).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.5.  Sistema de Extracción Soxhlet 

 

El solvente debe tener una alta volatilidad por que debe ser removido al final de la 

extracción para concentrar el analito de interés.  Este método consiste en extraer 

los hidrocarburos contenidos en el sedimento, mediante la acción de un disolvente 

organico volátil apropiado, que es reflujado a través de la muestra varias veces 

durante un tiempo determinado.  El disolvente es evaporado y posteriormente es 

condensado en un refrigerante, se le hace pasar y se le regresa al origen para ser 

nuevamente evaporado (Alemán, 2009). 

 

La extracción se lleva a cabo mediante un dispositivo soxhlet (EPA3540C). Se 

Colocan de 5 a 10 g de suelo seco y finamente molido en un cartucho de celulosa 

o fibra de vidrio.  Adiciona sulfato de sodio anhidro en una relación 

sedimento:sulfato 1:1 y se mezcla.  Se coloca cada cartucho que contiene las 
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muestras dentro de la columna extractora del sistema Soxhlet.  Se adiciona 125 ± 

5 ml de diclorometano o hexano en el matraz de bola y colocar suficientes perlas 

de ebullición para evitar la proyección del solvente al calentarse. 

 

Se ensamblar el equipo Soxhlet e iniciar calentamiento hasta alcanzar una 

temperatura de 45°C.  Mantener el reflujo en estas condiciones durante 8 horas, 

de tal manera que se efectúen entre 6 y 8 reflujos por hora, lo que permitirá la 

liberación de los analitos. Después de 8 horas, el extracto orgánico contendrá 

todos los hidrocarburos solubles en diclorometano o hexano. Pasar el matraz bola 

a un rotoevaporador y concentrar el extracto orgánico a sequedad.  Recuperar el 

concentrado en un vial de 40 ml con tapón de teflón para su cuantificación  (Figura 

3.6). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.6.  Rotavapor o Concentrador 

 

3.3.1.4. Caracterización y Cuantificación de los HAP 

 

La metodología de determinación de HAP mediante la técnica de Cromatografía 

de gases con detector de longitud de onda variable. El equipo utilizado es marca 

Perkin Elmer Arnel (Figura 3.7), detector de longitud de onda variable e inyector 
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manual, para la separación se utilizó una columna, en fase reversa C18, de 250 

mm X 4.6 mm X 3 μm.  

 

La caracterización se realizó al comparar los tiempos de retención de cada 

hidrocarburo con los correspondientes HAP de la dilución del patrón de referencia, 

considerados por la USEPA como contaminantes prioritarios.   

 

La curva de calibración es específica del tipo de hidrocarburo por analizar y se 

prefiere tomar una muestra proveniente del suelo contaminado. A partir del 

extracto orgánico obtenido se puede conocer su peso y preparar una serie de 

diluciones e inyectarlas al cromatógrafo de gases, con el fin de obtener una curva 

de concentración conocida contra área de picos resueltos. Lo anterior permitirá 

extrapolar el área de la muestra problema en la curva de calibración y conocer la 

concentración de la misma. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.7. Equipo Perkin Elmer Arnel 

 

Antes de la caracterización y cuantificación definitiva de los HAP, fueron probadas 

diferentes condiciones cromatográficas. Con esas condiciones se logró obtener 

una buena separación (90 % de la muestra) de una mezcla de patrones. Se 
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hicieron las curvas de calibración de cada uno de estos compuestos y se 

determinaron los límites de detección. Igualmente, fueron analizadas las primeras 

muestras mediante esta técnica con resultados aceptables, que están en 

evaluación.  

 

Para la calibración del método espectrofotométrico se prepararon patrones a partir 

de una mezcla de hidrocarburos comerciales (naftaleno, fenantreno y pireno) con 

una concentración del 99%.   Después de realizar tres curvas de calibración y 

observar la de mejor comportamiento se eligió la que arrojó el coeficiente de 

correlación (R2) más cercano a 1(Figura 3.8).  De acuerdo con los datos 

obtenidos, el valor de R2 se acercó mucho al valor ideal el cual es 1, esto indica 

que la curva de calibración se aproxima con una línea recta, indicando alta 

correlación entre las variables (Eurachem, 1998). 

 

 

 

Figura 3.8  Curva patrón del Naftaleno (  ), Fenantreno, (  ) y Pireno, (  ) 
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Se calcularon los coeficientes de determinación (R2) y la ecuación de las curvas 

(Tabla 3.4), obteniéndose valores de R2 muy cercanos a 1.0, lo que indica que la 

curva tiene un comportamiento lineal y directamente proporcional, con una baja 

dispersión de valores. 

 

Tabla 3.4. Tiempos de retención de los 3 tipos de PAH estudiados 

 

COMPUESTOS TR(mim)±S PESO 

MOLECULAR 

R
2
 ECUACION DE 

LA CURVA 

Naftaleno Nap 13.2 ± 0.09 128.17 0.999 Y=0.011x-0.243 

Fenantreno Phe 23.7 ± 0.27 178.23 0.999 Y=0.007x-0.106 

Pireno Pyr 33.6 ± 0.06 202.26 0.999 Y=0.007x-0.133 

Tr: tiempo de retención promedio; S: desviación estándar. 

 

La determinación de la recuperación, expresada como porcentaje de recuperación 

(%R), se analizó por duplicado, a una muestra real, cuya concentración estuvo 

cercana al 50% del rango Eurachem, 1998.   

 

Las condiciones de calibración recomendada por el método EPA 8015C (2000) 

para el análisis de hidrocarburos se en lista en la Tabla 3.5. 

 

Los criterios de aceptación para una calibración inicial están basados en datos 

estadísticos generados por la construcción de una curva de calibración.  De 

acuerdo al método empleado, se pueden utilizar modelos lineales y no lineales 

que dependen de las limitaciones del sistema de datos como también de la 

experiencia del analista.   Basado por la experiencia el conocimiento, quizás un 

modelo de calibración está basado en una regresión de mínimos cuadrados, 

tratado como variable dependiente (y), y la cantidad como variable independiente 

(x). 
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Tabla 3.5.  Condiciones Cromatográficas 

 

Temperatura del Detector 

 

270 °C 

Temperatura del Inyector 

 

100 
o
C 

Rampa de temperatura 

 

60 °C a 250 °C en 13 min. 

Temperatura inicial 

 

60 ° C 

Velocidad del flujo del gas acarreador 

 

He (99.999 % pureza) 

Velocidad del Inyector 

 

2 uL, Split 

Programa 

 

AutoSystem XL con detector FID 

Temperatura final 

 

250  

 

 

3.3.1.5. Determinación de pH 

 

El pH se determinó por el método electrométrico, utilizando un potenciómetro.  Se 

pesaron 5g de muestre y se adicionó 12.5 mL de agua realizando la lectura a una 

temperatura de 23 oC. 

 

 

a 
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Figura 3.9.  Cromatograma patrón de los patrones naftaleno (a), fenantreno (b), pireno (c) y 
el blanco (d) obtenido durante la optimización de las condiciones cromatografía

b 

c 

d 
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3.4. Resultados y Discusión 

Textura 

 

La determinación de la textura de los sedimentos es primordial en los estudios de 

los sistemas acuáticos porque se ha demostrado que la adsorción de 

contaminantes orgánicos hidrofóbicos y metales se correlaciona con ambos (Calva 

et al., 2006). 

 

Mediante el sistema ternario de Sheppard (Figura 3.10), los sedimentos 

estudiados se pueden clasificar en arenosos, limosos y arcillosos. En ella, la 

mayoría de las muestras presentaron texturas del tipo Limo arcilloso, en  las E1, 

E2, E4, y E5, ya que los niveles de limo estuvieron superiores al 80% (Tabla 3.6); 

y de textura arcillosa en las estaciones identificadas, las cuales presentaron 

niveles de arcilla mayores al 15% (Tabla 3.6), a diferencia de la E3 (de referencia), 

la cual es de tipo limo, ya que presentó un valor de la fracción limo superior al 90% 

(Tabla 3.6) (Grafica de datos en anexos A3.1).  Las corrientes marinas, el aporte 

del Río Folks, las descargas de las aguas residuales como también el movimiento 

de los buques, pueden ser los factores más importantes que controlan las 

fracciones granulométricas de la Zona.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

Figura 3.10.  Distribución granulométrica de los sedimentos costero de la Bahía de 
Manzanillo 
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La distribución de las fracciones granulométricas, según Aguilera (2005), están 

condicionada a factores como la topografía, velocidad y dirección de los vientos y 

a las diversas corrientes generadas durante el régimen de pleamar y bajamar. 

 
Tabla 3.6.  Porcentaje de las diferentes fracciones granulométricas obtenidas en los 

sedimentos superficiales de la Bahía de Manzanillo 
 

 

Estación % Arena % Limo % Arcilla Textura  

1 0,00 80,00  20,00 Limo arcilloso 

2 0,00 83,00  17,00 Limo arcilloso 

3 0,00 90,00  10,00 Limo 

4 0,00 83,00  17,00 Limo arcilloso 

5 0,00 84,00  16,00 Limo arcilloso 

Prom 0,00 84,00 16,00 - 

Max 0,00 90,00 20,00 - 

Min 0,00 83,00 16,00 - 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

Figura 3.11. Distribución espacial de los sedimentos en la Bahía de Manzanillo. (----) Limo 

arcillosos y (----) Limo. 

 



91 
 

En su gran mayoría, todas las estaciones presentaron más del 80 % de limo 

arcilloso.  Únicamente en la estación 3 se encontró solo el 10 % de limo (Figura 

3.11). 

 
Contenido de Materia Orgánica 

 

La materia orgánica particulada representa la fuente más importante para el 

sedimento. Manheim et al. (1970), han estimado que las partículas representan de 

un 20 al 40 % en ambientes costeros. En la mayoría de los medios acuáticos la 

materia orgánica disuelta es mayor que la particulada, sin embargo en las lagunas 

y estuarios son frecuentemente similares.  

 

El aporte de materia orgánica al sedimento es altamente favorecido por la 

macrovegetación; Mann (1972), ha estimado que menos del 10 % de la 

producción de macroalgas entra en las cadenas de pastoreo, el resto es 

descompuesto por microorganismos del sedimento. La producción de la 

vegetación del sistema costero es muy significativa, comparada con los sistemas 

adyacentes (De la lanza, 1983).  

 

Para La Manna, 2007; la materia orgánica puede ser más abundante en 

sedimentos finos que en gruesos; sin embargo, de acuerdo a Dale (1974), 

encuentra que es mayor en sedimentos de limo y arcilla más que en arena. En el 

caso de la zona de estudio, Bahía de Manzanillo, predominan sedimentos limo 

arcilloso y solo cerca de la zona influenciada por el Río Folks predomina el Limo 

dónde se encontraron los valores más altos que corresponde a ambos periodos 

tanto lluvioso como seco.  Cabe señalar que el contenido de materia orgánica es 

dinámico y pueden cambiar con base en la concentración en la columna de agua y 

en función de procesos de degradación bacteriana y por la actividad de los 

organismos bénticos.  De acuerdo a Christodoulatos y Moihuddin (1996); Fall et al. 

(2001);  Domínguez et al. (2004), mientras mayor es el porcentaje de finos mayor 

es su capacidad de adsorver sustancias orgánicas, como en este caso lo son los 

hidrocarburos, como los HAP. 
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Los valores de materia orgánica mostraron en esta ocasión mayor homogeneidad, 

y la tendencia a la disminución con la profundidad no fue tan evidente. La 

concentración de materia orgánica osciló entre 8 a 32 %, correspondiendo en la 

época seca los valores más altos y a la época lluviosa los más bajos.  

 

Como se muestra en la Tabla 3.7, la Bahía de Manzanillo presenta valores ricos y 

extremadamente ricos de materia orgánica; lo que favorece la actividad metabólica 

bacteriana, aumentando la capacidad de biodegradar compuestos recalcitrantes, 

como lo son los HAP, esto fue explicado por Domínguez et al. (2002); Godoy et al. 

(1999); Martínez et al. (2000). 

 

Tabla 3.7.  Valores de materia orgánica (como porcentaje del peso seco) en el sedimento de 
analizados en esta investigación. 

 

Estaciones de 

Muestreos 

Materia orgánica  (%) Característica 

Seco Lluvioso 

1 15 8 Rico/Extremadamente ricos 

2 32 14 Extremadamente ricos 

3 30 13 Extremadamente ricos 

4 32 8 Rico/Extremadamente ricos 

5 27 13 Extremadamente ricos 

 

Según Establier et al. 1984, plantea que las concentraciones en los sedimentos 

marinos son normales cuando el porcentaje de materia orgánica oscila entre 0,1 y 

10.  

 

Los valores promedios de materia orgánica estuvieron referenciados por zonas de 

actividad humana, como descargas de aguas residuales o uso intenso de la zona, 

donde se presentaron valores más bajo, sin embargo, donde existe las influencias 

de la actividad propia de la ciudad, ahí se presentaron los valores más altos.   

 

En la Bahía de Manzanillo, los porcentaje de materia orgánica mayores de 27 % 

se encontraron en las estaciones más profundas, que también fueron los que 

obtuvieron mayor cantidad de limo arcilloso lo que puede ser asociado a una 
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acumulación debido a la suspensión de materiales autóctono producidos en las 

cercanías de esas áreas.    

 

Aguilera (2005) señaló que los sedimentos presentan un alto contenido de material 

orgánico, lo cual coincide con las mayores concentraciones de limos y arcillas, 

debido a la alta capacidad de adsorción de los finos (Christodoulatos y Mohiuddin, 

1996). Específicamente en la región costera, por las diversas actividades 

pesqueras, domésticas y las escorrentías continentales las cuales aportan todo 

tipo de materiales de desechos que una vez degradados, se sedimentan desde la 

columna de agua. Por otra parte, afirmó que la concentración de materia orgánica 

está favorecida por el tipo de grano grueso y por el sistema de corriente presente 

en esta zona que permite la exportación de la materia orgánica fresca hacia otras 

regiones adyacentes. 

 

Gomes y Azevedo, (2003) señalaron que los sedimentos son considerados pobres 

cuando el porcentaje de material orgánico es menor a 0,5%. De tal modo, los 

sedimentos de la Bahía de Manzanillo pueden ser considerados extremadamente 

ricos en material orgánico debido a que todos los valores reportados en este 

estudio son superiores a dicho valor, con un promedio de  27% en la estación seca 

y 11% en la estación lluviosa. 

 

En el caso de la Bahía de Manzanillo el sedimento aporta una gran área superficial 

para la absorción de los productos químicos, proceso que de ordinario ejerce un 

efecto estabilizador. Por otra parte, la adsorción de las sustancias tóxicas reduce 

su disponibilidad para los organismos y compensa el aumento de la persistencia 

(Mendiguchía, 2005).  

 

En todos los casos las mayores concentraciones de los indicadores de la materia 

orgánica se localizan próximas a la desembocadura de los ríos y emisores de 

fuentes contaminantes o se relacionan con la mayor producción primaria 

estimulada por la concentración de nutrientes (Perigo et al., 2005). 
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Determinación de pH 

 

El pH se determinó por el método electrométrico, utilizando un potenciómetro.  Se 

pesaron 5 g de muestre y se adiciono 12.5 ml de agua.  En la Figura 3.8, se 

muestra datos obtenidos del pH, Temperatura, coliformes y Escherichia coli de 

cada uno de los sitios analizados. 

 
Tabla 3.8.  Valores de pH, temperatura y coliformes en el sedimento de la Bahía en el 

Periodo lluvioso (a) y seco (b) 
 
Periodo Lluvioso (a) 

 

 

 

 

 

 

 

 

Periodo Seco (b) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

El pH tiene poca importancia como valor propio en los sedimentos, sin embargo, 

puede tener un efecto significativo sobre la biota que habita en el fondo. 

(Navarrete et al., 2000).  Se considera que el pH es estable en ambientes marinos 

Prueba E1 E2 E3 E4 E5 

pH 7.83 7.08 7.25 7.45 7.33 

Temperatura (oC) 22.6 22.7 22.8 22.6 22.8 

Coliformes Totales 

(NMP) 

4.2 4.2 2.22 49. 1.5 

Escherichia coli (NMP) 1.68 50 2.9 1.8 1.0 

Prueba E1 E2 E3 E4 E5 

pH 8.2 77.5 7.4 7.6 7.5 

Temperatura (oC) 24.6 25.2 23.4 23.7 24 

Coliformes Totales 

(NMP) 

>1 >1 >1 1.37 >1 

Escherichia coli (NMP) >1 >1 >1 >1 >1 
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y cuando es menor a 7 se tienen condiciones anoxicas (Giere, 1993). La 

apariencia física del sedimento colectado en la Bahía de Manzanillo era, de color 

gris oscuro en estado fresco, gris claro una vez seco y rojizo después de estar 

sometido a ignición, con un valor de pH 7.4 en el periodo lluvioso y 7.6 en el 

periodo seco.  

 

Los valores de pH que se registraron correspondieron en su mayoría a valores 

desde neutro hasta ligeramente alcalinos (7.0 – 7.8), para la estación lluviosa y 

entre (7.4 – 8.2) para la estación seca.  Las condiciones neutras o ligeramente 

alcalinas, son favorables en los procesos de biodegradación (Arbely 2009, Kiely, 

1999; Domínguez et al. 2002), por bacterias, y especialmente beneficiosos cuando 

se habla de compuestos orgánicos de difícil degradación. 

 

Temperatura 

 

La temperatura de los sedimentos vario entre 22.6 a 25.2 oC, en general la 

temperatura fue mayor en columna de agua que en los sedimentos, principalmente 

en aquellas estaciones relativamente profundas, hecho que fue notorio que 

correspondía al periodo seco. La temperatura es uno de las variables ambientales 

que tienen mayor impacto sobre la actividad microbiana (Arbely 2009, Kiely, 1999; 

Domínguez et al. 2002), por lo cual es necesario medirlo en el sedimento; y así 

obtener el valor basal. 

 

Coliformes Totales y Echerichia Coli 

 

Las coliformes son una familia de bacterias que se encuentran comúnmente en las 

plantas, el suelo y los animales, incluyendo los humanos. La presencia de 

bacterias coliformes es un indicio de que el agua puede estar contaminada con 

aguas negras u otro tipo de desechos en descomposición. Generalmente, las 

bacterias coliformes se encuentran en mayor abundancia en la capa superficial del 

agua o en los sedimentos del fondo (Munn, 2004). Como se observa en la Tabla 
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3.9., los valores en sedimento de Escherichia coli, en período seco son menores a 

1 NMP en su mayoría y también en el caso de las Coliformes totales.  Se puede 

observar una diferencia tenue en período lluvioso, donde los valores de 

Escherichia coli en su mayoría, se encuentran entre 1 y 2.9 NMP, con la excepción 

de un solo punto donde se encontró 50 NMP.  Y en el caso de las Coliformes 

totales el rango se encuentra entre 2 y 4.2; con la excepción de un punto donde se 

encontró 49 NMP. 

