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RESUMEN

El Ecuador es afectado por derrames a causa de la explotacion petrolera, 1o
que ha provocado problemas de contaminacion ambiental en suelos y
aguas. En este estudio se aplicé la solucion de nanoparticulas de hierro
elemental (NPHE) para remover el fenantreno de un suelo proveniente de
Concordia contaminado artificialmente a nivel de laboratorio con 2000 ppm
de fenantreno y se determin6é el efecto de las nanoparticulas sobre la
cinética poblacional bacteriana nativa de los suelos contaminados. En el
transcurso de 10 dias de tratamiento se removié del 22% al 50% de
fenantreno, analizado por cromatografia de gases; ademas se observé una
reduccién significativa en la poblacién bacteriana tanto para la poblacién
bacteriana heterétrofa como para la degradadora. Posterior al tratamiento
con NPHE se identificaron 13 especies de bacterias a través de técnicas
moleculares como es la amplificaciéon del gen 16S rRNA las cuales son:
Enterobacter  xiangfangensis, = Enterobacter cloacae, Acinetobacter
genomosp, Klebsiella oxytoca, Bacillus megaterium, Bacillus stratosphericus,
Bacillus subtilis, Bacillus aerius, Bacillus cereus, Bacillus toyonensis,
Lysinibacillus fusiformis, Lysinibacillus xylanilyticus y Acinetobacter Iwoffii. Se
realizaron pruebas de inhibicién de las NPHE por el método de microdilucién
en el cual se evidencié una disminucion de las unidades formadoras de
colonias al existir mayor tiempo de contacto entre la bacteria y la solucién de
NPHE. La aplicacion de nanoparticulas es una técnica favorable para
remover contaminantes, sin embargo el efecto sobre la poblacion bacteriana
evidencia una disminucién de las bacterias nativas del suelo.

PALABRAS CLAVE:

o« NANOPARTICULAS
CINETICA BACTERIANA
CINETICA DE REMOCION
GEN 16S rRNA
INHIBICION BACTERIANA
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ABSTRACT

Ecuador is affected by spills due to oil exploitation, which has caused
problems of environmental pollution in soils and waters. In this study the
elemental iron nanoparticle solution (NPHE) was applied to remove
phenanthrene from an artificially contaminated Concordia soil at the
laboratory level with 2000 ppm phenanthrene and the effect of the
nanoparticles on native bacterial population kinetics of contaminated soils.
During the course of 10 days of treatment, 22% to 50% of phenanthrene was
removed, analyzed by gas chromatography; In addition a significant
reduction in the bacterial population was observed for both the heterotrophic
bacterial population and the degrading bacterial population. Following the
treatment with NPHE, 13 species of bacteria were identified through
molecular techniques such as 16S rRNA gene amplification, which are:
Enterobacter  xiangfangensis,  Enterobacter cloacae, Acinetobacter
genomosp, Klebsiella oxytoca, Bacillus megaterium, Bacillus stratosphericus,
Bacillus subtilis, Bacillus Aerius, Bacillus cereus, Bacillus toyonensis,
Lysinibacillus fusiformis, Lysinibacillus xylanilyticus and Acinetobacter Iwoffii.
Inhibition tests of NPHE were performed by the microdilution method in which
a decrease of the colony forming units was evidenced by the longer contact
time between the bacteria and the NPHE solution. The application of
nanoparticles is a favorable technique to remove contaminants; however the
effect on the bacterial population evidences a decrease of the native bacteria
of the soil.

KEYWORDS:

e NANOPARTICLES
BACTERIAL KINETICS
REMOVAL KINETICS
16S rRNA
BACTERIAL INHIBITION



CAPITULO 1: INTRODUCCION

1.1 Formulacion del problema

El Ecuador es un pais con exuberante biodiversidad, dedicado a la
explotacion petrolera como principal fuente de ingresos econdmicos, el
descuido del manejo ambiental afios atras ha generado dafios ambientales
como contaminacidon de suelos, aguas, acuiferos provocando serios
problemas de salud en los habitantes de las zonas aledanas. En el recinto el
Rosario, cantén Quinindé se produjo un derrame a causa del robo de
gasolina, el cual alcanzé el acuifero somero y ha generado una pluma de
contaminaciéon con una extension aproximada de 4 hectareas, evidenciada

por la contaminacion de los rios aledanos con TPHs.

El proyecto propone evaluar el efecto de la aplicacién de nanoparticulas
para transformar los TPHs de los suelos afectados e identificar la poblacion
bacteriana resistente al tratamiento con nanoparticulas, con la intencién de
aplicar una combinacién de nanoparticulas y bioestimular a dicha poblacion
bacteriana que degrade los TPHs transformados de una manera mas
rapida y eficiente en proximos proyectos, y en el futuro aplicar esta nueva
técnica en un emplazamiento contaminado. Dado que las nanoestructuras
son elementos con caracteristicas fisico-quimicas diferentes a los mismos
materiales a escala convencional es necesario evaluar el efecto o riesgos
que pueden causar, razon por la cual este estudio propone evaluar el efecto
de las nanoparticulas de hierro elemental sobre la poblacion bacteriana

presente en el suelo contaminado artificialmente con TPHs (fenantreno).
1.2  Justificacion del problema

El Ecuador a causa de la explotacion petrolera o por donde circula el
oleoducto se ha visto afectado por derrames que han provocado serios
problemas de contaminacién ambiental en suelos y aguas, gran parte de la

amazonia Ecuatoriana como otros sectores de nuestro pais se encuentran
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contaminados por petr6leo e hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAPs).
Existe la necesidad de remediar y recuperar dichas areas contaminadas, por
tanto es necesario buscar técnicas de remediacion que ayuden a recuperar
los suelos y aguas de manera rapida y que no afecten a mas

compartimientos ambientales.

Por estas razones es muy importante aplicar la combinacién de técnicas
de biorremediacion con una de las técnicas prometedoras como es la
nanoremediacion, siendo este uno de los primeros estudios que se realizara
en el pais que pretende combinar técnicas de remocion de TPHs
(fenantreno) en suelos contaminado artificialmente mediante la aplicacién
de nanoparticulas y determinar el efecto de las nanoparticulas en la

poblacion bacteriana.

Posteriormente se realizara el aislamiento e identificacion de las
bacterias al finalizar el tratamiento con nanoparticulas, para su potencial
aplicacion en un futuro en técnicas de bioaumentacion y bioestimulacion de
las bacterias identificadas con la finalidad de que al combinar la
bioestimulacién de las bacterias y las nanoparticulas se obtenga un mejor
proceso de remediacion, ya que si la nanoparticula deja de actuar las
bacterias van a continuar con el proceso de degradacion de los

contaminantes.
1.3  Objetivos de la investigacion
1.3.1 Objetivo general

e Evaluar el efecto de las nanoparticulas metalicas de hierro elemental
(NPHE) sobre la poblacién bacteriana de suelos contaminados con
TPHs (fenantreno) a nivel de laboratorio.

1.3.2 Objetivos especificos

e Preparar medios de cultivo especificos para la identificacion de

bacterias degradadoras de TPHs (fenantreno).
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e Estudiar la cinética bacteriana en la degradacion de TPHs
(fenantreno) contenidos en los suelos contaminados aplicando
nanoparticulas de hierro elemental.

e Evaluar la inhibicion de la poblacién bacteriana aisladas de los suelos
contaminados al aplicarse nanoparticulas de hierro elemental
metalicas.

e Identificar bacterias del suelo antes, durante y posterior a la
remediacion de los suelos contaminados con TPHs (fenantreno) al

tratarse con nanoparticulas de hierro elemental.

1.4 Marco Teorico

1.4.1 Suelos contaminados por hidrocarburos

Los procesos de combustiéon dan lugar a un tipo de contaminacion difusa
que afecta mayoritariamente a la atmédsfera, pero que a causa de procesos
de precipitacién y lixiviado se puede acumular en suelos y sedimentos (
(Casellas, 1995)

El Ecuador posee varios antecedentes de contaminacion producida a
causa de derrames petroleros. Un claro ejemplo se dio antes del afio 1993,
ya que las actividades de exploraciéon y produccion de hidrocarburos en el
Ecuador por consorcio Texaco — Gulf, luego CEPE - TEXACO vy
PETROECUADOR- TEXACO, no tenian regulaciones ambientales. Durante
este periodo estas actividades generaron lo que ahora se denomina como
pasivos ambientales. Se registran numerosos derrames, operaciones
accidentales y piscinas para depoésitos de residuos que en general fueron
construidas alrededor de las instalaciones industriales (PEPDA, 2002).

La industria petrolera ha impulsado la economia del pais pero también
ha provocado graves dafnos al medio ambiente, un claro ejemplo de esto se
dio entre los afos de 1972 y 1993, ya que se vertieron mas de 114 mil
millones de desechos téxicos y petroleo sin refinar en las tierras y vias
fluviales de la Amazonia Ecuatoriana (Hurting, 2004).
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Segun datos del Ministerio del Ambiente (MAE) la media de accidentes
que han causado derrames petroleros fue casi de 50 anuales entre el 2000 y
2010, y la causa del 28% de dichos accidentes es la corrosion de las
tuberias del Sistemas de Oleoducto Transecuatoriano (SOTE). De acuerdo
al MAE, existen otras causas para el total de 539 derrames producidos entre
2000-2010, entre los que se encuentran: atentados (26%), fallas mecanicas
(17.8%), sin datos de causa (14.5%), fallas humanas (11.8%) y desastres
naturales (1.5%) (Gil, 2013).

Los datos del Sistema de Indicadores Pasivos Ambientales y Sociales
(SIPAS), perteneciente al MAE, indica que las provincias con mayor
cantidad de dafio ambiental son Sucumbios y Orellana, provincias en las
que se llevan a cabo la mayor cantidad de actividades petroleras. Hasta el
ano 2009, se calcula que el niumero de derrames en Sucumbios fue de 396 y
en Orellana 398, tomando en cuenta Unicamente los eventos en los que mas
de 5 barriles fueron vertidos (Ecuador., 2013). Adicionalmente, la superficie
afectada ha sido valorada, lo que reporta que mas de 1 millbn de metros
cuadrados han sido contaminados con hidrocarburos en cada provincia
(Ecuador., 2013).

El Ecuador constantemente ha sufrido derrames a causa del petroleo
unos conocidos por entidades publicas mientras que otros contintan siendo
desconocidos, sin embargo no se ha encontrado una solucién exacta para
remediar el dafo causado por estos.

1.41.1 Fenantreno

El fenantreno (Figura 1) es un HAP de bajo peso molecular que esta
compuesto de tres anillos bencénicos (Irwin, Mouwerik, Stevens, Seese, &
Basham, 1997)
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Figura 1 Estructura molecular del fenantreno

En la Tabla 1 se presenta el resumen de las propiedades fisicas y

quimicas del fenantreno (Irwin, Mouwerik, Stevens, Seese, & Basham,

1997).

Tabla 1

Resumen de propiedades fisicas y quimicas del fenantreno

CAS N° (Chemical Abstract Service) 85-01-8

Peso Molecular 178,2 g/mol

Color Incoloro

Estado fisico Forma plana, cristales, hojuelas
Punto de Fusion 100 °C

Punto de ebullicion 340 °C

Olor
Solubilidad del agua

Coeficientes de particion:

Log Kow*

Log Koc**

Presion de vapor a 25 °C
Constante de Ley de Henry a 25 °C
Factor de conversion

Suave olor aromatico

1,2 - 1,3 mg/L a 25 °C: soluble en benceno,
etanol, éter, tolueno, tetracloruro de carbono
y disulfuro de carbono.

4,45 - 457

4,15 - 4,36

6,8 x 10* mmHg

2,56 x10-5 atm m*/mol
1 ppm = 7,3 mg/m®

1 mg/m° = 0,137 ppm

*Kow Coeficiente de particién del compuesto organico en octanol — agua.
**Koc Coeficiente de particion de carbono organico en suelo.
Fuente: USACHPPM. Document No: 39-EJ1138-01K (2006).

1.4.2 Microbiologia del suelo

La microbiologia del suelo es una de las ramas de la edafologia que
estudia los microorganismos que en el habitan, sus funciones y sus
actividades. En el suelo se desarrollan tanto microorganismos eucariotas

(algas, hongos y protozoos) y procariotas (bacterias y arqueas). La actividad
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bioldgica depende de algunas propiedades del suelo, como la estructura, el
volumen de los poros y la permeabilidad, ademas la comunidad microbiana
favorece al suelo en su fertilidad, ciclos biogeoquimicos y asi como también
el uso potencial de microorganismos especificos (bacterias) para las
aplicaciones ambientales. Las bacterias llegan a presentarse en poblaciones
de 10" células por gramo de suelo (Cepeda, 1991).

1.4.3 Biorremediacion de suelos contaminados por hidrocarburos

El uso de tecnologias de biorremediacion para el tratamiento de sitios
contaminados es una opcidon que presenta ventajas con respecto a los
métodos fisicos y quimicos, puesto que son sencillas de implementar. Por
otro lado, también son efectivas y ambientalmente seguras, ya que los
contaminantes se destruyen o transforman, sin requerir en la mayoria de los
casos, tratamientos adicionales; representando tecnologias

considerablemente econdémicas (Volke & Velasco, 2003).

La biorremediacion es una tecnologia basada en la utilizacién de los
microorganismos y su potencial metabdlico degradador para eliminar o
transformar los contaminantes del medio en productos inocuos (Alexander,
1999). Tiene ciertas ventajas respecto a los métodos fisico-quimicos
(excavacion, extraccién quimica e incineracion), ya sea por su bajo coste
econoémico (Ulrici, 2000), optimizacién de los recursos y no causa afectacion
a otros compartimentos ambientales (Exner, 1994).

La capacidad metabdlica de las poblaciones microbianas, frente a los
contaminantes presentes en un suelo, es el fundamento sobre el que se
sustenta la tecnologia de la biorremediaciéon. La bioestimulacion de la
poblaciéon microbiana indigena, tanto hongos como bacterias, puede acelerar
el proceso de biodegradacidn de los contaminantes (Alexander, 1999).

Los procesos metabdlicos de los microorganismos se llevan a cabo con
la presencia de un aceptor de electrones, que generalmente es el oxigeno,
considerando que la superficie del suelo siempre esta en contacto con la
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atmosfera este es un proceso que se lleva a cabo facilmente (EPA, 1994).
Los microorganismos oxidadores de hidrocarburos crecen de forma
inmediata en la superficie del petréleo especialmente si la temperatura y la
presencia de nutrientes es favorable, esto se debe a que en condiciones
aerobias, la oxigenasa se encarga de introducir &tomos de oxigeno en el
hidrocarburo, lo que conlleva una cascada de procesos bioguimicos que
permite la posterior mineralizacion o degradacién de hidrocarburos
(Madigan, Martinko, & Parker, 2004).

1.4.4 Nanoparticulas metalicas en la remediacion de suelos

contaminados con hidrocarburos

Métodos de remediaciéon ambiental se pueden clasificar por adsorcion o
reactivo, también si son in situ o ex situ (Tratnyek & Johson, 2006; Hodson,
2010). Las aplicaciones in situ en el suelo y de aguas subterraneas parecen
ser mas prometedora, ya que son en general menos costoso. Métodos de
contaminacién del suelo afectan indirectamente a la calidad de las aguas

subterraneas, y viceversa.

El suelo y recuperacion de aguas subterraneas es generalmente muy
caro, y los métodos convencionales de remediacion no siempre tienen éxito
o toman un largo tiempo para que la remediacion se haga efectiva (Mueller &
Nowack, 2010). Karn et al. (2009) afirman que los métodos de tratamiento
por bomba requieren 18 afnos de operacién, en promedio, en comparacién
con 1-2 afos para un tratamiento con nanoparticulas de hierro de valencia
cero (nZVI), siendo este un nuevo y eficaz método.

