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PREFACIO

La presente investigacion titulada “Bacterias biotransformadoras de
hidrocarburos y metales pesados, aisladas de suelos contaminados de la
provincia Sucumbios, Ecuador” representa el esfuerzo y dedicacién de los
autores. Han plasmado el creciente problema de contaminacién de suelos
por la incorporacion de diversos contaminantes, como los hidrocarburos
y los metales pesados, asi como las alternativas de biorremediacién de
suelos, a partir del uso de microorganismos, particularmente de bacterias
autéctonas de suelos contaminados en la Amazonia Ecuatoriana.
Para la seleccion de estos potenciales biorremediadores, se hace una
caracterizacion de las cepas, estudiando su funcionalidad y capacidad de
degradacion, transformacién y asimilaciéon de contaminantes organicos

e inorganicos.

El objetivo de esta investigacion es identificar el potencial de las cepas
bacterianas en la optimizaciéon de procesos de biorremediaciéon que
permitan eliminar de una forma segura y sustentable la contaminacién
producida por hidrocarburos y metales pesados. Dicho potencial esta
dado por las caracteristicas fisioldgicas, ecolégicas y bioquimicas de
las cepas seleccionadas, por ejemplo, adaptabilidad a los ambientes

contaminados, resistencia y formacién de consorcios bacterianos.

Se presenta informacion relevante sobre cepas bacterianas autdctonas de
suelos de la Amazonia Ecuatoriana con beneficio ambiental, que podrian
mejorar las condiciones fisicas, quimicas y biolégicas de los suelos
contaminados. Los resultados obtenidos sittian a esta investigacion como

una importante contribucion en el drea de biorremediacioén de suelos.

H



Tabla de contenido
PREFACIOc..eoeieeeeeeeeeeeeeeeeeesesesessssssesesasassssssesssasssssssssessssassssses VI
INTRODUGCCION.....eoeeeeeeeeeeeeeeeeeesesesesssssssesesasssssnssesesasssssases 01
CAPITULO Lo eeeevesesesesssesesesessssssssesesasasasnsnses XVI
MARCO CONTEXTUAL DE LA
INVESTIGACION.....eeoeeeeeeeeeeeeeeeesesesesssssesesessssssssesesassaes XVI
CAPITULO ILeeeeeeeeeeeeeeeeeereeeseseeesesesesssssssssesesasssssssssesasasasns 5
MARCO TEORICO aeeeeeeeeeeeeeeeeeereresesssssssssesesassssssssesasasssnses 5
CAPITULO ILeoeeeeeeeeeeveeeeeeeeeevesesesesssssesesesasasassesssssasasasns 23
METODOLOGIA ..o eeeevesesesessesesesesesssasassesasasssasnens 23
3.2.1 POBLACION Y MUESTRA.....oooeeeeeeereresesesseresesns 25
CAPITULO IV eeeeeeeeeeeeeeeeevevesesasssssssesasssssssssesasssssssens 34
RESULTADOS Y DISCUSION.....ouomoeeeeeeeeeeeeeeeeeseesesesessnsnenns 34
CAPITULO Vieeeeeeeeeeeeeeeeveeeresesevesesessssssssssasasasssassesssssnsassns 55
CONGCLUSIONES. ...ooeeeeeeeeeeeresesesssesesesssssssesesassssssssssessssnes 55
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS.....eoeeeeeeeeeeeererereressnens 57







INTRODUCCION

La contaminacién del suelo es uno de los temas de mayor atencién
y debate de la ciencia, pero también del mundo social y econémico,
puesto que consecuentemente se ve amenazada la seguridad
alimentaria y la salud humana. Al suelo pueden adicionarse una
variada gama de sustancias contaminantes, organicas einorganicas,
provenientes de fuentes muy diversas (Jiménez, 2017). Con base
en evidencia cientifica, la contaminacion del suelo se ha dado
en diferentes grados y por distintos contaminantes, siendo las
actividades antrdpicas las que mayormente han contribuido (Zhu
etal., 2019). Muchos contaminantes que se incorporan al suelo son
transportados por escorrentias de las aguas superficiales e infil-
tracion a las subterrdneas, lo que ocasiona dafios ambientales a
través de la bioacumulacién y biomagnificacion de contaminantes
toxicos y persistentes a lo largo de la cadena tréfica. Esto acarrea
problemas como la pérdida de biodiversidad, disminucién de
materia organica en suelos por el dafio a microorganismos y
afectaciones directas a la salud humana por el consumo de agua,
cultivos y especies contaminadas (Rodriguez et al., 2019).

Los hidrocarburos son contaminantes organicos persistentes que
tienen efectos similares a los contaminantes inorganicos como
por ejemplo el cadmio, los cuales pueden causar dafios extensos
y permanentes a los ecosistemas debido a su biomagnificacion.
Muchos métodos convencionales de descontaminaciéon fisi-
co-quimica de suelos basados en ingenieria, son costosos debido
a procesos de excavacion y transporte de grandes cantidades de
materiales contaminados para el tratamiento ex situ.

Los costos crecientes y la eficiencia limitada de estos tratamien-
tos fisico-quimicos tradicionales han estimulado el desarrollo
de tecnologias alternativas para aplicaciones in situ, particular-
mente basadas en la remediacién bioldgica, aprovechando las
capacidades de las plantas para bioacumular y de los microorga-
nismos para absorber, transformar o degradar contaminantes en el
suelo (Varjani, 2017).
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Los organismos que se presentan comuinmente en el suelo cumplen
funciones diferenciadas de acuerdo a su naturaleza, siendo este
el caso de las bacterias. Desde la ultima década del siglo XX, se
identific6 que los microorganismos pueden degradar contaminan-
tes organicos como los hidrocarburos (Barreto y Reyna, 2020) por
su alta diversidad y capacidad de adaptaciéon metabdlica, que les
confiere distintos mecanismos de accién sobre los contaminantes
(Rodriguez, 2003 como se cité en Ordofiez et al., 2018). Los microor-
ganismos del suelo también se usan directamente para transformar
componentes toxicos en formas benignas (FAO, 2021). Muchas
bacterias pueden transformar diferentes contaminantes como
los hidrocarburos saturados y arométicos (Ramadass et al., 2018;
Feng et al., 2021). Se conoce que las bacterias resistentes a metales
pesados como el cadmio son de interés debido a su uso potencial
en la biorremediacién, de ahi la necesidad de comprender las
estrategias de supervivencia y adaptacion bajo estrés por metales
(Zeng et al., 2019; Hemmat et al., 2018).

La biorremediaciéon y sus diversas tecnologias conducen a la
degradacion de un contaminante objetivo, a un estado inofensivo
o aniveles menores a los limites de permisibilidad establecidos por
las normas o autoridades regulatorias. La accién microbiana como
biorremediadores se fundamenta en la utilizacion de los contami-
nantes como fuente de energia, por parte de los microorganismos
(Otero et al., 2021). La recuperacion de un ambiente contaminado
por medio de procesos de biotransformacion y degradacion de
los contaminantes, exige un adecuado estudio y caracterizacion
puesto que las bacterias que cumplen con la funcionalidad, en un
principio, estan presentes en el suelo contaminado en cantidades
minimas, pero que a través de nutrientes y condiciones fisico-qui-
micas apropiadas, estos organismos pueden llegar a reproducirse
en grandes cantidades (Vizuete et al., 2020).

Mediante esta investigacion se aislaron y caracterizaron bacterias
nativas, con potencial para biotransformar hidrocarburos y
metales pesados, que fueron seleccionadas por su respuesta
positiva ante pruebas bioquimicas. Ademads, se determinaron inte-
racciones entre los microorganismos para la posible formacion de
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consorcios microbianos.

Mediante esta investigacon se aislaron y caracterizaron bacterias
nativas, con potencial para biotransformar hidrocarburos y
metales pesados, que fueron seleccionadas por su respuesta
positiva ante pruebas bioquimicas. Ademéds, se determinaron inte-
racciones entre los microorganismos para la posible formacion de
consorcios microbianos.




CAPITULO |

MARCO CONTEXTUAL DE LA INVESTIGACION

El secreto para seguir adelante es iniciar

Mark Twain
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1.1.UBICACIONY CONTEXTUALIZACION DELA PROBLEMATICA

El objetivo de la obra es dar a conocer los resultados obtenidos en
un proyecto de investigacion sobre el uso y manejo de bacterias
con potencial de biorremediacién cuyos objetivos se basaron en
el aislamiento, caracterizacién y purificacion de bacterias a partir
de muestras de suelos contaminados con hidrocarburos y metales
pesados, en la zona de Sucumbios, Ecuador. Ademads, de la
seleccion de cepas bacterianas con capacidad para biotransformar
diésel y cadmio, mediante bioensayos in vitro. Finalmente, la
determinacion in vitro de interacciones entre los microorganismos
seleccionados para establecer consorcios microbianos.

Las muestras compuestas de suelos contaminados fueron extraidas
del cantén Lago Agrio, provincia Sucumbios, ubicada al nororiente
de Ecuador. Esta es una zona considerada de importancia por su
produccién de petréleo; cuenta con una superficie de 3.128 km
una temperatura que va desde 20 a 31 C. Presenta una variacion
considerable de lluvia mensual por estacion, llegando a tener una
precipitacién media anual que va desde 71 mm hasta 133 mm y
una altura de 300 msnm.

Hace mas de 50 afos se dio inicio a la explotacion petrolera en la
provincia Sucumbios, constituyendo de esta forma la degradacion
de un suelo empobrecido y contaminado. El suelo de la provincia
es un suelo carente en nutrientes, ademas presenta una serie de
condicionantes y limitantes para la practica agricola. Sin embargo,
en lugares poco poblados se presenta una extensiéon minima de
agricultura. Factores condicionantes como la transformacién del
clima, la reduccién del nivel de precipitaciones y la modificacién
de las propiedades del suelo son algunos de las limitantes que
podrian estar relacionadas.

1.2. SITUACION ACTUAL DE LA PROBLEMATICA

En la actualidad la contaminaciéon de suelos por hidrocarburos
y metales pesados acarrea una creciente preocupacién que gira
entorno al desarrollo de todas las actividades relacionadas al
ser humano. En Ecuador se encuentran presentes los desechos
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peligrosos o contaminantes en el suelo debido a los usos
constantes, acompafiados de una gestion poco adecuada entorno
a las actividades extractivas y productivos. Se obvia la aplicacién
de normas y técnicas que regulen el manejo de las actividades, y
que ademas tienden a disminuir el riesgo de la incorporacion de
contaminantes poraccidentes. Esasique hasurgidolapreocupacién
por aplicar tratamientos que permitan la remediacion, remocién o
mejora del recurso afectado.

Constantemente, se debe mantener la bisqueda de soluciones
que permitan contrarrestar los graves efectos acarreados por la
contaminacion del suelo y agua, en el desarrollo de actividades
relacionadas con compuestos toxicos y peligrosos. Se han probado
métodos convencionales de remocién en lugares contaminados,
sin embargo, estos pueden causar un mayor impacto ecoldgico,
por su toxicidad, poca efectividad, complejidad, costos y dificultad
de degradacion.