 

Extracción y caracterización de hidrocarburos en sedimentos 

 

Las muestras son analizadas en un grupo referido como secuencia de análisis.  La 

secuencia comienza con la verificación de la calibración seguido por el análisis del 

extracto de las muestras.   Adicional se analiza el estándar de verificación al inicio 

y al final de la secuencia.  La secuencia termina cuando el grupo de muestra fue 

inyectado o cuando se exceda el tiempo de retención y/o el criterio de porciento de 

desviación relativa para el estándar de verificación (Esquivel, 2007).  

 

La concentración de cada analito en la muestra se puede determinar por el cálculo 

de la cantidad inyectada a partir de la respuesta del pico, usando la curva de 

calibración (Tabla 3.9). 

 

Los sedimentos que se acumulan en el fondo de un cuerpo de agua son de gran 

valor para el estudio de esos ecosistemas, dado que conservan el registro 

histórico de lo acaecido en el lugar. Las sustancias tóxicas vertidas al agua, por 

ejemplo, tienden a depositarse en el sedimento y, si este se remueve, pueden 

volver a suspensión, quedando a disposición de los organismos de ese ambiente 

(Mariani y Pompeo, 2008). De esta manera, la composición de los sedimentos; 

además, de suministrar información sobre la influencia externa de fuentes 

contaminantes introducidas por el hombre, es un reflejo de la calidad del agua 

(Álvarez et al., 2007). Son una parte integral e inseparable de los ecosistemas 

marinos, por lo que cualquier programa de gestión ambiental relativo a la calidad 
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del agua, estaría incompleto sin el debido estudio de sus sedimentos (Singh et al., 

1999). 

 

El petróleo es una mezcla compleja de compuestos polares (compuestos con 

azufre, nitrógeno, oxigeno o metales pesados en su estructura) y compuestos no 

polares (hidrocarburos) (Murgich et al. 1999; Centeno et al. 2004; Melo y Cuamatzi 

2007), por lo que al utilizar hexano como disolvente en las extracciones son 

cuantificables algunos compuestos no polares como los hidrocarburos lineales 

(Centeno et al. 2004), que tal vez no requieren tiempos prolongados de extracción 

al emplear un sistema Soxhlet, cuando el sedimento estudiado presenta una 

textura limo arcilloso. 

 

Tabla 3.9.  Porcentaje de Recuperación de los analitos y sus respectivas concentraciones. 

 

 

A continuación se presentan los cromatogramas y concentraciones de los HAP 

detectados en los sedimentos superficiales de la Bahía de Manzanillo. 

 

ANALITO CONCENTRACIÓN 

(mg/L) 

ÁREA 

(%) 

TIEMPO DE 

RETENCIÓN 

(min) 

CONCENTRACI

ÓN 

ENCONTRADA 

(mg/L)  

PORCENTAJE 

DE 

RECUPERACIÓN 

(%) 

Naftaleno 50 0.34 13.01 9 18 

 75 0.62 13.2 34 45.3 

 100 0.87 13.21 57 57 

 150 1.46 13.21 111 74 

 200 2.05 13.21 164.3 82.2 

Fenantreno 50 0.29 24.08 26.3 53 

 75 0.45 24.05 49 65 

 100 0.63 23.57 75 75 

 150 1.02 23.58 131 87 

 200 1.41 23.59 186.3 93.2 

Pireno 50 0.24 33.55 15.3 31 

 75 0.42 33.65 41 55 

 100 0.62 33.65 70 70 

 150 0.96 33.70 118.14 79 

 200 1.36 33.68 175.3 88 
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De los análisis realizados (Tabla 3.10), el cromatograma de la E3 fue el que 

presento un valor mayor, que por su tiempo de retención corresponde al 

fenantreno, cuya concentración es aproximadamente 73 mg/L (Figura 3.11).  

También se puede observar en la Tabla 3.10 que el cromatograma del E1, 

presentó también un valor representativo del naftaleno, 66 mg/L y fenantreno, 11 

mg/L (Figura 3.12). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.12.  Cromatograma de la E3 

 

El fenantreno es un hidrocarburo que presenta tres anillos bencénicos fusionados. 

No es mutagénico o carcinogénico para los humanos, sin embargo, se ha 

demostrado que es tóxico para los organismos acuáticos. El fenantreno suele 

usarse como compuesto modelo para el estudio de la biodegradación de los HAP, 

dado que se encuentra en altas concentraciones en las muestras ambientales 

(Herrera et al., 2008). 

 

El Naftaleno es una de las moléculas más complejas detectadas en el medio 

interestelar, está formada por 10 átomos de carbono y 8 de hidrógeno dispuestos 

en una configuración muy especial. El naftaleno es el poliaromático con estructura 

más sencilla. Presenta dos anillos bencénicos y baja masa molecular (128,2 gmol-

1). Su degradación fue una de las primeras rutas estudiadas, comprobándose 
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desde el principio, que el crecimiento sobre este sustrato permitía aislar salicilato y 

1,2- dihidro -1,2 - dihidroxinaftaleno del medio de cultivo (Herrera et al., 2008). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.13.  Cromatograma de la E1, Naftaleno (a) y Fenantreno (b). 

 

La presencia de naftaleno y fenantreno en los ecosistemas se debe a la 

combustión incompleta de materiales orgánicos como carbón, petróleo, gasolina y 

madera. Una mínima porción es derivada de incendios forestales y erupciones 

volcánicas.  

 

En la Tabla 3.10, se presenta las concentraciones de los hidrocarburos 

encontrados con sus respectivos tiempos de retención. 
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Tabla 3.10 Hidrocarburos y concentraciones encontradas en la Bahía de Manzanillo. 

 

Analito Estaciones  Área Concentración 

encontrada 

(mg/L) 

Tiempo de 

retención 

(min) 

Naftaleno 1 0.57 66.3 14.6 

Fenantreno 1 0.03 10.90 23.59 

 2 0.23 18 23.76 

 3 0.62 73.42 23.68 

 4 0.08 4 23.56 

 5 0.10 0.86 23.90 

Pireno - - - - 

 

Las fuentes antropogénicas de contaminación de ambientes acuáticos con 

naftaleno y fenantreno son los derrames de petróleo crudo o refinado, efluentes 

industriales o domésticos, suelo acarreado por erosión hídrica y depositación 

directa desde la atmósfera (Castro et al., 2008). Tanto el naftaleno como el  

fenantreno, al igual que otros contaminantes pueden ser asimilados por las raíces 

de las plantas y acumulados, metabolizados o volatilizados (Reynolds y Skipper, 

2005).  De los HAP estudiados estos fueron los dos encontrados. 

 

Al igual que en la Bahía, en los sedimentos alrededor de la montaña Qomolangma 

(China), Wang et al., (2007) reportaron al naftaleno y  fenantreno, como 

compuestos de los más abundantes en las muestras estudiadas. Los resultados 

sugirieron que las actividades antropogénicas como las descargas accidentales de 

algunas sustancias pueden contribuir a incrementar los niveles de HAP. Se 

demostró de igual manera, que los HAP en estas muestras llegaron allí por 

escorrentías y arrastres como también por derrames puntuales, debido a que se 

encuentran en los mismos niveles que en otras zonas de características similares, 

los cuales concuerdan con los resultados obtenidos (Falcón, 2002; Mendiguchía, 

2005; Ocasio, 2008). 
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3.5. Conclusiones y Recomendaciones 

 

El análisis fisicoquímico y microbiológico de los sedimentos fueron un parámetro 

importante para verificar el grado de contaminación por hidrocarburos o sus 

derivados; asimismo, la materia orgánica junto con la textura, sirvieron para 

evaluar el tiempo de retención de los analitos en el mismo. 

  

En el caso de la Bahía de Manzanillo, en la textura, las fracciones más 

representativas fueron el limo (entre 83,00 y 90,00%), y la arcilla entre 16,00 a 

20,00%; y la arena arrojo un 0,00% en la zona.   

 

Sin embargo, en la estación 3, la fracción textural con mayor porcentaje fue la de 

limo (90,00%), seguida de arcilla (10,00%) y arena (0,00%). Cabe destacar que el 

sedimento predominante en la zona costera es de granos delgados.  

Cabe señalar que predominan sedimentos limo arcilloso y solo cerca de la zona 

influenciada por el Río Folks predomina el Limo dónde se encontraron los valores 

más altos que corresponde a ambos periodos tanto lluvioso como seco. 

 

Las tendencias observadas tanto en tamaño de sedimento y el  contenido de 

materia orgánica sugieren un ambiente muy favorable para la afinidad  de los 

compuesto orgánicos como los HAP, a la fracción sólida de la Bahía de 

Manzanillo; por otra parte, tanto la temperatura (± 23 °C), como el pH neutro (± 7), 

son favorables tanto para la actividad de tolerancia de algunas bacterias y el 

consumo de hidrocarburos para otras. 

 

En todas las muestras analizadas, solo en la que corresponde al E3 que está 

influenciado a el aporte de la aguas proveniente del Rió Folks se encontró en una 

concentración aproximada a 73 mg/L el compuesta fenantreno. 

 

En el caso de la E1 se encontró una concentración de 66 mg/L de naftaleno. 
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El origen de este compuesto en los sedimentos de la Bahía de Manzanillo es 

primordialmente debido a derrames puntuales y accidentales de algunas 

sustancias que por escorrentías llegan al fondo arrastrado por el Río Folks. 

 

Los tiempos de extracción de hidrocarburos y compuestos derivados del petróleo 

varían de un suelo o sedimento  a otro dependiendo de las características físicas y 

químicas.  Por lo cual se sugiere efectuar la extracción de hidrocarburos en 

sedimento, cuando se emplee un sistema de extracción Soxhlet, a tiempos 

diferentes de los propuestos en las normas o metodologías empleadas, para 

garantizar que se reportará la máxima cantidad de hidrocarburos y compuestos 

derivados del petróleo en el suelo que se estudie. 

 

Después de analizar los resultados se recomienda el monitoreo de HAP en agua, 

sedimentos y en efluentes como una metodología adecuada para el 

aseguramiento de la calidad del entorno y así establecer parámetros de control y 

normativas de seguimientos en las zonas costeras.   
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4. Aislamiento, Identificación y Ensayos de biodegradación de 

Microorganismos con capacidad de tolerar y/o degradar Hidrocarburos 

Aromáticos Policíclicos en sedimento de la Bahía de Manzanillo. 

 

4.1. Introducción 

 

4.1.1. Biodegradación de los HAP 

 

En el ambiente, los hidrocarburos muestran una biodegradación moderada. Sin 

embargo, la oxidación biológica es uno de los principales mecanismos por los 

cuales estos compuestos son eliminados del ambiente. Esto se debe a algunas 

características de los microorganismos tales como la producción de emulsificantes 

naturales que favorecen la solubilidad de los contaminantes y a la hidrofobicidad 

de su pared celular. Inclusive está documentada la actividad microbiana para la 

degradación de petróleo crudo (Ortiz, 2004). 

 

La composición puede determinar las tasas de biodegradación. En general se 

considera que los crudos de petróleo ricos en azufre y en aromáticos son los de 

más difícil degradación. La composición tampoco es constante a lo largo del 

tiempo y varía en el proceso de envejecimiento debido a procesos bióticos y 

abióticos (evaporación entre 40 y 50% se evapora en unas horas o pocos días, 

solubilización, fotooxidación, dispersión emulsión, adsorción a partículas, 

sedimentación) (Díaz, 2007).  

 

4.1.1.1. Microorganismos degradadores de HAP 

 

Los microorganismos se adaptan o desarrollan su metabolismo en función de los 

parámetros físico-químicos (pH, temperatura, humedad) así como de los 

compuestos químicos que se encuentran en su ambiente inmediato. El petróleo y 

los hidrocarburos se encuentran naturalmente presentes en el suelo, lo que ha 
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permitido a muchos microorganismos acostumbrarse a su presencia y utilizarlos 

para sobrevivir (Wayens, 2004). 

 

De igual manera ha sido registrado por otros autores el aislamiento de estas 

especies en ambiente marinos (Narváez, 2008). Pseudomonas es el género que 

con mayor frecuencia se aísla de ambientes contaminados con hidrocarburos 

(Norman et al., 2002) y de la cual mayor información ha sido registrada; se conoce 

su capacidad para crecer sobre una amplia variedad de hidrocarburos del petróleo 

como benceno, naftaleno, tolueno (Haigler et al., 1993), gasolina, kerosene y 

diesel (Wongsa et al., 2004).  En su gran mayoría las bacterias degradadoras de 

hidrocarburos se encuentran en el grupo de Gram negativas (Ruberto et al., 2003).  

 

La degradación de hidrocarburos se lleva acabo principalmente por bacterias,  

seguidas por los hongos, levaduras y algas, entre otros (Tabla 4.1). En un estudio 

comparativo de poblaciones, se observaron que las bacterias participaron en el 

82% de la degradación de n-hexadecano y los hongos con un 13% (Ríos, 2005). 

 
Tabla 4.1.  Principales géneros más comunes de levaduras, hongos y bacterias que tienen la 

capacidad degradadora del petróleo. 

 
GÉNEROS DE    
LEVADURAS  
 

GÉNEROS DE 
BACTERIAS 

 

GÉNEROS DE 
HONGOS 

 

Candida  Chromobacterium Micrococcus Acremonium  Gliocladium 

Cryptococcus  Corynebacterium Spharicus  A s p e r gillu s G r a p hiu m 

Endomyces   Cytophaga Nocardia Aureobasidium Humicola 

Hansenyla   Flavobacterium  Proteus  Beauveria  Monilia  

Mycotorula   Brevibacter  Pseudomonas  Botrytis Mortierela  

Pichia   Erwinia Sarcina  Candida  Paecelomyces  

Rhodotorula   Acinetobacter   Serratia  Chryisosporium  Penicillium  

Torulopsis   Alcaligenes  Spirillum Cladosporium  Rhodotorula 

Trichsporon   Arthrobacter Streptomyces  Cochlobolus  Saccharomyces   

 Bacillus  Vibrio  Cylindrocarpon  Spicardia   

 Brevibacterium  Xanthomonas Debaryomyces Tolypocladium 

 Achromobacter Neisseria Fusarium  Thrichoderma 

 Aeromonas Pseudomonas Geotrichum  Verticillium 

 Nocardia Rhodococcus Corollospora Dendryphiella 

 Achromobacter   Cicrobacter Mucor Lulworthia 

 Staphylococus M y c o b a c t e riu m Variscosporina Sporobolomyces 

 Enterobacter Sporobolomyces   

 Shigobacter Vibrio   

 Hafnia Listonella   

Fuente: Maya Yescas, 2005. 
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En la última década, debido al desarrollo de nuevas técnicas en biología molecular  

se han descrito más especies de microorganismos degradadores de 

hidrocarburos, aislados de ecosistemas terrestres, marinos y de agua de 

producción petrolera, entre  otros (Narváez et al. 2008; Van Hamme et al., 2003). 

 

Distintos han sido los aportes de muchos científicos en el mejoramiento del 

conocimiento de cómo los microorganismos degradan hidrocarburos en distintos 

ambientes (Tabla 4.2). 

 

 

 

 

 



117 
 

Tabla 4.2.  Estudios reportados algunos microorganismos como potenciales degradadores de hidrocarburos aromáticos policiclicos en 
zonas marinas costeras 

 

FUENTES AÑOS INVESTIGACION MICROORGANISMO RESULTADOS 

Tian Yuna, Zheng 
Tianlinga and Wang. 

Xinhong 

Chemical Speciation 
and Bioavailability 

(2002), 

2002 PAHs contamination 
and PAH-degrading 

bacteria in 

Xiamen Western Sea 

Micrococcus sp 
 Reportaron que en el agua de la superficie fue 

dominado principalmente por compuestos de bajo 
peso molecular con HAP (2-3 anillos HAP) en julio 
y por el alto peso molecular compuestos de HAP 
(4-6 anillos HAP) en octubre.  En sedimentos 
fueron dominados principalmente por compuestos 
de alto peso molecular con HAP (4-6).   No se 
encontró correlación entre el fluoranteno que 
degradan el número de bacterias y la concentración 
de fluoranteno entre las diferentes estaciones en la 
superficie del agua, y la misma situación se produjo 
entre pireno que degradan el número de bacterias y 
la concentración de pireno. Sin embargo, el número 
de bacterias degradantes de fluoreno y fenantreno 
se relacionaron positivamente con el fluoreno y las 
concentraciones de fenantreno, respectivamente. 

W.-Q. Zhuang1, J.-H. 
Tay1, A.M. 

Maszenan1, L.R. 
Krumholz and S.T.-L. 

Tay 

Letters in Applied 
Microbiology 2003, 

36, 251–257 

2003 Importance of Gram-
positive naphthalene-

degrading bacteria 

in oil-contaminated 
tropical marine 

sediments 

Naphthovorans 

Micrococcus sp 

Staphylococcus sp. 

Reportaron el aislamiento tres bacterias 
degradadoras de naftaleno Gram-positivas con 
éxito en sedimentos marinos tropicales 
contaminados con aceite. Las Bacterias Gram-
positivas pueden desempeñar un papel importante 
en la degradación de naftaleno en el entorno 
altamente variable de los sedimentos contaminados 
de petróleo marinos tropicales intermareales. 
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Kim, Jeong-Dong, 
Su-Hyeun Shim, y 

Choul-Gyun Lee_J.  

Microbiol. 
Biotechnol.  15(2), 

337–345 

2005 Degradation of 
Phenanthrene by 
Bacterial Strains 

Isolated from Soil in 
Oil 

Refinery Fields in 
Korea 

Pseudomonas stutzeri Reportan la capacidad que tiene la bacteria P. 
stutzeri  en la degradación de fenantreno.   Los 
resultados indican que la cepa tuvo la capacidad de 
degradar más del 90% de fenantreno en  
concentraciones que variaron de 250 a 1000 ppm 
en 6 días.  