El Departamento de Ingenieria Quimica, Universidad Complutense de
Madrid, ha realizado un trabajo que estudia la remediacion de un B20 (20%
biodiesel, el 80% de diesel) en suelos contaminados: mezcla de biodiesel
(1000 mg kg ') con persulfato activado por el hierro. Tres fuentes diferentes
de hierro (Fe (II)), hierro granular de valencia cero (gZVI), y una suspension
de nanoparticulas de hierro de valencia cero (nZVI), sin ajuste de pH se

probaron. Ademas, el efecto de la adicién de agentes quelantes, tales como
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citrato trisédico (SC), o acido citrico (CIA), ha sido también estudiado. Con
respecto a las tres fuentes diferentes de hierro utilizados como activadores,
Fe (ll), gZVly nZVI, en ausencia de una agente quelante, bajo pH acido y
mediante la adicidn de la misma cantidad de hierro, la conversién TPH mas
alta se obtuvo con ZVI (alrededor de 60%), mientras que se obtuvo una
conversion de aproximadamente 40% con la adicién de Fe (Il). El valor
maximo de conversion de TPH se logré en un tiempo mas corto usando
nZVI. En cuanto a la eficacia de eliminacion de cada fraccion de biodiesel
disminuyd, ésteres metilicos de acidos grasos (FAME) fueron mas faciles de
oxidar logrando asi el 100% de la conversion, ya sea mediante el uso de Fe
(Il) o nZVI activa con persulfato (Pardo, Rosas, Santos, & Romero, 2015).

El Instituto Vasco de Investigacion y Desarrollo Agrario, NEIKER-
Tecnalia, esta investigando actualmente una estrategia para la remediacion
de suelos contaminados con compuestos organoclorados como el DDT,
andrin, dieldrin, endosulfan, hexaclorociclohexano, toxafeno, clordecona,
mirex, etc. La innovadora técnica consiste en combinar la aplicaciéon de
nanoparticulas de hierro cero con técnicas de biorremediacion. El proceso
de biorremediacion consta de dos estrategias principales: la bioestimulacion
y la bioaumentacién. La primera consiste en estimular las bacterias
presentes en el terreno, mediante la aportacién de nutrientes, humedad,
oxigeno, etc. La bioaumentacion, por su parte, se basa en aplicar al suelo,
bacterias con la capacidad de degradacion deseada. Para ello se recogen
muestras de suelos contaminados, se aisla en laboratorio las bacterias mas
eficaces y son estas las que se “cultivan” en zonas con los compuestos
organoclorados. Este es el primer paso para crear un banco de cepas de
interés para su uso en biorremediacion (Scaliter, 2016).

1.4.4.1 Nanoparticulas de hierro elemental (NPHE)

Existen dos maneras de utilizar las NPHE en la remediacién en el agua
subterrdnea y el suelo contaminados (Tratnyek & Johson, 2006; Nowacs,
2009).
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e NPHE se inyecta para formar una barrera reactiva de particulas

hierro.

e NPHE se inyecta en forma modificada en la superficie (por ejemplo
revestido con polielectrolitos, agentes tensioactivos o de celulosa /
polisacéridos) para establecer una columna de hierro reactiva, que
destruye los contaminantes organicos dentro de la fase acuosa.

Varios estudios han demostrado que NPHE utilizado en una barrera
reactiva es muy eficaz en la degradacion reductiva de derivados
halogenados disolventes, tales como metanos clorados, bromados metanos,
trihalometanos, etenos clorados, clorados bencenos y otros hidrocarburos
policlorados, en las aguas subterrdneas (Zhang, 2003; Schorr, 2007).
También NPHE ha demostrado ser eficaz contra los pesticidas y colorantes
(Zhang W. , 2003), como también presenta una eliminacion eficaz de
hidrocarburos aromaticos policiclico (HAP) adsorbidos en suelos a
temperatura ambiente (Chang et al., 2005; 2007). En los Estados Unidos, es
comun combinar la NPHE con otros metales, tales como paladio, para
aumentar la reactividad. En Europa, tales particulas bimetélicas no se
utilizan debido a su posible toxicidad y el beneficio adicional limitado (Mueller
& Nowack, 2010).

Tratnyek & Johson (2006) afirman que una alta reactividad de los sitios
superficiales tiende a correlacionarse con baja selectividad de los materiales
del medio ambiente. Por esta razén, la remediacion con NPHE puede ser
ineficiente porque estas particulas pueden reaccionar con sustancias no
objetivo, incluyendo oxigeno disuelto, sulfato, nitrato y agua. Esto también
implica que NPHE tendra una vida util limitada en medios porosos y las
reinyecciones de las particulas pueden ser necesarias, lo que origina que el
tratamiento sea mas costoso. Por otra parte, la vida corta in situ de NPHE
puede ser beneficiosa por la prevencién de la exposicion no deseada del
medio ambiente y los seres humanos a NPHE (Mueller & Nowack, 2010).
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Se han realizado experimentos de laboratorio para evaluar la remocion
del pireno del suelo utilizando nanoparticulas de hierro cero-valente, dichos
experimentos por lotes indicaron que las nanoparticulas sintetizadas fueron
mas eficientes en la eliminacion de pireno en comparacion con las
nanoparticulas comerciales de microescala (< 10um). La cinética de la
reaccion de eliminacién de pireno fue dominado por la dosis de hierro y
aproximada a un modelo pseudo-primer orden. Los resultados de este
estudio indican que la adicidbn de nanoparticulas de hierro cero valente
produce condiciones fuertemente reductoras y sugieren que la remediacion
de suelos contaminados con pireno utilizando particulas de hierro cero

valente es una tecnologia prometedora (Chang & Kang, 2009).

Sorcion

Me-n._ ‘r_\-""_f

Reduccion

Reduccion

RH®

Figura 2 Modelo de las nanoparticulas de Fe°
Fuente: (Li et al., 2006)

1.4.4.1.1 Sintesis de las nanoparticulas de hierro elemental

Un método sencillo de sintesis de nanoparticulas es en soluciéon, en el
cual se parte de sales de hierro (por ejemplo, FeCls. 6H,0O, FeCl, (SOy).
5H>0O, o FeCl,. 4H.,0), que son reducidas mediante un reductor como
hidracina, borohidruro de sodio o hidrégeno, o bien algun otro medio
especial de reduccion (Elliott & Zhang, 2001). El agente reductor utilizado
mas habitualmente es el borohidruro de sodio sin embargo es un reactivo

altamente téxico, tiene un poder reductor adecuado para varios metales en
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condiciones normales. El borohidruro de sodio debe encontrarse en exceso
respecto del cloruro férrico o ferroso para conseguir un rapido y uniforme
crecimiento de los cristales de hierro. Aunque es un proceso fisicamente
sencillo, la reduccion mediante borohidruro de sales metalicas acuosas es
una reaccién compleja, que es sensible a un variado numero de parametros,
entre los que se encuentran el pH (influye en el tamano de las particulas), la
concentracion de la solucién de borohidruro y su velocidad de adicién (que
alteran la composicién de los productos de reaccién) (Zhang W. , 2003).

En los dltimos anos, la biosintesis de nanoparticulas metélicas se ha
estudiado como wuna alternativa de sintesis frente a los procesos
convencionales (Kharissova, Rasika, Kharisov, Olvera, & Jiménez, 2013). En
algunos de los procesos de biosintesis se emplean materiales inocuos para
el medio ambiente como son las hojas o la corteza de arboles y plantas
(Machado, et al., 2013). Los extractos obtenidos a partir de esta biomasa
contienen antioxidantes, entre los cuales los mas importantes son los
compuestos polifendlicos, y en menor medida azucares reductores, bases
nitrogenadas y aminoacidos. Las nanoparticulas se forman por contacto
directo extracto-disolucion del metal, produciéndose la reduccién de los
cationes metdalicos en disolucién, actuando el extracto con capacidad
antioxidante como un sustituto del NaBH4 que se emplea en el método de
reduccion convencional (Makarov, Makarova, & Love, 2014).

La clave del proceso de biosintesis de nanoparticulas es la riqueza en
polifenoles de los extractos, ya que son los componentes presentes que
aportan la mayor parte de su capacidad antioxidante o reductora. Se puede
considerar por tanto que las nanoparticulas se forman como consecuencia
de la reaccion redox que se produce entre los cationes metalicos con el alto
contenido en compuestos polifendlicos de los extractos y en menor medida
con otros posibles componentes organicos reductores (Casal, 2015).

Los extractos de P. Serotina (capuli) y V. floribundum (mortino) son una
gran fuente de polifenoles y antioxidantes naturales (Vasco, Ruales, &
Karnal-Eldin, 2008). Segun Murgueitio y otros (2016) afirma que la
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concentracion de los polifenoles de los extractos de capuli y mortifio se
encuentran en 1494 + 385 (mg GAE / 100 g de muestra) y 2167 = 835

respectivamente.

En este estudio se promueve la sintesis de nanoparticulas con extractos
naturales “polifenoles” especificamente el mortifio por ser una planta nativa
del Ecuador y su alto contenido de polifenoles, con el fin de aplicar

tecnologia verde y reducir el efecto toxico de las nanoparticulas.
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Figura 3 Micrografias TEM.

Fuente: (Murgueitio et al., 2016).
Nota: (a) NPHE 0,1 M. P. serotina y (b) NPHE 0,1M V. floribundum; Proporcion 10: 1 (v / v).

1.4.5 Toxicidad de las nanoparticulas

La reduccién del tamafo de particula y el aumento de la reactividad son
propiedades que pueden hacer que una sustancia sea mas toxica. Por lo
tanto, las mismas propiedades hacen que las nanoparticulas sean
tecnolégicamente interesante y pueden ser colocadas en una nueva
categoria de sustancias toxicas. En general, estos estudios sugieren que las
particulas mas pequefias son mas toxicas, a pesar de las grandes
diferencias entre las diferentes particulas, factores tales como la
composicion, estructura, peso molecular, el punto de fusién / intervalo de
ebullicién punto, el coeficiente de reparto octanol-agua, solubilidad en agua,
la actividad, la agregacién de particulas / desagregacién potenciales,
recubrimientos de superficie y la estructura pueden ser importantes variables
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que influyen en la toxicidad de diferentes particulas y su comportamiento en
el medio ambiente (Nowack & Bucheli, 2007).

El tema de la toxicidad y ecotoxicidad es especialmente importante para
todas las técnicas de nano-remediacion, porque en la mayoria de las
nanoparticulas se afiaden directamente al suelo o las aguas subterraneas, y
por lo tanto la exposicién del medio ambiente sin duda se produce (Mueller &
Nowack, 2010).

Solo existen unos pocos estudios disponibles sobre la toxicidad de
NPHE. Li, et al. (2009) encontraron que los nano-hierro puede inducir dafo
oxidativo en embriones de peces y perturbar el equilibrio antioxidante en los
peces adultos.

El riesgo asociado con NPHE no sb6lo depende de su toxicidad pero
también de la medida de exposicion. Tratnyek & Johson (2006) han llegado
a la conclusién que la exposicion a NPHE sera minima debido a la rapida
aglomeracién de las particulas, la movilidad limitada de particulas y rapida
oxidacion a 6xido de hierro.

1.4.5.1 Toxicidad de las nanoparticulas en la poblacién microbiana del
suelo

En el suelo, los microorganismos juegan un rol muy importante en
el mantenimiento de sus funciones como ecosistema y estan muy
relacionados con su uso para la produccion agricola. Existen diferentes
rutas por las cuales las nanoparticulas (NPs) pueden ingresar a diferentes
ecosistemas naturales, y sin embargo, sus propiedades ecotoxicoldgicas y
riesgos aun no han sido completamente caracterizadas (Palencia,
Combatt, & Palencia, 2013). Por ejemplo, la toxicidad microbiana para
ambientes acuaticos se ha reportado para TiO2, nanotubos (NTs),
fullerenos, AgNPs, NPs de ZnO (ZnONPs) y NPs de Au (AuNPs)
(Shah & Belozerova, 2009; Nowacs, 2009; Somasundaran, et al., 2010; Fang
et al., 2009).
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Los efectos de las NPs sobre los microorganismos dependen de
varios factores, entre ellos, de sus propiedades fisicoquimicas, de la dosis,
el tiempo de contacto, del tipo de microorganismo, de las condiciones
locales, y de la composicion del medio de crecimiento que en algunas
ocasiones pueden interactuar en sinergia para danar o lisar las células

microbianas (Gutarowska et al., 2012; Zhang et al., 2011)

1.4.6 Bacterias degradadoras de hidrocarburos.

Bacterias capaces de utilizar los hidrocarburos como fuente de carbono y
energia, la mayoria de las bacterias conocidas hoy en dia con esta
capacidad fueron aisladas de zonas contaminadas como por ej. Suelos
cercanos a las refinerias o donde se conozcan derrames de hidrocarburos.
Entre las bacterias mas importantes encontramos: Pseudomonas
aeruginosa, Serratia rubidae, Bacillus sp, Micrococcus sp, Brevibacterium sp,
Spirilium sp, Xanthomonas, Alcaligenes sp, etc (Maposita, Calle, Fiallos, &
Burgos, 2011).

1.4.7 Identificacion de bacterias degradadoras de TPH mediante
técnicas moleculares

Mediante técnicas moleculares se puede identificar la estructura vy
composicion de comunidades microbianas asociadas a ambientes
contaminados por crudos de petréleo; el uso de estas técnicas provee una
apreciacion clara de varias caracteristicas importantes de las comunidades,
especificamente la biomasa viable, la estructura de la comunidad y el estado
nutricional o la presencia de respuestas a estrés en bacterias Gram
negativas (Pérez, Camacho, Gémez, Abalos, & Vifias, 2008).

1.4.7.1 Extraccion de ADN

El aislamiento de ADN a partir de células se lo realiza por distintos
métodos tradicionalmente, estos implican la aplicacién de disolventes

organicos (por ejemplo, fenol y cloroformo) (Bruno, Kaiser, & Montville,
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1992), que interactuan con componentes hidréfobos de la proteina y la
lipoproteina, causando la desnaturalizacion, las fuerzas que mantienen los
interiores hidrofobos de las proteinas, sus conformaciones nativas, se
superan por exposicion a disolventes hidréfobos, lo que resulta en el
despliegue y la precipitacion de la proteina (Bovill, Shallcross, & Mackey,
1994). El precipitado del material celular desnaturalizado permanece dentro

de la fase organica, que esta separada por centrifugacion.

En general, el fenol es un agente desnaturalizante eficaz de proteinas,
mientras que el cloroformo serda mas eficaz para los materiales polisacaridos.
Asi, para la extraccion de ADN de células bacterianas, las mezclas de
fenol/cloroformo son mas eficaces. El método estandar para recuperar ADN
a partir de lisados y suspensiones celulares se realiza mediante el uso de
desnaturalizacion reversible de alcohol (es decir, etanol o isopropanol) y la
subsiguiente precipitacion (Bhupathiraju, Hernandez, Landfear, & Alvarez,

1999), seguido por centrifugacion.
1.4.7.2 PCR (Reaccién en Cadena de la Polimerasa)

La reaccion de la cadena de la polimerasa o PCR constituye un avance
importante en una rama de la ciencia: biologia molecular. En 1985 Kary
Mullis revoluciono en el mundo con la invencién de la reaccién de la cadena
de la polimerasa, la cual debe su nombre a la actividad de la enzima ADN
polimerasa que permite crear una cadena de ADN a partir de su cadena
complementaria (Ramirez, Méndez, Cocotle, & Arenas, 2003) (Harris, 1998).

