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RESUMEN

El objetivo del presente trabajo fue el de determinar la fuente de carbono 6ptima
en el medio mineral y asi bioaumentar a Pseudomonas aeruginosa y Bacillus cereus,
bacterias especificas y especializadas en la biodegradacion de hidrocarburos presentes

en suelos que contienen petroleo.

Estas bacterias fueron aisladas por la empresa Qmax y entregadas para este
proyecto. Se realizaron analisis macroscopicos y microscopicos para comprobar su
pureza. De igual manera se utilizé las claves de identificacion API para confirmar su
género y especie. Para determinar si Pseudomonas aeruginosa y Bacillus cereus son
capaces de vivir en el mismo medio sin ningin tipo de competencia, se realizaron
pruebas de antagonismo mediante dos técnicas: placa de agar con discos de papel y
pozos por halos de inhibicion. Para la obtencion de la fuente de carbono Optima, se
incubé a Pseudomonas aeruginosa y Bacillus cereus en el Medio Minimo Mineral
(35°C) con diferentes hidrocarburos y se realizd un disefio completamente al azar
(DCA). Se evaluaron cuatro (4) tratamientos (gasolina-extra, diesel, tolueno y hexano) y
un tratamiento control (sin fuente de carbono). Se midi6é a cada hora la absorbancia
(540 nm) de las muestras bacterianas en los diferentes tratamientos, para posteriormente
analizarlas en el programa estadistico SAS donde se realizo el anlisis de varianza y

prueba de significancia de Tuckey.

Se determind que las bacterias entregadas por Qmax eran las requeridas para la
investigacion. Sus caracteristicas macroscopicas, microscopicas y claves de
identificacion demostraron que las bacterias son del género y especie requeridos. Tanto
Pseudomonas aeruginosa como Bacillus cereus pueden vivir en el mismo medio de
cultivo sin la formacion de halos de inhibicion y no existe ningun tipo de competencia
entre ellas. Se determiné que la gasolina-extra (35°C) fue la mejor fuente de carbono,
que estimuldé en menos de 24 horas un desarrollo 6ptimo, a diferencia de los demas

tratamientos donde el crecimiento bacteriano fue después de 48 horas.
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ABSTRACT

The principal goal for doing this research was to determine the optimum carbon
source in the mineral medium in order to make Pseudomonas aeruginosa and
Bacillus cereus grow. These bacteria are specific and specialized in the biodegradation

of hydrocarbons which are in soil contaminated by petroleum.

These bacteria were isolated from the Qmax enterprise and delivered to this
project. Macroscopic and microscopic analyses were done to check their purity. In the
same way, the API identification keys were used to confirm their gender and specie.
Antagonism tests were done to determine if Pseudomonas aeruginosa and
Bacillus cereus are able to live in the same medium without competition, using the agar
plate with paper discs technique and the wells by inhibition halos technique. Besides,
Pseudomonas aeruginosa and Bacillus cereus were incubated in the minimum mineral
medium (35°C) with different hydrocarbons to obtain the optimum carbon source. Four
treatments were evaluated (gasoline, diesel, toluene, hexane) and a control treatment
(without carbon source). It was measured the absorbance (wavelength 540 nm) of
samples of the different treatments each hour, and, using the statistical program SAS,

the results were analyzed by an ANOVA and the significance test of Tuckey.

It was determined that bacteria delivered by Qmax were the required for this
investigation. Their macroscopic and microscopic characteristics and the identification
keys demonstrated that bacteria belong to the required gender and specie P. aeruginosa
and Bacillus cereus are able to live in the same medium without the formation of
inhibition halos and no competition between them. Finally, it was determined that
gasoline (35°C) was the best carbon source which stimulated an optimum development
of bacteria in less than 24 hours. The other treatments stimulated bacteria growing in

more than 48 hours.
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CAPITULO 1

INTRODUCCION

1.1. Formulacion del Problema

El manejo inadecuado de los materiales y residuos peligrosos ha generado a

escala mundial, un problema de contaminacion de suelos, aire y agua (Restrepo, 2002).

Los derrames de petroleo son accidentes que eventualmente ocurren por fallas
humanas, por problemas de mantenimiento de los equipos o de los sistemas, por roturas
de tuberias, entre otros. En el caso de Ecuador, se puede decir que la contaminacion a
gran escala comenzé con la modernizacion del Estado a partir de la primera Reforma
Agraria en 1963, y que se afianz6 con el auge petrolero a partir de la década de 1970
(Dominguez & Garcia, 1999).

Los métodos fisicos y/o dispersantes quimicos utilizados para favorecer la
remediacion de los ambientes contaminados pueden ocasionar un mayor impacto
ecoldgico que el mismo derrame, debido a su toxicidad y recalcitrancia (Bonilla et al.,
1999). Por esta razon una excelente alternativa es la biorremediacion, proceso que
consiste en el uso de plantas 0 microorganismos como: hongos, bacterias naturales o
modificadas genéticamente, para neutralizar sustancias toxicas, transformandolas en
compuestos con menor impacto ambiental o convirtiéndolas en inocuas para la salud
humana (Van Hamme et al., 2003). En la biodegradacion de hidrocarburos, las bacterias
de mayor uso y mayor capacidad degradativa son: Pseudomonas aeruginosa y
Bacillus cereus. Estas bacterias sobresalen de las demas por su extraordinaria capacidad

de adaptacion, ya que, viven en ambientes muy diversos y extremos (Ruales, 2005).

Para todo proceso de biorremediacidén se requieren primeramente estudios de
laboratorio para conocer la manera de actuar de la o las bacterias a utilizar, establecer

sus condiciones fisicas, quimicas y biolégicas 6ptimas donde se van a desarrollar. Una



vez establecidos estos parametros ir poco a poco escalando el experimento a diferentes
volumenes, estableciendo y controlando las posibles variaciones de pH, temperatura,
humedad que se puede tener. Hay que considerar que las condiciones de laboratorio
pueden cambiar cuando el experimento se lo escala a nivel de campo, por esta razon es
indispensable ir adaptando paulatinamente a las bacterias y ver de qué manera se
pueden mantener estables y controlados los pardmetros, para que su crecimiento sea el

Optimo.

1.2.  Justificacion del Problema

En el Ecuador, el transporte de crudo y sus derivados se ha visto afectado
considerablemente durante los ultimos 35 afios, por una permanente actividad terrorista
contra los oleoductos e instalaciones petroleras (Restrepo, 2002). Desde 1972,
compaiiias internacionales en colaboracion con Petroecuador, han extraido millones de
barriles de petroleo de la Amazonia Ecuatoriana, son responsables de la deforestacion
de 2 millones de hectareas y de derrames de mas de 650.000 barriles de crudo en

bosques, rios y esteros (Dominguez & Garcia, 1999).

En la constitucion Politica del Ecuador, Capitulo Il: De los Derechos civiles y
Politicos, articulo 23, numeral 6 establece: “El derecho a vivir en un ambiente sano,
ecoldgicamente equilibrado y libre de contaminacion. La ley establecerda las
restricciones al ejercicio de determinados derechos y libertades, para proteger el medio
ambiente”. Articulo 23, Numeral 20: “El derecho a una calidad de vida que asegure la
salud, alimentacién y nutricion, agua potable, saneamiento ambiental; educacion,
trabajo, empleo, recreacion, vivienda, vestido y otros servicios sociales necesarios”

(Constitucion Politica del Ecuador, 1998).

Los nifios del Ecuador y de todas las partes del mundo merecen vivir en un
ambiente sano donde las sustancias nocivas para su salud no superen los limites de
concentracion maximos permisibles. Nosotros como futuros Ingenieros en
Biotecnologia tenemos el deber de cuidar, proteger y tratar el medio ambiente que ha
sufrido dafios; por el momento pueden ser reversibles pero si nos quedamos de brazos

cruzados “Nuestro Hogar” se puede desmoronar.



Por medio de la Biorremediacion se podran recuperar varias extensiones de
terrenos y acuiferos que contienen petréleo. Este estudio es la pauta para que a nivel de
laboratorio, se puedan adaptar bacterias para que consuman un mismo alimento que
contenga hidrocarburos y poco a poco ir escalando a volimenes grandes, de tal manera
que el medio ambiente en un corto plazo se pueda ir saneando. Es necesario conocer la
biologia y cinética de los microorganismos a utilizar, saber si pueden desarrollarse ante
la presencia de compuestos contaminantes; si son patdgenos para los seres vivos, puesto
que, pueden biodegradar los hidrocarburos pero también afectar la micro (macro) flora y

fauna de nuestro pais e incluso afectar a los seres humanos.

Para todo proceso de biorremediacion se necesitan bases cientificas que se
combinen con la experiencia empirica manteniendo siempre las normas de seguridad en
el laboratorio y fuera de él. De esta manera cientificos ecuatorianos y extranjeros podran

encontrar nuevas biotecnologias alternativas para el tratamiento y cuidado ambiental

1.3.  Objetivos

1.3.1. Objetivo General

Desarrollar un medio de cultivo optimo con diferentes fuentes de
carbono: tolueno, hexano, gasolina-extra y diesel; para bioaumentar bacterias
especificas y especializadas en la degradacién de hidrocarburos presentes en

suelos que contienen petroleo.

1.3.2. Objetivos Especificos

1.3.1.1. Comprobar la pureza de las muestras bacterianas, mediante una

identificacion diferencial: macroscopica, microscopica y claves de

identificacion de género y especie de las bacterias.



1.3.1.2. Realizar pruebas de antagonismo bacteriano.

1.3.1.3. Determinar el medio de cultivo éptimo, con diferentes fuentes de

carbono, que produzca el mejor crecimiento bacteriano.

1.3.1.4. Analizar y comparar curvas de crecimiento cinético de las
bacterias en los diferentes tratamientos.



1.4. Marco Tedrico

1.4.1. Biorremediacion

La degradacion mediante el uso de microorganismos constituye el principal
proceso de descontaminacion natural (Prince, 1993). Este se puede acelerar y/o mejorar
mediante tecnologias de biorremediacion (Alexander, 1991). El petrdleo se caracteriza
por ser una matriz contaminante que contiene una elevada diversidad de compuestos,
por lo que es un sustrato ideal para evaluar el potencial catabdlico de cepas o consorcios
microbianos (Vifias, 2005).

El estudio de los procesos de biorremediacion tiene un gran interés,
principalmente porque se restauran los ecosistemas. En sus procesos metabolicos, los
microorganismos transforman los nutrientes que obtienen del ambiente en sustancias
méas simples, y en este proceso obtienen materia y energia que utilizan para su
subsistencia (Cerniglia, 1993). 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). En la mayoria de los casos, son degradadoras de alcanos,
debido a que los alcanos son los componentes mas abundantes del crudo de petroleo.
Existen, por ejemplo, microorganismos capaces de nutrirse a partir de hidrocarburos,
detergentes o bifenilos policlorados, de manera que su metabolismo los convierte en

productos inocuos para el medio ambiente (Vifas, 2005).

Las bacterias responsables de la biorremediacion, los procesos bioquimicos que
llevan a las reacciones de degradacién, asi como los genes que codifican las enzimas
responsables de estos procesos se estan analizando, tanto para un conocimiento desde

un punto de vista basico como aplicado (Parés, 1997).

1.4.2. Condiciones para la biorremediacion

La seleccién del método de biorremediacidn a utilizar depende de varios

factores: los microorganismos presentes en el medio contaminado, la concentracion y

toxicidad del contaminante y las condiciones del medio (Alexander, 1981).



Para que la biorremediacién tenga lugar, los microorganismos utilizados deben
presentar una actividad adecuada. Para lograrlo se deben generar 6ptimas condiciones
medioambientales (nutrientes, temperatura, oxigeno), quimicas (viscosidad, solubilidad,
toxicidad) y fisicas que favorezcan el crecimiento de la poblacion de microorganismos.
Esto, a su vez, provocard un aumento en la velocidad de biodegradacion de los
compuestos contaminantes, y con ello la destoxificacion del medio (Alexander, 1991).

La biorremediacion puede tener lugar bajo condiciones aerobias o anaerobias (en
presencia 0 en ausencia de oxigeno gaseoso, respectivamente). En algunos casos, se
utilizan los microorganismos presentes en forma natural en el ambiente contaminado, o
microorganismos autdctonos (Alexander, 1991). En estos casos se deben mejorar los
factores ambientales mediante el agregado de nutrientes como nitrégeno (N) o fésforo
(P) para que los microorganismos crezcan a mayor velocidad. A este proceso se lo llama
fertilizacion o bioestimulacion (Barnard, 1998). En cambio, cuando la actividad
microbiana necesaria no se encuentra en el ambiente contaminado en forma natural, se
deben afnadir microorganismos de otras fuentes. A esta tecnologia se la denomina

bioaumentacion (Barnard, 1998).

1.4.3. Diversos tipos de tecnologias de biorremediacion de suelos

Existen diferentes tipos de tecnologias para tratar suelos contaminados
(Barnard, 1998):

a. Bioaumentacion: Adicién de microorganismos al sitio contaminando
cuando la poblacién autdctona carece de capacidad degradadora.

b. Bioestimulacion: Adicion de estimulantes en la actividad microbiana
autoctona como co-sustratos o aceptores de electrones para la
degradacion anoxica.

c. Bioventeo: Introduccion de oxigeno a través del suelo para estimular la

poblacion microbiana netamente aerobia.



d.

Composteo: El material contaminado se coloca sobre la superficie del
terreno en forma de pilas que se cubren para crear condiciones
terméfilas, periodicamente se mezcla para favorecer la aceleracion.
Biocultivo: Tratamiento en fase solida que generalmente se realiza en
sitios confinados para retener los lixiviados que se forman.

Biosorcion: Uso de microorganismos con afinidad para absorber metales

bajo ciertas condiciones, generalmente se aplica en fase liquida.