1.3. JUSTIFICACION

Las bacterias estdn siendo utilizadas como alternativa que
permite mitigar el impacto que se produce en la contaminaciéon
por hidrocarburos y metales pesados. En la creciente necesidad
de generar nuevos tratamientos que permitan la remocién del
contaminante, de forma eficiente y con un tiempo establecido, la
biotecnologia emergente aprovecha la capacidad metabdlica de
bacterias para degradar, bio-transformar, o generar subproductos
poco nocivos, para el recurso afectado y toda la vida que sustenta;

siendo un proceso en pocas palabras natural con baja afectacion.

En la actualidad, a pesar de que se conoce la eficiencia de
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microorganismos para la produccion de medicamentos y
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degradaciéon de contaminantes, se ha explorado menos del 1% de
los microbios existentes segin Manzi y Mayz (2003) y Morales et
al. (2010). Para entender la presencia, crecimiento y accién de los
microorganismos se reconoce la importancia de su estudio, puesto
quelanecesidad de cultivarlos microorganismos paraidentificarlos
ha limitado la comprensiéon de la diversidad microbiana, su
funcionalidad y beneficios. Esta limitante es consecuencia de que
maés del 90% de los microorganismos en los ambientes naturales
no pueden ser cultivados usando las técnicas tradicionales (Ruiz
y Rodarte, 2003; Escalante, 2007; Beldarrain et al., 2017) ya que
ciertos microorganismos dependen de las actividades de otros y

de sus condiciones de cultivo.

Enelcasodelasbacteriascomo degradadorasybiotransformadoras
de contaminantes, su actividad y efectividad dependera
exclusivamente de la formaciéon de ambientes, condiciones,
manipulacién e implementacion de técnicas de biorremediacion.
Por ello, es necesario identificar y caracterizar microorganismos
con capacidad biorremediadora, ademds de establecer mediante
evaluacién y andlisis, los posibles consorcios que favorezcan su
accion en recursos contaminados. Estos son aspectos importantes

a considerar para el desarrollo de esta investigacion.




CAPITULO II

MARCO TEORICO

Los obstaculos son las cosas espeluznantes que
ves cuando pierdes de vista tu objetivo.

Henry Ford
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2.1 FUNDAMENTACION CONCEPTUAL

2.1.3 Microorganismos

Los microorganismos desempefian un papel vital en la
transformaciéon de elementos contaminantes altamente
nocivos, incluidos los metales. Principalmente influencian su
biodisponibilidad y remocion, alterando la toxicidad, solubilidad

y movilidad del contaminante.

Dentro del grupo de microorganismos que han sido aislados por
su potencial accién en procesos de remocion de contaminantes
encontramos: Xanthofacter, Penicillium, Bacillus, Pseudomonas,
Flavobacterium,  Micrococus, — Mycrobacterium,  Nitrosomonas,
Enterobacter (Beltran y Gomez, 2016).

2.1.4 Bacteria

Son organismos unicelulares del grupo de los procariontes,
es decir que no poseen un nucleo celular y organulos como las
mitocondrias, del aparato de Golgi o cloroplastos debido a esto
el material genético encontrandose en el citoplasma totalmente
libre; a pesar de la organizacion celular simple, presentan una
gran variedad de formas como: vibrios, filamentos, cocos, bacilos

y espirilos (Sanchez et al., 2017).

2.1.5.1 Funcién

Las bacterias son capaces de degradar, transformar o acumular,
de forma natural, un amplio rango de compuestos, estos

microorganismos, pueden asociarse para formar consorcios que

degradan los compuestos (Butrén, 2020).

.
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2.1.5.2 Tamaiio

Las bacterias pueden medir entre 0.5 y 5 p de longitud, siendo tan
pequenas que imposibilita verlas a simple vista, excepto cuando

se agrupan en colonias (Sdnchez et al., 2017).

Las colonias son la manera macroscopica, permitiendo la
observacion morfolégica que constituye una agrupaciéon de
bacterias, encontradas en agrupaciones constituidas por la
reproduccién bacteriana, incubadas en un medio por un espacio
de 24 h, ciertas bacterias requieren varias semanas de incubacién,
lo que permite su crecimiento y estar formadas por millones de
bacterias, de esta manera el tamafio de las colonias puede variar
desde 0,5 a 4,0 mm de didmetro (Vargas y Kuno, 2014).

2.1.5.3 Forma

Las bacterias segtin su forma pueden ser: esféricas o cocos,
alargadas o bacilos y las bacterias curvadas o espirilos también
denominadas comas, espiroquetas y vibrias. Algunos cocos,
reciben otro nombre, por ser achatados se denominan cocobacilos
(Vargas y Kuno, 2014).

2.1.5 Cepa bacteriana

Las cepas son grupos de bacterias con caracteristicas en comun, y
diferencias notables con otras especies, las taxoespecies presentan
similitud fenotipica, en cambio las especies genémicas presentan
un porcentaje alto comun en las bases del ADN, y por ultimo
las genotipicas gran homologia en sus genes secuencialmente
(Gobernado y Lopez, 2003).
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2.1.5.4 Taxonomia

La taxonomia es la ciencia de clasificacion biolégica que agrupa
organismos segun sus afinidades o similitudes. Se incluye la
identificacion y nomenclatura; los elementos basicos de los
caracteres taxondmicos son varios: fisiologia, morfologia, biologia
molecular, bioquimica, ecologia, y genética; lo que permite
compilar una serie de datos direccionados a la caracterizacion,

clasificacién y nomenclatura.

Los principales esquemas de clasificacién son dos: el primero
basado en las caracteristicas observables de un organismo
(fenotipica), y aquellas que tienen en cuenta las relaciones de
evolucién ancestral de los seres vivos (Gobernado y Lépez, 2003).

2.1.5.5 Identificaciéon bacteriana

Las bacterias suelen ser identificadas por medio de métodos
convencionales que se basan principalmente en las caracteristicas
fenotipicas, debido a su asequibilidad. Los esquemas tradicionales
de identificaciéon fenotipica bacteriana se encuentran basados
en caracteristicas observables como su morfologia, desarrollo,
y propiedades metabdlicas bioquimicas. En el proceso de
identificacion tradicional, les fundamental la experiencia del
microbidlogo que permita la eleccién de una prueba o una bateria
de pruebas de forma secuencial en funcién de la fiabilidad, del
género o de la especie bacteriana que se quiere identificar, el origen
del aislado, y del coste de las mismas (Bou et al., 2011).
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2.1.6 Suelo

Elsuelo es un cuerponatural y dindmico que, amodo de epidermis,
cubre la superficie de la tierra. Uno de los recursos naturales
de mayor importancia, debido a que realiza varias funciones,
destacando la produccién de alimentos y, mayormente, su papel
como sostén de la vida en el planeta. Tiene un caracter anisétropo
cuya formacién se inicia a partir de un material parental, que
progresivamente se va alterando fisica y quimicamente, bajo unas
condiciones climaticas, bidticas y geomorfolégicas que actiian a lo

largo de un determinado tiempo (Jiménez, 2017).

2.1.7 Contaminacion del suelo

Cuando en un suelo se acumulan sustancias a niveles tales que
repercuten negativamente en el comportamiento de los mismos,
se dice que se “degrada”, de tal modo que las sustancias, a
esos niveles de concentracién, suponen un nivel téxico para los
organismos del suelo; al tiempo que se produce la perdida parcial
o total de la productividad del suelo (Jiménez, 2017).Segtn la FAO
(2018), los diversos tipos de contaminantes encontrados en el suelo

corresponden a la siguiente clasificacion:

¢ Inorgénicos: metales/ metaloide y no metales
* Orgénico: Clorado y no clorado
2.1.8 Metales pesados

Eltérmino “metales pesados” se refiere al grupo de metales y semimetales
de masa relativamente alta (> ,5 g / cm3) tales como Pb, Cd, Cu, Hg, Sn
y Zn, que pueden causar problemas de toxicidad. Los metales pesados
son los contaminantes mas dificiles y complejos que se pueden eliminar
en la naturaleza. Los metales se acumulan en el tejido de los organismos
vivos (Rodriguez et al., 2019).

ST
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2.1.5.6 Plomo

Existen compuestos organicos e inorgédnicos de plomo, entre los
que se encuentran el 6xido de plomo y el diéxido de plomo, que
se utilizan en la fabricacion de pinturas, y dentro de los primeros
existen diversos compuestos que se emiten al aire durante la
combustion del carbén y aceite. Las particulas de plomo pueden
viajar largas distancias en la atmésfera y contaminar suelos, rios,

lagos y lagunas (Rodriguez et al., 2016).

Estos compuestos se encuentran en las capas superiores del suelo,
excepto en el caso de su forma natural que se encuentran en las
capas profundas de la corteza terrestre. Su baja movilidad en
el suelo no permite filtrar al subsuelo o capas subterraneas. La
interacciéon del plomo con el suelo se vuelve mas fuerte cuando
la materia orgénica y los coloides inorganicos estan presentes. Al
aumentar el pH del suelo, la interacciéon con él disminuye y se

vuelve més moévil (Blanco et al., 2014).

2.1.5.7 Cadmio

Es considerado un agente téxico mayormente asociado a
contaminaciéon ambiental e industrial, presenta cuatro de las
caracteristicas considerables de un toxico; los efectos adversos
para el hombre y el medio ambiente, bioacumulacién, persistencia
en el medio ambiente, alta movilidad llegando a viajar grandes
distancias con el viento y en los cursos de agua. El cadmio, que
es un subproducto del tratamiento metaldrgico de plomo y
zing, se basa en sulfuro de cadmio y se produce en el proceso de
6xido de cadmio. Desde un punto de vista ecolégico, el cadmio
es un elemento relativamente raro en la litosfera. Por su afinidad

.
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quimica, se encuentra en proporciones muy diferentes junto con el
zinc (Ramirez, 2002).

2.1.9 Hidrocarburos

Los hidrocarburos se han considerado como contaminantes
perjudiciales para el medio ambiente. La contaminacién por
hidrocarburos en el suelo impide el intercambio de gases con
la atmoésfera, afecta a distintos procesos fisicoquimicos; la
evaporacién y la capilaridad, pueden convertirse en procesos
lentos, ocasionando toxicidad en los suelos y aguas contaminadas,
dependiendo del tipo de hidrocarburo, temperatura, humedad,

textura del suelo y cantidad vertida (Ordofez et al., 2018).
2.1.10 Diésel o Gasoil

El diésel también llamado gasoil se producen a partir del petréleo
crudo, donde se producen a partir de la torre de destilacion. Es
uno de los materiales mas utilizado en motores diésel industriales,

centrales térmicas y barcos.