 

 

Zhisong Cui, Qiliang 
Lai, Chunming Dong 

and 

Zongze Shao 

Environmental 
Microbiology (2008) 

10(8), 2138–2149 

2008 Biodiversity of 
polycyclic aromatic 

hydrocarbon-
degrading bacteria 

from deep sea 

sediments of the 
Middle Atlantic Ridge 

Pseudoalteromonas, 
Halomonas, 

Marinobacter, 
Thalassospira 

Estos resultados confirman que las bacterias de 

Cycloclasticus son importantes degradadores 

obligados de PAH en ambientes marinos, y pueden  

convivir con otras bacterias degradadoras que 

habitan en los sedimentos profundos del Atlántico. 

Esto apoya la idea de que la acumulación de HAP y 

bioatenuación que ocurren son consistente y 

continua. 

C. B. Chikere, G. C. 
Okpokwasili and O. 

Ichiakor 

African Journal of 
Biotechnology Vol. 8 
(11), pp. 2541-2544, 

2009 Isolation and 
Identification of Three-

Rings 

Polyaromatic 
Hydrocarbons 

(Anthracene and 
Phenanthrene) 

Degrading Bacteria 

Alcaligenes sp 

Escherichia coli 

Thiobacter subterraneus 

 

Reportan Cepas bacterianas aisladas de diferentes 
sitios contaminados y  enriquecimiento aislamiento 
de bacterias degradan antraceno y fenantreno. 



119 
 

Gustavo Eugenio 
Echeverri Jaramillo, 
Ganiveth Manjarrez 

Paba, 

Melody Cabrera 

Ospino 

Publicación 

Científica en 

Ciencias Biomedicas 

- ISSN:1794-2470 

Vol.8 No. 13  

2010 Aislamiento de 
bacterias 

potencialmente 
degradadoras 

de petróleo en hábitats 
de ecosistemas 
costeros en la 

Bahía de Cartagena, 

Colombia 

 

Pseudomonas 
aeruginosa 

Con esos resultados permitirán la realización de 
pruebas de biodegradación con esta bacteria y 
desarrollar ensayos a nivel microcosmos para su 
uso potencial en procesos de biorremediación de 
aguas marinas contaminadas con petróleo. 

 

 

 

 

 

 

 

P. Arulazhagan; N. 
Vasudevan; I. T. 

Yeom 

Int. J. Environ. Sci. 
Tech., 7 (4), 639-652, 

Autumn 2010 

2010 Biodegradation of 
polycyclic aromatic 
hydrocarbon by a 

halotolerant 

bacterial consortium 
isolated from marine 

environment 

Ochrobactrum sp., 
Enterobacter cloacae y 

Stenotrophomonas 
maltophilia. 

Reportaron la biodegradabilidad de los 
hidrocarburos aromáticos policíclicos como el 
naftaleno, fluoreno, antraceno y fenantreno por un 
consorcio bacteriano aislado en medio marino.  El 
consorcio fue capaz de degradar 39 a 45% de los 
diferentes hidrocarburos policíclicos a 60 g/l 
concentración de NaCl.  Al aumento de la salinidad, 
la degradación disminuyo.  Para mejorar la 
degradación se añadió extracto de levadura como 
un sustrato adicional a 60g / l concentración de 
NaCl, degradando 74% de los  hidrocarburos en 4 
días. El consorcio también fue capaz de degradar 
los HAP a diferentes concentraciones (5, 10, 20, 50 
y 100 ppm) con 30 g/l de concentración de NaCl. 
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Xiaoying Lu, Tong 
Zhang, Herbert Han-
Ping Fang, Kenneth 

M.Y. Leung, Gan 
Zhang  

International 
Biodeterioration & 
Biodegradation 65 

(2011) 204e211 

2011 Biodegradation of 
naphthalene by 
enriched marine 

denitrifying bacteria 

Proteobacteria 

Actinobacteria 

Pseudomonas 

En este estudio, cuatro series de experimentos se 
llevaron a cabo por lotes para investigar el efecto 
de la temperatura, pH, concentración de naftaleno y 
la concentración de nitrato en la degradación de 
naftaleno en condiciones de desnitrificación.  
Nuestros resultados mostraron que la degradación 
de naftaleno fue más favorable a pH 7 y 25 ° C.  
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Alcanivorax, 
Marinobacter y 

Prosthecochloris. 

Los resultados mostraron La adición de fertilizantes 
fue afectan a la comunidad microbiana, sin 
embargo el efecto de los fertilizantes no 
consistencia. Los microbios que juegan papel en la 
biodegradación de petróleo crudo podrían ser 
diversos. 
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4.1.1.2. Factores que influyen en la degradación 

microbiana de los hidrocarburos  

 

El crecimiento de un microorganismo o el tamaño y productividad de una 

comunidad están limitados por estos factores biológicos y ambientales. Al tener 

condiciones apropiadas los microorganismos se multiplican y compiten por el 

espacio, la cantidad total de espacio en el suelo disponible por lo general no 

está limitada, pero hay un número limitado de micro-hábitat apropiado que 

contienen nutrientes, oxígeno, entre otros. En estas condiciones es posible que 

haya más competencia por espacio utilizable que por espacio total (Díaz, 

2007).  

 

Existen varias condiciones que se tienen que satisfacer para que se lleve a 

cabo exitosamente la biodegradación de un compuesto contaminante.  Ortiz en 

el  2004, menciona que se deben tener los microorganismos degradadores en 

las condiciones ambientales adecuadas para la proliferación de las poblaciones 

y la accesibilidad de los compuestos contaminantes.   

 

El ataque inicial intracelular del contaminante orgánico es un proceso oxidativo 

y la activación así como la incorporación de oxigeno es la clave enzimática en 

la reacción catalizadora por oxigenasa y peroxidasa (Figura 4.1). 
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Figura 4.1  Procesos  principales en la degradación de hidrocarburo por microorganismo 

(A. Izquierdo Romero, 2013) 

 

Bosma et al. (1997), citan que dos de los factores críticos que afectan la tasa 

de conversión durante la biodegradación son: 

· La actividad intrínseca de la célula, es decir, la actividad bioquímica de    

  los microorganismos; y 

· La tasa de transferencia de masa del contaminante a la célula. 

 

Óptimas condiciones de ambientales reportadas para la degradación de 

contaminantes se encuentran en la Tabla 4.3.  
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Tabla 4.3  Condiciones ambientales que afectan la degradación. 

 

PARÁMETROS CONDICIONES 
REQUERIDAS PARA LA 

ACTIVIDAD MICROBIANA 

ÓPTIMOS VALORES PARA 
LA DEGRADACIÓN DE 

PETROLEO 

Suelos húmedos 25 – 28% de capacidad de 
retener agua 

30 – 90% 

pH del suelo 5.5 – 8.8 6.5 – 8.0 

Contenido de oxigeno Aeróbico, mínimo espacio de 
aire poroso de 10 % 

10 – 40% 

Contenido de nutrientes N y p para el crecimiento 
microbiano 

C:N:P= 100:10:1 

Temperatura (
o
C) 15 – 45 20 – 30 

Contaminantes No demasiados tóxicos Hidrocarburos 5 – 10% de 
peso seco de suelo 

Metales pesados Total de contenido de 2000 
ppm 

700 ppm 

Tipo de suelo Bajo contenido de arcilla o 
limo 

 

 

4.1.2. Modelos de biodegradación 

 

La historia de los modelos de procesos biotecnológicos, inician con las famosas 

ecuaciones desarrolladas por Monod en 1942 y Teissier en 1942, las cuales 

relacionan la concentración de sustratos limitante con la tasa de crecimiento de 

los microorganismos. 

 

Unas de las principales premisas, en el desarrollo de muchos modelos de 

crecimientos de microorganismos, es identificar un sustrato limitante del 

crecimiento, en términos del cual se expresa comúnmente la tasa de 

crecimiento micobiano (Plaza, 2007). 

 

Usualmente, las reacciones microbianas alcanzan su tasa máxima de 

crecimiento (umax) a altas concentraciones de sustrato limitantes.  Por otro lado, 

la tasa de reacción es cero si no hay sustrato limitante disponible.  De manera 

que la expresión para la tasa especifica de crecimiento, en su forma simple, se 

puede escribir como producto de la tasa especifica máxima de crecimiento por 
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una función ( t ), que depende de la concentración de sustratos limitantes ( S ) 

(Bellgardt, 1991). 

 

Las cinéticas dependientes de sustratos simples son las más comunes y 

sencillas, sin embargo, en algunos casos son inadecuados, por lo cual se han 

desarrollados otros tipos de cinéticas para modelos no estructurados a nivel de 

poblaciones a saber de acuerdo a Bellgardt en 1991: 

a. Cinética de crecimiento simple y consumo de sustrato. 

b. Cinética de crecimiento independiente del sustrato. 

c. Cinética de inhibición por sustrato y producto. 

d. Cinética de sustratos esenciales 

e. Cinética de mejoramiento de crecimiento y sustratos alternativos, y 

f. Combinaciones de sustratos esenciales y alternativos. 

 

4.1.2.1. Cinética de Crecimiento y Biodegradación  

Es importante, ya que permite conocer la concentración de una sustancia en 

cualquier instante, permite la predicción de niveles probable en un tiempo 

futuro, si el compuesto es eliminado antes de ser transportado a un 

compartimiento ambiental al que las personas, animales o plantas pueden ser 

expuestos. 

 

Tradicionalmente el estudio de la cinética se ha centrado en dos aspectos; los 

factores que afectan a la cantidad de sustrato transformado por unidad de 

tiempo, tales como temperatura, pH, entre otras fuentes de carbono, etc., y la 

determinación de la forma de la curva que describe la biodegradación y la 

evaluación de cuál es el modelo que se ajuste mejor al metabolismo del 

compuesto que estamos estudiando. 
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4.1.2.2. Cinética de Monod 

 

El modelo de Monod no es aplicable a todas las situaciones donde se dan 

procesos degradativos, ya que fue concebido para cultivos puros consumiendo 

un único sustrato, pero existen otras muchas razones en la que el modelo 

puede proporcionar una buena aproximación del crecimiento de cultivos mixtos 

(Sibila, 2008).  El modelo da una buena, aunque indirecta, descripción de la 

desaparición del sustrato limitando el crecimiento.   

 

Se considera que la velocidad de crecimiento viene dada por: 

 

    Ecuación 4.1 

 

Donde la X es la concentración de microorganismo y u es la velocidad de 

crecimiento especifica de la bacteria que degrada al sustrato, expresada como 

(tiempo)-1.   Cuando se asume que el crecimiento es un proceso continuo y que 

la masa celular se produce durante la utilización del sustrato la ecuación queda 

expresada de la siguiente forma: 

Ecuación 4.2 

 

     

 

La relación entre la velocidad de crecimiento bacteriano y la concentración de 

sustrato se muestra en la figura 4.2. 
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Figura 4.2.  Evolución de la velocidad especifica del crecimiento en función de la 

concentración del sustrato 

 

 
Sustituyendo la ecuación anterior, se obtiene: 

 

    Ecuación 4.3 

 

Donde umax es la velocidad máxima de crecimiento especifico de los 

microorganismos y Ks es la constante de saturación de sustrato, esto es, la 

concentración de sustrato a la que se da la velocidad especifica de crecimiento 

igual a la mitad de la máxima.  Por lo tanto se obtiene: 

 

  

   Ecuación 4.4 

 

La ecuación de Monod sin crecimiento puede será utilizada en situaciones en la 

que a pesar de adicionar una cantidad de sustrato por encima del valor de Ks, 

la elevada densidad celular del medio hace que el aumento de la población que 

supone el consumo de dicho sustrato no resulte significativo en comparación 

con la inicial existente. 
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En este capítulo se presentan resultados y discusiones de diferentes 

bioensayos de crecimiento bacteriano a diferentes concentraciones de 

naftaleno como única fuente de carbono.  Por otra parte se aisla e identifica la 

las cepas con capacidad degradativa y se realiza una cinética de crecimiento.  

 

4.2. Objetivos 

 

Aislar e identificar microorganismos capaces de crecer utilizando como única 

fuente de carbono Hidrocarburos 

 

Estudiar el modelo de crecimiento y la capacidad depurativa de los 

microorganismos aislados en los sedimentos de la Bahía de Manzanillo. 

 

4.3. Métodos y Materiales 

 

4.3.1. Diseño Experimental 

 

Se evaluaron las capacidades biodegradativas, de tres consorcios microbianos 

resultantes del enriquecimiento en distintas fuentes de carbono y energía. Se 

determinó si las distintas fuentes de carbono y energía utilizadas implicaban 

comportamientos metabólicamente distintos y selectivos frente a hidrocarburos 

específicos. El naftaleno, pireno, y fenantreno, adquirido de Sigma-Aldrich, 

fueron utilizados como única fuente de carbono para el enriquecimiento de 

bacterias degradantes.  El consorcio bacteriano fue aislado a partir de cinco 

sitios de muestreo diferentes en la zona cerca al Canal de Panamá (Bahía de 

Manzanillo). 

 

La inoculación se realizó con 5 g de sedimento en matraces Erlenmeyer de 250 

ml con 0,055% naftaleno, fenantreno y pireno. El crecimiento se determinó por 

el método colorimétrico que se midió por espectrofotometría a 525 nm 

correspondientes a una densidad óptica (OD) de aproximadamente igual a 2. 

Transferencia sucesiva se realizaron periódicamente al nuevo medio (Figura 

4.3). 
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Figura 4.3.  Metodología utilizada para el aislamiento de cepas de bacterias capaces de 
degradar los hidrocarburos aromáticos policíclicos 

 
 

4.3.2. Reactivos y Disolventes 

 

Los hidrocarburos (líquidos y sólidos) se obtuvieron de las casas comerciales 

Fluka, Aldrich o Sigma. Los disolventes, principalmente utilizados para 

procesos de extracción, fueron de calidad para análisis de residuos orgánicos 

de la casa comercial Baker. Todos los compuestos utilizados fueron de la 

mayor pureza disponible comercialmente.  

 

4.3.3. Medios de cultivo 

 

Se utilizó un medio basal HC como única fuente de carbono (MN), la 

composición del medio basal en 1 litro fue: NaH2PO4, 3 ml; KH2PO4, 10 mL; 

NH4SO4 10 mL; MgSO4, 1 mL; y Elementos Trazas, 10; con 23 gramos de 

NaCl.  Un 2 % (v/v) de HC y añadido asépticamente, se empleó como fuente de 

carbono en el medio MN Foght et al. (2001). 

 

Los experimentos se realizaron en matraces erlenmeyers de 250 mL de 

capacidad con 100 mL de medio durante 10 días el naftaleno y tolueno; 
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mientras que el pireno 21 días. La incubación se realizó a temperatura 

ambiente con agitación orbital a 150 r/min.  Se realizaron tres pases sucesivos 

a medio MMS fresco, el naftaleno y tolueno cada 7 días; mientras que al pireno 

y fenantreno se realizo el pase a los 21 días hasta completar un tiempo final de 

incubación de 28 días con agitación constante, hasta observar la turbidez 

característica del crecimiento bacteriano.   En cada pase se tomaron 5 mL de 

muestra y se inoculó en un matraz de 250 ml con una capacidad de 100 mL de 

medio. 

 

Al transcurrir este período, se tomó 0,1 mL, de cada fiola, y se sembró en 

placas que contenían el mismo medio anteriormente descrito solidificado con 

agar al 2%. Las placas se incubaron a 36°C hasta observar el crecimiento y la 

aparición de colonias aisladas.  Las tomas de muestras fueron realizadas cada 

8 h durante todo el período de incubación.  Las cepas seleccionadas fueron 

escogidas por su mayor adaptación y crecimiento, utilizando como única fuente 

de carbono, fenantreno y naftaleno.  El crecimiento fue evidenciado a través del 

aumento de la turbiedad en unidades de absorbancia, por espectrofotometría 

UV.  

 

4.3.4. Cultivo de los microorganismos sobre medio 

enriquecido 

 

La evaluación de los crecimientos sobre medio enriquecido permitió obtener 

información sobre las poblaciones bacterianas que servirán ulteriormente de 

inóculo en los medios que contienen los hidrocarburos. El objetivo fue conocer 

las velocidades específicas de crecimiento con el fin de determinar el tiempo de 

precultivo necesario para poder reducir toda posibilidad de latencia en el 

momento de transferirlo a un medio fresco. 

 

Los seguimientos del crecimiento dan una idea del tiempo que toma la 

población en adaptarse a los compuestos del medio de cultivo (fase de 

latencia), del tiempo que toma en dividirse (fase exponencial) y del tiempo 

durante el que se mantiene antes de entrar en fase de mortalidad (fase 

estacionaria). 
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Para medir turbiedad se utilizó la Ley de  Beer & Lambert (Wayens, 2004) .La 

turbiedad del medio puede resultar de células vivas o muertas así como de 

desechos celulares.  La medida de la viabilidad es indispensable para evaluar 

la toxicidad del medio o de los potenciales de crecimiento de una suspensión 

celular, razón por la cual la medida de Densidad óptica (D.O.) es 

complementada por observaciones al microscopio y plaqueos. Estos últimos 

permiten verificar que la D.O. de la muestra corresponde con la opacidad 

producida por la presencia de células viables en el medio (Wayens, 2004). 

 

4.3.5. Método de enriquecimiento 

 

En matraces de 250 ml con medio mineral estéril (150 ml) se agregaron 

0.055% de solución concentrada de naftaleno, hasta tener una concentración 

final de 500 ppm, posteriormente se resuspendió 1 g de suelo en el medio y 

finalmente los matraces fueron recubiertos con papel aluminio. Durante todo el 

experimento los  matraces de cultivo se incubaron a 28°C con una velocidad de 

agitación de 150 rpm durante 72 h.  Los cultivos se realizaron por duplicado.  

Después de 72 h de cultivo evidenciado por la turbidez, se hizo una 

transferencia de 1 ml del medio anterior a 100 ml de medio mineral fresco con 

la misma concentración de naftaleno. Se incubaron a las mismas condiciones 

del cultivo original. Posteriormente se realizaron otras cuatro transferencias 

sucesivas cada 72 h. En cada transferencia se sembraron placas con agar 

nutritivo más naftaleno (Hernández et al. 1997).    

 

De las placas obtenidas en la quinta transferencia se seleccionaron todas 

aquellas colonias que presentaron diferencias morfológicas y se resembraron 

individualmente en placas con el fin de observar su comportamiento 

morfológico con diferentes fuentes de carbono. 

 

4.3.6. Inóculo 

 

Al consorcio obtenido se adicionaron mediante una asada los microorganismos 

aislados por el método de dilución en placa, se sembraron en 50 ml de medio 

mineral con naftaleno (500 ppm) como única fuente de carbono, se incubaron a 
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30°C con una velocidad de agitación de 150 rpm, diariamente fue adicionado 

naftaleno a la misma concentración inicial durante tres días consecutivos, 

finalmente se obtuvo un consorcio microbiano que fue utilizado como inoculo 

en los experimentos de degradación que se detallan más adelante. 