1.4.4. Ventajas de las tecnologias de biorremediacion

La biorremediacion presenta algunas ventajas a considerar (Bundy et al.,
2002):

a.

Son seguras, econdémicas y mas rapidas que algunos tratamientos
fisicoquimicos.

Se utilizan sistemas biolégicos cuyo costo es minimo, mas aun si se
utiliza la poblacion autéctona.

El ecosistema del sitio contaminado practicamente no se altera; al
contrario Se recupera.

No se generan desechos como producto del tratamiento, ya que los
contaminantes son realmente degradados.

Pueden ser acoplados a otro tipo de tecnologia cuando la remocion de los
contaminantes no es la deseada.

Los contaminantes absorbidos o atrapados en los poros del suelo,
también son biodegradados.

Si la actividad microbiana no es la deseada, puede estimularse con la
adicién controlada de compuestos requeridos.

Cuando los contaminantes organicos son empleados como la principal
fuente de carbono y energia para los microorganismos el proceso se
realiza con mayor rapidez.

Cuando se trata de una biorremediacion in situ se tienen ventajas
adicionales.

Se eliminan costos de transportacion.

Al utilizar la poblacién microbiana autoctona se elimina la necesidad de

introducir microorganismos potencialmente peligrosos.



1.4.5. Bacterias degradadoras de hidrocarburos

Las bacterias desempefian un papel importante en la biodegradacion de
contaminantes organicos en el suelo y aguas subterraneas. En los suelos bien aireados,
las bacterias y los hongos son muy importantes, pero en suelos pobremente aireados
solamente las bacterias son las responsables de los cambios biolégicos y quimicos que
en él suceden (Alexander, 1991).

El nimero de bacterias y la presencia de especies dominantes es una funcion de
las caracteristicas del suelo y los ambientes especificos (por ejemplo la temperatura y
contenido de humedad). Sin embargo la cantidad de especies presentes parece
relativamente constante alrededor del mundo. Las bacterias son un grupo
extremadamente diverso de organismos con variaciones extensivas de las propiedades
morfologicas, ecoldgicas y fisioldgicas y son degradadores primarios de compuestos
organicos naturales y xenobioticos encontrados en el suelo (Alexander, 1981).

Debido a su diversidad, las bacterias se encuentran regularmente en
comunidades heterogéneas. Pocas especies generalmente caracterizan el tamafio de la
masa de bacterias sobre un nUmero 0 masa madre. La razon que hace que una especie
predomine es la existencia de una ventaja competitiva sobre el nimero de grupos debido
a condiciones de ambiente particulares o la fuente de nutrientes disponibles. Por
ejemplo muchas especies de los géneros Pseudomonas spp. crecen bien a temperatura
relativamente baja y son capaces de degradar compuestos aromaticos como benceno,
tolueno (Anexo A (a)), xileno; y compuestos tdxicos como el hexano (Anexo A (b)).
(Evans & Fuchs, 1988).

El crudo de petréleo es una fuente de carbono que sirve como nutriente
organico y energia a los microorganismos degradadores, pero es deficiente en nutrientes
como: nitrégeno, 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. Muchos ecosistemas estan
limitados en nutrientes y minerales, y no soportan una biodegradacion rapida y extensa
de hidrocarburo (Atlas & Bartha 2002).



Las poblaciones de bacterias mezcladas se deberian proyectar en términos de
comunidades relacionadas simbidticamente. El crecimiento completo y las cantidades
de contaminantes eliminados, son mejorados por la interaccion de varias especies que
constituyen una poblacion. En poblaciones mezcladas y manipuladas, las especies
crecen més rpidamente, estan mejor adaptadas a un ambiente particular (por ejemplo la
temperatura, pH, humedad, salinidad) y son mas eficientes en la utilizacién de energia
(Ingraham & Malone, 1983).

Si existe proporcion 6ptima entre el area superficial y el volumen del suelo,
entonces, el ataque bacteriano por medio de enzimas degradadoras de petréleo es mayor
y se descompone aceleradamente. Por otra parte la disponibilidad de oxigeno molecular
es considerada como un factor limitante para la degradacion del petréleo, por ejemplo
en los casos de grandes acumulaciones de aceite en los suelos de regiones de intensa
descomposicion o en cuerpos de agua. El desarrollo de las condiciones anoxicas puede

limitar severamente la biodegradacion de hidrocarburos (Clark, 1989).

1.4.6. Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa pertenece a la rama de las proteobacterias. Es una
bacteria gram-negativa aerobia (aceptora de electrones de O,) o anaerobia facultativa
(nitrato aceptor de electrones), constituida por flagelos y fimbrias. Tiene dos formas de
desplazarse, en medios liquidos se desplaza "nadando™ mediante sus flagelos, mientras
que sobre las superficies se mueve, independientemente de la presencia de los flagelos,

por medio de las fimbrias (Govan & Deretic, 1996).

Sus requerimientos nutricionales son minimos por lo que se encuentra
ampliamente distribuida en la naturaleza (Fuenmayor & Rodriguez, 1992). Secreta una
gran variedad de pigmentos como piocianina (azul-verdoso), fluorosceina (amarillo-
verdoso fluorescente) y piorubina (rojo pardo). Puede crecer a temperaturas superiores
a los 42 °C, sin embargo su temperatura 6ptima se encuentra en los 35°C a un pH entre
6,0-8,0 (Fuenmayor & Rodriguez, 1992). Su tamafio oscila entre 1 a 5 um de largo y 0.5

a 1 um de ancho.



Sobresale de entre las bacterias por su extraordinaria capacidad de adaptacion,
ya que, vive en ambientes muy diversos. Tiene diversas aplicaciones biotecnoldgicas,
sobre todo en el area ambiental. Es uno de los pocos organismos capaces de degradar
alcanos de cadena ramificada que provienen de biosurfactantes, utiles para la limpieza
de suelos contaminados con hidrocarburos o con metales pesados y de igual manera
posee una gran capacidad para catabolizar distintos hidrocarburos aromaticos y
alifaticos (Chaineau et al., 1995).

Esta bacteria presenta caracteristicas especificas en el medio de cultivo Agar
Cetrimide (Figura 1.1). El agar Cetrimide estimula la produccién de piocianina y la
fluorescencia de P. aeruginosa. Las colonias presentan una coloracion beige o perla,
cambiando el color del medio de cultivo de amarillo a verde; su forma es circular, de
superficie lisa y borde entero. Bajo el microscopio presenta una coloracion gram

negativa y forma de coco-bacilos (Baltch &Smith, 1994).

Figural.l: Vista macroscOpica en caja petri (100x10 mm), del crecimiento de

Pseudomonas aeruginosa en Agar Cetrimide (Fuenmayor & Rodriguez, 1992).

La degradacion de hidrocarburos y de otros compuestos organicos mediante
Pseudomonas aeruginosa es realizada con eficiencia dependiendo de la estructura del
hidrocarburo (lineal o ramificado, alifatico o aromatico) y de la presencia de atomos
substituyentes. Algo similar ocurre con la biodegradacion de compuestos insecticidas,

herbicidas, detergentes y emulgentes (Todar, 2000).
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Estudios relacionados al desempefio metab6lico de Pseudomonas aeruginosa ha
permitido identificar la capacidad de sintetizar ramnolipidos cuando se encuentra en la
fase estacionaria de su crecimiento, por tal razdn esto solo se puede realizar en la
primera fase del proceso de biorremediacion y contribuyendo asi con la movilizacion y
solubilizacion de los contaminantes durante la fase siguiente de mineralizacion. Al
mismo tiempo que pueden transformarse bajo microcosmos en el suelo con un
tratamiento fisico o quimico especifico, caracteristica que comparte con el

Agrobacterium tumefasciens (Todar, 2000).

Presenta una versatilidad metab6lica muy grande que se traduce en su capacidad
de utilizar como fuente de carbono substratos muy variados como tolueno, hexano,
gasolina-extra, diesel (Ruales, 2005). Estudios realizados en Venezuela demostraron la
degradacion de algunos hidrocarburos aromaticos por medio de bacterias pertenecientes
a los géneros Pseudomonas, y Staphylococcus (Soto, 2001; Rivera, 2000). Otros
estudios han determinado el desempefio metabolico de Pseudomonas aeruginosa y su
capacidad para biodegradar sustratos como el n-hexano; mineralizar compuestos
alifaticos, hidrocarburos aromaticos y poli-aromaticos (Williams et al., 1995; Leahy &
Colwell 1990).

Otros trabajos demuestran también que los géneros Flavobacterium y
Pseudomonas son los microorganismos mas aislados en la fase de degradacion de los
TPH (Plaza et al., 2001). En Lima Peru se determind que Pseudomonas aeruginosa y
Serratia rubidae presentan una alta actividad degradativa y emulsificante (Merino,
1998; Arenas, 1999). De igual manera se determind que el consorcio bacteriano
conformado por Pseudomonas aeruginosa 4k-1, Bacillus sp. 6Bh-1 y Serratia rubidae
6B9 presentaron una alta actividad emulsificante y gran capacidad para degradar

significativamente el crudo de petrdleo (Escalante, 2002).

1.4.6.1. Enfermedades ocasionadas por Pseudomonas aeruginosa

Debido a su habilidad de sobrevivir en ambientes himedos y de poseer una
resistencia innata a los antibioticos, esta bacteria es considerada un patdgeno oportunista

(Murray et al.,, 1995). Pueden producir infecciones serias en pacientes
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inmunologicamente deprimidos; la virulencia de éstos agentes radica en su capacidad de
colonizar varios sitios anatdmicos humanos, la propiedad para invadir tejidos y producir
dafio tisular. Ademés de la tendencia caracteristica de invadir torrente sanguineo.
P. aeruginosa puede encontrase produciendo infecciones en piel de pacientes
quemados, personas con fibrosis quistica, cancer y una gran variedad de infecciones
(Baltch & Smith, 1994).

1.4.7. Bacillus cereus

Bacillus cereus es una bacteria gram-positiva, perteneciente a la familia
Bacillaceae, aerobio o anaerobio facultativo, produce esporas (ovoidea-central) (Figura
1.2) que son moderadamente resistentes al calor (100 °C durante 5-10 minutos). Posee
movilidad gracias a sus flagelos. Crece entre los 10-48°C, sin embargo su rango de
temperatura optima esta entre 28 - 40°C, posee amplios rangos de pH 4,9-9,3 (Atlas &
Bartha, 2002).
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Figura 1.2: vista de Bacillus cereus a través del microscopio éptico en 100X (Buesa,

1981).

Las cepas de B. cereus son muy variables en cuanto a su crecimiento y
caracteristicas de supervivencia. Algunas son psicrofilas, siendo capaces de crecer a 4-
5°C, mientras que otras cepas son meséfilas y pueden crecer entre los 45 °C y los 55 °C
(Benavides et al., 2004).
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Produce una enzima llamada lecitinasa (fosfolipasa), se puede detectar porque
estos microorganismos dan lugar a una reaccion tipica de precipitacién cuando crecen
en el medio de cultivo Agar yema de huevo. Presenta caracteristicas especificas en el
medio de cultivo Agar Bacillus cereus (Figura 1.3). En medios de cultivo generales
como Agar Nutriente, las colonias presentan una coloracion beige opaca, conservando
el color amarillo del medio de cultivo; poseen forma irregular, de superficie rugosa y
borde lobulado, su tamafio puede alcanzar los 5 mm en 24 horas. Bajo el microscopio
Optico presentan coloracion gram positiva y tienen forma de bastoncillos (bacilos)
(Buesa, 1981).

Figura 1.3: Vista macroscopica en caja petri (100x10 mm), crecimiento de B.cereus en
Agar Nutritivo (Buesa, 1981).

Algunos estudios realizados en Venezuela identificaron y caracterizaron los
microorganismos presentes en suelos contaminados con crudos extra-pesados y diversos
hidrocarburos poliaromaticos modelos (HAPS). Entre las bacterias que se encontraron la
gue en mayor porcentaje estaba era Bacillus cereus 68%, Bacillus sphaericus 32% y
Rhodococcus erythropolis 21% (PDVSA, 2006).

Petroamazonas S.A. ha realizado trabajos donde emplearon consorcios
bacterianos puros. Uno de estos estudios fue el uso de Bacillus cereus en la degradacion
de diesel, gasolina-extra, tolueno y hexano en Medio Minimo Mineral. La fuente de
carbono que estimulé un mayor crecimiento fue la gasolina-extra debido a su polaridad,
volatilidad y a la presencia de cadenas alifaticas de facil degradacion por este

microorganismo (Ruales, 2006).
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1.4.7.1 Enfermedades ocasionadas por Bacillus cereus

Bacillus cereus es el causante de dos tipos de enfermedades transmitidas por los
alimentos: la intoxicacién emética (con vomitos) causada por la ingestion de toxina
(cereulida) preformada en el alimento y una infeccién diarreica causada por la ingestion
de células/esporas bacterianas que producen enterotoxinas en el intestino delgado.
Adicionalmente, se sabe que la enfermedad diarreica es causada por una proteina de alto
peso molecular, mientras que se cree que la enfermedad emética (con vomitos) es

causada por un péptido termoestable de bajo peso molecular (Buesa, 1981).

Una amplia variedad de alimentos incluyendo las carnes, la leche, los vegetales y
los pescados han sido asociados al envenenamiento alimentario de tipo diarréico. Por
otro lado, el desencadenamiento del tipo de enfermedad con vomitos ha sido
generalmente asociado a los productos elaborados a base de arroz; aunque otros
alimentos con alto contenido de almidon como las papas, las pastas y los quesos
también han sido involucrados. Las mezclas de alimentos como las salsas, los pudines,
las sopas, los guisos, las pastas y las ensaladas han sido frecuentemente relacionados

con los envenenamientos alimentarios (Buesa, 1981).