Comosubproducto contienealgunas cantidadesde parafinayceray
cuando la temperatura disminuye, la cera comienza a precipitarse,
formando cristales de hidrocarburos ciclicos, la estructura de las
moléculas de cera cambia de lineal o ramificada a ciclica o forma
aromdtica. Este cambio de forma tiene efectos graves sobre sus
puntos de fusion y ebullicion y sobre la solubilidad (Farazmand
et al., 2016).
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2.1.11 Pruebas bioquimicas

Segun Fernandez et al. (2010) “Las pruebas bioquimicas permiten
determinar las propiedades metabdlicas del objeto deidentificacion
bacteriana”. Las pruebas bioquimicas son de real importancia enla
identificaciéntaxonémicademicroorganismos,basadaenreacciones
quimicas diferenciadas manifestando las actividades enzimaticas
presentes en los microorganismos de andlisis. Indistintamente del
tamafio que presenten los microrganismos tienen un sin niimero
de enzimas presentes en un momento dado en el microorganismo,
estdn determinados por un sistema genético de control en su

mayoria se ubican intracelularmente (Moreno y Albarracin, 2012).

2.1.5.8 Pruebas primarias

La tincién de Gram permite diferenciar dos grandes grupos de
bacterias: Gram positivas y Gram negativas. La técnica se basa en
propiedades estructurales de la pared celular de ambos tipos de
microorganismos, no siendo una reaccion especifica. Las bacterias
Gram positivas poseen como componente estructural un 90% de
peptidoglucano, mientras que las bacterias Gram negativas solo
poseen un 10% de estos compuestos. Por lo tanto, si bien ambas
pueden ser tefiidas por el colorante cristal violeta la diferencia
entre ambas radica en su resistencia a la decoloraciéon (Moreno y
Albarracin, 2012).

Oxidasa es una prueba que permite determinar la presencia de
enzimas oxidasas. Lareaccion dela oxidasa se debe ala presenciade
un sistema citocromo oxidasa que activa la oxidacion del citocromo

el cual es reducido por el oxigeno molecular produciéndose agua
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o peroxido de hidrogeno seguin la especie bacteriana. El oxigeno
actda por tanto como aceptor final de electrones en la cadena

transportadora de electrones (Fernandez et al., 2010).

Catalasa es una enzima que descompone el peréxido de hidrégeno
(H202) en oxigeno y agua. Quimicamente es una hemoproteina de
estructura similar a la hemoglobina. La mayoria de las bacterias
aerobias y anaerobias facultativas poseen actividad de catalasa. La
prueba se fundamenta en que el peréxido de hidrégeno se forma
como uno de los productos finales del metabolismo oxidativo

aerdbico de los hidratos de carbono (Moreno y Albarracin, 2012).

2.1.12 Biotransformacion

La biotransformacién como proceso realizado por microrganismos
se ha empleado con gran éxito en la obtenciéon de nuevas moléculas
y en la modificacién estructural de sustratos organicos. Las
ventajas de su aplicacion en la sintesis organica estdn estrictamente
relacionadas con la preparaciéon de compuestos Opticamente
activos con elevada estereoselectividad bajo condiciones suaves
y amigables con el ambiente. Las aplicaciones mas importantes
de las transformaciones bioldgicas han sido adoptadas para la
produccion de aditivos alimenticios, agroquimicos, farmacéuticos
y materiales especializados, debido a que sus materias primas
y productos deben ser obtenidos mediante procesos de sintesis

asimétrica (Santana et al., 2020).

2.1.13 Biorremediacién

La biorremediacion se describe como un proceso biologico en
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el que los contaminantes organicos se oxidan, descomponen y

/ o convierten en didxido de carbono, agua y material celular
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(biomasa), principalmente a través del efecto sinérgico de diversos
microorganismos Bacterias y hongos. La biorremediacién es una
tecnologia de operacién y mantenimiento rentable y también
se considera ecolégica y sostenible para la remediacién de
sitios contaminados. El grado de remociéon de contaminantes
depende de varios factores (presencia de sustrato / fuente de
carbono / donante de electrones, aceptor de electrones, macro y
micronutrientes, microorganismos con capacidad de degradacién,
condiciones ambientales, etc.) contenidos en diversos procesos
(Martinez y Soto, 2017).

Las estrategias de remediacién basadas en procesos microbianos
(microrremediacién) pueden minimizar la toxicidad vy
biodisponibilidad de los metales pesados. Estas técnicas incluyen
la bioestimulacién, que activa la poblaciéon microbiana nativa; el
bioaumentacién, que es la introduccién artificial de poblaciones
viables, bioacumulacién con células vivas y bioadsorciéon por

microbianas muertas Incluye biomasa (Beltran y Gémez, 2016).
2.2 FUNDAMENTACION TEORICA
2.2.1 Aislamiento e identificacion de microorganismos de

suelos contaminados con hidrocarburos de petréleo en la
ciudad de Juliaca

Enestainvestigacion se determindla presencia de microorganismos
nativos de suelos contaminados con hidrocarburos originarios
de talleres automotrices en la ciudad de Juliaca. Las muestras se
obtuvieron de talleres donde realizan actividades principalmente
de mantenimiento de motores a combustible diésel. Se realiz6

la caracterizacion fisicoquimica a través de los parametros: pH,
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conductividad, hidrocarburos, cloruros, las sales solubles y la
materia organica. Se aislaron microorganismos presentes en las
muestras donde se encontraron microorganismos Gram negativos
correspondientes en gran mayoria a cocos y bacilos. Se identific6
a Bacillus spp. principalmente, como cepa presente en todas las
muestras. Como conclusion se establecié que, indistintamente
de los métodos para remediar suelos y aguas contaminadas con
hidrocarburos, la aplicaciéon de sistemas biologicos, podria ser la
alternativa con mds viabilidad por la diversidad de cepas capaces
de biodegradar (Apaza, 2020).

2.2.2 Microorganismos en la biorremediacion de suelos
contaminados con metales pesados

Segun este estudio los metales pesados y su toxicidad en suelos
estd relacionada con su disponibilidad y que es asimilada por los
seres vivos, y es determinada por caracteristicas fisicoquimicas
(principalmente pH, potencial redox y materia organica). Los
métodos fisicoquimicos y biolégicos son empleadas como técnicas
de remediacion; estas tltimas llamadas biorremediacion de suelos,
debido a que aprovecha el potencial metabdlico de organismos

vivos (bacterias y hongos) para la biorremediacion.

Los procesos mdas usados son la precipitaciéon, adsorcién,
lixiviacién y volatilizacion de metales pesados. Sin embargo,
se debe recalcar la importancia de ampliar los estudios sobre la
diversidad microbiana en lugares contaminados con metales
pesados, que contribuyen a la identificaciéon de cepas con mejor

adaptacion e incluso mayor capacidad de biorremediacién de
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recursos contaminados (Covarrubias et al., 2015).
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Los métodos que principalmente se basan en las propiedades
metabdlicas de bacterias y hongos para la extraccion de
contaminantes como metales pesados, son complementarios a los
métodos tradicionales. Por ello, es necesario la realizacion de mas
estudios sobre la diversidad microbiana de los sitios contaminados
por metales pesados, pues es ahi donde pueden surgir cepas mejor
adaptadas y con mejores capacidades para ser utilizadas en la

biorremediacién de estos contaminantes (Covarrubias et al., 2015).

2.2.3 Aisladobacterianoconpotencialdebiorremediacion
y andlisis de comunidades bacterianas en 2zonas
impactadas con derrame de petréleo en Condorcanqui -
Amazonas

Para finalidad de este estudio las muestras de agua y suelo
contaminadas con petréleo crudo fueron colectadas de la
capa superficial (0 - 15 cm) a partir del derrame de petréleo de
agosto del 2016 a la altura del km 364 +900 de la Quebrada de
Uchichiangos en el tramo II del oleoducto norperuano en el
distrito de Nieva, provincia de Condorcanqui, departamento de
Amazonas. Mediante muestreo de conveniencia, se tomd una
muestra de 1 kg de suelo (dividida en 3 submuestras) y una de
11de agua (dividida en 3 submuestras), se almacen¢ estérila C
y se cubrié con luz hasta su finalizacion en las instalaciones del
laboratorio de IncaBiotec, ubicado en el departamento de Tumbes,
para posteriores andlisis microbiologicos y gendmicos. Se pre
trataron muestras de suelo: se suspendieron 10 g de muestra en 100
ml de solucién salina fisiologica (SSF) y se mantuvo en agitacion
continua durante un dia a 180 revoluciones por minuto (rpm) para
extraer el sobrenadante con baterias resuspendidas (Castillo et al.,
2020).
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El pre-enriquecimiento consistié en sembrar 10 ml de agua o
sobrenadante (para muestras de suelo) en 90 ml de caldo Luria
Bertani (LB), suplementado con 1 ml de crudo estéril de la zona
del derrame. Se mantuvo a 180 rpm con agitacion constante
durante 5 dias y luego se inocul6 el sobrenadante en un caldo de
medio salino minimo (MSM) suplementado con aceite crudo al 1%
y se mantuvo la agitacion constante a 180 rpm durante 8 horas.
Posteriormente se inocularon las diluciones 10-9 y 10-12 de cada
cultivo sembrando en placas Petri con agar MSM, suplementado
con 100 pl de aceite crudo, para la selecciéon y purificaciéon de cepas
bacterianas (Castillo et al., 2020).

2.2.4 Aislamiento de bacterias con potencialidades para
la degradacion de hidrocarburos en suelos contaminados

El aislamiento y purificacién de las cepas bacterianas se realiz6
mediante el método de enriquecimiento secuencial, utilizando
petrdleo crudo como fuente de carbono y energia. Uso de medios
selectivos liquidos King B para Pseudomonas spp. Se realiz6
la caracterizacion macroscépica y microscopica de las cepas
seleccionadas, asi como sus relaciones fenotipicas, para lo cual
se utiliz6 el método de NeighborJoining, se construy6 el arbol
tilogenético a partir de los caracteres. Del yo morfolégico, que
convierte los datos en una matriz binaria de los valores 1y 0 (1 =T,
0=A). Los resultados mostraron una diferencia significativa en las
tasas de crecimiento, donde las cepas ARP2 / 1, ARP2 / 2, ARP2
/ 3y DRP6 / 6 se destacaron por mayores tasas de crecimiento, lo
que podria conducir a la adaptacién al medio. De acuerdo con la

caracterizacion realizada, se seleccion6 una cepa de Pseudomonas
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aeruginosa, debido a su mejor adaptabilidad y alta capacidad para
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degradar hidrocarburos (Morante et al., 2019).

Del ensamblaje bacteriano a los 15 dias en cultivo de hidrocarburo
King, se recuperaron 5 L, donde se diluy6 la muestra 1/107. A
partir de muestras de suelo, agua y derrames de petréleo crudo, se
purificaron 15 cepas degradantes de hidrocarburos. En el tiempo
de evaluacion de 2 horas, el mayor crecimiento bacteriano fue
observado por el derrame de petréleo aislado DRP6 / 6. Las cepas
conlamayor toleranciaaloshidrocarburos provinieron de muestras
de agua contaminada con hidrocarburos. Ademéds, se observé un
aumento en el crecimiento de las cepas ARP2 / 2 y ARP2 / 3 con
halos de crecimiento bacteriano de 7.2 + .0 y 8.2 + 2.1 mL. Entre los
géneros mas estudiados, Bacillus spp. y Pseudomonas spp., ya que
pueden producir biosurfactantes y emulsionantes que reducen
la tension superficial entre el aceite y el banco de agua medio.
Finalmente, se observé que, durante el agrupamiento de cepas, las
cepas ARP2 / 1, ARP2 / 2 mantuvieron una estrecha relacion, lo
que podria inferir que las dos cepas pueden pertenecer a la misma
especie y/o tener caracteristicas similares a la posibilidad de la

degradacién de los hidrocarburos (Morante et al., 2019).

