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RESUMEN 
 
 

TITULO: AISLAMIENTO Y CARACTERIZACIÓN DE MICROORGANISMOS EDÁFICOS CON 
CAPACIDAD PARA LA BIODEGRADACIÓN DE LOS HIDROCARBUROS PRESENTES EN 
AGUAS DE PRODUCCIÓN PARA USO POTENCIAL COMO AGUA DE RIEGO EN LOS LLANOS 

ORIENTALES 
 

AUTOR: PAOLA MAYERLY PIMIENTA RUEDA 
 
PALABRAS CLAVES: Agua de producción, Biodegradación,  Hidrocarburos, Microorganismos 
Nativos, Mesocosmos,  Riesgo de cultivos. 
 
La extracción de petróleo y gas genera grandes cantidades de agua de producción, la cual a su 
vez contiene diferentes compuestos orgánicos e inorgánicos. Por lo tanto se hace necesario 
implementar sistemas de manejo y disposición final que garanticen la calidad del ecosistema en el 
área de incidencia. 
 
En los Llanos Orientales colombianos en el departamento del Meta, se encuentra ubicado el 
campo Castilla,  operado por Ecopetrol, donde actualmente se producen 460 mil barriles diarios de 
agua en promedio, lo que equivale a  casi cinco barriles de agua por cada barril de crudo producido 
(Hoyos, 2010).  Esta situación ha llevado a la implementación del ASA (Área de Sostenibilidad 
Agroenergética, antes llamada DAT (Distrito de Adecuación de Tierras), con una extensión inicial 
de 46 Ha, para la disposición final de una parte del agua producida en el pozo. El agua de 
producción previamente tratada, es vertida sobre un terreno como agua de riego para cultivos. 
 
La presente investigación tuvo como objeto aislar y caracterizar la microbiota edáfica con 
potencialidad para degradar hidrocarburos presentes en el agua de producción vertida en el ASA, y 
forma parte de un mcaro proyecto que adelanta Ecopetrol, para determinar la factibilidad técnica 
del sistema de disposición a largo plazo. 
 
Se logró aislar y caracterizar un consorcio de microrganismos nativos (Consorcio ASA), con 
capacidad para degradar los hidrocarburos presentes en el agua de producción del campo Castilla. 
Se determinó la capacidad de biodegradación a escala de laboratorio y piloto (mesocosmos), 
alcanzando porcentajes de remoción entre 70 y 80%,  lo que representa una potencial utilización 
de los  microorganismos aislados, para procesos de tratamiento continuo en el ASA. 
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ABSTRACT 

 

TITLE: ISOLATION AND CHARACTERIZATION OF SOIL MICROORGANISMS CAPABLE FOR 
BIODEGRADATION OF THESE WATERS IN OIL PRODUCTION AS POTENTIAL FOR 

IRRIGATION WATER IN THE EASTERN PLAINS 
 

AUTHOR: PAOLA MAYERLY PIMIENTA RUEDA 
 
PALABRAS CLAVES: Water production, Biodegradation, Hydrocarbons, Native microorganisms, 
Mesocosm, Crop irrigation. 
 
The oil and gas extraction generates large amounts of produced water, which also contains various 
organic and inorganic compounds. Therefore it is necessary to implement management systems 
and disposal to ensure the quality of the ecosystem in the area of incidence. 
 
In the Llanos Orientales Colombia in the department of Meta, is located the Castilla field operated 
by Ecopetrol, which currently 460,000 barrels of water are produced on average, equivalent to 
almost five barrels of water per barrel of oil produced (Hoyos, 2010). This situation has led to the 
implementation of the ASA (formerly called DAT), with an initial area of 46 hectares, for the disposal 
of a portion of the produced water in the well. The pretreated water production is dumped on land 
and irrigation water for crops. 
 
The purpose of this research was to isolate and characterize the edaphic microbiota with potential 
to degrade hydrocarbons in water poured into the ASA production, and is part of a macro project 
that is being developed by Ecopetrol, to determine the technical feasibility of the long term disposal 
system. 
 
It was possible to isolate and characterize a consortium of native microorganisms Consortium 
(ASA) with the ability to degrade hydrocarbons in water production Castilla field. Biodegradability 
was determined at laboratory scale and pilot (mesocosms) reaching removal percentages between 
70 and 80%, representing a potential use of the isolates, to continuous processes for the ASA 
treatment. 
 

 

 

 

  

                                                           
 Tesis de grado  
 Facultad De Ciencias. Escuela De Química. Directora: Claudia Cristina Ortiz López PhD 
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INTRODUCCION 
 

 

Los campos petroleros maduros se caracterizan en general por la generación de 

grandes cantidades de agua de producción. Aproximadamente, por cada barril de 

petróleo, se generan como mínimo tres barriles de agua (Hoyos, 2010). En países 

como Estados Unidos, el agua de producción representa el 98% de los residuos 

generados por la industria petrolera (Veil, et al 2004); como producto de la 

operación se eliminan alrededor del 30 y el 40% del agua producida; sin embargo, 

los avances tecnológicos deben apuntar hacia la transformación y 

aprovechamiento de este pasivo económico como un recurso viable (Arnold et al, 

2004).  

  

La generación de grandes cantidades de agua de producción, sumada a la 

necesidad de contar con alternativas de eliminación, conduce a estudiar la 

utilización de esta agua  para irrigación, uso industrial y otras aplicaciones. Las 

soluciones de manejo se centran en mantener el equilibrio del sistema de 

producción completo (pozos inyectores, pozos de producción y el sistema de 

manejo del agua); así como también el impacto ambiental que se puede dar en su 

disposición final.  

 

El agua es un recurso renovable. Sin embargo en ciertas zonas, la demanda 

agrícola, el crecimiento de la población y los cambios climáticos han hecho que el 

agua dulce se consuma con mayor rapidez de la que se repone. Es así, que los 

210 millones de barriles de agua producidos diariamente en las operaciones de 

petróleo y gas en el mundo, podrían desempeñar un rol clave en la mitigación de 

la demanda de agua dulce de nuestro planeta (Arnold et al, 2004). 

 

En el campo de Castilla ubicado en el llano colombiano, departamento del Meta, y 

operado por Ecopetrol, los volúmenes de producción de crudo se han 
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incrementando a cerca de 130 mil barriles diarios. Por lo tanto ha aumentado el 

volumen de agua de producción, alcanzando  los 460 mil barriles diarios de agua 

en promedio, equivalentes a casi cinco barriles de agua por cada barril de crudo 

producido (Hoyos, 2010). 

 

Teniendo en cuenta todo lo anterior, en este estudio se realizó la evaluación de 

una alternativa biológica para el tratamiento de las aguas de producción del campo 

Castilla. Se aislaron y caracterizaron microorganismos a partir de la microbiota 

edáfica nativa. Se evaluó la capacidad biodegradadora de hidrocarburos presentes 

en aguas producidas, previamente tratadas,  para su vertimiento en un campo de 

cultivo –Área de Sostenibilidad Agroenergética, ASA-  de los llanos orientales. 

Esta investigación formó parte de un proyecto técnico formulado por el Instituto 

Colombiano de Petróleo (ICP) para la Superintendencia de Operaciones Castilla – 

Chichimene (SCC) titulado: “Evaluación de riesgos e impactos ambientales 

asociados al riego de agua de producción en el asa del campo Castilla-

Chichimene y su área de influencia”. 
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1. OBJETIVOS 

 

 

1.1 OBJETIVO GENERAL. 

Aislar y caracterizar microorganismos edáficos con capacidad para la 

biodegradación de los hidrocarburos presentes en aguas de producción y su 

posible uso posterior como agua de riego en la zona de los Llanos Orientales. 

 

 

1.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS. 

 

 Aislar y seleccionar la biota bacteriana nativa del suelo del ASA con capacidad 

de degradación de hidrocarburos. 

 

 Evaluar la capacidad degradadora de hidrocarburos de los organismos 

seleccionados en condiciones de laboratorio. 

 

 Evaluar la capacidad de los microorganismos seleccionados para colonizar y 

degradar hidrocarburos en un sistema de escala de planta piloto 

(mesocosmos). 
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2. MARCO TEÓRICO 

 

 

2.1 GESTIÓN AMBIENTAL ASOCIADA A LA INDUSTRIA PETRÓLERA 

 

Dentro de la plataforma estratégica de Ecopetrol se incluye la responsabilidad 

corporativa, la cual busca que la operación de la empresa esté en armonía y 

equilibrio con el medio ambiente. Esta responsabilidad corporativa, se encuentra 

organizada en dos grandes líneas de trabajo, dentro de las cuales se encuentra 

“Gestión ambiental”, encaminada a cuidar el ambiente con un enfoque preventivo 

ante los desafíos ambientales mundiales.   

 

En este contexto, Ecopetrol Instituto Colombiano del Petróleo-ICP, plantea la 

“Proyección de Desarrollo del Área Ambiental 2013-2020” la cual se encuentra 

organizada en cuatro estrategias: Excelencia Operacional; Viabilidad Ambiental; 

Gerenciamiento Ambiental de Agua y Gestión Ambiental Proactiva (Figura 1); 

asegurando con estas, la alineación corporativa con respecto al cumplimiento legal 

ambiental en la operación y en proyectos y la sostenibilidad de la empresa. 

 
Figura 1. Estrategia de Gestión Ambiental Ecopetrol – ICP 2013-2020 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fuente: Instituto Colombiano del petróleo – ICP, 2013  
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El presente trabajo de investigación estaba incluido en la estrategia 

“Gerenciamiento Ambiental del Agua”, la cual busca mitigar el riesgo ambiental, 

dar cumplimiento a las normas legales y reducir los conflictos asociados al uso de 

agua y vertimientos. Una de las acciones propuestas dentro de esta estrategia, 

consideraba la identificación de alternativas viables para el manejo del agua de 

producción, entre las que se encuentran los sistemas agroforestales, que son 

áreas de sostenibilidad, destinadas para el cultivo de diversas especies nativas 

utilizando agua de producción, previamente tratada, para el riego. 

 

Una de las áreas de mayor desarrollo de Ecopetrol, se encuentra en los Llanos 

Orientales, en donde específicamente la Superintendencia de Castilla-Chichimene 

presenta una proyección alta en la extracción de hidrocarburo y por tanto, de agua 

de producción.  La disposición final de este residuo está limitada a un área 

específica limitada por disposición del Ministerio del Medio Ambiente, debido a la 

sensibilidad social y económica de la región a los vertimientos de gran volumen.  

Para superar esta condición, se identificó un piloto como área de disposición del 

agua de producción, mediante una estrategia de riego para el  aprovechamiento 

agrícola. Dicha estrategia se enmarcó en la posibilidad de obtener cultivos 

aprovechables para producción de biocombustibles de primera y segunda 

generación, producción de biomasa para pirólisis y reserva forestal, entre otras; 

definiéndose ésta última como la alternativa a ejecutarse, denominada inicialmente 

Distrito de Adecuación de Tierras (DAT) y hoy, Área de Sostenibilidad 

Agroenergética (ASA). 

 

Área de Sostenibilidad Agroenergética (ASA) 

 

En el campo Castilla, ubicado en el llano colombiano, en el departamento del 

Meta, y operado por Ecopetrol de manera directa desde hace diez años (Figura 2), 

los volúmenes de producción de crudo se han incrementado a cerca de 130 mil 
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barriles diarios, lo que ha generado, debido a las condiciones de los yacimientos, 

aumento simultáneo en el agua asociada, llegando a los 460 mil barriles diarios de 

agua en promedio, es decir, un barril de crudo producido por casi cinco barriles de 

agua.  

 

Ecopetrol, haciendo frente a las inquietudes planteadas por las comunidades que 

hacen parte del entorno de la operación en el Meta, inició en 2006 una alianza 

estratégica con la Corporación Colombiana de Investigación Agropecuaria 

(Corpoica) para determinar, por medio de un monitoreo continuo y riguroso, el 

impacto de las aguas de producción en animales y especies vegetales. 

 

Dicho monitoreo, se inició de manera controlada en las instalaciones del Centro de 

Investigación “La Libertad” de Corpoica, ubicado muy cerca al área operativa de 

Ecopetrol en Villavicencio. Para esto, se transportaban en promedio 3.000 galones 

de agua de producción, en carrotanques, de la Estación de Recolección Apiay 

hasta el centro de investigación, donde eran dispuestos para ser distribuidos en 

bebederos para el ganado y a minisistemas de riego para cultivos controlados de 

caña y sorgo.  Posteriormente, se obtenían muestras de las plantas, del suelo y 

del ganado, las cuales eran sometidas a análisis de laboratorio, para determinar el 

impacto de las aguas de producción en los procesos de crecimiento y 

reproducción. 
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Figura 2. Campo de producción Superintendencia Castilla - Chichimene 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fuente: Instituto Colombiano del Petróleo ICP, 2011 

 

Los resultados positivos de los monitoreos fueron la base para pensar un proyecto 

mucho más ambicioso. En sus inicios, el monitoreo se pensó como un estudio 

científico coyuntural que determinara hasta dónde el agua, los animales y algunas 

especies vegetales eran afectados por las aguas de producción del campo 

petrolero. Sin embargo, al obtener estos resultados, se vio la posibilidad de 

ampliar el estudio para validar el uso de las aguas de producción en sistemas de 

producción agropecuario, sacando el monitoreo de espacios controlados, a 

espacios abiertos o campos reales típicos de esta región del país. 

 

Para continuar el proyecto, Ecopetrol y Corpoica firmaron en el 2009 un nuevo 

convenio de apoyo institucional, cuyo objetivo era hacer realidad un distrito de 

adecuación de tierras -DAT- en el cual se validara el uso de las aguas de 

producción en sistemas de producción agropecuaria (Adaptado de Hoyos, 2010) 
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(Figuras 3, 4 y 5). Desde finales del 2012, el DAT fue redesignado como Área de 

Sostenibilidad Agroenergética (ASA) (Instituto Colombiano del Petróleo ICP, 

2013). 

Figura 3. Ubicación geográfica Distrito de Adecuación de Tierras, DAT  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fuente: Instituto Colombiano del petróleo – ICP, 2011  

 
Figura 4. Distrito de Adecuación de Tierras - DAT 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fuente: Instituto Colombiano del petróleo – ICP, 2011  
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Figura 5. Esquema general del Distrito Piloto de Adecuación de Tierras (DAT) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fuente: Hoyos,  2010 
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2.2 AGUA DE PRODUCCIÓN  

 

2.2.1 Generalidades. El agua de producción se define como el agua extraída de 

las capas del subsuelo durante el proceso de extracción de petróleo y/o gas (Veil, 

et al 2004; Admadun et al, 2009). En las formaciones del subsuelo, las rocas de 

origen natural son generalmente impregnadas de líquidos tales como agua, 

petróleo o gas (o alguna combinación de estos fluidos).  Los hidrocarburos menos 

densos han emigrado a lugares trampa, desplazando un poco de agua de la 

formación para convertirse en yacimientos de hidrocarburos. Cuando los 

hidrocarburos se producen, son llevados a la superficie como una mezcla líquida.  

La composición de este fluido depende de si es petróleo crudo o gas natural, y por 

lo general incluye una mezcla de hidrocarburos líquidos y gaseosos, el agua 

producida, los sólidos disueltos o suspendidos, sólidos producidos como arena o 

limo, fluidos y aditivos inyectados que pueden haber sido colocados en la 

formación como resultado de las actividades de exploración y producción (Veil, et 

al 2004). 

 

El agua producida representa el mayor volumen de los residuos asociados con las 

operaciones en la producción de petróleo y gas (Bonfá, 2011).  De acuerdo con la 

American Petroleum Institute (API), unos 18 mil millones de barriles (bbl) de agua 

producida fueron generados por las operaciones de EE.UU. en tierra en 1995 (API 

2000), así como grandes volúmenes en alta mar y en los miles de pozos en todo el 

mundo.  En promedio,  210 millones de barriles de agua se producen cada día en 

todo el mundo. Este volumen representa alrededor de 77 mil millones de barriles 

de agua producida durante todo el año (Arnold et al, 2004; Yeung, 2011).  Por lo 

general, en los pozos de petróleo y gas, el agua de producción aumenta con el 

tiempo. Alrededor de 7 a 10 barriles por cada barril de crudo  (Figura 6).  
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Figura 6. Comparación de la producción de petróleo y agua de producción en 

un campo petrolero. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tomado de: Summi, 2005 

 

2.2.2 Composición de las aguas de producción. El agua de producción es una 

mezcla en la que se pueden encontrar: aceites y grasas, compuestos orgánicos 

tales como beneceno, naftaleno, tolueno, fenantreno, entre otros; así como 

también sales (principalmente cloruros y sulfuros de Ca, Mg, y Na) y  algunos 

metales (Bario, Hierro, Estroncio, Zinc, Plata, Cadmio, Cobre, Mercurio, Arsénico, 

Boro y Antimonio)  (Sirivedhin, 2004; Summi, 2005; Admadun et al, 2009). 

 

Las propiedades físicas y químicas del agua de producción varían 

considerablemente dependiendo de la ubicación geográfica del campo, la 

formación geológica con la que el agua producida ha estado en contacto desde 

hace miles de años, y el tipo de hidrocarburo que se produce. Incluso, las 

propiedades y el volumen pueden variar durante la vida útil de un yacimiento. Si 

las operaciones de producción que se llevan a cabo incluyen inyección de agua, 

estas propiedades y los volúmenes pueden variar aún más dramáticamente (Veil, 

et al 2004). 
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2.2.3 Alternativas tecnológicas para el manejo y disposición de aguas de 

producción. Existen diferentes enfoques para la gestión del agua de producción.   

La opción más apropiada estará en función de varios factores, incluyendo la 

ubicación del sitio, la normativa vigente, la viabilidad técnica, el costo y 

disponibilidad de infraestructura y el equipamiento. Las alternativas principales que 

se utilizan actualmente son la  reinyección subterránea, la descarga (vertimiento) y 

la reutilización con fines agrícolas o industriales (Admadun et al, 2009). 

 

- Reinyección subterránea. El método más comúnmente utilizado para el 

tratamiento del agua en tierra es la reinyección en una formación subterránea. La 

mayoría del agua de producción (aproximadamente el 70%) se inyecta para 

mantener la presión del yacimiento (Sirivedhin, 2004).  Esta práctica se conoce 

como agua de inundaciones, o si se calienta el agua para producir vapor, se 

conoce como agua de inundaciones de vapor.  Históricamente, las fuentes 

hídricas se han utilizado para este propósito; pero ante la escasez de agua dulce 

que se presenta actualmente, el uso de agua de producción para este fin,  puede 

desempeñar un rol clave en lo que respecta a aliviar la demanda impuesta sobre 

los sistemas naturales de agua dulce de nuestro planeta (Veil, et al 2004). 

 

- Reutilización con diferentes fines.  El tratamiento del agua de producción para 

su posterior reutilización, es una opción eficaz porque permite aprovechar el 

potencial que tiene este residuo.  Así, cuando se utiliza para mejorar las prácticas 

agrícolas e industriales, el agua de producción deja de ser un residuo y se 

convierte en un recurso (Arnold et al, 2004). 

 

El agua de producción tratada puede ser utilizada directamente como fuente de 

agua potable para  animales como ganado, peces u otros silvestres; de hecho, el 

ganado puede tolerar una variedad de contaminantes en el agua potable 

(Admadun et al, 2009). Algunos proyectos que se han desarrollado en las 

Montañas Rocosas han creado embalses que recogen y  retienen grandes 
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volúmenes de agua de producción. Estos embalses son una fuente de agua 

potable para la vida silvestre y ofrecen un hábitat para peces y aves acuáticas en 

un entorno árido. Los embalses también pueden proporcionar oportunidades 

recreativas adicionales para la observación de la caza, la pesca y paseos en bote 

(Veil, et al 2004). 

 

Otra opción de reutilización del agua de producción, es en las prácticas de la 

industria.  Por ejemplo, para el control del polvo en las carreteras y en zonas de 

actividad minera;  para el lavado de equipos y vehículos; para la generación de 

energía (se utiliza para el abastecimiento de agua para producir vapor) y para la 

refrigeración de las centrales eléctricas; incluso para controlar incendios en zonas 

de sequías. Es probable que la gama de posibles usos para el agua de producción 

se ampliara en el futuro (Veil, et al 2004). 