1.4.8. Estudios relacionados con Pseudomonas aeruginosa y

Bacillus cereus en biorremediacion

Se han reportado algunos trabajos sobre la biodegradacion efectiva del petréleo
en suelos contaminados, mediante el uso de técnicas que involucran el empleo de
medios enriquecidos con hidrocarburos; de tal manera que las cepas se adapten a dicho
compuesto y lo biodegraden; y, a su vez, limiten el desarrollo de bacterias que no
presentan estas propiedades (Wick et al., 2003; Benavides et al., 2004). Uno de estos
estudios fue realizado en la Universidad de Zulia, Venezuela (Soto, 2001; Rivera,
2000); aqui se demostrd la degradacion de algunos hidrocarburos por medio de bacterias
aisladas de suelos contaminados con petroleo. El aislamiento bacteriano se llevé a cabo
a través del indculo de un gramo de suelo, en 30 mL de medio minimo mineral y hexano
al 0,05% pl/v, y se incubaron a 37°C por 15 dias. La capacidad degradativa de las

bacterias aisladas sobre naftaleno, antraceno, tolueno, diesel y fenantreno se analizé a
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través de la técnica de Kiyohara. Se aislaron un total de 37 cepas bacterianas, de las
cuales 54,05% correspondieron a bastones Gram negativos, 24,32% a bastones Gram
positivos y 21,62% a cocos Gram positivos. EI mayor nimero de aislamientos por
géneros fue: Pseudomonas spp. (54,05%) > Bacillus spp. (24,32%) >
Staphylococcus spp. (16,21%) > Micrococcus spp. (5,40%). EI 100% de las cepas
estudiadas degradaron en 48 horas los hidrocarburos antraceno y diesel. El diesel fue
degradado en un 100% por los cocos Gram positivos, un 83,33% por los bacilos Gram
positivos y un 78,57% por bacilos Gram negativos. Se demostrd la capacidad que
poseen algunas bacterias provenientes de suelos contaminados con petréleo para la
degradacion de hidrocarburos, constituyendo éstas un potencial importante para la
biorrecuperacion de los sustratos impactados (Soto, 2001; Rivera, 2000).

Bracho y Laugeny (2002) pudieron observar también la adaptacion y seleccion
de microorganismos autoctonos en medios enriquecidos; las bacterias aisladas de los
suelos poseen actividad de peroxidasas y oxigenasas, que permiten la oxidacion de
algunas fracciones del petroleo. Esta oxidacion cambia las propiedades de los
compuestos haciéndolos susceptibles a ataques secundarios y facilitando su conversion

a biéxido de carbono y agua.

El laboratorio QMAX Ecuador, realiz6 en el 2005 un aislamiento e
identificacion de la flora bacteriana con capacidad metabdlica, para la degradacion de
hidrocarburos provenientes de suelos nativos con residuos petroleros de la UB15. Las
bacterias que presentaron mejor capacidad para metabolizar sustancias toxicas del
medio fueron: Pseudomonas aeruginosa, Bacillus cereus y Serratia rubidea, sometidas
a hexano 1%, tolueno 1%, degresol 1%, gasolina-extra 1% Yy diesel 1% (Ruales, 2006).
Las condiciones dptimas, para el crecimiento independiente de cada una de estas
bacterias son: 35°C de temperatura y un pH de 7,2. Al finalizar este estudio se pudo ver
que el mejor crecimiento de estas bacterias fue en el Medio Minimo Mineral con
gasolina-extra, debido a que es una sustancia volatil, polar, que posee cadenas alifaticas

lineales de facil degradacién y asimilacién bacteriana (Ruales, 2006).

De igual manera, estudios realizados por Van Hamme en el 2003 muestran que
la temperatura y pH ejercen una marcada influencia en la biodegradacion del petroleo;

la temperatura 6ptima para que los microorganismos degraden el crudo se encuentra en

15



un intervalo entre 20°C a 35°C y pH de entre 7-7,5. Sin embargo, Bossert & Bartha
(1994) demostraron que las temperaturas altas, entre 30 a 40°C, incrementan al maximo
la velocidad del metabolismo de los degradadores de hidrocarburos. EI pH debe
encontrarse entre 7,1 y 7,4 puesto que este parametro es un factor prioritario para
controlar el crecimiento bacteriano, a fin de garantizar la integridad biologica de los
suelos (Kastner et al., 1998).

Sabirova en Rusia (2000), aislé microorganismos halotolerantes a partir de suelo
contaminados y los cultivé en un medio que contenia una mezcla de hidrocarburos y
cloruro de sodio. Después de comprobar la tolerancia a las sales, inoculé el consorcio
microbiano halotolerante en el suelo contaminado. Después de un mes de haber
introducido la comunidad halotolerante, la concentracion de hidrocarburos disminuy6 a
un 22% vy al cabo de cinco meses a un 50%. Sabirova concluyé que en el suelo existen
numerosos factores que pueden limitar el nimero y la actividad de los microorganismos
en el suelo. Entre ellos esta la salinidad, la cual ha demostrado tener un fuerte efecto
inhibitorio sobre los microorganismos autoctonos y en la tasa de degradacion de
petréleo en suelos. Sin embrago, la inoculacion de microorganismos halotolerantes
adaptados a altas concentraciones salinas aumentan significativamente la tasa de

degradacion del petréleo en el suelo.

En Long Beach (California), aplicaron la biorremediacion in situ en suelos
contaminado con gasolina y aceite diesel mediante el uso de microorganismos
autoctonos complementada con la adicion de nutrientes y oxigeno en el suelo
(bioestimulacién), e inoculacion de una mezcla enriquecida de consorcios bacterianos
previamente extraida del mismo suelo, bioaumentacion. Esto permitio encontrar
consorcios bacterianos degradadores de hidrocarburos identificados por secuenciacion
de genes 16S-RNA, demostrando la presencia de Bacillus cereus, Bacillus sphaericus,
Bacillus fusiformis, Bacillus pumilis, Acinetobacter junii, y Pseudomonas aeruginosa
(Bongkeun, 2000; Hideki et al., 2000).

Los productos de petréleo ampliamente usados como gasolina, keroseno y diesel
son contaminantes comunes del ambiente, se ha observado que la biodegradacion de
gasolina por microflora de suelo y agua de sitios contaminados es eficiente. Se aislaron

cepas con una alta capacidad para degradar dichos compuestos (Benavides et al., 2004),
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identificadas como Bacillus cereus, Mycobacterium austroafricanum, P.aeruginosa
y Serratia rubidae. Estos microorganismos fueron seleccionados de un acuifero
contaminado con petréleo, gasolina y diesel. Las bacterias aisladas fueron identificadas
por medio de la secuenciacién del 16S ribosomal. Se identifico una cepa perteneciente a
Bacillus cereus, Mycobacterium austroafricanum, Pseudomonas aeruginosa y por
altimo a la cepa de Serratia rubidae. De esta manera, las bacterias utilizaron como
fuente de carbono y sustrato de crecimiento n-alcanos y multimetil, donde degrado el
metil t-butil eter, y grupos 3-metil, posiblemente por mecanismos de carboxilacion y
deacetilacion; logrando finalmente la degradacion del 86% de los sustratos contenidos
en este sitio contaminado con estos tres hidrocarburos (Benavides et al., 2004).

La degradacién de gasolina a través de microorganismos autéctonos del suelo en
sitios contaminados, es efectiva; se puede alcanzar un nivel de biodegradacion hasta del
90% (Chaineau et al., 1995). La limitacion de esta microflora aparentemente se presenta
a nivel de la degradacion de compuestos como el n-hexano, trimetilpentano, benceno y
tolueno; los cuales se presentan como compuestos recalcitrantes, de baja polaridad y
toxicos (Anexo B). La microflora degradadora de hexano, isoctano, benceno y tolueno
es seleccionada directamente de las muestras tomadas del ambiente. La cepa que utiliza
el hexano como Unica fuente de carbono no se logro aislar pura, debido a los fendmenos
de metabolismo y cometabolismo involucrados en la degradacion de este compuesto. En
cuanto a la capacidad de degradacion del benceno, tolueno y trimetilpentano resulto ser
complicada en las muestras naturales, solo se aislaron a Bacillus sphaericus,
Pseudomonas aeruginosa y Serratia rubidae con esta capacidad para utilizar a estos
hidrocarburos como fuentes de carbono y el uso del n-hexano como un cosustrato
(Chaineau et al., 1995).

Arenas en 1999, aisl6 262 cepas bacterianas a partir de muestras de suelo y agua
de la refineria “La Pampilla”, de las cuales se seleccionaron 55 cepas, que fueron las de
mayor actividad emulsificante y de quienes se evalud su capacidad degradativa. El
100% crecieron en medios de cultivo cuya fuente de carbono eran derivados del
petréleo como gasolina, querosene y diesel; mostrando crecimientos comparables a las
escalas dos, tres y cuatro de Mc. Farland. Los microorganismos aislados fueron:
Pseudomonas aeruginosa, P. mendocina, Listonella damsella, Bacillus sphaericus,

Bacillus cereus y Acinetobacter calcoaceticus.
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Merino en 1998, realiz6 estudios con microorganismos nativos, productores de
emulsificantes de petréleo. Aislo las bacterias a partir de muestras de suelo y agua,
procedentes de la refineria de “La Pampilla” y evaludé su actividad degradativa y
emulsificante con hidrocarburos como gasolina, diesel, benceno, antraceno y hexano.
Los microorganismo con mayor capacidad degradativa fueron Bacillus cereus,
Pseudomonas aeruginosa Yy Serratia rubidae. El tiempo de adaptacion de estos
microorganismos ante la presencia de gasolina y diesel fue inmediato; y después de 72
horas hubo crecimiento bacteriano en benceno y antraceno. En el caso del hexano las
bacterias demoraron més de 24 horas para su crecimiento, debido a que es una sustancia
apolar, hidréfica y muy tdxica para los microorganismos a pesar de ser un alcano de
cadena lineal (Anexo A(b) ). Las propiedades de esta sustancia hacen que posea una
baja solubilidad en agua, haciendo que sea dificilmente asimilado y degradado por los

microorganismos, puesto que no es de facil acceso a través de sus paredes celulares.

Tantaledn y Altamirano en 1998, realizaron el aislamiento y evaluacion del
crecimiento de Pseudomonas aeruginosa en petroleo diesel y compararon el
crecimiento de tres cultivos puros y uno mixto con Pseudomonas putida que
independiente tuvo una menor capacidad para utilizar el diesel en comparacion con
P.aeruginosa. La mejor capacidad de biodegradacion de petréleo se logré en el cultivo

mixto usando a Pseudomonas aeruginosa y a Pseudomonas putida.

Diaz en 1999, evalu6 la biodegradacién de hidrocarburos por un consorcio
microbiano conformado por Bacillus cereus, Serratia rubidae, Pseudomonas putida y
Pseudomonas aeruginosa. Sembraron el consorcio microbiano en medio mineral
liquido, que contenia hidrocarburos (35000 ppm) como Unica fuente de carbono y
energia, luego lo incubaron a 35°C en agitacion durante 35 dias con su control diario
respectivo. Al cabo de este tiempo cuantificaron la concentracion de hidrocarburos,

obteniendo una biodegradacion del 62.28%.

1.4.9. Biorremediacién mediante el uso de cultivos mixtos

Se pueden utilizar cultivos mixtos como una alternativa al uso de cepas
individuales. Los cultivos mixtos pueden estar conformados por consorcios definidos y

no definidos. Los consorcios definidos se caracterizan por ser una combinacién de cepas
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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
contaminacién (Venkateswaran et al., 1995; Sugiura et al., 1997; Komukai et al., 1996)
y por lo tanto no son el resultado de una combinacion de cepas previamente aisladas.

1.4.9.1 Consorcios definidos

Los consorcios definidos estan bien caracterizados y son repetitivos pero tienen
ciertas desventajas. En primer lugar, se necesitaria un gran nimero de cepas distintas
para conseguir una degradacion extensa del petroleo, 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, y entre los degradadores de HAPs, se ha descrito que, 0
bien degradan hidrocarburos monoaromaticos, o bien degradan HAPs de 2 a 3 anillos o
de 3 a 4 anillos (Gibson y Subramanian, 1984; Van Hamme et al., 2003).

Es posible la formacién de metabolitos intermediarios que sean toxicos para la
misma cepa 0 para otras cepas existentes en el mismo (Casellas et al.,1998; Kazunga &
Aitken, 2000). 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).

1.4.9.2 Consorcios 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 degradacion de compuestos
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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).

1.4.10. Simbiosis entre organismos

Entre los microorganismos pueden existir relaciones de competencia o
mutualismo entre ellos. Dependiendo del tipo de bacteria, ésta puede generar efectos
positivos o negativos en el medio que le rodea (Casellas et al., 1998).

La competencia es el comportamiento desigual de dos 0 mas organismos ante un
mismo requerimiento, siempre y cuando el uso de éste 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 (UMMS, 2000). La presente tesis se
encargara de demostrar si existe 0 no algun tipo de competencia entre P. aeruginosa y

Bacillus cereus.

La simbiosis es un tipo de interaccion bioldgica entre dos 0 mas organismos de
distintas especies. Tienen actividades o requerimientos en comun, pueden interactuar en
cierto grado; durante esa interaccion es posible que se beneficien, dafien o se afecten a
una 0 a ambas especies. La simbiosis se puede presentar como: mutualismo,

comensalismo, parasitismo, antagonismo, neutralismo, entre otros (Osorio, 2006).

1.4.10.1. Mutualismo

Cuando dos o mas microorganismos viven en un medio comudn, los
participantes reciben un beneficio y su relacion es esencial para ambos (Osorio, 2006).
Si los organismos conservan la facultad de poder vivir en forma independiente, la

relacion se denomina protocooperacion (un subtipo de mutualismo).
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1.4.10.2. Comensalismo

Es la relacién no permanente ni obligatoria que se establece entre dos especies
diferentes de la que una sale netamente beneficiada mientras que para la segunda es una
relacion neutra o indiferente (Gottschalk, 1986).