 

4.3.7. Aislamiento de cepas degradadoras de 

Hidrocarburos 

 

Este proceso de aislamiento permite la selección de aquellas bacterias 

adaptadas a las condiciones que revelan las características particulares 

buscadas. La identificación es indispensable para el proceso de búsqueda y 

selección de las características de interés dentro de las bacterias aisladas, y 

culmina con la identificación taxonómica de aquellos aislados seleccionados.   

Se describió la morfología de las colonias aisladas y se practicó la tinción de 

gran para observar la morfología celular.  Para realizar el proceso de 

aislamiento de la cepa bacteriana se utilizó la metodología de Hernández et al. 

(1991), Pelczar et al. (1995) y Wayens (2004). 

 

4.3.8.  Identificación de cepas degradadoras de Hidrocarburos 

El procedimiento de identificación se realizó mediante pruebas bioquímicas 

convencionales utilizando el sistema comercial API Coryne System 

(bioMérieux). API Coryne, es un sistema manual capaz de identificar en 24 

horas a 49 especies de bacterias corineformes. Contiene 20 pruebas, 11 

enzimáticas y 8 de utilización de hidratos de carbono, con su correspondiente 

control. 

 

4.3.8.1. Ensayo de enriquecimiento y crecimiento del 

naftaleno 

 

Para estudiar la capacidad de crecimiento el naftaleno en las poblaciones 

bacterianas presentes en las muestras de agua, se prepararon microcosmos en 

matraces de 250 ml, a los que se le adicionó 100 ml de la muestra de agua en 

1 litro fue: NaH2PO4, 3 ml; KH2PO4, 10 ml; NH4SO4 10 ml; MgSO4, 1 ml; y 
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Elementos Trazas, 10; con 23 gramos de NaCl.  Luego esterilizado en 

autoclave (Aranda et al., 2003).  Al medio, se les adicionó diferentes 

concentraciones de naftaleno en triplicado que van desde 125 ppm, 250 ppm, 

500 ppm,  750 ppm, 1000 ppm y 2000 ppm e incubados de 28 °C con agitación 

constante a 150 rpm.   

 

Cada 24 h se tomaron alícuotas de 5 ml para su análisis por espectroscopia UV 

a 525 nm (Aranda et al., 2003) y recuento de bacterias viables en placas con 

agar nutritivo.  Paralelamente, 1 ml de muestra se almacenó a -20 ºC para su 

posterior análisis por cromatografía líquida de alta resolución (HPLC-DAD) 

(Agilent Series 1100, California, USA) equipado con detector de arreglo de 

diodo. Una columna de Lichospher 100 RP-18.5 μm (250 x 4 mm).   

 

El pH fue ajustado a 7 en todos los casos. El medio se esterilizó en autoclave 

vertical (BR-25) a 121 °C durante 15 min. 

 

4.3.8.2. Método directo de conteo de colonias por 

gotas 

 

El crecimiento de las colonias fue medido utilizando la técnica estándar de 

recuento en gotas desarrollada por Miles y Misra en 1983; ajustado al método 

de la microgota, de acuerdo a Domínguez et al. (2004). El conteo en placa o de 

colonias es un método de medición de biomasa que permite el recuento de 

células viables y consiste en determinar el número de células capaces de 

reproducirse y generar colonias sobre un medio sólido (cada célula viable da 

origen a una colonia). 

 

La Figura 4.4, muestra la curva de calibración realizada que relaciona la 

absorbancia con las unidades formadoras de colonias por ml (UFC/ml). 
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Figura 4.4  Curva de calibración de Rhodococcus equi en relación UFC/ml y Turbidez 

(Abs). 

 

La medición de absorbancia es un método sencillo y más rápido que el conteo 

en placa pero es menos sensible y está limitado a cultivos celulares con 

concentraciones de 108 células/ml o mayores. Con el objetivo de la 

determinación de una curva de calibración representativa del sistema en 

estudio, los ensayos se realizaron por duplicado y cada ensayo fue analizado 

tres veces en forma independiente.    

 

4.3.8.3. Rhodococcus equi en medio líquido: Curva de 

crecimiento.   

 

Para la realización de la curva de crecimiento de Rhodococcus equi se empleó 

un  frasco erlenmeyer conteniendo 150 ml de medio mínimo estéril que se 

inoculó con una suspensión bacteriana en fase exponencial de crecimiento con 

una concentración suficiente para que la densidad óptica inicial a 525 nm 

corresponda a 0,10 (1.4 x 108 UFC/ml).  
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Posteriormente, los frascos se sometieron a agitación durante 25 dias 

(agitación a 150 ciclos por min) a una temperatura de 28°C. Seguidamente, se 

analizó la evolución del crecimiento bacteriano tomando muestras de 3,5 ml de 

la suspensión de Rhodococcus equi a distintos tiempos y midiendo su densidad 

óptica con un Espectrofotómetro Hach 2010.  Al finalizar la experiencia cinética, 

el cultivo fue inoculado sobre un medio sólido para asegurar la ausencia de 

contaminación.  

 

La curva de tolerancia obtenida es la que se muestra en la Figura 4.4 en 

escalas lineal y logarítmica. A partir de esta curva, se define la afinidad de los 

consorcios al naftaleno más que a los otros sustratos estudiados.  

 

Los ensayos para la determinación de las curvas de crecimiento se realizaron 

por duplicado y tres veces en forma independiente para diferentes 

concentraciones estudiadas. Con dichos datos se obtuvieron las desviaciones 

estándar para cada uno de los puntos de la curva de crecimiento. 

 

4.4. Resultados y Discusión 

 

En las cinco muestras de sedimentos de cada una de las estaciones 

influenciadas por diversas condiciones del entorno de la Bahía de Manzanillo, 

como ya fue explicado en el Capítulo 1, se aislaron aquellos microorganismos 

que son capaces de consumir naftaleno, pireno y fenantreno como única fuente 

de carbono, el aislamiento se realizó mediante dos métodos (Foght, 2001; 

Hernández, 1997) para aumentar las probabilidades de obtención de un 

consorcio microbiano. 

 

En la etapa de enriquecimiento, la adaptación se fortalece al hacer réplicas 

semanales por 21 días utilizando naftaleno, fenantreno y pireno como única 

fuente de carbono y energía, con sus respectivos controles aeróbicos y 

anaeróbicos (Fogth et al, 2001; Hernández et al, 1997). 

 

Al hacer un seguimiento de los cambios en los matraces en la tercera semana 

de enriquecimiento, se evidenció turbidez y cambios en las propiedades del 
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sustrato, al disgregarse y sedimentarse, hasta la desaparición de 

aproximadamente el 90% toda las partículas de color blanco, con formación de 

un medio completamente de color café marron. 

 

Los cultivos sobre agar nutritivo presentaron abundante crecimiento con 

morfologías de colonias grandes y algunas pequeñas, irregulares, cremosas, 

convexas y coloración amarilla, con una característica común de tinción 

verdosa en todos los cultivos, permitiendo seleccionar hasta ese momento 

cinco morfo tipos.  Este hecho, permitió seleccionar bacilos y cocobacilos Gram 

negativos y positivos en los cinco hábitats estudiados (Tabla 4.4). 

 
Tabla 4.4  Características de las cepas que se encuentran en la zona 

 

CEPAS GRAM MORFOLOGÍA COLONIAS 

(+) Bacilos pleomórficos Azulado, borde entero 

(+) Bacilos no Esporulados Amarillo, elevado, borde ondulado 

 

Así mismo, los resultados de esta investigación representan un aporte al 

considerar que no se asemejan a lo expuesto por Ruberto et al. (2003) y 

Narváez et al. (2008), quienes reportaron que el grupo predominante en los 

aislamientos de bacterias que degradan compuestos recalcitrantes son los 

bacilos Gram negativos.  Estas, tienen un sin número de desventajas frente a 

las bacterias Gram negativas, debido a que son considerados importantes 

degradadores de hidrocarburos por la presencia de lipopolisacaridos en su 

membrana, que facilitan la formación y estabilización de emulsiones de 

hidrocarburos en sistemas acuosos y contribuyen al incremento en la superficie 

de ataque del contaminante. 

 

Al final de las transferencias sucesivas se obtuvieron cinco cepas, se 

identificaron las bacterias mediante la utilización de un API Coryne, de los 

cuales tres de las cepas pertenecían a la cepa Rhodococcus equi y las otras 

dos a la Corynebacterium propingun, (Figura 4.5) dos a pH 7.3 y tres a pH 6.2 
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con un buen crecimiento celular.  En el anexo A4.1, se explica el proceso a 

seguir. 

 

Los cultivos del consorcio a pH 7 después de 60 h presentaban una 

consistencia viscosa, también después de este tiempo aún se podía percibir un 

fuerte olor a naftaleno, lo cual hacía suponer una alta concentración residual 

(Ramírez, 1998).   En las primeras 60 hrs de cultivo el consorcio presentó una 

coloración amarillenta posteriormente a las 100 hrs una coloración mamey y 

finalmente a las 400 h una coloración café marrón.  A partir de allí no hubo 

variación alguna.   En las diferentes etapas de coloración el pH final fue el 

mismo.  Sin embargo, en unas de las muestras, presentaron una coloración 

amarillenta y el pH fue de 6.89, con una coloración mamey de 6.52 y con una 

coloración marrón de 7.02. La disminución del pH y la aparición del color puede 

atribuirse a la formación de intermediarios ácidos como el ácido salicílico.  

Mueller et al., (1990) encontraron en la degradación de fluoranteno por 

Pseudomonas cambios de color durante el cultivo lo cual corresponde a la 

aparición de intermediarios. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.5.  Bacterias Identificadas  por medio API Coryne a) Rhodococcus equi, b) 
Corynebacterium propinquum. 

 

Rhodococcus se encuentra dentro de los 16 géneros descritos como 

actinomicetes aeróbicos de importancia médica. El 

género Rhodococcus contiene 12 especies de la cual Rhodococcus equi es la 

principal especie patógena.  Este es un microorganismo productor de zoonosis, 

descrito en patología veterinaria desde 1923, causando neumonía 

granulomatosa y absceso de pulmón en potros (Camponovo y García, 2006).  

Sin embargo, en humanos, es un patógeno intracelular oportunista que infecta 

A 

                                                                           

                      B                          
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macrófagos y polimorfonucleares, especialmente en pacientes con alteración 

de la inmunidad celular, tratamiento inmunosupresor y neoplasias  

hematológicas.  

 

El hábitat natural de estos organismos se encuentra en la tierra y en animales 

de granja tales como caballos, aunque en la mayoría de los casos de infección 

humana (70%) no existe historia de contacto con animales (Meeuse et al., 

2007) 

 

El género Corynebacterium fue descrito por primera vez por Lehmann y 

Neuman en 1896 con el objeto de acomodar al bacilo causante de la difteria y a 

otras especies morfológicamente parecidas. Etimológicamente, el nombre 

deriva de la palabra griega “koryne” que significa garrote o porra y “bacterion” 

que significa bastón (Barcenas et al., 2006).  

 

En la Figura 4.6, las dos bacterias encontradas, fueron incubadas en medio 

mínimo mineral (MMN) a iguales condiciones ambientales, demostrando mejor 

condición la bacteria Rhodococcus equi, siendo esto objeto de este estudio. 

 

Figura 4.6. Curva de tolerancia de los microorganismos estudiados Rhodococcus equi  
(  ) y Corynebacterium propingun (  ). 
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En la Figura 4.7 se observa que los microorganismos fueron capaces de crecer 

exponencialmente utilizando como única fuente de carbono el naftaleno.  En los 

casos del Pireno y Fenantreno, no hubo evidencia de crecimiento exponencial 

en el período estudiado (430 h). Esto coincide con resultados como los 

obtenidos por González et al., (2010); Haritash y Kaushik (2009); Salazar 

(2010) que encontraron que mientras menor es la cantidad de anillos en la 

molécula, mayor es la capacidad de biodegradación de las bacterias. 

 

 
 

Figura 4.7.  Curva de tolerancia en medio líquido del consorcio bacteriano.   La curva 
manifiesta los sustratos Pireno (  ), Naftaleno (  ) y Fenantreno (   ). 

 

De los seis (6) bioensayos a diferentes concentraciones de naftaleno 

desarrollados durante el 2011, 2012 y 2013 (se presentan algunos resultados 

en el Anexo A4.2).   

 

Los mejores resultados de crecimiento se presentaron en julio de 2013, y se 

muestran en la Figura 4.8., los cuales fueron realizadas en duplicado, para las 
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concentraciones de 125mg/L, 250 mg/L, 500 mg/L, 750 mg/L, 1000 mg/L y 

2000mg/L. Hasta 2000 mg/L, no se evidenció inhibición.   

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
 
 
 
 
Figura 4.8. Curva de crecimiento en medio líquido del  Rhodoccocus equi.  La curva 

manifiesta las concentraciones de naftaleno (  ) 125 mg/L, (+) 250 mg/L, (X) 

500 mg/L, (  ) 750 mg/L, (   ) 1000 mg/L y (    ) 2000 mg/L. Septiembre 2012 

 

Estos resultados muestran que este tipo de cepa bacteriana que se encontró 

en el Sedimento (Rhodococcus equi) tiene una buena capacidad de crecer en 

el sustrato de fácil asimilación; además, también es un indicativo de que 

contiene una población microbiana activa, lo cual es típico de zonas cercanas a 

descargas de aguas con alta materia orgánica (Ramirez, 1998). Sin embargo, 

también muestran que tiene una baja capacidad para adaptación y/o 

degradación de compuestos poliaromáticos de alto peso molecular como es el 

caso del fenantreno y pireno. 

 

En relación con la metodología empleada en el estudio, varios autores 

coinciden en que la selección de microorganismos a través de pruebas 

sucesivas de crecimiento bacteriano en cultivos puros enriquecidos con 

sustratos, es considerada como una estrategia eficiente para evaluar la 
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adaptación y supervivencia de cepas tolerantes a elevadas concentraciones de 

petróleo (Mackey y Hodgkinson, 1996). 

 

La diversidad metabólica de los miembros del género Rhodococcus los hace 

ser candidatos ideales para su utilización en bioprocesos, con un gran 

potencial, tanto en aplicaciones industriales como ambientales (Echeverri et al., 

2010). 

 

Para modelar la cinética de crecimiento, la cual de acuerdo a autores como 

Mihelcic (2001) y Mihelcic et al. (2012) es proporcional al consumo de sustrato 

(en este caso naftaleno), se utilizaron las velocidades iniciales de crecimiento, 

que se presentaron en la Figura 4.8. 

 

Como se observa en la Figura 4.9, ambas curvas (septiembre 2012, julio 2013)  

tienden a  modelar la cinética de tipo Monod, sin inhibición, y llegando a una 

capacidad de carga, de la Rhodococcus equi. Sin embargo en la cinética de 

crecimiento de septiembre de 2012, todavía no se evidencia la llegada a la 

capacidad de carga. 

 

Figura 4.9. Modelo de crecimiento de la Rhodoccocus equi correspondiente a 
 (a) septiembre de 2012 y (b) julio de 2013  
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De acuerdo a la Ecuación 4.2. y en función de la Figura 4.9 se encontraron la 

µmax, µmax /2  y Ks (constante de saturación), para ambos períodos. La Ks refleja 

la capacidad de un organismo para adquirir recursos (sustrato, en este caso 

naftaleno en mg/L). Así, las tasas máximas de crecimiento específico (µmax) 

obtenidas fueron para septiembre de 2012, 1.38X107 UFC/mL/h y para julio de 

2013 1.11X108 UFC/mL/h. Cabe señalar que en ambos escenarios la 

temperatura fue de 30 ºC para los ensayos de septiembre de 2012 y de 26ºC 

para los ensayos de julio 2013.  

 
Tabla 4.5. Constante cinética de saturación determinada por el Modelo de Monod en la 

biodegradación de Naftaleno. 
 

 
Medio de la cepa Ks (mg/L) Curva de crecimiento 

(CCr)/Curva de 
consumo(CCo) 

Referencia 

Rhodococcus equi de los 
sedimentos de la Bahía de 
Manzanillo (Panamá) 
septiembre 2012 (Tº= 30ºC)  

458 CCr Este estudio 

Rhodococcus equi de los 
sedimentos de la Bahía de 
Manzanillo (Panamá) julio 
2013 
(Tº= 26ºC) 

403 CCr Este estudio 

Ralstonia eutropha 
Aplicaciones en reactores. 
agosto de 2013  
(T

o
= 28

o
C) 

0.415 CCo Jalilnejad, E. y 
Vahabzadeh, 

(2013) 

Staphylococcus sp.  
Obtenida de sitios 
contaminados con 
hidrocarburos (India) enero 
2013. 
(T

o
= 15 a 37

o
C) 

0.79 CCo/CCr Navdeep, et al. 
(2013) 

Micrococcus sp. 
Staphylococcus sp.  
Obtenida de sitios 
contaminados con 
hidrocarburos (India) febrero 
2013. 
(T

o
= 15 a 41

o
C) 

2.53 CCo Navdeep, et al. 
(2013) 

Gordonia alkanivorans 
Lodo contaminado de 
hidrocarburos, Taiwán 
Diciembre 2005 
(T

o
= 30

o
C) 

2874 CCo/CCr Young et al., 
(2005) 

Pseudomonas putida  
Análisis en suelo y su 
influencia con sustratos 
múltiples.  Septiembre de 
1998. 
(T

o
= 30

o
C) 

0.234 CCo Ahn, et al. 
(1998) 

http://link.springer.com/search?facet-author=%22Farzaneh+Vahabzadeh%22
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En la Tabla 4.5 se presentan las constantes cinéticas de biodegradación de 

distintos estudios, donde se demuestra la afinidad de muchos microorganismos 

al sustrato naftaleno utilizado como fuente de carbono única y en combinación 

de otros compuestos a diferentes rangos de temperatura. De acuerdo a 

Navdeep, et al. (2013), demostrarón que la velocidad de crecimiento depende 

de la afinidad del compuesto al microorganismo, como también la influencia del 

tóxico y de la adición de otro compuesto como co-sustrato, lo cual es 

determinante en la obtención de la constante de saturación y de inhibición en el 

caso de Young et al., (2005), la Ks fue 2874 mg/L utilizando lodo contaminado 

de hidrocarburo como co-sustrato.  En este estudio, utilizando naftaleno como 

única fuente de carbono, se observó que la Ks fue mayor (458 mg/L) a la Tº de 

30ºC en relación a cuando la Tº fue menor de 26ºC, donde la Ks tuvo un valor de 

403 mg/L, esto sustenta lo encontrado por Bitton (2005); Huertas (2010); Lara 

(2011), que a mayores temperaturas mayor es la capacidad de un organismo 

de consumir un  sustrato. Si existe una población tolerante a la contaminación, 

esta contaminación puede participar en la recuperación del equilibrio del sitio 

contaminado como fue reportado por (David y Raymond, 1998).  