 

- Estrategia de riego. La utilización del agua en la agricultura representa como 

mínimo dos tercios del consumo global; sin embargo, actualmente los recursos 

tradicionales de aguas superficiales y subterráneas son escasos. De los más de 

210 millones de barriles de agua de producción que se generan diariamente en las 

operaciones de petróleo y gas, entre un 30% y un 40% se consideran un residuo y 

se elimina.  Sometidos a un tratamiento adecuado, estos 11.7 millones de m3 de 

agua de producción tienen el potencial de desempeñar un rol clave en lo que 

respecta a aliviar la demanda impuesta sobre los sistemas naturales de agua 

dulce (Arnold et al, 2004). 

 

Es así como varias instituciones públicas y privadas en todo el mundo, adelantan 

estudios para el aprovechamiento del agua de producción de los campos 

petroleros, como estrategia de riego en el sector agropecuario.   Por ejemplo, en la 

Universidad Estatal de Nuevo México (NMSU), los científicos están trabajando en 

conjunto con varias compañías de exploración y producción y con la Dirección de 

Administración de Tierras de EUA, en la selección de seis sitios para llevar a cabo 
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experimentos destinados a identificar variedades de hierbas con capacidad de 

crecimiento sostenido en el clima árido de Nuevo México.  Estas hierbas serían 

sustentadas únicamente por las limitadas lluvias naturales y por irrigación con 

agua de producción en pozos de metano de capas de carbón como lo muestra la 

Figura 7 (Arnold et al, 2004). 

 

Igualmente, en la Universidad de Texas A&M, College Station, Texas, EUA, un 

equipo de ingenieros y especialistas en tierras de pastoreos, suelos, especies 

silvestres e irrigación, está adelantando el proceso de irrigación de tierras de 

pastoreo con agua de producción.  Se espera que cada vez más operadores 

apliquen tecnología de reutilización del agua en los próximos años.  Se estima que 

para el año 2020, más de 10% del agua utilizada en Texas, provendrá de fuentes 

recicladas, representando un ahorro de hasta 115.000 m3/d (40 millones de 

galones por día) de agua dulce (Arnold et al, 2004). 

 

Figura 7. Riego con agua de producción proveniente de pozos de metano de 

capas de carbón 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tomado de Arnold et al, 2004 

 

Así mismo, en el Valle de San Joaquín en California, EUA, donde se encuentra 

ubicado el campo petrolero gigante Kern River, se tiene uno de los más grandes 

proyectos de reutilización del agua de producción, el Distrito de Aguas de Cawelo 
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(Figura 8), el cual recibe diariamente 69.300 m3 (436.000 barriles) de agua 

producida, provenientes de este campo maduro de Chevron Texaco.  Una vez en 

el distrito, el agua es tratada y almacenada, para posteriormente ser utilizada en el 

riego de una variedad de cultivos incluyendo uvas, frutas cítricas, almendras y 

pistachos (Arnord, et al 2004). 

 

Figura 8. Distrito de Aguas de Cawelo, Texas 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 (Tomado de Arnold, 2004) 

 

2.3 BIODEGRACIÓN DE HIDROCARBUROS 

 

23.1 Generalidades. El petróleo es un producto natural, que se origina por la 

transformación anaeróbica de la biomasa en condiciones de temperaturas y 

presión elevadas.  La mayoría de los componentes del petróleo son 

biodegradables, pero su biodegradación es relativamente lenta.  La susceptibilidad 

a la biodegradación varía con el tipo y el tamaño de la molécula de hidrocarburo.  

La mayoría de de los n-alcanos de longitud de cadena intermedia (C10 – C24) se 

degradan rápidamente. Los alcanos de cadena corta son tóxicos para la mayoría 

de los organismos, pero generalmente se evaporan de la capa de petróleo 

rápidamente.  Los alcanos de cadena larga son más resistentes a la 
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biodegradación a medida que la longitud de su cadena aumenta.  Así mismo, la 

presencia de ramificaciones reduce la tasa de biodegradación, porque los átomos 

de carbono terciario y cuaternario interfieren con los mecanismos de degradación 

o la bloquean totalmente.  Los compuestos aromáticos, especialmente los que son 

de tipo polinuclear condensado, se degradan más lentamente que los alcanos 

(Atlas y Bartha, 2002).  

  

Por tal razón, para degradar hidrocarburos contaminante, por lo general se 

requiere de más de una especie de microorganismo, puesto que los 

microorganismos individualmente solo pueden metabolizar un rango limitado de 

compuestos, pero una población variada, con una amplia capacidad enzimática,  

favorece una mayor velocidad de degradación (Ghazali, 2004).  Es decir, estos 

compuestos pueden ser degradados por co-metabolismo, cuando dos o más 

cepas microbianas, con capacidades metabólicas complementarias, actúan en 

cooperación (García-Rivero, 2008; Atlas y Bartha, 2002).  

 

2.3.2 Vías de biodegradación de los hidrocarburos del petróleo. Uno de los 

factores primordiales para que suceda la biodegradación, es la presencia de 

aceptores de electrones y nutrientes adecuados para mantener activos los 

microorganismos de la diferentes especies. Los microorganismos aerobios 

necesitan de la presencia del oxígeno molecular (condiciones óxicas) para su 

crecimiento y para convertir los hidrocarburos en CO2, H2O y biomasa. Los 

microorganismos facultativos pueden crecer en la presencia (aerobiosis) ó 

ausencia (anaerobiosis, fermentación) de oxígeno (condiciones anóxicas). Los 

anaerobios estrictos utilizan diferentes aceptores, como nitratos (NO3-), sulfatos 

(SO4
2-) y iones férricos (Fe3+) para metabolizar los hidrocarburos. Otros 

anaerobios (aerotolerantes) crecen en presencia de concentraciones traza de 

oxígeno disuelto, pero no utilizan este gas metabólicamente. Además de eso, 

existen aquellos microorganismos que requieren aceptores de electrones 

específicos, como los fermentadores ó acetogénicos que utilizan acetatos 
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(CH3COO-) para convertir a los hidrocarburos en CH4 y CO2, como se presenta en 

la Figura 9 (Feitosa, 2014; Castillo, 2005). 

 

En la ausencia de aceptores de electrones, tales como sulfato y nitrato, los 

hidrocarburos son transformados en productos finales (CH4 y CO2) a través de la 

interacción de varios grupos de microorganismos como, por ejemplo, bacterias 

fermentativas, acetogénicas productoras de hidrógeno, metanogénicas 

hidrogenotróficas y acetoclásticas (Feitosa, 2014) 

 

Figura 9. Algunas vías de degradación del petróleo 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 (Tomado de Castillo, 2005) 

 

En los alcanos, el ataque inicial lo realizan enzimas que tienen una necesidad 

estricta de oxígeno molecular, como las monoixgenasas o dioxigenasas (Britton 

1984, Singer y Finnerty 1984 en Atlas 2002).  Frecuentemente, el ataque inicial se 

realiza sobre un grupo metilo terminal, formando un alcohol primario que, a su vez, 

se oxida posteriormente a un aldehído y un ácido graso.  Una vez se forma un 

ácido graso, el catabolismo de la molécula continúa mediante la secuencia de la β-

oxidación (Figura 9).  El ácido graso de cadena larga se transforma en la forma de 

acetil CoA mediante una serie de reacciones posteriores y finalmente las unidades 
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de Acetil CoA se convierten en CO2 a través del ciclo del ácido tricarboxílico.  Por 

tanto, los productos finales de la mineralización de los hidrocarburos son CO2 y 

H2O. La secuencia de la β-oxidación no requiere la presencia de oxígeno 

molecular.  Después de la oxigenación inicial, la degradación de los ácidos grasos 

puede suceder en condiciones anóxicas (Feitosa, 2014; Atlas y Bartha, 2002). 

 

La biodegradación de compuestos aromáticos por microorganismos aerobios 

también es iniciada por la acción de oxigenasas (mono- ó dioxigenasas) que 

promueven la oxidación del substrato formando dioles, seguida de clivaje del anillo 

y la formación de catecol que, posteriormente, es degradado formando diferentes 

intermediarios del ciclo del ácido tricarboxílico, como acetaldehído, piruvato y 

succinato y acetil- COA (Feitosa, 2014; Atlas y Bartha, 2002). 

 

Los hidrocarburos poliaromáticos pueden además  degradarse a productos más 

volátiles como resultado de la rotura del anillo aromático y formación de 

compuestos de bajo peso molecular.  Esto puede ser especialmente importante en 

el metabolismo de hongos de HPA (Hidrocarburos poliaromáticos) donde las 

enzimas extracelulares son usadas para romper los anillos aromáticos.   

 

Figura 10. Ruta bioquímica de oxidación subterminal de alcanos 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(Tomado de Atlas y Bartha, 2002) 
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3.3.3 Factores que condicionan la biodegradación microbiana de 

hidrocarburos  Son tres los factores que condicionan el proceso: los relacionados 

con las características del producto petrolífero, con el medio y con los 

microorganismos (Solanas, 2009).  

 

Con respecto a las características del petróleo, los microorganismos degradan con 

facilidad los hidrocarburos lineales de la fracción alifática, especialmente los que 

contienen entre 10 y 20 carbonos.  Los alcanos conocidos como ceras (C20 – C40) 

son sustancias hidrófobas y por lo tanto son difíciles de degradar (Balba et al, 

1998).  Los isoprenoides, y los hidrocarburos cíclicos o nafténicos son degradados 

más lentamente que los lineales. Respecto a los hidrocarburos aromáticos, a 

medida que aumenta el número de anillos y los sustituyentes alquilo, por tanto, su 

peso molecular, aumenta su resistencia a la biodegradación. Otro aspecto 

importante relacionado con las características de los productos petrolíferos son su 

hidrofobicidad y su facilidad para adsorberse en partículas del suelo como las 

arcillas o absorberse o en la materia orgánica. Estos fenómenos, así como la 

difusión en microporos dan lugar a una disminución de su biodisponibilidad hacia 

los microorganismos que deben degradarlos (Solanas, 2009). 

 

El medio donde se encuentra el contaminante debe proporcionar las mejores 

condiciones a los microorganismos para que su actividad metabólica sea la 

adecuada para degradar los hidrocarburos. Varios factores ambientales influyen 

en la biodegradación de contaminantes.  Uno de ellos es el contenido de materia 

orgánica, fuente primaria de carbono para los organismos heterótrofos.  Un suelo 

con alto contenido de materia orgánica, se caracteriza por un alto número de 

microorganismos y de actividad metabólica.  Por el contrario, zonas usualmente de 

bajos contenidos de materia orgánica, resultan en menor cantidad de 

microorganismos y por tanto,  en menor actividad metabólica (Maier et al, 2009) 
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Otros factores químicos y físicos, que influyen en los procesos de biodegradación 

son la disponibilidad de  oxígeno, la disponibilidad de nutrientes, la temperatura, el 

pH y la salinidad (Maier et al, 2009).   

 

El oxígeno es especialmente importante para los procesos degradativos. En el 

caso de los hidrocarburos, aunque existen microorganismos que pueden 

degradarlos anaeróbicamente, el metabolismo más eficaz es el aeróbico,  por lo 

que la presencia de oxígeno será un requisito imprescindible (Solanas, 2009).  Por 

ejemplo, los hidrocarburos del petróleo que se han vertido en aguas frescas de 

lagos y ríos en condiciones completamente aeróbicas, son generalmente 

susceptibles a la degradación microbiana; pero el crudo que se ha acumulado en 

el sedimento anaerobio, puede permanecer por mucho tiempo (Atlas y Bartha, 

2002; Maier et al, 2009) 

 

Por lo que respecta a los factores relacionados con los microorganismos, se define 

el período de aclimatación como aquel tiempo que requieren las poblaciones 

microbianas presentes en una zona particular para empezar a degradar los 

contaminantes. En este sentido, se conocen distintos factores que pueden 

disminuir o aumentar este tiempo pero en términos generales están relacionados 

con el historial de contaminación  (Solanas, 2009). 

 

2.3.4 Bacterias degradadoras de hidrocarburos. Las bacterias degradadoras 

de hidrocarburos están ampliamente distribuidas en los ecosistemas, sin embargo 

se trata de un grupo de bacterias muy variado y complejo, debido a la naturaleza 

de los compuestos que son capaces de metabolizar (Olga et al., 2008). La 

mayoría de bacterias reportadas en la remoción de compuestos derivados de la 

industria petrolera son degradadoras de alcanos, debido a que los alcanos son los 

componentes más abundantes y simples del petróleo (Atlas, 1995), sin embargo 

algunas de estas bacterias son capaces de oxidar las cadenas alquílicas de 

algunos HPA (Hidrocarburos Poliaromáticos). También existen otras que pueden 
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degradar compuestos más complejos como los HPA de bajo y elevado peso 

molecular (Viñas, 2005).   

 

La degradación del petróleo crudo y refinado, involucra consorcios  de 

microorganismos eucariotas y procariotas.  Los géneros más comunes que se 

conocen como responsable de la degradación del petróleo son en su mayoría 

Nocardia, Pseudomonas, Acinetobacter, Flavobacterium, Micrococcus, 

Arthrobacter, Corynebacterium, Achromobacter, Rhodococcus, Alcaligenes, 

Mycobacterium, Bacillus, Aspergillus, Mucor, Fusarium, Penicillium, Rhodotorula, 

Candida y Sporobolomyces (Balba et al, 1998; Das, 2007). 

 

Entre los géneros bacterianos reportados en sitios contaminados con 

hidrocarburos se encuentran Gordonia, Brevibacterium, Aeromicrobium, Dietzia, 

Burkholderia y Mycobacterium, aislados en un screening realizado en suelos 

contaminados con petróleo, en un medio mínimo de sales suplementado con un 

crudo liviano (Chaillan et al. 2004) 

 

En el estudio realizado por Margesin y colaboradores, se realizó una búsqueda de 

bacterias capaces de biodegradar hidrocarburos del petróleo en suelos alpinos 

contaminados. Encontraron los siguientes géneros que prevalecían en la 

degradación de n-alcanos: Pseudomonas putida, Acinetobacter spp., 

Rhodococcus spp., En cuanto a la degradación de aromáticos Pseudomanas 

putida y Mycobacterium sp. cepa PYR-1 (Margesin et al., 2003; Bento et al., 2005)   

 

Métodos para el screening o selección de bacterias degradadoras de 

petróleo y/o derivados 

El screening de cepas es usado para la selección de microorganismos con una 

capacidad metabólica deseada, por ejemplo la degradación de petróleo y/o 

derivados. Su éxito depende de los criterios y presión de selección a los que se 

sometan las matrices a partir de las cuales se quieren obtener las bacterias. La 
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aplicación de las cepas obtenidas en estos procesos son variados, dentro los más 

importantes se encuentra su uso en la biorremediación de suelos y/o aguas 

contaminadas, produciendo inóculos para bioaumentar las bacterias nativas de los 

estas matrices y mejorar el proceso de remoción de contaminantes (Ferrara-

Carrato et al. 2006; Karamalidis et al. 2010).  

 

En la tabla 1 se encuentran relacionados los géneros de bacterias más publicados 

como degradadores de petróleo. Pseudomonas spp. es el género de bacteria más 

estudiado por su habilidad de degradación de múltiples compuestos del petróleo y 

sus derivados, entre ellos se ha analizado su capacidad para metabolizar n-

alcanos y algunos HPA. 

 

Tabla 1. Bacterias biodegradadadoras de hidrocarguros más 
publicadas en investigaciones de screening 

Microorganismo Autores 

Sphingomonas (Viñas, 2005)   

Azospirillum (Viñas, 2005)   

Roseomonas (Viñas, 2005)   

Brevundimonas (Viñas, 2005)   

Trojanella (Viñas, 2005)   

Agrobacterium (Viñas, 2005)   

Alcaligenes  (Kiyohora et al., 1982, Viñas 2005) 

Xanthomonas (Viñas, 2005)   

Achromobacter (Viñas, 2005)   

Sinorhizobium (Viñas, 2005)   

Erytrobacter (Viñas, 2005)   

Cytophaga (Viñas, 2005)   

Rhodococcus (Margesin et al., 2003, Viña, 2005, La Rosa et al., 2006)  

Pseudomonas 
(Kiyohora et al., 1982, Margesin et al., 2003, Bento et al., 2005, Das, 
2007, Karamalidis et al., 2010) 

Beijerinckia (Kiyohora et al., 1982) 

Acinetobacter (Margesin et al., 2003, Bento et al., 2005) 

Mycobacterium (Margesin et al., 2003) 

Gordonia (Chaillan et al., 2004) 

Brevibacterium (Chaillan et al., 2004) 

Aeromicrobium (Chaillan et al., 2004) 

Dietzia (Chaillan et al., 2004) 

Burkholderia (Chaillan et al., 2004) 

Bacillus (Bento et al., 2005, Das, 2007) 
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Existen diferentes metodologías para lograr el aislamiento de estas cepas. En 

general se usa un medio mínimo de sales suplementado con una fuente de 

carbono compleja igual o similar al compuesto blanco. Las diferencias en los 

estudios radican en el camino para llegar al objetivo. Algunas investigaciones 

realizan primero cuantificación de las poblaciones de interés por siembra directa 

en placa o en tubos múltiples (Número más probable) y a partir de allí seleccionan 

las colonias o los tubos con mayor crecimiento. Posteriormente se lleva a cabo el 

proceso de aislamiento de cepas (Kiyohora et al. 1982, Viñas 2005; Vallejo, 2010). 

Otros estudios realizan primero el enriquecimiento de las muestras, incubándolas 

en medio mínimo de sales con la fuente de carbono, durante 7 a 14 días, en 

agitación, haciendo pases sucesivos, posteriormente se hacen siembras en placa 

para el aislamiento de las bacterias de interés (Chaillan et al. 2004; Angel, 2006; 

Abu, 2008; Karamalidis et al. 2010). El enriquecimiento favorece la selección 

natural de las cepas con la capacidad de degradar el sustrato de interés y el 

“fortalecimiento” de dicha capacidad. Este método requiere de más tiempo y 

materiales, mientras que el primero es más rápido ya que se genera una presión 

de selección agresiva desde el primer paso, pues el filtro de selección es menos 

amplio. 

 

 

2.5 BIORREMEDIACIÓN 

 

2.5.1 Generalidades. La biorremediación es el uso de microorganismos para 

eliminar contaminantes (Atlas y Bartha, 2002), basado en la capacidad que tienen 

los microorganismos de degradar diferentes compuestos orgánicos, 

transformándolos en otros productos más simples poco o nada contaminantes.  

 

La degradación de contaminantes en el ambiente es un proceso complejo que 

depende de la naturaleza y cantidad del contaminante, de las condiciones locales 

y estacionales y de la composición de la comunidad microbiana autóctona.   
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Las dos estrategias generales de la biorremediación son la modificación de las 

condiciones ambientales, por ejemplo la aplicación de nutrientes y la aireación; y 

la adición o inóculo de microorganismos degradadores apropiados.  Los productos 

finales del proceso eficaz tales como el agua y el dióxido de carbono, son inocuos 

y no representan un riego para el ecosistema.  Así mismo, la biorremediación es 

un proceso económico en comparación con otros métodos convencionales, que 

exigen el traslado  de grandes cantidades de desecho y el uso de equipos más 

sofisticados, mientras que la biorremediación puede ser in situ  y solo requiere un 

equipamiento sencillo. 

 

Para demostrar la utilidad potencial de una técnica de biorremediación es 

importante documentar la biodegradación aumentada del contaminante en 

condiciones controladas.  Para esto se requieren ensayos de laboratorio que 

demuestren el potencial de un tratamiento particular para estimular la eliminación 

de un compuesto xenobiótico presente en un ambiente contaminado.  Los 

experimentos de laboratorio que reproducen fielmente las condiciones ambientales 

reales es muy probable que den los mejores resultados.  En muchos casos, esto 

implica el uso de muestras recogidas sobre el terreno con poblaciones autóctonas 

(Atlas y Bartha, 2002). 