2.2.5 Caracterizacion de bacterias degradadoras de
diésel, aisladas de suelos contaminados con petréleo

Para examinar la degradacién de los motores diésel, se obtuvo
suelo del campus de la Universidad de Mujeres Ewha. Para igualar
las particulas de suelo, el suelo se secé al aire, se paso a través de
tamices de 850 y 600 ml y se sec6 en un horno a 80 C durante 2
h. Se mezclaron cinco gramos de suelo, ml de UI5 cultivados y 50
pl de aceite diésel, se sellaron a y se cultivaron en una incubadora

a 30 C. Para extraer un total de hidrocarburos de petréleo, se
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agregaron 5 ml de hexano a las soluciones. Fluido de cultivo, tres
de los cuales se utilizaron cada 6 o 12 h para analisis de GC y
para medicion de biomasa. La degradacion del diésel de nueve
aislamientos probados para usando una relacion de reduccion de
hexadecano (C16) de es representativa de la degradacién de los
compuestos diésel (Hong y Kim, 2015).

Entre los 9 aislamientos probados, IU5 fue capaz de degradarse
mejor que diésel. Cuando se agregé diésel como la tnica fuente
de carbono, la tasa de crecimiento UI5 se estimé en 0.11 h) 1, la
tasa de descomposicion del diésel fue 0.2 g celdas g) 1 d) 1 (0, gl)
1 d) 1), y el rendimiento de crecimiento fue de 0,25 g de celdas
diésel). Se identificaron como Pseudomonas aeruginosa en base
a resultados MIDI, fueron descomponedores mas fuertes en un
grupo de bacterias aisladas de muestras de suelo contaminadas

con petréleo.

Se examinaron las caracteristicas de crecimiento de este aislado
en varios hidrocarburos de petréleo distintos del diésel (datos
no mostrados). Se encontré que la cepa IU5 aument6 en tanto en
petréleo crudo como en diésel, mientras que mostr6 una afinidad
ligeramente menor por la gasolina, ademads se encontré que podia
degradar muchos otros hidrocarburos, lo que implica que una
mezcla de hidrocarburos estimuld el crecimiento, debido a la

presencia de mas de fuentes de carbono.

Especialmente en este estudio de, encontramos una cepa de P.
aeruginosa capaz de usar pireno, que tiene la estructura de anillo

mas compleja entre los PAH de petréleo crudo, como la tnica
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fuente de carbono en cultivo puro (Hong y Kim, 2015).
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2.2.6 Identificacion de microorganismos resistentes al Cd
en suelos contaminados con metales pesados

En este estudio a partir de una cepa KC6, identificada como Bacillus
subtilis, aislada del suelo contaminado con metal alrededor de una
mina de pirita al aire libre. KC6 tenia una alta resistencia al Cd
(alrededor de 100 mg L 1) y fue capaz de producir sideréforos
(0,66 A / Ar) y solubilizar fosfato (21,98 mg L 1). Ademas, en
el experimento 6ptimo, Bacillus subtilis KC6 mostré la mayor
capacidad para eliminar Cd con pH 7 y 35 °C, y la revolucién tuvo
poco efecto sobre la adsorcion de Bacillus subtilis KC6 CD. Ademas,
Bacillus subtilis KC6 tuvo una mayor capacidad de sorcién de Cd
con un tratamiento de Cd de 10 y 40 mg / L aproximadamente
86,33%, 65,33%, respectivamente (Xie et al., 2021).

Mediante microscopio electrénico de barrido: espectrémetro de
dispersién de energia (SEMEDS), espectros de infrarrojos por
transformada de Fourier (FTIR) y anélisis de mapeo de elementos,
se uni6 Cd en solucién a paredes celulares de KC6 aumentando los
grupos funcionales. Ademads, bajo estrés por Cd, dcidos organicos
de bajo peso molecular (dcido malico, 4cido oxdlico, &cido
citrico y acido succinico) producido por la cepa KC6 aumenté
significativamente en comparacién con tratamiento sin Cd. Los
diversos grupos funcionales y exudados podrian ayudar a KC6
a quelar Cd a ligandos de Cd complejos para que el Cd pueda
unirse a la pared celular y transportarse a los 6rganos celulares y

al citoplasma (Xie et al., 2021).
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2.2.7 Aislamientodebacteriastéxicastolerantesametales
del suelo y examen de su potencial de bioaumentacion
mediante estudios en macetas en suelos contaminados
con cadmio y plomo

La resistencia de los microbios a los metales toxicos se asocia
con los antibidticos. En el presente estudio, los aislamientos
que muestran tolerancia a Cd y Pb se encontraron resistentes
a amoxicilina, ampicilina, cefalexina, cefixima, cloranfenicol,
kanamicina, meticilina y tetraciclina. Cepa de P. aeruginosa. Se
encontré6 que SN4 y la cepa SN6 de B. cereus eran sensibles a

ceftriaxona, gentamicina y ofloxacina.

La zona de méxima inhibicién fue observada por P. aeruginosa cepa
SN5 contra la ofloxacina. Se realiz6 la identificacion de bacterias a
partir de muestras de suelo. Entre todos los aislamientos probados,
muy pocos pudieron resistir una alta concentracién de Cd y Pb en
placas de agar nutritivo. La tolerancia bacteriana al cadmio (Cd)
y al plomo (Pb) se determiné mediante el método de diluciéon en
agar, donde se afiadi6 en forma de cloruro de cadmio y acetato de
plomo (Nath et al., 2018).

La concentracién inicial de Cd y Pb en las placas de nutrientes
fue de 50 ng / ml y se observo el crecimiento bacteriano mediante
el rayado en las placas respectivas. La concentraciéon de metal se
incremento progresivamente de 10 a 15 pg / ml en una placa, y se
anot6 la CIM cuando los aislamientos no crecen en placas de agar
suplementadas con Cd y Pb. Experimentar se realiz6 por separado
para Cd y Pb, tomando cinco réplicas para cada concentraciéon
(Nath et al., 2018).
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Los discos de antibidticos incluyeron gentamicina (50 ng),
amikacina (30 pg), cefalexina (30 pg), meticilina (30 pg), tetraciclina
(30 pg), ceftriaxona (30 pg), ampicilina (25 pg), cloranfenicol (10
pg), amoxicilina (10 pg), kanamicina (5 ng), ofloxacina (5 pg) y
cefixima (5 pg). Antibiético. Se incubaron durante 24 a 48 h a 37

C. Se midi6 el didmetro de las zonas de inhibicién y se las cepas se
clasificaron como resistentes (R), intermedias (I) o susceptibles (S)

siguiendo la tabla de discos de antibitticos estandar.

Las bacterias tolerantes a metales toxicos se identificaron como
Pseudomonas aeruginosa y Bacillus cereus. Las cepas de P.
aeruginosa fueron capaces de reducir significativamente el
impacto negativo del Cd y Pb en el suelo, encontrando asi una
alternativa en la remocién, recuperacion y remediacion de toxicos

campo de cultivo contaminado con metales (Nath et al., 2018).

2.3 FUNDAMENTACION LEGAL
2.3.1 Constitucion de la Republica del Ecuador (2008)

La Constitucion del Ecuador de 2008 establece en sus articulos la
importancia de velar por la proteccién de los recursos naturales y su
evitacion, los cuales se presentan a continuacion:

En el Titulo II de Derechos, Seccion segunda, Ambiente Sano en su Art
14, establece:

Que se reconozca el derecho de la poblacién a un medio ambiente sano
y ecolégicamente equilibrado, que garantice la sostenibilidad y el buen
vivir, sumakkawsay. Se declara de interés publico la preservaciéon del
medio ambiente, la preservacion de los ecosistemas, la biodiversidad
y la integridad del patrimonio genético del pais, la evitacion del dafio
ambiental y la restauraciéon de areas naturales degradadas. Un aspecto
importante de este articulo es que incorpora la dimensién ambiental
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y declara de interés publico la conservacion y preservacién del medio
ambiente.

TITULO VII Régimen del Buen Vivir. Capitulo Segundo Biodiversidad y
recursos naturales. En su Seccion Primera, Naturaleza y Ambiente:

Art. 397.- En caso de dafio ambiental, el Estado actuard de manera
inmediata y subsidiaria para velar por la salud y restauraciéon de los
ecosistemas. Ademas de la sancion correspondiente, el Estado reiterara
al operador de la actividad que ocasion¢ el dafio las obligaciones que
conlleva la reparacién integral, en las condiciones y en la forma que
establezca la ley. La responsabilidad también recaera sobre los servidores
o asistentes encargados de realizar el control ambiental. Para garantizar
el derecho individual y colectivo a vivir en un medio ambiente sano
y ecolégicamente equilibrado, el Estado se compromete a establecer
mecanismos efectivos para la prevencion y control de la contaminacién
ambiental, para la recuperacién de los espacios naturales degradados y
para el manejo sostenible de los recursos naturales.

2.3.2 Texto unificado de legislacion secundaria del Ministerio
del Ambiente (TULSMA). Reforma del 2015-04-07

Parédgrafo II:
Acuerdo Ministerial No.061, referente al recurso suelo establece:

Art.212Calidad delsuelo. Parallevaracabounaadecuadacaracterizacion
de este componente en los estudios ambientales, asi como un adecuado
control, muestreo y seguimiento, estos deberan realizarse de acuerdo
con las metodologias previstas en el Anexo II y demdas normativas
correspondientes.

La Autoridad Ambiental competente y los 6rganos del Sistema Nacional
Descentralizado de Gestion Ambiental, dentro de sus competencias,
verificardn la calidad del suelo de acuerdo con las normas técnicas
emitidas al efecto. Constituyen estandares de calidad del suelo,
caracteristicas fisico-quimicas y biol6gicas que establecen la composicién
del suelo y lo hacen aceptable para asegurar el equilibrio ecolégico, la

=
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salud y el bienestar de la poblacién (MAE, 2015a).

Art. 213 Tratamiento de suelos contaminados. Se realiza mediante
procedimientos validados por la Autoridad Ambiental competente y
en cumplimiento de la norma técnica de suelos, residuos peligrosos y
demads normativa aplicable. Los sitios de disposicién temporal de suelos
contaminados deben contar con medidas preventivas efectivas para
evitar la dispersiéon de contaminantes al medio ambiente (MAE, 2015a).