1.4.10.3. Neutralismo

Es una relacién bioldgica interespecifica en la cual ninguno de los individuos
recibe beneficio ni perjuicio (Gottschalk, 1986).

1.4.10.4. Parasitismo

El parasitismo es una interaccion biologica entre dos organismos, en la que uno
de los organismos (el parasito) consigue la mayor parte del beneficio de una relacion
estrecha con otro, el huésped u hospedador. Es un proceso por el cual una especie
amplia su capacidad de supervivencia utilizando a otras especies para que cubran sus
necesidades basicas y vitales. La especie explotada (huésped) normalmente no obtiene
un beneficio por los servicios prestados, y se ve generalmente perjudicada por la
relacion, viendo menoscabada su viabilidad (Ray, 2001).

1.4.10.5. Antagonismo

Los microorganismos presentes en un mismo medio pueden inhibirse entre si a
través de diferentes mecanismos, que en algunos casos son letales. Este fendmeno se ha
encontrado entre distintas bacterias, entre bacterias y levaduras, levaduras y mohos y
entre bacterias y mohos. Los microorganismos ejercen su accion antagonista mediante
diferentes productos metabdlicos (Ray, 2001).
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1.4.11. El Petréleo y su composicion

El petréleo es un recurso no renovable y de las sustancias mas valiosas de las
que podemos disponer. Es una sustancia aceitosa de color oscuro que se encuentra en el
interior de la tierra y se compone principalmente de carbono e hidrégeno; lo que
significa que es un hidrocarburo y no un mineral, ya que procede de sustancias
organicas (Téllez & Valderrama, 2000). Es un liguido insoluble en agua y de densidad
entre 0.75 y 0.95 g/mL. La composicién media de este hidrocarburo es 85%C, 12%H y
3% S, O, N, ademas de varios elementos metalicos. Su composicion quimica y sus
propiedades fisicas varian segin su origen. Estd compuesto mayoritariamente por
alcanos de cadena lineal (n-alcanos o nparafinas), alcanos ramificados (en menor
cantidad), cicloalcanos y cantidades variables de hidrocarburos aromaticos (Fernandez
et al.,1992).

Dependiendo del niumero de atomos de carbono y de la estructura de los
hidrocarburos que integran el petroleo, se tienen diferentes propiedades que los
caracterizan y determinan su comportamiento como combustibles, lubricantes, ceras o
solventes (Bossert & Bartha, 2003). Las cadenas lineales de carbono asociadas a
hidrogeno, constituyen las parafinas; cuando las cadenas son ramificadas se tienen las
isoparafinas; al presentarse dobles uniones entre los atomos de carbono se forman las
olefinas; las moléculas en las que se forman ciclos de carbono son los naftenos, y
cuando estos ciclos presentan dobles uniones alternas (anillo bencénico) se tiene la

familia de los aromaticos (Fernandez et al.,1992).
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1.4.11.1. Compuestos derivados del petroleo

a. Gas natural: Esta constituido por metano con proporciones variables
de otros hidrocarburos (etano, propano, butanos, pentanos y gasolina
natural) y de contaminantes diversos. Representa aproximadamente

el 47 % de los combustibles utilizados en el pais (Atlas, 1991).

b. Gasolina: es un producto del petrdleo de mayor demanda. Es una
combinacion de diferentes hidrocarburos alifaticos, alifaticos
ramificados, aromaticos y compuestos ciclicos de entre cinco a doce
atomos de carbono. Estas fracciones son muy livianas (d= 0,75
g/mL), volatiles y polares. Se emplea en los automoviles, aviones y
diversos equipos (Atlas, 1991).

c. Queroseno: es un combustible liquido liviano y volatil derivado del
petréleo. Antes se utilizaba para iluminacion, pero actualmente se
utiliza como combustible para la cocina, calentadores y otros (Atlas,
1991).

d. Asfalto: se obtiene como residuo de la refinacion del petréleo crudo.

Sirve principalmente para la pavimentacion y techado (Atlas, 1991).

e. Combustible diesel: es un liquido polar, volatil, cuya densidad se
encuentra en 0,9 g/mL. Esta compuesto por hidrocarburos alifaticos,
alifaticos ramificados, arométicos y compuestos ciclicos de entre 10 a
25 atomos de carbono (Tabla 1.1). Se emplea para el uso de motores
diesel como autobuses, tractores, camiones de carga, trailers,

locomotoras y otros (Fernandez et al., 1992).
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Tabla 1.1: Propiedades fisicas, estructura quimica y usos de algunos derivados del
petroleo (Fernandez et al., 1992).

Fraccion T° ebullicién (°C) Composicion Usos
Gasolina ligera 20-100 CsH1,-C/Hy6 Disolvente
Bencina 70-90 Cs-C- Limpieza en seco
Ligroina 80-120 Cs-Cs Disolvente
Gasolina 20-180 Cs-Cy Carburante de motores
Queroseno, Jet fuel 200-300 C1»-Cys Alumbrado y carburante
Gasoil. Diesel 200-350 C13-Cys Carburante de motores
Aceite lubricante 200-350 C16-Cy Lubricantes
Grasas, vaselinas 250-400 C15-Cy) Farmacéutica
Cera de parafina 245-540 Cy0-Css Velas
Betln asfaltico (35% peso) >540 C30-Css Alquitran asfaltico

coque de petréleo

1.4.12. Contaminantes del suelo

Los contaminantes del suelo se pueden clasificar en tres grupos (Baker,
1994):

Biologicos: Incluyen bacterias, protozoarios, nematodos y hongos.
Fisicos: Principalmente sustancias radiactivas provenientes de descargas
de desechos radiactivos, desechos nucleares o explosivos.

c. Quimicos: Incluyen todo tipo de sustancias que provienen de residuos
solidos industriales, plaguicidas, metales pesados y derivados del

petréleo.

1.4.13. Fuentes de contaminacion de suelos

Las principales fuentes de contaminacién del suelo se pueden clasificar en
(Baker, 1994):

a. Zona urbana: Tiraderos de basura, fugas de alcantarillado, derrames

accidentales.
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b. Rural: Uso de plaguicidas, descargas de letrinas, criaderos de animales,

uso excesivo de fertilizantes, canales de aguas residuales.

c. Industrial: Derrames de combustibles, descargas de aguas residuales,

ruptura de tanques y tuberias, disposicion de desechos solidos.

1.4.14. Presencia de hidrocarburos en el suelo

El manejo inadecuado de los materiales y residuos peligrosos ha generado a

escala mundial, un problema de contaminacion de suelos, aire y agua (Restrepo, 2002).

Los derrames de petroleo son accidentes que eventualmente ocurren por fallas
humanas, por problemas de mantenimiento de los equipos o de los sistemas, por roturas

de tuberias, entre otros.

A nivel mundial los incidentes de petroleo superan los 8.8 millones de toneladas
métricas por afio (Dominguez & Garcia, 1999). En el caso de Ecuador, se puede decir
que la contaminacion a gran escala comenzé con la modernizacion del Estado a partir de
la primera Reforma Agraria en 1963, y que se afianz6 con el auge petrolero a partir de
la década de 1970 (Restrepo, 2002). Méas de 650.000 barriles de crudo han sido
derramados en bosques, rios y esteros. Varias etnias indigenas, como los Cofanes,
Sionas y Secoyas, han sido afectadas hasta convertirse en minorias en peligro de

desaparicion (Restrepo, 2002).

En el suelo, los hidrocarburos impiden el intercambio gaseoso con la atmosfera,
iniciando una serie de procesos fisico-quimicos simultaneos. Dependiendo del tipo de
hidrocarburo, temperatura, humedad, textura del suelo; la cantidad vertida puede ser
mas o menos lenta, lo que ocasiona una mayor toxicidad y por tanto una mayor
contaminacién (Atlas & Bartha, 2002).

Los tratamientos fisicos y/o quimicos utilizados para favorecer la remediacion de

los ambientes contaminados pueden ocasionar un mayor impacto ecolégico que el
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mismo derrame, debido a la toxicidad y recalcitrancia de las sustancias quimicas que
usan (Bonilla et al.,, 1999). Por esta razobn una excelente alternativa es la
biorremediacidn, proceso que consisten en el uso de organismos como plantas, hongos,
bacterias naturales o modificadas genéticamente, para neutralizar sustancias toxicas,
transformandolas en compuestos con menor impacto ambiental o convirtiéndolos en
inocuos para la salud humana (Téllez & Valderrama, 2000). En la biodegradacion de
hidrocarburos, las bacterias de mayor uso y mayor capacidad degradativa son:
Pseudomonas aeruginosa, Serratia rubidae y Bacillus cereus. Estas bacterias sobresalen
de las demas por su extraordinaria capacidad de adaptacién, ya que viven en ambientes
muy diversos y extremos (Ruales, 2005). Aunque también se han empleado otros
microorganismos como hongos, algas, cianobacterias y actinomicetes para la

degradacion de compuestos toxicos en el suelo.

La biorremediacion del suelo, puede ser dividida en estrategias in situ y ex situ
(Kaplan, 2004). In situ corresponde a la biorremediacion referente a tratamientos que no
requieren excavacion del suelo contaminado; ex situ es un método donde se excava el
suelo o el material a tratar y se lo maneja en un sistema controlado (Bonilla, 1999). La
biorremediacion in situ es la mas aplicada y utiliza microorganismos autoctonos, estos
en el suelo pueden degradar un gran numero de constituyentes pero su eficacia puede
aumentar afadiéndose nutrientes, agua, oxigeno y microorganismos afines, estos
altimos son especializados en metabolizar hidrocarburos puesto que adquieren una gran

tolerancia a su toxicidad (De Lorenzo, 2002).

1.4.15. Consecuencias ambientales, sociales y econdémicas ocasionadas por

derrames petroleros

En el Ecuador, el transporte de crudo y sus derivados se ha visto afectado
considerablemente durante los ultimos 35 afios, por una permanente actividad terrorista
contra los oleoductos e instalaciones petroleras. Desde 1972, compafiias internacionales
en colaboracion con Petroecuador, han extraido millones de barriles de petréleo de la
Amazonia ecuatoriana. Durante este proceso, se calcula que se han derramado en el
medio ambiente millones de galones de sustancias toxicas, gas y petrdleo (Restrepo,
2002).
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Se estima que se han invertido aproximadamente 80 millones de ddlares en
remediar terrenos con crudo de petréleo. Cuando existe un derrame petrolero, la
empresa aseguradora asume los gastos siempre y cuando supere los dos millones y
medio; sino la petrolera cubre los gastos. En los ultimos 5 afios Petroecuador ha
invertido cerca de 80 millones de dolares para tratar suelos o acuiferos contaminados,
usando métodos quimicos o fisicos; sin embargo Petroamazonas ha sido la empresa
precursora en usar la técnica de Biorremediacion. Un procedimiento econémico y con

soluciones amigables para el medio ambiente (Dominguez & Garcia, 1999).

Cuando los hidrocarburos llegan al agua, la mancha generada por estos vertidos
flota por diferencia de densidades impidiendo la entrada de luz y el intercambio
gaseoso, dando comienzo a la solubilizacion de compuestos hidrosolubles y a la
afeccion de diferentes poblaciones: la primera poblacion afectada por un derrame es el
plancton, en segundo lugar son afectados los macroinvertebrados, y la ultima poblacién
afectada son los Bentos o poblacion de macroinvertebrados que viven en los fondos de

los rios y ciénagas (Dominguez & Garcia, 1999).

Diferentes estudios han determinado el efecto de la contaminacion con
hidrocarburos en la germinacion y crecimiento vegetativo de diferentes especies de
pastos sometidos a diferentes concentraciones de hidrocarburo, concluyendo que hay
una inhibicién en la germinacién del trébol comin y un marcado retraso en el
crecimiento de todas las plantas evaluadas. La mayoria de estas sustancias tienen la
propiedad de bioacumularse, es decir que estos compuestos nocivos se depositan en los

tejidos vivos y de esa manera llegan al ser humano (Dominguez y Garcia 1999).

La explotacion petrolera en el norte de la Amazonia ecuatoriana es responsable
de la deforestacion de 2 millones de hectareas. Mas de 650.000 barriles de crudo han
sido derramados en bosques, rios y esteros. Sustancias tdxicas, producto de la
explotacién petrolera, como los metales pesados provenientes de las aguas de
formacién, han contaminado las fuentes de agua de la region (Ruales, 2005). Varias
etnias indigenas, como los Cofanes, Sionas y Secoyas, han sido afectadas hasta

convertirse en minorias en peligro de desaparicion (Restrepo, 2002).
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Estudios realizados en el 2003 por la Organizacion Mundial de la Salud
muestran que la exposicion de las poblaciones nativas, a la contaminacién petrolera
produce efectos adversos sobre la salud. Las consecuencias que se atribuyen a la
exposicion al petroleo incluyen cénceres (eséfago, faringe, piel, leucemia entre otros),

abortos espontaneos, dermatitis, cefaleas, y varios otros sintomas (OMS, 2003).

Por medio de la Biorremediacion se podran recuperar varias extensiones de
terrenos y acuiferos que contienen petréleo (Ruales, 2005). Este estudio es la pauta para
que a nivel de laboratorio, se puedan adaptar bacterias para que consuman un mismo
alimento que contenga hidrocarburos y poco a poco ir escalando a volimenes grandes,

de tal manera que el medio ambiente en un corto plazo se pueda ir saneando.

