CAPITULO I: INTRODUCCION

1.1 FORMULACION DEL PROBLEMA

La biorremediacion de suelos contaminados por hidrocarburos, con la utilizacion
de bacterias degradadoras exige una exhaustiva investigacion de los parametros
optimos de crecimiento de dichos organismos para el mejoramiento de los procesos de

adaptacion en campo de los cuales dependera la eficiencia de la técnica.

1.2 JUSTIFICACION

Las piscinas abandonadas por la empresa TEXACO, causan contaminacion al
agua subterranea, a las aguas superficiales (rios, riachuelos, bebederos, vertientes),
alejamiento y disminucion de la flora y fauna nativa; afectando ademas la salud de las

poblaciones locales (PEPDA, 2006).

PEPDA realiza un proceso de biorremediacion, mediante la técnica de biopilas y
landfarming en la cual se utiliza un fermentador biologico (BioFlo 5000 marca New
Brunswick), donde se cultivan masivamente los microorganismos previamente aislados,

formando un consorcio encargado de degradar los hidrocarburos presentes en el suelo.

Un estudio cinético individual de las miembros de un consorcio bacteriano a
nivel de laboratorio, determina cuales son las condiciones optimas de crecimiento, de
cada cepa aislada sin la interaccion de otras, lo que con la ayuda de pruebas de
antagonismo, contribuyen a la seleccion de las mejores cepas en el consorcio y

posteriormente una nueva conformacion del mismo de ser necesario.

El estudio del consorcio a nivel de laboratorio ayuda a la obtencion de datos de
crecimiento entre cepas que estan interactuando y que mas adelante serdn responsables

del proceso de degradacion.



Los consorcios integrados por bacterias nativas que crecen en un suelo con las
mismas condiciones tienen ventajas en términos de adaptabilidad a los factores de

crecimiento como la competencia por los nutrientes (Bulock J., Kristiansen, B. 1987).

Al hacer un estudio cinético de cada uno de los miembros de un consorcio
nativo, las condiciones cardinales (minima, 6ptima y maxima) tanto del pH, temperatura
y concentracion de oxigeno, tendrian puntos de relacion entre cada una de las cepas,
haciendo posible aplicar las condiciones individuales tanto de las cepas como del
consorcio determinadas a nivel de laboratorio, en el posterior crecimiento del consorcio

en el biofermentador.

Otro aspecto importante es la contribucion al mejoramiento de la eficiencia del
fermentador ya que brinda informacion acerca de las condiciones Optimas aplicables, en
las cuales los microorganismos pueden desarrollarse y adaptarse de mejor manera

cuando sean llevados al campo para cumplir con el proceso de degradacion.

Adicionalmente, los datos obtenidos en este estudio significaran, a futuro, una
mejora en el manejo de recursos disponibles para el proceso de degradacion, ademas
una disminucion del tiempo requerido para la produccion de indculo, lo que hara que el
proceso de biorremediacion, por ende, se acorte dando como resultado un beneficio

econdmico para la empresa.

El ambito social, definitivamente importante en la realizacion de este tipo de
procesos, sera beneficiado ya que la poblacion adyacente al proyecto podra evidenciar
la disminucién de tiempo, lo que les brindara confianza y apoyo hacia los promotores

del mismo.



1.30BJETIVOS

1.3.1 Objetivo General

= Determinar la Cinética bacteriana de cinco cepas degradadoras de hidrocarburos

y su consorcio, en diferentes condiciones de pH y temperatura, a nivel de

laboratorio y biofermentador para la produccion piloto semindustrial.

1.3.2 Objetivos Especificos

1. Realizar pruebas de antagonismo entre las cepas previamente aisladas.

2. Establecer los parametros Optimos de temperatura y pH para el crecimiento

bacteriano individual y del consorcio a nivel de laboratorio.

3. Ensayar los pardmetros de pH y temperatura, obtenidos a nivel de laboratorio en

el biofermentador para el consorcio.

4. Comprobar la presencia individual en el tiempo de las cepas en el consorcio.

5. Comparar el rendimiento en el biofermentador del crecimiento del consorcio en

las condiciones Optimas obtenidas en el laboratorio, con el rendimiento bajo las

condiciones de operacion anteriores.



1.4MARCO TEORICO

1.4.1 Bacterias degradador as de hidr ocar bur os

Existe una gran variedad de microorganismos identificados en la degradacion
de compuestos derivados del petréleo. Interesantemente, casi todos son eubacterias,
aunque en algunos casos se encontraron arqueobacterias y eucariotes (Valderrama y

T¢llez-Sosa, 2000).

Aunque no han sido caracterizados en su totalidad, muchos de estos
microorganismos poseen actividades de peroxidasas y oxigenasas, que permiten la
oxidacién més 6 menos especificas de algunas fracciones del petroleo. Esta oxidacion
cambia las propiedades de los compuestos, haciéndolos susceptibles de ataques
secundarios y facilitando su conversion a bioxido de carbono y agua. En algunas
ocasiones no es necesario llegar a la mineralizacion, sino que basta una oxidacion para
disminuir notablemente su toxicidad o aumentar su solubilidad en agua, incrementando

su biodisponibilidad (Vazquez & Dubhalt, 2000).

Para entender la capacidad de estos microorganismos para degradar
compuestos a los que nunca han estado es expuestos hay que tener en consideracién que
para cualquier organismo (inclusive para los humanos) lo mas importante es
reproducirse y perpetuar sus genes, por lo que cualquier condicion ambiental o
nutricional que reduzca su probabilidad de reproducirse despertard una reaccion
inmediata a nivel metabdlico y, en segunda instancia, a nivel genético (Valderrama y

Téllez-Sosa. 2000)

Algunas de las estrategias que se han observado en respuestas de este tipo de

retos son:



1.-Reclutamiento. Cuando un organismo se encuentra ante una condicion
ambiental completamente desconocida de manera abrupta sélo puede utilizar lo que ya
tiene. Es decir, que puede explotar alguna actividad enzimatica existente para degradar
un compuesto nuevo y sobrevivir al reto. Ejemplo de esto es la utilizacion de enzimas
dedicadas a la degradacion de lignina (un componente de la corteza de los arboles) para
degradar HPAs por algunos hongos (Barr & Aust, 1994; Bezalel, Hadar & Cerniglia,
1996).

2.-Transferencia horizontal. En base a los estudios realizados por Davison
(1999) sabemos que es comun entre bacterias la incorporaciéon de material genético de
organismos similares por medio de mecanismos celulares de transferencia
(conjugacién), pero también pueden incorporarlo de organismos distantes e inclusive
completamente diferentes por medio de virus (transduccion) o directamente del medio

(transformacion).

El material genético incorporado puede integrarse al de la bacteria, el mismo
que enriquece su repertorio metabdlico con nuevas funciones, entre las que se incluyen
aquellas que le permitan degradar compuestos xenobioticos. Un ejemplo de esto es la
transferencia en suelo de los genes para degradar fenol entre diferentes especies de

Pseudomonas (Peters, et al., 1997).

Las bacterias utilizadoras del petrdleo estan muy extendidas; pueden aislarse de
todos los suelos de cultivo, bosques o praderas. Ademas, la capacidad de utilizar el
petrdleo como fuente energética no estd limitada a unos pocos microorganismos, si no
que se da a numerosos hongos y bacterias. Muchos microorganismos tienen
hidrocarburos y son sintetizados continuamente por bacterias y plantas; pertenecen
aparentemente a las sustancias céreas, que cubren las hojas de las plantas. (Hangs,

1972).



1.4.2 Principales Géneros

1.4.2.1 Pseudomonas

Las bacterias del grupo al que pertenecen Pseudomonas esta constituido por
microorganismos Gram-negativos, siempre moviles con flagelacion polar. Se
encuentran normalmente en el suelo, aunque pueden ser patdogenos oportunistas en

animales (PS. aeruginosa) y patogenos de plantas como Ps. syringae (Todar,2000).

Su metabolismo es siempre respiratorio, o bien aerobio (la mayoria usa como
aceptor de electrones O,) o anaerobio (algunos usan NO’). Presentan una versatilidad
metabolica muy grande que se traduce en su capacidad de utilizar como fuente de
carbono substratos muy variados (hay especies, como PS. cepacia, que pueden utilizar
como nutrientes mas de 100 compuestos quimicos diferentes). Por otra parte, hay
algunos individuos del grupo que son quimiolitotrofos usando H, o CO como donadores

de electrones (Todar, 2000).

El metabolismo central de azucares en este grupo se desarrolla por la via de

Etner-Doudoroff, y disponen de un ciclo de Acidos Tricarboxilicos normal.

Algunas Pseudomonas por ejemplo Ps. aeruginosa son capaces de llevar a
cabo procesos de desnitrificacion (NOs’, NO,’, N,) con lo que se empobrecen los suelos
de nitrogeno utilizable desde el punto de vista agricola. El proceso de reduccion del
nitrogeno (que actia como aceptor de electrones en un proceso de respiracion

anaerobia) se denomina reduccion disimilatoria del nitrégeno (Todar, 2000).



La versatilidad metabolica del grupo se debe a la presencia de un gran numero
de plasmidos que contienen operones inducibles para la sintesis de enzimas especificas
que permitan catabolizar los compuestos presentes en el medio. Lo confiere una
importancia grande a las bacterias del género Pseudomonas como digestores aerobios
de materiales animales y vegetales, lo que contribuye al reciclaje bioldgico de materia

organica (Todar, K.,2000).

Algunas bacterias producen pigmentos fluorescentes de colores amarillo-
verdosos facilmente solubles en agua. Dichos pigmentos actian como siderdforos:
moléculas cuya funcién es capturar el hierro del medio necesario para el metabolismo

del microorganismo (Todar, 2000).

El grupo de las Pseudomonas fluorescens son bacterias saprofitas no patdgenas
que también producen un pigmento, particularmente bajo condiciones de disponibilidad
baja del hierro. El pigmento soluble, verdoso, fluorescente, lo que condujo al nombre de
grupo. Presentan flagelos polares multiples que asistan a su movimiento. Porque tienen
requisitos alimenticios simples, “crecen bien en los medios de las sales mineral suplidos
con cualesquiera de una gran cantidad de fuentes del carbon” (GAMA, 2000). Se
investiga la explotacion de P. fluorescens para la degradacion parcial o total de agentes
contaminadores tales como estireno, TNT e hidrocarburos aromaticos policiclicos.
Varias cepas de estas bacterias también tienen la capacidad de suprimir enfermedades
de plantas “protegiendo las semillas y las raices contra la infeccion fungicida”

(GAMA,2000).

Esta capacidad es debido a los metabolitos secundarios producidos por estas
bacterias tales como antibidticos, y cianuro de hidrégeno también como la capacidad de
estas bacterias de colonizar rapidamente la rizosfera y competir con algunos patégenos

(GAMA,2000).



1.4.2.1.1 Ecologia

Las bacterias Pseudomonas pueden ser encontradas en suelo, pantanos, habitats
marinos costeros, y el tejido fino de las plantas y animales; generalmente, estas
bacterias pueden tolerar una variedad de condiciones fisicas. Algunas de estas especies,
tales como Pseudomonas aeruginosa son patégenos oportunistas. Los pacientes de la
fibrosis enquistada, las victimas de quemaduras, la gente con cancer, y los pacientes
que estan en las unidades de cuidado intensivo por periodos de tiempo extendidos estan
expuestos a un posible riesgo de contraer una enfermedad causada por una infeccion de

P.aeruginosa (GAMA, 2000)

1.4.2.1.2 Su aplicacion como agentes descontaminantes ambientales

La gran versatilidad metabdlica de las bacterias del género Pseudomonas las
han hecho candidatas para el tratamiento de contaminaciones ambientales producidas
por la acumulacion de metales pesados o por la acumulaciéon de compuestos

xenobioticos (Todar, 2000).

Varias especies de Pseudomonas contienen plasmidos en los que se encuentran
codificadas enzimas capaces de degradar, al menos parcialmente, compuestos organicos
derivados del petréleo o compuestos organoclorados u organofosfatados. Estas enzimas
suelen ser inducibles y la seleccion de las cepas adecuadas puede permitir reducir los

niveles de contaminacion por estos compuestos xenobidticos (Todar, 2000).

La biodegradacion de hidrocarburos y de otros compuestos orgédnicos es
realizada con eficiencia variable dependiendo de la estructura del hidrocarburo (lineal o
ramificado, alifitico o aromadtico) y de la presencia de atomos substituyentes. Algo
similar ocurre con la biodegradacion de compuestos insecticidas, herbicidas y

detergentes y emulgentes (Todar, 2000).



Por otra parte, el tratamiento de la contaminacion originada por la acumulacién
de metales pesados también es posible mediante la utilizaciéon de bacterias de este
género. El efecto toxico de los metales pesados suele estar asociado a la presencia de
formas ionizadas (cationes) de los metales en cuestion. Ciertas bacterias de este género
presentan enzimas capaces de reducir los cationes metalicos a las formas neutras que
son mucho menos toxicas. Los operones que controlan la produccion de estos enzimas

reductores suelen ser inducibles por la presencia del metal pesado (GAMA, 2000).

1.4.2.2 Aeromonas

Las caracteristicas del género refieren que son bacilos cortos 0.3-1.0 x 1.0-3.5
um, Gram-negativos, todas las especies excepto Aeromonas salmonicida y Aeromonas
media son moviles gracias a un flagelo polar, son aerobios facultativos, oxidasa y
catalasa positivos, reducen nitrato a nitrito y fermentan la D-glucosa como fuente

principal de carbono y energia.

Pueden crecer en medios que contienen 3% de NaCl, pero no en 6%. Los
miembros de este género producen varias exoenzimas como: proteasas, DNasas,
RNasas, elastasas, lecitinasas, amilasas, gelatinasas y lipasas, entre otras, muchas de

ellas consideradas factores de virulencia (Altwegg, 1999).

Las Aeromonas se pueden dividir en dos grandes grupos en base a la
temperatura Optima de crecimiento y la capacidad de movilidad de las especies. El
primer grupo es amplio y heterogéneo genéticamente y esta formado por especies
mesofilas y moéviles que crecen optimamente a 28°C. El segundo es un grupo mas
reducido y homogéneo genéticamente, se designa como el grupo psicrofilo cuya
temperatura Optima de crecimiento se define entre 22-25°C, estd constituido por una
sola especie: Aeromonas salmonicida y de ésta se han reportado cinco subespecies: A.
salmonicida ssp. salmonicida, A. salmonicida ssp. masoucida, A. salmonicida ssp.
achromogenes, A. salmonicida ssp. smithia y A. salmonicida ssp. Pectinolytica (Pavan,
2000).



1.4.2.2.1 Ecologia

El género Aeromonas se reconoce desde hace mas de 100 afios como patdgeno
de reptiles y de otros animales de sangre fria (poiquilotermos); sin embargo, en los afios
70 los miembros de este género se consideraron enteropatdégenos y causantes de
infecciones cutdneas y diseminadas (infecciones de heridas, septicemia, mionecrosis,
meningitis, peritonitis, endocarditis) principalmente en personas inmunodeprimidas

pero también en pacientes sin deficiencias inmunologicas aparentes (Janda, 2001).

Dichos microorganismos considerados autdctonos del medio acudtico se
encuentran ampliamente diseminados en habitats naturales como suelo, agua potable,
aguas negras, aguas contaminadas, rios, lagos y mar (Borrell, Figueras y Guarro, 1998).
Lo que es significativo, ya que se han descrito varios casos de infecciones primarias o
secundarias de heridas superficiales o cutaneas después del contacto con agua

contaminada con Aeromonas (Janda, 1991; 1998, 2001).

Las manifestaciones clinicas de las infecciones cutaneas son muy variables
desde una celulitis moderada a una mionecrosis masiva fulminante (Joseph et al., 1979).
Un hecho de trascendencia es que Aeromonas se ha aislado en aguas potables cloradas o

no cloradas e incluso en aguas embotelladas (Kiihn et al., 1997).

La mayoria de los sistemas de tratamiento de agua potable son capaces de
reducir la concentracion de Aeromonas por debajo de 1TUFC/ 100 mL (Pettibone, 1998;
Massa et al., 1999) no obstante, cuando los niveles de materia organica aumentan se
inactivan los niveles de cloro y estas bacterias pueden crecer e incluso colonizar los
sistemas de abastecimiento, formando biofilms. En el agua tratada, pueden llegar a

alcanzar concentraciones de 103 UFC/100 ml (Massa et al., 1999).
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El aislamiento del género Aeromonas de muestras de agua depende de diversos
factores, algunos de ellos son: la estacion del afio, la concentracién de materia organica,
el oxigeno disponible, los niveles de cloro y la salinidad (McClure, Cole & Davies,

1994).

1.4.2.3 Burkholderia

Hasta 1980, Burkholderia cepacia (B.c) previamente, Pseudomonas cepacia, P
multivorans, P kingii, fue conocida como una fitopatdgena por Burkholder en 1950
causante de la pudricion suave en la cebolla. En 1992 en base al analisis de secuencias
16 de los RNA- ribosonales (rRNA), la homologia DNA-DNA, lipidos celulares,
composicion de acidos grasos en la membrana celular y las caracteristicas fenotipicas

descritas (Balandrau et al., 2001; Marin et al., 2001).