2.3.3 Norma de calidad ambiental. Criterios para la remediacién
de suelos contaminados. Acuerdo 097/A, 2015

Este Acuerdo emite el Anexo 2 de la Legislaciéon Secundaria Consolidada
del Ministerio de Medio Ambiente sobre el estindar de calidad ambiental
del recurso suelo y los criterios de recuperacion de suelos contaminados.
El objetivo principal de la norma es preservar la salud de las personas y
garantizar la calidad ambiental del recurso suelo para salvaguardar las
funciones naturales en los ecosistemas, frente a actividades antrépicas
que puedan modificar su calidad, derivadas de los diversos usos del

recurso suelo (MAE, 2015b).En el punto cuatro uno tres de los suelos
contaminadosexistentécnicasderemediaciény tratamientosdonde
se establece que, como tratamientos biol6gicos independientes
del tratamiento adoptado por la norma, los suelos contaminados
deben alcanzar los niveles de concentracién establecidos en los
criterios de remediacién de suelos establecidos en la tabla 2 de
esta norma; los valores se aplicaran en funcién del uso del terreno

en el que se ubique el drea contaminada.

El organismo de control ambiental tendré la tarea de solicitar los
respectivos planes de remediacion y el seguimiento dela calidad de
los suelos contaminados y de solicitar los registros de seguimiento
correspondientes en la medida que se requiera hasta alcanzar los
limites establecidos en esta norma (MAE, 2015b).
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2.3.4 Plan Nacional del Buen vivir (2017 - 2030)

El Plan Nacional del Buen Vivir, se desarroll6 con el fin de construir
un Estado plurinacional e intercultural y alcanzar el Buen Vivir
de las y los ecuatorianos. Esta investigacion esta alineada con el
tercer objetivo del Plan Nacional para el Buen Vivir 2017-2030,

“Toda una vida” del Ecuador.

Objetivo 3. “Garantiza los derechos de la naturaleza de las

generaciones presentes y futuras”

Preservar, restaurar y regular el uso del patrimonio natural y
social, rural y urbano, que salvaguarda y protege los derechos de

las generaciones presentes y futuras.

* Distribuir equitativamente el acceso al patrimonio natural,
los beneficios y la riqueza derivados de su uso, y promover
la gestion sostenible de los recursos naturales renovables y no

renovables.

* Promover y promover buenas practicas que contribuyan
a la reduccién, proteccion, contenciéon y adaptacion de la
contaminacién a los efectos del cambio climatico a nivel

mundial.

* Promocién de la economia urbana y rural basada en el uso
sostenible y de valor agregado de los recursos renovables,
promocién de la corresponsabilidad social y desarrollo de la

bioeconomia.

* Promover la generacion de bioconocimiento como alternativa
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a la produccion primaria de exportaciéon y el desarrollo de
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un sistema de bioseguridad que proteja las condiciones
ambientales que podrian afectar a los humanos y otros seres

Vivos.

Promocién de la produccion y el consumo respetuosos con
el medio ambiente basados en los principios de la economia
circular y la bioeconomia, la promocién del reciclaje y la lucha

contra la obsolescencia programada.

Llevar a cabo una diplomacia verde y una voz proactiva por la

justicia ambiental para defender los derechos de la naturaleza.




CAPITULO 1l

METODOLOGIA
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La innovacion distingue a los lideres
de los seguidores.

Steve Jobs




3.1 Localizacion

El 4rea de estudio se encuentra ubicada al nororiente del Ecuador,

en la provincia Sucumbios, cantén Lago Agrio, en la parroquia

Papayacu, sectores Chone uno y Chone dos (Figura 1). La principal

actividad del sector es la extraccion petrolera. Esta zona se

caracteriza por tener suelos rojos y negros, este tiltimo aprovechado

con fines agricolas. Presenta una temperatura promedio de 26 °C

con lluvias de hasta 133 mm.
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Figura 1. Ubicacién de puntos de muestreo en el cantén Lago

Agrio, Ecuador.
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El procesamiento de las muestras se realiz6 en los laboratorios de
Biotecnologia y Microbiologia ubicados en la Finca Experimental
“La Maria” de la Universidad Técnica Estatal de Quevedo. Este se
localiza en el Km 7 1 /2 de la Via Quevedo — El Empalme, cantén
Mocache, provincia Los Rios (01 06"’ Sy 79 29" O) a una altitud de

75 msnm.
3.2Construccionmetodoldégicadel objeto deinvestigacion

3.2.1 Poblacion y muestra

Las muestras se tomaron de cuatro sitios diferentes del cantén
Lago Agrio en los sectores Chone 1 y Chone 2. De las muestras,
dos corresponden a suelos contaminados por hidrocarburos con
contenidos de metales pesados y dos de suelos cercanos con

distancias menores a 1 km de las muestras contaminadas (Figura 1).
3.3 Procesamiento y analisis de la informacion

3.6.1 Fuente de muestreo y toma de muestra

Se sigui6 la metodologia de Osorio (2012), que consisti6
en muestrear suelos contaminados con hidrocarburos y no
contaminados, en la parroquia Papayacu en los sectores Chone 1y
Chone 2 del cantén Lago Agrio. En cada punto se limpié un area
de 1600 cm?2, posteriormente, con una pala se realizé un hoyo en
forma de “V” a una profundidad de 20 cm donde se tomé entre
100-200 g de suelo.

Este suelo fue transferido a un balde limpio. Se recolectaron 5

submuestras por cada punto de muestreo del area en estudio.
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Finalmente, se homogenizaron las muestras en un balde y se

transfiri6 1 kg de suelo a una bolsa pléstica estéril, que fue sellada
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y rotulada. Las muestras fueron preservadas y transportadas al

laboratorio en hieleras térmicas, con bolsas de gel refrigerante.

3.6.1.1 Caracterizacion fisica de las muestras de suelo

Se realiz6 la identificacién textural de las muestras de suelo
siguiendo la metodologia propuesta por Noellemever et al. (2021).
Se colocaron 25g de suelo en la palma de la mano y se incorporé
agua por goteo. Se amas6 para desarmar todos los agregados y
se identificaron caracteristicas de forma, humedad y plasticidad.
Seguido se colocé la porcién de suelo entre el pulgar y el indice,
presionando suavemente el suelo hacia arriba con el pulgar, para

identificar si se genera una cinta.

Por ultimo, se tomd una pequeiia cantidad de suelo que fue
humedecida de manera excesiva sobre la palma de la mano,

identificando si es mucho, medianamente o poco aspero.

Para el andlisis visual de color se empleé el sistema propuesto por
Munsell (2000. Se identific el color mediante la comparacién con
el conjunto de cartas. Siguiendo la metodologia propuesta seco
como en himedo y se comparé con las cartas, donde se dispuso
el color de acuerdo a las caras de la porcion y para aquellos que
presentaron tonalidades distintas y manchas, fue descrita su

coloracion por separado empezando por el mas abundante.

3.6.2 Aislamiento y purificacion de cepas bacterianas
Para el procesamiento de muestras se utilizaron metodologias
estandarizadas para el andlisis de suelos propuestas por Fernandez

Linares (2006). Para el aislamiento de las cepas se tom¢6 1 ml del

homogenizado (previamente obtenido durante el procesamiento
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de la muestra), y se realizaron diluciones seriadas en tubos falcon

estériles de 15 ml con agua destilada estéril (Figura 2).

Posteriormente, para la siembra se utiliz6 el método de dispersién
en placa, diseminando alicuotas de 0.1 ml de las diluciones (por
triplicado). Se utilizaron medios de cultivo generales y especificos
para favorecer el crecimiento de bacterias meséfilas aerobias, por

ejemplo Pseuomonas spp.

Las muestras se incubaron a una temperatura de 35°C por 24-48 h.
Adicionalmente, se aplicaron técnicas para favorecer el crecimiento
de Bacillus spp., ya que este género de bacterias presenta potencial

como biorremediador.

Para lograr esto, brevemente, se tom6 una fraccion de la solucién
stock de las muestras procesadas de suelo, y se sometieron a
100°C por 10 min, con la finalidad de eliminar células vegetativas
bacterianas y favorecer la formacién de endosporas (caracteristica

de Bacillus spp).

Pasando el tiempo, se tomaron alicuotas de 0.1 ml y se sembraron
por el método de dispersion en placa, en medio Trypticasein Soy
Agar para favorecer el crecimiento de las células vegetativas. Se
incubaron a 35°C por un lapso de 24-48 h en constante movimiento

(Figura 2).
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Foto 2. Siembra en cajas Petri en medio de cultivo King B.
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Foto 3. Siembra en cajas Petri en medio de cultivo TSA.

’
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Foto 4. Crecimiento de bacterias purificadas en medio liquido.

=




- -

Foto 6. Cepas conservadas al 20% de glicerol

Figura 2. Fotografias del aislamiento, purificacién y conservacion

de cepas bacterianas.



3.6.2.1 Caracterizacion macroscoépica

Para la caracterizacion morfolégica se inici6é con el crecimiento
de cepas puras mediante la metodologia de Castafieda (2019),
que consisti6 en estriar una cepa en los medios de cultivo King
Agar B y Trypticasein Soy Agar, incubada durante 48 h a 28° C.
Posteriormente, se describi6 la morfologia por su forma, elevacién

y borde segtin los criterios en la tabla de Pirez y Mota (2006).
3.6.2.2 Caracterizacion microscépica

e Tinciéon de Gram

Se realiz6 la tincion de Gram (Gram, 1884) a las cepas purificadas.
Para este analisis se utilizé un kit comercial (Cat. # 212539, BD &
Company, Franklin Lakes, NJ E.U.A).

e Catalasa

Para la determinacién de catalasa se sigui6 la metodologia de
MacFaddin (2003). Se fij6 una colonia en un portaobjeto, se agreg6
100 pl de perdxido de hidrégeno sobre las colonias y se dejé
reaccionar por 10 s. Los valores sobre la reacciéon se definieron de
la siguiente manera: (-) sin reaccion, (+) reaccion, (++) reaccion

alta.

3.6.2.3 Resistencia de antibiéticos

Se evalud la resistencia a antibidticos de amplio espectro (cloranfenicol,
ampicilinay penicilina) siguiendo lametodologia Appelbaum et al. (1977);
Sutherland y Rolinson (1964). Las bacterias aisladas se mantuvieron en

caldo de cultivo King Agar By Tryptic Soy Broth, se incubd a 180 rpm por
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48 h, se recuperaron 20 pl de cada cultivo bacteriano siendo inoculadas

y esparcidas con el asa de DIGRALSKY en cultivo King Agar B sélido y
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Trypticasein Soy Agar. Finalmente, se colocd discos de papel de filtro
Whatman ® No 1 de 5 mm humedecidas con una solucion de 20 ppm de
antibidticos e incubadas a 28 °C durante 24 h. Se observé la presencia o
ausencia del halo de inhibicién (Ahmad et al., 2014) (Figura 3).