1.5.  Hipotesis

1.5.1. El medio mineral con gasolina-extra estimulard, en el menor tiempo
posible, un buen crecimiento del consorcio de bacterias especificas y
especializadas (Pseudomonas aeruginosa y Bacillus cereus) en la
degradacion de hidrocarburos presentes en suelos contaminados por

petréleo.
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CAPITULO 2

MATERIALES Y METODOS

2.1. Participantes

La investigacion se realiz6 previa a la obtencidn del titulo de Ingeniera 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 a diferentes proyectos realizados por Petroamazonas y Qmax-Ecuador;
quienes han investigado y aislado de sus suelos las bacterias con mejor capacidad
degradativa capaces de sobrevivir en tolueno, diesel, gasolina-extra, degresol y hexano.
De igual manera esta misma empresa desarrollo la formulacion del medio de cultivo
mineral, donde se realizo la adaptacion independiente de P. aeruginosa, Bacillus cereus

y Serratia rubidea enriquecido con tolueno al 1% .

La alumna responsable de la ejecucion de la tesis fue la sefiorita Maria Daniela
Cordoba Pizarro, egresada de la Carrera de Ingenieria en Biotecnologia. Los
profesionales que asesoraron el trabajo fueron, por parte de ESPE, la M.Sc. Alma Koch
Kaiser y la Ing. Patricia Moreira y por parte de Qmax-Ecuador, el Bioquimico Mauricio

Ruales.

2.2. Zona de estudio

El estudio fue ejecutado en su mayor parte en los Laboratorios de
Biorremediacion de la Petrolera Petroamazonas S.A., ubicados en el Bosque Humedo
Tropical, entre las provincia de Orellana y Sucumbios, ciudad Limoncocha. Los
estudios finales de medicion bacteriana fueron realizados en los Laboratorios de
Microbiologia de la Facultad de Ingenieria en Biotecnologia de la Escuela Politécnica

del Ejército, ubicados en Sangolqui, canton Rumifiahui, provincia de Pichincha.
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2.3. Periodo de inicio de la investigacion

La presente investigacion fue iniciada en el mes de marzo del afio 2008

culminando en el mes de diciembre del afio 2008.

2.4. Disefio Experimental

El disefio experimental para la determinacion de la fuente de carbono y cinética
bacteriana 6ptima, se fundamentd en un disefio completamente al azar (Kuehl, 2001)

donde se aplicaron cinco tratamientos y cuatro repeticiones en cada uno de ellos.

Las condiciones en todos los tratamientos fueron homogéneas. El formulado
del medio mineral desarrollado por Qmax fue probado con diferentes fuentes de
carbono. Se midié a cada hora la absorbancia (longitud de onda de 540 nm) de las
muestras bacterianas: durante un periodo de 24 horas para el tratamiento testigo, diesel
y gasolina-extra; y por un tiempo de 72 horas para tolueno y hexano. Los datos
obtenidos fueron ingresados a un programa estadistico SAS (SAS, 1998) y se realizo el

andlisis de variancia y la prueba de significancia.

2.5. Procedimientos

2.5.1. Determinacion de la pureza bacteriana de Pseudomonas aeruginosa

y Bacillus cereus.

Las cepas bacterianas de Pseudomonas aeruginosa y Bacillus cereus provinieron
de los Laboratorios Qmax Ecuador, empresa que se encargd de realizar estudios y
trabajos de biorremediacion. Se aislaron estas bacterias de suelos provenientes de
Petroamazonas S.A. (Unidad-Bloque 15). Debido a que estas muestras bacterianas no
procedieron de cultivos certificados, se realiz6 una identificacién diferencial
macroscopica, microscopica y claves de identificacion de género y especie bacterianas.
(Ruales, 2005).
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2.5.1.1 Identificacion macroscopica bacteriana

La identificacion macroscOpica consisti6 en la determinacion de las
caracteristicas morfoldgicas de las colonias. Para esto se sembr6 a cada bacteria, en el
medio de cultivo Agar Nutriente, se utilizd la técnica de zig-zag y se las dejo incubar a
35°C durante 24 horas (Bergey, 1994). Finalizado este tiempo de incubacion, se
evaluaron las siguientes caracteristicas (tabla 2.1): color de la colonia, color del medio;
margen, elevacion y tamafio de la colonia (Todar, 2000). Luego de realizar el anlisis
general de las bacterias, se tomd con el asa bacteriol6gica una muestra de cada una de
ellas y se las sembrd en los medios de cultivo selectivos, como Agar Bacillus cereus
(Buesa, 1981) y Agar Cetrimide (Baltch &Smith, 1994); mediante la técnica de estria
simple, por un periodo de 24 horas a una temperatura de 35°C. En estos medios se
evaluo si hubo o no crecimiento bacteriano, el color de la colonia y color del medio de

cultivo.

Tabla 2.1: Operacionabilidad de las variables dependientes e independientes en el

analisis macroscopico.

Variable Variable
Dependiente Independiente Indicador

Bacterias Color colonia Beige/amarillo/rosa/verde
Margen Entero/ondulado/lobulado/filamentoso/ondeado
Elevacién Plano/elevado/convexo/pulvinado/umbonado
Tamafio Milimetros
Tincion bacteria Positiva/Negativa
Forma bacteria Bacilo/coco
Presencia esporas | Si/No

Medio Cultivo | Color medio Beige/rojo/verde
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2.5.1.2. Identificacion microscépica bacteriana

La identificacion microscopica (microscopio Optico) se basé en el método de
tincion Gram (Reynolds, 2005).

Se realiz6 un frotis con agua destilada del cultivo a analizar y se fijo con calor, el
frotis fijado se lo tifid con Violeta Cristal (1 minuto), se lavo con agua, se cubrié con
solucion Yodada (1 minuto) y se lavd nuevamente con agua, se decolord con una
mezcla etanol/acetona. Se escurrid y cubri6é con Safranina (color de contraste) durante
20 segundos. Se hizo el lavado con agua y se dejé secar cerca del mechero (Reynolds,
2005).

Las placas fueron observadas en el microscopio optico en el lente de 100x con
aceite de inmersion. Las variables a evaluar fueron (tabla 2.2): color de las bacterias
(gram positivos/negativos), forma de las bacterias y presencia o ausencia de esporas
(Rodriguez, 2001).

Tabla 2.2: Operacionabilidad de las variables dependientes e independientes en el analisis

microscopico.

Variable Variable
Dependiente Independiente Indicador
Bacterias Tincion bacteria Positiva/Negativa
Forma bacteria Bacilo/coco
Presencia esporas

2.5.1.3. Identificacion de género y especie. Claves de identificacion-
Sistema API

Para determinar el género y especie de las bacterias se realizaron pruebas
bioguimicas mediante el uso del Sistema API que es un método manual miniaturizado
que permitid la identificacién estandarizada de las bacterias en género y especie
(Prescott, 2004).
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25.1.3.1 API50CH para Bacillus cereus

El API 50 CH es un sistema estandarizado compuesto por 50 ensayos
bioquimicos destinados al estudio del metabolismo de los hidratos de carbono en los
microorganismos (Biomérieux, 2005). Durante el periodo de incubacion, la
fermentacién se traduce en un cambio de color en el tubo, debido a la produccion de

acido en anaerobiosis (Figura 2.1).

Figura 2.1: Sistema de galerias APl 50CH (Biomérieux, 2005).

e Preparacion de las galerias

Cada galeria esta constituida por cinco filas conteniendo cada una 10 tubos
numerados. Se prepara la cdAmara de incubacion y se anota la referencia de las
cepas. Se reparten 10 mL de agua destilada en los alvéolos del fondo para crear
una atmoésfera humeda. Se coloca encima de los alvéolos las galerias
(Biomérieux, 2005).
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e Inoculacién de las galerias

En un tubo con 5 mL se realiza una suspension bacteriana con una cantidad
de 10°bacterias/mL, y se homogeniza la muestra. A partir de esta suspension y
con ayuda de una pipeta se introduce el indculo en los 50 tubos de la galeria. Se
incuban las galerias a la temperatura Optima de crecimiento 35°C (Baltch
&Smith, 1994); (Buesa, 1981). La lectura de las galerias se realiza con tiempos
de incubacion definidos de 24 y 48 horas (Biomérieux, 2005).

2.5.1.3.2 API 20E para Pseudomonas aeruginosa

El APl 20E es un sistema estandarizado compuesto por 20 ensayos
bioquimicos destinados al estudio del metabolismo de los hidratos de carbono en los
microorganismos. Durante el periodo de incubacion, la fermentacion se traduce en un
cambio de color en el tubo, debido a la produccién de acido en anaerobiosis (figura 2.2).

Figura 2.2: Galerias de pruebas Bioguimicas APl 20CH (Biomérieux, 2005).
e Preparacion de las galerias
Se prepara la cdmara de incubacion y se anota la referencia de las cepas. Se
reparten 5 mL de agua destilada en los alvéolos del fondo para crear una

atmosfera himeda. Se colocan las galerias encima de los alvéolos (Biomérieux,
2005).
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e Inoculacién de las galerias

En un tubo con 5 mL se realiza una suspension bacteriana con una cantidad
de 10°bacterias/mL y se homogeniza la muestra. A partir de esta suspension y
con ayuda de una pipeta se introduce el in6culo en los tubos de la galeria. Para
las pruebas de CIT, VP y GEL se deben llenar los tubos y las clpulas. Para las
pruebas: ADH, LDC, ODC, H2S, URE se tiene que crear una atmosfera
anaerobia llenando la cupula con aceite de parafina. Para las otras pruebas se
debe llenar Unicamente los tubos méas no las clpulas (Biomérieux, 2005). Se
incuban las galerias a la temperatura Optima de crecimiento 35°C (Baltch
&Smith, 1994); (Buesa, 1981). La lectura de las galerias se realiza con tiempos

de incubacidon definidos de 24 y 48 horas (Biomérieux, 2005).

2.6. Pruebas de antagonismo entre Pseudomonas aeruginosa y Bacillus cereus

Se realizaron pruebas de antagonismo, con diferentes combinaciones entre las
dos bacterias y se comprobo si existio 0 no el crecimiento de colonias bacterianas en
agar nutriente a 35°C por 24 horas (Collins et al., 1999; Umbreit, 1982).

Para esto se utilizaron dos métodos:

1.- Placa de agar con discos de papel:

Se coloco en todo el medio de cultivo Agar Nutriente la primera bacteria en
dilucion, por ejemplo P. aeruginosa, se la dejo secar y posteriormente se colocaron dos
papeles con la segunda bacteria B. cereus (Collins et al., 1999). Se incubd la muestra a
35°C durante 24 horas (Figura 2.3); (Cuadro 2.1).

Bacillus cereus

Pseudomonas aeruginesa

Figura 2.3: Placa de agar con discos de papel (Collins et al., 1999)
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Cuadro 2.1: Determinacion del crecimiento de las bacterias Pseudomonas aeruginosa y
Bacillus cereus mediante la técnica Placa de agar con discos de papel.

# PRUEBA COMBINACIONES CRECIMIENTO
1 P.aeruginosa (agar) vs. B. cereus (papel) Si/No
2 P.aeruginosa (papel) vs. B. cereus (agar) Si/No

2.- Método de los pozos por halos de inhibicion:

Mediante la técnica de Umbreit (1982) se coloc6 en todo el medio de cultivo
Agar Nutriente la primera bacteria en dilucion, por ejemplo B. cereus, se la dejo secar y
posteriormente se hicieron dos pocillos con la segunda bacteria P. aeruginosa (Figura

2.4). Se dej6 incubar a una temperatura de 35°C por 24 horas (Cuadro 2.2).

Preudomonas .ﬂﬁfﬂé‘;‘_"ﬂ o5

Bacillus cereus

Figura 2.4: Método de los pozos por halos de inhibicion (Umbreit, 1982).

Cuadro 2.2: Determinacion del crecimiento de las bacterias Pseudomonas aeruginosa y

Bacillus cereus mediante la técnica Método de los pozos por halos de inhibicién.

#

PRUEBA COMBINACIONES CRECIMIENTO
1 P.aeruginosa (agar) vs. B. cereus (pozo) Si/No
2 P.aeruginosa (pozo) vs. B. cereus (agar) Si/No
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2.7. Determinacion de la Fuente de Carbono y Cinética Bacteriana

Optimas

Para la obtencion de la fuente de carbono 6ptima, en el Medio Minimo Mineral
(caldo), se realizé un disefio completamente al azar (DCA), con el uso de cuatro (4)
tratamientos y un tratamiento control (tabla 2.3). En cada uno de los tratamientos se

realizaron cuatro (4) repeticiones.

Las hipoétesis nula (Ho) y alterna (Ha) planteadas fueron:

Ho: t1=ty= t3= t4= t5= ts=t;= tg= to=t10= t11= t1o= t13= t1a ty
Tratamientos :
Ha: ti#toF ta# tu# ts# teFtr te# toFtioF tia# tio# tiz# tua. th

Tabla 2.3: Determinacion de la absorbancia en cada uno de los tratamientos con diferentes

fuentes de carbono, mediante el uso del Espectrofotémetro.