En 1980 se reportd la multiresistencia de Bc aislada de pacientes
inmunocomprometidos, con ataque preferencial sobre sus pulmones. El primer caso se
conocid al iniciar los setenta e incluso, se le asocié con pneumonia y septicemia
derivada de problemas en las vias respiratorias. A las infecciones causadas por esta

bacteria se les llamo el "sindrome de Burkholderia cepacia" (Govan y Deretic, 1996).

Por los problemas de salud sefialados en humanos se impuso en Estados
Unidos de Norteamérica (EUA) en 1999. Una moratoria a la aplicacion de productos de
Bc, para controlar enfermedades de la raiz en plantas por el peligro el potencial de esta
bacteria, para causar enfermedades respiratoria en el hombre (Balandreau et al., 2001).
Lo cual llevo a la necesidad de investigacion sobre las caracteristicas fisioldgicas
diferenciales de Bc aislada, de pacientes con fibrocis cistica y de Bc de productos
agricolas que se aplican en el campo para diversos fines: romocion y proteccion de

plantas.
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Por ello se sefialan diferencias criticas entre ambos tipos de Burkholderia, ya
que mientras la Bc clinica no supervive en el suelo, ni colonizan tejidos vegetales; posee
propiedades de virulencia genética, lo cual le permite invadir tejido pulmonar humano

(Coenye et al., 2001).

A nivel de un simple diagnodstico de laboratorio, no se detectan diferencias
bioquimicas entre estos tipos de Burkholderia. Si se realiza el analisis molecular fino es
posible separar una Bc de origen clinico, de la que se encuentra en las plantas

(Balandreau et al., 2001; Coenye, et al., 2001).

Otros aspectos que se consideran de interés en Bc, ademas de la salud y el
ambiente. Es su capacidad para eliminar compuestos toxicos y recalcitrantes en el suelo
y el agua. Lo que conduce a que la investigacion en ecologia microbiana, proponga
estrategias para que su potencial de biorremediacion, se utilice en la eliminacion de una
numerosa lista de hidrocarburos que contaminan suelos, agua y el aire. En contraste con
los inconvenientes de su peligro potencial para la salud humana (Dobereiner, 1993;
Dimock et al., 1989).Con lo antes expuesto es evidente que Bc tiene una de las
caracteristicas esenciales para su explotacion en la naturaleza: su capacidad de colonizar

y dominar diversos ambientes (Coenye et al., 2001).

La especializacion de Burkholderia no parece ser es una caracteristica
fisiologica general, si no mas bien la excepcion. Lo cual es 16gico si se considera que la
vida microbiana en la naturaleza es complicada y que se requiere de una flexible
capacidad de adaptacion a diversos retos del ambiente, como los causados por
compuestos toxicos y recalcitrantes (Estrada de los Santos et al., 2001). En el caso de
Burkholderia se sugiere que el enfoque que se ha dado al comportamiento de esta
bacteria, es mas resultado de una minima investigacion realizada, que de hechos reales,

tal y como se supone sucede en la naturaleza.
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1.4.2.4 Bacillus

Los bacilos en general estan clasificados dentro de los microorganismos
aerdbicos o facultativos y productores de catalasa. Tienen un DNA (mol% G+C) de 32 -
8. Pueden ser Gram positivos o Gram variables, en general producen endosporas o sea

esporas que se forman dentro de la célula (BIOBAC-AG, 2006).

1.4.2.4.1 Caracteristicas del género Bacillus
Las caracteristicas generales del género Bacillus son:

-Producen endosporas, las que son termoresistentes y también resisten a
agentes perjudiciales como la desecacion, la radiacion, los acidos y los desinfectantes

quimicos (BIOBAC-AG, 2006).

-Muchos bacilos producen enzimas hidrofilicas extracelulares que
descomponen polisacaridos, 4cidos nucleicos y lipidos, permitiendo que el organismo
emplee estos productos como fuentes de carbono y donadores de electrones. Muchos
bacilos producen antibidticos y son ejemplos de estos la bacitracina, polimixina,

tirocidina, gramicidina y circulina ( BIOBAC-AG, 2006).

-Los bacilos en general crecen bien en medios sintéticos que contienen
azucares acidos orgénicos, alcoholes, entre otros, como las Unicas fuentes de carbono y

el amonio como tnica fuente de nitrégeno ( BIOBAC-AG, 2006).

-Viven dentro de los limites de temperatura de 55 a 70°C, el limite inferior de

pH para Bacilluses de 2 a 3 ( BIOBAC-AG, 2006).
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1.4.2.4.2 Bacillus megaterium
Las caracteristicas de Bacillus megaterium son:

e son bacterias gram positivas,

e son mesofilas,

e producen esporas ovales o cilindricas,

e son bacterias fermentativas, usualmente hidrolizan caseina y almidon,
e los esporangios no son hinchados,

e lapared de la espora es delgada

1.4.3 Cinética Microbiana

Después de la inoculacion de una porcion de medio con unas pocas células,
transcurre un periodo de tiempo (fase de latencia) antes de que se establezca una
velocidad constante de crecimiento, debido a que el microorganismo tiene una intensa
actividad metabolica para adaptarse al nuevo medio de cultivo antes de poder
duplicarse. Cuando el cultivo alcanz6 una velocidad constante de crecimiento se dice
que esta en la fase exponencial debido a que el nimero de células se puede expresar
como funcién de 2n, donde n es el nimero de ciclos de duplicacion experimentado por

la poblacion (Rose, 1977).

Una bacteria originara cuatro células después de dos ciclos, dieciséis después
de cuatro ciclos, y asi sucesivamente. Cada célula de bacteria o levadura da, por
escision o gemacion, dos células y el nimero inicial Xo de células (en el instante to=0)

se convierte, después de n generaciones en un tiempo t, en X = Xo. 2n

Como n representa el nimero de divisiones celulares durante el intervalo de

tiempo t, el tiempo de generacion g =t/n, y X = Xo0.2t/g o sea In X =1n Xo + t.In 2/g *.
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El término In 2/g es la velocidad especifica de crecimiento (m) de la poblacién

o sea m= 0,69/g.

La ecuacion * puede escribirse bajo la forma InX - InXo = m.t por lo tanto X =

Xo.emt y dX/dt = mX

En el curso de la fase exponencial la velocidad especifica de crecimiento

alcanza su valor mas elevado (umax).
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Figura.1.1 Curva del Crecimiento bacteriano A. Fase de latencia, B. Fase

exponencial, C. Fase estacionaria y D. Fase de muerte (Henry, 1999).

En condiciones ideales el tiempo de generacion de las bacterias puede ser de 20

minutos, asi una unica célula producira 2.097.152 bacterias al cabo de 7 horas.

Finalmente el cultivo entra en la fase estacionaria del crecimiento, en la que
permanece constante el numero de células. Dicha fase puede durar mucho tiempo, por
ejemplo décadas en el caso de las bacterias endosporuladas, pero siempre sera seguida,

mas temprano o mas tarde, por la fase de muerte (Rose, 1977).
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1.4.3.1 Influenciadel pH

El pH del medio puede influir sobre la expresion de genes y regular el
transporte de protones, la degradacion de los aminoécidos, la adaptacioén a condiciones
acidas o basicas y aun la virulencia. Las células perciben los cambios del pH en su
habitat a través de diferentes mecanismos. La protonacién y desprotonacion de los
aminoacidos inducida por el pH, puede alterar la estructura proteinica secundaria y por
lo tanto la funcidon que sefiala el cambio. La célula puede responder s6lo a una de las
formas de las moléculas de sefial. Por ejemplo, los acidos organicos atraviesan la
membrana citoplasmatica solamente en la forma protonada y un aumento en la
concentracion intracelular indicaria un incremento en la acidez ambiental. El gradiente
de protones a través de la membrana puede servir, por si mismo, como un sensor para

ajustar los procesos dependientes de la energia (Saier, 1997).

El pH intracelular puede ser mantenido sobre un valor critico en el cual las
proteinas internas se desnaturalizan irreversiblemente. En Salmonella typhimurium hay
tres mecanismos para mantener el pH interno compatible con la vida: la respuesta
homeostatica, la respuesta de tolerancia al acido y la sintesis de proteinas de ‘shock’

acidico (Montville, 1997).

A pH mayor que 6,0 las células bacterianas ajustan su pH interno a través de la
respuesta homeostatica modulando la actividad de las bombas de protones, antiportes y
simportes, para aumentar la velocidad a la cual los protones son expelidos del
citoplasma. El mecanismo homeostatico es constitutivo y funciona en presencia de

inhibidores de la sintesis proteica (Saier, 1997).

La respuesta de tolerancia al &cido es iniciada por un pH externo de 5,5 a 6,0.
El mecanismo es sensible a los inhibidores de la sintesis proteica y puede mantener el
pH interno por sobre 5,0 teniendo el pH externo con valores tan bajos como 4,0. La
pérdida de la actividad ATPasa, causada por las mutaciones que desorganizan genes o

los inhibidores metabdlicos, anula la respuesta de tolerancia al acido pero no el
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mecanismo homeostatico. Dicha respuesta también puede conferir proteccion cruzada

frente a otros agentes ambientales de estrés.

La sintesis de proteinas de ‘shock’ acidico es la tercera via por la que la célula
regula el pH interno. Ademas la sintesis generada por un pH en el héabitat de 3,0 a 5,0
proveyendo un conjunto de proteinas reguladoras distintas de las proteinas de la

respuesta de tolerancia al acido (Carrillo, 2003).

Cuadro 1.1 Rangos de pH para el crecimiento, (Carillo,2003).

Rango de pH para el crecimiento (2)

Bacterias limite inferior optimo limite superior
Thiobacillus thicoxidans 0,5 2,0-35 6,0
Azotobacter sp. 5,5 7,0-75 8,5

Erwinia carotovora 5,6 7,1 9,3
Clovobium limicola 6,0 6,8 7.0

Thermus aquaticus 6,0 7,5-78 9,5
Nitrobacter spp. 6,6 7,6-8,6 10,0
Hongos

Aspergillus oryzae 1,6 9.3
Fusarium oxysporum 1,8 11,1
Penicillivm italicum 1,9 9,3
Rhizoctonia solant 2,5 8,5

Eotrytis cineren <28 7.4
Aspergillus niger 2,8 8,8

Aunque para la mayoria de las bacterias el pH Optimo para el crecimiento se
encuentra entre 8,5 y 7,5; pocas especies son acidofilas (Thiobacillus), algunas son
acidotolerantes (lactobacilos), pero muchas crecen en condiciones alcalinas
(nitrificadores, rizobios, actinomicetos y bacterias ureoliticas). Por su parte, los hongos
prefieren valores bajos de pH, y predominan cuando se siembra una muestra de suelo en

un medio de pH 5, pero no a pH 8 (Carillo,2003).

1.4.3.2 Influencia dela Temperatura

En muestras de agua recogidas en las proximidades inmediatas a las surgencias

termales se han hallado hasta 108 - 109 células bacterianas por mL. Las bacterias
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adaptadas a elevadas presiones hidrostaticas (250-260 bares o sea 25-26 MPa) muestran
ademds una notable adaptacion a las altas temperaturas, por ejemplo unas bacterias
metanogénicas tenian tiempos de duplicacion entre 37 y 65 minutos a 100°C bajo tales

presiones (Prieur, 1985).

Cuadro 1.2 Temperaturas cardinales en °C para microorganismos procarioticos (ICMSF,

1983).

Temperaturas cardinales en °C para microorganismos procarioticos (17)
grupo minima optima maxima
termotilos 40-45 55-75 6090
mesofilos 5-15 30-45 3547
psicrotrofos -5-+5 25-30 3035
psicréfilos -5-+5 12-15 15-20

Los valores de las temperaturas cardinales (minima, Optima, maxima) varian
ampliamente entre las bacterias como se muestra en el cuadro siguiente, pero algunas
tienen una amplitud mayor, como por ejemplo Clostridium perfringens que crece entre
12 y 50°C. Los organismos aislados de ambientes frios crecen a temperaturas por
debajo de 0°C si las altas concentraciones de solutos impiden la congelacion del medio

(Madigan, Martinko & Parker, 2003).

Cuadro 1.3 Temperaturas en °C para el crecimiento bacteriano (Madigan,

Martinko & Parker, 2003).

Temperaturas en °C para el crecimiento de bacterias (1)

especie minima optima
maxima

Listeria monocytogenes 1 3037 45
Pseudomonas maltophila 4 35 41
Escherichia coli 10 37 45
Clostridium kluyveri 19 35 37
Bacillus flavothermus 30 60 72
Thermus aquaticus 40 7072 79
Sulfolobus acidocaldarius 70 7585 90
Pyrobacterium brockii 80 102-105 115
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La velocidad de crecimiento se ve afectada por los cambios de temperatura y
en los rangos inferiores el tiempo de generacidon puede sobrepasar las cien horas. Los
microorganismos eucarioticos, por ejemplo protozoos, son mas sensibles a las bajas
temperaturas que los procarioticos, y entre estos ultimos los gram negativos son mas

afectados que los gram positivos (ICMSF, 1983).

1.4.4 Biodegradacion de hidrocar bur os.

El crudo de petroleo es una mezcla variable de cientos de componentes. Su
composicion quimica y sus propiedades fisicas varian segin su origen. Todos ellos son
una mezcla de alcanos, cicloalcanos, aromaticos, policiclicos y cantidades variables de

nitrégeno, azufre y compuestos oxigenados.

La composicion puede determinar las tasas de biodegradacion. En general se
considera que los crudos de petrdleo ricos en azufre y en aromaticos son los de mas
dificil degradacion. La composicion tampoco es constante a lo largo del tiempo y varia
en el proceso de envejecimiento debido a procesos biodticos y abidticos (evaporacion
entre 40 y 50% se evapora en unas horas o pocos dias, solubilizacion, fotooxidacion,
dispersion emulsion, adsorcion a particulas, sedimentacion). Una vez envejecido se
enriquece en ceras, asfaltenos y metales pesados, y es mucho mas viscoso (Lalucat,

Cladera y Garcia, 2000).

La secuencia en la eliminacion natural de un vertido de crudo de petroleo es:
(1) La desaparicion de voldatiles en horas o dias; éstos son los mas toxicos y al mismo
tiempo los més faciles de mineralizar por las bacterias. (2) Durante el primer afio se
alcanza el maximo de la degradacion bioldgica y al cabo de 4-6 afios acostumbra a ser
dificil detectar la contaminacion. Es el resultado de la actuacion de comunidades
microbianas sobre los componentes del crudo en un ambiente de caracteristicas
variables. (3) La flora y fauna desaparecida por causa de un vertido se recupera en un

proceso de recolonizacion que dura hasta 10 afos (Lalucat, Cladera y Garcia, 2000).
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1.4.4.1 Factores necesarios para la degradacion de hidrocarburos

El nimero de bacterias, es influenciado en los periodos de biodegradacion por
factores como: el estado fisico del aceite en el ecosistema, temperatura ambiental,
disponibilidad de oxigeno, y concentraciones de nutrientes, especialmente oxigeno,

fosforo y hierro. (Dible y Bartha, 1976); (Gibbs y Andrews, 1975).

El crecimiento de un microorganismo o el tamafio y productividad de una
comunidad estdn limitados por estos factores bioldgicos y ambientales. Al tener
condiciones apropiadas los microorganismos se multiplican y compiten por el espacio,
la cantidad total de espacio en el suelo disponible por lo general no estd limitada, pero
hay un numero limitado de micro- hébitats apropiados que contienen nutrientes,
oxigeno, entre otros. En estas condiciones es posible que haya mas competencia por

espacio utilizable que por espacio total. (Campbell, 1987).

Entonces, si la proporcion del area superficial y el volumen del suelo son los
adecuados hay mas éarea disponible para la colonizacion y, por ende, el ataque de
enzimas degradadoras de petroleo es mayor y se descompone aceleradamente. Por otra
parte la disponibilidad de oxigeno molecular es considerado como un factor limitante
para la degradacion del petréleo, por ejemplo en los casos de grandes acumulaciones de
aceite en los suelos de en regiones de intensa descomposicion o en cuerpos de agua. El
desarrollo de las condiciones anoxicas puede limitar severamente la biodegradacion de

hidrocarburos (Atlas, 1987; King, et al., 1992).

También es importante mencionar que el petréleo crudo aporta carbono que
sirve como nutriente organico y energia a los microorganismos degradadores, pero es
deficiente en nutrientes como: nitrogeno, fosforo y hierro los cuales son necesarios
para el soporte del crecimiento microbiano. En la degradacion del petréleo los

microorganismos deben obtener sus nutrientes minerales esenciales del ambiente.
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Muchos ecosistemas estdn limitados en nutrientes y minerales, y no soportan una

biodegradacion répida y extensa de hidrocarburo (Atlas y Bartha 1972).

1.4.4.2 Biodegradacion de crudo de petr 6leo mediante cepas aisladas

La elevada complejidad de la composicion del crudo de petroleo y derivados,
implica la existencia de una amplia capacidad enzimadtica si se quiere conseguir una
degradacion significativa del crudo. La mayor parte de los estudios realizados se han
llevado a cabo con cepas bacterianas individuales o con la combinacion de diferentes
cepas aisladas (Bayona et al., 1986; Palittapongarnpim et al., 1998; Solanas et al.,
1984). En la mayoria de los casos, son degradadoras de alcanos, debido a que los

alcanos son los componentes mas abundantes del crudo de petréleo.