3.6.2.1 Caracterizacion macroscopica

Para la caracterizacién morfoldgica se inicié con el crecimiento
de cepas puras mediante la metodologia de Castafieda (2019),
que consisti6 en estriar una cepa en los medios de cultivo King
Agar B y Trypticasein Soy Agar, incubada durante 48 h a 28° C.
Posteriormente, se describi6 la morfologia por su forma, elevacién

y borde segtin los criterios en la tabla de Pirez y Mota (2006).
3.6.2.2 Caracterizacion microscopica

e Tinciéon de Gram

Se realiz6 la tincion de Gram (Gram, 1884) a las cepas purificadas.
Para este analisis se utilizoé un kit comercial (Cat. # 212539, BD &
Company, Franklin Lakes, NJ E.U.A).

e Catalasa

Para la determinacion de catalasa se sigui6 la metodologia de
MacFaddin (2003). Se £ij6 una colonia en un portaobjeto, se agreg6
100 pl de perdxido de hidrégeno sobre las colonias y se dejo
reaccionar por 10 s. Los valores sobre la reaccién se definieron de
la siguiente manera: (-) sin reaccién, (+) reaccién, (++) reacciéon

alta.
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3.6.2.3 Resistencia de antibiéticos

Se evalu6 la resistencia a antibiéticos de amplio espectro
(cloranfenicol, ampicilina y penicilina) siguiendo la metodologia
Appelbaumetal. (1977); Sutherland y Rolinson (1964). Las bacterias
aisladas se mantuvieron en caldo de cultivo King Agar By Tryptic
Soy Broth, se incub6 a 180 rpm por 48 h, se recuperaron 20 pul de
cada cultivo bacteriano siendo inoculadas y esparcidas con el asa
de DIGRALSKY en cultivo King Agar B s6lido y Trypticasein Soy
Agar. Finalmente, se colocé discos de papel de filtro Whatman
® No 1 de 5 mm humedecidas con una solucién de 20 ppm de

antibidticos e incubadas a 28 °C durante 24 h.

Se observo la presencia o ausencia del halo de inhibicién (Ahmad
et al., 2014) (Figura 3).

Figura 3. Resistencia de las cepas bacterianas a los antibi6ticos
cloranfenicol, ampicilina y penicilina. Se observan los halos de
inhibicién de crecimiento.
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3.6.2.4 Ureasa

Para determinar la actividad ureolitica se sigui6é la metodologia
de Brink, (2010). Se inocul6 una colonia bacteriana en 15 ml medio
Cristensen’s Urea Agar [(g/L): peptona 1 g, dextrosa 1g, cloruro
de sodio 5 g, fosfato de potasio 2g, urea 20g, rojo fenol 0.012g, agar
15 g)]. Posteriormente, se incub6 a 27 C por 48 h. La produccién
de ureasa se determiné cualitativamente mediante las siguientes
caracteristicas: (-) sin reaccion, color amarillo, (+) reaccion, color

rosado tenue, (++) reaccion moderada (+++) reaccion alta (Figura 4).

B19 Bl4
Figura 4. Reaccion de las cepas bacterianas en prueba de ureasa.

3.6.2.5 Adaptabilidad bacteriana en muestras
contaminadas con hidrocarburos

Paralaadaptabilidad bacterianaen muestras del suelo contaminado
con hidrocarburos se sigui6 la metodologia de Stefani et al. (2015)
donde se suspendi6é 1 ml de cultivo bacteriano pre-cultivado
(I1x108) en 9 ml de agua desionizada estéril y se agit6 en vortex. A
partir de esta solucién stock, se realizaron diluciones en serie hasta
10-2. Se sembraron por duplicado en medio de cultivo Trypticasein
Soy Agar TSA y King B modificado (se redujo al 50% el contenido

.



de peptona y triptona, con un volumen de diésel de 25ml/L de
medio de cultivo como fuente de carbono). Las muestras fueron
incubadas a 28 C durante 72 h. Se determinaron como positivas las

bacterias que tuvieron crecimiento en el medio de cultivo.

3.6.3 Tolerancia de los microorganismos a metales
pesados e hidrocarburos

3.6.3.1 Aislados bacterianos tolerantes al cadmio

Para el ensayo de bacterias tolerantes a cadmio se sigui6 la
metodologia de Bravo et al. (2018). Esta consisti6é en seleccionar
11 aislados bacterianos con mayor actividad catalitica, ureolitica
y de resistencia antibiético. Se precultivaron las cepas en estudio
en medio de cultivo King B durante 24 horas a 170 rpm. Luego
se transfirié 100 pl con una concentracion celular de 1*108 en 25
ml de cultivo liquido King B con 6 ppm de nitrato de cadmio Cd
(NO3)2. Se evaluaron a las 24, 168 y 240 h las siguientes variables: la
densidad 6ptica, el pH, la conductividad eléctrica y la temperatura.

Dentro del estudio se tomaron tres réplicas para cada variable.

3.6.3.2 Aislados bacterianos tolerantes a hidrocarburos

Para el experimento de bacterias tolerantes a hidrocarburos se
sigui6 la metodologia de Stefani et al. (2015), que consistid en
seleccionar 11 bacterias con capacidad a desarrollarse en medio de
cultivo sélido King B y Tryptic Soy Broth (TSB), contaminado con
12 ml/L de hidrocarburo. Se escogio la colonia en medio de cultivo
contaminado y se traspasé a tubos falcon de 25 ml de medio de
cultivo con 24 ml/L de diésel. Se evaluaron a las 24, 168 y 240 h las
siguientes variables: la densidad 6ptica, la UFC y el pH. Dentro
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del estudio se tomaron tres réplicas para cada variable.
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3.6.3.3 Medicidon de la Densidad éptica (DO) y (UFC/ml)

La D.O. se determiné mediante el uso de un espectrofotémetro
marca Unico® bw-54 a 600 nm de longitud de onda (DO600 nm).
Se utilizaron cubetas de cuarzo en las cuales se colocaron con la
ayuda de una micropipeta 3 ml de la muestra del medio incubado,
usando el medio de cultivo King B sin inoculante como control. Este
proceso se realiz6 por triplicado para cada uno de los aislamientos
bacterianos. Se realiz6 un conteo de microorganismos viables en
placa (determinacién de las UFC/ml; unidades formadoras de
colonia por mililitro), el cual se determiné mediante el método
de recuento en placa por siembra de gotas en superficie (Miles
et al. 1938; Sharpe y Kilsby, 1971) o técnica de la microgota. Para
esto se prepararon una serie progresiva de diluciones, donde se
colocaron 270 pl de H2O estéril y 30 ul del cultivo incubado en
tubos eppendorf. Este procedimiento se repiti6 hasta el factor de
dilucion -6.

3.6.4 Evaluacion de interaccion antagénica entre aislados
bacterianos

La evaluacién in vitro del antagonismo entre los microorganismos
se realiz6 mediante la metodologia propuesta por Bauer et al.
(1966). Se seleccionaron cinco bacterias con mayor tolerancia a
cadmio e hidrocarburo. Seguidamente se tomé una colonia de
cultivo puro y se estri6 sobre el medio de cultivo King B sélido y
TSA en una posicién vertical. Posteriormente, las demés cepas se
estriaron de manera cruzada, se dejaron incubar a una temperatura
de 28 C durante 48 h. Se evalué como positiva la cepa que tuviese
crecimiento sobre las demds bacterias, caso contrario si existia

inhibicién se report6é como negativo.
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3.6.5 Analisis estadistico

Para el andlisis de conglomerados se usé el software Statagraphics
Centurion 16.103 version en espafiol, proporcionando
clasificaciones y tipologias en los grupos de observacion,
destinadas a encontrar conjuntos de datos similares entre si. En el
proceso de conformacién de grupos todas las variables evaluadas
en los experimentos fueron clusterizadas a partir del método de
la varianza minima o enlace de Ward, lo que permiti6 seleccionar
las cepas con mejor respuesta en las pruebas morfoldgica y
bioquimicas, mismas que fueron utilizadas para los bioensayos de

resistencia y estrés metalico.

Los datos obtenidos de la evaluacion de pardmetros en las
pruebas de estrés metélico y resistencia en medios contaminados
con hidrocarburo, fueron sometidos a los andlisis de varianza
(ANOVA), y comparacion multiple de Tukey en la busqueda
de diferencias (p<0,05). Para este andlisis se emple6 el software
estadistico SPSS Statistics 25.
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION

La inteligencia consiste no solo en el conocimiento,
sino también en la capacidad de
aplicarlo en la practica.

Aristoteles
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4.1. Aislamiento, caracterizacién y purificaciéon de bacterias a
partir de muestras de suelos contaminados con hidrocarburos
y metales pesados

Se identificaron las caracteristicas fisicas de las cuatro muestras de
suelo recolectadas, presentando los siguientes resultados segtn su
textura, tonalidad y material incorporado. La muestra M1 extraida
de una zona cercana a pozos petroleros present6é una mezcla de suelo
y crudo de petroleo de tonalidad Amarillo- naranja con agregados de
color negro y textura arcillosa. La muestra M2 extraida de una zona

agricola, present6é un tono pardo oscuro y textura arcillosa.

La muestra M3 de una zona en recuperacion present6 una tonalidad
amarilla y una textura franco- arcillosa y la muestra M4 de una zona

agricola con una tonalidad café- rojiza tuvo una textura franco.

A partir de los aislados microbianos se recuperaron 23 cepas
bacterianas en medio de cultivo King B Agar y 22 en medio de cultivo
Trypticasein Soy Agar, obteniendo un total de 45 cepas. Se obtuvieron
17 aislados bacterianos de la M2 (39%), 14 aislados bacterianos de la
M1 (31 %), siete aislados bacterianos de la M3 (15%) y siete aislados
bacterianos de la M4 lo que representa el 15% (Tabla 1).

Tabla 1. Caracteristicas de las muestras y denominacién de los
aislados microbianos extraidos de suelos contaminados en la

provincia Sucumbios, Ecuador.
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CARACTERISTI CANT.
P OSDE  MUESTRA CADE LA CLAVE DE LOS AISLADOS DE
- MUESTRA CEPAS |
MUESTRA Suelo arcilloso DICI, DCZ, MBG6, D’B4,
- CONTAMINAD  Amarillo-naranja  D4C3, D2C4, DBTOBL: i
A Mezclado con crudo DEC5, DAC12, D4B2, D*B3, i
CHONE 1 de petréleo D“B5. D'BS
DIC7, DCS,
ZONA Suelo arciliose D'CO.D'C10,  M2B15, M2B16.
: D*C11, DC6 D?B12, D’B13, .
M2 AGRICOLA Pardo oscuro . : 17(39%)
porctmaich M2C20, D®B14, DBY,
M2TC21, DBI1, DB10
M2TC23
ZONAEN : Suelo franco- o e
M3 RECUPERACIO arcilloso %%’} it L (T
N CHONE 2 Color amarillo T
i rp . Suclo Franco DIC16,DC17,  DBADBA, 00
bHONE ) Color café- rojizo DAC18, DAC10 DIB22 27,

Denominacion en la clave: C- Medio de cultivo King B; B- medio de
cultivo Trypticasein Soy Agar (TSA). Superindices 2,4 y 6- factor de
dilucién; M- homogenizado sin dilucién.