 

4.5. Conclusiones y Recomendaciones 

 

A lo largo de este capítulo se logró demostrar el aislamiento, identificación de 

bacterias con la capacidad de crecer utilizando HAP (naftaleno), como única 

fuente de carbono; además, se lograron realizar ensayos de biodegradación 

utilizando como única fuente de carbono naftaleno, fenantreno y pireno. 

 

En el sedimento de la Bahía de Manzanillo se encontró que las cepas 

Rhodococcus equi y Corynebacterium propingun, cuentan con la capacidad de 

degradar naftaleno como única fuente de carbono.  Para el caso del fenantreno 

y pireno, no se evidenció crecimiento.  Es importante resaltar que no se han 

encontrado otros estudios en los cuales el Rhodococcus equi, se halla utilizado 

como agente biodegradador de algún compuesto orgánico recalcitrante. 

 

El Rhodococcus equi fue la cepa que se encontró con mayor abundancia, en 

relación a la Corynebacterium propingun (3:2). 
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De acuerdo a la Ecuación de Monod, se encontraron la µmax, µmax /2  y Ks 

(constante de saturación), para ambos períodos. La Ks refleja la capacidad de 

un organismo para adquirir recursos (sustrato, en este caso naftaleno en mg/L). 

Así, las tasas máximas de crecimiento específico (µmax) obtenidas fueron para 

septiembre de 2012, 1.38X107 UFC/mL/h y para julio de 2013 1.11X108 

UFC/mL/h. Cabe señalar que en ambos escenarios la temperatura fue de 30 ºC 

para los ensayos de septiembre de 2012 y de 26ºC para los ensayos de julio 

2013.  

 

De los seis (6) bioensayos de crecimiento de la cepa Rhodococcus equi  

utilizando como única fuente de carbono naftaleno, se presentaron los dos 

comportamientos de crecimiento y los dos modelos cinéticos de crecimiento 

más representativos (septiembre 2012 y julio 2013); obteniendo Ks de 458 mg/L 

a la Tº de 30ºC y Ks de 403 mg/L a la Tº de 26ºC, esto sustenta lo encontrado 

por Bitton (1994); Huertas (2010); Lara (2011), que a mayores temperaturas 

mayor es la capacidad de un organismo de consumir un  sustrato. 

 

Ante lo expuesto se recomienda analizar las cinéticas de biodegradación de 

naftaleno a concentraciones mayores a 2000 mg/L con la finalidad de encontrar 

la constante de inhibición; además, realizar bioensayos con diferentes 

combinaciones de hidrocarburos. Por último se deben comparar las cinéticas 

de cepas aisladas versus cinéticas en consorcio. 
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Capítulo V 

 

Análisis de sensibilidad del proceso de  biodegradación de la cepa 

Rhodococcus equi en función del pH, Temperatura, salinidad y velocidad 

de agitación. Aplicación de la Cepa en un bioreactor en continuo a escala 

de laboratorio. 
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Capítulo V 

 

Análisis de sensibilidad del proceso de  biodegradación de la cepa 

Rhodococcus equi en función del pH, Temperatura, salinidad y velocidad 

de agitación. Aplicación de la Cepa en un bioreactor en continuo a escala 

de laboratorio. 

 

5.1. Introducción 

 

Los microorganismos y los productos de su metabolismo son los componentes 

vivientes del suelo y del agua, y constituyen uno de los parámetros útiles para 

la medición de su fertilidad.  Sin embargo, la medida de la actividad de estos 

microorganismos es difícil de evaluar debido a la compleja estructura de las 

comunidades que alberga y sus relaciones, sobre todo en función al 

ecosistema u otros factores de efecto dominante (Bitton, 2005).  Ya que los 

microorganismos reaccionan fácil y rápidamente a estímulos ambientales, los 

parámetros de efectos específicos son difíciles de determinar en medio de un 

gran número de variables influyentes que pueden ser desconocidas o no 

constantes; es por ello que la varianza en los ensayos es crítica para los 

procesos de detección de efectos y de interpretación de datos (Ramos y 

Zuñiga, 2008).  Según Jenkinson (1992) y Mora 2007, los factores involucrados 

en la actividad microbiana, tales como temperatura, pH, humedad, 

disponibilidad de oxígeno, nutrientes inorgánicos y accesibilidad al sustrato, 

influyen en la descomposición de la materia orgánica.  Así también, ha sido 

señalado que la actividad y estabilidad de las enzimas en el suelo es regulada 

por muchos factores como pH (Huerta 2010; Lillo et al. 2011), biomasa 

microbiana (Zagal et al. 2003; Rodríguez et al. 2011), materia orgánica del 

suelo (Julca et al. 2006; La Manna et al. 2007), y el contenido de humedad del 

suelo (Bonilla y Cancino 2001; Nuñez et al. 2013).  Por todo lo anteriormente 

mencionado en este Capítulo  se ha considerado estudiar a nivel de laboratorio, 

cinco  de los escenarios más representativos (Bitton, 2005) de cambio de 

cuatro variables ambientales conocidas, temperatura, salinidad, pH y velocidad 

de agitación que influyen en las variaciones de la actividad microbiana.  
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5.1.1. Variables que influyen en la biodegradación 

En los ensayos de biodegradación intervienen diversas variables que tienen 

gran influencia en los resultados obtenidos tales como: los microorganismos 

(tipo, aclimatización y concentración), el medio de cultivo (tipo, concentración), 

oxígeno, temperatura, pH, luz y la concentración del sustrato como también el 

método analítico a utilizar (Haritash y Kaushik, 2009). 

 

Los microorganismos utilizados en los diversos ensayos de biodegradación 

realmente se deben encontrar en las aguas de los ríos, agua de mar, agua 

residuales y en los procesos de depuración, de esta forma los resultados que 

se obtengan de los ensayos pueden ser extrapolados a la realidad. 

 

La experiencia indica que los mejores resultados en los ensayos de 

biodegradación se obtienen con inóculos polivalentes de diferentes especies. 

Esto se debe a que las poblaciones mixtas proporcionan mayor información 

para la predicción del comportamiento del sustrato en un medio natural y real.  

Especies puras, son indispensables ya que se quiere aclarar los mecanismos o 

secuencias de reacciones de la oxidación biológica (Lechuga, 2005). 

 

Adicional a este factor, la concentración bacteriana es un factor predominante 

en la biodegradabilidad ya que afecta la velocidad de degradación, el tiempo de 

aclimatización y por consiguiente el tiempo de degradación.  Típico, cuando la 

relación de la bacteria en función del sustrato disminuye, el periodo de 

adaptación aumenta y su velocidad de degradación disminuye (Rosenkranz, 

2013). 

 

Los métodos de ensayos de biodegradabilidad suelen simular en el laboratorio 

las condiciones naturales, se debe utilizar en los ensayos agua de rio, mar o 

agua residual.  Sin embargo, si se quiere obtener ensayos se recomienda el 

uso de agua sintética a base de sustancias orgánicas que suministren los 

elementos necesarios (medio mineral).   Puede ocurrir que dependiendo del 

tipo de sustrato o contaminante y la concentración del medio, las bacterias 

inicien su metabolismo a base de otros compuestos más asequible y no 
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degradar la molécula del sustrato hasta que dicho compuesto haya 

desaparecido prácticamente, con lo que la degradación del sustrato o 

contaminante se retrase sensiblemente (Sibila, 2008). 

 

En los métodos de ensayos y estudios de biodegradación en medio aeróbico es 

fundamental la presencia del oxígeno libre para el desarrollo de 

microorganismos, que lo utilizan como agente oxidante del sustrato.  En este 

caso, el medio se airea por agitación o por paso de una corriente de aire, en 

ningún caso se introduce oxígeno puro ya que afectaría el desarrollo de los 

microorganismos por pérdida de cantidades de anhídrido carbónico disuelto en 

el medio (Lechuga, 2005). 

 

Siendo fundamental la relación entre el oxígeno disuelto disponible en el medio 

y el sustrato, impedir este proceso sobre todo en superficies estáticas permite 

que el sustrato se absorba en las paredes del matraz afectando el ensayo.  

Otro efecto de la falta de oxígeno en el ensayo se da en la absorción del 

sustrato en las membranas exteriores celulares del microorganismo afectando 

su permeabilidad al oxígeno (Alberola, 2008).   

 

El intervalo y rango de temperatura en la que puede crecer el microorganismo 

es variado y muy amplio, sin embargo, para cada organismo este intervalo es 

pequeño.  Un aumento de la temperatura durante el ensayo, genera una 

disminución del periodo de latencia o tiempo de adaptación, igualmente, influye 

sobre la concentración limitante, pues aunque la curva de degradación en 

función del tiempo sea análoga, los valores de esta concentración aumentan 

con la temperatura.  Los ensayos de biodegradabilidad suelen estar en un 

rango de 20 a 25 °C (Lechuga, 2005). 

 

En su gran mayoría, las bacterias, se adaptan y desarrollan en intervalos de pH 

relativamente amplios, sin embargo, existen microorganismos cuyo desarrollo 

se inhibe en medios alcalinos o acido.  Este criterio no tiene importancia en los 

ensayos ya que generalmente los mismos se realizan en medios neutros o 

ligeramente alcalinos ya que estos son más representativos de los medios 

naturales contaminados (Frioni, 1999). 
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Cabe destacar que se ha observado en los ensayos ciertas tendencias del 

medio a cambiar hacia pH ácido como consecuencia de los cambios químicos 

debido al desarrollo de la población bacteriana.  Para cambios excesivos de 

pH, se añaden al medio solución tampón (Villena y Serrano, 2005). 

 

Una influencia apreciable para el desarrollo de los microorganismos y esencial 

para ciertas especies de bacterias es la luz.  En general, al hacer estos 

ensayos se realizan en la oscuridad o en luz difusa (Riverón et al. 2012) 

 

Por otra parte una sustancia puede ser utilizada por microorganismos como 

sustrato, estos se desarrollan propiamente dentro de los límites específicos de 

concentración.   En concentraciones muy bajas de sustratos, la velocidad de 

desarrollo es generalmente lenta, sin embargo, aumenta a medida que se 

incremente su concentración (Bitton, 2005).  La velocidad de crecimiento por 

encima de un cierto límite, esta se hace constante e independiente de la 

concentración. 

 

La concentración de los sustratos utilizados son generalmente del orden de 

partes por millón (mg/L) y suele ser análoga o ligeramente superior a la 

concentración normal a valores de referencias del contaminantes en aguas 

marinas.  

 

5.1.2. Análisis de sensibilidad 

 

Los bioensayos son usualmente, exámenes relativamente simples que evalúan 

la respuesta de los organismos de prueba bajo condiciones controladas  

(Chapman, 2007).  Es loable tener como objetivo final el empleo de los 

bioensayos para proteger los ecosistemas al predecir sus respuestas y 

sugerimos que los bioensayos se diseñen para detectar problemas de 

contaminación.  Debe tenerse especial cuidado en las características más 

comunes y la selección del tipo de ensayo, para asegurar que las 

concentraciones en el ambiente se mantengan constantes durante los períodos 

de tiempo del ensayo, y que cada cierto tiempo deben chequearse y 
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conocerse, así como los criterios para la selección del organismo de ensayo 

(Carballo et al. 2003). 

 

Dichos ensayos, en bacterias y otros microorganismos, tienen la ventaja de que 

presentan rutas bioquímicas similares a las de los organismos superiores, 

ciclos de vida cortos y además responden rápidamente a los cambios en el 

medio ambiente (Frioni, 1999). 

 

5.2. Objetivos 

 

Analizar la capacidad de crecimiento y potencial consumo de naftaleno del 

Rhodococcus equi bajo distintas condiciones ambientales (pH, temperatura, 

velocidad de agitación, salinidad). 

 

Simular el tratamiento de las bacterias aislados en un reactor en continuo. 

 

5.3. Materiales y Métodos 

 

5.3.1. Análisis de Sensibilidad 

 

Se realizaron diferentes escenarios combinados de los parámetros pH, 

temperatura, salinidad y velocidad de agitación como se muestra en la Tabla 

5.1, para evaluar los cambios en las cinéticas de crecimiento.  Se evaluó la 

actividad microbiana en agua y sedimento, encontrando a la cepa 

Rhodococcus equi, con la capacidad de biodegradar naftaleno (Capítulo 4).  

Con esta Cepa se estudiaron cinco (5) diferentes condiciones experimentales, 

correspondientes a dos distintas temperaturas, dos valores de salinidad,  dos 

valores de pH y en dos condiciones de agitación.  La prueba de bioensayos se 

realizó en triplicado simultáneamente. Se prepararon 15 matraces con sus 

respectivos controles con un volumen de 150 mL de medio mínimo a diferentes 

concentraciones de naftaleno (50 mg/L, 100 mg/L, 150 mg/L y 200 mg/L). Se 

regularon durante 7 días los parámetros de salinidad, temperatura del medio 

mínimo, pH y velocidad de agitación (Tabla 5.1).  El criterio utilizado para fijar 

los valores de los parámetros fueron el máximo y el mínimo que se puede 
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obtener en un medio marino promedio; en el caso de la salinidad, el mínimo 

que se probó fue de 0 g/L (Ramos y Zuñiga, 2008). 

 

 Tabla 5.1  Escenarios con las diferentes variables estudiadas. 

 

Escenarios Variables evaluadas 

pH Temperatura  

(
 o

C) 

Salinidad 

(g/L) 

Velocidad de agitación 

(r.p.m.) 

No. 1 6.00 20 0 50 

No. 2 6.00 30 0 150 

No. 3 6.00 30 23 150 

No. 4 8.00 30 23 50 

No. 5 8.00 20 23 150 

 

 

5.3.1.1. Crecimiento bacteriano con variación de temperatura.   

 

Se incubó a temperaturas de 20 y 30 oC con la ayuda de una incubadora con 

agitación, debido a qué eran las temperaturas mínimas y máximas que se 

podían encontrar en agua y sedimento de la Bahía de Manzanillo, de acuerdo a 

lo presentado en los capítulos 2 y 3 (Mora, 2007). 

 

Para realizar el conteo microbiano se utilizó el método del micro gota como fue 

explicado en el Capítulo 4. 

 

5.3.1.2. Crecimiento bacteriano con variación de pH   

 

El pH del medio mineral fue variado con la utilización de ácido sulfúrico 1 % e 

hidróxido de sodio 1 % en un rango que va de 6 a 8 (Mora, 2007). 

 

Las muestras fueron procesadas con el método de conteo de micro gota e 

incubadas a  30oC por 24 horas, tiempo luego del cual se procedió al conteo de 

colonias para su posterior reporte.   
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Se trabajó con medio mínimo mineral en triplicado a dos diferentes pH iniciales 

de 6.0 y 8.0 (Cortez, 2006), los cuales se cultivaron en frascos Erlenmeyer de 

500 mL con un volumen efectivo de trabajo de 150 mL (Cortez, 2006). 

 

5.3.1.3. Crecimiento bacteriano con variación de la Salinidad 

 

La salinidad se varió de acuerdo a Mille et al., en 1991, con un valor máximo de 

de 23 g/l de NaCl, y 0 g/L (asumiendo un medio de tipo continental).   

   

5.3.1.4. Efecto de la Agitación sobre el crecimiento bacteriano 

 

El rol de los dispositivos de aireación colocados en los fermentadores, es de  

proveer a los microorganismos del oxígeno necesario para su crecimiento.  Por 

otra parte el fin de la agitación es asegurar la uniformidad de la suspensión  

microbiana de manera de acelerar la rapidez de intercambio entre esta y el  

medio de cultivo.  

 

La turbulencia generada por la agitación; además, permite la división de las  

burbujas de aire lo que aumenta la superficie de contacto y la duración de este,  

entre el oxígeno y los microorganismos.  

  

Para evaluar este criterio se utilizó un agitador mecánico modelo 420 Shaker 

Orbital, y se experimentó 2 diferentes velocidades de agitación 50 rpm y 150 

rpm (Borowitka, 1999).    

 

Después de la determinación de los valores de pH y agitación que llevaron a 

los mayores valores de crecimiento se evaluó la actividad microbiana en el 

sedimento en 5 diferentes condiciones experimentales, correspondientes a dos 

distintas temperaturas, dos condiciones de agitación, a tres valores de pH y a 

dos condiciones de salinidad (Tabla 5.1). 
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5.3.2. Simulación de un Bioreactor en continuo utilizando 

como sustrato agua de refinería con naftaleno y la cepa 

Rhodococcus equi. 

 

En base a lo realizado en el Capítulo 4 y la primera parte del presente capítulo 

Arenas y Pérez (2014) adaptaron un reactor biológico en continuo a escala de 

laboratorio para probar la eficiencia de la cepa Rhodococcus equi en el 

consumo de DQO, DBO y naftaleno, utilizando agua artificial de refinería  la 

cual contenía naftaleno, bajo condiciones monitoreadas de pH, Temperatura, 

Sólidos, crecimiento bacteriano en UFC/mL.  

 

En la Figura 5.1 se muestra el  Esquema del diseño experimental del reactor 

biológico en continuo a escala de laboratorio. 

 

 

Figura 5.1.  Esquema del diseño experimental utilizado en la investigación. Descripción: 

1. Tanque de afluente, 2. Bomba sumergible, 3.Llave reguladora de caudal 4. Tubo de 

entrada de caudal 5. Reactor, 6. Bomba Aireadora, 7. Bomba de recirculación, 8. 

Sedimentador, 9. Tubo de salida de efluente, 10. Tanque del efluente (Arenas y Pérez, 

2014) 
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La Figura 5.2 muestra las fotos del sistema artificial montado por Arenas y 

Pérez (2014). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figura 5.2  Adición de 15 ml de bacterias en 8 litros de agua artificial en la sección del 
reactor. 