 

Las variables  que se miden habitualmente en los ensayos de biorremediación de 

laboratorio, incluyen el recuento de poblaciones microbianas (Song y Bartha 1990 

en Atlas y Bartha, 2002) y la determinación de la velocidad de degradación 

(desaparición de contaminantes individuales o totales) en comparación con los 

controles no tratados. Sin duda, la medida más directa de la eficacia de la 

biorremediación es el registro de la velocidad de desaparición del contaminante.  

 

En procesos de tratamiento biológico, el sustrato que los microrganismos emplean 

como fuente de carbono y energía es normalmente el contaminante a eliminar y 
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para el que se diseña el proceso.  Por eso, la modelación del consumo de sustrato 

es importante en el diseño del proceso y en la predicción del comportamiento del 

mismo.  Sin embargo en muchos casos, el consumo del sustrato depende de 

muchas variables, que incluyen la predación por otros microorganismos, 

disponiblidad del sustrato, la presencia de fuentes preferenciales de carbono y la 

necesidad de un periodo de aclimatación.  Los modelos simples tienen que ser 

formulados para el caso donde la desaparición del sustrato es solamente función 

de la concentración del sustrato y de la biomasa microbiana (Eweis et al., 1999) 

(figura 10). 

 

Figura 11. Dinámica de crecimiento microbiano, para la desaparición del 

sustrato 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 (Adaptado de García-Rivero, 2008) 

 

2.5.2 Biorremediación en suelos contaminados por hidrocarburos. Más de 

dos mil millones de toneladas métricas de petróleo son producidas por año en todo 

el mundo (Bartha, 1986 en Ewiss, et al, 1999) y una larga cantidad de los 

productos finales contamina los ambientes marinos y terrestres. Las pequeñas 

descargas de bajo nivel (escorrentías urbanas, efluentes, etc.) contabilizan el 90% 

de los hidrocarburos totales que se descargan.  Algunos accidentes tales como 
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derrames de tanques, ruptura de tuberías y extracción de pozos contabilizan el 

10% de estas descargas (Ewiss, et al, 1999). Ante este panorama, la 

biorremediación representa una herramienta clave para la limpieza de los suelos 

que han sido expuestos a hidrocarburos. 

 

Existen numerosas tecnologías de remediación de suelos contaminados y de 

acuerdo a Martínez-Prado et al, 2011 se pueden agrupar en 3 tipos: a) biológicos 

(biorremediación, bioestimulación, fitorremediación, biolabranza, etc.), en donde 

las actividades metabólicas de ciertos organismos permiten la degradación, 

transformación o remoción de los contaminantes a productos metabólicos inocuos; 

b) fisicoquímicos (electrorremediación, lavado, solidificación/estabilización, etc.), 

aquí se toma ventaja de las propiedades físicas y químicas de los contaminantes 

para destruir, separar o contener la contaminación; y c) térmicos (incineración, 

vitrificación, desorción térmica, etc.), en los cuales se utiliza calor para promover la 

volatilización, quemar, descomponer o inmovilizar los contaminantes en un suelo.  

 

La biorremediación puede emplear organismos autóctonos del sitio contaminado o 

de otros sitios (exógenos), puede realizarse in situ o ex situ, en condiciones 

aerobias (en presencia de oxígeno) o anaerobias (sin oxígeno). Aunque no todos 

los compuestos orgánicos son susceptibles a la biodegradación, los procesos de 

biorremediación se han usado con éxito para tratar suelos, lodos y sedimentos 

contaminados con hidrocarburos del petróleo, solventes, explosivos, clorofenoles, 

pesticidas, conservadores de madera e hidrocarburos aromáticos policíclicos 

(Martínez-Prado et al, 2011) 
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3. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

 

3.1 MATERIALES, REACTVOS Y EQUIPOS 

 

Materiales 

Frascos Schott de 250 mL 

Tubos tapa rosca con 9 mL de agua peptonada 

Matraces de 500 mL 

Micropipeta de 1 mL y 100 μl  

Puntas estériles para micropipeta  

Rastrillos de vidrio o plástico estériles 

Cajas de Petri 

Probetas de plástico de 1000mL 

Frascos ámbar de 75 mL 

Columnas en acrílico de 60 cm alto x 20 cm diámetro 

Soporte múltiple metálico 

Bolsa dosificadora acoplada con macrogoteo 

Microplacas del Biolog® 

 

Reactivos y medios. Todos los reactivos utilizados fueron grado analítico. 

Agua destilada 

Solución de dilución estéril (Agua peptonada 0.1%) 

Acido Nítrico al 65% - Merck  

Agar Cetrimide – Merck 

Agar King B - Merck 

Agar nutritivo – Merck 

Para el Medio Basal Inorgánico (MBS) se utilizaron las siguientes sales adquiridas 

de Merck: 

K2HPO4  
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KH2PO4  

CaCl2  

MgSO4. 7H2O  

FeSO4. 7H2O  

(NH4)2 SO4  

Agar-Agar  

 

Equipos 

Incubadora a 30°C  

Agitador shaker a 120 rpm 

Contador de colonias  

Tornillo sinfin 

Sistema de Identificación Software MicroLog® del Biolog® 

Base de datos del Biolog® (GEN III) 

 

3.2 METODOLOGÍA EXPERIMENTAL Y ANALÍTICA 

 

La metodología experimental del presente trabajo se organizó en cuatro etapas tal 

como se presenta en la  Figura 11: 
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Figura 12. Metodología experimental del proyecto 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.2.1 Aislamiento y caracterización de los microorganismos del suelo en el 

área de influencia del ASA 

 

3.2.1.1 Muestreo de agua y suelo. Las muestras de agua y suelo, fueron 

recolectadas por personal del ICP siguiendo las especificaciones establecidas en 

el método SM 1060/05 “Collection and Preservation” del Standard Methods, Ed. 21 

de 2005, Norma Técnica Colombiana NTC 3656, y EPA SW 846 Test methods 

evaluating solid waste, physical/chemical methods revisión 1 July 1992 (Anexo 1) y 

posteriormente caracterizadas en los laboratorios del ICP (Anexo 2). 

 

3.2.1.2 Siembra en medios nutritivo y basal inorgánico con 

hidrocarburo. La caracterización microbiológica y demás estudios concernientes 

a este proyecto de investigación se llevaron a cabo en las instalaciones del 

Laboratorio de Bioquímica  y Microbiología, ubicado en la Escuela de Química de 
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la Universidad Industrial de Santander –UIS y en el Laboratorio de Biotecnología 

del Instituto Colombiano del Petróleo-ICP. 

 

Teniendo en cuenta que el área de influencia del ASA es muy amplia (Anexo 1), 

para los análisis microbiológicos se seleccionó al azar la parcela de caucho como 

representante de todo el sistema. Se tomaron ocho muestras puntuales en esta 

parcela y a partir de éstas, se preparó una muestra compuesta tomando 10 g de 

cada una, que luego se mezclaron y se homogenizaron de manera manual. Este 

mismo procedimiento se le aplicó a la muestra control negativo, tomada fuera del 

área delimitada para el ASA (detrás de la barcaza) y que no es regada con agua 

de producción. 

 

Para el aislamiento preliminar de los microorganismos nativos presentes en las 

muestras de suelo del ASA, se preparó una suspensión líquida (suspensión 

madre), a partir de la muestra compuesta de suelo, tomando 25 g de suelo en 75 

mL de agua destilada en un vaso de precipitado de 250 mL y agitando 

manualmente durante un minuto. Luego, en un frasco Schott de 250 mL, se 

preparó otra suspensión utilizando una dilución 1:10. Para conseguir este factor de 

dilución, se tomaron 10 mL de la suspensión madre y se diluyeron en  90 mL de 

agua peptonada 0.1%. A partir de esta dilución, se prepararon las siguientes 

diluciones (1:100; 1:1000; 1:10000), transfiriendo 1 mL de la dilución previa en 9 

mL de diluyente (agua peptonada 0.1%) como se muestra en la Figura 12  

(Madigan et al, 2004). 

 

Figura 13. Dilución seriada a partir de la muestra de suelo del ASA. 
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A partir de cada dilución se realizaron siembras en superficie en cajas de Petri que 

contenían Agar Nutritivo, tomando 0.1 mL de cada dilución.  Posteriormente las 

cajas fueron incubadas a 30° C durante 24 horas.  Este procedimiento se realizó 

de la misma forma con la muestra de suelo que se utilizó como control negativo de 

riego. 

 

Una vez incubadas las cajas, se hizo una observación macroscópica de las 

colonias y coloración de Gram (Madigan, et al, 2004) para la observación 

microscópica.  Así mismo,  se realizaron recuentos de bacterias mediante el 

método de siembra en superficie (Madigan, et al, 2004). Los resultados se 

informaron como UFC/g. 

 

Posteriormente, para suprimir el crecimiento de la microbiota competitiva normal y 

potenciar el cultivo y crecimiento de las bacterias degradadoras de hidrocarburo, 

se utilizó la metodología anteriormente descrita y adicionalmente se realizaron 

siembras en cajas de petri que contenían un medio de cultivo basal inorgánico 

(MBS), seleccionado por revisión bibliográfica, y suplementado con hidrocarburo 

(0.1%)  del Campo Castilla (de donde procede el agua de producción vertida en el 

ASA).  Las cajas fueron incubadas a 30°C durante 48 horas (Figura 13). 

Igualmente se realizó observación macro y microscópica de las colonias y 

recuento de bacterias. 

 

El medio basal inorgánico se trabajó con la siguiente formulación (Gerhard et al, 

1994): 

K2HPO4 0.8 g 

KH2PO4 0.2 g 

CaSO4 ** 0.05 g 

MgSO4. 7H2O 0.5 g 

FeSO4. 7H2O 0.01 g 

(NH4)2 SO4 1 g 

Agar 20g 

H2O destilada 1000 mL 

** Reemplazado por CaCl2 
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Figura 14. Medio de cultivo basal inorgánico (MBS) suplementado con 

hidrocarburo (0.1%)  del Campo Castilla 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.2.2 Selección de bacterias nativas con potencial de degradación de 

hidrocarburos 

 

3.2.2.1 Siembra en medio enriquecido con suelo. Para aumentar las 

poblaciones de microorganismos que se obtuvieron en el medio sólido selectivo en 

la etapa anterior, se desarrolló una fase de enriquecimiento utilizando el mismo 

medio basal inorgánico en fase líquida,  suplementado con extracto de suelo 

(10%). En un matraz de 500 mL se prepararon 200mL de medio enriquecido (por 

duplicado) y se incubaron a 30°C,  con agitación orbital de 120 rpm, durante 48  

horas (Figura 14). Luego, se realizaron siembras en superficie en cajas de Petri 

que contenían Agar Nutritivo, tomando 0.1 mL de medio, para recuperación de las 

poblaciones. Se realizaron observaciones macro y microscópicas de las colonias 

recuperadas. 
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Figura 15. Medio enriquecido utilizando medio basal inorgánico, suplementado 

con extracto de suelo 10% 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.2.2.2 Selección de microorganismos por presión selectiva en 

presencia de hidrocarburo (adaptado de Gerhardt et al., 1994 y Demain and 

Davies, 1999). A partir del cultivo obtenido  en la etapa anterior, el cual 

corresponde al inóculo inicial de esta fase, se realizó el proceso de reducir 

paulatinamente la riqueza nutricional del medio, mediante subcultivos en pases 

sucesivos, retirando el extracto de suelo y aumentando la concentración de 

hidrocarburo (presión selectiva), para verificar la capacidad de biodegradabilidad 

de la fuente de carbono de interés (Crudo Castilla).  En este proceso se 

consideraron como parámetros de selección la tolerancia y el crecimiento de los 

microorganismos en presencia de concentraciones crecientes de hidrocarburos. 

 

Para esta fase se prepararon cuatro matraces de 500 mL (por duplicado) 

conteniendo 200 mL de medio basal inorgánico y se suplementaron como se 

presenta a continuación: 

 

 SUBCULTIVO 1 SUBCULTIVO 2 SUBCULTIVO 3 SUBCULTIVO 4 

% suelo 10 1 0.1 0 

% HC 0.01 0.1 1 1 

HC: Crudo Castilla 
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10% v/v 

  

10% S + 0.01%HC 
0% S + 1%HC 

Pase 1 Pase 2 Pase 3 Pase 4 

SUBCULTIVOS EN 

PASES SUCESIVOS 

10% v/v 10% v/v 

Siembra en 
AN 

  

 

Los subcultivos se realizaron en pases sucesivos por inoculación periódica al 10% 

V/V. Para lograr esto, se transfirieron 20 mL del medio de cultivo previo para 

inocular el siguiente subcultivo, como se presenta en la figura 15, y se incubaron a 

30°C,  con agitación orbital de 120 rpm, durante 72  horas.  Así mismo, se verificó 

el crecimiento microbiano, mediante observación directa de los medios (desarrollo 

de turbidez) y se tomaron muestras para observación microscópica con coloración 

de Gram.  Se realizó siembra en cajas de petri que contenían Agar Nutritivo de los 

subcultivos 3 y 4, con el fin de recuperar las cepas bacterianas seleccionadas 

positivamente en estas condiciones. Las cepas que crecieron en esta etapa del 

proceso fueron agrupadas en un consorcio microbiano denominado Consorcio 

ASA. 

 

Figura 16. Presión selectiva por subcultivos en pases sucesivos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Incubación: 30°C, 120rpm 
72 horas 
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3.3 EVALUACIÓN DE CAPACIDAD DEGRADADORA DE LOS 

MICROORGANISMOS 

 

3.3.1 Cinéticas de crecimiento y  degradación de hidrocarburos en 

presencia de crudo castilla. Para el diseño de las evaluaciones de degradación 

de hidrocarburos se tuvieron en cuenta cuatro (4) criterios críticos de cultivo para 

el posible escalado del proceso de tratamiento con el Consorcio ASA recuperado 

en la fase de presión selectiva, al campo Castilla, así:  

 

 Tiempo de residencia 

Considerando que el sistema deberá operar en continuo y poder tratar volúmenes 

crecientes de agua producida de entre 20.000 y 200.000 barriles diarios, se 

trabajaron tiempos de residencia relativamente bajos (0 – 72 horas), para evitar la 

acumulación del agua residual al extrapolar el dimensionamiento de reactores 

para el piloto y posteriormente para la implementación a escala real que se lleva a 

cabo sin reatores controlados, debido al gran volumen a tratar.  

 

Por ello se hizo énfasis en un tiempo de evaluación de 72 horas, toda vez que 

tiempos menores de residencia hacen inviable la implementación de la 

biodegradación a bajas  concentraciones de hidrocarburos (menores a 40 ppm) las 

cuales limitan la fuente de carbono para el crecimiento celular, causando 

igualmente que la velocidad de degradación del hidrocarburo por vía microbiana 

sea baja (Laboratorio de Biotecnología-ICP, Piedecuesta, Colombia, observación 

inédita,  2013). 

 

 Temperatura 

La condición medioambiental más crítica es la temperatura por lo que se 

estableció como condición operativa básica en caso de ubicar el sistema de 

tratamiento biológico en alguna etapa posterior al vertimiento en que temperaturas 

similares o ligeramente superiores, se presentan. En los procesos de crecimiento y 
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recuperación de microorganismos se emplean temperaturas en un rango de +/- 

5°C a lo reportado en campo sin variaciones significativas en el comportamiento 

de la población por lo que se escogió 30°C como la condición de trabajo para esta 

etapa. (Laboratorio de Biotecnología-ICP, Piedecuesta, Colombia, observación 

inédita,  2013). 

 

 Concentración del inóculo  

Se emplearon inóculos que no superaran el 10%V/V ya que el costo de producción 

del caldo microbiano semilla es alto y requiere infraestructura para el escalado del 

mismo. Dado que se requiere garantizar bacterias suficientes para tratar 

volúmenes crecientes entre 20.000 y 200.000 barriles diarios de agua de 

producción, en donde se requerirían entre 2000 a 20.000 barriles de inóculo cada 

72 horas (siendo coherentes con el tiempo de residencia explicado antes) o el 

equivalente entre 667 a 6.667 barriles diarios de inóculo por lo que no es posible 

mantener un sistema de producción de bacterias con volúmenes mayores que 

pudieran ser escalables en el campo. (Laboratorio de Biotecnología-ICP, 

Piedecuesta, Colombia, observación inédita,  2013). 

 

 Nutrientes 

Aplicando el mismo principio de condiciones simples que sean fácilmente 

escalables, el sistema debe ser autosuficiente en el aspecto nutricional, pues 

cualquier adición de nutrientes incrementa los costos y  no son fáciles de 

mantener en volúmenes crecientes en el campo. Por esta razón, se trabajó con un 

medio de referencia sin suplementos especiales para el crecimiento del sistema. 

(Laboratorio de Biotecnología-ICP, Piedecuesta, Colombia, observación inédita,  

2013). 

 

Para las evaluaciones se realizaron 2 tipos de montajes los cuales se fueron 

manejados con muestras acuosas de los puntos monitoreados en el sistema de 
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tratamiento de aguas residuales del Campo Castilla: Cinéticas de degradación de 

laboratorio y mesocosmos para la simulación de aplicación en campo en el suelo. 

 

 

3.3.1.1 Cinéticas de crecimiento y  degradación de hidrocarburos en 

presencia de crudo castilla. El montaje para determinar las cinéticas de 

crecimiento y biodegradación se realizó con el consorcio resultante de la etapa de 

selección (identificado como ASA), en las siguientes condiciones: 

 

-Inóculo: Consorcio ASA en proporción 1:1 de un cultivo en fase exponencial de 36 

horas (10% V/V). 

-Reactores: Matraces de 500 mL con 200 mL de medio por triplicado 

-Medio de cultivo: MBS (estéril) + 50 ppm de crudo Castilla (no estéril, para evitar 

la pérdida de los componentes volátiles) 

-Condiciones de Incubación: Cultivo batch a 30°C, con agitación orbital de 120 

rpm, 72 horas de cultivo. 

-Controles: Consorcio ICP (componente del Producto ECOBIOL hoy 

ECOMAXBACT®: Declaración de producto tecnológico - ICP 2002) como 

referente de biodegradación comprobada y un control negativo abiótico sin 

inoculación de microorganismos.  

-Frecuencia de monitoreo: Se tomaron muestras destructivas en 0, 12, 24, 36, 48 y 

72 horas.  

 

La concentración del sustrato (hidrocarburo) fue definida en concentración de 10X 

con respecto al rango encontrado en las aguas de producción del ASA (1-5 ppm) 

para comprobar la eficacia de la actividad degradadora en condiciones 

aumentadas del contaminante (Atlas y Bartha, 2002), debido a que el montaje en 

medio por composición a escala de laboratorio, tiene hidrocarburo como única 

fuente de carbono. La evaluación de biodegradación con agua de producción en el 

ASA se evaluó en el mesosocosmos. 
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A partir de los resultados de estas cinéticas se calcularon la velocidad de 

crecimiento microbiano, la velocidad de degradación de hidrocarburos y la 

productividad, utilizando las siguientes ecuaciones:  

 

Durante el crecimiento exponencial, los cambios en el número de células 

bacterianas son directamente proporcionales al número de células presentes, 

expresada así (Eweis et al., et al, 1999): 

 

  

  
    

 

Donde,  

 

N= número de células por volumen de medio 

t= Tiempo 

k = constante de proporcionalidad, frecuentemente referida como la masa de 

crecimiento específico t-1 

 

La velocidad específica de crecimiento durante el crecimiento exponencial está 

directamente relacionada con el tiempo de duplicación (td).  Para un tiempo de 

duplicación, N= 2No, se expresa: 

 

  ( )       

  
  ( )

  
 

 

Para la modelación del consumo del sustrato (en este caso el hidrocarburo) se 

considera una cinética modificada de Monod por ser la adecuada para describir la 

dinámica de crecimiento de un cultivo bacteriano, limitado solamente por la 

concentración del sustrato. La ecuación que relaciona la masa de células 



 

54 
 

producidas por masa de sustrato utilizado (rg) se define como (Eweis et al., et al, 

1999): 

 

rg =  - Yro 

 

donde, Y = rendimiento microbiano, g de células producido/g de sustrato utilizado 

   ro= cantidad de contaminante eliminado, mg/(l.día) 

 

La productividad está determinada por la relación entre la biomasa del cultivo por 

unidad de tiempo (Ramírez y Molina, 2005), así: 

 

   
        (

   
  

)

       (     )
 

 

3.4 SIMULACIÓN A ESCALA DE PLANTA PILOTO (MESOCOSMOS) DE 

CONDICIONES TÍPICAS DEL SISTEMA ASA 

 

3.4.1 Construcción del mesocosmos. Los montajes y las evaluaciones del 

mesocosmos para evaluar la capacidad de colonización y biodegradabilidad de las 

poblaciones seleccionadas, fueron llevadas a cabo en las instalaciones del 

Laboratorio de Biotecnología del Instituto Colombiano del Petróleo (ICP).  