4.1.1. Caracterizacion morfolégica y bioquimica

Lasbacterias aisladas fueron evaluadas segtin sus caracteres morfolégicos
destacando las siguientes caracteristicas segtin su forma, elevacién y
borde: circulares y puntiformes; planas y elevadas; enteras y lobuladas,
respectivamente (Tabla 2 y 3). En cuanto a las unidades formadoras de
colonias, se obtuvo la concentracion celular de los aislados bacterianos
entre 3x10" y 4x10° UFC/ml. La tincién Gram solo identific6 a las
cepas bacterianas B5, B3, B7, B15, B18 desarrolladas en Trypticasein
Soy Agar, como bacterias grampositivas, mientras que las demds cepas
bacterianas desarrolladas tanto en King B y TSA fueron gramnegativas.
En los ensayos de caracteres bioquimicos (Tabla 2 y 3), varios aislados
mostraron diferente comportamiento en la produccién de catalasa,
ureasa, resistencia a diésel y tolerancia a los antibiéticos (cloranfenicol,
ampicilina y penicilina). Estos se seleccionaron para ser sometidos a
otros ensayos. Sin embargo, algunas bacterias no presentaron rasgos
de degradacién, producciéon y tolerancia a los antibiéticos y fueron
descartadas.
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El dendrograma obtenido mostré la relacion existente entre las
cepas segln las variables escogidas, siendo el mds representativo
el claster que encierra las cepas B15, C6, C15, B8, C21, C19, B12,
B14, C7 y B20 (cercano al 75%) (Figura 5).

Estas fueron seleccionadas para la aplicaciéon de bioensayos in

vitro de resistencia a metales pesados.
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Figura 5. Dendrograma de agrupacién de cepas bacterianas segtiin
los resultados de pruebas bioquimicas y morfologicas para muestras

de suelo contaminado de la provincia Sucumbios, Ecuador.
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4.2. Identificacion de bacterias con capacidad para
biotransformar hidrocarburos y metales pesados en bioensayos
in vitro

4.2.1. Degradacion de hidrocarburos in vitro

Apartirdel cribadobioquimico de preseleccionamientomicrobiano,
se tomaron 11 bacterias de mayor relevancia para determinar el
crecimiento celular bacteriano en condiciones sin contaminacién y
con contaminacién sometidas a 20ml/It de diésel. El tamafio de la
poblacion bacteriana se determiné por el método de recuento en
placas Petri. En condiciones sin contaminacién de hidrocarburos,
se obtuvo un crecimiento poblacional similar entre la cepa B10
(concentracion de 1,65 x 10 UFC /ml), C17 (concentracion de 1,60
x 10" UFC/ml) y C16 (concentracién de 1,45 x 10" UFC/ml). En
cambio, en los ensayos de contaminacién de hidrocarburos solo
la cepa B20 tuvo el mayor aprovechamiento de este elemento
como unica fuente de energia y carbono, proporcionando un
crecimiento poblacional alto con una concentracién de 2,50 x 10"
UFC/ml). Este crecimiento superd a los demds tratamientos que

consiguieron un crecimiento poblacional bajo (Figura 6).
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Figura 6. Recuento de microrganismos en muestras de suelo con y sin
hidrocarburos en los sistemas de medio de cultivo sélido. Las barras y
los puntos denotan la media y la linea vertical muestra el error estandar.
Letras diferentes denotan significancia estadistica con la prueba de
Tukey (a posteriori).

4.2.2. Capacidad de crecimiento

Durante el tiempo de incubacién de 3, 7 y 10 dias se observé una
diferencia significativa en el crecimiento de cepas bacterianas
preseleccionadas de diferentes fuentes de contaminacién y también
la reduccién de la capa aceitosa (Figura 7). Los aislados C17, B14
y B10, en condiciones sin contaminacion de hidrocarburos (Figura
7a), obtuvieron una densidad 6ptica de 2.058 a 1.876 al décimo dia

después de la inoculacién.

Sin embargo, las cepas B12, B16 y C17 se destacaron eficientemente
por su crecimiento acelerado destinado a la induccién de
oxigenasas de funcién mixta y otras enzimas catabdlicas esenciales
para la biodegradacion de hidrocarburo en el medio de cultivo,
con valores de densidad 6ptica de 1.75 a 1.60 superando a los
demds tratamientos que mostraron una disminucién lenta en su

crecimiento (Figura 7 a-b).

-

Cepas

_¢_B:‘D
—o—EB14
——EB12
—o—REI1
——El1
——C1e
——C10
—s—C121
——R16
——C17
—=—EI10

E

Densidad optica
H

0,900

Dias

E



. -
1,700
L Cepas
B LA [ ——B2
a —o—BI14
=1 B]_!
= 1,30 | ——B2
= ——8n i el
g ——C19 7&;/ — =
a L100 | —— 10
—a—BI16
0,900 —— 17
—=—EI10

0,700

3 7 10 Dias

Figura 7. Curva de crecimiento de la comunidad bacteriana en
condiciones: a. control, b. hidrocarburo. Los puntos muestran la media
de los datos.

4.2.3. Potencial de hidrégeno (pH)

Los ensayos sin hidrocarburos tuvieron un pH con rangos que
van de 8.07 a 7.25 por parte de las bacterias C17, B14, B16 y
B10 al décimo dia después de la inoculaciéon (Figura 8a). En los
tratamientos sometidos a contaminacion con hidrocarburos, solo
las cepas B12, B14, B16 mantuvieron rangos de 7.53 a 7.06 de pH
al (ver Figura 8b).
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Figura 8. Potencial de hidrégeno en bioensayos debacterias seleccionadas
de condiciones: a. control, b. hidrocarburo. Los puntos muestran la
media de los datos.

4.2.4. Adaptacion de los microorganismos a condiciones
con/sin hidrocarburos

La adaptabilidad de los microorganismos en condiciones con/
sin contaminacion que utilizan el hidrocarburo como tnica
fuente de carbono y energia para su 6ptimo crecimiento celular

es un factor importante. En el contenido celular en condiciones




sin contaminaciéon por hidrocarburos, las cepas B10, C17 y B16
fueron las mejores, son similares valores entre ellas (1,64 a 1.49
x 10" UFC/ml) (Figura 9a). A diferencia de las condiciones de
contaminacién con hidrocarburos, hubo variaciones significativas,
observandose el mayor contenido de crecimiento celular (2,50 x
10"UFC/ml) enla cepa B20 (Figura 9b). La produccién de biomasa
celular en condiciones sin contaminacién de hidrocarburos fue
estadisticamente similar en todos los tratamientos de bacterias
seleccionadas, en cambio en condiciones de contaminacién con
hidrocarburos existieron diferencias significativas por parte de la
cepa B14 con un incremento celular de 0.130 g seguido de la cepa
B10 que obtuvo un valor bajo de 0.110 g (Figura 9 a-b).
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Figura 9. Cinética de descontaminacién y produccién de biomasa
celular de bacterias en medios de cultivo en condiciones: a. control,
b. hidrocarburo. Las barras y los puntos denotan la media y la linea
vertical muestra el error estdndar. Letras diferentes denotan significancia
estadistica, con la prueba de Tukey (a posteriori).

4.2.5. Analisis de curva de crecimiento en estrés metalico

Tras la incubacién por 10 dias, para determinar el crecimiento
bacteriano en medios contaminados y controles, se realizé la
prueba de absorbancia a 600 nm a los aislados seleccionados. La
eficiencia de la cepa C7 en presencia de Cd a 6 ppm demostroé su
tolerancia a la presencia de metal pesado. El crecimiento maximo
de la cepa se observ6 al décimo dia de incubacién, seguido de
las demds bacterias que consiguieron un crecimiento celular con
rangos de absorbancia que van de 1.842 a 1.555 en comparacion
con el control.

A esto se exceptian las cepas C15, C19, C6 y C21 (Figura 10).
En cuanto a los controles se observaron valores heterogéneos de
absorbancia destacando el mayor crecimiento de las cepas C7,
C6 y C19 con valores entre 1.286 y 1.423 y la C15 que present6 el
crecimiento mas lento con respecto a las demas (Figura 11).
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Figura 10. Cinética de crecimiento bacteriano durante 10 dias de
incubacién incorporado cadmio a 6 ppm. Los puntos muestran la media
de los datos.
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Figura 11. Cinética de crecimiento bacteriano después de 10 dias de
incubacién en controles. Los puntos muestran la media de los datos.

4.2.6. pH, conductividad eléctrica y temperatura en estrés
metadlico

Los aislados bacterianos seleccionados tuvieron un aumento
sustancial en el potencial de hidrégeno por parte de las bacterias
B14, B12, B8 y C7, con un pH de 7.01 a 7.9 (Figura 12). Esto
demuestra mayor incidencia en el crecimiento celular. Los analisis
de conductividad eléctrica evidenciaron resultados propicios por
parte de la bacteria aislada B14, que alcanzé mayor eficiencia en
la capacidad de transmision de la corriente eléctrica en el agua
y su relacién con la concentracion de sales disueltas (Figura 13).
Se determin¢ la temperatura 6ptima de crecimiento para todos
los aislados bacterianos sometidos a este ensayo, y se indica que
la cepa B12 obtuvo una temperatura 6ptima de crecimiento a los
25 °C el décimo dia después de la inoculacion (Figura 14).
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Figura 12. Comportamiento del potencial de hidrégeno en medios con
cepas bacterianas bajo estrés metdalico. Los puntos muestran la media de
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Figura 13. Conductividad eléctrica de las bacterias sometidas en estrés
metalico. Los puntos muestran la media de los datos.




26,3

258

“->
253 Cepas

——Ch

—a—C15
——C19
—— (11
—o—BS

——BI15
——B11
128 | —Bl4
——B20

Temperatura
B
]

(=]
L
fa

213

1 7 10
Dias

Figura 14. Comportamiento del crecimiento bacteriano ante variaciones
de temperatura, bajo estrés metélico. Los puntos muestran la media de
los datos.

4.2.7. pH, conductividad eléctrica y temperatura en controles

Los aislados bacterianos seleccionados para el control, obtuvieron
un aumento sustancial en el pH especificamente por parte de las
bacterias B14, B12, B20 y C21, con un pH de 7.01 a 7.09 (Figura
15), lo que evidencia la incidencia de en el crecimiento celular.
Los andlisis de conductividad eléctrica evidencian resultados
propicios por parte de la cepa C6, que alcanzé mayor eficiencia en
la capacidad de transmision de la corriente eléctrica en el agua y
su relacion con la concentracion de sales disueltas (Figura 16). Se
determind la temperatura 6ptima de crecimiento para todos los
aislados bacterianos y predomina la cepa B8 con una temperatura

superior a 26 C al décimo dia después de la inoculacién (Figura 17).
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Figura 17. Comportamiento del crecimiento bacteriano ante variaciones
de temperatura, en medios de control. Los puntos muestran la media de
los datos.

4.2.8. Biomasa celular en estrés metalico y control

El mayor contenido de biomasa celular obtenido en condiciones de
estrés metalico en cadmio a 6ppm, a los 10 dias después de incubacién,
fue en la cepa bacteriana B8, que fue significativamente superior con
0.077 g a la cepa B12 (incremento celular de 0.068 g).