 

Las fases de prueba se dividieron en dos (2) etapas, la primera la cual duro un 

periodo aproximado de doce (12) días, donde el tiempo de retención que se les 

dio a la bacteria para que hicieran el trabajo de degradación fue de veinticuatro 

horas (1 día), y la segunda fase también alrededor de quince (15) días  con un 

tiempo de retención de cuarenta y ocho horas  (2 días). Las muestras fueron 

recolectadas en cada fase  al finalizar cada tiempo de retención estipulado, 

para realizar diferentes pruebas, como lo son: temperatura, potencial de 

hidrógeno, Demanda Química de Oxígeno (DQO), Demanda Bioquímica de 

Degradación (DBO), Sólidos Suspendidos Volátiles (SSV), Sólidos Disueltos 

Totales (SDT), entre otras.  Para el análisis de la muestras se utilizó la guía del 

Standard Methods (1980). El naftaleno se analizó por cromatografía líquida 

(HPLC). 
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5.4. Resultados y discusión 

 

5.4.1. Análisis de sensibilidad 

 

Los valores de los diferentes escenarios (Tabla 5.1) bajo distintas condiciones 

de pH, Temperatura, salinidad y velocidad de agitación, para determinar el 

comportamiento de la cepa Rhodococcus equi, se presentan en la Figura 5.1.  

Los resultados muestran el promedio de los ensayos en triplicado.  

 

Figura 5.3.  Escenarios de las variables ambientales sobre el crecimiento de la 
Rhodococcus equi a diferentes concentraciones 50 mg/L (   ), 100 mg/L (   ), 150 mg/L (    ) 

y 200 mg/L (   ). Las estaciones están representadas E1 (a), E2 (b), E3 (c), E4 (d), E5 (e). 
 

 

a b 

c d 

e 
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Analizando la Figura 5.3 se pueden resaltar aspectos relevantes de estos 

ensayos, los escenarios más representativos de crecimiento de la bacteria 

Rhodococcus equi fueron los manifestados en los escenarios 2 y 3, donde solo 

fue modificado el pH y la salinidad.  Esto demuestra que en condiciones de 

baja y alta salinidad como también a un pH de 6 se adapta rápidamente a estos 

ambientes.  Cabe señalar, que la agitación jugó un papel importante en estos 

dos escenarios. 

 

En los escenarios 4 y 5, es evidente el efecto de la temperatura y la agitación 

sobre la bacteria; sin embargo, en las primeras 100 horas el comportamiento 

fue atípico y semejante a la fase logarítmica.  La aclimatización de esta bacteria 

fue bastante larga y se demuestra que estos dos aspectos ambientales 

generan un impacto significativo sobre el crecimiento bacteriano. 

 

Figura 5.4.  Efecto de la Temperatura sobre el crecimiento de la Bacteria Rhodococcus 

equi.  Escenario 1 ( _ ), Escenario 2 (   ), Escenario 3 (  ), Escenario 4 (   ) y Escenario 5     

(   ). Las concentraciones están representadas 50 mg/L (a), 100 mg/L (b), 150 mg/L (c), 
200 mg/L (d). 

a b 

c d 
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En la Figura 5.4 cabe destacar que se evidenció que en el escenario 3, la fase 

logarítmica fue constante en cada concentración del sustrato e inició entre 40 a 

50 horas, mientras que en el escenario 2, dicha fase se dio en las primeras 10 

horas del ensayo.  Sin embargo, en el escenario 4, en ningunos de los ensayo 

se registro evidencia de desarrollo de esta fase.  La fase exponencial fue más 

evidente en el escenario 3 donde existen las mejores condiciones 

aparentemente para el crecimiento de este microorganismo desarrollándose 

esta fase entre 50 y 100 horas.  El escenario 2 mostró una fase exponencial 

baja que estuvo entre 10 y 15 horas pero mostró una mayor fase estacional de 

la bacteria bajo todas las concentraciones.  Estos Resultados concuerda con 

los presentados por González et al. (2013), Las curvas de crecimiento de las 

bacteria a diferente concentraciones y temperaturas mostraron fase de retardo, 

fase exponencial y en algunos casos, la parte inicial de la fase estacionaria.  

 

Cuando el proceso de biodegradación se desarrolló a 30 ºC, en todas las cepas 

se alcanzó la fase exponencial, mientras que, a 20 ºC la fase de retardo se 

extendió entre 60 y 80 horas (González et al. 2013) 

 

El escenario 1 y 5 (Figura 5.4), donde se presentó la temperatura baja de los 

ensayos, los resultados muestran que en el escenario 5, en las distintas 

concentraciones, no hubo evidencia de una fase logarítmica claramente 

definida, sin embargo, en la concentración de 50 ppm se registró un 

comportamiento atípico que no fue correspondiente a las otras 

concentraciones.  Cabe señalar, que no solo la temperatura baja de estos 

ensayos, sino también a temperatura alta se dio el mismo comportamiento a 

esa misma concentración.   

    

Los resultados evidenciaron que la temperatura mínima redujo el metabolismo 

y el comportamiento en los cultivos se vio reflejado en un mayor tiempo de 

aclimatación, siendo el metabolismo microbiano más lento.  Estos resultados 

concuerdan con los presentados por Mohn y Stewart (2000) y Ericksson et al. 

2001, que manifestaron que la temperatura es otro factor de gran influencia en 

las propiedades de los HAP y en el metabolismo de los microorganismos 

involucrados en este proceso demostrando que la biodegradación de HAP es 
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posible a temperaturas bajas, con temperaturas moderadas (entre 20 ºC y 30 

ºC), el proceso es más eficiente.    

 

Posiblemente esto sea lo que sucedió en los cultivos a 20oC, en ambos 

experimentos, cuando la temperatura in situ en Bahía se encontraba entre 26 a 

28.4oC, con una diferencia entre 2-4oC, entre el medio natural y las condiciones 

de cultivo de laboratorio (Mora 2007).  Esto podría implicar que en las fechas 

de muestreo la  bacteria con crecimiento óptimo entre 26-28oC, no estaban 

completamente representadas y que al momento del inóculo solo aquellos 

escenarios que contenían otras condiciones ambientales, pudieron adaptarse al 

cambio de temperatura de aclimatación, sean las que representen a la 

comunidad.     

 

La respuesta que tuvo la bacteria que estuvo a la temperatura de 20oC 

creciendo más lentamente, concuerda con los resultados de Felip et al., (1996) 

y Bitton (2005), quienes encuentran que las bacterias cultivadas a bajas 

temperaturas (10-20oC) muestran una tasa de crecimiento más baja y con 

menor abundancia máxima que las mismas bacterias creciendo a 26oC. 

Además encuentran que el enriquecimiento del medio de cultivo no promueve 

el crecimiento a bajas temperaturas.     

 

Numerosos trabajos señalan que la temperatura óptima a que se da la 

degradación de los hidrocarburos es de 20 a 30oC (Atlas y Bartha, 2002), en el 

caso de la bacteria estudiada se pudo comprobar que se encuentran dentro de 

este rango.  

 

Rhodococcus equi, presenta un crecimiento significativo en todas las 

concentraciones a una temperatura de 30oC, siendo esta por lo tanto la óptima 

para su crecimiento, donde se pudo registrar el mayor crecimiento en la fase 

estacionaria determinada anteriormente y correspondiente a las horas 50 y  

168;  además, tiene un comportamiento similar entre ellas se observó un 

crecimiento significativamente alto con un exponente máximo de 109. 
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A pH ligeramente ácido (6), cercano a las condiciones neutras se observó un 

crecimiento significativo de Rhodococcus equi.  Cabe señalar que ambos pH 

estudiados en nuestros ensayos representa pH ligeramente ácidos o 

ligeramente alcalinos y por ende se pudo demostrar o evidenciar crecimiento 

en condiciones alcalinas o acidas (Figura 5.5). 

 

 

Figura 5.5.  Efecto del pH sobre el crecimiento de la Bacteria Rhodococcus equi.  

Escenario 1 ( _ ), Escenario 2 (   ), Escenario 3 (  ), Escenario 4 (   ) y Escenario 5 (   ). Las 

concentraciones están representadas 50 mg/L (a), 100 mg/L (b), 150 mg/L (c), 200 mg/L 
(d). 

 

El pH del medio es por lo general modificado por los microorganismos 

contenidos en este. Según las fuentes de energía disponibles y su 

metabolismo, el medio puede acidificarse o alcalinizarse.  El pH puede 

disminuir si existe un metabolismo que genere ácidos orgánicos como en el 

caso de la metabolización de los hidrocarburos puede aumentar si se produce 

a b 

c d 
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amoníaco tras el consumo de aminoácidos (Prescott; Harley; Klein, 2002). Lo 

que explica porque conforme pasa el tiempo, el crecimiento aumenta o 

disminuye dependiendo de las variaciones de pH.     

 

En la Figura 5.5 los escenarios 2, 3 y 5, donde se presentaba un pH neutro en 

el escenario 3 y en el 3 y 5, se presentó un crecimiento atípico donde no se 

distingue ningunas de las etapas del crecimiento.  Esto hace evidente que otro 

u otros factores ambientales guardan correlación en este escenario. Sin 

embargo, está directamente relacionado con la temperatura del ensayo (20 oC). 

También se destaca que el efecto de un pH neutro alcalino tiene un importante 

impacto sobre esta bacteria produciéndole una larga fase estacionaria sin 

importar las otras condiciones del entorno (Bracho et al. 2004).  Cabe señalar, 

y de acuerdo a los resultados obtenidos en los ensayos, que el Rhodococcus 

equi es sensible a pH mayores o iguales de 8 y se adapta y fácilmente en pH 

neutro y neutro ácidos (6 a 7).   

 

En la Figura 5.5 se observa que a un pH bajo en los escenarios 1 y 2, 

ligeramente ácido (6), los resultados mostraron una variabilidad solo en la 

concentración de 50 ppm, en las demás concentraciones hubo una tendencia 

de crecimiento con una fase logarítmica dentro de las 10 primeras horas del 

ensayo, una fase exponencial dentro de las 15 horas siguientes lo que deja una 

larga fase estacionaria entre 30 a 160 horas.  De esta manera se evidencia el 

impacto que tiene el pH sobre el crecimiento bacteriano en condiciones 

ambientales. 

 

En las pruebas realizadas a la Rhodococcus equi se observó un rango de 

crecimiento importante que va desde pH 6 a 7, muestran un crecimiento 

significativo únicamente a pH 7, tanto al inicio como al final de la fase de 

máximo crecimiento y se observó que al darse una variación mínima del pH del 

medio el crecimiento decae esta ser no significativo.  

 

Las pruebas de pH realizadas en un rango de 6 a 8 dieron como resultado en 

Rhodococcus equi, un crecimiento siendo 6 el óptimo.   La comparación entre 

las distintas concentraciones y escenarios implica que se presentan un 
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comportamiento inusual dentro del experimento, ya que su crecimiento varió 

con respecto al tiempo dentro un mismo pH, lo que debe ser tomado en cuenta 

en estudios futuros ya que puede llegar a ser un factor determinante en el 

proceso de degradación y monitoreo del mismo. 

 

Con todas las pruebas concluidas se pudo observar que el crecimiento 

significativo es predominante a pH 6, las concentraciones que presentan su 

mayor crecimiento entre las horas 30 y 60 de incubación tienen un 

comportamiento similar entre ellas, presentando un rango de crecimiento 

exponencial de 107 hasta 109. 

 

Los estudios realizados con bacterias degradadoras señalan que en el rango 

de pH de 5,2 a 7,0 se produce la mineralización del hidrocarburo, siendo el pH 

óptimo 6,0 (Bracho et al. 2004).  Lo último que fue comprobado en esta 

investigación. 

 

Se observó una alta afinidad a la salinidad en bajas y altas concentraciones de 

acuerdo a los ensayos estudiados del Rhodococcus equi en los escenarios 3, 4 

y 5.  En los escenarios 4 y 5, los resultados mostraron una disminución en la 

curva de crecimiento que puede estar influenciado por un aumento o 

disminución de la temperatura como también de la agitación que serian las 

condiciones ambientales variantes en estos escenarios. Sin embargo, 

presumiblemente, no se dio variación en el escenario 3, debido a que está 

influenciada por las condiciones óptimas ambientales y de ahí la separación 

entre las pendientes (Figura 5.6).   
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Figura 5.6.  Efecto de la Salinidad sobre el crecimiento de la Bacteria Rhodococcus equi.  

Escenario 1 ( _ ), Escenario 2 (   ), Escenario 3 (  ), Escenario 4 (   ) y Escenario 5 (   ).  Las 

concentraciones están representadas 50 mg/L (a), 100 mg/L (b), 150 mg/L (c), 200 mg/L 
(d). 

 

De acuerdo a los resultados, la Rhodococcus equi, en condiciones de salinidad 

normal, su crecimiento está relacionado directamente con el pH e inversamente 

proporcional a la temperatura y a la agitación (Mora, 2007).  Indistintamente a 

la temperatura y a la agitación dentro del rango estudiado, el Rhodococcus 

equi, presenta marcado crecimiento y el mismo está influenciado por el pH que 

representa un parámetro importante para su crecimiento. 

 

En condiciones de baja o ausencia de salinidad presentados en los escenarios 

1 y 2, los resultados mostraron crecimientos demostrado por un aumento de la 

fase exponencial marcada entre las primeras 20 horas del ensayo y de igual 

forma como en todos los ensayos una prolongada fase exponencial. 

c 

a b 

d 



168 
 

Por otra parte el fin de la agitación es asegurar la uniformidad de la suspensión  

microbiana de manera de acelerar la rapidez de intercambio entre esta y el  

medio de cultivo (Bracho et al. 2004). También incrementó la velocidad de 

transferencia de nutrientes del medio, mejoró la homogenización y aumentó el 

recuento de entre dos y tres unidades logarítmicas respecto a los que no 

recibieron el tratamiento (Figura 5.5). 

 

 

Figura 5.5.  Efecto de la agitación sobre el crecimiento de la Bacteria Rhodococcus equi.  

Escenario 1 ( _ ), Escenario 2 (   ), Escenario 3 (  ), Escenario 4 (   ) y Escenario 5 (   ).  Las 

concentraciones están representadas 50 mg/L (a), 100 mg/L (b), 150 mg/L (c), 200 mg/L 
(d). 

 

En la Grafica 5.5, presenta un periodo de adaptación prolongado, donde se 

percibe condiciones desfavorables que representaba el cultivo previo, por ende, 

en este lapso de tiempo se forman las enzimas y los metabolitos intermedios 

a 
b 

c d 
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hasta alcanzar las concentraciones necesarias para reiniciar el crecimiento.  La 

agitación juega un papel fundamental en la inhibición del crecimiento ya que 

produce la suspensión de partículas e homogenización de los nutrientes que 

favorece en crecimiento y la adaptación de los microorganismos (Real, 2007).   

 

En las condiciones estudiadas a agitación mínima, resulta que las células sean 

genéticamente incapaces de sobrevivir, por lo que sólo unas cuantas mutantes 

podrán subsistir, y obviamente se requerirá más tiempo para que éstas se 

multipliquen lo suficiente y sea notorio el aumento de células (Rojas, 2010). 

 

Cabe destacar que la realización de curvas de crecimiento es indispensable en 

cualquier estudio cinético, y en el presente sirvió para determinar los tiempos 

de generación, dentro de los cuales la fase de crecimiento exponencial de cada 

una de las cepas y del consorcio formado, tiempo en el cual se realizó las 

respectivas pruebas de pH y temperatura.   La velocidad de crecimiento fue 

calculada haciendo uso de la ecuación de Monod (Monod, 1949), en la que se 

asume que el crecimiento es un proceso continuo y que la masa celular se 

produce durante la utilización del sustrato (Figura 5.6). 
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Figura 5.6.  Crecimiento de la Bacteria Rhodococcus equi.  A diferentes concentraciones 
50 mg/L (   ), 100 mg/L (   ), 150 mg/L (   ) y 200 mg/L (   ).   Las estaciones están 

representadas E1 (a), E2 (b), E3 (c), E4 (d), E5 (e). 

 

Como se observa en la Figura 5.7, las tres curvas de los escenarios 1, 2 y 3;  

tienden a modelar la cinética de tipo Monod, sin inhibición y sin fases de 

adaptación, ni estacionaria, de la Rhodococcus equi.  Sin embargo en las 

cinéticas de crecimiento de los escenarios 1, 2 y 3, todavía no se evidencia la 

llegada a la capacidad de carga.  Por otra parte no se mostró crecimiento en 

los escenarios 4 y 5. 

 

 
 

c 

d 

b 

a 

e 
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Figura 5.7. Modelo de crecimiento de la Rhodoccocus equi en los Escenarios más 

representativos. Escenario 1 (   ), Escenario 2 (  ) y Escenario 3 (   )   

 

De acuerdo a la Figura 5.7 debido a que se manejaron concentraciones muy 

bajas no se halló la µmax, µmax /2  y Ks (constante de saturación), para las 

estaciones presentadas. Sin embargo, esto se debe a que en sistemas, como 

plantas de tratamiento, las cargas con que se trabajan son muy bajas (Chang 

et al., 2014) en relación con las que se analizaron en el Capítulo 4, donde se 

buscaron constantes de inhibición y hasta los 2000 mg/L, no se encontraron.  

En función de la pendiente, cabe señalar que el mejor escenario fue el número 

3 donde se encontraban los rangos adecuados para el crecimiento bacteriano. 

 

La relación entre la tasa de crecimiento específico y la temperatura y/o el 

sustrato ha sido documentada por diferentes autores, los cuales coinciden en 

que la tasa de crecimiento es controlada por uno o bien ambos parámetros 

(Felip et al., 1996: Church et al. 2000).   Bell y Ahlgren (1987) también 

encuentran una tasa de crecimiento específico influenciada directamente por la 
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temperatura (>20oC) en donde el incremento de la tasa específica es 

exponencialmente dependiente de la temperatura.  

 

Mostraron en el caso de Aeromonas hydrophila un crecimiento significativo a 

30 y 35oC, siendo este último el más alto y considerado como óptimo para esta 

cepa; sin embargo, debe tomarse en cuenta el crecimiento a 30oC, que es 

también muy significativo (Mora, 2007).    

 

En el caso de la curva correspondiente se pueden diferenciar varias fases de 

crecimiento exponencial como fases de latencia, esta condición pudo deberse a 

la interacción propia de las variables ambientales, además de la competencia 

propia por los microorganismos en el medio.  

 

La realización de pruebas de crecimiento con variaciones de temperaturas 

ayudó al establecimiento de una condición óptima de crecimiento que en el 

caso de Rhodococcus equi es de 30oC. 