No obstante en algunos casos, estas cepas tienen la capacidad de oxidar
selectivamente las cadenas alquilicas de ciertos HAPs alquilados, compuestos

abundantes en el crudo (Davis y Raymond, 1961).

Recientemente, se han descrito algunas cepas con la capacidad de degradar
tanto HAPs de elevado peso molecular como alcanos (Churchill et al., 1999), pero ésta,
no parece que sea una norma general. De hecho los degradadores de alcanos citados
habitualmente en la bibliografia generalmente no son capaces de romper el anillo
aromatico de los HAPs, mientras que los degradadores de HAPs generalmente no

crecen con alcanos (Foght et al., 1990).

1.4.4.3 Biodegradacion de crudo de petrdleo por cultivos mixtos

La alternativa a la utilizacion de cepas individuales es la obtencion y
utilizacion de cultivos mixtos, los cuales pueden ser consorcios definidos y consorcios
no definidos. Los consorcios definidos se caracterizan por ser una combinacion de cepas
aisladas con capacidades degradativas conocidas que son complementarias entre si.
(Komukai- Nakamura et al., 1996; Casellas et al., 1998; Foght et al., 1998; Foght et al.,
1999). Los consorcios no definidos se caracterizan por ser el resultado de procesos

directos de enriquecimiento a partir de muestras ambientales con historia previa de
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contaminacion (Venkateswaran et al., 1995; Sugiura et al., 1997, Budzinski et al.,
1998) y por lo tanto no son el resultado de una combinacién de cepas previamente

aisladas.

1.4.5 Formacién de consor cios bacterianos.

1.4.5.1 Consor cios definidos

Los consorcios definidos estan bien caracterizados y son repetitivos pero tienen
ciertas desventajas. En primer lugar, se necesitaria un gran numero de cepas distintas
para conseguir una degradacion extensa del crudo de petrdleo, debido a la gran cantidad
de componentes presentes y al espectro metabdlico limitado de una cepa bacteriana
(Leahy et al. 1990). De hecho, tal y como se ha descrito anteriormente, muchos
degradadores de alcanos no utilizan HAPs parentales, y entre los degradadores de
HAPs, se ha descrito que, o bien degradan hidrocarburos monoaromadticos, o bien
degradan HAPs de 2 a 3 anillos o de 3 a 4 anillos (Gibson y Subramanian, 1984; Van
Hamme et al., 2003).

Existe poca informacion acerca de cepas que crezcan en los HAPs alquilados
de 3 o mas anillos aromaticos (Gilewicz et al., 1997; Sabaté et al., 1999), muy
abundantes en los crudos de petréleo. Ademas, habitualmente no se describe una
degradacion significativa de la parte no resuelta por cromatografia (UCM), constituida

por componentes ain no identificados.

Otra desventaja que podemos encontrar en los consorcios definidos es la
posible formacion de metabolitos intermediarios que sean toxicos para la misma cepa o
para otras cepas existentes en el mismo (Casellas et al., 1998; Kazunga & Aitken, 2000;
Kazunga et al.,2001). De hecho, se ha descrito que durante la degradacion de mezclas
de hidrocarburos se pueden formar intermediarios de persistencia y toxicidad

desconocidas, por fendmenos de cometabolismo (Grifoll et al., 1995).
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1.4.5.2 Consor cios no definidos

Los consorcios no definidos, especializados en la degradacion de
hidrocarburos, se obtienen a partir de enriquecimientos de muestras ambientales donde
hayan existido episodios previos y recurrentes de contaminacion por hidrocarburos. El
resultado es una poblacion microbiana seleccionada de forma natural por su
cooperacion metabdlica en la degradacion de la mezcla en cuestion, la cual
potencialmente dispone de una mayor eficiencia en la degradaciéon de compuestos
conocidos y desconocidos que un consorcio definido. Por lo tanto, es mas probable que
en un consorcio no definido se hayan seleccionado degradadores de productos finales

que se acumulan como resultado de procesos cometabolicos (Grifoll et al., 1995).

1.4.5.3 Competencia

Se puede definir competencia como el desigual comportamiento de dos o mas
organismos ante un mismo requerimiento, siempre y cuando la utilizaciéon del mismo
por uno de los organismos reduzca la cantidad disponible para los demas. Un factor
esencial para que exista competencia es que haya "escasez" de un elemento, si hay

exceso no hay competencia. La competencia mas comun es por nutrientes, oxigeno o

espacio (UMMS, 2000).

La "competencia" requiere complejos cambios fisioldgicos que ocurren en
determinadas etapas de crecimiento y esta asociada a diversos fendmenos en distintas
especies de bacterias. En Bacillus subtilis la competencia se produce durante la fase

estacionaria cuando la sintesis de acidos nucleicos esta disminuida (Tyler & Miller,

2000).

Competencia intraespecifica: en algunos casos puede resultar en una reduccion
del crecimiento y de las tasas de reproduccion, en otros casos puede excluir algunos
individuos de los mejores habitats, o bien causar la muerte de otros organismos.
Cuando una poblacién se aglomera y los recursos comienzan a escasear las poblaciones

pueden implementar alguna de las siguientes estrategias: la primera de ellas consiste en
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repartir los recursos entre los individuos de la poblacion hasta que estos se agoten del
todo, la segunda implica competir de manera directa por el recurso, de manera que los
individuos mas fuertes tendran acceso al recurso limitante, asegurando su reproduccion,
mientras que aquellos mas débiles al no acceder al recurso morirdn sin dejar
descendencia. En el primero de los casos la poblacion llega de manera irremediable a la

extincion, mientras que en el segundo la poblacion mantiene su numero estable (Tyler

& Miller, 2000).

Competencia interespecifica: afecta a los individuos de la misma forma, pero
ademads, una especie entera puede ser apartada de su héabitat ya que no puede competir
exitosamente. En casos extremos, un competidor puede causar la extinciéon de otra
especie. Cuando dos especies compiten puede que coexistan en el ambiente o que una

especie excluya a la otra del mismo.

Segun Gause (2000) las especies podran coexistir solo si los recursos minimos
que necesitan para subsistir, o la manera de aprovechar dichos recursos se diferencian,
si estos no lo hacen, el competidor mas fuerte ocupard por completo el nicho del

competidor mas débil conllevando a la exclusion de este ultimo del ambiente.

1.4.5.4 Mutualismo

Designa la relacion en la cual ambos participantes reciben un beneficio. Si
ambos organismos conservan la facultad de poder vivir en forma independiente, la
relacion se denomina protocooperacion (un subtipo de mutualismo). En el caso de que
la relacion sea esencial para ambos participantes, la denominamos mutualismo

propiamente (Osorio, 2006).

En estos casos el mutualista y el hospedero son metabdlicamente
interdependientes. Existen varios ejemplos de este tipo de relacién: un protozoo
flagelado que vive en el intestino de termitas y produce celulasas, que degradan la
madera; liquenes (relacion entre hongos ascomicotas y algas verdes o cianobacterias);

microorganismos del rumen de animales herbivoros (Osorio, 2006).
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Las relaciones de mutualismo pueden ser facultativas si es que ambas especies
pueden vivir normalmente sin la interaccion con la otra (aunque se beneficien en caso
de interactuar) u obligatorias, cuando los individuos de ambas especies no pueden vivir

sin la otra (Facchinello, Garcia y Massei, 2006).

Un ejemplo de mutualismo obligado es el caso de la flora bacteriana (conjunto
de especies de bacterias y hongos) presente en el tracto digestivo de la mayoria de las
especies, por ejemplos de mamiferos (incluyendo al hombre), que permite que estos
organismos puedan hacer una digestion normal de ciertos alimentos, a la vez que
producen ciertas sustancias que resultan ser esenciales para el organismo que les hace

de hospedador como vitaminas y aminoacidos (Facchinello, Garcia y Massei, 2006).

Las bacterias no pueden vivir fuera del tracto digestivo y dependen de la
ingestion de elementos por parte de mamifero para poder obtener su alimento. Las
situaciones de mutualismo obligadas son denominadas simbiosis y simbiontes a cada

uno de los organismos o especies (Facchinello, Garcia y Massei, 2006).

1.4.5.5 Parasitismo

Ocurre cuando la asociacion es perjudicial para el huésped. En este caso, el
desarrollo de las bacterias produce alteraciones, las bacterias son patdgenas (parasitos
en sentido restringido) y el huésped pone en marcha diversos mecanismos reactivos de
defensa, dando como resultado la aparicion de una infeccion o una enfermedad

infecciosa(Pumarola,1999).

Esto no implica que el pardsito produzca necesariamente graves trastornos al
huésped, sino que en los estados de parasitismo bien adaptados, que generalmente sélo

se logran al cabo de mucho tiempo de esta asociacion, se puede llegar a un estado de
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equilibrio, que sin apenas trastornos para el huésped ambos aseguren su supervivencia y
propagacion. Por el contrario, en los comienzos de la asociacidon parasitaria, cuando el
parésito estd poco adaptado al huésped, el organismo produce fendmenos reactivos que

son tan perjudiciales para el huésped como para el parasito (Duguid & Old, 1980).

De estos modelos de interaccion, en microbiologia médica interesa
fundamentalmente el conocimiento de la flora microbiana normal del organismo
humano, compuesta por una mayoria de comensales, cierto numero de mutualistas y
escasos parasitos, y el estudio de las bacterias parasitas o patdogenas capaces de
desarrollar en el hombre una accidén nociva y producir enfermedades infecciosas, que en

su mayoria se encuentran entre los parasitos (Kellenius, Molby, & Svenson, 1981).

1.4.5.6 Antagonismo

Los microorganismos presentes en un alimento pueden inhibirse entre si a
través de diferentes mecanismos, que en algunos casos son letales. Este fendomeno se ha
encontrado entre distintas bacterias, entre bacterias y levaduras, levaduras y mohos y
entre bacterias y mohos. Los microorganismos ejercen su accién antagonista mediante

diferentes productos metabolicos (Ray, B. 2001).

1.4.6 Procesos de fermentacién y teoria de Fermentador es

Un fermentador es un recipiente de vidrio o acero inoxidable si el uso es
farmacéutico, o de material menos noble, como acero al carbono, en el caso de
aplicaciones menos exigentes en pureza. Por lo general, el reservorio tiene una altura
2.5 a 4 veces superior a su diametro, y en funcion de la aplicacion, su volumen varia
entre 1000-10 000 It en el caso de un producto farmacéutico, a 1500000 It, y més en el
caso de la producciéon de microorganismos como fuente de proteina animal

(Monckeberg,1988).

El disefio de un fermentador, aparte de asegurar que la operacion sé
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desempefie en forma aséptica, debe responder a tres requisitos principales: Mezcla
adecuada, buena transferencia del oxigeno del aire al microorganismo y remocion del
calor. Este ultimo imperativo explica que, a pesar de las bajas temperaturas a que operan
los procesos bioldgicos con respecto a la catalisis quimica; sea necesario considerar
superficies importantes de intercambio térmico dentro del fermentador para mantener la

temperatura de crecimiento (Bjurstrom, 1985).

También, es una explicacion en parte el interés que presentan los
microorganismos termofilos, capaces de trabajar a temperaturas mas elevadas que otros
microorganismos, lo cual reduce por una parte los problemas de remocion de calor
durante la fermentacion y, por otra parte, los riesgos de contaminacién por los
microorganismos mesoéfilos (Monckeberg, 1988). En forma general existen tres tipos

principales de fermentadores para cultivos aerobicos (Fig. 1.2)
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Figura 1.2 Tres modelos bésicos de fermentadores.

Fuente: Monckeberg, 1988.

- Fermentador por lotes (o batch) compuesto de un tanque agitado termoregulado y

varias entradas para nutrientes, vapor, aire, etc.
- Fermentador compuesto de células o enzimas inmovilizadas sobre un soporte fijo en

su interior. El sustrato fluye a través de las células y el producto es reciclado o

recolectado segun el caso.
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- Fermentador o lecho fluidizado. Como en ¢l caso anterior, las células o enzimas estan
inmovilizadas. Sin embargo, éstas se encuentran en suspension, gracias a la

combinacion velocidad de flujo — geometria del reactor.

1.4.6.1 Estanques air eados agitados.

Son los mas tradicionales y tuvieron un gran desarrollo durante los afios 50 y se
usan para la produccion de antibidticos como la penicilina a escala industrial. El disefio
implementado en aquella época se ha mantenido hasta hoy, a pesar que se han efectuado
varias modificaciones importantes, en particular en el sistema de agitacion (Preuss,

1985).

El fermentador agitado consiste en un cilindro vertical que posee varios
deflectores para prevenir la formacion de un torbellino durante la agitacion. El aire
estéril penetra por la base del reservorio, a través de un distribuidor circular. El eje
vertical lleva una o varias hélices en funcion de la relacion altura/diametro. En los
ultimos veinte afios, varias compafiias han modificado los agitadores de sus

fermentadores, con el fin de disminuir los gastos en energia de agitacion (Preuss, 1985).

A pesar de que este modelo de fermentador no es el mas econémico de instalar
ni de operar, sigue siendo el mas corrientemente utilizado desde los ltimos treinta afios.
La razon de su éxito reside en su gran versatilidad para ser usado a cualquier escala de
produccion y para un gran numero de procesos sin modificaciones del disefio. Por lo
tanto, los costos relativamente elevados de inversion y operacion se encuentran

compensados por su flexibilidad (Monckeberg, 1988).

1.4.6.2 Reactor estubulares (Air-1ift).
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Se trata de un reactor en forma de torre o columna, en el cual el aire es
introducido en la base del tubo, y la ascension de las burbujas de aire constituye el tinico
tipo de agitacion existente. A pesar de que el modelo agitado permite concentraciones
superiores de biomasa, el fermentador tubular, por su simplicidad y costos inferiores de
energia, manutencion e instalacion, es preferido en algunos procesos al anterior. Estos
fermentadores son utilizados en la produccion de cerveza, vinagre y 4acido citrico

(Monckeberg,1988).

1.4.6.3 Estanques arecirculacion.

Dichos fermentadores tienen en comun el flujo del medio de cultivo en una
direccion definida. Se ha logrado gracias a la incorporacion de tubos de aspiracion en el
disefio, lo cual permite una recirculacion interna del fluido, o por el uso de un conducto

de recirculacion, el que permite una recirculacion externa (Yanchinski, 1987.).

La fuerza motora se desarrolla por el efecto de ascension de las burbujas de
aire (air lift) o por un sistema de flujo hidrodindmico. Existe gran polémica sobre las
virtudes de este tipo de sistema, el cual para muchos, es tan eficiente a mas que el
tanque agitado con respecto a la transferencia de masa, y con una economia sustancial

de energia (Yanchinski, 1987.).

1.4.7 Contaminacion delalndustria Petrolera

La utilizacion masiva de combustibles fosiles ha provocado cambios
sustanciales en el clima. De manera natural, el clima del planeta estd determinado por el
equilibrio entre la fraccion de la energia solar absorbida por la superficie y la restante,
que es mandada de vuelta al espacio. El clima se balancea en funcion de cuanta de ésta
energia se almacena en la atmosfera al calentar a algunos de los componentes gaseosos.
Existe un grupo de gases conocidos como invernadero que comprende al bidxido de
carbono, al bidxido nitroso, al metano, los clorofluoro-carbones, otros compuestos
halogenados y al vapor de agua. Dichos gases absorben la radiacién reflejada

provocando el caliento global de la atmosfera baja y cambiando dramdaticamente el
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clima del planeta. Los gases invernadero provienen tanto de fuentes naturales como
antropogénicas, entre las cudles se encuentra la utilizaciéon de combustibles fosiles.
Nuestro planeta contiene alrededor de 1.5 x 10'* millones de toneladas de carbono y
alrededor de 15% de éste se encuentra en yacimientos subterraneos. Hemos extraido una
pequeia parte (menos del 0.4% de todo el carbono del planeta) para usarlo como
combustible, sin embargo cada afio estamos incorporando 2,800 millones de toneladas
de bioxido de carbono a las 76,000 millones de toneladas existentes en nuestra

atmosfera (Tsutsumi, et al., 2000).

La acumulacion de bidxido de carbono provoca actualmente una incremento de
1% adicional al calor generado por las radiaciones solares y sigue aumentando. Sélo
existe una via para incorporar el bioxido de carbono atmosférico a otras formas de
menor impacto ambiental y es a través de la fotosintesis, un proceso exclusivo de las
plantas y algunas bacterias. La mayor parte de la fotosintesis se lleva a cabo en el mar,
donde se asimilan 2,500 millones de toneladas de carbono al afio, mientras que en la
tierra se incorporan 500 millones de toneladas de carbono al afio. La contaminacion de
los mares y la tala inmoderada de los bosques, especialmente en las zonas tropicales,

reduce nuestras reservas de fotosintesis y agrava el problema (Bredehoeft, 1994).

Una medida que ha tenido un éxito significativo es la aplicacion de técnicas de
biorremediacién. Como un ejemplo bien documentado al respecto, recomendamos la
revision de un caso de contaminacion accidental por petroleo crudo en la costa de Japon
recientemente publicado que se remedia con una preparacion microbiana (Tsutsumi, et

al., 2000).