 

Para este tipo de simulación se emplearon las columnas de acrílico descritas en 

materiales y equipos. El suelo de la muestra compuesta de la parcela de caucho 

del ASA y el consorcio ASA aislado en la fase de presión selectiva. El montaje 

general del mesocosmos incluyó dos condiciones experimentales (Figura 16): 

 

Tratamiento ASA: 3 columnas llenas de suelo, inoculadas con cultivo microbiano 

(consorcio ASA) y regadas con agua de producción. 
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Control Negativo: 3 columnas llenas de suelo, sin inóculo microbiano y regadas 

con agua de producción. 

 

Para la construcción de mesoscosmos, se llevaron a cabo los siguientes pasos: 

 

 Inoculación del suelo con cultivo microbiano (Consorcio ASA) 

 Empacado de las columnas con el suelo del ASA: Aproximadamente 20 Kg 

 Adecuación del riego (agua de producción y agua de grifo) 

 Recolección del lixiviado del mesocosmos 

 

Inoculación del suelo con cultivo microbiano 

Para la inoculación del tratamiento ASA, se realizó la incorporación del cultivo por 

humectación directa al suelo (en una concentración aproximada de 104-106 

UFC/Kg suelo), previo al proceso de empacado. 

 

 

 

Empacado de las columnas con suelo del ASA 

La primera estrategia considerada para el empacado de suelo en las columnas del 

mesocosmos consistió en emplear suelo humedecido. El procedimiento de 

humectación consistió en tomar porciones del suelo y agregar agua utilizando 500 

mL por cada 3500g y homogenizar manualmente hasta alcanzar una textura 

uniforme de suelo. 

 

Posteriormente, se procedió a realizar el empacado manual y secuencial de las 

columnas con el material humedecido, asegurándose de obtener homogeneidad 

en el llenado del recipiente y evitar la formación y/o generación de espacios 

vacíos. Se adaptó algodón sintético en el fondo de la columna para delimitar el 

sistema. El proceso y el aspecto de la columna se muestran en la figura 17. 
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Figura 17. Esquema general para el montaje del mesocosmos 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 18. Experimento preliminar de 

empacado de las columnas utilizando suelo del ASA 
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a segunda estrategia de llenado de las columnas del mesocosmos incluyó la 

homogenización mecánica previa, del suelo muestreado en el ASA. Para el 

procedimiento de homogenización mecánica y reducción del tamaño de partícula 

del suelo se empleó un tornillo sinfín con una capacidad de carga de 400 Kg el 

cual fue cargado y operado durante 20 min para obtener un suelo homogéneo 

(Figura 18). 

Figura 19. Homogenización mecánica del suelo con tornillo sinfín 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Una vez finalizada la homogenización del suelo se procedió a realizar el 

empacado de las columnas del mesocosmos.  Igualmente se adaptó algodón 

sintético en el fondo de la columna para delimitar el sistema (Figura 19): 

 

Figura 20. Empacado de las columnas con suelo del ASA después de la 

homogenización mecánica con tornillo sinfín 
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Adecuación del riego con agua de producción al mesocosmos 

La adecuación del sistema de alimentación de agua de las columnas consistió en 

el uso de una bolsa con capacidad de 2000 mL, acoplada a un sistema de 

macrogoteo para el suministro de 561mL de agua/día (equivalente a un flujo 2 

L/s.Ha en el ASA) la cual se adapta en altura para graduar el flujo de riego con 

una llave reguladora que se alimenta periódicamente por la parte superior para 

garantizar el flujo continuo durante 90 días (tiempo total de experimentación).  

 

Recolección del lixiviado del mesocosmos 

Para la recolección del lixiviado se emplearon probetas plásticas de 1 L en la parte 

inferior de las columnas, las cuales fueron cubiertas con papel celofán para evitar 

pérdidas por evaporación o contaminación con el medio.  

 

Finalmente, las columnas fueron montadas en un soporte metálico múltiple que 

permitió la adecuación tanto del riego como de la recolección del lixiviado.  

 

 

3.4.2 Evaluación de la actividad degradadora de hidrocarburos en columna 

de suelo (mesocosmos). La evaluación de la actividad degradadora de 

hidrocarburo se realizó en los sistemas en columna (mesocosmos), para las dos 

condiciones experimentales: Tratamiento  ASA y Control.  El tiempo de 

experimentación fue de 90 días con muestras cada 30 días. 

 

Toma de muestras para análisis fisicoquímico y microbiológico 

Mensualmente se preparó una muestra individual compuesta con todos los 

lixiviados recogidos por columna y se llevó a cabo la determinación de la 

concentración de bacterias degradadoras, grasas y aceites-hidrocarburos, de la 

siguiente manera:   
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1. Análisis Microbiológicos. Se envasa y rotula la muestra en un frasco de vidrio 

estéril de 250 mL y se mantiene refrigerada para análisis. 

 

2. Análisis de Grasas y Aceites-Hidrocarburos. Se envasa y rotula la muestra en 

un frasco de vidrio ámbar de 1 L y se refrigera para análisis. 

 

3.4.3 Caracterización bioquímica e identificación de los microorganismos 

degradadores de hidrocarburos seleccionados en el mesocosmos. Para la 

identificación de las bacterias aisladas se utilizó el sistema Biolog MicroStationTM
, 

que es un micrométodo estandarizado de 95 pruebas bioquímicas para identificar 

un amplio rango de microorganismos: bacterias aeróbicas Gram positivas y Gram 

negativas y levaduras. Las microplacas del Biolog® constan de 95 pozos que 

contienen los sustratos deshidratados junto con violeta de tetrazolio como 

indicador colorimétrico (violeta de tetrazolio) (Anexo 1).  

 

Las pruebas se inoculan con una suspensión bacteriana que rehidrata los 

sustratos inicialmente incoloros. El sistema evalúa la habilidad del microorganismo 

para utilizar u oxidar diferentes fuentes de carbono. El viraje del indicador de 

violeta de tetrazolio del color transparente al violeta indica que el sustrato ha sido 

utilizado. El lector de microplacas es capaz de detectar el cambio de color a una 

longitud de onda de 590 nm. La prueba produce un patrón bioquímico 

característico de pozos coloreados que constituyen una huella digital metabólica.  

 

El sistema de identificación se encuentra asociado a un software de apoyo que 

constituye las bases de datos que soportan la identificación de los 

microorganismos. El sistema de Software MicroLog® del Biolog® permite la 

alimentación automática por medio del lector de microplacas (MicroStation 2). Las 

bases de datos contemplan la fuente (clínico o no clínico) y el grupo al que 

pertenece el microorganismo (bacteria Gram positiva, bacteria Gram negativa o 

levadura).  
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La identificación del microorganismo la realiza automáticamente el sistema con la 

base de datos correspondiente (GEN III), analizando el patrón metabólico obtenido 

con respecto a la amplia biblioteca de especies. Si encuentra una especie 

apropiada con un coeficiente de similaridad superior a 0.50, se identifica el 

microorganismo.  

 

El coeficiente de similitud es un índice de confianza del sistema que indica el 

grado de cercanía filogenética entre el microorganismo por identificar y la base de 

datos existente en el sistema. Entre más cercano a 1.0 más precisa es la 

identificación. 

 

Igualmente, se realizaron siembras en cajas de petri con Agar Nutritivo, para la 

caracterización macro y microscópica de las cepas identificadas. 

 

En caso de no obtener una identificación positiva con el sistema de identificación, 

se emplearán medios complementarios para una confirmación presuntiva. 
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4. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 

 

4.1 AISLAMIENTO Y CARACTERIZACIÓN DE LOS MICROORGANISMOS 

DEL SUELO EN EL ÁREA DE INFLUENCIA DEL ASA 

 

4.1.1 Aislamiento de los microorganismos del suelo. La mayoría de las 

bacterias se multiplican rápidamente y son visibles como colonias cuando se les 

siembra en medios de cultivo sólidos adecuados. El  desarrollo de colonias sobre 

superficies de agar permite identificar las bacterias porque las distintas especies 

forman colonias con una forma, tamaño, color y aspecto característico.  

 

A partir de la suspensión madre inicial de la muestra compuesta de suelo se 

evaluaron las poblaciones totales (en placas de Petri conteniendo Agar nutritivo) y 

las potenciales biodegradadoras en medios selectivos (placas de Petri con agar y 

Medio selectivo + Hidrocarburo).  

 

A partir de las cajas en agar Nutritivo, se evidenció un crecimiento abundante en 

todas las diluciones (hasta 10-4) de tres tipos de colonias (figura 20). 

 

Figura 21. Cultivos en agar nutritivo, a partir de la muestra de suelo del ASA. 
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Para la observación microscópica se utilizó coloración de Gram que permite la 

identificación bacteriana de acuerdo a la clasificación según su respuesta, en 

Gram positiva o Gram negativas.  Una vez terminada la coloración de Gram, las 

bacterias Gram positivas aparecen de color morado, mientras que las Gram 

negativas presentan color rojo  (Madigan et al, 2004). 

 

En la tabla 2 se presentan las características macro y microscópicas de las 

colonias aisladas en agar nutritivo a partir de las muestras de suelo del ASA.  La 

figura 21 muestra la observación microscópica de cada una de las colonias. 

 

Tabla 2. Características macro y microscópica de las colonias aisladas en 

Agar Nutritivo a partir de las muestras de suelo del ASA 

 

Colonia Observación macroscópica Observación microscópica 

1 Color blanco, apariencia cremosa, borde liso Bacilos Gram negativos 

2 Color blanco, apariencia cremosa, borde 
festoneado 

Bacilos Gram negativos 

3 Color blanco, apariencia cremosa, borde 
filamentoso 

Bacilos Gram positivos 

 

Figura 22. Observación microscópica de las colonias aisladas en Agar Nutritivo 

a partir de las muestras de suelo del ASA 

 

 

 

 

 

 

  

 

En las siembras con medio selectivo, el crecimiento fue pobre y puntiforme debido 

a la presión selectiva del hidrocarburo (figura 22). Sin embargo, se diferenciaron 

1 2 3 
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dos tipos de colonias.  En la tabla 3 se presentan las características macro y 

microscópicas de las colonias aisladas en medio selectivo a partir de las muestras 

de suelo del ASA.  La figura 23 muestra la observación microscópica de cada una 

de las colonias. 

 

Con la recuperación de estas colonias en medio selectivo, se presume que existe 

capacidad degradadora de hidrocarburos en la microbiota nativa la cual se 

corroboró en el proceso de adaptación y selección con concentración creciente de 

hidrocarburo. 

 

Figura 23. Cultivo en medio selectivo, a partir de la muestra de suelo del ASA. 

 

 

 

 

 

 

 

Tabla 3. Características macro y microscópicas de las colonias aisladas en 

medio selectivo de las muestras de suelo del ASA 

Colonia Observación macroscópica Observación microscópica 

1 Color blanco, apariencia cremosa, borde 
liso y aspecto puntiforme. 

Bacilos Gram negativos 

2 Color blanco, apariencia cremosa, borde 
liso y aspecto aplanado. 

Bacilos Gram negativos 

 

Figura 24. Observación microscópica de las colonias aisladas en medio 

selectivo de las muestras de suelo del ASA 

 

 

 

 
1 2 
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4.1.2 Recuento de microorganismos. Los recuentos microbiológicos son útiles 

para valorar la integridad del suelo y permiten seguir procesos de recuperación o 

establecer la composición del suelo y su prospección para procesos biológicos con 

base en la distribución y proporcionalidad de las especies que la conforman.   

 

El crecimiento de poblaciones se mide estimando los cambios en el número de 

células, en la cantidad de algún componente de las mismas (por ejemplo, 

proteína) o en el peso seco total de las células a lo largo del tiempo (Madigan et al, 

2004).   

 

En la tabla 4 se encuentran los recuentos microbianos obtenidos en los dos 

diferentes medios de cultivo.   

 

Tabla 4. Recuentos microbianos obtenidos en  los diferentes medios de 

cultivo, a partir de las muestras de suelo del ASA. 

Muestra AN (UFC/g) MBS+HC (UFC/g) 

Parcela de caucho 5.90E+05 6.50E+05 

Control Negativo 7.90E+03 6,00E+03 

 

El crecimiento en los medios de cultivo conteniendo 0.1% de hidrocarburo ejerce 

una presión de selección de las bacterias que sean capaces de crecer a expensas 

de esta única fuente de carbono, por lo tanto es una prueba de la presunta 

capacidad de degradación de hidrocarburos; sin embargo no es definitiva, pues se 

ha observado que pueden crecer otras bacterias que no tiene esta capacidad, sino 

que crecen gracias a metabolitos de la degradación de la fuente de carbono por 

parte de las bacterias que sí tienen la capacidad de transformación de los 

compuestos iniciales (Viñas, 2005). Es posible que ésta sea la razón por la cual 

los recuentos de bacterias degradadoras de hidrocarburos sean iguales o 

ligeramente superiores a los de las bacterias totales, aun cuando los valores 

absolutos no son significativamente diferentes y las diferencias pueden ser por el 
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error atribuible al método de recuento por heterogeneidad de la muestra. Además, 

considerando que hay una carga menor continua de hidrocarburo en el suelo del 

ASA como consecuencia del riego con el agua de producción proveniente del 

Campo Castilla, estas poblaciones que toleran o crecen a expensas del 

hidrocarburo, se seleccionan y aumentan con el tiempo.  

 

Los resultados de la caracterización fisicoquímica del suelo arrojaron que la 

concentración de hidrocarburos es muy baja (entre 0,01 – 0,04% masa), tal y 

como lo referencia Louisiana Administrative Code Natural Resources. Subpart 1. 

Statewade Order 29B (United Estates, 2005), en que concentraciones inferiores a 

1% se consideran aceptables en suelos biorremediados o controles por la 

dificultad técnica de lograr reducciones menores eficientes en tiempo y recurso y 

en la mayoría de casos no es detectable, con lo cual se esperaría que la 

concentración de bacterias degradadoras fuera baja. Sin embargo, el título 

recuperado de estas poblaciones pueden ser debido a lo mencionado 

anteriormente, y a la adaptación de la población, que cuando es sometida a un 

ambiente que solo contiene una fuente de carbono (en este caso, hidrocarburo), 

modifica su metabolismo para lograr sobrevivir en estas condiciones (Chaillan et 

al, 2004,  Viñas, 2005).  

 

4.2 SELECCIÓN DE BIOTA BACTERIANA NATIVA CON POTENCIAL DE 

DEGRADACIÓN DE HIDROCARBUROS PRESENTES EN EL AGUA DE 

PRODUCCIÓN (ADAPTADO DE GERHARDT ET AL., 1994 Y DEMAIN AND 

DAVIES, 1999). 

 

4.2.1 Siembra en medio enriquecido con suelo. La fase de enriquecimiento 

permitió mantener y/o aumentar la biomasa microbiana obtenida preliminarmente 

en la etapa de aislamiento utilizando el medio selectivo (suplementado con 10 % 

del extracto de suelo).   
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De esta manera, se garantizó la supervivencia de las poblaciones, al proporcionar 

a las células, ingredientes químicos que necesitan para hacer procesos 

metabólicos y así aumentar su velocidad de reproducción.   

 

En las siembras con agar nutritivo, el crecimiento fue abundante, y se 

diferenciaron dos tipos de colonias, similares a las recuperadas en el medio 

selectivo de la fase de aislamiento.    En la tabla 5 se presentan las características 

macro y microscópicas de las colonias aisladas en medio enriquecido con extracto 

de suelo 10%. 

 

Tabla 5. Características macro y microscópica de las colonias aisladas en 

medio enriquecido con extracto de suelo 10%  

Colonia Observación macroscópica Observación microscópica 

1 Color blanco, apariencia cremosa, borde 
liso 

Bacilos Gram negativos 

2 Color blanco, apariencia cremosa, 
extendida con borde irregular 

Bacilos Gram negativos 

 

5.2.2 Selección de microorganismos por presión selectiva en presencia de 

hidrocarburo (adaptado de Gerhardt et al., 1994 y Demain and Davies, 1999). 

El proceso de selección incluyó 4 pases en medio selectivo cada 72 horas con 

concentraciones crecientes de hidrocarburo y decrecientes de extracto de suelo, 

las cuales se presentan en la figura 24.  
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Figura 25. Subcultivos sucesivos para selección de los microorganismos con 

capacidad degradadora de hidrocarburo (Matraces de 500 mL, con 200mL de 

MBS+HC (0.01 a 1%) y extracto de suelo (10 a 0%), incubación a 30°C, agitación 

orbital de 120 rpm, 72 horas) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Convenciones: MBS: Medio basal inorgánico; HC: Hidrocarburo 

 

Esta fase contribuyó a la selección y aumento del número celular por presión del 

contaminante de las poblaciones de microorganismos con capacidad de 

degradación del hidrocarburo ya que al retirar paulatinamente el suplemento de 

enriquecimiento (extracto de suelo), sólo podían mantenerse aquellas bacterias 

que realmente pudieran multiplicarse a partir del contaminante y selecciona de 

forma negativa a las oportunistas.    

 

En las siembras con Agar Nutritivo de los subcultivos 3 y 4, el crecimiento fue 

abundante y se recuperaron dos poblaciones  (Figura 25).  En la tabla 6 se 

presentan las observaciones macro y microscópica de las colonias, coincidiendo 

con las características observadas en las fases de enriquecimiento. 
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Figura 26. Cultivo en agar nutritivo, a partir de los subcultivos 3 y 4 (presión 

selectiva) (Matraces de 500 mL, con 200mL de MBS+HC (0.01 a 1%), incubación 

a 30°C, agitación orbital de 120 rpm, 72 horas. Recuperación por dilución seriada 

y siembra en agar MBS+HC y Agar Nutritivo) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Convenciones: MBS: Medio basal inorgánico; HC: Hidrocarburo 

 

Tabla 6. Características macro y microscópica de las colonias recuperadas a 

partir de los subcultivos 3 y 4 (presión selectiva) 

Colonia Observación macroscópica Observación microscópica 

1 Color blanco, apariencia cremosa, borde 
liso 

Bacilos Gram negativos 

2 Color blanco, apariencia cremosa, 
extendida con borde irregular 

Bacilos Gram negativos 

 

 

4.3 EVALUACIÓN DE CAPACIDAD DEGRADADORA DE HIDROCARBUROS 

DE LOS MICROORGANISMOS 

 

4.3.1 Cinéticas de crecimiento microbiano y  degradación de hidrocarburos 

en presencia de crudo Castilla. La variación de la velocidad específica de 

crecimiento de una población bacteriana depende de la cepa, las condiciones y 

composición del medio de cultivo. Así mismo, la velocidad de desaparición del 

sustrato (hidrocarburo) está determinada por la dinámica de crecimiento del cultivo 
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bacteriano, en relación a la masa de células producidas por masa de sustrato 

utilizado  (Atlas y Bartha, 2002; Eweis et al., 1999) 

 

Los resultados de la cinética de crecimiento microbiano y de consumo de 

hidrocarburo en condiciones controladas de laboratorio se presentan en la Tabla 7 

y la Figura 26.  