Ademads, super6 a los demds tratamientos en estudio que alcanzaron una
biomasa menor, con rangos entre 0.061 a 0.043 g (Figura 18). En cuanto
a los contenidos de biomasa celular en los controles, la cepa bacteriana
B14 fue estadisticamente superior con 0,110 g, seguido de B12 (0,107 g) y
C21, B8 y C6 con 0,101 g. Los demds tratamientos fueron inferiores con
rangos desde 0,090 a 0,080 g.
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Figura 18. Relacion de biomasa celular de las bacterias en cadmio y
control. Las barras y los puntos denotan la media y la linea vertical
muestra el error estdndar. Letras diferentes denotan significancia
estadistica con la prueba de Tukey (a posteriori).

4.3. Determinacion in vitro de la interacciéon entre
los microorganismos seleccionados para establecer
potenciales consorcios microbianos

En los estudios de interaccion de cultivos a partir de las cepas
seleccionadas, segin la adaptacion en ensayos con hidrocarburo
y cadmio, fueron evaluadas mediante el estriado en cajas por
separado y la mezcla de ambas. Los resultados del experimento
se presentan en la Figura 19. En todas las placas se reflej6 la
inexistencia de inhibicién a partir del crecimiento central donde se
cruzaron las cepas seleccionadas de los ensayos de hidrocarburos,
seguido de los ensayos de cadmio y por tltimo la mix del conjunto

de ambos ensayos. Se descarta la acciéon antagoénica entre las cepas.
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Figura 19. Ensayos de interaccién entre bacterias resistentes a cadmio,
diésel y mezcla de ambos, aisladas de muestras de suelo contaminado
en la provincia Sucumbios, Ecuador.




4.4. Discusiéon

El uso de los microrganismos para la biorremediacién de suelos
contaminados con hidrocarburos y cadmio es un tema que gana
relevancia a nivel mundial, en especial cuando se explora las zonas
contaminadas. Segin Korkeala y Sankari (1980), la catalasa es un
proceso bioquimico donde la bacteria rompe las uniones de H,O,
y las convierte en molécula de Agua + Oxigeno, esto debido a que

la enzima interviene como catalizador.

Dentro del estudio, los aislados bacterianos tienen un porcentaje
mayor al 75% de actividad catalitica. Segtin los estudios de McLeod
y Gordon (1922) y Gamzaeva (2021), estos autores indican que las
bacterias tienen esta capacidad porque con la liberacién de catalasa
desprende el oxigeno que estd oxidado, reduciendo los problemas
de oxidacién causados por fungicidas, metales pesados, bacterias
productoras de H,O, y suelos saturados con hidrocarburos con
altos contenidos de H,O, (Suganthi et al., 2018).

La Tinciéon Gram es un proceso que nos permite diferenciar las
bacterias Gram (+) y Gram (-). Los aislados bacterianos del presente
estudio presentaron valores superiores al 60 % de bacterias gram (-)
de los suelos contaminados con hidrocarburos y cadmio. Esto nos
permite diferenciar el metabolismo del microorganismo. Richter et
al. (2012) en uno de sus estudios manifiestan que los procesos de
las bacterias gram (+) estdn relacionados a la anaerobiosis donde
los procesos respiratorios se componen de aceptar electrones de
Fe, S y Mn como fuente para realizar su metabolismo y obtener
energia. Zhang et al. (2020) y Behera et al. (2021) manifiestan que
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las bacterias gram (-) toman como fuente de respiracién el oxigeno
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disponible en la solucién de suelo, esto ayuda al incremento
de procesos metabdlicos, en especial la retencion de metales
pesados y la descomposiciéon de compuestos arométicos como los

hidrocarburos en moléculas mas sencillas.

La ureasa es una enzima muy importante en el suelo, esta ayuda a
incrementar la eficiencia del nitr6geno en un 70% para suministrar

a los cultivos y reducir los impactos ambientales a los acuiferos.

En nuestro estudio, cerca del 20 % de las bacterias entre gram (+) y
(-) tienen la capacidad de liberar la enzima. En el estudio realizado
con la metodologia de Christensen (1946), segtin Callahan et al.
(2005) y Abioye et al. (2019), la bacteria al liberar esta enzima
incrementa el pH y precipita los metales pesados en especial el
cadmio, esto debido a que se forma el gas amoniaco + CO2. Esta
reaccion incrementa el contenido de OH, llevando la mayoria de

componentes metalicos superiores a 5mg/kg - 1 a la precipitacion.

Tambiénlaenzimaureasaintervieneenlos procesos de degradacion
de hidrocarburos, sin embargo, para este proceso es eficiente
aplicar fuentes nitrogenadas para reducir los contenidos de
butanol, propanol y metanol. Segin Volke-Sepulveda et al. (2006),
para la descomposicién de hidrocarburos, el contenido C/N debe
estar entre 15/1. Esto incrementa el proceso de biorremediacion
en suelos contaminados con hidrocarburos, la fuente de nitrégeno
incrementa la poblaciéon bacteriana y descompone los diferentes

componentes en moléculas muy simples de C, H, O.

La tolerancia a metales pesados es un buen indicativo para tomar
medidas biorremediadoras en un suelo. En el presente trabajo

investigativo se seleccionaron los microorganismos que mayor

.



reaccion tuvieron a las pruebas bioquimicas. Cerca del 60% de
los microorganismos Gram (-) tuvieron tolerancia al cadmio, al
pasar los dias dos cepas (C7 y B8) de bacterias mantuvieron su
crecimiento con valores D.O. entre 0.8 a 1.9 durante los dias 1, 7 y

10 respectivamente.

En un estudio realizado por Zhou et al. (2020), determinaron que el
contenido a6 ppm incrementaba la produccién de cidos organicos,
biomasa celular y carbonatos, mineralizando el contenido de
cadmio disponible en el suelo. Las hipétesis de biomineralizacién
y bioclimatizacién como procesos geoquimicos implicados en el
ciclo del cadmio han sido respaldadas por modelos informaticos
como GEOCHEM (Sposito, 1983; Mugwar y Harbottle, 2016),
que han demostrado que en condiciones oxidantes fuertes, el
cadmio puede formar 6xidos y minerales de carbonato (es decir,
CdO y CdCO3 secundario). Asimismo, en condiciones reductoras
también puede utilizar H2S producido por bacterias durante la
descomposicién y precipitacion de residuos organicos como
sulfuro de Cd (Mislin y Ravera, 1986).

El pH, la conductividad eléctrica y la temperatura son parametros
que estan relacionados a la precipitacién del cadmio, en especial
porque son procesos geoquimicos que suceden en el suelo. Las
cepas bacterianas B12 y C10 incrementaron el pH con valores
superiores a 7.5 durante el dia 10, esto concuerda con Welch y
Norvell (1999) donde el pH de la solucién del suelo influye en la
tasa de difusion del Cd soluble, principalmente debido al fuerte

efecto que tiene el pH sobre la solubilidad del Cd en el suelo.
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A medida que el pH aumenta, el contenido de sélidos totales

incrementa, precipitando los metales pesados. Segin Chaali et
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al. (2020), la temperatura es un indicativo de transformacién de
componentes. Dentro del estudio, las cepas B12 y C6 con valores de
24,0y 25,0 C obtuvieron el crecimiento 6ptimo. Segiin Prapagdee
et al. (2013), la temperatura incrementa el metabolismo liberando
enzimas como el oxalato que reduce los niveles disponibles de

cadmio en el suelo.

La conductividad eléctrica es un indicativo de la actividad
energética que generan los microorganismos en el suelo a partir de
componentes inorgéanicos. Las cepas B14 y C21 obtuvieron mayor
conductividad eléctrica con valores de 7000 a 8500 uS. Liet al. (2020),
manifiestan que las bacterias tienen mayor desprendimiento de
cargas negativas liberados extracelularmente, esto permite mayor
concentracion de sélidos totales precipitados.

Seguin Moreno (2017), el potencial de interacciones sinérgicas
o antagbnicas se encuentran estrechamente relacionadas. La
identificacion de ambas interacciones es generalmente sencilla
cuando ambas se evalian bajo las mismas condiciones, donde
obtener un favorecimiento sinérgico se representa en direccién
contraria o inversa del antagénico y viceversa (Piggott et al., 2015).
En el estriado se reflejo la inexistencia de inhibicién a partir del
crecimiento central, en cepas con resistencia a cadmio, diésel y la
mezcla de todas. En un estudio realizado por Ethica et al. (2019),
las colonias con rayas cruzadas se examinaron todos los dias
para determinar la presencia de zonas inhibitorias, y todos los

aislamientos presuntamente fueron sinérgicos.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES

La felicidad aparece cuando lo que
piensas, lo que dices y lo que haces se
encuentran en total armonia.

Mahatma Gandhi




5.1. Conclusiones

* Se aislaron 45 cepas bacterianas de 4 muestras pertenecientes
a suelos de la parroquia Pucayacu , de los sectores Chone 1
y 2, considerando su ubicacién con una diferencia menor a 1
km entre si. Se seleccionaron 16 cepas, mismas que presentaron
rasgos de importancia en la identificacion de la enzima catalasa,
gram negativas y positivas, resistencia de antibidticos con
amplio espectro, solubilizacién de urea y crecimiento en gasoil
como unica fuente de carbono. Segtin su morfologia, la mayor
parte de cepas aisladas segin su forma fueron circulares, por
su elevacion fueron planas y por su borde enteras.

* Las cepas C7 y B8 tuvieron un mejor crecimiento celular en
concentraciones de 6 ppm de nitrato de cadmio, las cepas
B12 y C10 alcanzaron un pH superior a 7,5. En cuanto la
conductividad eléctrica, la cepa B12 tuvo mejores resultados y
en la biomasa celular se obtuvo un mayor valor en las cepas B8
y B12 superiores a 0,077 g.

* Las cepas sometidas a ensayos con diésel, obtuvieron una
respuesta favorable en cuanto a su crecimiento celular siendo la
B12, B16 y C17 destacadas con valores de densidad 6ptica entre
1,70 y 1,60. Con respecto al recuento poblacional se establecié
la relacién entre control y con diésel, donde las cepas C10 y
C17 obtuvieron valores de 1,65 x 1010 UFC/ml y 1,60 x 1010
UFC/ml respectivamente, mientras que en diésel la cepa B20
2,5 x 1010 UFC/ml. En el contenido de biomasa celular, la cepa
B14 destac6 con un valor superior a 0,130 g.

* Mediante el estudio de compatibilidad de cultivos se determin6
que las cepas seleccionadas por su resistencia en medios
contaminados con diésel y cadmio no reflejan inhibicién a partir
del crecimiento central de las cepas C20 y C7 respectivamente.
La evaluacién del crecimiento en la mezcla de todas las cepas
C7, B8, B15, B12, B20, B16 y B14 no encontr6 inhibicién, lo que
podria sugerir un sinergismo entre las cepas.
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