REPETICIONES TRATAMIENTOS

1
2
3

4

A: Medio Mineral sin fuente de Carbono

B: Medio Mineral con Tolueno 1%

C: Medio Mineral con Hexano 1%

D: Medio Mineral con Gasolina-extra 1%

E: Medio Mineral con Diesel 1%
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El Medio Minimo Mineral desarrollado por la empresa Qmax, fue preparado con
la siguiente formulacion para 1 Litro (tabla 2.4) (Ruales, 2006):

Tabla 2.4: Formulacion del Medio Minimo Mineral. (Ruales, 2006)

Na,HPO,.12 H,0 9.0 g
KH,PO, 15 g
NH,CI 2.0 g
MgSO,.7 H,0 0.2 g
Citrate férrico de amonio 5.0 mg
MnS0O,.H,O 3.0 mg
ZnS0,.7 H,0 0.2 mg
CoSO, 10.0 Hg
Acido Nitrilotriacetico (NTA) 10.0 mg
Agua destilada 1000.0 mL

Las bacterias fueron activadas en caldo nutritivo por 24 horas a una temperatura
de incubacion de 35°C (Ruales, 2005). Después de este tiempo se aplico la técnica de
Brock (1999) donde se tomo un mililitro (1 mL) de caldo bacteriano (aproximadamente
10° bacterias/mL) y se diluyé en nueve mililitros (9 mL) de agua destilada (-1; ~10°
bacterias/mL), de esta dilucién se tom6 un mililitro (1 mL) y se colocé en nueve
mililitros (9 mL) de agua destilada (-2; ~10" bacterias/mL) y se repiti6 este
procedimiento hasta llegar a la dilucion (-4; ~10° bacterias/mL ). De esta Gltima dilucién
bacteriana, se tomo un mililitro (1 mL) y se colocé en cincuenta mililitros (50 mL) de
medio Mineral con las diferentes fuentes de carbono (tolueno 1%, diesel 1%, hexano
1% y gasolina-extra 1%); mas un tratamiento control o testigo que no tuvo fuente de
carbono. Cada uno de estos tratamientos tuvo cuatro (4) repeticiones y se los dejo
incubar por 24 horas a una temperatura de 35°C (Ruales, 2006). Se midi6 la absorbancia
de cada tratamiento en el espectrofotometro (Anexo C, D), cada hora durante un periodo
de 24 horas y se comprobd que el crecimiento bacteriano sea de escala McFarland 2
(300 millones/mL). EI medio que presentd la mayor absorbancia y por tanto el mejor

crecimiento bacteriano fue el seleccionado.

Los datos obtenidos de absorbancia se los relacion6 con el nimero de bacterias
por mililitro (Brown, 2007), se realiz6 un analisis de varianza y se pudo comparar las
diferentes curvas: Absorbancia vs. Tiempo y Numero de bacterias vs. Tiempo. Las
pruebas de cinética bacteriana nos van a permitir determinar que fuente de carbono es la

Optima para el conglomerado de bacterias.
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2.7.1. Medicién de la absorbancia para los tratamientos con diesel,
gasolina-extra y sin fuente de carbono

Los tratamiento con gasolina-extra, diesel y sin fuente de carbono (tratamiento
testigo); fueron medidos durante un tiempo de 24 horas, puesto que durante este
periodo el crecimiento exponencial de las bacterias llegd a su punto méximo y
comenzd a decaer entrando a la fase de muerte. Se realizaron cuatro repeticiones de
cada uno de los tratamientos y se realiz6 el analisis del ADEVA, calculandose las
medias, mediana, varianza, grados de libertad, valor de F, etc. A partir de los
promedios se realiz6 la relacion que existe entre absorbancia y concentracién
bacteriana, para de esta manera tener una idea numérica de la cantidad de bacterias

que hubo en el crecimiento exponencial.

2.7.2. Medicion de la absorbancia para los tratamientos con tolueno
y hexano

Para los tratamientos de hexano y tolueno, inicialmente se tomaron las
absorbancias durante 24 horas, sin embrago los valores no variaban. Después de este
periodo, se tomaron las absorbancias cada 8 horas hasta que al tercer dia, es decir a
partir de las 48 horas hubo variacion en el crecimiento bacteriano y se tomaron los
datos cada hora. Por lo tanto a partir del dia tercero empezé el crecimiento cinético
bacteriano y las mediciones fueron tomadas cada hora durante un periodo de 24 horas,

hasta que las bacterias empezaron a entrar a la fase de muerte.

2.8. Andlisis estadistico

Los datos de absorbancia obtenidos fueron ingresados en un programa
estadistico SAS (SAS, 1998) con el que se realizaron los andlisis de variancia de los
diferentes tratamientos de carbono. A partir de las medias de cada tratamiento se
realizaron las graficas que muestran el crecimiento cinético bacteriano y las fases de

crecimiento: desde la fase latencia hasta la fase de muerte.
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El disefio estadistico que se empled fue el disefio completamente al azar (DCA).
Es el mas usado y donde se obtienen resultados eficientes para investigaciones en
laboratorio, invernadero o en establos en condiciones controladas (Steel, R. & J. Torrie.,
1988). Se usa cuando el material experimental y el sitio donde se va a realizar la
investigacion, son homogéneos o existe una escasa variabilidad, la misma que se

encuentra uniformemente repartida en todos los tratamientos (Zamudio S. et al., 1996).

En base a este disefio se realizé el andlisis del ADEVA y la prueba de
significancia de Tuckey, que es un procedimiento estadistico que sirve para determinar
rangos de clasificacion, es decir, categorizaciones entre los promedios de tratamientos
que estamos evaluando. Esta prueba se usa cuando hay méas de dos tratamientos y se

conoce como “prueba honesta”.

Para esta prueba es necesario ordenar los promedios de los tratamientos en forma
ascendente o descendente. Luego realizar todas las posibles combinaciones entre los
tratamientos y establecer las diferencias entre ellos. Mediante la formula se establece la

prueba de significancia entre los tratamientos.
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CAPITULO 3

RESULTADOS

3.1. Determinacion de la pureza bacteriana de Pseudomonas aeruginosa y

Bacillus cereus.

3.1.1. Identificacion macroscopica general y selectiva de las bacterias.

Una vez finalizado el tiempo de incubacion de las bacterias (P. aeruginosa y
Bacillus cereus), provenientes del medio de cultivo general Agar Nutriente (Cuadro
3.1), se obtuvieron las siguientes caracteristicas macroscopicas enumeradas a

continuacion:

Cuadro 3.1: Caracteristicas macroscépicas de Bacillus cereus y P. aeruginosa en

Agar Nutriente a las 24 horas de incubacién a 35°C.

Bacteria ICaracterl'sticas Macroscopicas
Bacillus cereus Color colonia: beige opaco
Forma: irregular-filamentosa
Tamafio: 6-8 mm
Superficie: Rugosa
Elevacién: Aplanada
Borde: Lobulado
Consistencia: Viscosa
Color medio: amarillo transparente
Pseudomonas aeruginosa | Color colonia: beige brillante
Forma: Circular
Tamafio: 1-2mm
Superficie: Lisa
Elevacion: Convexa
Borde: Entero
Consistencia: Mucosa
Color medio: Verde
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En la Figura 3.1 se puede apreciar el crecimiento de Bacillus cereus en el
medio de cultivo agar nutriente. La bacteria fue sembrada en caja petri durante un
periodo de 24 horas a una temperatura de 35°C. El color de la colonia pura es beige

opaco, con forma irregular y tamafio de entre 6-8 mm.

Figura 3.1: Vista macroscopica en caja petri del crecimiento de Bacillus cereus en
Agar Nutriente durante un periodo de incubacion de 24 horas a 35°C (Cérdoba, 2008).

En la Figura 3.2 se puede observar el crecimiento de Pseudomonas aeruginosa
en el medio de cultivo agar nutriente, este microorganismo fue sembrado en caja petri
durante un periodo de 24 horas a una temperatura de 35°C. El crecimiento de la colonia

pura es circular liso, de color beige brillante.

Figura 3.2: Vista macroscopica en caja petri del crecimiento de P. aeruginosa en

Agar Nutriente durante un periodo de incubacién de 24 horas a 35°C (Cérdoba, 2008).
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En la Figura 3.3 se puede ver el cambio de color del medio de cultivo Agar
Nutriente, este cambia de amarillo a verde (Figura 3.3) por accién de sus pigmentos

como piocianina y fluoresceina.

Figura 3.3: Comparacion entre el crecimiento en caja petri de los medios de cultivo
agar nutriente sin inoculo y agar nutriente con Pseudomonas aeruginosa (Cérdoba, 2008).

Del medio de cultivo Agar Nutriente se tom6 una muestra bacteriana y al
indculo se lo sembré en los medios de cultivo selectivos. Los resultados de las
caracteristicas macroscépicas (Cuadro 3.2), obtenidas a partir de los medios: Agar
cetrimide (Pseudomonas aeruginosa) y Agar Bacillus cereus (Bacillus cereus) se los
presenta a continuacion:

Cuadro 3.2: Caracteristicas macroscdpicas de Bacillus cereus y P. aeruginosa en los
medios de cultivo selectivos. Agar cetrimide (Pseudomonas aeruginosa) y Agar

Bacillus cereus (Bacillus cereus) a las 24 horas de incubacién a 35°C.

Bacteria I Caracteristicas Macroscopicas
Bacillus cereus Crecimiento bacteriano: Si
Color colonia: beige
Color medio: Rojo-tomate

Pseudomonas aeruginosa | Crecimiento bacteriano: Si
Color colonia: verde brillante
Color medio: amarrillo-verde
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En la Figura 3.4 se puede apreciar el crecimiento de Bacillus cereus en el
medio de cultivo selectivo Agar Bacillus cereus. La bacteria cambié el color del medio
de cultivo de rojo a tomate y a lo largo de la estria de crecimiento se forma un

precipitado de color rojo por accién de la enzima lecitinasa.

Figura 3.4: Vista macroscépica en caja petri del crecimiento de B. cereus en Agar

Bacillus cereus durante un periodo de incubacién de 24 horas a 35°C (Cérdoba, 2008).

En la Figura 3.5 se puede observar el crecimiento de Pseudomonas aeruginosa
en el medio de cultivo Cetrimide, esta bacteria fue sembrada en caja petri durante un
periodo de 24 horas a una temperatura de 35°C. Se dio un cambio del medio de cultivo

amarillo a verde brillante con formacidn de colonias puras verde brillantes.

’~‘w3

Figura 3.5: Vista macroscépica en caja petri del crecimiento de P. aeruginosa en

Agar Cetrimide durante un periodo de incubacion de 24 horas a 35°C (Cérdoba, 2008).

44



3.1.2. Determinacion microscopica de Pseudomonas aeruginosa y B. cereus.

La tincion gram se realiz6 a partir de las muestras bacterianas que se tomaron de
los medios de cultivo selectivos Agar Cetrimide y Agar Bacillus Cereus (Cuadro 3.3).
Mediante la técnica de Reynolds (2005) se pudo observar, a través del microscopio
optico 100X, las siguientes caracteristicas microscopicas de Bacillus cereus y

Pseudomonas aeruginosa.

Cuadro 3.3: Caracteristicas microscopicas de Bacillus cereus y P. aeruginosa por
medio del microscopio Optico en lente de inmersion de 100X. A las 24 horas de
incubacion a 35°C.

Bacteria | Caracteristicas Microscopicas

Bacillus cereus Tincion gram: Positiva
Color bacteria: Morada
Forma: Bacilo

Presencia de esporas: positiva

Pseudomonas aeruginosa | Tincion gram: Negativa
Color bacteria: Roja
Forma: coco-bacilo

Presencia de esporas: negativa

En la Figura 3.6 se puede observar, por medio del microscopio éptico (100X)

que Bacillus cereus es un bacillo gram positivos, de color morado con esporas.

Figura 3.6: Vista de Bacillus cereus a través del microscopio Optico con aceite de
inmersion a 100X (Cérdoba, 2008).
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En la Figura 3.7 se puede ver, por medio del microscopio 6ptico (100X) que

Pseudomonas aeruginosa es un coco-bacilo de color rojo, gram negativo.

Figura 3.7: Vista de Pseudomonas aeruginosa a través del microscopio optico
con aceite de inmersion a 100X (Cérdoba, 2008).

3.1.3. Pruebas de identificacién de género y especie de P. aeruginosa y

Bacillus cereus.

Una vez inoculadas las muestras bacterianas en cada una de sus galerias
bioquimicas, después de 24 y 48 horas de incubacion, los resultados obtenidos de las
bacterias Bacillus cereus y Pseudomonas aeruginosa se presentan a continuacion a

través de las siguientes tablas.
En la figurar 3.8 se pueden apreciar las galerias de pruebas de identificacion API

para Bacillus cereus, después de 48 horas hubo cambio de color de rojo a amarillo o

negro, lo que demuestra que algunas de las reacciones fueron positivas.
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Figura 3.8: Galeria de pruebas bioguimicas APl 50CH para Bacillus cereus, después
de 48 horas de incubacién a 35°C (Cérdoba, 2008).

En la figurar 3.9 se pueden observar las galerias de pruebas de identificacion
API para Pseudomonas aeruginosa, después de 48 horas hubo cambios de color de
amarillo a rosado, azul o negro; lo que demuestra que algunas de las reacciones fueron
positivas. De esta manera se comproh6 el género y especie de la bacteria.

Figura 3.9: Galeria de pruebas bioquimicas APl 20E para Pseudomonas aeruginosa,
después de 48 horas de incubacion a 35°C (Cdrdoba, 2008).
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En las tablas presentadas a continuacion se indican las reacciones positivas o
negativas de estos microorganismos ante la presencia de diferentes carbohidratos. En la
tabla 3.1 se pudo determinar que la bacteria entregada por la empresa Qmax fue

Bacillus cereus.

Tabla 3.1: Resultados de identificacion de género y especie (Sistema APl 50CH) para
B.cereus a 35°C después de 24 y 48 horas de incubacion.