La biorremediacion utiliza generalmente microorganismos (bacterias, hongos,
levaduras y algas), y recientemente han comenzado a utilizarse plantas superiores para
algunas aplicaciones. Aunque nuevos enfoques en la biorremediacion han surgido
basados en la biologia molecular y la ingenieria de bioprocesos, la biorremediacion

clasica contintia siendo el enfoque favorito para procesar desechos biologicos y evitar la
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propagacion de bacterias patogenas (Barbee, Brown & Donnelly, 1992; Bouwer &

Zehnder. 1993; Hoff, 1993; Leahy & Colwell . 1990).

La biorremediacion también juega un papel cada vez mas importante en la
concentracion de metales y en la recuperacion de materiales radioactivos (Brim, 2000;

Robinson & Tuovinen. 1984).

Algunos microorganismos pueden degradar de manera natural compuestos
organicos y esta capacidad se explota para facilitar la degradacion de contaminantes y
para operaciones de limpieza de desechos in Situ. La aplicacion de ensayos de
monitoreo sencillos y de alta resolucion ha permitido identificar aquellas especies
capaces de degradar contaminantes mientras que el uso de sondas génicas especificas
permite determinar la abundancia relativa de estos microorganismos (Roling, Milner,

Jones, Lee, Swannell & Head. 2002).

De las diferentes fracciones del petroleo, los hidrocarburos policiclicos
aromaticos (HPAs) son los de mayor toxicidad y al mismo tiempo los mas recalcitrantes
a los métodos convencionales de remediacion. Los HPAs son un grupo de compuestos
aromaticos conteniendo dos o mas anillos bencénicos fusionados en arreglos angulares,
lineales o agrupados, contaminantes ubicuos que se forman naturalmente en el curso de
algunas reacciones geoldgicas incluyendo la fosilizacion de plantas o
antropogénicamente en relacion a las industrias del petréleo, de la produccion de gas y
de la preservacion de madera. Los HPAs de bajo peso molecular son susceptibles de
biorremediacion, sin embargo, los de alto peso molecular son recalcitrantes a la
degradacion biologica (Cerniglia, 1993; Park, Sims & Dupont. 1990; Wilson & Jones,
1993).

Una variaciéon interesante es la identificacion de organismos que degraden
tanto los compuestos contaminantes como los surfactantes, de manera de no acumular

otros compuestos xenobidticos al suelo (Finnerty, 1994.). Es importante considerar que
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los productos de degradacion de los HPAs no son necesariamente menos toxico que las
moléculas parentales, por lo que es imprescindible incorporar procedimientos de
monitoreo de toxicidad en las diferentes etapas de la biorremediacion (Valderrama y

Téllez-Sosa, 2000).

1.5HIPOTESIS
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El presente estudio tiene como objetivo el determinar el rango Optimo de
temperatura y pH para el crecimiento de cinco cepas degradadoras y su consorcio. Al
tomar en cuenta, que el tipo de bacterias sujetas a la investigacion son mesofilas se
espera encontrar que este rango se encuentra entre 25 y 35°C. Ademas al analizar las
condiciones de crecimiento ya determinadas y el tipo se suelo de donde fueron aisladas,

el pH a determinar estara entre 6.5y 7.5.

Una vez establecidas las condiciones Optimas individuales de las cepas, se
pretende determinar que las mismas seran también las que se apliquen al consorcio

formado.

Las condiciones Optimas de crecimiento determinadas a nivel de laboratorio

para el consorcio, son extrapolables a nivel de biofermentador.

Luego de realizada la produccion semindustrial en el biofermentador se
realizard un aislamiento de las cepas formadoras del consorcio para evaluar la

permanencia en el tiempo de las mismas, cual se cree serd probada.

Finalmente se intentard definir si las condiciones de operacion del
biofermentador utilizadas, son las Optimas o si las posibles nuevas condiciones pueden

mejorar el proceso de bioaumentacion.

CAPITULO Il: MATERIALESY METODOS
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2.1 PARTICIPANTES

La investigacion se realizd previa a la obtencion del titulo de Ingeniero en
Biotecnologia, otorgado por la Carrera de Ingenieria en Biotecnologia, mediante
convenio de la Escuela Politécnica del Ejército y Petroecuador, por medio del cual se
tuvo acceso al Proyecto de Eliminacion de piscinas y Limpieza de derrames en el
Distrito Amazénico (PEPDA) de Petroproduccion en donde se coordind los trabajos con

el Ing. Daniel Hidalgo, Coordinador Laboratorio de Ciencias Biotecnoldgicas.

2.2 ZONA DE ESTUDIO

El estudio se realizd en el Laboratorio de Ciencias Biotecnologicos del
PEPDA, ubicado en el Campo Sacha de Petroproduccion, Cantén Joya de los Sachas,
Provincia de Orellana.

2.3 PERIODO DE TIEMPO DE INVESTIGACION:

Inicio: 20 de Marzo del 2007
Final: 20 de Septiembre del 2007

2.4 DISENO EXPERIMENTAL

El Disefio experimental propuesto fue DCA con arreglos factoriales, luego de

lo cual se efectud un Analisis de variancia y Pruebas de significancia.

25METODOS
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2.5.1 Reactivacion de cepas

Las bacterias previamente asiladas e identificadas, fueron reactivas para poder
ser utilizadas, mediante el cultivo de las mismas en agar nutritivo con estriado de asa
para aislamiento de colonias, y luego incubados por 12 horas a 30°C (Hidalgo, Serrano,

Recto, y Cordones, 2006).

Una vez aisladas las colonias en las cajas de agar nutritivo, se procedio a hacer
una tinciéon gram y con la ayuda de un microscopio se realizé la comprobacion de su

pureza y morfologia (Wolin, et al. 1973).

Posteriormente se inocul6 el cultivo en un tubo de 10 ml de caldo nutritivo y se
lo dej6 incubar por 12 horas a 30°C, finalmente se comprobd que el crecimiento sea de

escala de Mc Farland 2, correspondiente a 60x10” UFC (Smibert & Kreig, 1994).

2.5.2 Preparacion de medios de Cultivo

2.5.2.1 Medio mineral deMills

Para la realizacion de las diferentes pruebas de crecimiento se utilizd la

siguiente formulacion para 1L.
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Cuadro 2.1 Formulaciéon medio mineral de Mills.

Cloruro de Sodio 24 ¢
Cloruro de Potasio 0,7¢g
Fosfato diacido de Potasio 20¢g
Sulfato de Magnesio heptahidratado|1,0 g
Fosfato acido di sédico 30g
Nitrato de Amonio 1,0g
Agua destilada 1000 M1
Petréleo crudo 10 Ml
pH final 7.0

Fuente: LACIB, 2006

2.5.2.1 Medio minimo de Goldman

Para determinar la actividad emulsificante de cada cepa se utiliza el medio

minimo de Goldman, el cual presenta la siguiente formulaciéon para un litro.

Cuadro 2.2 Formulacion medio minimo de Goldman

Fosfato acido dipotasico |18 g

Fosfato diacido de Potasio|6 g

Sulfato de Magnesio 0,02 g
Sulfato diaménico 1.0g
Etanol 20 ml
Extracto de levadura 3% P/V

Fuente: LACIB, 2006.

2.5.3 Inoculacion del Cultivo

Una vez reactivadas las cepas en el caldo nutritivo, se procedid a la inoculacion
en el medio de cultivo afiadiendo un 1% de cultivo reactivado de la cepa
correspondiente , bajo el concepto de simular en lo posible las condiciones ambientales,

debido a que teoricamente todos los ecosistemas naturales poseen microorganismos
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capaces de metabolizar los compuestos toxicos y xenobioticos, los mismos que suelen

encontrarse en proporciones menores al 1% de la comunidad microbiana (Foturbel e

Tbafiez, 2004).

Posteriormente se realiz6 un contaje para definir el nimero inicial de bacterias

en tiempo cero al inicio del periodo de incubacion.

2.5.4 Contaje por profundidad

Una vez tomados los 10 ml de muestra se las coloco en 90 ml de agua peptona
al 0.1%, efectuando la dilucion 107, luego se tomo un 1ml y se coloco en un tubo de 9
ml de agua peptonada, se realiz6 este proceso sucesivamente hasta que la dilucion sea la

adecuada para el contaje (Prescott, Harley & Klein, 2004).

Alcanzada la dilucion deseada, se tom6 1ml del altimo tubo y se lo coloco en
una caja petri estéril, para posteriormente afiadir 25ml de agar nutritivo estéril que debe
tener una temperatura de 45°C (Prescott, Harley & Klein, 2004), lo que se pudo lograr

con la ayuda de un bafio maria.

Con un movimiento circular y en paralelo se mezclo las bacterias con el agar,

luego de lo cual se dejé solidificar y se incubd de 18 a 24 horas a 30°C.

Posteriormente se realiz6 el contaje visual de las colonias presentes luego del
periodo de incubacion, para aceptar un crecimiento como significativo el unidades
formadoras de colonias debe estar entre 30 y 300 (Manacorda, Cuadros y Alvarez,

2006).

255 Tincion Gram
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Se realiz6 un frotis con agua destilada del cultivo a analizar y se fij6 con calor,
el Frotis fijado se tifid6 1 minuto con Violeta Cristal, se lavd con agua, se cubrido con
soluciéon Yodada durante 1 minuto y se lavo nuevamente con agua, se decolord con
mezcla alcohol etilico/acetona. Se escurrid y cubrié con Safranina (color de contraste)
durante 20 segundos. Se hiz6 el lavado con agua y se dejo secar al ambiente (Reynolds,

2005).

25.6 Andlisisestadistico

Los distintos ensayos de pH y temperatura se realizaron con tres repeticiones

para garantizar la confiabilidad de los resultados (Bahamonde, 1985).

Para el tratamiento estadistico se utiliz6 un DCA con arreglos factoriales para

el procesamiento de los datos obtenidos de pH y temperatura.

Posteriormente todos los datos fueron sometidos a un andlisis de variancia y a

pruebas de significancia.

Las hipotesis planteadas son:

Ho: ti=t= t3= t4= ts= te=t7= tg= to=t1o= t11= tio= t13= ti4._ to

Tratamientos
Ha: t1#th7# 37 t4# ts# teFtyF tsF toFtioF tiF o tisZ s ta

Ho: C1=C,=C;= C4= Cs= Consorcio
Cepas
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Ha: C1#Cy# Cs# C4# Cs# Consorcio

Ho: X1=X2=X3=X4= X5
Temperatura
Ha: X #Xo# X537 Xy# X

Ho: P1:P2:P3:P4:P5
pH
Ha: P#Py# Ps# P47 Ps

Ho: H1:H2:H3:H4
Horas de muestreo
Ha: H1#H,#H3#H4
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2.6 PROCEDIMIENTOS
2.6.1 Cinetica Bacteriana
2.6.1.1 Curvasde Crecimiento
Se inoculd la bacteria seleccionada y previamente reactivada en caldo nutritivo

a una concentracion del 1% (Fotarbel e Ibafiez, 2004), y se procedid a incubar a 30°C,

en una incubadora con agitacion.

Se tomo una muestra de 10 ml cada periodo de tiempo que va desde cada hora,

hasta cada seis horas hasta concluir las 36 horas de incubacion.

Finalmente se realizO6 un contaje por profundidad de las muestras, para

determinar el crecimiento bacteriano en el tiempo.

Los datos obtenidos fueron tabulados y con la ayuda de un programa
informatico se procedio a la realizacion de las respectivas curvas de crecimiento, en las
cuales se identifico los tiempos de crecimiento maximos necesarios para la realizacion

de las pruebas de pH y temperatura respectivas.

2.6.1.2 Crecimiento bacteriano con variaciéon de temper atura.

Con la cepa reactivada, se indculo en medio mineral a un pH de 7 en una

concentracion del 1% (Fotarbel e Ibaiez, 2004).

Se incubo a diferentes temperaturas que van de 20 a 38°C con la ayuda de una

incubadora con agitacion.
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Se tomd muestras de 10 ml en los tiempos determinados como inicio y final de
la fase exponencial, las cuales seran procesadas mediante la técnica de contaje por
profundidad para determinar el nimero de colonias viables a la temperatura indicada

(Manacorda, Cuadros y Alvarez, 2006).

Los datos obtenidos son tabulados y mediante un programa informatico se
procedio a la elaboracion de graficos en columnas, que representen graficamente los

resultados obtenidos.
2.6.1.3 Crecimiento bacteriano con variacion de pH
El pH del medio mineral de Mills fue variado con la utilizacién de acido

clorhidrico 6.5% e hidroxido de sodio 0,2 N en un rango que vade 6 a 8.

La cepa previamente reactivada fue inoculada al 1% (Foturbel e Ibafiez, 2004)

en cada uno de los medios con los diferentes puntos de pH de prueba.

Se tomo una muestra de 10 ml en cada uno de los tiempos determinados como

de crecimiento exponencial (Capitulo III).

Las muestras fueron procesadas con el método de contaje por profundidad e
incubadas a 30°C por 24 horas, tiempo luego del cual se procedio al conteo de colonias

para su posterior reporte.
Los datos obtenidos son tabulados y mediante un programa informatico se

procedid a la elaboracion de graficos en columnas, que representen graficamente los

resultados obtenidos.
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2.6.2 Cinética del consorcio

2.6.2.1 Pruebas de Antagonismo

Las cepas seleccionadas para la prueba se cultivaron en caldo nutritivo, durante

12 horas a 30°C.

Para iniciar las pruebas de antagonismo, se sembré masivamente cada uno de
los microorganismos en agar nutritivo con la ayuda de un hisopo estéril y se enfrent6 a
las diferentes cepas con la ayuda de discos de papel estéril sumergidos en el caldo
nutritivo con la cepa reactiva y se los impregné en el agar nutritivo, de modo tal que

cada una de las cepas fueran enfrentadas entre si, se incub6 por 24 horas a 30°C.

El efecto antagdnico se evaltio midiendo el didmetro de cada uno de los halos
de hidrdlisis alrededor de los discos estériles, tomando como antagonismo positivo a
las cepas que enfrentandose entre si, inhiben el crecimiento de las otras, presentando un
halo de inhibicion mayor de 5 mm, y determindndose un antagonismo negativo a las
cepas que presenten entre si, un halo de inhibicion < 5 mm (Rodriguez, Rueda, Pedroza

y Poutou, 2002)

2.6.2.2 Actividad emulsificante

Se realizo la reactivacion de las cepas seleccionadas para la prueba en caldo

nutritivo.

Siguiendo el método propuesto por Goldman et al., (1982):

Se mezcld 18 ml de medio minimo de Goldman con 2 ml del cultivo reactivado

y, se incubo por 72 horas a 30°C con agitacion constante.
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Luego de transcurridas las 72 horas, procedio a centrifugar la muestra a 5000

rpm por 30 minutos.

Se obtuvo 10 ml del sobrenadante, al cual se le afiadio 0.1 ml de petroleo

crudo, y se agitd por cinco minutos.

Trasvasado 5ml de la muestra se procedid a leer la absorbancia en un
espectrofotometro UV a 540 nm, en donde el blanco se preparé con medio de cultivo

con crudo sin incubacion.

La equivalencia es de 0.816 de absorbancia= 1 UAE/ml que corresponde a

Unidad de Actividad Emulsificante por mililitro (Goldman et al.,1982).

2.6.2.3 Formacion del consorcio

Una vez realizadas las pruebas de antagonismo y actividad emulsificante para
cada una de las cepas se determind cuales de estas pasaran a formar parte del consorcio,
tomando en cuenta un antagonismo positivo lo que hard que no formen parte del
consorcio y una actividad emulsificante menor a 1, en cuyo caso tampoco fueron

incluidas.

Debido a que no se tiene datos individuales sobre la eficacia de cada una de las
cepas en campo, se procedié a poner la misma cantidad de in6culo de cada una en el

medio de cultivo (LACIB, 2006).
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2.6.2.4 Curvade Crecimiento

Se inoculd las cepas en caldo nutritivo en proporciones iguales en una
concentracion del 1% (Foturbel e Ibafiez, 2004), y se procedio a incubar a 30°C, en una
incubadora con agitacion (LACIB, 2006).

Se tomd una muestra de 10ml cada periodo de tiempo que va desde cada hora,

hasta cada seis horas hasta concluir las 36 horas de incubacion.

Las muestras fueron procesadas mediante la técnica de contaje por profundidad

(Prescott, Harley & Klein, 2004).

Los datos obtenidos fueron tabulados y con la ayuda de un programa
informético se procede a la realizacion de las respectivas curvas, en las cuales se

identificara los en los cuales existe un crecimiento estable del cultivo.

2.6.2.5 Crecimiento con variaciones de pH

Al medio mineral de Mills, se procede a variar el pH, con la utilizacion de

acido clorhidrico e hidroxido de sodio en un rango que va de 6 a 8.

Determinado el tiempo en el cual existe un crecimiento estable del consorcio,
se toma muestras de 10 ml en estos, en el medio mineral con el pH de prueba, para su
posterior procesamiento.

2.6.2.6 Crecimiento con variaciones de Temperatura

Con el consorcio formado previamente, fué¢ incubado a diferentes temperaturas

con la ayuda de una incubadora con agitacion.
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En los tiempos de crecimiento determinados en la curva en donde se observd
un equilibrio entre las cepas se tom6 muestras de 10 ml, las cuales fueron procesadas
para determinar el numero de colonias viables a la temperatura indicada, mediante

contajes por profundidad (Manacorda, Cuadros y Alvarez, 20006).