La amplificacién se logra a través de una serie de ciclos; cada ciclo
incluye el uso de tres temperaturas diferentes y la adicion de diversos

reactivos segun la temperatura de reaccion, definiendo tres fases:

1. Desnaturalizacién a 94°C: se da por la separacion de dos
hebras de ADN.
2. Alineacion: adicion de iniciadores e hibridacion de los mismos

con su secuencia complementaria.
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3. Extensién: la ADN polimerasa extiende una regién de ADN que
es complementaria al ADN blanco, con base a la posicion del
primer iniciador, en direccion 5’a 3’. Estos pasos se repiten de
25 a 35 veces, usando como blanco el fragmento inicial de ADN

asi como los productos creados en cada ciclo (Harris, 1998).

Plantilla de ADMN

EEE=-— ===

Afiadir cebadores
" Desnaturalizar

Cebador 2

Cebador 1

Anneal - recocido
L |

7 —— R |
Cebador 1
i Cebador 2
Ymmm ————
Extensidn

=== ===
- - -

T
Ciclos adicionales de desnaturalizacion, annealing y extension

Figura 4 Etapas de la reaccidon en cadena de la polimerasa
Fuente: Modificado de Dale & Von (2002)

1.4.7.3 Gen ribosomal 16S

El gen ribosomal 16S rRNA es considerado un excelente marcador
molecular debido a la cantidad de regiones conservadas a lo largo del gen
16S rRNA que sirven de blanco para un gran espectro de iniciadores. Entre
estas regiones altamente conservadas, se encuentran regiones variables
que permiten detectar un amplio numero de individuos filogenéticamente
diversos. Adicionalmente, la posibilidad de divergencia intragenémica debido
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a una posible transferencia horizontal de genes ribosomales es
practicamente nula (Atlas & Phillps, 2005).

La facil secuenciacion de los rRNA 16S ha llevado al establecimiento de
bases de datos amplias y en constante crecimiento, gracias a la aparicion de
programas informaticos que hacen posible determinar coeficientes de
asociacion; lo cual hace de este analisis una herramienta practica y muy util

en la identificacién bacteriana (Rodicio & Mendoza, 2004).

0 10(} 200 300 400 500 600 700 800 SO0 1000 1100 1200 1300 1400 1500 bp

Aplicaciones no especificas

REGIONES VARIABLES: Aplicaciones de grupo o especie especificas

Figura 5 Regiones conservadas e hipervariables de un gen 16S rRNA,

Fuente: Alimetrics, 2017.
1.4.7.4 RFLPs (Restriction Fragment Length Polymorphism)

La forma mas directa de detectar polimorfismo es la secuenciaciéon del
ADN, pero por su costo y disponibilidad, se suele acudir a otras técnicas
entre las que se encuentra, el andlisis de polimorfismo en la longitud de los
fragmentos de restriccion (RFLP), donde intervienen enzimas de restriccion
las cuales presentan una gran especificidad de reconocimiento de una
secuencia corta (de 4 a 6 nucle6tidos) de ADN duplex y la consiguiente
hidrélisis de un enlace fosfodiéster en cada hebra, justamente en secuencias
concretas del ADN llamadas sitios de restriccion. La cantidad de bandas
(patrones) que puedan aparecer entre las especies e incluso dentro de la
misma especie podrian indicar la proximidad o lejania filogenética entre las
cepas en estudio (Cannova, 2007).

Con un conocimiento previo de la secuencia de la especie que se quiere
determinar, se seleccionan las enzimas de restriccion adecuadas para que

se produzca un patrén de bandas especie-especifico que se distinga del
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patrén de otras especies. Si existen variaciones de la secuencia debido a
cambios puntuales de nucledtidos o bien inserciones, deleciones o
traslocaciones, el patrdn de corte puede variar y por lo tanto la digestion del
ADN con enzimas de restriccion da lugar a fragmentos cuyo numero o
tamano pueden ser distinto entre individuos, poblaciones, especies u otros
niveles taxonémicos (Sanchez, 2012).

1.4.7.5 Secuenciacion Sanger

La técnica mas utilizada para el analisis de secuencias de ADN es la
secuenciacion de Sanger. En la actualidad puede determinarse la secuencia
de cualquier segmento de ADN purificado, tanto si es un fragmento clonado
como se si trata de una secuencia diana amplificada por PCR. El método de
la secuenciacién de Sanger aprovecha ciertos analogos quimicos de los
cuatro nucleétidos conocidos como dideoxi nucleétidos (ddA, ddC, ddG, ddT)
debido a que carecen de un grupo hidroxilo 3’ terminal en su desoxirribosa
(Nussbaum, Mcinnes, & Willard, 2008).

1.4.8 Alineamiento multiple de secuencias

Un alineamiento de secuencias en bioinformatica es una forma de
representar y comparar dos o0 mas secuencias o cadenas de ADN, ARN, o
estructuras primarias proteicas para resaltar sus zonas de similitud, que
podrian indicar relaciones funcionales o evolutivas entre los genes o
proteinas consultadas. Las secuencias alineadas se escriben con las letras
(representando aminoacidos o nucledtidos) en filas de una matriz en las que,
si es necesario, se insertan espacios para que las zonas con idéntica o
similar estructura se alineen (Brudno, et al., 2003) (Schneider & Stephens,
1990).

El alineamiento mdltiple de secuencias es una extensién del
alineamiento de pares que incorpora mas de dos secuencias al mismo
tiempo. Los métodos de alineamiento multiple intentan alinear todas las

secuencias de un conjunto dado. Se usa a menudo en la identificacién de
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regiones conservadas en un grupo de secuencias que hipotéticamente estan
relacionadas evolutivamente. Los alineamientos multiples son también
utilizados para ayudar al establecimiento de relaciones evolutivas mediante
la construccion de arboles filogenéticos (Rodriguez, 2010).

Existen diferentes productos de software en Internet que realizan el
alineamiento de secuencias, como el Mega4 (Tamura, 2007) y el ClustalW
(Thompson, Higgins, & Gibson, 1994).

1.4.8.1 Herramienta de busqueda de alineacion local basica (Blast)

La base de datos NCBI realiza analisis de secuencias mediante una
herramienta denominada Herramienta de busqueda de alineacion local
basica (BLAST), que compara la secuencia nucleotidica 0 aminoacidica de
interés con las secuencias de la base de datos. Luego envia las que son
mas similares, en base a valores de identidad y cobertura. Existen variantes
como pBLAST, para el caso de comparacion de secuencias de aminoacidos;
nBLAST para comparar secuencias de nucleétidos, BlastX que permite
ingresar una secuencia de nucleoétidos que se traduce en sus seis posibles
marcos de lectura y compara estas secuencias traducidas contra la base de
datos de proteinas, y tBlastn, que permite comparar una secuencia de
aminodcidos con la base de datos de nucleétidos (Alcalde - Alvites, 2016).

El algoritmo que utiliza el programa es heuristico, consta de tres etapas:
seeding (compilacion de una lista de palabras de alta puntuacién y busqueda
de hits en la base de datos), extension (extendido a ambos lados en los hits)
y evaluacion (célculo de un parametro que permite juzgar los resultados
obtenidos) (Altschul, Gish, Miller, Myers, & Lipman, 1990).

1.4.8.2 Arboles filogenéticos

Para la reconstruccién filogenética se utilizan los arboles filogenéticos
que son diagramas que ilustran el patron y el tiempo de divergencia en la
historia evolutiva de un taxdn. Estos arboles estan constituidos por nodos

que soportan las ramas conectando los individuos de ese taxén. El ancestro



20

comun de todos los nodos es la raiz. Los nodos cuando son capaces de
dividir los grupos filogenéticos, se denominan nodos resueltos. Se considera
que la longitud de las ramas son proporcionales a la cantidad de divergencia
genética entre los taxones (Allendorf & Luikarf, 2007).

Por lo general es importante obtener un estimado estadistico de la
fiabilidad de algunos grupos. En esencia, la fiabilidad se mide como la
probabilidad de que los miembros de un clado dado son siempre los
miembros de ese clado. Los filogenetistas usan un método de muestreo
llamado “bootstrapping” para estimar la fiabilidad del arbol, el cual
seudorepite los datos entre 100 a 1000 veces. Asi, se considera altamente
confiable un clado con un valor de “bootstrap” mayor igual o mayor a 90%,

en cambio un valor de 25% no es del todo confiable (Hall, 2001).

1.5 HIPOTESIS DE LA INVESTIGACION

La aplicacién de nanoparticulas metalicas de hierro elemental en la
remocion de los TPHs de suelos contaminados disminuye la poblacion
bacteriana heterétrofa y degradadora de dicho suelo.
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CAPITULO 2: MATERIALES Y METODOS
2.1 Participantes

El proyecto de titulacion fue desarrollado por Carolina Liseth Varela
Carrion, con la colaboracion de Andrés Izquierdo Ph,D. Director del
Proyecto, Luis Cumbal Ph,D y Quim. Erika Murgueitio, Asesores Cientificos.

2.2 Zona de Estudio
Los estudios se realizaron en campo y laboratorio:
2.2.1 Fase de campo

El trabajo en el campo se llevo a cabo en la provincia de Santo Domingo
de los Tsachilas, canton La Concordia, recinto El Rosario, parroquia Plan
Piloto, km. 32 via Quinindé. Con coordenadas Latitud: 0°04.105’S; Longitud:
079°20.275’0, Altura media: 298 m.s.n.m.

2.2.2 Fase de laboratorio

El trabajo de investigacion se realiz6 en los Laboratorios de
Microbiologia Ambiental, Laboratorio de Medio Ambiente y de Materiales
Avanzados del Centro de Nanociencia y Nanotecnologia, Universidad de las
Fuerzas Armadas-ESPE, ubicado en Sangolqui en la Av. El Progreso s/n,
parroquia Sangolqui, cantén Rumifnahui, provincia de Pichincha, Ecuador de
coordenadas Latitud: 0°18'53.5"S, Longitud: 78°26'36.5"0O, Altura Media:
2700 m.s.n.m.

2.3 Periodo de investigacion

El proyecto contempld los meses desde octubre del 2016 hasta febrero

del 2017, con una duracion de cuatro meses.


http://tools.wmflabs.org/geohack/geohack.php?language=es&pagename=Universidad_de_las_Fuerzas_Armadas_-_ESPE&params=0_18_53.5_S_78_26_36.5_W_
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2.4 Diseno experimental

Para el andlisis de crecimiento poblacién bacteriana (cel / g de suelo) y
la remocion de fenantreno, se utiliz6 un Disefio Completamente al Azar
(DCA), se trabaj6é con 12 tratamientos por triplicado, es decir 36 unidades
experimentales. Todos los tratamientos fueron sembrados en medio LB 1/10
y medio mineral + fenantreno, medios de los cuales posteriormente se
analizé la cinética poblacional bacteriana y se aisldé las bacterias a ser
identificadas, la informacion de los tratamientos se detalla en la tabla 2:

Tabla 2

Disefio Completamente al Azar (DCA), de tratamientos de remocién de
TPHs (fenantreno) con la aplicacion de nanoparticulas de hierro
elemental.

Tiempo Tratamiento Repeticiones Descripcion
T1 - E1 3 Tratamiento control
Suelo contaminado con fenantreno
Dia cero (0) T2 -E2 3 Tratamiento control

Suelo contaminado con fenantreno

T3 - E1 3 Tratamiento 1.1
Suelo contaminado con fenantreno
tratado por 48 horas con
nanoparticulas de hierro elemental
sin filtrar + mortino

Dia dos (2) T4 -E2 3 Tratamiento 2.1
Suelo contaminado con fenantreno
tratado por 48 horas  con
nanoparticulas de hierro elemental
filtradas + mortifo
T5 -E1 3 Tratamiento 1.2
Suelo contaminado con fenantreno
tratado por 96 horas  con
nanoparticulas de hierro elemental +
mortifio
Dia cuatro (4)
T6 — E2 3 Tratamiento 2.2
Suelo contaminado con fenantreno
tratado por 96 horas  con
nanoparticulas de hierro elemental +
borohidruro de sodio

T7 — E1 3 Tratamiento 1.3
Suelo contaminado con fenantreno
tratado por 144  horas con
nanoparticulas de hierro elemental +
mortifo.
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Dia seis (6) T8 —E2 3

Tratamiento 2.3

Suelo contaminado con fenantreno
tratado por 144 horas con
nanoparticulas de hierro elemental +
borohidruro de sodio.

T (Tratamiento) E (Ensayo)

Disefio Completamente al Azar (DCA), de tratamientos de remocién de

TPHs (fenantreno) con la aplicacion
elemental. (Continuacién de la Tabla 2)

de nanoparticulas de hierro

Tiempo Tratamiento Repeticiones
3
T9 -Ef1
Dia ocho (8)
T10 —-E2 3
T11 - E1 3
Dia diez (10)
T12 —-E2 3

Descripcion

Tratamiento 1.4

Suelo contaminado con fenantreno
tratado por 192 horas con
nanoparticulas de hierro elemental +
mortifio

Tratamiento 2.4

Suelo contaminado con fenantreno
tratado por 192 horas con
nanoparticulas de hierro elemental +
borohidruro de sodio.

Tratamiento 1.5

Suelo contaminado con fenantreno
tratado por 240 horas con
nanoparticulas de hierro elemental +
mortifo.

Tratamiento 2.5

Suelo contaminado con fenantreno
tratado por 240 horas con
nanoparticulas de hierro elemental +
borohidruro de sodio.

* T (Tratamiento)
* E (Ensayo)

2.5 Procedimientos de aislamiento

2.5.1 Preparacion de medios de cultivo

Para la evaluacion de la cinética bacteriana y el aislamiento de bacterias

heteré6trofas y degradadoras se utilizaron dos medios de cultivo: medio Luria

Bertani 1/10 (Wang, 1992) y medio mineral (Martinez, Ramirez, & Valle,

1997), el medio mineral fue suplementado

con el contaminante fenantreno.

Los componentes de cada medio de cultivo se presentan en el Anexo D.
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2.5.2 Toma de muestras

El muestreo se realizd en el recinto El Rosario, km 32 de la via Quinindé,
canton Concordia, Provincia Santo Domingo de los Tsachilas, del cual se
tomo suelo limpio a una profundidad de 50 cm aproximadamente, en dicho
suelo existe un derrame de petréleo a una profundidad de 30 m el cual ha
alcanzado hasta el acuifero, la pluma de contaminaciébn es de
aproximadamente 4 hectareas. Se trabajé solamente con el suelo limpio de
dicha zona y contaminado artificialmente, ya que en un futuro se pretende
aplicar esta tecnologia en dicho campo.

La recoleccion de las muestras de suelo se realizd en costales
previamente desinfectado con alcohol para la muestra de suelo limpio.

2.5.3 Procesamiento de la muestra
3.5.3.1 Contaminacion del suelo limpio

En el laboratorio se realizé la contaminaciéon del suelo limpio con
fenantreno, en una concentraciéon de 2500 ppm, el cual se homogeniz6
manualmente por una hora posterior se dejé 24 horas en el reactor para

tener una concentracién uniforme en todo el suelo.

2.5.3.2 Aplicacion de nanoparticulas de hierro elemental (NPHE) en los
suelos contaminados.

La sintesis de nanoparticulas se basé en el protocolo estandarizado por
Murgueitio (2016) el cual establece preparar una solucion de 0,5 M de
FeCl ;3 .6H > O en un matraz de 500 mL. A continuacién, el pH del extracto
de la fruta se dej6 en 9 para V. floribundum (mortifio), previamente dichas
soluciones fueron pasadas por una linea de nitrégeno por 5 minutos cada
una, posteriormente se deja caer gota a gota dicho extracto lentamente
manteniendo una relacién de 10: 1 (w / v), el contenido se agité en un
agitador orbital a 100 rpm. A continuacién se procedi6 a filtrar la solucién de
nanoparticulas por papel filtro, seguido de papel harman y finalmente por un
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filtro de 0,45 um. La formacién de un precipitado negro en el matraz es una
indicacién del crecimiento de Fe (0) nanoparticulas (Figura 6).