  

Tabla 7. Resultados de cinética de crecimiento y de consumo de 

hidrocarburos (Matraces de 500 mL con 200 mL de MBS+50ppm Crudo Castilla, 

30°C, pH 7.2, agitación orbital de 120 rpm, 72 horas)  

TIEMPO 
(horas) 

MUESTRA 
[GRASAS& 

ACEITES] (ppm) 
RECUENTO 

(UFC/mL) 
pH 

0 Consorcio ASA 49.75 1.7E+07 7.19 
12 Consorcio ASA 45.85 2.2E+07 7.05 
24 Consorcio ASA 42.72 3.7E+08 7.00 
36 Consorcio ASA 23.42 1.3E+09 6.97 
48 Consorcio ASA 0.042 1.2E+09 7.05 
72 Consorcio ASA 0.032 2.4E+08 7.14 

0 Consorcio ICP 47.6 1.70E+07 7.18 

12 Consorcio ICP 33.85 2.30E+07 7.11 

24 Consorcio ICP 0.09 1.70E+08 6.92 
36 Consorcio ICP 0.22 3.50E+08 6.92 

48 Consorcio ICP 0.219 2.50E+08 7.0 

72 Consorcio ICP 0.105 2.00E+08 7.1 

0 Control negativo 46.6 1.20E+02 7.19 

12 Control negativo 45.75 8.50E+02 7.2 

24 Control negativo 42.87 2.50E+02 7.16 

36 Control negativo 43.1 1.50E+02 7.04 

48 Control negativo 41.75 1.80E+02 7.01 

72 Control negativo 42.35 1.20E+02 7.2 

 

Estos resultados muestran que el hidrocarburo que se suplementó en el medio 

salino como fuente de carbono (50 ppm) fue consumido por ambos consorcios 

microbianos a las 24 horas en el caso del Consorcio ICP y a las 48 horas en el 

caso del Consorcio ASA y como resultado de esto se presentó incremento en 

número celular de los mismos.  
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Sin embargo, dado que el hidrocarburo es una fuente compleja de difícil 

transformación y mineralización, la concentración de carbono que puede ser 

aprovechado en forma de biomasa es relativamente baja, razón por la cual no se 

observan crecimiento mayor de dos órdenes de magnitud con respecto al recuento 

inicial en cualquiera de los consorcios (Martínez-Prada, 2011; Eweis et al., 1999). 

 

En cuanto al comportamiento del pH, se observa que todos los montajes durante 

la cinética se mantienen alrededor de la condición de neutralidad con una 

disminución máxima de 0.2 unidades de pH durante la fase de consumo de 

hidrocarburos, debido a la generación de ácidos orgánicos productos de los ciclos 

de degradación. 

 

Figura 27. Cinética de crecimiento microbiano y consumo de hidrocarburos a 

escala de laboratorio (Matraces de 500 mL con 200 mL de MBS+50ppm Crudo 

Castilla, 30°C, agitación orbital de 120 rpm, 72 horas)  

 

 

 

 

Convenciones: RCTO: Recuento microbiano; G&A: Concentración de Grasas 
y Aceites-Hidrocarburos; Ctrl: Control negativo 
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Velocidades específicas de crecimiento microbiano y degradación del 

hidrocarburo 

 

A partir de los resultados de la cinética de crecimiento microbiano y consumo de 

hidrocarburos se realizaron los cálculos de velocidad específica de crecimiento y 

velocidad de consumo de hidrocarburos para cada una de las condiciones 

experimentales. En el Anexo 3 se presenta un ejemplo de cálculo. 

 

En el caso del consorcio ASA se obtuvo una velocidad específica de crecimiento 

de 0.0745 h-1 en el rango de 12 a 36 horas y la velocidad de consumo del 

hidrocarburo se calculó como máxima en 1.6085 ppm hidrocarburo / h en el rango 

de 24 a 36 horas; mientras que en el caso del Consorcio ICP la velocidad 

específica de crecimiento es menor (0.0493 h-1 en el rango de 12 a 36 horas), y la 

velocidad de consumo de hidrocarburo es mayor y se obtiene el máximo en menos 

tiempo (2.8133 ppm hidrocarburo / h en el rango de 12 a 24 horas). Teniendo en 

cuenta las velocidades de consumo de hidrocarburo obtenidas, éstas se 

consideran bajas con respecto a sistemas con hidrocarburo inicial entre 0.1 y 

1%Masa (entre 1.000 y 10.000 ppm de hidrocarburo) pero adecuadas para 

sistemas con concentraciones iniciales de hidrocarburos menores a 100 ppm 

(Karamalidis et al., 2010, Laboratorio de Biotecnología-ICP, Piedecuesta, 

Colombia, observación inédita,  2014). 

 

Así mismo, para verificar que las condiciones del montaje fueron adecuadas para 

evaluar la capacidad de degradación, se incluyó un control negativo sin 

inoculación de microorganismos en que numéricamente se calcularon tanto 

velocidad específica de crecimiento (0.004 h-1 entre 12 – 36 horas) como 

velocidad de consumo del hidrocarburo (0,24 ppm hidrocarburo / h entre 12 a 24 

horas), resultado de la posible presencia de biota no específica presente en el 

crudo Castilla y considerado además dentro del error del experimento por efecto 

del muestreo. 
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De acuerdo con el análisis de los resultados, se encontró que el Consorcio ICP 

tiene una capacidad degradadora mayor que el consorcio ASA, aun cuando el 

crecimiento en biomasa (número celular) fue mayor en el caso del Consorcio ASA, 

dado que más del 99% del consumo del hidrocarburo se presentó a las 24 y 48 

horas, respectivamente. Esto se corrobora con el cálculo de la velocidad de 

degradación de cada grupo de microorganismos en que la velocidad del Consorcio 

ICP es 1.75 veces mayor que la del Consorcio ASA.  

 

Por otro lado, las velocidades de degradación son bajas en ambos sistemas por 

posible limitación nutricional, lo que retrasa el crecimiento y por ende reduce la 

velocidad de degradación por parte de los microorganismos y esto se debe a la 

concentración igualmente baja de hidrocarburo (50 ppm), lo que limita la 

biodisponibilidad para el crecimiento de los microorganismos (United Estates, 

2005; Karamalidis et al., 2010; Laboratorio de Biotecnología-ICP, Piedecuesta, 

Colombia, observación inédita,  2014).  

 

Complementariamente, la concentración baja de nutrientes limita el crecimiento 

microbiano por competencia nutricional de las células y además porque las vías de 

degradación de estos contaminantes son inducibles en presencia del 

contaminante y requieren energía para activar la maquinaria metabólica asociada 

a la transformación de éstos debido a  que los genes no son constitutivos o 

esenciales para el crecimiento típico del organismo (Nie, et al, 2009; Kiyohora, 

1982). 

 

Pese a ello, el Consorcio ASA tiene potencial para su escalado y aplicación en un 

proceso continuo de tratamiento del agua de producción con trazas de crudo 

Castilla en el ASA (Meta) dado que su capacidad de consumo total del 

hidrocarburo se logró en 48 horas, mejorando la premisa del tiempo de evaluación 

del sistema considerando un máximo tolerable de 72 horas en los criterios críticos 

de cultivo, incluido en el numeral 5.3.1., al presentarse una eficiencia de 
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transformación máxima que redujo en al menos 12 horas el tiempo de residencia 

del proceso (a 48 horas) a falta de datos intermedios entre 36 y 48 horas que 

permitan determinar si la eficiencia es anterior a las 48 horas de cultivo.   

 

En cuanto al crecimiento microbiano y la concentración de biomasa, no se 

presenta una diferencia significativa en la concentración de biomasa obtenida por 

uno u otro consorcio, incluso siendo ligeramente mayor el número celular neto 

obtenido por el Consorcio ASA con una productividad máxima de 3.7E+07 

UFC/mL.h en 36 horas de cultivo con respecto al Consorcio ICP (9.7E+06 

UFC/mL.h a 36 horas de cultivo).  

 

Una mayor concentración de biomasa celular parece ser necesaria para activar el 

metabolismo de degradación del contaminante en el Consorcio ASA que degrada 

mayoritariamente el hidrocarburo entre 24 y 48 horas de cultivo. Esto se debe a la 

asociación (cruce de variables), en el inicio activo de degradación máxima del 

hidrocarburo y el crecimiento microbiano al alcanzar 24 horas de cultivo (Ver 

Figura 27), debido a que el muestreo se realizó en rangos relativamente largos de 

12 horas. Como consecuencia, se presume la capacidad de degradación del 

Consorcio ASA asociada a la fase logarítmica tardía o fase estacionaria del 

crecimiento, en donde se ve retrasada la degradación con respecto a lo observado 

en el Consorcio ICP cuya actividad de degradación máxima se observa a partir de 

12 horas de cultivo, coincidiendo con la fase logarítmica temprana. 

 

En el caso del Consorcio ICP, el proceso de biodegradación se activa antes 

(trigger) entre 12 y 24 horas, en la etapa logarítmica temprana del crecimiento, 

mostrando un alto grado de adaptación al crecimiento a expensas de este tipo de 

sustrato con una velocidad de crecimiento 1,5 veces mayor y una latencia o etapa 

preparativa menor en el tiempo (Eweis et al., 1999). Estos detalles se aprecian 

mejor en la Figura 27 (no se incluyen los datos del control negativo para ampliar la 

escala). 
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El estudio realizado demostró que el Consorcio ASA presentaba capacidad de 

biodegradar hasta 50 ppm de hidrocarburo Castilla en medio basal inorgánico 

(MBS). Además, puede ser adaptado sucesivamente en el mismo medio y llevarse 

a condiciones más exigentes de cultivo para reducir su tiempo de latencia y/o 

preparación celular y siendo nativo del área de tratamiento en los Llanos 

Orientales y su posible aplicación se requiere en un proceso continuo, tiene la 

ventaja que éste no competiría con las poblaciones de suelo ya establecidas. 

 

Figura 28. Detalle de Cinética de crecimiento microbiano y degradación de 

hidrocarburo a escala de laboratorio (sin control negativo). (Matraces de 500 mL 

con 200 mL de MBS+50ppm Crudo Castilla, 30°C, agitación orbital de 120 rpm,  

durante72 horas)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

El control negativo sin adición de microorganismos mostró que el crudo Castilla 

tiene poblaciones basales de microorganismos pero éstos no resultaron 

interferentes en la evaluación al no presentar crecimiento a partir de la biomasa 

inicial ni consumo significativo de crudo (NACE TM 0194, 2004). 

Convenciones: RCTO: Recuento microbiano; G&A: Concentración de 
Grasas y Aceites-Hidrocarburos; Ctrl: Control negativo 
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4.4 SIMULACIÓN A ESCALA DE PLANTA PILOTO (MESOCOSMOS) DE 

CONDICIONES TÍPICAS DEL SISTEMA ASA, PARA EVALUAR LA 

COLONIZACIÓN Y BIODEGRADABILIDAD DE LAS POBLACIONES 

SELECCIONADAS 

 

5.4.1 Evaluación de la actividad degradadora de hidrocarburos de los 

microorganismos en columna de suelo (mesocosmos). Esta evaluación fue 

clave para comprobar si el Consorcio ASA tiene el potencial de ser aplicado (por 

riego controlado) en el suelo, dentro de la estrategia de tratamiento y disposición 

del agua de producción del campo Castilla, debido a que cada ecosistema tiene 

microorganismos que son nativos y con los cuales los microorganismos 

introducidos deben competir en nutrición y establecimiento de población.  

 

Las condiciones iniciales de partida del sistema fueron: 

 

 Concentración de hidrocarburo en el Agua de producción adicionada: de 5,26 

ppm medido como Grasas & Aceites. 

 Título del inóculo del Consorcio ASA homogeneizado en suelo: 5,6 E+06 

UFC/g 

 

El montaje final del mesocosmos en columnas de acrílico con suelo se muestra en 

la figura 28 y los resultados de la evaluación de la actividad degradadora de 

hidrocarburos en columna de suelo se presentan en la Tabla 8 y la Figura 29.  
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Figura 29. Montaje final de la cinética de crecimiento microbiano y degradación 

del hidrocarburo en mesocosmos (columnas de acrílico 60 cm alto x 20 cm 

diámetro con 20 Kg de suelo ASA parcela de caucho, riego de 561 mL/día,  

30°C, durante 90 días) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

De acuerdo con estos resultados, la concentración de hidrocarburo inicial presente 

en el agua de producción adicionada por macrogoteo de 5.26 ppm fue consumida 

en un 80,23%, con un incremento en número celular de tres órdenes de magnitud 

en el Consorcio ASA en 90 días de evaluación, lo que significa que el 

mesocosmos en suelo cumple los criterios de un sistema de tratamiento de aguas 

ya que la norma vigente (Dec 1594/84) pide que se demuestre el 80% de 

remoción en carga. Finalmente, el hidrocarburo no degradado probablemente es el 

resultado de la presencia de componentes no degradables del crudo. 
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Tabla 8. Resultados de Evaluación de la actividad degradadora de 

hidrocarburos en columna de suelo en Mesocosmos de suelo (Columnas de 

acrílico 60 cm alto x 20 cm diámetro con 20 Kg de suelo ASA parcela de caucho, 

riego de 561 mL/día, 30°C, 90 días) 

TIEMPO 
(días) 

MUESTRA 
[G&A] lixiviado 

(ppm) 
RECUENTO 

(UFC/mL) 

0 Consorcio ASA  4,85 2,10E+05 
30 Consorcio ASA  3,99 1,50E+06 
60 Consorcio ASA  2,32 5,73E+07 
90 Consorcio ASA  1,04 1,08E+08 

0 Control negativo 5,15 9,40E+02 
30 Control negativo 5,01 1,41E+03 
60 Control negativo 5,09 9,03E+02 
90 Control negativo 4,99 1,77E+03 

 

En el mismo sentido, en el control hay una reducción neta del 5% de la 

concentración de hidrocarburo suplementada en el agua de producción, atribuible 

a la capacidad de retención del suelo y a la actividad degradadora basal de los 

microorganismos nativos presentes. Considerando que el Consorcio ASA fue 

recuperado del mismo suelo, el 75% de la capacidad de degradación del consorcio 

es el resultado del proceso de adaptación y activación a concentraciones altas de 

hidrocarburo realizado en la etapa de presión selectiva y a la bioaumentación 

previa (Inóculo inicial). 

 

A partir de los resultados de la cinética de crecimiento microbiano y consumo de 

hidrocarburos se realizaron los cálculos de velocidad específica de crecimiento, 

velocidad de consumo de hidrocarburos y productividad para el mesocosmos. En  

el Anexo 4 se presenta un ejemplo de cálculo.  

 

La concentración de la población homogeneizada en el suelo mostró un ligero 

decrecimiento inicial (2,1 E+05 con respecto  a 5,6E+06)) atribuible posiblemente 

al efecto de lavado y dilución del agua de producción, además al período de 

aclimatación de los microorganismos al contaminante y una vez estabilizado el 

sistema con el riego, se pudo apreciar incremento en la población consiguiéndose 
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una velocidad de crecimiento microbiano de 0,0406 d-1 en el mesocosmos (medida 

entre 0 y 60 días) y una productividad de 1.2E+06 UFC/mL.día (medida a 90 días).   

 

Figura 30. Cinética de crecimiento microbiano y degradación de hidrocarburo en 

Mesocosmos en suelo (sin control negativo). (Matraces de 500 mL con 200 mL de 

MBS+50ppm Crudo Castilla, 30°C, agitación orbital de 120 rpm, 72 horas)  

 

 

 

 

 

La capacidad de degradación de las bacterias nativas recuperadas en las etapas 

previas de aislamiento y presión selectiva y suplementadas al sistema en el 

Consorcio ASA es 23 veces mayor que sólo estimular los organismos que se 

encuentren presentes en el suelo. Es decir, que presentó velocidad de consumo 

de 0,0491 ppm hidrocarburo/ día, medida entre 30 y 90 días. Este efecto es el 

resultado del proceso de adaptación a concentraciones crecientes de 

hidrocarburos en la etapa de presión selectiva, que activa el metabolismo de los 

Convenciones: RCTO: Recuento microbiano; G&A: Concentración de Grasas y 
Aceites-Hidrocarburos; Ctrl: Control negativo 
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microorganismos haciéndoles más eficientes que un  sistema estimulado, sin 

adición de microorganismos (Karamalidis et al., 2010, Eweis et al., 1999).  

 

Además, la condición de degradación retardada en el tiempo con respecto al 

montaje a escala de laboratorio con 50 ppm se agudiza en concentraciones tan 

bajas como las presentadas en el agua de vertimiento de la Estación Acacías 

(entre 1 y 5 ppm), presentes en la evaluación del mesocosmos, por lo que la 

velocidad de consumo del hidrocarburo es menor a la observada en la evaluación 

a escala de laboratorio, pero en condiciones no controladas en el ASA, la nutrición 

se complementa con otros componentes del suelo. (Karamalidis et al., 2010). 

 

Finalmente, el Consorcio ASA recuperado del mesocosmos y posteriormente 

caracterizado bioquímicamente para la identificación de las cepas sobrevivientes, 

puede estar conformado por organismos formulados y reintroducidos (resultantes 

del proceso de presión selectiva descrito en el numeral 6.2.2 y microorganismos 

nativos del suelo con que se llenaron las columnas (no estéril) ya que los 

microorganismos responden a las condiciones medioambientales y nutricionales 

del medio en que se desarrollan. 

 

Con esta evaluación se corroboró que el Consorcio ASA era estable y activo para 

la degradación de hidrocarburos no sólo en sistemas líquidos sino en matriz sólida 

y tiene la capacidad de biodegradar 5 ppm de hidrocarburo Castilla en un sistema 

alimentado en continuo (90 días). Considerando que los procesos de 

biodegradación en suelo típicamente se realizan en tiempos de tratamiento de 

entre 3 y 8 meses, según la naturaleza y concentración inicial de hidrocarburos, el 

tipo de suelo y las condiciones medioambientales (Atlas & Bartha, 2002).  

 

4.4.2 Caracterización bioquímica e identificación de los microorganismos 

degradadores de hidrocarburos seleccionados en el mesocosmos. La 

caracterización bioquímica e identificación de los microorganismos degradadores 



 

80 
 

de hidrocarburos se realizó a partir de las cepas recuperadas y aisladas del 

mesocosmos como se ilustra en la tabla 9.  Los reportes de la base de datos GEN 

III del Biolog® utilizados para la identificación de los microorganismos, se 

encuentran en los Anexos 5 y 6. 

 

Los resultados de la caracterización e identificación bioquímica de los aislamientos 

mostraron que el cultivo mixto de microorganismos degradadores recuperados del 

mesocosmos está en su mayoría conformado por la bacteria Stenotrophomonas 

maltophilia (62% de los aislamientos) con una probabilidad de correspondencia 

entre 0.815 y 0.984, la cual es muy reportada por su capacidad para resistir a altas 

concentraciones de metales pesados y de remoción de contaminantes 

provenientes de la industria del petróleo (Figuras 30 y 31). 

 

Figura 31. Cultivo en Agar Nutritivo de Stenotrophomonas maltophilia  

recuperada a partir de las muestras del mesocosmos (30°C) 
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Tabla 9. Identificación de los microorganismos degradadores de hidrocarburos 

recuperados del mesocosmos (Placa múltiple de 96 pozos con revelador 

cromogénico, incubación 24 horas, 30°C) 

 

COLONIA DESCRIPCION IDENTIFICACIÓN 
PROBABILIDAD 

/SIM 

1 Colonias blancas, aspecto cremoso 
brillante, borde liso, bacilos Gram 
negativos 

Stenotrophomonas 
maltophilia 

0.938 

2 Colonias blancas, aspecto cremoso 
brillante, borde liso, bacilos Gram 
negativos 

Stenotrophomonas 
maltophilia 

0.815 

3 Colonias blancas, aspecto cremoso 
brillante, borde liso, bacilos Gram 
negativos 

Stenotrophomonas 
maltophilia 

0.984 

4 Colonias blancas, aspecto cremoso 
brillante, borde liso, bacilos Gram 
negativos 

Stenotrophomonas 
maltophilia 

0.842 

5 Colonias blancas, aspecto cremoso, 
borde liso 

Burkholderia 
vietnamiensis 

0.962 

6 Colonias blancas, aspecto cremoso 
brillante, borde liso, células con 
forma de bacilos Gram negativos 

Stenotrophomonas 
maltophilia 

0.984 

7 Colonias blancas, aspecto cremoso, 
borde liso, cocobacilos Gram 
negativos 

Posible Pseudomonas 
sp 

- 

8 Colonias blancas, aspecto cremoso, 
borde liso 

Burkholderia 
vietnamiensis 

0.804 

 

 

En la investigación realizada por Zafra y colaboradores (2014), realizaron 

aislamiento y selección de un consorcio con potencial de degradación de 

hidrocarburos poli aromáticos a partir de suelos contaminados con crudos 

pesados, en el cual encontró Stenotrophomonas maltophilia entre otras bacterias. 