2.7 Pruebas de Crecimiento en € fermentador

2.7.1 Ensayo de las condiciones de pH y temperatura determinadas en €

labor atorio.

Una vez concluidas las pruebas de crecimiento, se hizo al escalado de las

mismas en un fermentador bioldgico, el cual posee controles de pH y temperatura.

La produccion fue de 40 litros, por lo que en primer lugar se realizd un
preinoculo al 1% de 400 ml de medio mineral + extracto de levadura y peptona de

carne, el cual fue incubado por 24 horas a 30°C (LACIB, 2006).

Se encendi6 el equipo y se procedid al armado de los electrodos y la

polarizacion de los sensores 24 horas antes de empezar la prueba.

Se prepar6 el medio mineral con la adicion de extracto de levadura y peptona
de carne y se colocd en el fermentador, para iniciar el proceso de esterilizacion que se
da a 121°C por 15 minutos, una vez concluido se dejo enfriar hasta alcanzar la
temperatura deseada de 30°C, paralelamente se activaron los controles de pH propios

del equipo para que este se mantenga en 7.

Con las condiciones de crecimiento reguladas y colocado el preindculo en el

fermentador se inici6 el proceso.
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Se tom6 muestras cada 4 horas previa esterilizacion del puerto de muestreo, a
las que se les realizo contajes hasta concluir el proceso, luego de lo cual se vaci6 el
producto en biotanques previamente esterilizados para su posterior bombeo en las

plataformas de landfarming (PEPDA, 2006).

2.7.2 Determinacion de la permanencia en e tiempo de las cepas formadoras del

COoNSsor cio

Una vez efectuada la produccion, se tomo una ultima muestra al final del
proceso y se sembrd en superficie en agar nutritivo y se dejo incubar por 12 horas a

30°C.

Luego se realiz6 el aislamiento de colonias mediante sembrado por estrias en
agar nutritivo, que consiste en el agotamiento progresivo y continuo del indculo sobre
un medio solido para obtener un numero reducido de bacterias distribuidas
individualmente sobre la superficie de la placa de Petri que al incubar, cada una

originara una colonia (Henriquez y Donado, 2005).

La pureza de las mismas, fue comprobada mediante tincion gram y observacion

de sus caracteristicas morfologicas (Wolin, et al. 1973).

2.7.2.1 Caracteristicas M acr oscopicas

Una vez obtenidos los cultivos puros se procedio a la observacion en agar

nutriente para su identificacion deacuerdo a la siguiente tabla:
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Cuadro 2.3 Caracteristicas microscopicas de algunos microorganismos degradadores de

hidrocarburos

Microorganismo | Forma Color Tamarfo | Contextura- | Elevacion
borde

Aeromonas Irregular | Verdosa | Grande Lobulado Plana
hydrophila
Bacillus Dispersa | Blanca Grande Irregular Plana
megaterium
Burkholderia Irregular | Verdosa | Grande Irregular Plana
cepacia
Pseudomonas Irregular | Verdosa | Grande Irregular Plana
fluorescens

Fuente: LACIB, 2006.

2.7.2.2 Caracteristicas Microscopicas

Por medio de tincidon gram, se realizo6 la identificacion de los cultivos puros y a

la comparacion con las caracteristicas ya conocidas.

Cuadro 2.4 Caracteristicas microscopicas de microorganismos degradadores de

hidrocarburos.
Microor ganismo Forma Tincion Gram
Aeromonas hydrophila Bacilo -
Bacillus megaterium Bacilo +
Burkholderia cepacia Bacilo -
Pseudomonas fluorescens Bacilo -

Fuente: LACIB, 2006.

2.7.2.3 Pruebas Bioquimicas

Con las caracteristicas macroscopicas y microscopicas establecidas, se

procedio a la identificacidon bioquimica a través de las diferentes pruebas.

47



Cuadro 2.5 Pruebas bioquimicas de identificacion de microorganismos degradadores de

hidrocarburos.
Microorganismo | TSl | Lisina | Citrato | Urea | MR | VP SIM OXIDASA
Aeromonas H,S +
hydrophila K/A | +/- - - - | + | Indol + -
Motilidad+
Burkholderia H,S -
cepacia K/K - + - - - | Indol + +
Motilidad+
Pseudomonas H,S -
fluorescens |K/K | -/+ + + - - | Indol - -
Motilidad+

FUENTE: (Bergey, D. ,1994)

Cuadro 2.6 Pruebas bioquimicas para la identificacion de microorganismos del género

Bacillus.
Microorganismo | Catalasa Almiddn Gelatina BHI+NaCl
5%
Bacillus sp. + + + +

FUENTE: (Bergey, D. 1994)
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CAPITULO IIl: RESULTADOS

3.1 Cinética Bacteriana

3.1.1 Curvasde Crecimiento

Una vez preparados los indculos al 1% de las diferentes cepas, se procedi6 al
contaje de colonias en 36 horas para la conformacion de la curva de crecimiento, en la
correspondiente a Aeromonas hydrophila se pudo observar las diferentes fases de
crecimiento, ademas de diferenciar el tiempo de crecimiento maximo que va de la hora

20 a la 24 y una finalizacidon de su crecimiento o fase de muerte a la hora 28 (Figura

3.1).

Aeromonas hydrophila
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Figura 3.1 Curva de crecimiento Aeromonas hydrophila, crecimiento exponencial en

rojo hora 20 a 24.

En la curva de crecimiento realizada para Bacillus megaterium, se observo un
crecimiento hasta la 20, luego de lo cual comienza la fase de muerte (Figura 3.2). La
fase de crecimiento exponencial se encuentra entre la hora 8 y la 14 claramente
diferenciada, ademés se pudo ver que el crecimiento inicial en un tiempo cero es

elevado con un exponente 10°.
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Bacillus megaterium

Log UFC
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Figura 3.2 Curva de crecimiento Bacillus megaterium crecimiento exponencial en rojo
hora § a 14.

La curva de crecimiento de Burkholderia cepacia presenta tiempos maximos
de crecimiento en las horas 20 y 24, y un decrecimiento del crecimiento significativo al

final de este periodo (Figura 3.3). Se observo ademas una clara fase de adaptacion en las
seis primeras horas de crecimiento.

Burkholderia cepacia

Log UFC
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Figura 3.3 Curva de crecimiento Burkholderia cepacia, crecimiento exponencial en rojo
hora 20 a 24.

50



Pseudomonas fluorescens, present6é un crecimiento prolongado llegando hasta
la hora 32, una corta fase de adaptacion en las primeras horas y una fase de crecimiento
exponencial que se inicia a la hora a la hora 6, teniendo como maximo crecimiento el
periodo de la hora 20 a la 24, luego de lo cual se inicia la fase estacionaria culminando

con la fase de muerte luego de la hora 32, cuando el crecimiento es no significativo
(Figura 3.4).
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Figura 3.4 Curva de crecimiento Pseudomonas fluorescens, crecimiento exponencial en
rojo hora 20 a 24.

En el caso de Pseudomona sp. se observo un crecimiento exponencial en el
lapso de tiempo de la hora 20 a la 24, decayendo en la hora 28, con una corta fase de
adaptacion en las primeras horas y una fase estacionaria poco diferenciada, pasando

practicamente de crecimiento exponencial a fase de muerte entre las horas 24 y 28

(Figura 3.5).
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Figura 3.5 Curva de crecimiento Pseudomonas sp. crecimiento exponencial en rojo hora
20 a24.

3.1.2 Pruebasde Temperatura

Las pruebas de temperatura realizadas en los tiempos previamente establecidos
como de crecimiento exponencial (Figura 3.2, 3.2, 3.3, 3.4 y 3.5) en medio mineral con
petréleo como fuente de carbono, en un rango de 20 a 38°C con tres repeticiones y un

inoculo de 1% para cada una de las cepas.

Mostraron en el caso de Aeromonas hydrophila un crecimiento significativo a
30 y 35°C, siendo este Gltimo el mas alto y considerado como Optimo para esta cepa (
Figura 3.6), sin embargo debe tomarse en cuenta el crecimiento a 30°C, que es también

muy significativo.

En el resto de pruebas realizadas a temperaturas diferentes no se pudo observar

un crecimiento significativo.
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Aeromonas hydrophila
1E+25
1E+20
1E+15
UFC

1E+10
100000
1

20°C 25°C 30°C 35°C 38°C

@ 20h| ns ns 32x10" 170x10" ns

M 24h ns ns 51x10'® 64x10" ns

Figura 3.6 Crecimiento a diferentes temperaturas de Aeromonas hydrophila, en fase

exponencial hora 20 y 24.

Las pruebas realizadas a Bacillus megaterium, muestran un crecimiento a 30°C
y a 35°C, en el primer muestreo a la hora 8 de incubacion a 35°C se observo mayor
crecimiento, mientras que a la hora 14 el nimero de unidades formadoras de colonia es
superior a 30°C. A temperaturas superiores o inferiores no se observa crecimiento

significativo (Figura 3.7).

Bacillus megaterium
1E+16
1E+12
UFC
1E+08
10000
1 (o)
20°C 25°C 30°C 35°C 38°C
@ 8h ns ns 35x10° 45x10° ns
B [4h| ns ns 130x10" 36x10"2 ns

Figura 3.7 Crecimiento de Bacillus megaterium a diferentes temperaturas, en fase

exponencial hora 8 y 14.
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Burkholderia cepacia, presenta un crecimiento significativo a una temperatura
de 30°C, siendo esta por lo tanto la optima para su crecimiento, ademas se observé un

crecimiento significativamente alto con un exponente maximo de 10" ( Figura 3.8).

Burkholderia cepacia
1E+20
1E+16
1E+12
UFC

1E+08
10000
1

20°C 25°C 30°C 35°C 38°C

O 20nh ns ns 44x10' ns ns

W 24h ns ns 31x10" ns ns

Figura 3.8 Crecimiento significativo de Burkholderia cepacia a diferentes temperaturas

a las horas 20 y 24 de la fase exponencial.

Pseudomonas sp. presentd un crecimiento significativo inicamente a 30°C con

exponente de crecimiento méaximo de 10'” en la hora 24 ( Figura 3.9).

Pseudomonas sp.
1E+20
1E+16
1E+12
UFC
1E+08
10000
1
20°C 25°C 30°C 35°C 38°C
B20h| ns ns 36x10" ns ns
B 24h ns ns 78x10"7 ns ns

Figura 3.9 Crecimiento significativo de Pseudomonas sp. a diferentes temperaturas a las

horas 20 y 24 de la fase exponencial.

54



Pseudomonas fluorescens, presenta un crecimiento significativo a 25 y 30°C,
siendo esta ultima en la que mayor crecimiento se pudo registrar en la fase de

crecimiento exponencial determinada anteriormente correspondiente a las horas 20 y 24

(Tabla 3.5 y Figura 3.10).

Pseudomonas fluorescens

1E+25
1E+20
UFCiE+15
1E+10
100000
1

20°C 25°C 30°C 35°C 38°C

E20h ns 45x10" 37x10' ns ns

H24h| ns 32x10"7 61x10%° ns ns

Figura 3.10 Crecimiento significativo de Pseudomonas fluorescens a diferentes

temperaturas, en fase exponencial hora 20 y 24.

Una vez analizados los crecimientos de todas las cepas se pudo determinar que
a 30°C, las cepas que presentan su mayor crecimiento entre las horas 20 y 24 de
incubacién tienen un comportamiento similar entre ellas, presentando un rango de

crecimiento exponencial de 10" hasta 10%°, (Figura 3.11).
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Crecimiento a 30°C
1,00E+24
1,00E+20
1,00E+16
UFQ-00E+12
1,00E+08
1,00E+04
1,00E+00 -
Aeromonas Burkholderia Pseudomonas Pseudomonas
hydrophila cepacia fluorescens sp.
m20n 32x10™ 44x10' 37x10' 36x10"
m24h| 51x10" 31x10" 61x10% 78x10"7

Figura 3.11 Crecimiento de cepas degradadoras de hidrocarburos a 30°C, en fase

exponencial hora 20 y 24.

3.1.3 PruebasdepH

Una vez culminadas las pruebas de crecimiento a los diferentes puntos de pH
se procedid a la tabulacion de los datos y la elaboracion de los diferentes graficos

representativos.

En las pruebas realizadas a Aeromonas hydrophila se observé un rango de
crecimiento importante que va desde pH 6 a 7, siendo este ultimo donde se reporto el
mas elevado nimero de UFC (unidades formadoras de colonia) en comparaciéon a los
anteriores. En un medio alcalino no se observd un crecimiento significativo (Figura

3.12).
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Aeromonas hydrophila
1,00E-+20
1,00E+16
UFC| 00E+12 1
1,00E+08 -
1,00E+04 -
1,00E+00-
6 6,5 7 7,5 8
I 20h |55x10" ns 32x10" ns ns
B 24h 96x10" 30x10" 51x10" ns ns
pH

Figura 3.12 Crecimiento significativo de Aeromonas hydrophila a diferentes variaciones

de pH al inicio y final de su fase de crecimiento exponencial hora 20 y 24.

A pH neutro se observo un crecimiento significativo de Bacillus megaterium,

mientras que en un medio mas acido o alcalino no se report6 crecimiento, se pudo

diferenciar ademas un alto 10'* a la hora 14, al final de la fase de exponencial (Figura

3.13).
Bacillus megaterium
1,00E+16
1,00E+12
FC

1,00E+08

1,00E+04

1,00E+00

6 6,5 7 7,5 8
O 8h ns ns 35x10° ns ns
W 14h| ns ns 130x10" ns ns
pH

Figura 3.13 Crecimiento significativo de Bacillus megateriuma diferentes variaciones

de pH al inicio y final de su fase de crecimiento exponencial hora 8 y 14.
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Los resultados obtenidos en las pruebas realizadas a Burkholderia cepacia
muestran un crecimiento significativo unicamente a pH 7, tanto al inicio como al final

de la fase de maximo crecimiento antes determinada ( Figura 3.14).

Burkholderia cepacia
1E+20
1E+16
UEC 1E+12
1E+08
10000
1
6 6,5 7 7,5 8
O20h| ns ns 44x10' ns ns
M 24h| ns ns 31x10"® ns ns
pH

Figura 3.14 Crecimiento de Burkholderia cepacia a diferentes variaciones de pH al

inicio y final de su fase de crecimiento exponencial hora 20 y 24.

En el reporte de los datos de Pseudomonas sp. se pudo comprobar que el
crecimiento de esta cepa se da unicamente a pH 7, ademas se observé que al darse una
variacion minima del pH del medio el crecimiento decae esta ser no significativo

(Figura 3.15).
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Pseudomonas sp.
1E+20
1E+16
1E+08
10000
1
6 6,5 7 7,5 8
O 20h ns ns 36x10" ns ns
W 24h ns ns 78x10" ns ns
pH

Figura 3.15 Crecimiento de Pseudomonas sp. a diferentes variaciones de pH al inicio y

final de su fase de crecimiento exponencial hora 20 y 24.

Pseudomonas fluorescens presentd un crecimiento a pH 7 y 6,5, sin embargo se
pudo observar que el crecimiento a pH 6,5 unicamente se da al inicio de la fase de

crecimiento exponencial y al final de la misma no es significativo (Figura 3.16).

Pseudomonas fluorescens

1E+24
1E+18
UEC [E+12
1000000
1

6 6,5 7 7,5 8

O20h| ns 150x10"* 37x10'¢ ns ns

H24h| ns 0 61x10% ns ns

pH

Figura 3.16 Crecimiento de Pseudomonas sp. a diferentes variaciones de pH al inicio y

final de su fase de crecimiento exponencial hora 20 y 24.
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Con todas las pruebas concluidas se pudo observar que el crecimiento
significativo es predominante a pH 7 entre las cepas estudiadas, las cepas que presentan
su mayor crecimiento entre las horas 20 y 24 de incubacién tienen un comportamiento
similar entre ellas, presentando un rango de crecimiento exponencial de 10" hasta 10%,

(Figura 3.17).

CrecimientoapH 7

1,00E+25
1,00E+20
UFCi,00E+15-
1,00E+10
1,00E+05

1,00E+00 Aeromona Burkholderia Pseudomonas Pseudomonas

hydrophila cepacia fluorescens p.
m20h| 32x10" 44x10'° 37x10' 36x10"
m24 | 51x10" 31x10" 61x10” 78x10"

Figura 3.17 Crecimiento de cepas degradadoras de hidrocarburos a pH 7, en fase

exponencial hora 20 y 24.

3.2 Cinéticadel Consorcio

3.2.1 Pruebas de Antagonismo

Las pruebas de antagonismo realizadas para cada una de las cepas del estudio

muestran en el caso de Aeromonas hydrophila (cepa 29 en la Figura 3.18) un

antagonismo positivo con la Pseudomona sp. (cepa 69).
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Figura 3.18 Prueba de antagonismo, cepa confrontada Aeromonas hydrophila.
El halo de inhibicion claramente diferenciado (Figura 3.18), es mayor 5 mm
parametro establecido anteriormente (Capitulo IIT), mientras que con el resto de cepas

confrontadas no se presentaron halos de inhibicion (Tabla 3.1).

Tabla 3.1 Halos de inhibicion, cepa confrontada Aeromonas hydrophila.