Sistema API S0CH para Bacillus cereus Sistema API S0CH para Bacilus cersus
F.eactivos Tiempo Reactivos Tiempo
24 horas 48 horas 24 horas 48 horas
Testigo - -
K - . SAC - -
ERY - _ TRE + +
DAR-A - - INLI - -
LARA - - WMLZ - -
RIB + + RAF - -
DL - - ANMD - -
ﬁ;‘- - - GLYG - -
MDX - - AT - -
GAL — - GEN - -
GLU = TUR - -
FRU v + LvX - -
WMNE - - TAG - -
SBE - - DFUC - -
RHA - - LFUC - -
II::UUDL - - DARL } -
MAN - - LARL - -
SOR - _ GNT v +
MDM - - 2KG - -
MDG - - SAL v
NAG + + CEL v
AT - - WAL +
ARB v + LAC - -
ESC + + MEL - -

v: resultado variable; positivo o negativo. Gly: glicerol; ERY:eritritol, DARA: D-arabinosa; LARA: L-
arabinosa; RIB: D-ribosa; DXYL: D-xilosa; ADO: D-adonitol; MDX: metil-xilopiranosida; RHA: L-ramnosa;
DUL: dulcitol; INO: inositol; GAL: D-galactosa; GLU: D-glucosa; FRU: D-fructosa; MNE: D-mamnosa; SBE:
L-sorbosa; MAN: D-manitol; SOR: D-sorbitol; MDM: metil-manopiranosida; MDG: metil-glucopiranosida;
NAG:N-acetil glucosamina; AMY: amigdalina; ARB: arbutina; ESC: esculina; SAL: salicina; CEL: D-
celobiosa; MAL: D-maltosa; LAC: D-lactosa; MEL: D-melobiosa; SAC: D-sacarosa; CEL: D-celobiosa;
MAL: D-maltosa; LAC: D-lactosa; MEL: D-melobiosa; SAC: D-sacarosa; TRE: D-trehalosa; INU: inulina;
MLZ: D-melezitosa; RAF: D-rafinosa; AMD: almidén; GLYG: glicogeno; XLT: xilitol; GEN: gentiobiosa;
TUR: D-turanosa; LYX: D-lixosa; TAG: D-tagatosa; DFUC: D-fucosa; LFUC: L-fucosa; DARL: D-arabitol;
LARL: L-arabitol; GNT: Gluconato potéasico; 2KG: 2cetoGluconato potéasico; 5KG: 5cetoGluconato
Potasico.
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En la tabla 3.2 se pudo determinar que la bacteria entregada fue Pseudomonas
aeruginosa, puesto que los resultados experimentales obtenidos en las claves de identificacion
son iguales a los tedricos. En la tabla presentada a continuacién se indican las reacciones

positivas 0 negativas de este microorganismo ante la presencia de diferentes carbohidratos.

Tabla 3.2: Resultados de identificacion de género y especie (sistema APl 20E) para
Pseudomonas aeruginosa después de 24 y 48 horas de incubacion a 35°C.

Sistema API 20E para Pseudomonas aeruginosa
Reactivos Tiempo
24 horas 48 horas

ONPG -
ADH + +
LDC
ODC - -
CIT + +
H2S -
URE v +
TDA
IND
VP -

GEL + +
GLU + +
MAN
INO
SOR
RHA
SAC - -
MEL v +

AMY -
ARA % +
OX + +

v: resultado variable; positivo o negativo. ONPG: 2-nitrofenil-galactopiranosida; ADH: L-arginina; LDC: L-
lisina; ODC: L-ornitina; CIT: citrato trisdédico; H2S: tiosulfato sédico; URE: urea; TDA: L-triptéfano; IND: L-
triptéfano; VP: piruvato sédico; GEL: gelatina; GLU: D-glucosa; MAN: D-manitol; INO: inositol; SOR: D-
sorbitol; RHA: L-ramnosa; SAC: D-sacarosa; MEL: D-melibiosa; AMY: amigdalina; ARA: L-arabinosa; OX:
citocromo oxidasa.
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3.2 Determinacion de presencia o ausencia de antagonismo bacteriano entre

Pseudomonas aeruginosa y Bacillus cereus.

3.2.1. Placa de agar con discos de papel:

Una vez que las diferentes combinaciones entre Bacillus cereus y
Pseudomonas aeruginosa se realizaron mediante la técnica de Collins (1999); e
incubadas a 35°C por 24 horas; se presentaron los siguientes resultados.

En la figura 3.10 se puede observar el crecimiento de P. aeruginosa en el
medio de cultivo (color verde). En los discos de papel se da el crecimiento de
Bacillus cereus, sin que haya ningun tipo de inhibicién entre ellas.

Figura 3.10: Crecimiento de Pseudomonas aeruginosa en todo el medio Agar
Nutriente y crecimiento de Bacillus cereus en los discos de papel. Ausencia de

halos de inhibicion entre las bacterias (Cérdoba, 2008).
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El cuadro 3.4 indica las diferentes combinaciones entre P. aeruginosa Yy
Bacillus cereus mediante la técnica de Collins (1999). Hubo crecimiento de cada una de

las bacterias sin la formacién de halos de inhibicion.

Cuadro 3.4: Determinacion del crecimiento de las bacterias Pseudomonas aeruginosa
y Bacillus cereus mediante la técnica Placa de agar con discos de papel, en agar

nutriente por 24 horas a 35°C.

HALOS DE

# PRUEBA COMBINACIONES CRECIMIENTO| INHIBICION
1 P.aeruginosa (agar) vs. B. cereus (papel) Si Ausencia
2 P.aeruginosa (papel) vs. B. cereus (agar) Si Ausencia

3.2.2. Método de los pozos por halos de inhibicién:

Los resultados obtenidos, para comprobar la presencia 0 ausencia de
antagonismo entre Pseudomonas aeruginosa y Bacillus cereus, mediante la

segunda técnica de Umbreit (1982) se presentan a continuacion.

En la figura 3.11 se puede ver el crecimiento de Pseudomonas aeruginosa
en todo el medio de cultivo, incluso alrededor de los pozos de inhibicién donde
se encontraba Bacillus cereus. De igual manera esta Gltima bacteria tuvo
crecimiento en los pozos y su alrededor, no se observo ningln tipo de inhibicion

entre las bacterias.

Figura 3.11: Crecimiento de Pseudomonas aeruginosa en todo el medio Agar Nutriente
y crecimiento de Bacillus cereus en los discos de papel. Ausencia de halos de inhibicion

entre las bacterias (Cordoba, 2008).
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El cuadro 3.5 indica las diferentes combinaciones entre P. aeruginosa Yy
Bacillus cereus mediante la técnica de pozos por halos de inhibicién. Hubo crecimiento
independiente de cada una de las bacterias sin la formacidn de halos de inhibicidn.

Cuadro 3.5: Determinacion del crecimiento de las bacterias Pseudomonas aeruginosa y
Bacillus cereus mediante la técnica de pozos por halos de inhibicién, en agar nutriente

por 24 horas a 35°C.

# HALOS DE
PRUEBA COMBINACIONES CRECIMIENTO| INHIBICION

1 P.aeruginosa (agar) vs. B. cereus (papel) Si Ausencia

2 P.aeruginosa (papel) vs. B. cereus (agar) Si Ausencia

3.3.  Andlisis Estadistico: determinacion de la fuente de carbono y cinética
bacteriana optimas para el crecimiento de Pseudomonas aeruginosa y

Bacillus cereus.

Primero se realizo la curva de calibracion a escala McFarland 2 (300
millones/mL) para poder comparar nuestros resultados de absorbancia experimental con
la absorbancia y la concentracion bacteriana teodricas (Brown, 2007). De igual manera se
realizé una gréfica que relaciona estos dos pardmetros (absorbancia vs. concentracion

bacteriana) y la correlacién que existe entre ellos es de R%:0,9973 (Anexo C y D).

Los datos obtenidos fueron ingresados a un programa estadistico SAS donde se
realizd el célculo del area bajo la curva de la accion de los tratamientos en el
crecimiento bacteriano; de estos resultados se realizd el analisis de variancia y pruebas

de significancia.
3.3.1. Curvas cinéticas de crecimiento bacteriano
Una vez tomados los datos de absorbancia de cada uno de los tratamientos,
se saco el promedio de las cuatro repeticiones de cada tratamiento y estos datos fueron

ingresados al programa estadistico SAS donde se realiz6 el anlisis de varianza y prueba

de significancia de Tuckey para determinar si la hipétesis es aceptada o rechazada.
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Se obtuvo un numero de observaciones diferentes porque en los
tratamientos de gasolina-extra y diesel el crecimiento bacteriano fue en 24 horas; y en
los tratamientos de tolueno y hexano el crecimiento del consorcio fue en 72 horas. A
partir de los promedios de cada tratamiento, se realiz6 una grafica donde se pueden

apreciar las diferentes fases de crecimiento en cada uno de los tratamientos.

3.3.1.1. Curvas cinéticas de crecimiento bacteriano en medio mineral

sin fuente de carbono

En este tratamiento, el consorcio bacteriano tuvo un periodo de incubacion de 24
horas a 35°C. Se pudo apreciar las diferentes fases de crecimiento bacteriano
(Gréfica3.1). La grafica fue realizada en base a los promedios de las cuatro repeticiones
del tratamiento en caldo de cultivo Mineral sin fuente de carbono. El punto inicial de
absorbancia es de 0,014; lo que representa aproximadamente 1x10° bacterias por
mililitro, que fue la cantidad inicial establecida para que sea inoculada en el medio de
cultivo (Anexo E). El valor de la absorbancia en el punto maximo de crecimiento
bacteriano fue de 0,041.

Curva Cinética de Crecimiento Bacteriano en Medio Mineral sin
fuente de carbono
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Grafica 3.1: Curva cinética de crecimiento bacteriano en medio Mineral sin fuente de

carbono. Tiempo (horas) vs. Absorbancia (540 nm).
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Para determinar la concentracion bacteriana a partir de los valores de
absorbancias en cada tratamiento, se utilizo el valor teérico de absorbancia (0,240 en
540 nm) y concentracion bacteriana (300millones/mL) a escala de McFarland 2
(AnexoF).

A partir de esta relacion entre absorbancia y concentracion bacteriana, se realizo
una segunda grafica que muestra el crecimiento bacteriano por hora durante un periodo
de incubacion de 24horas (Gréfica 3.2). La curva estadistica que mas se asemeja a este

experimento es la curva polindmica:

y = -4E-05x° + 0,0033x° - 0,0978x* + 1,3478x° - 8,6441x* + 24,934x - 2,2389
Coeficiente de correlacion R?= 0,949.

Curva cinética de crecmiento bacteriano en Medio Mineral Sin
Fuente de Carbono )
y = -4E-05x"° + 0,0033x° - 0,0078x" +
134787 - B B441x" + 24 034y - 2 23080
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2= g e —+— Concentracion bacteriana
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Grafica 3.2: Curva cinética de crecimiento bacteriano en medio Mineral sin fuente de

carbono. Tiempo (horas) vs. Concentracion bacteriana (millones/mL).

3.3.1.2. Curvas cinéticas de crecimiento bacteriano en medio mineral

con gasolina-extra

En este tratamiento, el consorcio bacteriano tuvo un periodo de incubacién de 24
horas a 35°C. Se pudo apreciar las diferentes fases de crecimiento bacteriano
(Gréfica3.3). La grafica fue realizada en base a los promedios de las cuatro repeticiones
del tratamiento en caldo de cultivo Mineral con gasolina-extra. El punto inicial de

absorbancia es de 0,025 lo que representa aproximadamente 1x10° bacterias por
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mililitro y el grado de turbidez de la gasolina-extra en el medio de cultivo (0,75 g/mL),
puesto que sin gasolina-extra teniamos valores de absorbancia de 0,014 (Anexo G). El

valor de la absorbancia en el punto maximo de crecimiento bacteriano fue de 0,371.

Curva Cinética de Crecimiento Bacteriano en Medio Mineral con
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Gréfica 3.3: Curva cinética de crecimiento bacteriano en medio Mineral con Gasolina-extra.
Tiempo (horas) vs. Absorbancia (540 nm).

Para determinar la concentracion bacteriana a partir de los valores de
absorbancia en gasolina-extra, se utilizo el valor tedrico de absorbancia (0,240 en 540
nm) y concentracion bacteriana (300millones/mL) a escala de McFarland 2 (Anexo H).

A partir de esta relacion entre absorbancia y concentracion bacteriana, se realizd
una segunda grafica que muestra el crecimiento bacteriano por hora durante un periodo
de incubacion de 24horas (Grafica 3.4). La curva estadistica que mas se asemeja a este
experimento es la curva polindmica:

y = -7TE-05x° + 0,0037x° - 0,0407x"* - 0,7406x> + 15,073%° - 29,434x + 67,309

Coeficiente de correlacion R?= 0,989.

Curva Cinética de Crecimiento Bacteriano en Medio Mineral con
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Grafica 3.4: Curva cinética de crecimiento bacteriano en medio Mineral con Gasolina-extra.
Tiempo (horas) vs. Concentracion bacteriana (millones/mL).
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3.3.1.3. Curvas cinéticas de crecimiento bacteriano en medio mineral

con diesel

En este tratamiento, el consorcio bacteriano tuvo un periodo de incubacion de 24
horas a 35°C. Se pudo apreciar las diferentes fases de crecimiento bacteriano
(Gréfica3.5). La grafica fue realizada en base a los promedios de las cuatro repeticiones
del tratamiento en caldo de cultivo Mineral con diesel. El punto inicial de absorbancia
es de 0,029 lo que representa aproximadamente 1x10° bacterias por mililitro y el grado
de turbidez de este hidrocarburo en el medio de cultivo (0,9 g/mL), puesto que sin
fuente de carbono teniamos valores de absorbancia de 0,014 (Anexo ). El valor de la
absorbancia en el punto maximo de crecimiento bacteriano fue de 0,346.
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Gréfica 3.5: Curva cinética de crecimiento bacteriano en medio Mineral con Diesel. Tiempo

(horas) vs. Absorbancia (540 nm).

Para determinar la concentracion bacteriana a partir de los valores de
absorbancias en diesel, se utilizd el valor tedrico de absorbancia (0,240 en 540 nm) y

concentracion bacteriana (300millones/mL) a escala de McFarland 2 (Anexo J).

A partir de esta relacion entre absorbancia y concentracién bacteriana, se realiz6
una segunda grafica que muestra el crecimiento bacteriano por hora durante un periodo
de incubacion de 24horas (Gréafica 3.6). La curva estadistica que mas se asemeja a este
experimento es la curva polindmica:

y = 5E-06x° - 0,0017x° + 0,111x* - 2,8045x° + 29,305x* - 75,998x + 89,372

Coeficiente de correlacién R? = 0,993.
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Curva de Crecimiento Bacterianc en Medio Mineral con

Concentracion Bacteriana
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Gréfica 3.6: Curva cinética de crecimiento bacteriano en medio Mineral con Diesel.