Preparacion de nanoparticulas de hierro elemental

i - ': ‘. \. i =
v '3
™7 : pr— >
B - d
Solucién mortifio . -
Nitrogenacion

Solucién FeCI3 0,5M pH 9
Agitacion orbital 100 rpm

Relacién solucién mortifio :
FeCI3

10:1

Basado en el protocolo
de Murgueitio (2016)

Filtracién por papel filtro, papel
Harman y filtro de 0,45 um

Figura 6 Preparacion de las nanoparticulas de hierro elemental

Fotografias: Carolina Varela, 2016.

Se aplicé 90 mL de la solucién de NPHE a la muestra de 10 g de suelo
contaminado, en los dos ensayos: Ensayo N°1 se aplico las nanoparticulas
en solucion sin filtrar sobre el suelo contaminado con fenantreno y en el
Ensayo N°2 se aplicdé la solucion nanoparticulas filirada sobre el suelo
contaminado, ambos ensayos fueron colocados en un reactor tipo batch por
10 dias (Figura 7).
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Figura 7 Esquema del protocolo experimental

2.5.4 Cinética de la poblacion bacteriana degradadora y heterotrofa

La cinética de las bacterias heterétrofas se evalu6 de acuerdo al
protocolo establecido por Fernandez (2006), segun la técnica del nimero
mas probable se colocd 3g de suelo en 27 mL de solucion salina (SS) 0,9%,
posteriormente se agité las muestras del suelo en la (SS) por 30 minutos y
se dej6 decantar por 30 minutos. Se realizaron diluciones en serie,
transfiriendo 1mL del sobrenadante a un tubo con 9 mL de SS, desde la
dilucién 10" a 10® y se sembré en medio LB 1/10, para la siembra la caja
previamente estuvo divida en cuatro zonas y rotulada con la respectiva
dilucién, en cada zona se inocularon 5 pL de cada dilucion en cinco punto
del area correspondiente. Ver Figura 8. Las muestras fueron incubadas a 30
°C por 24 horas (Incubadora Memmer modelo INCO 2/108), todos los
tratamientos se sembraron por triplicado.

La poblacién degradadora de hidrocarburos se determind por el método
del numero méas probable (NMP), se sembré en medio mineral basal
suplementado con fenantreno (Ver Anexo D), se inoculara 5 pyL de cada
dilucién, como se describié anteriormente (Fernandez L. , 2006). Las
muestras fueron incubadas por 7 dias a 30 °C, todos los tratamientos se
sembraron por triplicado.
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Figura 8 Diluciones y siembra de muestras para conteo de
microorganismos

Fuente: Fernandez, 2006.

2.5.5 Obtencion de cultivos puros

Las cepas fueron aisladas de las placas del nimero mas probable, de
estas se procedid a observar caracteristicas y resembrar una colonia
aplicando la técnica de estriado en un nuevo medio estéril respectivo ya sea
LB1/10 o medio mineral (fenantreno), se dejé incubar por 24h a 30 °C

(Incubadora Memmer modelo INCO 2/108) y se observo el crecimiento.
2.5.6 Determinacion de las caracteristicas macroscopicas del cultivo

Segun Bailon et al (2003), las caracteristicas macroscopicas de un

cultivo que deben evaluarse son las siguientes:

e Tamaro: diametro en mm.

e Forma: puntiforme, circular, flamentosa, irregular, rizoide.

e Elevacién: plana, sobre elevada, convexa, pulvonada, umbonada,
umbilicada.

e Margen (borde): entero, ondulante, lobulado, lacerado, filamentoso,
rizado.

e Color: blanco, amarillo, negro, naranja, etc.

e Superficie: brillante, opaca, erizada, rugosa.

e Transmisién de luz: opaca, translucida, transparente.
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e (Consistencia: cremosa, seca, mucoide, viscosa, membranosa.

2.5.7 Determinacion de las caracteristicas microscopicas del cultivo

Para reconocer las caracteristicas microscépicas se realizé una tincidén
Gram de las colonias puras obtenidas, distinguiendo entre bacterias Gram
positivas y Gram negativas. Las caracteristicas de color y forma se las
observé mediante el aumento de 100 X.

2.6 Extraccion de ADN

Se realiz6 el crecimiento de las cepas en caldo LB 1/10 tanto para
bacterias heterotrofas como degradadoras incubadas por 24 horas a 30°C,
para obtener la biomasa del cultivo fresco. Se utilizé el protocolo de “CTAB
para la extraccion de ADN gendomico de bacterias”. Anexo E (Moore,
Arnscheidt, Kruger, Strompl, & Mau, 2004).

Como sugiere Fernandez et al. (2012), el ADN extraido fue cuantificado
en el NanoDrop 8000 UV-Vis Spectrophotometer marca Thermo Scientific.
La calidad del ADN se determiné a través de la relacién de absorbancia
260/280 nm, la cual se utiliza para evaluar la pureza de ADN y ARN. Una
proporcién de ~ 1,8 es generalmente aceptada como "Puro" para el ADN
(Scientific, 2010). Se ajustaron las concentraciones de ADN a una

concentracion final de 40 ng/uL.

2.7 Ampilificaciéon de gen 16S rRNA mediante PCR

Se amplifico el gen 16S rRNA de todas las muestras, utilizando
cebadores universales como son el 27F y 1492R, Tabla 3 (Galkiewics &
Kellogg, 2008; Pedersen, 2008). Las reacciones de PCR se realizaron con el
kit GoTag® Green Master Mix, con un volumen final de 25 pL de cada
muestra, Tabla 4. Las condiciones de la PCR en el termociclador fueron las
siguientes: 94°C por 5min para la fase de desnaturalizacion, 94°C por 30s,

55°C por 1min y 72°C por 1min para la fase de hibridaciéon y 72°C por 7 min
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para la fase de polimerizacion, por 35 ciclos. Finalmente se mantiene a 4°C
por 10 min.

Tabla 3

Cebadores utilizados para la amplificacion de ARNr 16S.

Cebador Técnica Secuencia 5’- 3’ Bases Fuente
27 f PCR AGAGTTTGATCMTGGCTCAG 20 Galkiewicz y
(ARNTr :
16S) Kellogg 2008;
Pedersen 2008
1492 r PCR TACGGYTACCTTGTTACGACTT 22 Galkiewicz y
(ARNTr

Kellogg 2008;
Pedersen 2008

169)

Tabla 4

Cantidades de los componentes de la PCR, kit GoTaq® Green Master
Mix.

Componente Volumen (pL) Concentracion Final
GoTagq® Green Master Mix, 2X 12,5 1X
Cebador reverso, 10uM 1,5 0,1-1,0 uM
Cebador directo, 10uM 1,5 0,1-1,0 uM
Muestra de ADN 25 <250ng
Agua ultra pura 7 N.A
Volumen final por muestra 25

2.8 Electroforesis

Los productos de PCR obtenidos tras la amplificacion del gen 16S rRNA,
fueron visualizados en High Performance UV — transiluminador mediante
una electroforesis en un gel de agarosa al 1%. Para la preparacion se utilizé
1.0 g de agarosa y 100 mL de tampdn TAE 1X. La solucién se calentd hasta
la ebullicion en las planchas de calentamiento. Se dejé enfriar a temperatura
ambiente y se anadié 350 mL de GelStar™ 10X concentrado en DMSO.
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Los productos de PCR se corrieron mediante una electroforesis
horizontal en solucién tampdén TAE 1X. El gel se cargé con 5 pL los
productos de PCR, el control negativo y el marcador molecular 1kb AND
Ladder (Promega). La electroforesis se programé por un tiempo de 40

minutos.
2.9 Analisis de RFLPs (Restriction Fragment Length Polymorphism)

Posteriormente a los productos de amplificacion del gen 16S rRNA se les
realizd6 un analisis de RFLPs, utilizando la enzima de restriccion Msp
(BioLabs), la cual corta los enlaces fosfodiester entre dos citosinas que son
seguidas por dos guaninas en ambos sentidos. Al cortar los fragmentos
amplificados, se generé un patron de bandas distinto para cada especie,
(Tabla 5) (Pinoncely, 2010).

Tabla 5

Componentes del protocolo de analisis con enzimas de restriccion para
un volumen final de 20 pL por muestra.

Componente Volumen (pL)
10X NE buffer 2
BSA 100X 0,2
Mspl 0,25
Agua ultra pura 7,55
Producto de PCR 10
Volumen final 20

Fuente: (Adley, 2006).

Las muestras para RFLPs se incubaron a 37 °C, por 2 h. Para la
visualizacion de los cortes de los fragmentos que realizé la enzima Mspl, se
realizd una electroforesis en un gel de agarosa al 1%, a 100V por 50 min.
Posteriormente los fragmentos de restriccion obtenidos fueron agrupados

segun los patrones observados.
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Posteriormente se seleccionaron las muestras de ADN que fueron
enviadas a Korea, a la empresa Macrogen en Korea que se encargd del
proceso de la purificacion del ADN y secuenciacion con el método de
Sanger.

2.10 Analisis de secuencias
2.10.1 Limpieza y ensamblaje.

Para analizar las secuencias de ADN enviadas por Macrogen Korea se
utilizé el programa Geneious R10.0.7 para realizar la limpieza de las
secuencias, en el programa se visualiz6 la calidad de ADN mediante el
andlisis de electroferogramas de las secuencias forward y reverse.
Posteriormente, se realiz6 el ensamblaje de las secuencias, para la
formacién de los contigs se usé un limite de probabilidad de error de 0,02
valores que genera una alta sensibilidad. Finalmente se generaron las

distintas secuencias consenso.
2.10.2 Analisis de similitud y homologia

Se realizé un BLASTN de las secuencias consenso obtenido, con las
secuencias de material tipo de la base de datos NCBI. Este proceso permite
determinar el nivel maximo de identidad, establecer el grado de similitud y la
posibilidad de homologia entre secuencias (Cariizares & Blanca, 2015). Los
parametros estudiados fueron porcentaje de identidad y porcentaje de

cobertura de secuencias.
2.10.3 Analisis filogenético.

En el andlisis filogenético se seleccionaron secuencias de bacterias lo
mas cercana a la secuencia en estudio, dichas secuencias tuvieron un alto
porcentaje de identidad y cobertura de especimenes tipo de la base de datos
del NCBI.

El arbol filogenético fue construido mediante el software MEGA 7,

programa en el cual se realizaron los alineamientos para cada grupo de
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secuencias mediante la funcion MUSCLE. Se hizo uso del sitio online
Gblocks para revisar los alineamientos, software que elimina a las regiones
ambiguas de las secuencias. El modelo de evolucion del arbol filogenético
fue dado por el programa MEGA 7, dicho modelo permitié conectar los
alineamientos con los métodos de construccién filogenética. El arbol
filogenético se construydé utilizando el método probabilistico de maxima

verosimilitud.

2.11 Determinacion del efecto de inhibicion de las nanoparticulas de

hierro elemental
2.11.1 Determinacion de la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI)

La Concentracion minima inhibitoria, esta definida como la concentraciéon
mas baja de un agente que evita el crecimiento visible de microorganismos
(Miller, et al., 2005).

Esta prueba se realizd con la finalidad de determinar la sensibilidad in
vitro de las bacterias degradadoras previamente identificadas frente a
diferentes cantidades de la solucién de NPHE (San Martin, 1996).

2.11.1.1 Método de difusion de disco

Se realiz6 el ensayo de actividad inhibitoria en medio sé6lido como
describe el método de difusion de disco (Bauer, Kirby, Sherris, & Turck,
1996). Se sembré por extensiéon 100uL de la bacteria crecida en caldo en
medio LB 1/10. Posteriormente, se afnadi6 10uL de la solucién de
nanoparticulas de hierro elemental a los discos de papel, en cada caja se
coloco tres discos, un disco blanco como control negativo y dos discos con la
solucién de NPHE, se realizaron tres replicas por ensayo. Se incubd a 30°
C por 24 horas, la inhibiciéon se determiné midiendo el diametro del halo de

inhibicion que se forma alrededor.

Otra variante realizada en el ensayo, fue sembrar por extension 100uL
de la bacteria crecida en caldo en medio LB 1/10, previamente en este
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medio se realizé cuatro perforaciones en el agar y en cada perforacién se
inoculo 25, 50, 75 y 100 uL de la solucion de NPHE respectivamente, se
realizaron tres replicas por ensayo. Se incubd a 30° C por 24 horas, la
inhibicién se determiné midiendo el diametro del halo de inhibicién que se

forma alrededor.

2.11.1.2 Método en caldo

El método de microdilucién para la estimacion de los valores de CMI fue
realizado de acuerdo con los protocolos publicados por otros autores
(Martinez, et al., 2010; Wayne, 2003).

Inicialmente se preparé un prein6éculo de las bacterias degradadoras
aisladas en caldo Luria-Bertani 1/10, durante 24 horas a 30° C.
Posteriormente se hizo el seguimiento de la cinética de crecimiento,
partiendo del preinéculo crecido se realizé diluciones seriadas hasta 10 en
tubos con solucién salina al 0,9%, en cada tubo de las diluciones se agregé
1 mL de la solucién de nanoparticulas 0,5 M y fueron incubados por 2, 4, 6, 8
y 10 horas. Se sembrd por extensiéon 100 pL de cada dilucién en agar LB
1/10 en los respectivos tiempos, se dej6 incubar por 24 horas a 30° C y se
evalué las Unidades Formadoras de Colonias (UFC/mL). Se realiz6 por
triplicado el ensayo. Para evitar el crecimiento de otras bacterias que se
podrian encontrar en las NPHE se realizé un proceso de pasteurizacion
manteniendo a 72 °C por 15 segundos y 10 segundos a 4 °C.

2.12 Preparacion del cepario

Una vez identificadas las bacterias heterotrofas y degradadoras se
procedioé a realizar un cepario por dos métodos: el primero consistié de la
siembra de las bacterias en tubos con agar inclinado LB 1/10 y el segundo
en glicerol, para este método se hizo crecer a las cepas previamente en agar
LB 1/10, posteriormente se las hizo crecer en caldo LB 1/10. Se dejé incubar
a 30°C por 48h. En tubos ependorf de 2mL se coloc6é 800uL de caldo con la
cepa desarrollada y 200uL de glicerol previamente autoclavado, se dejé a -
20 °C por una semana y se las guardo a -80°C, previamente identificadas.
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2.13 Remocion de TPHs (fenantreno) por la aplicacion de
nanoparticulas de hierro elemental (NPHE)

Las muestras del suelo tratado con las NPHE fueron sacadas cada 2
dias del reactor tipo batch durante los 10 dias de tratamiento, se tomé 2g de
cada muestra del suelo y se lo mando a analizar en el Laboratorio de Medio
Ambiente de la Universidad de las Fuerzas Armadas. En este laboratorio las
muestras fueron analizadas por Cromatografia de Gases en el cromatografo
Perkin Elmer Clarus 400 mediante el método (EPA 8015C, 2000), como
también se encargaron de la extraccién de TPHs (fenantreno) mediante el
método (EPA 3550B, 1996), proceso en el cual la muestra se mezcla con
sulfato sodico anhidro, posteriormente se realizaron extracciones seriadas

liquido- liquido en diclorometano.

CAPITULO 3: RESULTADOS

3.1 Cinética de la poblacion bacteriana degradadora y heterétrofa

Los datos de cinética de la poblacién bacteriana degradadora y
heteré6trofa tanto para el Ensayo N°1 y el Ensayo N°2 fueron calculados de
acuerdo a la tabla propuesta por (Woomer, Martin, & Albercht, 1994) (Anexo
F).