De esta misma forma esta bacteria ha sido encontrada en sitios contaminados con 

petróleo o sus derivados (Juhasz, et al., 2000; Urszula, et al., 2009; Salek, et al., 

2013). También ha sido reportada por su capacidad de producir biosurfactantes, 

coadyuvantes en la degradación por la disminución de la tensión superficial y otros 

mecanismos que ayudan en la solubilización y/o biodisponibilidad de los 

contaminantes (Boonchan, et al., 1998).  En cuanto a la tolerancia frente a altas 
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concentraciones de metales pesados, Pages et al. 2008, evaluaron la capacidad 

de resistir a concentraciones elevadas de metales tóxicos como Cd, Pb, Co, Zn, 

Hg, Ag, selenito, telurito y uranilo (Chien, et al., 2008; Pages, et al., 2008).  

 

Figura 32. Tinción de Gram Stenotrophomonas maltophilia 

 

 

 

 

 

 

 

 

A su vez también se encontró la bacteria Burkholderia vietnamiensis (25% de los 

aislamientos) con una probabilidad de identificación entre 0.802 y 0.962, que ha 

sido reportada en degradación de BTEX en aguas (Doug, et al., 2013) y asociada 

a la rizósfera (Ortega-González, et al., 2012) (Figuras 32 y 33). 

 

Figura 33. Cultivo en Agar Nutritivo de Burkholderia vietnamiensis recuperada a 

partir de las muestras del mesocosmo 

 

 
 
 
 
 
 
 

 

s 
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Figura 34. Tinción de Gram Burkholderia vietnamiensis 

 

 

 

 

 

 

 

 

Únicamente uno de los aislamientos fue imposible de identificar (12.5% de los 

aislamientos) pero según el listado de organismos más cercanos 

filogenéticamente que arroja el sistema de identificación BIOLOG®, pertenece al 

género Pseudomonas, organismos muy comunes en los procesos de degradación 

de hidrocarburos. (Kiyohora et al., 1982, Margesin et al., 2003, Bento et al., 2005, 

Das, 2007, Karamalidis et al., 2010; Balba et al., 1998). 

 

Su filiación al género se corroboró mediante pruebas complementarias mediante el 

crecimiento en Agar King B y agar Cetrimide para Pseudomonas e incubación a 

30°C. Los resultados muestran crecimiento en el medio King B (Figura 34 y 35), 

pero no mostró crecimiento en Agar Cetrimide, confirmando que la cepa pertenece 

al género Pseudomonas del grupo fluorescente pero descartando P. aeruginosa 

(cepas típicas) (Merck, 2010). 

 

Figura 35. Crecimiento de Pseudomonas sp. en agar King B 

 

 

 

 

 

 



 

84 
 

Figura 36. Tinción de Gram de Pseudomonas sp. 
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5. CONCLUSIONES 

 

 

Se estandarizó una metodología que permitió el aislamiento y selección por 

presión selectiva con hidrocarburo en subcultivos secuenciales con 

concentraciones crecientes hasta 1% de crudo, de microorganismos con 

capacidad de crecer en presencia de hidrocarburos a partir de muestras de suelo 

del ASA con la recuperación preliminar de 3 cepas con potencial de aplicación en 

un sistema de tratamiento de aguas de producción contaminadas con trazas de 

crudo Castilla. 

 

Se obtuvo un consorcio microbiano con capacidad para degradar hidrocarburos en 

condiciones de laboratorio en batch, en matriz acuosa hasta 50 ppm de crudo 

Castilla como única fuente de carbono en matraces de 500 mL con 200 mL de 

medio basal inorgánico, a 30°C, con agitación orbital de 120 rpm y 72 horas de 

cultivo, obteniéndose velocidades de crecimiento microbiano de 0.0745 h-1 (12-36 

horas) y la velocidad de consumo del hidrocarburo de 1.6085 ppm hidrocarburo / h 

(24- 36 horas) y una remoción de hidrocarburo de 99,94%. 

 

En cuanto a la capacidad de los microorganismos seleccionados en el Consorcio 

ASA para colonizar y degradar hidrocarburos en un sistema de escala de planta 

piloto en matriz sólida (suelo), se obtuvieron porcentajes de remoción del 

hidrocarburo del 80,23% y velocidad de crecimiento microbiano de 0,0406 d-1 (0-

60 días) y velocidad de consumo de hidrocarburos de 0,0491 ppm hidrocarburo/ 

día (30-90 días). 

 

A partir de los resultados obtenidos en el mesocosmos, se determinó que la 

capacidad de degradación de las bacterias nativas recuperadas, reintroducidas y 

suplementadas al sistema en el Consorcio ASA, aumenta y está determinado por 

la exposición previa que tienen los microorganismos al hidrocarburo con el 
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proceso de adaptación creciente a la presencia y concentración de hidrocarburos 

en la etapa de presión selectiva por lo que el tiempo de aclimatación de los 

microorganismos nativos al sistema de riego con agua de producción fue rápido. 

     

Por consiguiente, para la aplicación en campo, donde las concentraciones de 

crudo son muy bajas (3 – 5 ppm), éstas son suficientes como agente de  presión 

selectiva sobre los microorganismos degradadores, para activar la maquinaria 

enzimática necesaria para la biodegradación de hidrocarburos (metabolismo 

inducible), y así lograr mejores desempeños en el proceso de biorremediación del 

suelo contaminado. 

 

De acuerdo con el estudio de identificación , mediante el sistema de identificación 

BIOLOG®, los microorganismos que conforman el Consorcio microbiano 

degradador ASA recuperado a partir del Mesocosomos, dando como resultado la 

identificación de las bacterias Stenotrophomonas maltophilia, Burkholderia 

vietnamiensis y Pseudomonas sp., organismos que a la luz de la revisión 

bibliográfica, se reportan con capacidad de remoción de hidrocarburos y cuyo 

potencial de degradación a bajas concentraciones se demostró en la evaluación 

realizada tanto a escala de laboratorio como en mesocosmos.  

 

Finalmente, se recomienda el uso del Consorcio ASA en la definición de una 

posible estrategia de tratamiento y disposición de aguas de producción 

contaminada con trazas de crudo Castilla para la Estación Acacías – Campo 

Castilla en las condiciones de trabajo estandarizadas en la presente tesis o su 

adaptación previa y evaluación a condiciones modificadas del sistema de 

tratamiento de aguas del campo o de riego en el área del ASA y su área de 

crecimiento a 240 Ha. 
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ANEXOS  

 

Anexo A. Toma de muestras de agua y suelo en el ASA 
Fuente: Instituto Colombiano del Petróleo (2013) 

 

TOMA DE MUESTRAS DE AGUA 

Las muestras para análisis fisicoquímicos y microbiológico fueron recolectadas por 

el personal técnico del ICP, siguiendo las especificaciones establecidas en el 

método AWWA 1060/05 “Collection and Preservation” del Standard Methods, Ed. 

21 de 2005.  

 

Tipo de muestreo. El tipo de muestreo realizado al ASA de la Estación Acacías 

del Campo Castilla fue puntual. 

 

El protocolo de muestreo incluye: 

- Medición de parámetros in situ de oxígeno disuelto, pH y temperatura  

- Toma de muestras puntuales para análisis de: conductividad, aniones (Cl- y 

SO
4-2), nitrógeno orgánico, sólidos suspendidos, grasas y aceites, hidrocarburos 

totales, DQO, fósforo y fosfatos, fenoles, metales (cromo, cobre, cadmio, plomo, 

bario, níquel, plata, selenio, arsénico y mercurio) y recuento de microorganismos 

aerobios totales. 

- Preservación (acidulación) de las muestras que lo requieren y refrigeración. 

- Envío de las muestras al ICP para análisis. 

 

Sitios de muestreo. El monitoreo de las aguas residuales industriales de la 

Estación Acacias del Campo Castilla, se llevó a cabo del 27 al 30 de Abril del 

2013.  

 

A continuación se relacionan los puntos monitoreados considerados: 

Salida del STAP – Estación Acacías al Río Guayuriba (Canalización al ASA) 
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Canal ASA de descarga al Caño La Danta. 

Caño La Danta 500m aguas arriba del canal de descarga  

Caño La Danta 250m aguas abajo del canal de descarga  

 

De la salida del STAP hacia el Río Guayuriba se canaliza el agua tratada por 

tubería hasta el ASA donde es empleada para riego de los cultivos y agua de 

abrevadero para los animales (búfalos y bovinos). 

 

El ASA, está delimitado por el Sur con el caño Bijao el cuál entrega sus aguas al 

río Orotoy ubicado en dirección suroriental; por el norte limita con el caño Danta, el 

cual desemboca en el caño San Luis y éste confluye con el río Orotoy a 2 

kilómetros aproximadamente aguas abajo de la confluencia del caño Bijao. 

 

En la figura 1, se ilustra el área de estudio y los cuerpos de agua objeto de la 

caracterización fisicoquímica. 
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Figura 1. Cuerpos de agua naturales dentro del área de influencia del ASA – Campo Castilla 

Fuente: Instituto Colombiano del Petróleo (2013) 
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En la figura 2 se presenta el esquema general del sistema de tratamiento de 

aguas residuales industriales de la Estación Acacías del Campo Castilla y los 

sitios de muestreo en los cuerpos de agua superficiales naturales en el área de 

influencia del ASA. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2.  Esquema general del sistema de tratamiento ARI del Estación Acacías 

– Campo Castilla 

Fuente: Instituto Colombiano del Petróleo (2013) 

 

En las figuras 3.1- 3.2 se presentan los sitios monitoreados de las aguas 

residuales industriales de la Estación Acacías del campo Castilla y cuerpos de 

agua superficiales naturales ubicados en la zona de influencia del ASA. 
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Figura 3.1 Figura 3.2 

LUGAR Vertimiento canal ASA  LUGAR 
Canal ASA de descarga al caño 
La Danta 

Fuente: Instituto Colombiano del Petróleo (2013) 

 

ANALISIS DE LABORATORIO MUESTRAS DE AGUA 

 

Los análisis fisicoquímicos se realizaron en los laboratorios de Aguas y Suelos, 

Cromatografía, Espectroscopia y Biotecnología del ICP,  siguiendo las 

especificaciones de las normas técnicas descritas en la tabla 1. 

 

Tabla 1. Normas técnicas empleadas en los análisis de laboratorio de las 

muestras de agua 

Parámetro Norma Nivel de detección 

PARÁMETROS FISICOQUÍMICOS 

pH AWWA 4500-05 0 -14 

Oxígeno disuelto (MCD) AWWA 4500-O/05 0.0 mg/L 

Conductividad (MCC) AWWA 2510 A, B/05 0.89 µmhos/cm 

Sólidos suspendidos (MCD) AWWA 2540/05 0.10 mg/L 

Cloruros y sulfatos por 
cromatografía iónica (MCC) 

AWWA 4110/05 
Cl

-
 :0.23 mg Cl

-
/L 

SO4
-2

: 0.45 mgSO4
-2

/L 

Cianuros - colorimétrico (MCC) AWWA 4500-CN, E/05 0.013 mg/L 

Nitrógeno Orgánico (Kjeldhal) 
(MCC) 

AWWA 4500-N org-A,B-
05 

0.82 mg/L 

Grasas y aceites e hidrocarburos 
totales (MCC) 

AWWA 5520-A,B/05 1.07 mg/L 

DQO - reflujo cerrado (MCC) AWWA 5220/05 15.0 mgO2/L 

Fósforo total - colorimétrico (MCC) 
AWWA 4500-P. A, B, 

D/05 
0.020 mg P/L 

Fosfatos (MCC) 
AWWA 4500- PO4

-3 
A, B, 

D/05 
0.061 mg PO4/L 
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Fenoles - fotométrico (MCC) AWWA 5530 A,B,D/05 0.029 mg/L 

Metales por  ICP-MS (Cr, Cu, Cd, 
Pb, Ba, Ni, Ag, Se y As) (MCD) 
 
 

AWWA 3010, 3110, 
3030/05 

Cromo: 0.115 µg/L 
 Cobre: 2.102 µg/L 

 Cadmio: 0.026 µg/L 
Plomo: 0.284 µg/L 
Bario: 0.105 µg/L 

Níquel: 0.249 µg/L 
Plata: 0.013 µg/L 

 Selenio: 0.86 µg/L 
 Arsénico: 0.14 µg/L 

Metales por Absorción Atómica: 
Mercurio (MCD) 

AWWA 3112, 3114/05 Hg: 0.0600 µg/L 

Análisis SARA (Saturados, 
Aromáticos, Resinas, asfaltenos) 

IP143/96, ASTM 2549/02 
y D2007/03 

N.A. 

MCD: mínima concentración detectable 

MCC: mínima concentración cuantificable 

Fuente: Instituto Colombiano del Petróleo (2013) 

 

CARACTERIZACIÓN DEL SUELO DEL AREA DE SOSTENIBILIDAD 

AGROENERGÉTICA (ASA) 

 

DESCRIPCIÓN DEL ÁREA DE ESTUDIO 

 

Con el fin de establecer los puntos de monitoreos más relevantes y que 

representaran adecuadamente  el área de estudio del ASA, se revisó la 

información cartográfica que ilustraba de forma descriptiva la ubicación de la 

distintas plantaciones, áreas de pastoreo y zonas de control o blancos, que son 

aquellos sitios en los que no se realiza riego con el agua de producción. 

Posteriormente, se recorrió cada cultivo para verificar el número de especies y la 

distribución espacial de los mismos en el área, mientras que se evidenciaba la 

metodología de riego establecida, la cual consiste en una serie canales en tierra 

que inician desde la parte más alta del terreno, donde se encuentra el sistema de 

barcazas utilizadas para verter de manera controlada 20000 barriles de agua de 

producción/día, al canal principal de distribución de aguas de producción, el cual 

se divide al llegar a cada una de las parcelas, donde el agua  ingresa por una serie 
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de tubos enterrados y que recorren cada surco de las parcelas. En la figura 4, se 

ilustra la distribución de líneas de riego.  

 
 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Sistema de riego y conducción de agua de producción. 

Fuente: Instituto Colombiano del Petróleo (2013) 

 

Convenciones 

SIMBOLO/CODIGO DESCRIPCION 

1 Laguna de los Búfalos 

2 Laguna de Estabilización 

3 Potrero 1 

4 Potrero 2 

5 Blanco 1 abajo drenaje de las parcelas 

6 Blanco 2 detrás de la barcaza 

7 Blanco 3 cerca al portón vía a la cabaña 

8 Blanco 4 cerca al nacedero 

9 Cultivos Amazónicos 

Sin Áreas sin cultivo  
 

Área Barcazas 

 

Pino 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

8 

sin 
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Canal de vertimiento sobre el caño Danta 
 

Canales de distribución/conducción de agua de producción 
 

Líneas dirección de agua en los pastos 
 

Líneas de preferencia del agua en los pastos 
 

Canales principales de recolección de agua 

 

Mediante una tubería principal, el agua de las Barcazas, es vertida en un canal de 

concreto, en el cual puede ser direccionado el flujo del hacia las parcelas (flujo de 

la izquierda) o hacia la áreas de pastoreo (flujo de la derecha) y posteriormente el 

agua corre por canales en tierra por la zona limítrofe de las parcelas. Como se 

puede observar en la figura 2, el agua que no se infiltra, se direcciona hacia dos 

canales principales que finalmente convergen en la laguna de estabilización y ésta 

vierte al caño Danta por medio de un canal de concreto.  

 

El monitoreo de los suelos del ASA, fue realizado por personal técnico y siguiendo 

el plan de muestreo ICP. En la tabla 2 se relacionan los puntos de muestreo de los 

suelos en estudio. 

Tabla 2. Identificación de las muestras de suelo del ASA 

IDENTIFICACIÓN PUNTOS DE MUESTREO 

PARCELA CAUCHO 
SURCOS (3, 9, 15, 21) 

CALLES (5, 12, 17, 24) 

PARCELA MELINA 
SURCOS (5, 15, 25, 35) 

CALLES (10, 20, 30, 40) 

PARCELA PALMA 
SURCOS (3, 9, 15, 20) 

CALLES (5, 11, 17, 21) 

PARCELA  EUCALIPTO 
SURCOS (5, 15, 25, 35) 

CALLES (10, 20, 30, 40) 

POTRERO 1 DETRÁS PARCELA PALMA 

POTRERO 2 DETRÁS PARCELA PINO 

BLANCO 2 DETRÁS DE LA BARCAZA 

BLANCO 3 CERCA AL PORTON VIA A LA CABAÑA 

BLANCO 4 CERCA AL NACEDERO 

Fuente: Instituto colombiano del petróleo (2013) 
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Las figuras 5.1 – 5.4 muestran los sitios de monitoreo de los suelos del ASA.  

  

Figura 5.1 Figura 5.2 

LUGAR Parcela caucho LUGAR Parcela melina 

  

Figura 5.3 Figura 5.4 

LUGAR Parcela palma LUGAR Parcela eucalipto 

Fuente: Instituto Colombiano del Petróleo (2013) 

 

Una vez conocida el área de muestreo (figura 6), en cada parcela se establecieron 

aleatoriamente puntos de toma de muestras de suelos puntuales en “surcos” y 

“calles”, los primeras hacen referencia a la fila de árboles o especie sembradas, 

por donde escurre el agua de riego; mientras que las calles, representa el espacio 

entre dos surcos. En cada punto de monitoreo (círculos en rojo), se tomó una 

muestra superficial (0.30m) y una profunda (1.20m); una vez extraído el suelo, fue 

puesto en el respectivo empaque acondicionado según el análisis a realizar. 

 



 

107 
 

El muestreo de los suelos del ASA fue puntual, se recolectaron muestras en cuatro 

parcelas, dos potreros y tres blancos. Se analizaron las muestras de los suelos 

regados actualmente con aguas de producción. 

 

 Parcelas con surcos y calles: en las parcelas de Caucho, Melina, Palma y 

Eucalipto, se tomaron muestras puntuales superficiales y profundas en un 

número determinado de surcos y calles, lo cual, dependía del número de 

individuos sembrados. 

 

 Potreros y Blancos: en los potreros 1 y 2, blanco 2, 3 y 4, se tomó un solo 

punto de muestreo con su respectiva muestra superficial y profunda. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6.  Representación del muestreo en surcos y calles de una parcela de 

cultivo. 

Fuente: Instituto Colombiano del Petróleo (2013) 
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El protocolo seguido se resume a continuación: 

 

Toma de muestras puntuales para los análisis de: pH, Humedad, Conductividad, 

Acidez intercambiable,  Textura, carbono orgánico total (COT), fósforo disponible, 

nitrógeno amoniacal intercambiable, nitratos, nitritos, cationes intercambiables, 

capacidad de intercambio catiónico (CIC), grasas y aceites-hidrocarburos, 

hidrocarburos no polares, compuestos fenólicos, recuento de microorganismos 

aerobios totales y  metales (bario, calcio, cadmio, cobre, potasio, magnesio, 

manganeso, sodio, níquel, plomo, vanadio, aluminio, hierro, plata, arsénico, berilio, 

cobalto, litio, molibdeno, selenio, zinc, boro, mercurio) 

- Refrigeración de las muestras. 

- Envío de las muestras a los laboratorios del ICP para análisis. 

 

TOMA DE MUESTRA DE SUELO PARA MESOCOSMOS 

 

El monitoreo de suelo para el montaje del mesocosmos del ASA, se llevó a cabo 

en Diciembre de 2012.  (Figura 7) (Tabla 3). 