 

Para constatar la degradación, se tomó una muestra del escenario 3, se inyectó 

en un cromatógrafo, con sus respectivos blanco, y se demostró que a 

condiciones normales la Rhodoccocus equi, no solo tiene la capacidad de 

crecer en dicho sustrato, sino también de consumir el naftaleno como única 

fuente de carbono.  En el anexo 5, A5.1 se presenta otro resultados sobre este 

ensayo. 

 

5.4.2. Simulación de degradación en un Reactor en 

continuo 

 

En el escenario 1, se logró observar que el crecimiento de la cepa bacteriana 

tomó una respuesta positiva a la alimentación del reactor con carga orgánica 

(en términos de la DQO) y naftaleno obteniendo crecimientos de hasta 

aproximadamente ocho órdenes de magnitud mayor (6 E+13) en UFC/mL, en 

relación a la inoculada (7,85 E+6), esto bajo una temperatura de 23.57 ºC y un 

pH de 6.71 (Figura 5.8).  
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Figura 5.8. Relación de la DQO con respecto al crecimiento de la cepa Rhodococcus 
equi. (Escenario 1), DQO (   ) y UFC/mg/L (   ). 

 

En la Figura 5.8, se presenta la relación entre la DQO y el Crecimiento 

bacteriano en función del tiempo, en el reactor. Después de las 24 primeras 

horas  se observa como a medida que  aumenta la DQO, los microorganismos 

van creciendo, Kiely (1999) lo explica de la siguiente forma: la DQO 

biodegradable se metaboliza rápidamente y parte de ella se transforma en 

nuevas célula, al mismo tiempo existe una pérdida de biomasa viva 

denominada pérdida de masa endógena, donde algunos de los microorganismo 

emplean como alimento su propio material alimenticio almacenado o células ya 

muerta.  Cabe señalar, que el mayor crecimiento de la bacteria Rhodococcus 

equi es a las 240 horas, lo cual también se ve influenciado por la recirculación 

del lodo del reactor (7 ml/min) 

 

Mientras que en el Escenario 2, se observó un crecimiento mucho mayor al del 

Escenario 1. La inoculación fue de  3.00E+9 UFC/mL y el máximo crecimiento 

en este escenario fue de 2.17E+11 UFC/mL (Figura 5.7). 
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Figura 5.9.   Relación DQO con respecto al crecimiento de la cepa Rhodococcus equi en 
el reactor. (Escenario 2), DQO (   ) y UFC/mg/L (   ). 

 

Cabe destacar, Figura 5.9, la DQO logra metabolizarse, y parte de ella pasa a 

formar nuevas células, lo cual provoca que la velocidad de crecimiento en las 

UFC aumente. Por otra parte, existe una pérdida de biomasa viva denominada 

pérdida de masa endógena, donde algunos de los microorganismo emplean 

como alimento su propio material alimenticio almacenado o células ya muerta 

(Kiely, 1999). Debe mencionarse que en el periodo en estudio no se observa la 

capacidad de carga del sistema; pero si se observa el máximo crecimiento a las 

192 horas. 

 

Se pudo comprobar la eficiencia de degradación de naftaleno de la cepa 

Rhodococcus equi, a la salida del reactor en relación con la entrada al mismo, 

logrando el 100 % de consumo del hidrocarburo, la máxima eficiencia de 

degradación en DQO fue 36,44% y en DBO fue 66,19%, esto se da cuando el 

tiempo de retención hidráulica en el reactor es mayor, como fue el caso de 

Escenario 2, donde el TRH fue de 48 horas (Tabla 5.2 y 5.3). 
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Tabla 5.2. Eficiencia en el Escenario 1. 

 

Periodo 

DQO 

(mg/L) 

Reactor 

DQO 

(mg/L) 

Salida (24 

horas) 

Eficiencia  

DBO 

(mg/L) 

Reactor  

DBO 

(mg/L) 

Salida (24 

horas) 

Eficiencia  

1 1480 1210 18,4% 950 820 11,33% 

2 1050 870 17,14%       

3 1160 1020 12,07% 800 740 7,50% 

4 1080 990 8,33%       

5 1350 1140 15,56%       

6 1050 980 6,67%       

7 1190 1060 10,92%       

8 1130 990 12.39% 800 700 12,50% 

9 1310 1150 12.21%       

10 1340 1170 12.69% 740 520 27,78% 

11 1560 1330 14.74%       

12 1780 1640 7.87%       

13 1800 1660 7.78%       

14 1910 1710 10.47% 1466  966   34,10 % 

 

Se puede observar en los resultados obtenidos que la bacteria aislada, 

Rhodococcus equi, es capaz de bajar la Demanda Química de Oxígeno en 

presencia del hidrocarburo naftaleno,  coincidiendo con los resultados 

obtenidos por Chang et al. (2014) que obtuvieron altas eficiencias de 

degradación (58%) en presencia de naftaleno, con la diferencia de que 

trabajaron con consorcios bacterianos. 

 

En el Escenario 2, se hicieron un total de 5 ensayos, los cuales tuvieron una 

duración de 192 horas, durando cada ensayo 48 horas, en la Tabla 5.3 se 

muestran los valores de eficiencia del sistema en el Escenario 2, los cuales 

fueron obtenidos comparando los valores de DQO y DBO tanto de la entrada 

como la salida para cada uno de los 5 ensayos. 

 

Mientras que los porcentajes de eficiencias en el Escenario 1 (Tabla 5.2) fueron 

menores en comparación con el Escenario 2 (Tabla 5.3). De esta manera se 
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comprueba que al aumentar el tiempo de retención hidráulico, aumenta la 

eficiencia de la Cepa de realizar su trabajo de degradación en el reactor.   

 

Tabla 5.3. Eficiencia en el Escenario 2. 

 

Ensayo 

DQO 

(mg/l) - 

Reactor 

DQO 

(mg/l) – 

Salida 

Eficiencia 

DQO 

(mg/L) 

DBO 

(mg/L) - 

Reactor 

DBO 

(mg/L) - 

Salida 

Eficiencia 

DBO 

(mg/L) 

1 1045 820 21,53% 640 225 64,84% 

2 1010 650 35,64% 662,5 224 66,19% 

3 1030 840 18,45% 655 350 46,56% 

4 1180 750 36,44% 642 460 28,35% 

5 1015 710 30,05% 587 475 19,80% 

 

Por otra parte se recomienda comprobar la eficiencia de degradación, de la 

cepa Rhodococcus equi, tomando otros tiempo de retención hidráulica y 

caudales de entrada. Analizar el desempeño de la Cepa con otros 

Hidrocarburos Aromáticos Policíclicos.  También es favorable realizar otros 

estudios en los cuales se ensaye la eficiencia de degradación de la Cepa, en 

función de cambios en los parámetros de diseño del reactor en continuo; 

además, de trabajar con una combinación de cepas, para aumentar la 

Eficiencia de Biodegradación de Naftaleno y otros Hidrocarburos Aromáticos 

Policíclicos. Se deben continuar estudios sobre el aislamiento e identificación 

de especies nativas en sitios contaminados.  En el anexo A5.2 se presenta los 

resultados de la cromatografía que constata que la degradación del naftaleno 

por la cepa Rhodococcus equi. 

 

5.5. Conclusión y Recomendaciones 

 

Se logró comprobar la sensibilidad de la cepa Rhodococcus equi a los cambios 

de temperatura, pH, salinidad y velocidad de agitación. Y también su capacidad 

de degradar naftaleno; y además, materia orgánica (DBO5 y DQO5) en un 

reactor en continuo a escala de laboratorio. 
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Los datos experimentales de este trabajo, donde las condiciones fueron 

controladas permitieron mostrar la respuesta fisiológica esperada, al separar el 

efecto del sustrato.    

Se desconoce hasta donde las diferencias metodológicas enmascaran la 

verdadera relación entre la eficiencia de crecimiento y la temperatura de la 

revisión bibliográfica efectuada, donde los errores inherentes a la 

determinación de la producción de biomasa y la respiración generan un amplio 

intervalo de valores de eficiencia de crecimiento.  

 

De los cinco (5) bioensayos de crecimiento de la cepa Rhodococcus equi  

utilizando como única fuente de carbono naftaleno, se presentaron los dos 

comportamientos de crecimiento y los tres modelos cinéticos de crecimiento 

más representativos (escenario 1, 2 y 3) y de acuerdo a la Figura 5.7 debido a 

que se manejaron concentraciones muy bajas no se halló la µmax, µmax /2  y Ks 

(constante de saturación), para las estaciones presentadas. Sin embargo, esto 

se debe a que en sistemas, como plantas de tratamiento, las cargas con que se 

trabajan son muy bajas (Chang et al., 2014) en relación con las que se 

analizaron en el Capítulo 4, donde se buscaron constantes de inhibición y hasta 

los 2000 mg/L, no se encontraron.  En función de la pendiente, cabe señalar 

que el mejor escenario fue el número 3 donde se encontraban los rangos 

adecuados para el crecimiento bacteriano. 

 

La eficiencia de degradación de la cepa Rhodococcus equi en un reactor en 

continuo, a escala de laboratorio, se comprobó a través de dos escenarios, el 

primero con un tiempo de retención de 24 horas y el segundo con un tiempo de 

retención hidráulico de 48 horas. En el escenario 1, se logró observar que el 

crecimiento de la cepa bacteriana tomó una respuesta positiva a la 

alimentación del reactor con carga orgánica (en términos de la DQO) y 

naftaleno obteniendo crecimientos de hasta aproximadamente ocho órdenes de 

magnitud mayor (6 E+13) en UFC/mL, en relación a la inoculada (7,85 E+6), 

esto bajo una temperatura de 23,57 ºC y un pH de 6.71. Mientras que en el 

escenario 2, se observó un crecimiento mucho mayor al del escenario 1. La 

inoculación fue de  3.00E+9 UFC/mL y el máximo crecimiento en este 

escenario fue de 2.17E+11 UFC/mL. 
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Se pudo comprobar la eficiencia de degradación de naftaleno de la cepa 

Rhodococcus equi, a la salida del reactor en relación con la entrada al mismo, 

logrando el 100 % de consumo del hidrocarburo, la máxima eficiencia de 

degradación en DQO fue 36,44% y en DBO fue 66,19%, esto se da cuando el 

tiempo de retención hidráulica en el reactor es mayor, como fue el caso de 

escenario 2, donde el tiempo de retención hidráulica (TRH) fue de 48 horas. 

Mientras que los porcentajes de eficiencias en el escenario 1 fueron menores 

en comparación con el escenario 2. De esta manera se comprueba que al 

aumentar el tiempo de retención hidráulico, aumenta la eficiencia de la cepa de 

realizar su trabajo de degradación en el reactor. 

 

Con la cromatografía se pudo detectar, la presencia de Naftaleno en el reactor, 

mientras que en las muestras de salidas no se detectó. Esto comprueba que el 

proceso de biodegradación de la cepa fue efectivo. 

 

La Rhodococcus equi, cepa bacteriana seleccionada para este estudio, se 

considera apta para ser utilizada en futuras pruebas y estudios que permitan 

generar tecnologías de biorremediación apropiadas para el tratamiento de las 

aguas residuales contaminadas con Hidrocarburosen nuestro país aguas  

 

Las recomendaciones están basadas en comprobar la eficiencia de 

degradación, de la cepa Rhodococcus equi, tomando otros tiempo de retención 

hidráulica y caudales de entrada, realizar investigaciones con otros 

Hidrocarburos Aromáticos Policíclicos, con el objetivo de comprobar la 

capacidad de degradación de la cepa Rhodococcus equi,  realizar otros 

estudios en los cuales se ensaye la eficiencia de degradación de la Cepa, en 

función de cambios en los parámetros de diseño del reactor en continuo, 

realizar estudios con una combinación de cepas, para aumentar la Eficiencia de 

Biodegradación de Naftaleno y otros Hidrocarburos Aromáticos Policíclicos y 

continuar con estudios sobre el aislamiento e identificación de especies nativas 

en sitios contaminados, especialmente por hidrocarburos, como el Canal de 

Panamá y áreas adyacentes; de forma tal de poder potenciar la capacidad de 
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degradación de la combinación de cepas nativas en sistemas de tratamiento 

biológico y biorremediación de sitios contaminados. 
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A2.1.  Resumen del Anteproyecto de Norma de Calidad de Aguas Marina Costera 
Preparado para: ANAM/DINAPROCA 

Preparado por: URS Holdings, Inc 
Panamá – Julio de 2006 

 
CONSIDERANDO: 

Que de conformidad a lo establecido en el artículo 309 de la Constitución Política de la 

República de Panamá de 1972, Reformada por los Actos Reformatorios de 1978, por el Acto 

Constitucional de 1983 y Los Actos Legislativos 1 de 1983 y 2 de 1994, se establece, “A la 

Autoridad del Canal de Panamá corresponde la responsabilidad por la administración, 

mantenimiento, uso y conservación de los recursos hidráulicos de la cuenca hidrográfica del 

Canal de Panamá, constituidos por el agua de, los lagos y sus corrientes tributarías, en 

coordinación con los organismos estatales que la Ley determine.” 

 

Que la Calidad de las aguas marinas y costeras en la República de Panamá se han visto 

afectadas debido a la contaminación por los desechos provenientes de las actividades 

antropogénicas, tales como vertimientos de aguas residuales con insuficiente o ningún 

tratamiento, el uso indiscriminado de agroquímicos, hidrocarburos y otros agentes 

contaminantes. Por tal motivo el Consejo Nacional del Ambiente aprueba el Programa Trienal 

de Normas (período 2001-2003),  mediante la Resolución No 003-01 de 19 de julio de 2001, en 

el cual se incluye entre las normas priorizadas la de Calidad de Aguas Marinas y Recursos 

Marinos y Costeros. 

 

CAPITULO III  

DE LAS NORMAS DE CALIDAD, DEL MUESTREO Y ANÁLISIS DE MUESTRAS  

 

Artículo 7: Disposiciones Generales  

a) La Dirección General de Recursos Marino y Costeros u organismo equivalente tendrá la 

responsabilidad de realizar la toma y análisis de muestras en el territorio nacional a excepción de 

las áreas marinas costeras protegidas cuya responsabilidad recaerá sobre la Autoridad Nacional del 

Ambiente. La AMP y ANAM a través de sus departamentos responsables del muestreo y análisis 

podrán contratar a un laboratorio comercial o de investigación estatal o privado debidamente 
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acreditado para la realización de estos muestreos. De no existir laboratorios acreditados, se podrá 

contratar a un laboratorio debidamente autorizado por el MICI, hasta tanto existan laboratorios 

acreditados.  

 

Artículo 8: Requisitos de Calidad  

Los requisitos de calidad permisibles para las aguas marinas y costeras destinadas para uso 

recreativo mediante contacto directo o indirecto son los siguientes 

Requisitos de Calidad 
Parámetros  

Unidades Valor  Métodos  

pH  6.0 – 9.0  SM4500-H /EPA 150.1  

Oxígeno Disuelto  mg/l  >4.0  SM4500-OG/EPA 360.1  

Turbiedad  NTU  <25.0  SM2130B/EPA 180.1  

Transparencia  m  ±10%
(1)

 Disco Sechi  

Color  Pt-Co  <25.0  SM2120B/EPA 110.2  

Sólidos Sedimentables  mg/l  <5.0  SM2540F/EPA160.5  

Sólidos Disueltos  mg/l  <35,000  SM2540C/EPA 160.1  

Sólidos Suspendidos  mg/l  <50.0  SM2540C/EPA160.2  

Sólidos Totales  mg/l  <36,000  SM2540C/EPA 160.3  

Olor  TON  No Perceptible  SM2150B/EPA140.1  

Compuestos inorgánicos y metales  

Cianuros  mg/l  <0.02  SM4500CN /EPA352.2/ 
EPA335.2 335.3- 

Nitrógeno Amoniacal  mg/l  <0.50  SM4500NH3-H /EPA 350.1  

Detergentes  mg/l  <0.50  SM5540C/EPA425.1  

Arsénico  mg/l  < 0.05  SM3500As/SM3120B /EPA 
200.9  

Estaño (Sn)  mg/l  <0.5  SM3111B/SM3112B/ EPA 

236.1
2

 

Cromo (Cr)  mg/l  <0.05  SM5540C/EPA 218.2  

Cadmio (Cd)  mg/l  <0.005  SM 3120 B/EPA 213.2  

Plomo (Pb)  mg/l  <0.01  SM 3120 B/EPA 200.7  

Zinc (Zn)  mg/l  <1.00  SM5540C/EPA 200.7  

Hierro (Fe)  mg/l  <0.50  SM3111B/EPA 200.7
2

 

Mercurio (Hg)  mg/l  <0.001  SM3111B/EPA 245.1
2

 

Parámetros Biológicos y Bioquímicos  

Enterococos  NMP /  <50  EPA1106.1  

Coliformes Totales  NMP /  <500  EPA 1604  

Coliformes Fecales  NMP /  <50  SM9221E/SM9222E  

Demanda Bioquímica de 
Oxígeno  

mg/l  <2  SM5210B/ 405.1  

Compuestos Orgánicos  

Aceites y Grasas  mg/l  <0.50  SM 5520C/ SM 5520D/EPA 
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Tabla 1 

 

 

 

1664/ EPA 413.1  

Hidrocarburos Totales de 
Petróleo  

mg/l  <0.05  SM 5520 F/EPA 1664  

Plaguicidas Organoclorados  mg/l  <0.005  SM 6630B/ SM 6630 C/ SM 
6630D/EPA  

Plaguicidas Órganofosforados  mg/l  <0.005  EPA 614/8141  
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Tabla 3  

Condiciones de 
Toma de Muestras 
por Parámetro 
Parámetro  

Lugar de 
Análisis  

Envase Volumen 
Recomendado 

de Muestra  

Preservación  Tiempo  

Características Físicas y Químicas  

pH  Terreno  P o V --  --  --  

Oxígeno Disuelto  Terreno o 
Laboratorio  

P o V 1000 ml  Enfriar 4°C, 
mantener en 
oscuridad  

24 
horas  

Turbiedad  Terreno o 
Laboratorio  

P o V 1000 ml  Resuspender en 
el laboratorio 

--  

Transparencia  Terreno  --  --  --  --  

Color  Laboratorio  P o V 1000 ml  Sin preservativo  24 
horas  

Sólidos 
Sedimentables  

Terreno  P o V 1000 ml  -- Sin preservativo  24 
horas  

Sólidos Disueltos  Laboratorio  P o V 1000 ml  Sin preservativo  24 
horas  

Sólidos 
Suspendidos  

Laboratorio  P o V 1000 ml  Sin preservativo  24 
horas  

Sólidos Totales  Laboratorio  P o V 1000ml  Sin preservativo  24 
horas  

Olor  Laboratorio  V  1000 ml  Enfriar 4°C  24 
horas  

Compuestos Inorgánicos y Metales  

Cianuros  Laboratorio  P o V 1000 ml  Agregar NaOH a 
pH > 12, enfriar a 
4°C en oscuridad. 
Agregar HNO