La cinética de la poblacién bacteriana degradadora y heterotrofa del
Ensayo N°1, correspondiente a la aplicacion de las nanoparticulas de hierro
elemental (NPHE) sin filtrar, se muestra en la tabla 6. Los valores obtenidos
del Nimero méas probable de bacterias varian entre 1 x 10% y 9,20 x 10’
células/ g suelo para bacterias heterétrofas del suelo, en el sobrenadante el
numero mas probable de bacterias heterétrofas se encuentra en promedio
de 2,28 x 10° células/ g de suelo. Mientras que el nimero mas probable de
bacterias degradadoras en el suelo varia entre 1,14 x 10" y 1,43 x 10’
células / g de suelo, en el sobrenadante el numero mas probable de
bacterias degradadoras varia entre 9,20 x 10’ y 1,81 x 108 células / g de
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suelo. La cinética bacteriana evidencia que los dias de mayor crecimiento
durante el tratamiento se encuentra entre los 2 y 4 dias tanto para bacterias
degradadoras como heterétrofas, posterior a este tiempo empieza a existir
un decrecimiento en la poblacién bacteriana, sin embargo en el dia 10 aun
existe la presencia de un nimero significativo de bacterias (Figura 9), que

pueden continuar degradando al fenantreno.

Tabla 6

Numero mas probable de bacterias heterétrofas y degradadoras de
fenantreno bajo la aplicacion de la solucion de nanoparticulas de hierro
elemental sin filtrar.

Bacterias heterotrofas

Bacterias degradadoras

Suelo Sobrenadante Suelo Sobrenadante

Di  NMP (células /g NMP (células / g NMP (células / g NMP (células / g
as de suelo) de suelo) de suelo) de suelo)

0 1,00E+08* (+0,5) 1,14E+07 (+1,8)

2 4,90E+08 (0,5) 1,91E+09 (+1,18) 5,10E+08 (0,5) 9,20E+07 (0,5)
4 4,28E+09 (+1,18) 2,16E+09 (+1,47) 3,71E+08 (+2,75) 1,13E+08 (+4,29)
6 1,69E+08 (+0,95) 2,68E+09 (+4,36) 1,58E+08 (+8,23) 1,65E+08 (+7,33)
8 2,54E+08 (+0,59) 2,73E+09 (£3,83) 5,26E+07 (£3,94) 3,19E+08 (+1,33)
10 9,20E+07 (0,5) 1,90E+09 (+1,22) 4,43E+07 (+6,53) 1,81E+08 (+1,31)

Se muestran los valores de la media junto con el error estandar de la media.
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Cinética poblacional bacteriana
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Figura 9 Cinética poblacional bacteriana del Ensayo 1: solucién de
nanoparticulas de hierro elemental sin filtrar aplicado al suelo
contaminado con fenantreno.

En el ensayo N°2, en el cual se aplicé la solucién de nanoparticulas de
hierro elemental filirada sobre el suelo contaminado, la tendencia de la
cinética de la poblacion bacteriana degradadora y heterétrofa se muestra en
la tabla 7. Los valores obtenidos del Niumero mas probable de bacterias
varian entre 2,71 x 107 y 1,95 x 10® células/ g suelo para bacterias
heter6trofas del suelo, en el sobrenadante el nimero mas probable de
bacterias heterétrofas varia entre 2,76 x 10'°y 2,22 x 10° células/ g de suelo.
Mientras que el numero mas probable de bacterias degradadoras en el suelo
se encuentran en promedio de 4,91 x 10’ células / g de suelo, en el
sobrenadante el nimero mas probable de bacterias degradadoras varia
entre 4,11 x 10° y 8,12 x 10® células / g de suelo.

La cinética bacteriana evidencia un decrecimiento absoluto en la
poblaciéon bacteriana del sobrenadante tanto para bacterias heterétrofas
como degradadoras, las bacterias heterétrofas presentan un mayor

crecimiento en el dia 4, posterior a este tiempo empieza a existir un
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decrecimiento en la poblacién bacteriana, mientras que la poblacion
bacteriana degradadora del suelo se mantiene relativamente constante
durante todo el ensayo, al término de los diez dias aun existe la presencia de
un numero significativo de bacterias el cual podria ser bioestimulado para

que continué degradando los contaminantes (Figura 10).

Tabla 7

Numero mas probable de bacterias heterétrofas y degradadoras de
fenantreno bajo la aplicacion de la solucion de nanoparticulas de hierro
elemental filtradas.

Bacterias heterdtrofas Bacterias degradadoras

Suelo Sobrenadante Suelo Sobrenadante

Di  NMP (células /g NMP (células / g NMP (células / g NMP (células / g
as de suelo) de suelo) de suelo) de suelo)

0 2,71E+07 (%2,97) 3,00E+07 (* 2,08)

2 4,99E+08 (+2,55) 2,76E+10 (x1,22) 8,40E+07 (£5,76) 4,11E+09 (+9,92)
4 2,12E+09 (5,32) 1,97E+09 (+ 0,5) 7,83E+07 (+1,37) 1,08E+09 (+ 8,86)
6 1,02E+09 (+4,77) 3,18E+09 (* 1,09) 5,80E+07 (+1,79) 3,00E+08 (+1,05)
8 5,93E+08 (+ 0,5) 1,75E+09 (+ 2,19) 2,22E+07 (£ 0,9) 1,52E+08 (+ 0,5)
10 1,95E+08 (+ 0,5) 2,22E+09 (+0,9) 2,22E+07(+ 0,9) 8,12E+08 (+ 5,0)

Se muestran los valores de la media junto con el error estandar de la media.
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Figura 10 Cinética poblacional bacteriana del Ensayo 2: solucion de
nanoparticulas de hierro elemental filtradas aplicado al suelo

contaminado con fenantreno.

3.2 Remocidn de fenantreno mediante la aplicacion de la soluciéon de
nanoparticulas de hierro elemental (NPHE)

Los datos de remocién de fenantreno fueron proporcionados por el
laboratorio de Medio Ambiente de la Universidad de las Fuerzas Armadas,
se evalud la remocion del contaminante cada dos dias durante los diez dias
de tratamiento. Para el Ensayo N°1, que corresponde a la aplicacién de las
nanoparticulas de hierro elemental sin filtrar se observé que el mayor
porcentaje de remocién del fenantreno fue en el dia 2 de tratamiento
obteniéndose una concentracion de 1549,99 ppm equivalente al 26% de
remocion del contaminante los datos se presentan en la Tabla 8. Posterior a
este tiempo de dos dias se observa que el porcentaje de remociéon es muy
bajo siendo asi que al final del tratamiento en el dia 10 se alcanza el 22% de

remocion del contaminante equivalente a 1623,26 ppm (Figura 11).

Tabla 8

Remocion de fenantreno del suelo posterior a la aplicacion de la
solucion de nanoparticulas de hierro elemental sin filtrar.

Ensayo 1
Fenantreno (ppm)
Dia Suelo Sobrenadante Concentracion Porcentaje remocion (%)
0 2094,74* (£ 2,29) 2094,74
2 1307,73 (£ 6,60) 242,26 (+1,26) 1549,99 26,01
4 1532,69 (£ 1,57) 347,99 (+5,55) 1880,68 10,22
6 1300,97 (+1,86) 266,59 (+ 1,56) 1567,57 25,17
8 1358,69 (£2,03) 271,26 (+2,70) 1629,95 22,19
10 1372,93 (+1,51) 250,70 (£ 0,18) 1623,63 22,49

Se muestran los valores de la media junto con el error estandar de la media.
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Figura 11 Cinética de remocion del fenantreno Ensayo 1: solucion de

nanoparticulas de hierro elemental sin filtrar aplicado al suelo

contaminado con fenantreno.

Para el Ensayo N°2, que corresponde a

la aplicacién de

las

nanoparticulas de hierro elemental filtradas se observd que durante los diez

dias de tratamiento existia una disminucién considerable del contaminante,

los datos se presentan en la Tabla 9. Por lo tanto al final del tratamiento en

el dia diez se alcanza el 47,87% de remocidn del contaminante equivalente a

1040,54 ppm (Figura 12).

Tabla 9

Remocién de fenantreno del suelo posterior a la aplicacion de la

solucién de nanoparticulas de hierro elemental filtradas.

Ensayo 2
Fenantreno (ppm)
Dia Suelo Sobrenadante
0 1996,22* (£ 3,37)
2 1165,85 (+ 1,26) 615,29 (+ 9,20)
4 1449,92 (+ 1,64) 304,17 (x 2,20)
6 1079,20 (+ 1,88) 376,35 (+ 5,98)

Concentracion

1996,22
1781,14
1754,09
1455,55

Porcentaje
remocion

(%)

10,77
12,13
27,08
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8 656,41 (+ 2,40) 313,96 (£ 1,20) 970,36 51,39
10 615,29 (+1,39) 425,25 (+ 2,40) 1040,54 47,87
Se muestran los valores de la media junto con el error estandar de la media.
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Figura 12 Cinética de remocion del fenantreno Ensayo 2: solucion de
nanoparticulas de hierro elemental filtrada aplicado al suelo
contaminado con fenantreno.

3.3 Cultivos puros obtenidos

Se obtuvieron un total de 31 cepas degradadoras y 39 cepas
heteré6trofas de los dos ensayos, de las cuales 36 provinieron de muestras
de suelo y 34 del sobrenadante, en el Anexo A se muestra de donde provino
cada bacteria. El tiempo de incubacion fue de 24 h a 30 °C para las cepas
de las bacterias heterétrofas y 7 dias a 30 °C para las cepas de las bacterias
degradadoras, en el momento de la incubacién se coloc6é una caja control
negativo para descartar cualquier tipo de contaminacién. Las caracteristicas
macroscopicas de las cepas se presentan en el Anexo B. A continuacion se

muestran ejemplos de los cultivos puros obtenidos (Figura 13).
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Figura 13 Cepas de cultivos puros.
Nota: A) Cepa D2.2 en medio mineral + fenantreno B) Cepa H.K2 en medio LB 1/10 C) Cepa D8 en medio

mineral + fenantreno.

3.4 Caracteristicas microscopicas de los cultivos

Las caracteristicas macroscopicas de los cultivos fueron evaluados
segun los paradmetros establecidos por Bailon et al (2003), detallados

anteriormente en la seccidén 2.5.6.

A continuacién se presentan figuras de la tincion Gram de algunas cepas
observadas con el objetivo de 100 X, en el microscopio Olympus CX21
(Figura 14).
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Figura 14 Tincion Gram de cepas bacterianas identificadas observadas
con el objetivo de 100X (Olympus CX21)

Nota: A) Cepa D13, bacilos Gram negativos (Klebsiella oxytoca), B) Cepa H.K, bacilos Gram positivos
(Lysinibacillus fusiformis), C) Cepa D.6, bacilos Gram positivos (Bacillus subtilis), D) Cepa D2.3, bacilos Gram
negativos (Enterobacter xiangfangensis).

El tamafo promedio de las bacterias aisladas fue de 3 pum
aproximadamente, determinado a través de la captura de fotografias con el
software Motican, resolucién de la camara 10 MP, observadas mediante el
objetivo de 100X del microscopio Olympus CX21 (Figura 15)
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Figura 15 Tamafo de bacterias. Fotografias Camara Motican, 10 MP.

Vista microscopica a 100X.

Nota: A) Bacillus subtilis B) Bacillus megaterium C) Enterobacter xiangfangensis D) Lysinibacillus fusiformis E)
Klebsiella oxytoca
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En el anexo B, se presentan datos de caracterizacion microscopica,
como también la procedencia de la muestra (suelo o sobrenadante), el dia
del tratamiento en el cual fue aislada la cepa, ensayo que pertenece y
medio de cultivo en el que crecieron las cepas aisladas.

3.5 Extraccion de ADN

La calidad del ADN extraido de la mayoria de las cepas aisladas fueron
de buena calidad, parametro comprobado de acuerdo al rango del radio
260/280 dado por el nanodrop, indicando asi que los valores de pureza se
encuentran dentro de los valores mencionados previamente. En el Anexo C

se presentan los datos de concentracion de ADN y del radio 260/280
3.6 Amplificacion del Gen 16S rRNA

Del total de cepas aisladas se amplifico el gen 16S rRNA con los
cebadores 27F y 1492R, se corrié una electroforesis en gel de agarosa para
la visualizacion de los productos de PCR, para ello se utilizé el marcador de
3000pb, las bandas que amplificaron el gen 16S rRNA presento un peso
aproximado de 1500 pares de bases, como se ve en la figura 16.
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Figura 16 Amplificacion del gen 16S rRNA de las muestras de las
bacterias degradadoras y heterétrofas.

Nota: Muestras de la D3- D13 (Bacterias degradadoras del suelo Ensayo 1), muestras de la D1.2 — D11.2
(Bacterias degradadoras del sobrenadante Ensayo 1), muestras HA-HS (Bacterias heterétrofas del suelo Ensayo
1), muestras de la HB2 — HQ2 (Bacterias heterotrofas del sobrenadante Ensayo 1), muestras de la D2.3 — D6.3
(Bacterias degradadoras del suelo Ensayo 2), muestras de la D1.4 — D6.4 (Bacterias degradadoras del
sobrenadante Ensayo 2), muestras de la HA3-HI3 (Bacterias heterétrofas del suelo Ensayo 2), muestras de la HA4

— HG4 (Bacterias heterétrofas del suelo Ensayo 2).
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3.7 RFLPs en gel de agarosa

Los productos de PCR, fueron analizados mediante RFLPs a través de
los cortes de fragmentos que realizo la enzima Mspl, los resultados se
visualizaron mediante un gel de agarosa 1%, como se presentan en las
figuras 17-22, todos los geles se corrieron con un marcador molecular de
10000 pb.

Figura 17 Perfiles de los fragmentos de restriccion del gen 16S rRNA
cortado con la enzima Mspl, Ensayo N° 1, cepas de bacterias
degradadoras del suelo.

Figura 18 Perfiles de los fragmentos de restriccion del gen 16S rRNA
cortado con la enzima Mspl, Ensayo N° 1, cepas de bacterias
degradadoras del sobrenadante.
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Figura 19 Perfiles de los fragmentos de restriccion del gen 16S rRNA
cortado con la enzima Mspl, Ensayo N° 1, cepas de bacterias
heterétrofas del suelo.
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Figura 20 Perfiles de los fragmentos de restriccion del gen 16S rRNA
cortado con la enzima Mspl, Ensayo N° 1, cepas de bacterias
heterétrofas del sobrenadante.
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Figura 21 Perfiles de los fragmentos de restriccion del gen 16S rRNA
cortado con la enzima Mspl, Ensayo N° 2

Nota: A) cepas de bacterias degradadoras del sobrenadante B) cepas de bacterias degradadoras del suelo

Figura 22 Perfiles de los fragmentos de restriccion del gen 16S rRNA
cortado con la enzima Mspl, Ensayo N° 2

Nota: A) cepas de bacterias heterétrofas del suelo B) cepas de bacterias heterétrofas del sobrenadante.