 

Tabla 3. Esquema de muestreo del sistema ASA realizado para el modelamiento 

experimental 

Suelo Lugar de Muestreo Profundidad 
Cantidad 

Muestreada 

Control Sin Riego de AP (Suelo Control) 
Pastos detrás de la 

barcaza 
0 a 40 cm 15 bultos 

Suelo con Riego de AP (Suelo ASA) Parcela de caucho  0 a 40 cm 15 bultos 

Los bultos de suelo muestreado tenían un contenido en peso que oscila entre 40 y 

50 Kg.   
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Figura 7. Mapa del ASA y zonas muestreadas 

Fuente: Instituto Colombiano del Petróleo (2012) 

 

ANÁLISIS DE LABORATORIO MUESTRAS DE SUELO 

 

Los análisis fisicoquímicos se realizaron en los laboratorios de Aguas y Suelos, 

Cromatografía, Espectroscopia y Biotecnología del ICP,  siguiendo las 

especificaciones de las normas técnicas descritas en la tabla 4. 

 

  

 

 

40 cm 

 

Blanco 
Suelo regado 

con AP 

Detrás de la 
Barcaza 

Parcela de 
Caucho 

A 

B 
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Tabla 4. Equipos y normas técnicas empleadas para el análisis de laboratorio de 

las muestras de suelo 

 

 

Fuente: Instituto Colombiano del Petróleo (2013) 
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(Continuación Tabla 4) 

 

Fuente: Instituto Colombiano del Petróleo (2013) 

  



 

112 
 

Anexo B. Caracterización de aguas residuales industriales salida del 

campo castilla ii y cuerpos de agua superficiales naturales en el área de 

influencia del ASA 

Fuente: Instituto Colombiano del Petróleo (2013) 

 

 

Los resultados de la caracterización de las aguas residuales industriales de la 

estación Acacias del campo Castilla se presenta en la tabla 1.  En la tabla 2 se 

presentan los resultados de los análisis fisicoquímicos  in situ y de laboratorio de 

las aguas superficiales naturales del ASA en el campo Castilla. 

 

ANÁLISIS DE RESULTADOS DE AGUAS RESIDUALES INDUSTRIALES 

 

Las aguas residuales industriales del Área de Sostenibilidad Agroindustrial (ASA) 

se comparan con respecto a lo estipulado en los Artículos 72 y 74 del Decreto 

1594/84 del Ministerio de Salud, donde se establecen los criterios de calidad de 

vertimiento a un cuerpo de agua. Según los resultados se puede concluir:  

 

Las aguas residuales industriales del canal ASA de descarga al caño La Danta,  

registran valores de pH, temperatura y concentraciones de cianuro disuelto, 

fenoles, halogenados purgables, pesticidas organoclorados, pesticidas 

organofosforados y metales (cromo hexavalente, cadmio, cobre, plomo, níquel, 

plata, bario, arsénico, selenio, mercurio) que se encuentran dentro de lo estipulado 

en la norma ambiental referida. 

 

La evaluación de la calidad del agua del caño La Danta se realiza conforme a los 

siguientes artículos del Decreto 1594/84: 

 

Artículo 38: criterios para la destinación del recurso al uso humano y doméstico, 

previo tratamiento convencional 
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Artículo 39: criterios para la destinación del recurso al uso humano y doméstico, 

previa desinfección 

Artículo 40: criterios admisibles para la destinación del recurso al uso agrícola 

Artículo 41: criterios admisibles para la destinación del recurso al uso pecuario 

Artículo 42: criterios para la destinación del recurso con fines recreativos mediante 

contacto primario 

 

Los valores de los siguientes parámetros en el caño La Danta se ajustan a los 

artículos citados anteriormente: aniones (cloruros, nitratos, nitritos, sulfatos), 

nitratos + nitritos, nitrógeno amoniacal, contenido de sales, metales (cromo 

hexavalente, cadmio, cobre, plomo, arsénico, selenio, mercurio, níquel, vanadio, 

plata, manganeso, aluminio, hierro, zinc, bario, cobalto, berilio, litio, molibdeno, 

boro). Adicionalmente, las aguas superficiales analizadas registran valores de pH 

que se encuentran dentro del rango establecido por los Artículos 38, 40 y 42 del 

Decreto 1594/84, sin embargo, este parámetro se encuentra por fuera del Artículo 

39.  

 

Referente al análisis bacteriológico, se detectó la presencia de coliformes totales 

en niveles superiores a los estipulados en los Artículos 39, 40 y 42  (caño La 

Danta aguas arriba) y 38, 39, 40 y 42 (caño La Danta aguas abajo) del Decreto 

1594/84; por su parte, los valores de los coliformes fecales en las aguas 

analizadas se encuentran dentro de lo legislado en los Artículos 38, 40 y 42, se 

exceptúa de este criterio el valor aguas abajo con respecto al artículo 42. 

 

Con relación a los pesticidas organoclorados y pesticidas organofosforados, el 

caño La Danta en los dos sitios de monitoreo reporta concentraciones inferiores a 

las mínimas cuantificables de las metodologías de determinación, por lo que se 

consideran concentraciones bajas de estos contaminantes. 
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Las concentraciones registradas de DBO5 y DQO indican la ausencia de 

contaminación por presencia de materia orgánica biodegradable y sustancias 

químicamente oxidables; a su vez, los altos niveles de oxígeno disuelto 

registrados garantizan la supervivencia de las especies acuáticas a lo largo del 

tramo evaluado. 

 

De acuerdo a los resultados de conductividad y RAS,  el agua del caño La Danta 

(en ambos puntos), se clasifica como C1-S1, catalogándola como agua apta para 

el riego de la mayor parte de los cultivos, en cualquier tipo de suelo, con muy poca 

probabilidad de que desarrolle salinidad y niveles peligrosos de sodio 

intercambiable (Romero, 2002). Este resultado se correlaciona con el valor de 

Carbonato de Sodio Residual (CSR) del cual se infiere que tiene niveles 

adecuados de bicarbonatos, siendo apta como agua de riego. 

 

Por último, las concentraciones de grasas y aceites-hidrocarburos y sólidos 

suspendidos en la descarga del canal ASA no incrementan la presencia de estos 

parámetros en el cuerpo de agua receptor y por ende no se altera la calidad del 

mismo, adicionalmente, no se observó formación in situ de iridiscencia sobre el 

sistema lótico, condición que se ajusta con lo establecido en los Artículos 38, 39 y 

42. 
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Tabla 1. Resultados Fisicoquímicos aguas residuales industriales de la Estación 

Acacías del Campo Castilla 

 

VTO CANAL ASA 

ESTACION ACACÍAS 

CAMPO CASTILLA II

CANAL ASA DE 

DESCARGA AL CAÑO LA 

DANTA

CAÑO LA DANTA 

50M A. ARRIBA 

DEL CANAL DE 

DESCARGA

CAÑO LA DANTA 

250M A. ABAJO 

DEL CANAL DE 

DESCARGA

SUBMISSION: 100107361- 

100117110
FECHA DE 

MUESTREO
27-28-abril-2013 27-28-abril-2013 27-28-abril-2013 27-28-abril-2013

Componente Unidad 200882782/84 200882783/85 200882786/88 200882787/89

ANALISIS IN SITU

CAUDAL L/s 22,8 18,8 NR 1111 1085 NR

OXIGENO DISUELTO mg O2/L 2,7 4,0 NR 5,6 5,4 NR

SATURACION DE OD (ODS) mgO2/L NS NS NR NS NS NR

SATURACION DE OD CALC (ODSc) mgO2/L NS NS NR NS NS NR

% SATURACION DE OXIGENO % NS NS NR NS NS NR

TEMPERATURA AMBIENTE ºC 28,6 29,7 NR 30,6 30,8 NR

TEMPERATURA DEL AGUA ºC 29,6 28,4 ≤40 24,9 24,8 NR

PH / T (GR C) Uni. pH 7.96/29.6 5.50/28.4 5 a 9 unidades 6.11/24.9 5.82/24.8 5.0-9.0

ANALISIS DE LABORATORIO

ANALISIS FISICOQUIMICOS

CARBONATOS mg CO3=/L 0,0 0,0 NR 0,0 0,0 NR

BICARBONATOS mg HCO3-/L 96,9 11,4 NR 3,49 3,56 NR

CIANURO DISUELTO mg CN-/L <0.010 <0.010 1,0 NS NS 0,2

CLORUROS mg/L 133 14,5 NR 1,14 1,32 250,0

CONDUCTIVIDAD uS/cm/°C 648/25.0 85.5/25.0 NR 10.3/25.0 10.0/25.0 NR

DBO5 mg O2/L 2,50 <2.00 ≥80% R.C <2.00 <2.00 NR

DQO mg O2/L 96,6 <15.0 NR 16,7 17,3 NR

FENOLES mg/L 0,18 <0.10 0,2 NS NS 0,002

FOSFORO DISUELTO mg P/L NS NS NR <0.010 <0.010 NR

FOSFATO DISUELTO mg PO4-3/L NS NS NR <0.031 <0.031 NR

FOSFORO TOTAL mg P/L <0.030 <0.030 NR <0.030 <0.030 NR

FOSFATO TOTAL mg PO4-3/L NS NS NR <0.092 <0.092 NR

GRASAS Y ACEITES mg/L 2,02 <2.00 ≥80% R.C <2.00 <2.00
No se acepta 

pelicula visible

NITRATOS mg NO3-N/L <0.090 <0.090 NR 0,10 0,097 10,0

NITRITOS mg NO2-N/L 0,035 <0.070 NR <0.070 <0.070 1,0

NITRATOS + NITRITOS mg N/L 0,13 <0.16 NR 0,17 0,17 NR

NITROGENO AMONIACAL mg NH3-N/L <0.49 <0.49 NR <0.49 <0.49 1,0

NITROGENO KJELDAHL mg N/L <1.00 <1.00 NR <1.00 <1.00 NR

NITROGENO TOTAL mg N/L 1,62 <1.65 NR 1,66 1,66 NR

SOLIDOS SUSPENDIDOS mg/L <5.00 <5.00 ≥80% R.C <5.00 <5.00 NR

SULFATOS mg SO4=/L 9,79 0,56 NR <0.50 <0.50 400,0

CONTENIDO DE SALES % peso NS NS NR 0,000181 0,000199 NR

RAS NA NS NS NR 0,085 0,18 NR

CALCIO meq/L NS NS NR 0,10 0,033 NR

MAGNESIO meq/L NS NS NR 0,015 0,014 NR

SODIO meq/L NS NS NR 0,020 0,027 NR

PORCENTAJE DE SODIO POSIBLE % NS NS NR 8,95 18,8 NR

SALINIDAD EFECTIVA meq/L NS NS NR 0,23 0,15 NR

SALINIDAD POTENCIAL meq/L NS NS NR 0,037 0,042 NR

CARBONATO DE SODIO RESIDUAL meq/L NS NS NR -0,058 0,011 NR

COLOR REAL U Pt-Co NS NS NR NS NS 75

PH / T (GR C) Uni. pH NS NS 5 a 9 unidades NS NS NR

SALINIDAD EQUIVALENTE mg NaCl/L NS NS NR NS NS NR

SURFACTANTES mg SAAM/L NS NS NR NS NS 0,5

TURBIEDAD NTU NS NS NR NS NS NR

ANALISIS DE FENOLES

FENOL mg/L NA NA 0,2 NS NS 0,002

AGUAS RESIDUALES INDUSTRIALES 

Y AGUAS SUPERFICIALES                         

CAMPO CASTILLA 

IDENTIFIC. 

MUESTRA

DECRETO 1594/84          

ART 72-74
ARTICULO 38
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Fuente: Instituto Colombiano del Petróleo (2013) 

(Continuación Tabla 1) 

 

Fuente: Instituto Colombiano del Petróleo (2013) 

 

 

 

 

 

  

VTO CANAL ASA 

ESTACION ACACÍAS 

CAMPO CASTILLA II

CANAL ASA DE 

DESCARGA AL CAÑO LA 

DANTA

CAÑO LA DANTA 

50M A. ARRIBA 

DEL CANAL DE 

DESCARGA

CAÑO LA DANTA 

250M A. ABAJO 

DEL CANAL DE 

DESCARGA

SUBMISSION: 100107361- 

100117110
FECHA DE 

MUESTREO
27-28-abril-2013 27-28-abril-2013 27-28-abril-2013 27-28-abril-2013

Componente Unidad 200882782/84 200882783/85 200882786/88 200882787/89

ANALISIS BACTERIOLOGICOS

RECUENTO COLIFORMES TOTALES UFC/100 mL 1,60E+03 7,40E+03 NR 8,80E+03 2,20E+04 2,00E+04

RECUENTO ESCHERICHIA COLI UFC/100 mL 0,00E+00 5,00E+00 NR 1,00E+02 3,60E+02 2,00E+03
RECUENTO DE MESOFILOS 

TOTALES UFC/100 mL 8,30E+05 1,50E+05 NR 4,50E+05 3,70E+05 NR

ANALISIS DE METALES

CROMO +6 mg Cr+6/L <0.015 <0.015 0,5 <0.015 <0.015 0,05

CALCIO µg/L NS NS NR 2006 669 NR

BORO µg/L NS NS NR 3,65 3,50 NR

SODIO mg/L NS NS NR 0,469 0,630 NR

CADMIO µg/L <0.034 <0.034 100* <0.034 0,0360 10*

COBRE µg/L 0,669 0,523 3000* 0,770 0,653 1000*

PLOMO µg/L 0,299 0,544 500* 0,488 0,961 50*

NIQUEL µg/L 0,622 0,372 2000* 1,57 0,493 NR

VANADIO µg/L NS NS NR 0,992 0,860 NR

MANGANESO µg/L NS NS NR 26,7 21,6 NR

PLATA µg/L <1.41 <1.41 500* <1.41 <1.41 50*

MAGNESIO µg/L NS NS 187 174 NR

ALUMINIO µg/L NS NS NR 350 353 NR

HIERRO µg/L NS NS 799 820 NR

ZINC µg/L NS NS NR <16.7 <16.7 15000*

BARIO µg/L 1315 50,5 5000* 24,9 27,0 1000*

POTASIO µg/L NS NS 2198 535 NR

COBALTO µg/L NS NS NR 0,103 0,0470 NR

ARSENICO µg/L 1,31 0,337 500* 0,117 0,110 50*

SELENIO µg/L 1,57 0,307 500* <0.273 <0.273 10*

BERILIO µg/L NS NS NR <0.157 <0.157 NR

LITIO µg/L NS NS NR 0,357 0,439 NR

MOLIBDENO µg/L NS NS NR <0.056 <0.056 NR

MERCURIO µg/L <0.439 <0.439 20* <0.439 <0.439 2*

 NR: No Reporta           RC: Remocion de carga          NS: No Solicitado                ND: No Detectable                 NA: No Aplica

(*) Aun cuando la norma reporta las concentraciones en mg/L, se hace la conversión a µg/L debido a las bajas concentraciones de las muestras analizadas

(**) Aun cuando la norma reporta la concentración en  unidades Jackson de turbiedad UJT, se hace la conversión a unidades nefelométricas de turbiedad NTU

AGUAS RESIDUALES INDUSTRIALES 

Y AGUAS SUPERFICIALES                         

CAMPO CASTILLA 

IDENTIFIC. 

MUESTRA

DECRETO 1594/84          

ART 72-74
ARTICULO 38
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Tabla 2. Resultados análisis fisicoquímicos  in situ y laboratorio aguas 

superficiales naturales ASA campo Castilla 

 

 

Fuente: Instituto Colombiano del Petróleo (2013) 
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ANÁLISIS DE RESULTADOS DE AGUA SUPERFICIALES NATURALES  

 

El análisis de los resultados obtenidos de las aguas superficiales de los caños 

Bijao, San Luis, Danta y rio Orotoy, se realiza con base en las concentraciones 

registradas, con el fin de determinar la calidad fisicoquímica de los recursos 

naturales del Área de Sostenibilidad Agroenergética (ASA). Adicionalmente, los 

datos reportados se comparan con Artículo 38 del Decreto 1594/84 del Ministerio 

de Salud, en el cual se establecen los criterios de calidad para destinar el recurso 

a consumo humano y doméstico, previo tratamiento convencional. 

A partir de los análisis realizados se obtienen los siguientes resultados: 

 

El agua recolectada en los caños (Danta, San Luis, Bijao) y el rio Orotoy presenta 

en general valores  de pH, cianuros, color real, cloruros, nitratos, nitritos, nitrógeno 

amoniacal, sulfatos y surfactantes considerados bajos por ser del orden de las las 

mínimas cuantificables de las metodologías de determinación, a su vez, los 

resultados se encuentran dentro de los niveles estipulados de acuerdo al Artículo 

38 del Decreto 1594/84 del Ministerio de Salud. 

 

La alcalinidad, está asociada con las formas en las cuales el gas carbónico puede 

encontrarse en el cuerpo de agua natural y es una de las maneras para indicar 

fundamentalmente la presencia de iones de bicarbonato y carbonato. La mayoría 

de las aguas naturales y en especial, aquellas que poseen valores altos de 

alcalinidad total, resisten mejor los cambios drásticos de pH, y por consiguiente, 

son propicias para el desarrollo de la biota acuática; la alcalinidad del agua, 

depende en gran parte de la naturaleza geoquímica del sustrato, generalmente los 

valores de alcalinidad total para los sistemas acuáticos continentales tropicales, 

son relativamente bajos, (hasta 70 mgCaCO3/L) (Cantera et al, 2009) como ocurre 

en las aguas superficiales analizadas que reportan valores de alcalinidad inferiores 

e iguales a 2.46 mgCaCO3/L. 

 



 

119 
 

Otro de los parámetros para determinar la calidad del agua es la dureza; en un 

agua natural los iones que más contribuyen a la dureza son los iones divalentes 

(Ca2+, Mg2+, Fe2+, Mn2+); en especial los bicarbonatos de calcio y magnesio. La 

dureza del agua no tiene efectos perjudiciales para la salud y su remoción 

obedece a la necesidad económica de reducir el consumo de jabón y los depósitos 

de precipitados en artefactos de calentamiento del agua. Aguas con durezas 

intermedias pueden poseer flora y fauna más variada, pero son menos productivas 

en términos de biomasa. Según la clasificación de la dureza (Cantera et al, 2009), 

las aguas superficiales del ASA se catalogan como blandas en todos los puntos 

analizados, ya que presentan esta propiedad en un rango entre 0-75mg CaCO3/L. 

 

Los valores de conductividad dependen de la concentración total de sustancias 

disueltas ionizadas en el agua, es un estimativo del contenido de sólidos disueltos 

y permite evaluar aproximadamente la mineralización global del agua. De acuerdo 

a la conductividad reportada en las aguas superficiales del ASA y a la clasificación 

presentada en Rodier, 1998, las aguas monitoreadas tiene un grado de 

mineralización muy débil. 

 

En la tabla 3 se presenta la clasificación del agua en términos de Demanda 

Química de Oxígeno (DQO) y Demanda Bioquímica de Oxígeno (DBO5) (Sánchez, 

2007). Según esta clasificación, se puede decir que las aguas de los caños Danta, 

San Luis, Bijao y rio Orotoy con relación a la DBO5, son aguas de excelente 

calidad por tener concentraciones menores a 3.0 mg/L; Por otra parte y referente a 

la DQO las aguas de los caños Bijao, San Luis, Danta (700m aguas arriba y 100 m 

aguas abajo de la descarga) y rio Orotoy (pto intermedio entre las confluencias del 

caño Bijao y San Luis) se clasifican como buena calidad, mientras que el caño 

Danta (400m y 550m a. abajo de la descarga) son aguas de calidad aceptable y 

rio Orotoy ( 250m a. arriba de la confluencia con el caño Bijao y 250m a. abajo de 

la confluencia con el caño San Luis) se clasifica como agua contaminada por 

presentar valores de DQO mayores a 40 y menores a 200 mg/L. 
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Tabla 3.  Clasificación de las aguas en términos de DBO5 y DQO 

 

Concentración de 
DBO5 

Concentración de 
DQO 

Criterio Descripción 

Menor o igual a 3 mg/L 
Menor o igual a 10 
mg/L 

Excelente No contaminada 

Mayor a 3 mg/L y menor 
o igual a 6 mg/L 

Mayor a 10 mg/L y 
menor o igual a 20 
mg/L 

Buena calidad 
Aguas superficiales con bajo 
contenido de materia orgánica 
biodegradable  y no biodegradable 

Mayor a 6 mg/L y menor 
o igual a 30 mg/L 

Mayor a 20 mg/L y 
menor o igual a 40 
mg/L 

Aceptable  

Con indicio de contaminación. 
Aguas superficiales con capacidad 
de autodepuración o con descarga 
de aguas residuales tratadas 
biológicamente  

Mayor de 30 mg/L y 
menor o igual a 120 
mg/L 

Mayor de 40 mg/L y 
menor o igual a 200 
mg/L 

Contaminada 
Aguas superficiales con descargas 
de aguas residuales crudas, 
principalmente de origen municipal. 