Aeromonas I I 1
hydrophila vs
Bacillus 0 0 0
megaterium

Burkholderia 0 0 0
cepacia
Pseudomonas 0 0 0
fluorescens
Pseudomonas sp. 8 mm 9 mm 10 mm

Al confrontar Bacillus megaterium (cepa 1 en la Figura 3.19), se observo la

formacion de halos de inhibicion unicamente con Pseudomonas sp.
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Figura 3.19 Prueba de antagonismo, cepa confrontada Bacillus megaterium.

Con un antagonismo positivo ya que los halos formados son mayores a 5 mm,

con el resto de cepas no se presentd antagonismo (Tabla 3.2).

Tabla 3.2 Halos de inhibicion, cepa confrontada Bacillus megaterium.

Bacillus I I [l
megaterium vs
Aeromonas 0 0 0
hydrophila
Burkholderia 0 0 0
cepacia
Pseudomonas 0 0 0
fluorescens
Pseudomonas sp. 8 mm 11 mm 7 mm

Las pruebas realizadas con Burkholderia cepacia (cepa 33 en la Figura 3.20)
como cepa confrontada dieron como resultado la observacion de halos de inhibicion

unicamente con Pseudomonas sp. (cepa 69).
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Figura 3.20 Prueba de antagonismo, cepa confrontada Burkholderia cepacia.

Con un minimo de 10 mm y un méaximo de 15 mm de didmetro del halo

formado en las tres repeticiones, que representd el porcentaje de inhibicion mas alto

registrado como positivo (Tabla 3.3).

Tabla 3.3 Halos de inhibicion, cepa confrontada Burkholderia cepacia.

Burkholderia
cepacia vs

Bacillus
megaterium

Aeromona
hydrophila

Pseudomonas
fluorescens

Pseudomonas sp.

10 mm

15mm

14mm

Pseudomonas fluorescens (cepa 48 en la figura 3.21), present6é un antagonismo

positivo con Pseudomonas sp. al producirse halos de inhibicion de un didmetro mayor a

los 5 mm.
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Figura 3.21 Prueba de antagonismo, cepa confrontada Pseudomonas fluorescens.

Con el resto de cepas confrontadas no se observo la formacion de ningtin halo

y por tanto se establecio un antagonismo negativo (Tabla 3.4).

Tabla 3.4 Halos de inhibicion, cepa confrontada, Pseudomonas fluorescens

Pseudomonas
fluorescensvs

Bacillus
megaterium

Aeromonas
hydrophila

Burkholderia
cepacia

Pseudomonas sp.

9 mm

10 mm

11 mm

Al realizar las pruebas de antagonismo a Pseudomonas sp. se pudo observar

que no se registra antagonismos con ninguna de las cepas con las que fue confrontadas

(Figura 3.22).
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Figura 3.22 Prueba de antagonismo, cepa confrontada Pseudomonas

No se reportd la formaciéon de halos de inhibicion en ninguna de las

repeticiones realizas en esta prueba (Tabla 3.5).

Tabla 3.5 Halos de inhibicion, cepa confrontada Pseudomonas sp.

p.

Pseudomonas sp. vs I [

Bacillus 0 0
megaterium

Aeromona 0 0
hydrophila

Burkholderia 0 0
cepacia

Pseudomonas 0 0
fluorescens

3.2.2 Pruebas de actividad emulsificante

Luego de culminadas las pruebas de actividad emulsificante, se reporté de cada

una de las cepas de estudio las UAE/ml, correspondiente a su respectiva absorbancia.

Los valores van desde 1,204 para Aeromonas hydrophila siendo el meno

hasta 2.379 para Pseudomonas fluorescens, la que presenta una mayor actividad

registrada, el resto de cepas se encuentra dentro de este rango (Tabla 3.6).
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Tabla 3.6 Actividad emulsificante de microorganismos degradadores de hidrocarburos.

Bacteria Absorbancia UAE/mI
Aeromonas hydrophila 0.983 1.204
Bacillus megaterium 1.175 1.439
Burkholderia cepacia 1.931 2.366
Pseudomonas fluorescens | 1.942 2.379
Pseudomonas sp 1.872 2.294

Equivalencia: 0.816 de absorbancia= 1 UAE/ml (Goldman et al., 1982).

3.2.3 Curvade Crecimiento

Una vez conformado el consorcio con las cepas Aeromonas hydrophila,
Bacillus megaterium, Burkholderia cepacia y Pseudomonas fluorescens, se procedio a
la conformacion de la curva de crecimiento con muestreos sucesivos hasta completar las

36 horas de incubacion.

Una vez obtenidos los datos se pudo observar las diferentes fases de
crecimiento tanto exponencial como estacionario dentro de la misma curva, propias de

la interaccion de los distintos organismos (Figura 3.23).

Ademas se tom6 en cuenta el crecimiento entre las horas 20 y 24 en donde se
observd una tendencia de crecimiento continuo para la realizacion de las

correspondientes pruebas de pH y temperatura (Figura 3.23).
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Consorcio

Log UFC

Tiempo (h)

Figura 3.23 Curva de crecimiento consorcio, fase exponencial en rojo horas 20 y 24 de

incubacion.

3.2.4 Pruebas de Temperatura

El crecimiento del consorcio solo fue significativo a 30°C con un crecimiento

méximo de 10" al final de la etapa de crecimiento seleccionada (Figura 3.24).

Consorcio
1E+20
1E+16
UFC 1E+12
1E+08
10000
1
20°C 25°C 30°C 35°C 38°C
E20h| ns ns 48x10' ns ns
M 24h| ns ns 45x10" ns ns

Figura 3.24 Crecimiento del consorcio bacteriano a diferentes temperaturas en su fase

exponencial de la hora 20 a la 24.

67



3.2.5 Pruebasde pH

Las pruebas de pH realizas para el consorcio dieron como resultado un
crecimiento significativo a pH neutro en la fase de exponencial anteriormente
determinada, ademas se pudo observar que cualquier variacion de pH da como resultado

un crecimiento no significativo (Figura 3.25).

Consorcio
1E+20
1E+15
UFC 1E+10
100000
1
6 6,5 7 7,5 8
O 20h ns ns 48x10" ns ns
B 24h ns ns 45x10" ns ns
pH

Figura 3.25 Crecimiento del consorcio bacteriano a diferentes variaciones de pH en su

fase exponencial de la hora 20 a la 24.

3.3 Andlisis Estadistico

3.3.1 Pruebasde Temperatura

Al establecer los analisis de variancia para las unidades formadoras de colonia
de cinco cepas y el consorcio formado por cuatro de ellas bajo el efecto de temperaturas
y tiempo, se detectd diferencias estadisticas para tratamientos a nivel del 1% y 5%. Al
desglosar los grados de libertad para tratamientos se observo diferencias estadisticas
entre las cepas al nivel del 1% y el 5% ; dentro de la cepa 1 (Aeromonas hydrophila) se
encontrd diferencias estadisticas entre temperaturas, tiempo y al mismo nivel

significacion estadistica en la interaccion temperaturas por tiempo, igualmente dentro

68



de la cepa 2 (Bacillus megaterium), en la cepa 4 (Pseudomonas fluorescens) se encontro
diferencias estadisticas entre temperaturas, tiempo y el mismo nivel de significacion
estadistica en la interaccion temperatura por tiempo; los tiempos se diferenciaron
dentro de la temperatura 1 a nivel del 1% y 5% en las cepas 3( Burkholderia cepacia), 5

(Pseudomonas sp.) y en el consorcio (Tabla 3.7).

El promedio general del nimero de unidades formadoras de colonia fué¢ de

38x10" con un coeficiente de variacion de 0.22.

Tabla 3.7 Analisis de variancia para las unidades formadoras de colonia de 5 cepas y su

consorcio bajo el efecto de temperaturas y tiempo. Transformacion Log

(x+2)

FUENTESDE SUMA DE CUADRADOS
VARIACION GL CUADRADOS MEDIOS F
Total 53 590,62
Tratamientos. 17 590,57 34,7 24241,94 **
entre cepas (5 371,93 74,39 53135,71 **
Consorcio vs
C1,C2.C3.C4 1 0.43 0.43 296.66 **
Resto 4 371.50 92.875 66339.28%*
Cepal (3) 51,77 17,26 12328,57 **
Temperatura. 1 5,95 5,95 4250,00 **
Tiempo 1 45,54 45,54 32528,57 **
Temp. x Tiempo 1 0,29 0,29 207,14 **
Cepa?2 (3) 54,33 18,11 12935,7 **
Temperatura. 1 0,15 0,15 107,14 **
Tiempo 1 53,85 53,85 38464,28 **
Temp. x Tiempo 1 0,33 0,33 235,71 **
Cepa 3 1 5,16 5,16 3685,71 **
Cepa 4 (3) 77,76 25,92 18514,28 **
Temperatura tiempo. 1 28,88 28,88 20628,57 **
Tiempo 1 48,78 48,78 3484285 **
Temp. x Tiempo 1 0,1 0,1 71,42 **
Cepa b 1 28,21 28,21 20150 **
Consorcio 1 1,41 1,41 1007,14 **
Error 36 0,05 0,0014

x() REAL: 38x10"° TRANSFOR: 16.42
CV(%) 0.22
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Los mayores promedios de unidades formadoras de colonia se presentaron con
las cepas 3 (Burkholderia cepacia), cepa 1 (Aeromonas hydrophila) y cepa 4
(Pseudomonas fluorescens), los menores promedios correspondieron a la cepa 2
(Bacillus megaterium). Vale manifestar que el consorcio presentd un promedio
intermedio, las pruebas de significancia mostraron una diferencia estadistica entre las

cepas (Tabla 3.8).

Tabla 3.8 Promedios de las unidades formadoras de colonia para cada una de las cepas

en estudio. Transformacién Log (x+2)

CEPAS UFC. REAL UFC.TRANSFOR. | RANGO
C1 Aeromonas hydrophila 174 x10' 18,31 b
C2 Bacillus megaterium 42 x10'* 11,72 f
C3 Burkholderia cepacia 157 x10" 18,56 a
C4 Pseudomonas fluorescens 153 x10" 18,13 c
C5 Pseudomonas sp. 39 x10" 16,72 d
Consorcio 249 x10" 16,17 e

Dentro de la cepa 1 (Aeromonas hydrophila) a una mayor temperatura se
incremento las unidades formadores de colonia, ademas se determin6 la independencia

de cada una de las temperaturas con la prueba de significancia (Tabla 3.9).

Tabla 3.9 Efecto de la temperatura sobre las unidades formadoras de colonia, dentro de

Aeromonas hydrophila. Transformacion Log (x+2)

TEMPERATURA | UFC.REAL | UFC.TRANSFOR. RANGO
X1 (30°C) 257 x10" 17,61 b
X2 (35°C) 32 x10" 19,01 a

A medida que aumento el tiempo se increment6 el promedio de las unidades

formadoras de colonia, cada tiempo es diferente estadisticamente (Tabla 3.10).
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Tabla 3.10 Efecto del tiempo sobre las unidades formadoras de colonia, dentro de la

cepa Aeromonas hydrophila. Transformacion Log (x+2)

TIEMPO UFC. REAL UFC.TRANSFOR. RANGO
H1 (20h) 85 x10" 16,36 b
H2 (24h) 35x10" 20,26 a

Al analizar el efecto conjunto temperaturas por tiempo se aprecia que dentro de

la temperatura 1 se produjo una mayor diferencia de las unidades formadoras de colonia

entre los tiempos pero con promedios bajos que dentro de la temperatura 2, donde los

promedios son mayores, existe independencia dentro de los ensayos (Tabla 3.11).

Tabla 3.11 Efecto conjunto de la temperatura por tiempo sobre las unidades formadoras

de colonia, dentro de Aeromonas hydrophila. Transformacion Log (x+2)

TEMPERATURA X TIEMPO | UFC.REAL | UFC.TRANSFOR. | RANGO
X1H]1 32 x10" 15,50 d
X1H2 166 x10" 17,22 c
X2H1 51 x10™ 19,17 b
X2H2 64 x10" 20,81 a

Dentro de la cepa 2 (Bacillus megaterium) las temperaturas se diferenciaron

estadisticamente mediante la prueba de Tukey al 5%. El mejor crecimiento se presento a

30°C
(Tabla 3.12).

Tabla 3.12 Efecto de la temperatura sobre las unidades formadoras de colonia, dentro de

Bacillus megaterium. Transformacion Log (x+2)

TEMPERATURA | UFC.REAL | UFC.TRANSFOR. RANGO
X1 (30°C) 65x10"” 11,83
X2 (35°C) 180 x10"! 11,60

Con respecto al tiempo existen diferencias significativas entre las dos horas de

muestreo, presentado por los rangos de significancia (Tabla 3.13).
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Tabla 3.13 Efecto del tiempo sobre las unidades formadoras de colonia, dentro de

Bacillus megaterium. Transformacion Log (x+2).

TIEMPO UFC.REAL | UFC.TRANSFOR. RANGO
H3 (8h) 40 x10° 9,6 b
H4 (14h) 83x10" 13,91 a

Al analizar el efecto conjunto temperaturas x tiempo se puede apreciar dentro

del tiempo 3 un leve incremento de las unidades formadoras de colonia al aumentar la

temperatura, mientras que dentro del tiempo 4 se produjo una disminucion al

incrementar la temperatura, los ensayos son independientes estadisticamente (Tabla

3.14).

Tabla 3.14 Efecto conjunto de la temperatura por tiempo sobre las unidades formadoras

de colonia, dentro de Bacillus megaterium. Transformacion Log (x+2).

TEMPERATURA x TIEMPO | UFC. REAL UFC.TRANSFOR. | RANGO
X1H3 35 x10° 9,54 d
X2H3 45 x10° 9,65 c
X1H4 130 x10" 14,11 a
X2H4 36 x10" 13,56 b

Dentro de la temperatura 1 a medida que se increment6 el tiempo aumento las

unidades formadoras de colonia de la cepa 3 (Burkholderia cepacia), el crecimiento en

cada uno de los tiempos es estadisticamente diferente (Tabla 3.15).

Tabla 3.15 Efecto del tiempo sobre las unidades formadoras de colonia, dentro de

Burkholderia cepacia, en la temperatura 1. Transformacion Log (x+2)

TEMPERATURA 1x TIEMPO | UFC. REAL UFC.TRANSFOR. | RANGO
X1H1 44 x10' 17,64 b
X1H2 31 x10™ 19,49 a
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A medida que se incremento la temperatura disminuy¢ las unidades formadoras
de colonia dentro de la cepa 4 (Pseudomonas fluorescens), los dos ensayos son

independientes estadisticamente (Tabla 3.16).

Tabla 3.16 Efecto de la temperatura sobre las unidades formadoras de colonia, dentro de

Pseudomonas fluorescens. Transformacion Log (x+2)

TEMPERATURA | UFC.REAL | UFC.TRANSFOR. RANGO
X1 (30°C) 31 x10” 19,68 a
X2 (35°C) 158 x10'° 16,58 b

A un mayor tiempo las unidades formadoras de colonia se incrementaron
dentro de Pseudomonas fluorescens, existen una diferencia estadistica en los ensayos
mayor al 5% (Tabla 3.17).

Tabla 3.17 Efecto del tiempo sobre las unidades formadoras de colonia, dentro de

Pseudomonas fluorescens. Transformacion Log (x+2)

TIEMPO UFC. REAL UFC.TRANSFOR. RANGO
H1 (20h) 187 x10" 16,11 b
H2 (24h) 31 x10%° 20,14 a

Al analizar el efecto conjunto temperatura por tiempo se encontré que bajo la
temperatura 2 y tiempo 2 se logréd el mayor promedio de unidades formadoras de
colonia, mientras que el menor promedio corresponde a la temperatura 1 bajo el tiempo

2, las temperaturas evaluadas son independientes estadisticamente (Tabla 3.18).
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Tabla 3.18 Efecto conjunto temperatura por tiempo sobre las unidades formadoras de

colonia, dentro Pseudomonas fluorescens. Transformacion Log (x+2)

TEMPERATURA x UFC.REAL | UFC.TRANSFOR. | RANGO
TIEMPO
X2H1 37 x10' 17,57 c
X2H2 45 x10" 14,65 d
X1H1 32 x10" 18,50 b
X1H2 61x10% 21,79 a

Dentro de la cepa 5 (Pseudomonas sp.) las unidades formadoras de colonia se
incrementaron a aumentar el tiempo dentro de la temperatura 1, cada ensayo efectuado

presenta diferencias estadisticas (Tabla 3.19).

Tabla 3.19 Efecto del tiempo sobre las unidades formadoras de colonia en la

temperatura 1, dentro de Pseudomonas sp. Transformacion Log (x+2).

TEMPERATURA x UFC.REAL | UFC.TRANSFOR. | RANGO
TIEMPO
X1HI1 36 x10" 14,56 b
X1H2 78 x10" 18,89 a

En el consorcio se observd que las unidades formadoras de colonia se
incrementaron a aumentar el tiempo dentro de la temperatura 1, los datos son

independientes entre si (Tabla 3.20).

Tabla 3.20 Efecto del tiempo sobre las unidades formadoras de colonia en la

temperatura 1, dentro del consorcio. Transformacion Log (x+2)

TEMPERATURA X TIEMPO | UFC.REAL | UFC.TRANSFOR. | RANGO
X1H1 44 x10" 15,68 b
X1H2 45 x10" 16,65 a

Al analizar todos los tratamientos se puede manifestar que el mayor nimero de
unidades formadores de colonia se presentaron con el tratamiento T12 con un promedio

de 61 x10%, mientras que el menor promedio se presento con el tratamiento T5 que
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alcanzé 35x10°, ademas se pudo observar que cada uno de los tratamientos es

independiente entre si (Tabla 3.21, Anexo 1).