De cada ensayo se procedié a agrupar los productos de PCR de acuerdo
al patrén de fragmentos de restriccion que eran iguales, los resultados se
presentan en la siguiente tabla 10:
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Tabla 10

Agrupaciones segun el patrén de fragmentos de restriccion (RFLPs)

Ensayo Grupo Fragmentos de restriccion similares
N°1 1 D3
Bacterias g Bgfg;2=D1 3
degradadoras del -~
suelo 4 D7
5 D11
6 D6
7 D10
N°1 8 D1.2=D2.2
Bacterias 190 B;OéZ
degradadoras del )
sobrenadante 1 D4.2= D6.2
12 D7.2=D5.2 =D9.2
13 D11.2
N°1 14 HA
Bacterias 12 Egiﬂg—HE—HJ—HK—HL—HM—HO—HQ—HR—HS
heterétrofas del B
17 HP
suelo
N°1 18 HB2
Bacterias ;g Egzzi:(j;:HMz
heterotrofas del B
sobrenadante 2 HN2=HQ2
22 HE2=HH2
23 HC2=HD2=HP2
N°2 24 D2.3=D4.3
Bacterias gg Bg.g—DG 3
degradadoras del D
suelo
N°2 27 D1.4=D2.4
Bacterias 28 D3.4=D4.4=D5.4=D6.4
degradadoras del
sobrenadante
N°2 29 HC3=HH3=HI3
Bacterias g? Eég‘HBS
heterétrofas del
suelo
N°2 32 HA4=HG4
Bacterias 33 HC4=HF4
heterotrofas del
sobrenadante

En la tabla 10 se evidencia la clasificacion de los grupos segun el
patrén de fragmentos de restriccibn semejantes, las agrupaciones se
realizaron de acuerdo a cada ensayo y al tipo de bacteria ya sea
degradadora o heterotrofa. En el Ensayo N°1, se identificaron 7 grupos de

un total de 10 bacterias degradadoras del suelo, 6 grupos de un total de 10
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bacterias degradadoras del sobrenadante, 4 grupos de un total de 15
bacterias heterétrofas del suelo y 6 grupos de un total 13 bacterias
heterotrofas del sobrenadante. En el Ensayo N°2, se identificaron 3 grupos
de un total de 5 bacterias degradadoras del suelo, 2 grupos de un total de 6
bacterias degradadoras del sobrenadante, 3 grupos de un total de 6
bacterias heter6trofas del suelo y 2 grupos de un total 4 bacterias

heterétrofas del sobrenadante.

En el ensayo N°1 se procedié a enviar todas las muestras de las
bacterias degradadoras del suelo y del sobrenadante para la respectiva
secuenciacion, de las bacterias heterétrofas se escogieron 7 cepas
representativas del suelo y del sobrenadante para la secuenciacion. En el
ensayo N°2 de las bacterias degradadoras se escogieron 2 cepas
representativas del suelo y del sobrenadante para la secuenciacién mientras
que de las bacterias heterétrofas del suelo se seleccionaron 2 cepas y de las
bacterias heterétrofas del sobrenadante se seleccionaron 3 cepas las cuales

fueron enviadas a ser secuenciadas. .

3.8 Secuencias de las bacterias aisladas

La empresa Macrogen proporcioné los respectivos electroferogramas de
las muestras analizadas (Figura 23) y secuencias en formato FASTA, los
cuales se procesaron en el programa Geneious R10, de cada cepa
bacteriana se procesaron la secuencia reversa y complementaria con la
opcidon “De Novo Aligment” con la finalidad de obtener la secuencia

consenso. La secuencia consenso se la exporto en formato FASTA.
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Figura 23 Electroferogramas de la secuencia complementaria de la
Cepa D3.3

3.9 BLAST

En el NCBI, con la herramienta Nucleotide BLAST (blastn) se analizé la
secuencia consenso en formato FASTA de cada una de las cepas
bacterianas, uno de los parametros que se tomé en cuenta fue que la
comparacion unicamente se realice con Secuencias Tipo (Sequences from
type material). Los resultados de las bacterias obtenidas se presentan en la
tabla 11.
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Tabla 11

Bacterias degradadoras y heterétrofas identificados en suelos
contaminados artificialmente con fenantreno posterior al tratamiento
con NPHE.

Cepa Cepas Organismo mas Numero de Query Max
iguales proximo?® acceso (NCBI) Coverage Ident Filo
Ensayo 1
Bacillus
D1 3 stratosphericus NR_118441.1 100% 99% Firmicutes
4 .
13 Klebsiella oxytoca Pr°‘e°?$)°te”a
D2 12 LC133345.1 100% 100%
6
DH4 P Bacillus subtilis CP010052.1 100% 99% Firmicutes
10
DH6 N.2 Bacillus aerius NR_118439.1 100% 100% Firmicutes
D7 11 Bacillus megaterium CP009920.1 100% 99% Firmicutes
DWH 11.2 Acinetobacter Iwoffii NR_113346.1 100% 99%  Proteobacteria
11 A (v)
Ensayo 2
D(E2) 2.3 Enterobacter CP017183.1 99% 99%  Proteobacteria
12 43 xiangfangensis (v)
C.2
Ensayo1y2
5 Acinetobacter
8 genomosp. KX548338.1 100% 100%  Proteobacteria
D3 3.3 (v)
10.2
7 34
DH5 54 1.2 Lysinibacillus KY328837.1 100% 99% Firmicutes
22 C fusiformis
S EZ2
C.3 H3
A4
3.2
DH8 B Bacillus cereus NR_074540.1 100% 99% Firmicutes
N
E.3
42 6.2 Enterobacter
DW9 53 1.4 cloacae CP017186.1 100% 99% PfOteC(’ba)lCteria
2.4 Y
DHW 52 7.2 Bacillus toyonensis NR_121761.1 100% 100%  Firmicutes
10 9.2 K2
0.2 F4
HW1 J.2 Lysinibacillus NR_116698.1 100% 99% Firmicutes
3 A3 xylanilyticus

# Organismo mas préximo segun la base de datos GenBank.
Y gammaproteobacteria
D=Degradadoras H= Heterétrofas W=Sobrenadante

En la tabla 12, se presenta porcentaje de cepas que pertenece a cada
bacteria identificada.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/645321487?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=86N0WS05014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1066401385?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=86P8SA9R015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/728882887?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=86XAY3T9014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/645321485?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=876AA0TR014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/753724387?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=876UGSWU014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/631252148?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=87E8N8B7015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1067042987?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=87F9G1XC014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1114672526?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=8AJUA6A5015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/444304116?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=8ABYU8KH014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1067051686?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=87AP5ZFF014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/659364953?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=87CBCV2J014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/636560638?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=8A7X7896014
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Tabla 12

Numero de cepas aisladas de cada bacteria degradadora y heterotrofa
identificada.

Bacteria Numero de cepas aisladas que
se obtuvieron

Bacillus stratosphericus 1 1%
3 4%
Klebsiella oxytoca
Acinetobacter genomosp. 4 6%
2 3%
Bacillus subtilis
26 37%
Lysinibacillus fusiformis
3 4%
Bacillus aerius
1 1%
Bacillus megaterium
4 6%
Bacillus cereus
Enterobacter cloacae 6 9%
Bacillus toyonensis 8 11%
Acinetobacter Iwoffii 2 3%
Enterobacter xiangfangensis 6 9%
Lysinibacillus xylanilyticus 4 6%
Total 70 100%

3.10 Construccion del arbol filogenético

Para la reconstruccion del arbol filogenético se escogido la mejor
secuencia consenso de cada bacteria previamente identificada, como
también se utiliz6 secuencias de organismos muy cercanos a los
identificados encontradas en el NCBI. El outgroup seleccionado para las
bacterias degradadoras fue la secuencia 16S rRNA mitocondrial de
Litopenaeus vannamei (CK086565.1) y para las bacterias degradadoras-
heteré6trofas la secuencia del ARN ribosomal 16S de Penaeus monodon-s
(AW600724.1).

Se realizé un alineamiento con la herramienta MUSCLE en el programa
MEGA 7 de las secuencias previamente escogidas, las partes ambiguas de

las secuencias fueron eliminadas mediante el programa en linea Gblocks.
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Con dichas secuencias se procedio a realizar el analisis filogenético en el
programa MEGA 7 empleando el método de maxima verosimilitud Neighbor-
Joining con el modelo de evolucidén Kimura 2. A continuacion se presenta el
arbol filogenético de las bacterias degradadoras y bacterias degradadoras —
heterétrofas del suelo posterior al tratamiento con nanoparticulas de hierro
elemental (Figura 24) con el cual se ratifica la identificacién taxonémica de la

mayoria de los aislados.
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A)

Enterobacter xignglfangensis (LC152204.1)
D (E2)12 - Enterobacler xiangfangensis

| D2 - Kiebzielis oxytocs

Kiebsielz oxytoca (LC133345.1)

llebsiele oxytoca (NR 0417459.1)

“ Enterobacter xiangfangensis (NR 126208.1) B

Proteobacteria

| DAVS* - Enterobacter cloacas
=3 Enterobacier cloacss (CPOTTIS5.

_| D3* - Acinetobacter genomosp.
= \Acinetobacter genomosp. (KX548338.1)
D7 - Bacitus megalerium
Bacilus megaterivm (MR 112838.1)
D1 - Baciluz stratosphericus
Bacilus stratosphericuz (NR 113441.1)
Bacilivs stratosphericus (MR 042335.1)

Fimmicutes

{ topenasus vannamei (CKOB6555.1)

ahy [}

Bacilus cerews (KU3ITTIIT1) —_
Bacilvs cerevs (KM0S51083.1)
B ®| DH&* - Bacilus cersus
] Bacilus cerevs (NR 074540.1)
DHWAO® - Baciluz toyonensis
Eacilus toyonensziz (CPO0GE63.1)
DH4 - Bacillus subliis
+| =1Bacilus subtiiz (MR 113265.1)
— | 'Gacilus subliis (LNE681588.1) = Fimmicutes
= 'I HW13* - Lyzinibacilivs xyianiyticus
Ly=zinibacilus xylaniticus (NR 118552.1)
— 1 DHE"- Ly=inibacilus fusiformiz
Ly=zinibaciiuzs fusiformis (KY328837.1)
| Lysinibacilus fusiormis (NR 112568.1)
Lyzinibacilvs fusiformiz (NR 112628.1)
j DHE - Eacilire senus
= | Bagilluz aeriss (MR-++E4359.1)
DWH11 - Acinetobscter hvoffi
—E‘Acmetobﬁ-cter wolfi (MR 113346.1) } Protecbacteria
Acinetobacter Wwolfi (NR 026209.1)
Penseus monodons (AWE00724.1)

Figura 24 Arbol filogenético basado en las secuencias 16S rRNA

Nota: Elaborado mediante el algoritmo Neighbor — Joining (1000 réplicas de optimizacién mediante boostrap). Los
valores de probabilidad bootstrap < 50% no se muestran. A) Bacterias degradadoras del suelo y sobrenadante
posterior al tratamiento con NPHE B) Bacterias degradadoras - heterétrofas del suelo y sobrenadante posterior al
tratamiento con NPHE.
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3.11 Efecto de inhibicion de las nanoparticulas de hierro elemental
(NPHE) sobre la poblacion bacteriana

Se realizé la evaluacion de la inhibicion de las NPHE frente a dos cepas
de bacterias degradadoras aisladas del suelo: Lysinibacillus fusiformis y
Bacillus megaterium. El efecto de inhibiciébn se determin6 empleando dos
métodos: en medio liquido por microdilucion (Figura 25) y por difusion de
disco (Figura 26). A continuacion se muestran los datos obtenidos de
inhibicidn del crecimiento bacteriano en presencia de NPHE.

Figura 25 Inhibicion de NPHE en el crecimiento bacteriano por método

de microdilucion

Nota: A) Bacillus megaterium Dilucién 107, tiempo 2h B) Lysinibacillus fusiformis Dilucién 10°%, tiempo 8h.
9 p Y



57

Figura 26 Aparicion de zonas inhibitorias en placas de agar a diferentes
concentraciones de nanoparticulas de hierro elemental.

Nota: A) Bacillus megaterium (25, 50, 75 y 100 pl cantidad de NPHE aplicada) B) Bacillus megaterium (10 pl NPHE
impregnada al disco, C (-) control negativo) C) Lysinibacillus fusiformis (25, 50, 75 y 100 ul cantidad de NPHE
aplicada) D) Lysinibacillus fusiformis (10 ul NPHE impregnada al disco, C (-) control negativo)

Se evalud la cinética de crecimiento de las bacterias mencionadas en
presencia de NPHE (0,5M) en un intervalo de 10 horas, las siembras por el
método de microdilucion fueron realizadas cada 2 horas en el transcurso de
este tiempo. Los resultados de inhibicién del crecimiento de las bacterias
Lysinibacillus fusiformis y Bacillus megaterium en presencia de NPHE, se
muestran en la Tabla 13. La concentracién inicial de la bacteria Lysinibacillus
fusiformis al empezar el ensayo fue 3,47 x 10° UFC/mL, al aplicar 1 mL de la
solucion de NPHE a las 10 horas de tratamiento se evidencia una
disminucién del crecimiento bacteriano obteniéndose 8,13 x 10* UFC/mL, la
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bacteria Bacillus megaterium presenta un comportamiento similar, su
concentracion inicial fue de 5,18 x 10° UFC/mL, al aplicar la solucién de
NPHE al término de las 10 horas de tratamiento su concentracion fue de
5,96 x 10* UFC/mL (Figura 27).

Tabla 13

Resumen de los resultados de inhibicion del crecimiento bacteriano
con la aplicacion de NPHE por el método de microdilucion

Lysinibacillus fusiformis  Bacillus megaterium

Tiempo (h) UFC/ml UFC/ml
0 3,47E+05 (+2,6) 5,18E+05 ( 1,54)
2 1,90E+05 (% 2,6) 2,48E+05 (x 2,15)
4 1,78E+05 (+ 10,39) 2,07E+05 (* 8,56)
6 2,35E+05 (+ 8,66) 1,95E+05 (+ 3,15)
8 1,23E+05 (+ 6) 8,10E+04 (+ 4,56)
10 8,13E+04 (x 5,54) 5,96E+04 (+ 2,15)

Se muestran los valores de la media junto con el error estdndar de la media.

Efecto de inhibicion de NPHE sobre el crecimiento bacteriano

5500004 UFC/mL

5000004+ Lysinibacillus fusiformis + NPHE|
Bagillus megaterium + NPHE

4500001
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3500004

300000

250000+

200000+

1500001

1000001

50000+
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0.5 05 1 15 2 25 3 35 4 45 5 55 6 65 7 75 8 85 9 85 10 105
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Figura 27 Cinética de crecimiento Lysinibacillus fusiformis y Bacillus
megaterium en presencia de NPHE

Los resultados de actividad inhibitoria de las NPHE sobre las bacterias
Lysinibacillus fusiformis y Bacillus megaterium con el método de difusion del
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disco se muestran en la tabla 14. Se evidencié que a mayor cantidad de
aplicacion de NPHE sobre la bacteria la zona de inhibiciébn es mayor,
obteniéndose asi que al colocar 100 pl de la NPHE para la bacteria
Lysinibacillus fusiformis genero un halo de inhibicién de 17,33 (£0,33) mm y
para la bacteria Bacillus megaterium 18 (x0,1) mm. El error relativo con
respecto a la media fue de aproximadamente £1,00 mm.

Tabla 14

Actividad inhibitoria de las NPHE sobre las bacterias.

Bacteria Zona de inhibicion (mm) a diferentes concentraciones (ul)
10 pl 25 pl 50 pl 75 pl 100 pl
Lysinibacillus 10 10,33 12 14 (+ 17,33
fusiformis  (+0,1) (£0,33) (+1,00) 1,00) (+0,33)

Bacillus megaterium 10 10 12,33 16,33 18
(x0,1) (x0,1) (x0,66) (x0,33) (x0,1)

Se muestran los valores de la media junto con el error estdndar de la media.
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CAPITULO 4: DISCUSION

4.1 Nanoparticulas de hierro elemental en la remociéon de TPHs
(fenantreno) y su incidencia sobre la poblaciéon bacteriana

La ingenieria de nanomateriales actualmente ha encontrado diversas
aplicaciones en lo que respecta a la remediacion ambiental, incluyendo el
tratamiento de agua y aguas residuales, la remediacién de aire, agua y
suelo, como también el tratamiento de residuos peligrosos, debido a su
elevada reactividad frente a contaminantes recalcitrantes y su capacidad
mejorada para la reduccién de contaminantes (Li, et al., 2006; Tratnyek &
Johson, 2006; Karn, et al., 2009).