Mayor a 120 mg/L Mayor a 200 mg/L 
Fuertemente 
contaminada 

Aguas superficiales con fuerte 
impacto de descargas de aguas 
residuales crudas municipales y no 
municipales 

Fuente: Sánchez, 2007. Perspectivas sobre conservación de ecosistemas 

acuáticos en México 

 

 

En cuanto a las concentraciones de grasas y aceites-hidrocarburos (G&A-HC) e 

hidrocarburos no polares (HC) en los caños y el rio Orotoy, es muy baja por ser 

inferior a la mínima cuantificable de la metodología empleada de análisis (<2.00 

mg/L y <1.00 mg/L respectivamente), por lo anterior se infiere que el agua 

monitoreada en el ASA no presenta afectación por compuestos grasos. 

Adicionalmente, durante la jornada de monitoreo no se observó in situ película de 

grasas en la superficie del agua, condición que se ajusta a la norma. 

 

Con respecto a los sólidos suspendidos (SS) y turbiedad en las aguas 

superficiales del ASA. Se visualiza que los niveles del material suspendido varían 

considerablemente entre los caños monitoreados y el rio Orotoy, reportando los 

mayores contenidos las aguas del rio Orotoy. En cuanto a la turbiedad, este 
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parámetro se relaciona con la materia en suspensión, por consiguiente, se 

observa la misma tendencia de los sólidos suspendidos, pues los valores 

aumentan en rio Orotoy, condición que se puede deber a las lluvias que se 

presentaron en la jornada de monitoreo del rio. La turbidez incide directamente en 

la transparencia, en la capacidad de penetración lumínica, y por ende, en el flujo 

de energía dentro del sistema acuático y en los niveles de productividad; valores 

próximos o superiores a 200 NTU, pueden presentar una alteración drástica en los 

niveles tróficos (Cantera et al, 2009). Sin embargo, normalmente los ecosistemas 

acuáticos tropicales, en especial ríos y embalses de bajas alturas sobre el nivel del 

mar, son muy turbios por el arrastre de materiales, propiciado por la alta lixiviación 

que se da en estas regiones.  

 

Con relación al nitrógeno, éste es uno de los elementos esenciales para el 

crecimiento de algas, al ser oxidado por las bacterias nitrificantes, reduciendo los 

niveles de oxígeno disuelto en el agua. En general, las aguas naturales sin 

contaminación fuerte tienen un contenido de nitrógeno total de 0.18 – 3.0 mg/L 

(Romero, 2005). Las aguas superficiales del ASA reportan concentraciones de 

nitrógeno total inferiores e iguales a 1.75 mgN/L, resultados que infieren que el 

cuerpo de agua no presenta indicios de contaminación por este nutriente. 

 

Al igual que el nitrógeno, el fósforo es un elemento esencial en el crecimiento de 

plantas y animales, es considerado como uno de los nutrientes que controlan el 

crecimiento de algas, su determinación es necesaria en estudios de polución de 

cuerpos de agua. En los ecosistemas acuáticos, se encuentra en forma de 

ortofosfatos, y el fosfato se forma fundamentalmente por el fósforo orgánico 

disuelto, el cual es descompuesto por acción bacteriana y es así como las 

macrófitas acuáticas lo pueden incorporar (Cantera et al, 2009). En general, en 

aguas naturales la concentración de fósforo es baja, de 0.01 a 1 mg P/L (Romero, 

2005) como se presenta en los caños y rio Orotoy. 
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En cuanto a los metales (cromo hexavalente, cadmio, cobre, plomo, plata, zinc, 

bario, arsénico, selenio, mercurio) las concentraciones obtenidas de consideran 

aceptables para destinar el recurso a consumo humano y doméstico. 

 

Con respecto al análisis bacteriológico (coliformes totales, colformes fecales), en 

general, en los puntos aguas arriba y aguas abajo de la influencia del ASA sobre 

los cuerpos de agua, se mantienen concentraciones de orden  similar, a su vez se 

observa que el recuento de coliformes totales supera el límite establecido en el 

Artículo 38. La presencia de coliformes en las aguas superficiales indica 

contaminación proveniente de residuos humanos, animales o erosión del suelo 

separadamente, o de una combinación de las tres fuentes (Romero, 2005). 

 

CARACTERIZACIÓN DEL SUELO DEL AREA DE SOSTENIBILIDAD 

AGROENERGÉTICA (ASA) 

 

En las tablas 4 y 5 se presentan los resultados de caracterización de suelos con 

riego en los diferentes cultivos de las parcelas del ASA y el control sin riego. 

 

Tabla 4. Resultados de los análisis de laboratorio muestras puntuales de suelo- 

ASA 

 

Fuente: Instituto colombiano del petróleo (2013) 
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(Continuación Tabla 4) 

 

 

Fuente: Instituto colombiano del petróleo (2013) 
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Tabla 5. Resultados de los análisis de laboratorio muestras compuestas suelos ASA (Ejemplo: Parcela de caucho). 

 

 

Fuente: Instituto colombiano del petróleo (2013) 
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(Continuación Tabla 5) 

 

Fuente: Instituto colombiano del petróleo (2013) 
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ANÁLISIS DE RESULTADOS DE SUELO.  

 

En Colombia, la legislación ambiental no decreta límites máximos de 

contaminantes en los suelos, por lo que se hace necesario tomar como referencia 

las regulaciones ambientales internacionales. Por ende, los resultados obtenidos 

del análisis de los suelos del área de sostenibilidad agroenergética se evalúan con 

la norma ambiental estadounidense Lousiana Administrative Code Natural 

Resources. Subpart 1. Statewade Order 29B, donde se establecen los criterios 

para el almacenamiento, tratamiento y disposición de residuos no peligrosos 

generados de operaciones de exploración y producción de pozos de petróleo y 

gas. A su vez, se compara con la regulación ambiental  Canadian Soil Quality 

Guidelines for the Protection of Environmental and Human Health, donde se 

establecen los criterios de calidad como punto de referencia en suelos para 

evaluar la necesidad de saneamiento o remediación con respecto al uso 

específico del mismo; para los suelos evaluados se establece uso agrícola. 

 

De acuerdo a los resultados obtenidos se puede deducir que la muestra del blanco 

de suelo, recolectadas a ambas profundidades, presentan bajos contenidos de 

grasas y aceites-hidrocarburos, con magnitudes del orden de la mínima 

concentración cuantificable del método de determinación (MCC) (<0.0100 % 

masa), evidenciando que este terreno se encuentra libre de material graso.  

 

Las muestras puntuales de los suelos del ASA, presentan valores de grasas y 

aceites - hidrocarburos que se ajustan al requisito estipulado en la legislación 

ambiental Lousiana Administrative Code 29B, con concentraciones entre 0.0118 y 

0.0938 % masa, siendo la muestra del potrero 1 ubicada detrás de la parcela 

palma (profundidad 1.20m), la que registra la mayor concentración de compuestos 

grasos; por lo cual se puede inferir la mínima influencia en el suelo por la 

escorrentía de aguas de la industria petrolera.  
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De acuerdo a los resultados obtenidos en las muestras compuestas se puede 

indicar: 

 

- Propiedades físicas. Demuestran que la textura franco arenosa abarca un 

porcentaje superior a 80 % en el ASA, seguido de una textura franco arcillo 

arenosa, distribuidos en la parte central del área considerada con pequeñas islas 

de suelos francos y franco arcillosos. Los suelos franco arenosos se presentan en 

la parte periférica del área y colindan con los drenajes naturales actuales (Informe 

Agrodinco, 2012). Las características de estos suelos se asocian con su 

importancia agrícola, su capacidad de drenaje interno y lixiviación.  

 

- pH. El pH juega un papel muy importante en los procesos edáficos y en la 

estabilidad estructural del suelo; se ha comprobado que la mayor estabilidad del 

suelo se presenta entre las unidades de pH 7.0 – 8.0, ya que en este rango se 

encuentra la mayor saturación de Calcio y Magnesio, y disponibilidad de diversos 

elementos nutritivos como el fosforo, Mn, Cu, Zn, y B (Parra, 2003). Con referencia 

a lo anterior y según los valores obtenidos de pH en las muestras analizadas de 

los suelos del ASA, la mayoría de los puntos monitoreados presentan tendencia 

muy ácida a ácida, al reportar valores entre 4.27 y 5.94 uni. pH, además de 

encontrarse por fuera del rango establecido por la norma internacional (6 a 9 uni. 

pH); únicamente el suelo de la parcela eucalipto – calle 40 (Profundidad 1.20m) se 

ajusta al criterio de la regulación contemplada. Los suelos de los Llanos Orientales 

tienen poca acidez total y alta acidez intercambiable, lo que se correlaciona con 

pH muy ácido (Castro, 1998), demostrado en las muestras blanco recolectadas, 

que no tienen incidencia de riego por las aguas de producción.  

 

- Conductividad. Todos los suelos monitoreados se catalogan como No Salinos 

por registrar valores de conductividad dentro del rango 0 - 2000 µS/cm Usón, A. et 

al, 2010), a su vez, los valores de conductividad en los suelos del ASA, se ajustan 

a lo permitido por las normas internacionales referidas (2000 y <4000 µS/cm). 
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- Nitrógeno.  El principal elemento que limita el crecimiento de las plantas 

forrajeras es el nitrógeno; las pasturas toman el nitrógeno del suelo, mayormente 

en forma de nitratos y amonio; el contenido de este elemento en los suelos varía 

considerablemente, pero los valores normales para la capa superficial son del 0.2 

al 0.7% peso (Usón, A. et al, 2010). En las muestras analizadas de suelos del 

ASA, las concentraciones de nitrógeno total se encuentran entre 0.0159- 0.1434%, 

las cuales están por fuera del rango considerado como “normal” para la capa 

superficial, con  concentraciones muy bajas.  

 

- Fósforo.  Los suelos monitoreados tienen concentraciones muy bajas de este 

elemento.  Se excluye el suelo de la parcela palma, calle 5 (superficial 0.30m), el 

cual tiene un valor medio de fósforo. En suelos ácidos, la disponibilidad del P es 

muy baja debido a que el elemento se encuentra adsorbido específicamente como 

fosfato en las superficies de los óxidos de hierro y aluminio, y precipitado en forma 

de fosfatos de hierro y aluminio muy insolubles. (Parra, M. 2003) 

 

- Humedad. Los suelos analizados en el ASA presentan baja humedad entre 

<0.305 y 1.86% peso,  por ende, una baja capacidad de retención de agua. La 

falta de humedad podría estar relacionada con baja infiltración, alta evaporación, 

baja capacidad de retención de humedad del suelo, bajas lluvias o lluvias 

irregulares (FAO, 2000). El mayor porcentaje de humedad se reporta en los suelos 

de la parcela palma-surco 20 (superficial). 

 

- Carbono. La materia orgánica del suelo es la fracción orgánica que incluye 

residuos vegetales y animales en diferentes estados de descomposición, 

incluyendo compuestos orgánicos tóxicos provenientes de las actividades 

industriales del hombre, como la contaminación de suelos por hidrocarburos del 

petróleo (INE, 2006). En los suelos analizados las concentraciones de Carbono 

Orgánico Total se encuentran entre 0.18 y 1.58% peso, lo cual según la 
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clasificación de Núñez (2000), son suelos con media y baja concentración de 

COT. 

 

- Capacidad de Intercambio Catiónico (CIC). Se define como la capacidad del 

suelo para retener e intercambiar cationes, y depende del número de cargas 

negativas existentes en la superficie de la arcilla y de la materia orgánica. Si la 

CIC es alta, se asocia con una buena saturación de bases, ya que esto indica un 

gran potencial de suministro y reserva de calcio, magnesio y potasio; cuando un 

suelo presenta baja CIC es índice de baja fertilidad (Castro, H. 1998). 

Adicionalmente, los suelos con mayor contenido de arcilla y materia orgánica 

tienen mayor CIC (INE, 2006). Los suelos del ASA, tienen una capacidad de 

intercambio catiónico baja y por lo tanto una baja fertilidad, lo anterior, coherente 

con el bajo contenido de arcilla y materia orgánica de estos suelos.  

 

- Relación de adsorción de sodio (RAS) es un índice efectivo de peligro de 

sodificación de un suelo y está directamente relacionado con el porcentaje de 

sodio intercambiable (ESP). De acuerdo a Usón, A. et al, 2010, la mayoría de los 

suelos del ASA,  son No sódicos a partir de la Relación de Adsorción de Sodio. 

Por otro lado, los valores de RAS en todos los suelos analizados, se ajustan a la 

norma de Louisiana (<12). 

 

- Metales. Las concentraciones de metales en el suelo de las parcelas evaluadas: 

bario, cadmio, cobre, níquel, plomo, vanadio, plata, arsénico, berilio, cobalto, 

molibdeno, selenio, zinc, boro y mercurio se ajustan a los criterios de calidad de 

suelos establecidos en las normas Louisiana Administrative Code y/o canadian soil 

quality guidelines for the protection of environmental and human health. Por su 

parte, se observa mínima variación de concentración de metales en los diferentes 

perfiles del suelo muestreado en las parcelas sembradas, dando como resultado 

en general mayores concentraciones a nivel superficial; sin embargo, las 

concentraciones de muestras blanco (controles no sometidas a riego) presentan 
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similar tendencia en los dos niveles analizados, mientras que en las muestras de 

potreros (controles sometidos a riego) la tendencia de los metales es aumentar la 

concentración en estratos inferiores. 

 

Teniendo en cuenta la presencia de metales pesados asociados a la industria de 

petróleo, se encontró que para el metal Plomo las mayores concentraciones (10.8 

- 14.6 ppm) se registran de acuerdo a la topografía del terreno, en la parte superior 

de los drenajes, caso particular que se observa en la parcela de caucho (surco 3 y 

calle 5), mientras que caso contrario sucede en la parcela eucalipto (surco 15, 

calle 20, surco 25, calle 30), donde las concentraciones más representativas (8.6 – 

16.3 ppm) se presentan desde la zona media de la parcela hasta la más baja de 

los drenajes siguiendo la dirección de flujo o escorrentía.  Las concentraciones de 

las referencias con riego (potreros 1 y 1) y sin riego (Blancos 1, 2, 3 y 4) oscilaron 

en un rango entre 3.2 y 7.4 ppm. 

 

Las evidencias anteriores, demuestran de igual forma para el Manganeso, las 

mayores concentraciones se registran en el nivel superficial (59.2 – 191 ppm), que 

sobrepasa en algunos casos las recomendaciones agrícolas (100 mg/Kg), no 

obstante el blanco 4 ratifica la misma tendencia en el suelo que no es sometido a 

proceso de riego. La presencia de manganeso en el suelo puede alcanzar 

concentraciones tóxicas si se asocia a otras características  como la acidez (pH < 

5.5) que permiten su aumentar la solubilidad. 

 

Así mismo, puede ser notable para los suelos de los Llanos Orientales, elevados 

índices de Aluminio y Hierro en el suelo. La presencia de Aluminio en el suelo 

depende el pH y en algunas ocasiones puede ser tóxico provocando efectos 

adversos sobre el crecimiento de las plantas. Para el caso del hierro, las 

condiciones se asocian a las formaciones y otras características físicas de los 

suelos, tales como la coloración rojiza que fue muy común en estratos inferiores a 

la capa arable (0.3 m) de las parcelas monitoreadas en el área de estudio.  
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Por otro lado, algunos elementos en menor proporción importantes de igual 

manera para crecimiento de las plantas, tales como Boro, Zinc, Cobre y Molibdeno 

superan los niveles de criticidad que se recomiendan para suelos agrícolas, 

especialmente en la capa arable (0.3m). Cabe resaltar que las condiciones de alta 

acidez en el suelo como se presenta en los Llanos Orientales, provoca en muchos 

casos detrimento en los elementos menores como B, Cu y Zn, situación que no se 

refleja en los resultados tomados en época climática seca, factor que induce las 

deficiencias nutricionales en cultivos para los elementos de K, B y Zn (Castro, 

1998).  

 

- Mineralogía y granulometría. De acuerdo con los resultados mineralógicos y 

granulométricos obtenidos se puede resaltar las siguientes características: 

 

 Presentan altos contenidos de Cuarzo (74-90% en peso) y bajos contenidos de 

Minerales arcillosos (Tr(2)-21% en peso). 

 La arcilla 14Å(3) corresponde a una arcilla con escaso a nulo carácter 

hinchable reflejado en su comportamiento ante los tratamientos químicos con 

Etilenglicol, característico de estructuras cristalinas de minerales arcillosos tipo 

Vermiculita; este mineral se evidencia en contenidos que no exceden al 14% 

en peso a nivel de la fracción menor de 2 micras. 

 Los minerales arcillosos predominantes corresponde a Caolinita (9%-93% en 

peso a nivel de la fracción menor de 2 micras) e Illita (ND(4)-75% en peso a 

nivel de la fracción menor de 2 micras).  

 Los tamaños de grano se clasifican como Limos (11%-67%) y Arenas (33%-

89%). 

 El modelo geológico realizado muestra que la mayor distribución de espesores 

de la unidad gravosa se en la parte este y sureste del área estudiada. Los 

mayores espesores de arcilla limosa se pueden observar al oeste y centro del 

modelo 3D. 
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Anexo C. Cálculos de velocidad específica de crecimiento, velocidad de 

consumo de hidrocarburos y productividad para cada una de las 

condiciones experimentales 

 

Vel Crecim ASA 0.0745 h-1 

Vel degrad HC ASA 1.6085 ppm/h 

 

Vel Crecim ICP 0.0493 h-1 

Vel degrad HC 

ICP 2.8133 ppm/h 

y = 0,0745x + 6,5549 
R² = 0,9545 
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Vel Crecim Ctrl  0.004 h-1 

Vel degrad HC Ctrl 0.24 ppm/h 

 

TIEMPO 
(horas) 

MUESTRA 
RECUENTO 

(UFC/mL) 
PRODUCTIVIDAD 

(UFC/mL.h) 

0 Pool ASA 1.73E+07   
12 Pool ASA 2.17E+07 1.81E+06 
24 Pool ASA 3.69E+08 1.54E+07 
36 Pool ASA 1.33E+09 3.69E+07 
48 Pool ASA 1.16E+09 2.42E+07 
72 Pool ASA 2.37E+08 3.29E+06 

0 Pool ICP 1.70E+07   
12 Pool ICP 2.30E+07 1.92E+06 
24 Pool ICP 1.70E+08 7.08E+06 
36 Pool ICP 3.50E+08 9.72E+06 
48 Pool ICP 2.50E+08 5.21E+06 
72 Pool ICP 2.00E+08 2.78E+06 
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Anexo D. Cálculos de velocidad específica de crecimiento, velocidad de 

consumo de hidrocarburos y productividad en el mesocosmos 

 

 

Vel Crecim Pool ASA 0,0285 d-1 

Vel degrad G&A Pool ASA (0-30 

días) 0,0424 ppm/día 

 

Vel Crecim Pool ASA 0,0406 d-1 

Vel degrad G&A Pool ASA (30-

90 días) 0,0491 ppm/día 
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Vel Crecim Control 0,0013 d-1 

Vel degrad G&A 

Control 0,0021 ppm/día 

 

TIEMPO 
(horas) 

MUESTRA 
RECUENTO 
(UFC/mL) 

PRODUCTIVIDAD 
(UFC/mL.h) 

0 Pool ASA 2.10E+05   
30 Pool ASA 1.50E+06 5.00E+04 
60 Pool ASA 5.73E+07 9.55E+05 
90 Pool ASA 1.08E+08 1.20E+06 
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Anexo E. Reportes de caracterización bioquímica e identificación de 

microorganismos degradadores con Sistema Biolog® 
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Anexo F. Pruebas bioquímicas en la microplaca de Biolog® 

 

 

 

 