Tabla 3.21 Efecto de los tratamientos sobre las unidades formadoras de colonia.

Transformacion Log (x+2)

TRATAMIENTOS UFC. REAL UFC.TRANSFOR. | RANGO
Tl 32 x10" 15,50 1
T2 51 x10" 19,71 c
T3 167 x10" 17,22 i
T4 64 x10" 20,81 b
TS5 35x10% 9,54 r
T6 130 x10" 14,11 0
T7 45 x10° 9,65 q
TS 36 x10'? 13,56 p
T9 44 x10" 17,64 g
T10 31 x10" 19,49 d
T11 37 x10'° 17,57 h
T12 61 x10%° 21,79 a
T13 45 x10" 14,65 m
T14 32 x10" 18,50 f
T15 36 x10" 14,56 n
T16 78 x10"7 18,89 e
T17 48 x10" 15,68 k
T18 45 x10" 16,65 j
3.3.2 Pruebasde pH

Al establecer el andlisis de variancia para las unidades formadoras de colonia
se detecto diferencias estadisticas entre tratamientos. Al desglosar los grados de libertad
para tratamientos se detectod diferencias estadisticas a nivel del 1% y 5% entre cepas y
en la comparacion del consorcio vs las cepas por separado; dentro de la cepa 1 y cepa 4
se encontrd diferencias estadisticas entre los pH, tiempos y el mismo nivel significacion

estadistica en la interaccion pH por tiempo dentro de las cepas 3, 5.
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En el consorcio los tiempos se diferenciaron dentro del pH1. El coeficiente de

variacion fue de 0,28 (Tabla 3.22).

Tabla 3.22 Analisis de variancia para las unidades formadoras de colonia de 5 cepas y el
consorcio formado entre ellas bajo el efecto del pH y tiempo.

Transformacion Log (x+2)

FUENTES DE SUMA DE CUADRADOS

VARIACION GL CUADRADOS MEDIOS F
Total 53 1862,2
Tratamientos 17 1862,14 109,53 60850 **
entre cepas 5 176,22 35,24 | 19577,77 **
Consorcio vs
C1,C2.C3.C4 1 8.25 8.25 | 4589.60 **
Resto 4 167.97 41.99 | 23329.16 **
Cepal 5 822,59 164,52 | 91400.00 **
pH 2 217,28 108,64 | 60355,55 **
Tiempo 1 381,53 381,53 | 211961,11%**
Tiempo x pH 2 223,78 111,89 | 62161,11 **
Cepa 2 1 31,32 31,32 | 17400,00 **
Cepa 3 1 5,16 5,16 | 2866,66 **
Cepa4 3 364,58 121,53 | 67516,66 **
pH 1 22,02 22,02 | 12233,33 **
Tiempo 1 90,42 90,42 | 50233,33 **
Tiempo x pH 1 266,05 266,05 | 147805,55**
Cepa5 1 28,21 28,21 | 15672,22 **
Consorcio 1 1,41 1,41 783,33 **
Error 36 0,0647 0,0018

x() REAL:35x10"” TRANSFOR: 15.06

CV(%) 0.28

La cepa 4 (Pseudomonas fluorescens) presentd el mayor promedio de unidades
formadores de colonia con 153 x10'°, mientras que el menor promedio correspondio a
la cepa 2 (Bacillus megaterium) con un promedio de 65 x10'2. El consorcio presentd un
promedio intermedio de 249 x10'° (Tabla 3.23).
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Tabla 3.23 Promedios de las unidades formadoras de colonia para cada una de las cepas

y el consorcio. Transformacion Log (x+2).

CEPAS UFC. REAL UFC.TRANSFOR. | RANGO
C1 Aeromonas hydrophila 152 x10" 14,79 d
(C2 Bacillus megaterium 65 x10" 11,83 f
C3 Burkholderia cepacia 157 x10" 13,96 e
C4 Pseudomonas fluorescens 153 x10" 18,56 a
C5 Pseudomonas sp. 39 x10" 16,72 b
Consorcio 249 x10" 16,17 c

Los tratamientos a pH 7 y 6,5 no difieren estadisticamente ya que comparten el
mismo rango de significancia, el crecimiento disminuy6é cuando se presentd un

descenso de pH (Tabla 3.24).

Tabla 3.24 Efecto del pH sobre las unidades formadoras de colonia, dentro de

Aeromonas hydrophila. Transformacion Log (x+2).

pH UFC.REAL | UFC.TRANSFOR. RANGO
P1 (7) 155 x10" 12.00 a
P2 (6,5) 76 x10'7 12.00 a
P3 (6) 48 x10"7 6.00 b

Cuando se incrementa el tiempo aumenta las unidades formadoras de colonia
dentro de Aeromonas hydrophila, cada tiempo es independiente estadisticamente (Tabla
3.25).

Tabla 3.25 Efecto del tiempo sobre las unidades formadoras de colonia, dentro de

Aeromonas hydrophila. Transformacion Log (x+2).

TIEMPO UFC.REAL | UFC.TRANSFOR. RANGO
HI (20h) 65 x10" 13,17 b
H2 (24h) 104 x10" 16,54 a

Dentro del pH1 y el tiempo 2 se presentd el mayor nimero de unidades

formadoras de colonia con un promedio de 31 x10*° y mediante la prueba de Tukey al
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5% se coloco en el primer rango. Ademas que se determind la independencia de los

ensayos (Tabla 3.26).

Tabla 3.26 Efecto conjunto de la pH por tiempo sobre las unidades formadoras de

colonia , dentro de Aeromonas hydrophila. Transformacion Log (x+2)

pH x TIEMPO UFC.REAL | UFC.TRANSFOR. RANGO
P1H1 188 x10™° 14,74 d
P1H2 31 x10%° 20,75 a
P2H1 75 x10™ 8,24 f
P2H2 152 x10" 18,98 b
P3H1 55x10" 9,89 e
P3H2 96 x10'’ 16,54 c

Un mayor numero de unidades formadoras de colonia se presento en el tiempo

2 dentro del pH1, en Bacillus megaterium (Tabla 3.27).

Tabla 3.27 Efecto del tiempo sobre las unidades formadoras de colonia en el pH1,

dentro de Bacillus megaterium. Transformacion Log (x+2).

pH x TIEMPO UFC.REAL | UFC.TRANSFOR. RANGO
P1H1 35 x10° 9,54 b
P1H2 130 x10"? 14,11 a

En la cepa 3 Burkholderia cepacia el mayor nimero de unidades formadoras

de colonia se present6 en el tiempo 2. Existen diferencias significativas en los ensayos

(Tabla 3.28).

Tabla 3.28 Efecto del tiempo sobre las unidades formadoras de colonia en el pHI,

dentro de Burkholderia cepacia. Transformacion Log (x+2)

pH x TIEMPO UFC.REAL | UFC.TRANSFOR. RANGO
P1HI 44 x10' 17,64 b
P1H2 31 x10™® 19,49 a
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En la cepa 4 (Pseudomonas fluorescens), se determind que el pH en el que

existe un mayor crecimiento es 7, y que la diferencia estadistica con el pH 2 es

significativa (Tabla 3.29).

Tabla 3.29 Efecto del pH sobre las unidades formadoras de colonia, dentro de

Pseudomonas fluorescens. Transformacion Log (x+2).

pH UFC.REAL | UFC.TRANSFOR. RANGO
P1(7) 155 x10" 15,94 a
P2 (6.5) 67 x10"7 14,19 b

Al incrementar el tiempo aumentan las UFC, por tanto se observé una relacion
directamente proporcional y se determind que la hora 24 es en la se que presento el

mayor crecimiento, existié una diferencia estadistica entre las dos horas de muestreo

(Tabla 3.30).

Tabla 3.30 Efecto del tiempo sobre las unidades formadoras de colonia, dentro de

Pseudomonas fluorescens. Transformacion Log (x+2).

TIEMPO UFC.REAL | UFC.TRANSFOR. RANGO
HI1 (20h) 67 x10" 13,29 b
H2 (24h) 155 x10" 16,83 a

En el efecto conjunto pH por tiempo se reportd que las unidades formadoras de
colonia son mayores en el pH 1 en el tiempo 2. Cada ensayo presenta un rango de

significancia diferente (Tabla 3.31).

Tabla 3.31 Efecto conjunto pH por tiempo sobre las unidades formadoras de colonia,

dentro de Pseudomonas fluorescens. Transformacion Log (x+2)

pH x TIEMPO | UFC.REAL | UFC.TRANSFOR. RANGO
P1H1 126 x10" 12,92 b
P1H2 31 x10%° 20,75 a
P2H1 78 x10™ 11,13 c
P2H2 0 0,301 d
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Al incrementar el tiempo en la cepa 5 (Pseudomonas sp.) dentro del pHI1
aumentan las unidades formadoras de colonia. Los rangos de significancia son

diferentes entre los ensayos (Tabla 3.32).

Tabla 3.32 Efecto del tiempo sobre las unidades formadoras de colonia en el pHI,

dentro de Pseudomonas sp. Transformacion Log (x+2).

pH x TIEMPO UFC. REAL UFC.TRANSFOR. RANGO
P1H1 36 x10" 14,56 b
P1H2 78 x10"7 18,89 a

En el consorcio se observd que al incrementar el tiempo dentro del pH1

aumentan las unidades formadoras de colonia, los rangos de significancia mostraron

independencia estadistica (Tabla 3.33).

Tabla 3.33 Efecto del tiempo sobre las unidades formadoras de colonia en el pH1,

dentro del consorcio. Transformacion Log (x+2).

pH x TIEMPO UFC. REAL UFC.TRANSFOR. RANGO
P1HI 48 x10™ 15,68 b
P1H2 45 x10" 16,65 a

Con el tratamiento T12, se logré el mayor nimero de unidades formadoras de
colonia, mientras que con los tratamientos T3 y T14 se obtuvieron los menores

promedios, cada uno de los tratamientos es independiente entre si (Tabla 3.34, Anexo

2).
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Tabla 3.34 Efecto de los tratamientos sobre las unidades formadoras de colonia.

Transformacion Log (x+2).

TRATAMIENTOS UFC. REAL UFC.TRANSFOR. | RANGO
T1 32 x10" 15,50 j
T2 51 x10™ 19,70 b
T3 0 0,30 0
T4 30 x10™ 19,48 c
T5 55x10" 14,74 k
T6 96 x10'7 18,97 d
T7 34 x10° 9,54 n
T8 130 x10" 14,11 m
T9 44 x10'° 17,63 f
T10 31x10™ 19,49 c
T11 37 x10'¢ 17,57 f
T12 61 x10°° 21,78 a
T13 150 x10™ 16,17 h
T14 0 0,3 0
T15 36 x10" 14,55 1
T16 78 x10'7 18,89 e
T17 48 x10™ 15,68 i
T18 45 x10" 16,65 g

3.4 Prueba de crecimiento en el fermentador biolégico

3.4.1 Curvade crecimiento

Determinadas las condiciones de pH y temperatura dptimas para el crecimiento
del consorcio a nivel de laboratorio, se procedié al escalado de las mismas en el

fermentador bioldgico con una produccion de 40 litros.

De los muestreos realizados a lo largo de todo el proceso se obtuvo la curva de
crecimiento la cual se puede notar estabilidad en las fases de crecimiento dentro de
cultivo en el biofermentador (Figura 3.26), el crecimiento se registr6 a la hora 28, luego

de lo cual fue no significativo, la fase de mayor crecimiento est4 de la hora 20 a la 24.
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Figura 3.26 Curva de crecimiento de consorcio bacteriano en el fermentador biologico.

3.4.2 Determinacion de la permanencia en e tiempo de las cepas formadoras del

CoNsor cio.

3.4.2.1 Caracteristicas M acr oscopicas

Los cultivos aislados y purificados, luego de la prueba en el fermentador

fueron comparados con las caracteristicas ya establecidas previamente en el laboratorio

(Cuadro 2.3), lo que dio como resultados la identificacion macroscopica de las mismas.

3.4.2.2 Caracteristicas Microscopicas

Con la realizacion de tincion gram, se analiz6 los cultivos puros obtenidos y se

compar6 con las caracteristicas ya establecidas (Cuadro 2.4), dando como resultado la

identificacion microscopica de las cepas formadoras del consorcio.

3.4.2.3 Pruebas Bioquimicas

Una vez identificadas las caracteristicas macro y microscopicas de cada uno de

los organismos se procedio a la realizacion de las pruebas bioquimicas establecidas para
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cada organismo, lo cual dio como resultado la identificacion de las cepas gram —

formadoras del consorcio (Cuadro 2.5), ya establecidos anteriormente.

Al ser Bacillus megaterium, el tnico organismo gram +, se procedid a una
identificacion paralela para las caracteristicas bioquimicas propias de este género, donde
se comprobd la presencia de la cepa del género Bacillus al final del proceso de

produccion (Cuadro 2.6).
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CAPITULO IV: DISCUSION

4.1 Curvasde Crecimiento

La realizacion de curvas de crecimiento es indispensable en cualquier estudio
cinético, y en el presente sirvio para determinar los tiempos de generacion, dentro de los
cuales la fase de crecimiento exponencial de cada una de las cepas y del consorcio

formado, tiempo en el cual se realiz6 las respectivas pruebas de pH y temperatura.

Los contajes realizados en 36 horas, ademds sirvieron para determinar las
diferencias que existen en los tiempos de crecimiento como Pseudomonas fluorescens
que presentan un crecimiento hasta la hora 32 lo que indica que esta cepa presenta un
periodo de degradacion indicado por su crecimiento prolongado, ademds que muestra un
aprovechamiento de los nutrientes importante. Mientras que Bacillus megaterium
presenta un crecimiento menor en el tiempo hasta la hora 20 lo que mostraria lo
contrario que con Pseudomonas fluorescens sin embargo no se podria asegurar un nivel
de degradacion significativamente menor (figura 3.2 y 3.4). Estas diferencias deben ser
tomadas en cuenta tanto en el momento de la formacion de un consorcio, como en la
produccion, ya que la permanencia en el tiempo de las cepas es un aspecto importante a

ser analizado.

Con el resto de cepas analizadas se pudo observar un crecimiento parecido las
horas 20 y 24 fueron en las que se present6d el mayor numero de unidades formadoras

de colonia.

Es importante resaltar que los mayores crecimientos se presentaran en las
bacterias gram -, Bacillus megaterium al ser la unica cepa gram+, presentd menor
crecimiento en el tiempo. Estudios anteriores sugieren que las bacterias gram — parecen
estar mas adaptadas a las fuentes de carbono provenientes de hidrocarburos (Venosa et

al., 1999).
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En el caso de la curva correspondiente al consorcio se pueden diferenciar
varias fases de crecimiento exponencial como fases de latencia (figura 3.6), lo pudo
deberse a la interaccién propia de varias cepas dentro de un mismo medio de
crecimiento, ademas de la competencia propia por los nutrientes del medio (Bulock J.,

Kristiansen, B. 1987).

Ademas se observo un crecimiento menor de las cepas en consorcio con
respecto al crecimiento de cepas por separado, posiblemente como resultado de una
competencia intraespecifica que en algunos casos tiene como consecuencia la reduccion

de las tasas de crecimiento (G. Tyler Miller, Jr., 2000).

4.2 Pruebas de Temperatura

La realizacion de pruebas de crecimiento con variaciones de temperaturas
ayudo al establecimiento de una condicion Optima de crecimiento que en el caso de
Pseudomonas fluorescens, Burkholderia cepacia, y Pseudomonas sp. es de 30°C, cabe
resaltar que en las dos ultimas fué la Gnica temperatura en que se presentd crecimiento,
mientras que Pseudomonas fluorescens tuvo un crecimiento menor a 25°C, (Figura
3.10).

Lo que se explica debido a que el ambiente en el cual las bacterias estan
adaptadas se encuentra en la region oriental del pais, la cual se caracteriza por

temperaturas elevadas mayores a 25°C (INAMHI, 2007).

Con respecto a Aeromonas hydrophila y Bacillus megaterium, se puede
observar que el mayor crecimiento se da a 35°C. A 30°C también existe crecimiento,

que aunque en menor cantidad (Figura 3.7 y 3.8) no deja de ser significativo.
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Podemos ademas ver que en el caso de Bacillus megaterium el crecimiento a
la hora 8 tanto a 30 como a 35°C, es practicamente el mismo, mientras que a la hora 14
a 30°C, puede notarse una diferencia por lo que se podria decir que la temperatura

Optima es de 30°C.

Cuando se realizaron las pruebas del consorcio se pudo observar que el
crecimiento solo se da a 30°C (Figura 3.24), lo que pudo ser deberse a que las cepas que
presentan crecimiento solo a esta temperatura son las que predominan en el consorcio,
sin que las que presentan crecimiento a otras temperaturas dejen de estar presentes, sino
que esta temperatura pueda ser considera la de equilibrio para crecimiento 6ptimo de

todas las cepas juntas.