Hidrocarburos Aromaticos policiclicos se pueden extraer de suelos
contaminados con tensioactivos no iénicos (Chang, Huang, & Shu, 2000), sin
embargo la combinacion de la aplicacion de surfactante con métodos
electroquimicos es mas eficaz (Alcantara, Gomez, Pazos, & Sanroman,
2008) aunque dichos métodos siguen siendo relativamente costosos.
Actualmente las tecnologias de recuperacibn que incorporan la
nanotecnologia han surgido como opcion prometedora y rentable. Las
nanoparticulas tienen un volumen de superficie que promueven la
interaccién, adsorcion y la reaccién de las nanoparticulas con otros atomos o
moléculas. (Zhang W. , 2003; Masciangioli & Zhang, 2003; Li, Elliott, &
Zhang, 2006). Razon por la cual uso de nanoparticulas de hierro elemental
cumple con la funcionalidad de remover los contaminantes como en este
caso el fenantreno.

Para la sintesis de nanoparticulas, el método mas utilizado es el quimico
debido a su potencial para controlar adecuadamente el tamano, la
distribucién de tamario y la forma de las nanoparticulas. Los métodos
quimicos tradicionales utilizan agentes reductores y estabilizadores durante
la sintesis que en alguna medida son téxicos y contaminantes. La tendencia
desde hace afos se ha focalizado en desarrollar métodos de sintesis bajo el
concepto de “Quimica Verde”, que es aquella que utiliza quimicos no téxicos

y amigables con el medio ambiente (Usman, Ibrahim, Shameli, Zainuddin, &
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Wan-Yunus, 2012). El agente reductor utilizado en este estudio para la
formacién de las NPHE fueron los polifenoles obtenidos del mortifio, segun
Murgueitio y otros (2016) el extracto de mortifio tienen una concentracion de
polifenoles de 2167 + 835 mg/ 100 g de muestra, siendo este un buen
agente para la reduccién del Fe®".

En un estudio realizado por Chang & Kang (2009), en botellas con 10 g
de suelo contaminado con pireno y 0,1 g de NPHE sintetizadas en
nanoescala o NPHE comerciales en microescala, se produjo una eliminacién
significativa de pireno con las particulas de NPHE sintetizadas y NPHE
comerciales durante los primeros 30 min de incubacién, aunque la reaccion
procedi6 mas rapido y en mayor medida con particulas de NPHE
sintetizadas. Después de 30 min de incubacién, sin embargo, las
concentraciones de pireno no disminuyeron significativamente, resultando en
aproximadamente el 25% y 35% de eliminacién del pireno inicial con NPHE
comerciales y NPHE sintetizadas, respectivamente. Resultados similares se
obtuvieron en tanto la remocién de fenantreno (Tabla 8 y 9) con la aplicacién
de NPHE obteniendo asi un porcentaje de remocion del 22% cuando las
NPHE son aplicadas en solucién sin filtrar y el 50% de remocion cuando se
aplicé la solucion de NPHE filtradas existe una mayor eficiencia de remocion
de contaminantes al filtrarlas, ya que con este proceso se asegura tener
propiamente moléculas a nivel nano, mientras que al no filtrar esta solucién
existe un conjunto de macro, micro y nanoparticulas. La transicion de
microparticulas a nanoparticulas involucra un incremento en la relacién area
de contacto/volumen (razén de aspecto), en donde el area de contacto
aumenta draméaticamente permitiendo un mayor numero de interacciones
con moléculas organicas, inorganicas y bacterias (Zhang, et al., 2010). Con
lo que se corrobord que al filtrar la solucion de NPHE existi6 un mayor
porcentaje de remocion.

La cinética de la poblacion bacteriana se ve afectada con la aplicacion de
NPHE, como se evidencia en tabla 6 y 7 demostrando que existe una

disminucién de la poblacion bacteriana del inicio del tratamiento al término



62

del mismo. Aunque existen inmensas potencialidades de la nanotecnologia,
la citotoxicidad de las nanoparticulas sigue siendo una preocupacién
importante. Las diferentes clases de bacterias presentan diferentes
susceptibilidades a las nanoparticulas (Fu, Vary, & Lin, 2005), pero el
mecanismo de control de la toxicidad todavia no se entiende. Aunque se
sabe que algunas nanoparticulas pueden afectar a sistemas biolégicos a
nivel celular, subcelular y de proteinas (Farre, et al., 2009; Klaine, et al.,
2008), el mecanismo de toxicidad de las NPHE hacia las bacterias sigue
siendo poco clara. Las causas de la toxicidad propuestos por (Nel, et al.,
2009), son la disrupcion de la integridad de la membrana celular (Fang,
Lyon, Wiesner, Dong, & Alvarez, 2007), interferencia con la respiracion
(Lyon, Brunet, Hinkall, Wiesner, & Alvarez, 2008), y el daino del ADN o
proteinas enzimaticas causadas por iones metalicos liberados. Sin embargo
al término del tratamiento de NPHE para remover el fenantreno ain queda
un numero significativo de bacterias el cual podria ser bioestimulado para

continuar en proceso de degradacion de los residuos de los contaminantes.

4.2 Identificacion morfolégica y molecular de las bacterias
degradadoras y heterétrofas.

Se aisl6 un total de 70 bacterias entre degradadoras y heterotrofas, en
medio mineral suplementado con fenantreno y medio LB 1/10,
respectivamente. Como lo indica Abu-Elgheit & Yusef (1981) para determinar
la capacidad de las cepas bacterianas seleccionadas que degraden algunos
constituyentes de petroleo crudo, las cepas bacterianas seleccionadas
fueron sembradas en forma individual en un medio mineral salino adicionado
con petréleo crudo. En esta investigacion dichas cepas seleccionados fueron
sembradas en el medio mineral suplementado con fenantreno para
identificar las cepas bacterianas que puedan degradar dicho contaminante.
El medio Luria Bertani (LB) es un subtipo de agar nutritivo, este es un medio
general para estudios de microbiologia y puede ser utilizado para el cultivo
de microorganismos de rutina no muy exigente. (Manual, 2008), razén por la
que en el estudio se us6 dicho medio para la identificacion de bacterias

heterétrofas, sin embargo como no es un medio selectivo pueden crecer de
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igual forma las bacterias degradadoras ya que contiene los nutrientes

necesarios para el crecimiento de las mismas.

La morfologia correspondiente de los aislados en general indica que las
colonias presentan una pigmentaciéon blanquecina y cremosa, segun su
forma la mayoria son rizoides y puntiformes. De acuerdo a la tincion Gram
se evidencié que 50 cepas bacterianas son Gram positivas y 20 cepas

bacterianas son Gram negativas.

Para identificar las bacterias es necesario aplicar técnicas moleculares,
por lo tanto se procedié a amplificar el gen 16S rRNA. La amplificacién se
realiz6 por medio de cebadores universales ya que generalmente son
elegidos como complemento de las regiones conservadas en el comienzo
del gen, y ya sea en la region de las 540 pb o al final de la secuencia
completa (sobre la regidén de 1500 pb), la secuencia de la regidn variable de
en medio es usada para la taxonomia comparativa (Chen, Neimark, Rumore,
& Steiman, 1989). La comparacidon de las secuencias del gen ARNr 16S
permite establecer relaciones filogenéticas entre los organismos, ya que
contienen varias regiones altamente conservadas que resultan utiles para
obtener alineamientos de secuencia y al mismo tiempo una variabilidad
suficiente en otras regiones de la molécula para servir como cronometro

evolutivos (Woese, 1987).

Con los datos obtenidos de la secuenciacion, se procede al analisis
mediante la herramienta Blastn, siendo este el método mas sencillo que se
basa en busqueda por homologia contra una base de datos (York & Rosen,
2011). Sin embargo existieron electroferogramas que presentaban
ambigledades o0 no eran de buena calidad, por tanto el andlisis se realizé de
acuerdo a lo mencionado por Bosshard y otros (2003) quien afirma que si
una de las secuencias de ADN obtenidas, presentan regiones donde se
superponen diferentes lecturas y no presenta alguna region clara; el analisis
de la identificacion bacteriana puede realizarse con una sola secuencia ya
sea la secuencia reversa o complementaria. Dichas ambigledades de las

secuencias pueden tener su origen en problemas técnicos, tales como: que
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la muestra analizada no sea un cultivo puro o una falla en la reaccién de
secuenciacion (Clarridge, 2004), sin embargo se trabajé con las mejores

secuencias consenso para obtener los resultados (Tabla 11).

Algunos de los géneros de microorganismos que se han logrado
identificar con la capacidad de degradar hidrocarburos son: Pseudomonas,
Nocardia, Vibrio, Candida, Brevibacterium, Corynebacterium,
Flavobacterium, Acetinobacter, Micrococcus, Arthrobacter, Achromobacter,
Rhodococcus, Alcaligenes, Mycobacterium y Bacillus (Ollivier & Magot,
2005), en el presente estudio se determiné que los géneros bacterianos que
se encuentran en el suelo contaminado con fenantreno posterior al
tratamiento con NPHE son: Bacillus, Klebsiella, Acinetobacter, Lysinibacillus
y Enterobacter, sin embargo los géneros bacterianos predominantes son
Bacillus y Lysinibacillus.

Una herramienta util para corroborar los resultados obtenidos de la
identificacibn  molecular es la construccién éarboles filogenéticos que
permiten obtener una mayor certeza en los resultados de identificacién
(Abecia, et al., 2005).

Para la construccién de arboles filogenéticos Neighbor-joining es el
método mas utilizado frecuentemente debido a su velocidad y precision.
Todos los métodos para la construccion de arboles filogenéticos tienen un
mismo punto de origen el alineamiento multiple. Cuando un alineamiento
multiple es creado una hipotesis evolutiva es generada automaticamente
(Yuan, Yang, Wang, & al, 2003), la construccion de los arboles filogenéticos
fueron realizados en el programa MEGA 7 con el método de Neighbor-joining
de maxima verosimilitud, bootstraps de 1000 y modelo evolutivo basado en
los pardmetros de Kimura 2. Para la construccién de los arboles filogenéticos
las bacterias identificadas fueron clasificadas en dos grupos como bacterias
degradadoras (Figura 24, A) y bacterias degradadoras — heterétrofas (Figura
24, B), ya que estas ultimas crecieron tanto en el medio LB 1/10 como en el

medio mineral suplementado con fenantreno, con las secuencias de las
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cepas bacterianas pertenecientes a cada grupo se realiz6 los arboles

filogénicos con las caracteristicas anteriormente mencionadas.

Las especies de bacterias degradadoras identificadas, que crecieron
solamente en el medio mineral suplementado con fenantreno fueron:
Enterobacter xiangfangensis, Enterobacter cloacae, Acinetobacter genomo
sp, Klebsiella oxytoca, Bacillus megaterium'y Bacillus stratosphericus (Figura
24, A).

En un estudio realizado por De Bellis, et al., (2015) se aislaron cepas
bacterianas de suelos los cuales podian degradar micotixinas producidas
por hongos de los géneros Aspergillus y Penicillium como la Ocratoxina A,
se identificaron las especies Enterobacter aerogenes Yy Enterobacter
xiangfangensis, la estructura de la Ocratoxina A presenta anillos benzoicos
similares a la estructura del fenantreno por lo tanto se puede considerar
que la especie Enterobacter xiangfangensis identificada en este estudio
puede participar en procesos de degradacion del contaminante.
Enterobacter xiangfangensis es una bacteria Gram-negativa, mévil, no
formadoras de esporas, que por lo general se presentan aisladas del suelo,
las colonias sobre agar nutriente son circulares, liso, convexo, blanco vy
aproximadamente de 1 a 1,5 mm de diametro después de 24 h de
incubacion a 30°C (Gu, Li, Yang, & Huo, 2014).

En el estudio realizado por Saadoun (2002) se identificaron cinco cepas
bacterianas recuperadas de diferentes suelos de lugares contaminados con
derrames de combustible, dichas bacterias tienen la capacidad de degradar
el combustible “diésel”. La identificacion fenotipica de las colonias
bacterianas mostr6 que las cepas pertenecian principalmente a miembros
del género Pseudomonas y estaba representado por las siguientes especies:
P. maltophilia, P. putida y P. mallei. Otros géneros bacterianos también
fueron identificados: Enterobacter cloacae y Acinetobacter lowffi. En el
articulo de Binks et al, (1996) se describe el aislamiento cepa de
Enterobacter cloacae PB2 de suelos contaminados con materiales

explosivos, dicha cepa es capaz de crecer aerébicamente con Tetranitrato


https://es.wikipedia.org/wiki/Aspergillus
https://es.wikipedia.org/wiki/Penicillium

66

de pentaeritritol (PETN) como fuente de nitrégeno. En tanto se puede
corroborar que la especie Enterobacter cloacae fue aislada del suelo y

puede participar en proceso de degradacidén de contaminantes.

Otras especies degradadoras de hidrocarburos incluyen a Bacillus
subtilis (DM-04), Pseudomonas aeruginosa (Kishore & Ashis, 2007),
Enterobacter sakazakii, Bacillus mycoides, Klebsiella Oxytaca, Acinetobacter
genomosp, (Pokethitiyook, Sungpetch, Upathame, & Kruatrachue, 2002),
Bacillus megaterium, Pseudomonas diminuta, Gluconobacter cerenius,
Pasteurella caballi, Sphingomonas Paucimobilis 'y Sphingobacterium
multivoru (Jurgensen, Puustinen, & Suortti, 2000).

En el estudio se identificé a Klebsiella oxytoca, especie que degrada
HAPs, tanto en forma individual como en consorcio, dicha especie degrada
fenantreno en un medio mineral enriquecido en una forma mas eficiente
cuando se encuentra en consorcio (Kim, Ahn, Woo, Jung, & Park, 2009).
Mohamed et al (2012), estudiaron la degradacion de los siguientes
contaminantes: benceno, fenantreno, fluoranteno y pireno en microcosmos
mediante la aplicacion de Klebsiella oxytoca, en concentraciones de 70
mg/l, como resultado se determin6é que los porcentajes de degradaciéon de
estos compuestos fueron del 87%, 71.4%, 70% y 58.6% respectivamente, en
un tiempo de 2 dias. Estos resultados demuestran que Klebsiella oxytoca es
una especie que degrada el fenantreno.

El género bacteriano Bacillus se encuentra involucrado frecuentemente
en procesos de biodegradacion de hidrocarburos en suelos (Doddamani &
Ninnekar, 2000; Stapleton, Bright, & Sayler, 2000) encontrandose en
diferentes estudios que degrada hidrocarburos alifaticos, aromaticos como
benceno, tolueno y xileno (Ghazali, Rahman, Salleh, & Basri, 2004), cepas
de B. cereus 'y B. megaterium son capaces de biodegradar pireno (Lin & Cai,
2008), como asi también, cepas de B. pumilus utilizan como fuente de
carbono el naftaleno, pireno y fenantreno (Brill, 1980) y pueden soportar
altas concentraciones de petréleo en el medio de crecimiento. Ghazali et al
(2004) encontraron que el género Bacillus posee una gran importancia en los
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procesos de biodegradacion de hidrocarburos en suelo, estando esto
relacionado con la capacidad del género de formar esporas y resistir en
situaciones extremas (Annweiller, et al., 2000). En la tabla 12 se detalla que
uno de los géneros mas predominantes en el suelo después de la aplicacidén
de nanoparticulas son  Bacillus en 26% y Lysinibacillus en 43%,
conociéndose que las bacterias del género Bacillus participan ampliamente

en procesos de degradacion de hidrocarburos aromaticos y alifaticos.