3
 

24 
horas  

Nitrógeno 
Amoniacal  

Laboratorio  P o V 500-1000 ml  Acidificar pH < 2 
con H

2
SO

4
, 

enfriar a 4°C  

24 
horas  

Detergentes  Laboratorio  P o V 500-1000 ml  Sin preservativo  24 
horas  

Cromo (Cr)  Laboratorio  P o VB 500-1000 ml  Acidificar pH < 2 
con HNO

3
 

1 mes  

Cadmio (Cd)  Laboratorio  P o VB 500-1000 ml  Acidificar pH < 2 
con HNO

3
 

1 mes  

Estaño (Sn)  Laboratorio  P o VB 500-1000 ml  Acidificar pH < 2 
con HNO

3
 

1 mes  

Plomo (Pb)  Laboratorio  P o VB 500-1000 ml  Acidificar pH < 2 
con HNO

3
 

1 mes  

Zinc (Zn)  Laboratorio  P o VB 500-1000 ml  Acidificar pH < 2 
con HNO

3
 

1 mes  

Hierro (Fe)  Laboratorio  P o VB 500-1000 ml  Acidificar pH < 2 
con HNO

3
 

1 mes  

Mercurio (Hg)  Laboratorio  VB  500-1000 ml  Acidificar pH < 2 
con HNO

3
, enfriar 

1 mes  
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a 4°C  

Condiciones de 
Toma de Muestras 
por Parámetro 
Parámetro  

Lugar de 
Análisis  

Envase Volumen 
Recomendado 

de Muestra  

Preservación  Tiempo  

Parámetros Biológicos y Bioquímicos  

Enterococos  Laboratorio  P o V > 100 ml  Enfriar a 4°C  24 
horas  

Coliformes Totales  Laboratorio  P o V > 100 ml  Enfriar a 4°C  24 
horas  

Coliformes Fecales  Laboratorio  P o V > 100 ml  Enfriar a 4°C  24 
horas  

Demanda 
Bioquímica de 
Oxígeno (DBO5)  

Laboratorio  P o V > 1000 ml  Enfriar a 4°C, 
oscuridad  

24 
horas  

Compuestos Orgánicos  

Aceites y Grasas  Laboratorio  V  1000 ml  pH < 2 con HCl, 
enfriar a 4°C 

24 
horas  

Hidrocarburos 
Totales de Petróleo  

Laboratorio  V  1000 ml  pH < 2 con HCl, 
enfriar a 4°C 

24 
horas  

Plaguicidas 
Organoclorados  

Laboratorio  V  1000 ml  Sin preservativo  24 
horas  

Plaguicidas 
Órganofosforados  

Laboratorio  V  1000 ml  Sin preservativo  24 
horas  

P: Envase plástico de Polietileno de alta densidad; V: Envase de vidrio; VB: Envase de vidrio borosilicato 

 

 

 

 

 

Tabla 4  

Valores Máximos Establecidos  

Para Determinadas 
Situaciones de 
Emergencia. 

Parámetro  

Unidades  Valores  

Características Físicas y Químicas  

PH  <6.0 o >9.0  

Oxígeno Disuelto  mg/l  <3.0  

Turbiedad  NTU  >100.0  

Transparencia  m  >10%  

Color  Pt-Co  >75.0  

Sólidos Sedimentables  mg/l  >100.0  

Sólidos Disueltos  mg/l  >36,000  

Sólidos Suspendidos  mg/l  >125.0  

Sólidos Totales  mg/l  >37,000  

Olor  TON  >10.0  

Compuestos Inorgánicos y Metales  
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Cianuros  mg/l  >0.20  

Nitrógeno Amoniacal  mg/l  >2.00  

Detergentes  mg/l  >1.00  

Estaño  mg/l  >0.50  

Cromo (Cr)  mg/l  >0.50  

Cadmio (Cd)  mg/l  >0.01  

Plomo (Pb)  mg/l  >0.50  

Zinc (Zn)  mg/l  >15.00  

Hierro (Fe)  mg/l  >5.00  

Mercurio (Hg)  mg/l  >0.10  

Parámetros Biológicos y Bioquímicos  

Enterococos  NMP / 100ml  >500  

Coliformes Totales  NMP / 100ml  >5000  

Coliformes Fecales  NMP / 100ml  >500  

Demanda Bioquímica 
de Oxígeno (DBO5)  

mg/l  >2.5  

Compuestos Orgánicos  

Aceites y Grasas  mg/l  >8.00  

Hidrocarburos Totales 
de Petróleo  

mg/l  >5.00  

Pesticidas 
Organoclorados  

mg/l  >0.50  

Pesticidas Órgano 
fosforados  

mg/l  >0.50  

 

b) Aquellas zonas o áreas donde ocurran derrames de petróleo y sus derivados, 

vertidos de desechos tóxicos orgánicos e inorgánicos que pongan en riesgo la salud 

pública.  

 

c) Cuando los valores para los parámetros establecidos superan los requisitos de 

calidad establecidos en la Tabla 1 del presente decreto ejecutivo, como consecuencia 

de catástrofes naturales u otras situaciones relacionadas a escala mundial o regional.  

 

d) Áreas de riesgo potencial y/o puntos críticos de contaminación identificadas en los 

programas de seguimiento, vigilancia y control.  

 

Artículo 19. La AMP en conjunto con las demás entidades competentes coordinará la 

implementación de acciones a escala sectorial para recabar e intercambiar 

información obtenida campo y/o de gabinete de aquellas áreas declaradas en 

emergencia y en áreas con riesgo potencial, con la finalidad de determinar la 

naturaleza y magnitud de la emergencia o riesgo potencial. 
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CAPÍTULO VIII  

IMPLEMENTACIÓN  

 

Artículo 24: La Autoridad Competente (AMP) dispondrá de un tiempo de un (1) año, a 

partir de la entrada en vigencia de esta Norma, para la preparación y capacitación de 

su personal para su implementación. Durante este tiempo deberán equipar un 

laboratorio propio o contratar un laboratorio autorizado o acreditado ya sea público o 

privado para realizar los muestreos según los métodos indicados. Deberán elaborar el 

Programa de Monitoreo Anual para un período de dos años e iniciar las campañas de 

monitoreo con la finalidad de caracterizar las aguas marinas y costeras objeto de este 

Decreto Ejecutivo, una vez concluido el año de preparación. Posterior a la 

caracterización de las aguas marinas y costeras en el ámbito nacional, se desarrollará 

y ejecutará el programa de seguimiento, vigilancia y control. 
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A- Lineamientos para la Selección de los Cuerpos de Agua: Para la selección de los 

cuerpos de aguas que serán sujeto al monitoreo se deberá contemplar como mínimo 

los siguientes criterios:  

• Áreas costeras donde se desarrollen actividades turísticas, de recreación con 

contacto directo e indirecto con la población,  

• Áreas cercanas a estuarios de los principales ríos del país cuyas descargas 

afecten directa e indirectamente las comunidades costeras,  

• Áreas costeras que reciben aguas residuales procedentes de sistemas de 

tratamiento de aguas y de otras actividades.  

• Incorporar otras zonas que se considere prioritaria para su caracterización, 

atendiendo los objetivos de esta norma,  

• Considerar los cuerpos de agua seleccionados en estudios previos con la 

finalidad complementar el diagnóstico sobre el estado del recurso sobre la base 

de datos históricos y actuales.  

 

B- Lineamientos para la Selección de los Puntos de Muestreo: Para la selección de 

los puntos donde se realizarán los muestreos, se deberá contemplar como mínimo los 

siguientes criterios:  

• Considerar sitios entre 50 y 100 m de la costa o de los estuarios de los principales 

ríos, cuyas aguas pueden afectar zonas costeras destinadas para uso 

recreativo.  

• Cuando el objetivo del monitoreo es el de control y vigilancia, ubicar los puntos 

donde se localizan proyectos o empresas que hacen uso del recurso para uso 

recreativo y/o empresas que realizan otras actividades cercanas a los sitios de 

recreación,  

• Considerar sitios donde se hacen vertimientos o descargas y/o donde se 

presentan afectaciones por fenómenos naturales, las cuales pueden afectar las 

áreas de recreación.  

• Considerar zonas de playas que en la actualidad son utilizadas como balnearios y 

áreas de recreación.  

• Cada sitio debe reflejar las condiciones del área bajo estudio donde no se 

anticipan variaciones significativas en los parámetros a analizar.  
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• Los sitios deben tener suficiente distribución horizontal y vertical para caracterizar 

el cuerpo de agua bajo estudio.  

• La autoridad competente podrá optar por el establecimiento de puntos 

permanentes de muestreo que permitan el levantamiento continuo de datos. 

Estos puntos permanentes pueden ser boyas equipadas con equipo de 

medición de parámetros de calidad del recurso.  

 

C- Requisitos para la Toma de Muestras Representativas y Análisis de Laboratorio  

1. La toma de muestras será efectuada por personal idóneo de la autoridad 

competente o de una entidad privada contratada para realizar los muestreos y 

análisis.  

 

2. Se realizarán como mínimo cuatro campañas de muestreo en el cuerpo de agua 

sujeto al análisis, dos en la estación seca y dos en la estación lluviosa. Siendo 

éstas distribuidas de acuerdo al criterio técnico de la Autoridad competente y 

considerando los factores ambientales existentes.  

 

3. En cada campaña de muestreo se establecerá un transecto perpendicular a la 

costa de 3 puntos en cada sitio de muestreo y se colectarán las muestras de 

acuerdo a lo establecido en el punto 7 del presente artículo. La distancia entre 

los puntos de cada transecto deberá ser no menor de 100 metros. Durante la 

planificación del programa de monitoreo anual la autoridad competente debe 

considerar el establecimiento del número de replicas a tomar por campaña de 

muestreo.  

 

4. Para medir los parámetros en campo, se tomarán muestras simples a distintas 

profundidades de la columna de agua de la siguiente manera: en los sitios con 

profundidad de 0-5 metros, se tomará la muestra de agua a 20 cm de la 

superficie. En los sitios con profundidad de 5-10 metros, se tomará la muestra 

de agua a 20 cm de la superficie y a 1 metro del fondo. En los sitios con 

profundidad de 10-20 metros, se tomará la muestra de agua a 20 cm de la 

superficie, a 10 metros y a 1 metro del fondo; estableciéndose la misma 

frecuencia de muestreo para cada 10 metros adicionales (ver Tabla 2). Dicho 
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muestreo se realizará utilizando una botella tipo niskin u otra con las mismas 

características, únicamente cuando sea lo más adecuado.  

 

Tabla 2  

Toma de muestras según la 
profundidad en la columna 

de Agua. Profundidad 
columna de agua  

Toma de muestra  

0-5 metros  20 cm de la superficie  

5-10 metros  20 cm de la superficie  
1 m del fondo  

10-20 metros  20 cm de la superficie  
10 m de profundidad  
1 m del fondo  

20-30 metros  20 cm de la superficie  
10 m de profundidad  
20 m de profundidad  
1 m del fondo  
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Anexo 3 (A3.1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A2.2. Grafica de granulometría de la estaciones en la zona de estudio 

 

Para ampliar el conocimiento sobre la composición textural de los sedimentos en 

la zona de estudio se realizó una distribución de las diferentes fracciones 

granulométricas, donde se observa que la fracción Limo arcillosa es predominante 

en todas las estaciones, con niveles superiores al 80%, a excepción de la estación 

3, que se encuentra influenciada por las escorrentía del Río Folks River. 

 

 

 

Diámetro de partículas (mm) 
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Anexo 4 (A4.1). 

El procedimiento de identificación se realizó mediante pruebas bioquímicas 

convencionales utilizando el sistema comercial API Coryne System (bioMérieux). 

API Coryne, es un sistema manual capaz de identificar en 24 horas a 49 especies 

de bacterias corineformes. Contiene 20 pruebas, 11 enzimáticas y 8 de utilización 

de hidratos de carbono, con su correspondiente control (Figura 4.7). 

 

Los primeros 11 pocillos (reducción del nitrato, pirazinamidasa, pirrolidonil 

arilamidasa, fosfatasa alcalina, β-glucuronidasa, β-galactosidasa, α-glucosidasa, 

N-acetil β-glucosaminidasa, hidrólisis de la esculina, ureasa, hidrólisis de gelatina) 

fueron inoculados con una suspensión bacteriana equivalente al tubo N° 6 de la 

escala de Mc Farland. Se llenó el tubo y la cúpula con la suspensión. El pocillo 

correspondiente a la prueba de ureasa se llenó con aceite de parafina estéril. Los 

últimos 9 pocillos (control de fermentación de hidratos de carbono, fermentación 

de: glucosa, ribosa, xilosa, manitol, maltosa, lactosa, sacarosa, y glucógeno), con 

la mezcla resultante de la adición de 0,5 ml de la suspensión del microorganismo 

equivalente al tubo N° 6 de la escala de Mc Farland en un medio enriquecido que 

contenía un indicador de pH (GP medium). Las cúpulas se llenaron con aceite de 

parafina estéril. 

 

 

 

 

 

 

 

Regla de determinación del biocodigo 

 

La reacción de catalasa (prueba 21 de la galería) se realizó añadiendo una gota 

de agua oxigenada al 3% en la prueba de esculina o gelatina. La aparición de 
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burbujas se interpretó como prueba positiva. El pocillo de nitratos fue revelado por 

adicción de los reactivos 1 (ácido sulfanílico-ácido acético) y 2 (N,Ndimetil-1-

naftilamina). Los pocillos con enzimas (pirazinamidasa, pirrolidonil arilamidasa, 

fosfatasa alcalina, β- glucuronidasa, β-galactosidasa, α-glucosidasa, N-acetil β-

glucosaminidasa) fueron revelados con 1 gota del reactivo ZYM A (Tris-

hidroximetil-aminometano y lauril sulfato de sodio) y una gota de ZYM B (Fast Blue 

BB) y leídas luego de 10 minutos. 

 

 

 

 

 

 

 
Reactivos Utilizados  

 

La lectura de las reacciones se llevó a cabo utilizando la guía del fabricante y se 

codificó el conjunto de los resultados obtenidos en un perfil numérico (biocódigo) 

el cual fue leído en un programa computarizado (versión 2.0). 

 

Se consideró “identificación correcta” cuando el sistema indicó que el biocódigo 

obtenido correspondía a una identificación excelente, muy buena o buena, y 

coincidió con la identificación por el método patrón. La expresión “baja 

discriminación” fue aceptada como correcta, cuando el microorganismo pudo ser 

identificado mediante el uso de pruebas adicionales sugeridas por el fabricante. 
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Perfil numérico (biocódigos) 

 

Se consideró “identificación incorrecta” cuando el biocódigo correspondió a una 

especie diferente de la identificada por el método patrón. Las pruebas bioquímicas 

practicadas a cada una de las cepas aisladas que conformaron el cultivo mixto 

permitieron la identificación de los generos Corynebacterium propinquum y 

Rhodococcus equi. 
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Anexo 4 (A4.2). 

A4.1.  Curva de Crecimiento de la Rhodococcus equi sobre el naftaleno. (Septiembre 2012). 

 

125 mg/L 

250 mg/L 

500 mg/L 
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1000 mg/L 

2000 mg/L 
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A4.2.  Curva de Crecimiento de la Rhodococcus equi sobre el naftaleno. (Julio 2013). 

 

125 mg/L 

2000 mg/L 

500 mg/L 

250 mg/L 

750 mg/L 

1000 mg/L 
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A4.3.  Curva de Calibración del Crecimiento bacteriano en función de UFC/mL/absor. 

 

 

 

 

 

 

Unidades de absorvancia (525 NM) 
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Anexo 5 (A5.1) 

Como se describió en la metodología antes de inyectar las muestras a analizar se 

inyectaron patrones de Naftaleno y n-Hexano, Naftaleno y el medioartificialpara 

que el equipo pudiese hacer la curva de calibración. 

 

 

 

Cromatógrama de la muestra del reactor al inicio del ensayo 2 a las 48 horas. 

 

En esta Figura, se observa la presencia de Naftaleno a los 6.622 minutos en una 

muestra tomada del reactor.  Esto prueba que la concentración del Naftaleno se 

redujo de 30 mg/L a 8,43 mg/L, obteniendo una eficiencia de 71,9%, debido a la 

degradación efectuada por las bacterias Rhodococcus equi, pasada las 48 horas 

para finalizar el segundo ensayo se tomo otra muestra en la salida a las 96 horas  
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Cromatógrama de la muestra tomada de la salida al final del ensayo 2 a las 96 horas. 

Sin embargo, en la Figura anterior no se observa la presencia de Naftaleno. Esta 

muestra se tomó del tanque de salida, pudiendo observar que el afluente tratado 

salía del sistema sin naftaleno.  Por lo que se puede concluir que a las 96 horas la 

eficiencia de degradación de naftaleno por la cepa Rhodococcus equi es del 

100%. 

 

 

Cromatógrama muestra del reactor tomada al inicio del Ensayo 5 a las 192 horas. 
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La presencia de Naftaleno en esta muestra del reactor se dio a los 6,661 minutos 

con una concentración 6,86 mg/L. Ocurrió el mismo fenómeno de degradación que 

en la muestra del reactor del Ensayo 2 por la presencia de las bacterias 

Rhodococcus equi, viendo así una eficiencia casi del 6% mayor a la anterior. 

 

Cromatógrama muestra de salida del ensayo 5 a las 240 horas. 

 

Mientras que en esta muestra de la salida no se presenció ninguna concentración 

de Naftaleno a los 6,6 minutos; por lo que se puede concluir que a las 240 h la 

eficiencia de degradación de naftaleno por la cepa Rhodococcus equi es del 

100%. 

 

La importancia de la temperatura en la velocidad de las reacciones bioquímicas; 

en este caso este parámetro fue muy difícil de controlar y se mantuvo entre los 

23°C y los 26°C. Al igual que la temperatura el pH, fue otro parámetro del cual no 

se tuvo control, por ello se hicieron mediciones cada 24 horas para el Escenario 1 

y 48 horas para el Escenario 2, para así tener en cuenta los cambios bruscos e 

interpretar si hubiese problemas en el proceso de biodegradación.  
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ANEXO A5.2. 

 

 

 

 

 

 

 

Imágenes de las actividades y equipos del la investigación 
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Imágenes de las actividades y equipos del la investigación 