Numerosos trabajos sefialan que la temperatura Optima a que se da la
degradacion de los hidrocarburos es de 20 a 35°C. (Atlas y Bartha, 2002), en el caso de
las cepas estudiadas se pudo comprobar que se encuentran dentro de este rango pero en
la parte superior del mismo que va de 30 a 35°C en la cepas por separado, y que cuando

se trata del consorcio esta se estabiliza en 30°C.

4.3 Pruebas de pH

Las pruebas de pH realizadas en un rango de 6 a 8 dieron como resultado en
Aeromonas hydrophila, un crecimiento que va desde 6 a 7 siendo 7 el 6ptimo (Figura
3.12), ademas cabe resaltar que a un pH de 6.5 a la hora 20, el crecimiento no es
significativo, mientras que a la hora 24 si lo es. Algo similar ocurrié en el caso de
Pseudomonas fluorescens, en este caso el crecimiento se registrd al inicio de la fase
exponencial, pero no al final hora 24 (Figura 3.13). La comparacion entre estas dos
cepas implica que las mismas presentan un comportamiento inusual dentro del
experimento, ya que su crecimiento varid con respecto al tiempo dentro un mismo pH
de prueba, lo que debe ser tomado en cuenta en estudios futuros ya que puede llegar a

ser un factor determinante en el proceso de degradacién y monitoreo del mismo.
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El pH del medio es por lo general modificado por los microorganismos
contenidos en este. Seglin las fuentes de energia disponibles y su metabolismo, el medio
puede acidificarse o alcalinizarse. El pH puede disminuir si existe un metabolismo que
genere acidos organicos como en el caso de la metabolizacion de los hidrocarburos
puede aumentar si se produce amoniaco tras el consumo de aminoacidos (Prescott
;Harley ; Klein, 2004). Lo que explica porque conforme pasa el tiempo, el crecimiento

aumenta o disminuye dependiendo de las variaciones de pH.

Para Bacillus megaterium, Burkholderia cepacia, y Pseudomonas sp. (Figuras
3.14, 3.25 y 3.16) el pH de crecimiento 6ptimo y Unico es de 7, por tanto la minima
variacion de este parametro, tiene como consecuencia, el crecimiento no significativo de
la cepa, dato importante a la hora de una produccion individual o de consorcio si se

presenta el caso.

El comportamiento del consorcio, luego del estudio individual, no es mas que
la comprobacion de que 7 es el pH optimo de crecimiento (Figura 3.25), y Gnico ya que
no se presenta otro crecimiento a un pH diferente, lo que se puede explicar que al igual
que la temperatura, el pH funciona como un parametro de equilibrio para el crecimiento

conjunto de las cepas formadoras del consorcio.

Cabe destacar que células bacterianas ajustan su pH interno a través de la
respuesta homeostatica modulando la actividad de las bombas de protones (Saier MH,

1997), lo que también debe ser tomado en cuenta para explicar este comportamiento.

Los estudios realizados con bacterias degradadoras sefialan que en el rango de
pH de 5,2 a 7,0 se produce la mineralizacion del hidrocarburo, siendo el pH 6ptimo 7,0
(Kastner et al. 1998). Lo altimo que fue comprobado en esta investigacion, no solo en

las cepas en crecimiento individual sino también en la formacion de un consorcio.
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4.4 Anélisis Estadistico

Una vez procesados los datos de temperatura y pH, los analisis de variancia
realizados muestran las diferencias estadisticas entre los tratamientos, las cepas, las
diferentes variaciones de pH y temperatura en las que se registro crecimiento y los
tiempos de muestreo, reflejadas por la alta significancia al 1 y al 5% (Tabla 3.7 y 3.21),

por lo que la hipoétesis alternativa plateada es la aceptada.

La transformacién logaritmica aplicada ayud6 a la normalizacion de los datos,
lo que disminuy6 el error experimental y el coeficiente de variacion. A pesar de ello
pueden considerarse altos lo que se debe a que al estudiar organismos vivos es muy
dificil establecer patrones de comportamiento similares, lo que se evidencio6 a lo largo

de toda la experimentacion y estadisticamente se ratifica.

La prueba de significancia efectuada estableci6 claramente las diferencias
estadisticas presentes entre el crecimiento de las distintas cepas y el consorcio, ademas
que ayudo a determinar los mejores crecimientos en los diferentes parametros

analizados.

4.5 Pruebas de Antagonismo

La confrontacion de cada una de las cepas entre si, dio como resultado que solo
se presenta una solo cepa antagonica Pseudomonas sp. (Figuras 3.18, 3.19, 3.20, 3.21 y
3.22) ya que es la inica que presenta un halo de inhibicion significativo segun la técnica
mayor a 5 mm (Rodriguez, Rueda, Pedroza y Poutou, 2002), por tanto es necesario
eliminar a esta cepa del consorcio, ya que un antagonismo positivo es equivalente a la

muerte de las cepas con las que Pseudomonas sp. es antagdnica.

El resto de las cepas estudiadas presentd un antagonismo negativo, lo que nos

indica que pueden crecer juntas, debido a que han sido aisladas de un mismo ambiente
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con condiciones similares (Grifoll et al., 1995). Aspecto importante en la formacion de
consorcio degradador ya que garantizaria el crecimiento de las cepas y por ende el

proceso de degradacion.

4.6 Pruebas de actividad emulsificante

En el caso de la degradacion de hidrocarburos, es por lo general necesario la
presencia de un emulsificante que facilite el acceso a las moléculas hidrofobas de

hidrocarburo (Troquet ; Troquet, 2003).

Por tanto la identificacién de cepas bacterianas con actividad emulsificante es
importante y a la hora de formar un consorcio pueden ser fundamental a la hora de

iniciar el proceso de degradacion.

Los microorganismos producen bioemulsificantes, en general, al principio de la

fase estacionaria de crecimiento (Ron ; Rosenberg, 2002).

Las cepas que presentan mayor actividad emulsificante son Pseudomonas
fluorescens y Burkholderia cepacia con 2.379 y 2.366 UAE/ml respectivamente,
mientras que Bacillus megaterium con 1.439 y Aeromonas hydrophila con 1.204
UAE/ml son las que presentan la mas baja actividad (tabla 3.16). Sin embargo a pesar
de presentar baja actividad deben ser tomadas en cuenta, ya que la actividad
emulsificante puede ser complementada con actividad degradativa, (Hidalgo, D.
Serrano, P. Recto P., y Cordones, J. 2006) por lo que no pueden ser descartadas, ademas
para que una cepa sea incluida en un consorcio degradador debe tener una actividad

emulsificante mayor a 1 UAE/ml (LACIB, 2006).

Pseudomonas sp. presentdé una actividad de 2.294 UAE/ml (tabla 3.6), que
dentro de las cinco cepas del estudio es alta, debe ser tomada en cuenta si no es

formando parte del consorcio si puede ser de una manera individual.
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4.7 Formacion del consorcio

Es importante estudiar qué poblaciones existen en el suelo contaminado ya que
estas probablemente ya se habran adaptado al ambiente contaminado (Hanson et al.,
1997). Bajo este concepto se decidio la formacion de un consorcio para la degradacion

de hidrocarburos.

Una vez obtenidos los datos tanto de las pruebas de antagonismo (Figuras 3.18,
3.19, 3.20, 3.21 y 3.22) y actividad emulsificante (tabla 3.6), se decidié formar el
consorcio con cuatro de las cinco cepas sujetas del estudio, Aeromonas hydrophila,
Bacillus megaterium, Burkholderia cepacia y Pseudomonas fluorescens, ya que estas
presentan un antagonismo negativo, ademas de una actividad emulsificante mayor a 1

UAEL/ml (LACIB, 2006).

Se utiliz6 cada una de las cepas en proporciones iguales debido a que no
existen datos individuales sobre la degradacion de cada una a nivel de campo, por tanto
se mantuvo el método utilizado en el laboratorio y que ha dado resultado en campo con

la disminucién de TPHs (PEPDA, 2006).

Con respecto a la quinta cepa Pseudomonas sp. a pesar de su actividad
emulsificante de 2.294 UAE/ml, no fue tomada a la hora de formar el consorcio debido
a su alto antagonismo, lo que no hace factible utilizarla. Sin embargo puede ser tomada
en un estudio individual para su produccion y posterior utilizacion en campo (LACIB,

2006).

Una de las limitaciones de la formacion del consorcio fue el no poder
comprobar la actividad emulsificante de cada unas las cepas en el consorcio, ya que esto
ayudaria a definir el comportamiento real de las cepas y su comportamiento a nivel de

campo.
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4.8 Pruebasde Crecimiento en € fermentador

Cuando los parametros optimos de pH y temperatura fueron establecidos, y se
definié que el mejor crecimiento se dio a 30°C y a pH 7, como sugiere la literatura
(Kastner et al. 1998) y (Atlas y Bartha, 2002), se dio el escalado de estas condiciones a

nivel de biofermentador.

La prueba efectuada dio una curva, mucho mas estable (Figura 3.25), que la
obtenida en el laboratorio (Figura 3.24), esto pudo deberse a que en el reactor las
condiciones de crecimiento estan mejor controladas. Ademads al iniciar la produccion
con preindculo con 24 horas de incubacidn, tiempo en el cual se da un periodo de
adaptacion lo que asegura la estabilizacion y adaptacion de las cepas en el

biofermentador al el inicio del proceso (Doran, P. 1998).

Con respecto al crecimiento observado tanto a nivel de laboratorio y de
biofermentador no se reportd una diferencia importante ya que al final de las 24 horas el
crecimiento fue de 10'*a 10" en los dos casos, lo que nos sugiere que el consumo de

nutrientes fue similar y que el escalado fue efectivo.

Los estudios en erlenmeyers (a nivel de laboratorio) presentan un
inconveniente con respecto a la disponibilidad de oxigeno y la posibilidad de medida de
diferentes parametros. Por el contrario, los cultivos en reactor pueden estudiarse al
controlar varios pardmetros que permiten determinar la presencia de un crecimiento
bacteriano asi como de una actividad metabolica de degradacion de los hidrocarburos

(Wayens, C. 2004).

La permanencia en el tiempo de las cepas formadoras del consorcio comprueba
los resultados de las pruebas de antagonismos, ademds muestran la existencia de
competencia intraespecifica (G. Tyler Miller, Jr., 2000), que disminuy6 el crecimiento

pero no inhibid la presencia de ninguna cepa.
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Es importante sefialar que a nivel de laboratorio no se comprobd Ila

permanencia en el tiempo, lo que pudo contribuir a estandarizar este procedimiento.
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CAPITULO V: CONCLUSIONES

e La temperatura Optima de crecimiento de las cepas Bacillus megaterium y
Aeromonas hydrophila es de 35°C. De Pseudomonas fluorescens, Burkholderia
cepacia y Pseudomonas sp. es de 30°C. El consorcio presenta un crecimiento
significativo a los 30°C. La hipotesis establecida para la temperatura fue

verdadera.

e El pH optimo tanto para cada unas de las cepas estudiadas como para el
consorcio es de 7 y aunque se puede presentar crecimiento en medio ligeramente
acido o basico, es menor o no significativo. La hipotesis planteada fue

comprobada.

e El antagonismo presentado fue registrado unicamente con Pseudomonas sp. por

lo debe ser utilizada individualmente dentro de un proceso de degradacion.

e La actividad emulsificante de las cepas estudiadas estd comprobada y registradas
como mayores a 1 UAE/ml, siendo Pseudomonas fluorescens la que presenta la
actividad maés alta 2.379 UAE/ml.

e FEl escalado de las condiciones de crecimiento determinadas en el laboratorio, a
nivel de biofermentador es posible con diferencias minimas en el niimero de

unidades formadoras de colonia.
e La permanencia en el tiempo de cepas no antagdnicas, formadoras del
consorcio, luego de la produccion semindustrial en  biofermentador fue

comprobada.

e Las condiciones de operacion empleadas en el proceso de bioaumentacion, son

las 6ptimas por lo que deben ser mantenidas.
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CAPITULO VI: RECOMENDACIONES

e Adicional a este estudio seria necesario probar las condiciones de crecimiento
optimo a diferentes concentraciones de oxigeno como pardmetro importante de

crecimiento.

e Estudiar la capacidad degradativa de cada una de las cepas con la utilizacién de
microcosmos puede contribuir en la mejor formacion del consorcio, ya que
aportaria informacién importante, lo de definiria las proporciones exactas de

cada cepa en la formacion del consorcio y su posterior produccion semindustrial.
e El empleo de distintos tipos de crudos en el estudio de cepas degradadoras
podria ayudar a determinar el factor limitante de estas en su capacidad

degradativa.

e El crecimiento de las cepas por separado en el biofermentador ayudaria a la

investigacion de un posible cultivo puro para los procesos de degradacion.

e El empleo de cepas antagonicas en pruebas de campo contribuirian a establecer

los efectos que estas pueden causar en los suelos contaminados.
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ANEXOS

Anexo A. Datos de unidades formadoras de colonia a diferentes temperaturas obtenidos

de las cinco cepas estudiadas y el consorcio formado.

TEMPERATURA
UFC LOG UFC
Rep. | Tratamientos | Grupos I I Il I I 11
1 C1X1H1 30x10™ | 31x10"™ | 35x10™ | 15,477 | 15,491 | 15,544
2 CI1X1H2 48 x10" | 56x10"™ | 50x10'™ | 19,681 | 19,748 | 19,699
3 CIX2H1 Cepal | 160x10" | 170x10™ [ 170x10"™ | 17,204 | 17,230 | 17,230
4 C1X2H2 67x10"” | 66x10"” | 60x10" | 20,826 | 20,820 | 20,778
5 C2X1H3 37x10% | 35x10° | 33x10° | 9,568 | 9,544 | 9,519
6 C2X1H4 120x10" | 130x10™ | 140x10' | 14,079 | 14,114 | 14,146
7 C2X2H3 Cepa2 | 40x10° | 50x10° | 45x10° | 9602 | 9,699 | 9,653
8 C2X2H4 35x107 | 39x10" | 34x10" | 13,544 | 13,591 | 13,531
9 C3X1H1 36x10'° | 48 x10'" | 47x10' | 17,556 | 17,681 | 17,672
10 C3X1H2 Cepa3 | 30x10"™ | 31x10"™ | 32x10" | 19,477 | 19,491 | 19,505
11 C4X1H1 34x10" | 38x10' | 40x10" | 17,531 | 17,580 | 17,602
12 C4X1H2 68 x10%° | 60 x10%° | 56 x10% | 21,833 | 21,778 | 21,748
13 C4X3H1 Cepad | 40x10" | 45x10" | 50x10" | 14,602 | 14,653 | 14,699
14 C4X3H2 30x10" | 32x10" | 33x10" | 18,477 | 18,505 | 18,519
15 C5X1H1 33x10"% | 40x10" | 35x10" | 14,519 | 14,602 | 14,544
16 C5X1H2 Cepa5 | 80x10"7 | 79x10"7 | 75x10"7 | 18,903 | 18,898 | 18,875
17 CCX1H1 52x10" | 50x10™ | 43 x10™ | 15,716 | 15,699 | 15,633
18 CCX1H2 Consorcio | 40x10" | 50x10" | 45x10" | 16,602 | 16,699 | 16,653
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Anexo B. Datos de unidades formadoras de colonia a diferentes condiciones de pH

obtenidos de las cinco cepas estudiadas y el consorcio formado.

pH
UFC LOG(UFC+2)
Rep. | Tratamientos | Grupos I I 11 [ ] 11
1 CIP1HI1 30x10™ | 31x10"™ | 35x10™ | 15,477 | 15,491 | 15,544
2 CIP1H2 48 x10" | 56 x10"™ | 50 x10"® | 19,681 | 19,748 | 19,699
3 C1P2H1 Cepa 1 0 0 0 0,301 | 0,301 | 0,301
4 CI1P2H2 30x10™ | 31x10™ | 30x10"™ | 19477 | 19491 | 19,477
5 CIP3H1 63x10" | 50x10"” | 53x10" | 14,799 | 14,699 | 14,724
6 C1P3H2 83x10" | 97x10" | 107x10" | 18919 | 18,987 | 19,029
7 C2P1H3 37 x10% | 35x10% | 33x10% | 9,568 | 9,544 | 9,519
8 C2P1H4 Cepa2 | 120x10" | 130x10" | 140x10" | 14,079 | 14,114 | 14,146
9 C3P1HI 36x10'° | 48x10' | 47x10' | 17,556 | 17,681 | 17,672
10 C3P1H2 Cepa3 | 30x10™ | 31x10"™ | 32x10" | 19,477 | 19,491 | 19,505
11 C4P1H1 34x10'° | 38x10' | 40x10" | 17,531 | 17,580 | 17,602
12 C4P1H2 68 x10%* | 60x10% | 56 x10%° | 21,833 | 21,778 | 21,748
13 C4P2H1 Cepa4 | 120x10™ | 150x10™ | 180x10™ | 16,079 | 16,176 | 16,255
14 C4P2H2 0 0 0 0,301 | 0,301 | 0,301
15 C5P1H1 33x10" | 40x10" | 35x10" | 14,519 | 14,602 | 14,544
16 C5P1H2 Cepa5 | 80x10"7 | 79x10" | 75x10" | 18,903 | 18,898 | 18,875
17 CCP1H1 52x10" | 50x10" | 43 x10"™ | 15,716 | 15,699 | 15,633
18 CCP1H2 Consorcio | 40 x10"” | 50x10" | 45x10" | 16,602 | 16,699 | 16,653
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