Otros estudios se han centrado en la capacidad de un consorcio
bacteriano  formado  por Stenotrophomonas  bacidaminiphila, Bacillus
megaterium, Bacillis cibi, Bacillus cereusy Pseudomonas aeruginosa para
biodegradar hidrocarburos aromaticos y alifaticos generados por la industria
petroquimica, este consorcio bacteriano demostr6 una excelente capacidad
de degradacién durante 40 dias, lo que reduce en 90,7% y 51,8% las
fracciones de hidrocarburos alifaticos y aromaticos, respectivamente
(Cerqueira, et al., 2011).

La cepa Bacillus stratosphericus FLUS5 fue aislada después del
enriquecimiento en fluoranteno, un hidrocarburo policiclico aromatico
persistente y toxico (HAP). Los analisis de GC-MS mostré6 que la cepa
FLUS5 era capaz de degradar aproximadamente el 45% de fluoranteno (100
mg I'"). Ademas, el aislado FLU5 mostré una notable capacidad de crecer
en una amplia gama de hidrocarburos alifaticos y aromaticos. Las
habilidades de biodegradacion de los HAP son prometedoras y se pueden
utilizar para llevar a cabo las estrategias de biorremediacion de aguas
marinas y los sedimentos marinos contaminados por hidrocarburos
(Hentati, et al., 2016). Por tanto las especies Bacillus megateriumy Bacillus
stratosphericus participan en la degradacion del fenantreno como también
de otros hidrocarburos aromaticos ya antes mencionados, favoreciendo asi
a los procesos de biorremediacién de suelos contaminados.

Las especies de bacterias degradadoras — heterétrofas identificadas, que
crecieron tanto en el medio mineral suplementado con fenantreno y en el

medio LB 1/10 fueron: Bacillus subtilis, Bacillus aerius, Bacillus cereus,
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Bacillus toyonensis, Lysinibacillus fusiformis, Lysinibacillus xylanilyticus y
Acinetobacter Iwoffii. (Figura 24, B)

Como se menciond anteriormente el género Bacillus es muy prevalente
en la participacion de degradacion de contaminantes de hidrocarburos de

petroleo como los hidrocarburos aromaticos policiclicos.

Nwaogu et al (2008), en su estudio utilizan Bacillus subtilis, Bacillus
cereus, Trichoderma harzanium y Trichothercium roseum, los cuales son
organismos degradadores de hidrocarburos. En las pruebas adicionales, se
encontré que B. subtilis poseia mayor potencial para utilizar diésel como
fuente de carbono. Las muestras de suelo se contaminaron con gasoéleo a
una tasa de carga del 5% (v/p) (aceite / suelo). Estas muestras de suelo,
junto con las muestras testigo no contaminadas, se sembraron con B.
subtilis. La degradacion del diésel se control6 durante un periodo de 27 dias,
utilizando el método gravimétrico. Las tasas de degradacion del gasdéleo al
final del dia 1, dia 12 y dia 27 fueron 5,8 x 10°*, 1,83 x 10°y 1,05 x 1073 g/

h, respectivamente.

En la remediacion in situ se han identificado consorcios bacterianos
degradadores de hidrocarburos conformados por Bacillus cereus, Bacillus
sphaericus, Bacillus fusiformis, Bacillus pumilis, Acinetobacter junii, y
Pseudomonassp poseen la habilidad para utilizar diversos substratos,
incluyendo los derivados del petréleo; estas son bacterias productoras de
biosurfactantes extracelulares que solubilizan y facilitan la penetracion de los
hidrocarburos a través de la pared celular hidrofilica; contienen ademas
enzimas degradadoras de hidrocarburos en la membrana citoplasmatica
(Pérez-Vargas, Vigueras-Carmona, Gomez-Guzman, & Calva-Calva, 2015).

Akinbankole et al (2015), en su estudio para aislar bacterias
degradadoras de HAPs, se tomarén muestras de suelos y aguas
contaminadas con aceite de motor del estrecho de Mallaca, se sembraron en
medio mineral suplementado con pireno y antraceno, del cual se aislaron 13

especies, entre las especies conocidas como degradadoras de HAPs se
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encontraron Bacillus thuringiensis 'y Bacillus megaterium, bacterias sin
asociacién previa con la degradacién de los HAP como Salmonella entérica
y Bacillus toyonesis. El analisis mostr6 que todos los aislados que
degradaban HAP lograron un 99% de degradacién dentro de los siete
dias. Mientras que las dos cepas que no tenian asociacion previa a la
degradacion de HAP alcanzaron 95% de uso de HAP dentro de dos dias y
también mostraron un mayor aumento en el crecimiento. Con lo que se
corrobora que Bacillus toyonesis no es una cepa especializada en
degradacion de HAP, sin embargo participa en el proceso de degradacion de

los contaminantes.

A pesar de una gran cantidad de estudios existentes sobre la
degradacion de hidrocarburos de petréleo por Bacillus, todavia hay poca
informacion sobre la degradacion de hidrocarburos de petrdleo por la
bacteria Bacillus fusiformis (O de otro modo llamado Lysinibacillus fusiformis
sp.), que es un microorganismo extremo que puede existir en un alta
temperatura y ambiente muy arido (Grishchenkov, Townsend, McDonald, &
al., 2000) (Shuchi, Renu, & Vikas, 2006) (Sun, Wei, & Zhao, 2009).
Lysinibacillus fusiformis fue identificado por primera vez por (Ahmed, Yokota,
Yamazoe, & Fujiwara, 2007), sus caracteristicas son cepas formadoras de
esporas, gram positivas, moviles, en forma de varilla y bacterias tolerantes al
boro del suelo. Las cepas podrian tolerar el 5% (p / V) de NaCl y hasta 150
mM de boro. Se encontré un crecimiento 6ptimo en agar Luria-Bertani, que

es un medio sin NaCl o boro a una temperatura de 37°C.

En el estudio realizado por (Gallego, Loredo, Llamas, Vazquez, &
Sanchez, 2001) Acinetobacter Iwoffi fue encontrada como bacteria
dominante en el estudio para degradar el diésel en un birreactor logrando
una remocion del 90% después de 45 dias del tratamiento. En el mismo
estudio que A. Iwoffi degrada rapidamente crudo y diésel gracias a la
produccién de biosurfactantes y ademas puede competir eficientemente con
otros degradadores de hidrocarburos como Pseudomonas sp. En este

estudio se logr6 identificar a la bacteria Acinetobacter Iwoffi, especie que se
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considera que tiene un gran potencial en la degradacion de contaminantes

de hidrocarburos y HAPs.

En el presente estudio se identificaron 13 especies tales como:
Enterobacter  xiangfangensis, = Enterobacter cloacae, Acinetobacter
genomosp, Klebsiella oxytoca, Bacillus megaterium, Bacillus stratosphericus,
Bacillus subtilis, Bacillus aerius, Bacillus cereus, Bacillus toyonensis,
Lysinibacillus fusiformis, Lysinibacillus xylanilyticus y Acinetobacter Iwoffii,
las cuales se presume que son resistentes a las NPHE y pueden contribuir al
proceso de degradaciéon del fenantreno, las NPHE en conjunto con las
bacterias identificadas logran una buena remocion del contaminante,
obteniendo asi en el Ensayo 1 un 22% y en el Ensayo 2 un 50% de remocion
del fenantreno, el género Bacillus es conocido por su gran desempefio en la
degradacion de hidrocarburos mientras que las bacterias Lysinibacillus
fusiformis y Lysinibacillus xylanilyticus, se presume participan en procesos
de degradacion de contaminantes sin embargo la informacion sobre las
mismas es escasa, no existen estudios sobre las rutas de degradacién que
utilizan dichas bacterias (Grishchenkov, Townsend, McDonald, & al., 2000)
(Shuchi, Renu, & Vikas, 2006) (Yuan, Yang, Wang, & al, 2003) (Sun, Wei, &
Zhao, 2009)

Al final del tratamiento se considera que aun existe un numero de
bacterias significativas que podrian continuar en el proceso de degradacién
de dicho contaminante a través de técnicas de bioestimulacion de la
poblacion bacteriana nativa. La bioestimulacibn combinada con la
bioaumentacibn es wuna estrategia para acelerar el proceso de
biorremediaciéon. La aplicacibn de microorganismos nativos o exdgenos
pueden beneficiarse de la bioestimulacién por la adicion de fuentes de
energia y/o aceptores de electrones (Fantroussi & Agathos, 2005).

4.3 Efecto de inhibicion de las nanoparticulas de hierro elemental
(NPHE) sobre la poblacion bacteriana

Se realiz6 la evaluacién de la inhibicién de las nanoparticulas de hierro

elemental frente a dos cepas: Lysinibacillus fusiformisy Bacillus megaterium,
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la evaluacion mediante el método de microdilucién (Figura 27) indica que
mientras mas tiempo de contacto se encuentra la bacteria con las NPHE
existe una disminucién de la poblacién bacteriana. Panaceck et al., (2006)
afirma que este efecto es producto del tamafo de las nanoparticulas, ya que
las nanoparticulas de tamafos mas pequefios tienen mayor superficie
disponible para la interaccién con la superficie de la membrana, lo que
podria generar una alteracion de algunas funciones primarias como la

permeabilidad y la respiracion.

Otros estudios evidencian que la union de las nanoparticulas de plata
(AgNPs) a la membrana exterior causa acumulacion de precursores de
proteinas lo que da lugar a la disipacién de la fuerza motriz de los protones
de intercambio presentes en la membrana celular. No obstante aun existe
controversia si al romper la membrana, las AgNPs pueden ingresar al
citoplasma bacteriano e interactuar con el ADN citoplasmético directamente
evitando asi su replicacion (Sondi & Salopek-Sondi, 2004) (Kumar, et al.,
2004) (Cho, Park, Osaka, & Park, 2005) (Lok, et al., 2006) (Ruparelia,
Chatterjee, Duttagupta, & Mukherji, 2008). Por tal razén, al encontrarse las
NPHE con la bacteria en mayor tiempo de contacto, la replicacién de la
bacteria se ve afectada presenciandose asi una disminucién de la poblacién

bacteriana inicial.

Para determinar el efecto de la actividad inhibitoria en placas de agar por
el método Kirby-Bauer, se observaron los halos de inhibicién en un rango de
valores de 10 — 18 mm de acuerdo a la cantidad de nanoparticula aplicada
(Tabla 14). Se conoce que la conoce que la concentracion especifica de
metales son toxicas para microorganismos que reaccionan con proteinas
(Lee, Yeo, & Jeong, 2003) después de la penetracion en la bacteria causa la
desnaturalizacion de la proteina resultado la inhibicion del metabolismo
celular y también la capacidad de inactivacion de enzimas bacterianas, y a
su vez liberar peroxido de hidrogeno conduciendo a la muerte celular
bacteriana (Kokkoris, et al., 2002).
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Otros estudios indican que la accién inhibitoria de los iones de plata
sobre los microorganismos, se debe a que el ADN pierde su capacidad de
replicarse (Allaker, 2010). Se ha demostrado que las nanoparticulas de plata
causan la inactivacion de bacterias y evitan la replicacidén bacteriana in-vitro
(Liao, Zhu, Mo, & Zhang, 2010). No existen muchos estudios del mecanismo
de inhibicién de las NPHE sobre las bacterias, sin embargo se conoce que
los mecanismos que afectan a las bacterias son similares a las de las
AgNPs, conociéndose asi que los principales mecanismos que causan la
muerte celular son los danos y alteraciones a nivel de ADN y respiracion

celular.

Existen varios estudios de la inhibicidon de las nanoparticulas de plata
sobre la poblacién bacteriana, sin embargo la informacion sobre las
nanoparticulas de hierro elemental (NPHE) y su potencial inhibitorio sobre la
poblacion bacteriana nativa del suelo es muy escaso. Por lo tanto se
considera que este es el primer estudio que se encarga de evaluar del efecto
de las NPHE en la poblacién bacteriana de suelos contaminados,
considerando en esto la evaluacion de la cinética bacteriana y la inhibicion

de bacterias nativas del suelo al aplicar las NPHE.
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CAPITULO 5: CONCLUSIONES

El efecto de las nanoparticulas de hierro elemental en el suelo es
remover los contaminantes del mismo, sin embargo estas también
causan un efecto sobre la poblacién bacteriana y microorganismos
nativos del suelo disminuyendo dicha poblacion.

Las nanoparticulas filtradas alcanzan a remover el fenantreno
aproximadamente en un 50% a los 10 dias, mientras que las
nanopartigulas sin filtrar remueven un 22%, por tanto al no filtrar las
nanoparticulas estos aglomerados de macro y micro moléculas
pueden inhibir la accién propia de las nanoparticulas.

En el ensayo N° 2, la cinética poblacional bacteriana tanto para
bacterias heter6trofas como degradadoras existe una reduccién
significativa al final de los 10 dias, esto se debe a que al filtrar las
nanoparticulas solo seleccionamos moléculas nano es decir se
obtiene propiamente “nanoparticulas” y estas pueden afectar a los
procesos metabdlicos de las bacterias.

En los dos primeros dias se evidencia una mayor cinética poblacional
bacteriana tanto para bacterias heter6trofas como degradadoras,
posterior a este tiempo existe un decrecimiento de la poblacién
bacteriana.

Los géneros bacterianos que persisten durante el tratamiento con
nanoparticulas fueron Bacillus, Acinobacter, Enterobacter y
Klebsiella, géneros que actuan en la degradacién de contaminantes
como es el caso del fenantreno.

Se identificaron 13 especies de bacterias que persisten durante el
tratamiento con NPHE para remover el fenantreno del suelo mediante
andlisis bioinformatico en base a la amplificacién del gen 16S rRNA
Jlas cuales son Enterobacter xiangfangensis, Enterobacter cloacae,
Acinetobacter genomosp, Klebsiella oxytoca, Bacillus megaterium,
Bacillus stratosphericus, Bacillus subtilis, Bacillus aerius, Bacillus
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cereus, Bacillus toyonensis, Lysinibacillus fusiformis, Lysinibacillus
xylanilyticus y Acinetobacter Iwoffii.

La aplicacion de la solucién de NPHE en mayor cantidad provocan
mayor halo de inhibicién en las bacterias aisladas del suelo, por lo
tanto al aplicar 100 pL de la solucién de las NPHE a la bacteria
Lysinibacillus fusiformis generd un halo de inhibicion de 17,33 (+£0,33)
mm y para la bacteria Bacillus megaterium 18 (£0,1) mm.

La prueba de inhibicion de las NPHE por el método de microdilucion
muestra una disminucién de las unidades formadoras de colonias al
existir mayor tiempo de contacto entre la bacteria y la solucién de
NPHE.
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CAPITULO 6: RECOMENDACIONES

Realizar ensayos de cinética de crecimiento  bacteriano con

diferentes concentraciones de NPHE.

Optimizar la formulacién de NPHE consiguiendo asi reducir el nivel
de toxicidad para las células de la poblacién bacteriana.

Realizar ensayos de remocion de diferentes contaminantes (HAPs y
TPHSs) e identificar especies bacterianas que ayuden a la degradacién

de dichos contaminantes posterior a la aplicacion de NPHE.

Bioestimular a las especies identificadas por medio de la adicion de
nutrientes, aceptores de electrones y otros agentes que ayudan a la
biodegradacion como biosurfactantes, con la finalidad de que dichas
especies continien degradando los restos de contaminantes.

Aplicar en conjunto técnicas de bioestimulacién, bioaumentacion y
NPHE para remover y degradar contaminantes de una manera mas

rapida y eficiente.
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