Tiempo (horas) vs. Concentracion bacteriana (millones/mL).

3.3.1.4. Curvas cinéticas de crecimiento bacteriano en medio mineral

con Hexano.

Para el tratamiento de hexano, se tomaron datos de absorbancia durante tres dias,

hasta que las bacterias empezaron a entrar a la fase de muerte. Se pudo apreciar las

diferentes fases de crecimiento bacteriano (Gréafica 3.7). La gréafica fue realizada en base

a los promedios de las cuatro repeticiones del tratamiento en medio mineral con hexano.

El punto inicial de absorbancia es de 0,024 lo que representa aproximadamente 1x10°

bacterias por mililitro y el grado de turbidez del hexano en el medio de cultivo (Anexo

K). El valor de la absorbancia en el punto maximo de crecimiento bacteriano fue de

0,064.
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Gréfica 3.7: Curva cinética de crecimiento bacteriano en medio Mineral con Hexano. Tiempo
(horas) vs. Absorbancia (540 nm).
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Para determinar la concentracién bacteriana a partir de los valores de
absorbancia en hexano, se utilizd el valor tedrico de absorbancia (0,240 en 540 nm) y

concentracion bacteriana (300millones/mL) a escala de McFarland 2 (Anexo L).

De esta tabla se realiz6 una segunda grafica que muestra el crecimiento
bacteriano por hora durante un periodo de incubacion de 72horas (Gréfica 3.8). La

curva estadistica que mas se asemeja a este experimento es la curva polinémica:

y = 4E-07x° - 7TE-05x° + 0,0045x" - 0,1229x> + 1,5397x” - 7,7197x + 40,689

Coeficiente de correlacion R? =0,937.
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Grafica 3.8: Curva cinética de crecimiento bacteriano en medio Mineral con Hexano.

Tiempo (horas) vs. Concentracién bacteriana (millones/mL).

3.3.1.5. Curvas cinéticas de crecimiento bacteriano en medio mineral

con Tolueno

Para el tratamiento con tolueno, se tomaron datos de absorbancia durante tres
dias, hasta que las bacterias empezaron a entrar a la fase de muerte. Se pudo apreciar las
diferentes fases de crecimiento bacteriano (Gréfica 3.9). La gréafica fue realizada en base
a los promedios de las cuatro repeticiones del tratamiento en medio mineral con tolueno.

El punto inicial de absorbancia es de 0,028 lo que representa aproximadamente 1x10°
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bacterias por mililitro y el grado de turbidez del tolueno en el medio de cultivo
(0,87g/mL) (Anexo M). El valor de la absorbancia en el punto maximo de crecimiento
bacteriano fue de 0,056.
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Gréfica 3.9: Curva cinética de crecimiento bacteriano en medio Mineral con Tolueno.

Tiempo (horas) vs. Absorbancia (540 nm).

Para determinar la concentracion bacteriana a partir de los valores de
absorbancia en tolueno, se utilizo el valor tedrico de absorbancia (0,240 en 540 nm)

y concentracion bacteriana (300millones/mL) a escala de McFarland 2 (Anexo N).

De esta tabla se realizO una segunda grafica que muestra el crecimiento
bacteriano por hora durante un periodo de incubacion de 72horas (Grafica 3.10). La

curva estadistica que mas se asemeja a este experimento es la curva polinGmica:

y = 5E-10x° - 7E-08x° + 3E-06x" - 8E-05x° + 0,0008x” - 0,0029x + 0,0306

2 _
R“=10,872.
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Gréfica 3.10: Curva cinética de crecimiento bacteriano en medio Mineral con Tolueno.
Tiempo (horas) vs. Concentracion bacteriana (millones/mL).

3.3.1.6. Curvas cinéticas de crecimiento bacteriano en los diferentes

tratamientos de fuentes de carbono.

En base al promedio de los datos obtenidos en cada tratamiento, se realizé una
grafica (Grafica 3.11) que indica el crecimiento del consorcio bacteriano ante la

presencia de las diferentes fuentes de carbono en el medio mineral.
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Grafica 3.11: Curvas cinéticas de crecimiento bacteriano en medio Mineral con las
diferentes fuentes de carbono. Tiempo (horas) vs. Absorbancia (540 nm).

3.4.  Andlisis de datos por medio del programa estadistico SAS para la

determinacion de la fuente de carbono y cinética bacteriana 6ptimas.
Una vez ingresados los datos en el programa estadistico SAS se realiz6 el
calculo del area bajo la curva y el analisis estadistico de los datos de absorbancia

obtenidos.

En cada una de las repeticiones de los cinco tratamientos se realizo el calculo del

area bajo la curva dentro del Disefio estadistico completamente al azar.
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El cuadro que se presenta a continuacion (Cuadro 3.6.) muestra la informacion
basica que se requiere para el andlisis estadistico del experimento y a partir de estos
datos se inicia con el ADEVA para el célculo del ABCPT (area bajo la curva del
progreso del tratamiento). Se presentan cinco (5) efectos o tratamientos bien definidos,
en condiciones homogéneas (Anexo O).

Cuadro 3.6: Datos para el analisis estadistico con las diferentes fuentes de carbono en medio

mineral con Pseudomonas aeruginosa y Bacillus cereus.

Informacion de nivel de clase para el ANOVA
ADEVA para ABCPT 09:41 Tuesday, February 10, 2009
Clase Niveles Valores
Efecto 5 Diesel
Hexano
Tolueno
Gasolina-extra
SinC
NuUmero de observaciones leidas: 20
NUmero de observaciones usadas: 20

El cuadro 3.7 presenta el analisis estadistico realizado en el programa SAS
(SAS, 1998) vy los resultados se presentan a continuacién. El valor de F calculado es
mayor al F encontrado en las tablas al 95%, 99%; por lo que existe alta significancia
estadistica. De igual manera el R? es de 0,998 lo que muestra que las condiciones del
experimento se mantuvieron homogéneas y por lo tanto los datos no presentan alta
variabilidad. El coeficiente de variacion mide el porcentaje de error que se puede
producir en un experimento y en nuestra investigacion obtuvimos un 2.9% y se
encuentra inferior al maximo rango de variacion aceptado dentro de un laboratorio (5%-
8%).
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Cuadro 3.7: Analisis del ANOVA a partir de los datos obtenidos de las &reas bajo la curva de
los tratamientos en Medio Mineral con Pseudomonas aeruginosa y Bacillus cereus.

Andlisis del ANOVA para las diferentes fuentes de carbono
Fuente de variacion ’ G.L. | S.C CM Fcal
Total 19 103.884 - -
Tratamiento 4 103.729 25.932 2515.73**
Error exp. 15 0.154 0.010 -
R?|0.998
Coeficiente Variacion | 2.909

“alta significancia estadistica.

En el cuadro 3.8 se puede apreciar la prueba de significancia de Tukey y los
rangos de agrupacion entre los diferentes tratamientos. De esta manera se pueden
establecer las diferencias entre las fuentes de carbono y si hay alguna similitud entre

alguno de los tratamientos.

Cuadro 3.8: Prueba de significancia de Tuckey para las diferentes fuentes de carbono en el

Medio Mineral con Pseudomonas aeruginosa y Bacillus cereus.

Prueba de significancia Tuckey

Alfa 0.05
Error de G.L. 15
Error de C.M. 0.010
Q (valor critico

estandarizado) 4.366
Diferencia significativa min. | 0.221

Efecto |Agrupamiento Media Nuamero de observaciones
Gasolina-extra a | 6.487** 4
Diesel | b | 5.841** 4
Tolueno |c| 2.316"™ 4
Hexano |c| 2.213" 4
SinC |d | 0.591"™ 4

™ no singnificancia estadistica.
significancia estadistica.
alta significancia estadistica.
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CAPITULO 4

DISCUSION

4.1. Pureza Bacteriana de Pseudomonas aeruginosa y Bacillus cereus.

4.1.1. Determinacién de las caracteristicas macroscopicas y microscopicas

de las bacterias.

La determinacion de la pureza bacteriana nos permitio confirmar que las
bacterias entregadas por la empresa Qmax fueron las requeridas para la investigacion.
Tanto Pseudomonas aeruginosa como Bacillus cereus, al no provenir de cultivos

certificados, se requirieron determinar su genero y especie.

El proceso de siembra de las bacterias fue realizado en zig-zag, con parametros
fisico-quimicos previamente establecidos en estudios realizados por Ruales (2005). De
esta manera se pudo determinar las caracteristicas macroscopicas de las bacterias. En
agar nutriente, después de 24 horas de incubacion a 35 °C, Bacillus cereus y
Pseudomonas aeruginosa presentaron un crecimiento puro con caracteristicas propias

de cada especie.

Pseudomonas aeruginosa presentd  caracteristicas macroscopicas Yy
microscopicas muy parecidas a las encontradas en bibliografia. Segin Balch & Smith
(1994) esta bacteria tiene un crecimiento caracteristico en Agar nutriente, puesto que es
una bacteria que posee movilidad y crecio a lo largo del zig-zag y en sitios alrededor a
la estria de siembra. Ocasiond cambio de color en el medio de cultivo y el crecimiento
de sus colonias puras fue de borde entero circular y color beige brillante. Segun
Fuenmayor & Rodriguez (1992) esa bacteria secreta una gran variedad de pigmentos
como piocianina y fluoresceina; ocasionando alteraciones en los medios de cultivo
donde se da el crecimiento, como por ejemplo en agar nutriente hubo cambios de color

de amarillo a verde y en Agar Cetrimide hubo también alteracion del medio de cultivo
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amarillo a verde brillante con formacidn de colonias puras verde brillantes. A través del
microscopio oOptico se confirmd que P. aeruginosa es un coco-bacilo de color rojo,
gram negativo (Balch & Smith, 1994).

Por otro lado Bacillus cereus crecié facilmente en Agar nutriente después de 24
horas, las caracteristicas generales obtenidas se pueden avalar con los estudios
realizados por Buesa (1981), quién demostr6 que B. cereus es una bacteria de color
beige no brillante, irregular, de aproximadamente 5 mm de diametro y conserva el color
amarrillo del medio de cultivo. Esta bacteria produce una enzima llamada lecitinasa que
actua en el medio de cultivo Agar yema de huevo (Agar Bacillus cereus), haciendo que
este medio cambie de color de rojo a tomate y a lo largo de la estria de crecimiento se
formen precipitados de color rojo, confirmando asi la accién de esta enzima. De igual
manera a través del microscopio optico se pudo ver que B.cereus son bacillos, gram

positivos con presencia de esporas (Atlas & Bartha, 2002).

4.1.2. Pruebas de identificacion de género y especie de P. aeruginosa y

Bacillus cereus.

Mediante el analisis macroscopico y microscopico se pudo determinar el género
y especie de las bacterias, sin embargo con la ayuda de las claves de identificacion API
nos aseguramos Yy llegamos a una total confiabilidad de que bacterias se necesitan para

el estudio eran Pseudomonas aeruginosa y Bacillus cereus.

Cada una de estas bacterias presentan caracteristicas especificas frente a la
presencia de diferentes hidratos de carbono y después de un tiempo de incubacion se dio

un cambio de color debido a la fermentacion.

En base al APl 50CH se pudo determinar la presencia de Bacillus cereus
después de 24 y 48 horas de incubacion. Las reacciones que mas se destacan en este
microorganismo son la fermentacion de la glucosa, fructosa, ribosa, arbutina, esculina,
salicina, celobiosa, maltosa, trehalosa, acetil glucosamina y Gluconato potésico
(Biomérieux, 2005). Estas reacciones positivas fueron obtenidas en el experimento y de

esta manera se confirma con exactitud la presencia de Bacillus cereus.
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De igual manera la incubacion de Pseudomonas aeruginosa en el APl 20E
confirmo la presencia de este microorganismo. En base a las pruebas bioquimicas de
Biomérieux (2005) se demostrd con certeza que P.aeruginosa fermenta los siguientes
hidratos de carbono: arginina, citrato trisddico, urea, triptéfano, gelatina, glucosa,

melobiosa, arabinosa, citocromo oxidasa.

4.2. Antagonismo bacteriano entre Pseudomonas aeruginosa y Bacillus cereus

Una vez confirmado el género y especie de las bacterias necesarias para el
estudio, se determind la presencia o ausencia de competencia entre P. aeruginosa y

Bacillus cereus.

En este proyecto se comprobd que las bacterias no compiten por el alimento y
pueden vivir juntas. Para esto se utilizaron dos métodos de analisis: Placa de agar con
discos de papel y pozos por halos de inhibicion. En ambos procedimientos se
contrapuso a cada bacteria y se realizo el crecimiento de las mismas por 24 horas a 35

°C, no hubo formacion de halos de inhibicidn entre las bacterias.

En base a bibliografia previamente analizada se han encontrado estudios que
confirman la relacidn bacteriana entre P. aeruginosa y B. cereus. Por ejemplo estudios
realizados en la Universidad de Zulia, Venezuela (Soto, 2001; Rivera, 2000)
demostraron el crecimiento en conjunto de los géneros de Pseudomonas spp. y
Bacillus spp. en el medio de cultivo Mineral con diferentes fuentes de hidrocarburos. De
igual manera en Long Beach California, Bongkeun (2000) y Hideki (2000) aplicaron la
biorremediacion in situ en suelos contaminados con gasolina-extra y aceite diesel;
utilizaron un consorcio bacteriano de Bacillus cereus, Bacillus sphaericus, Bacillus
fusiformis, Bacillus pumilis, Acinetobacter junii, y Pseudomonas aeruginosa. Benavides
et al., (2004) aislaron cepas con una alta capacidad para degradar hidrocarburos y este
consorcio bacteriano aislado fue: Bacillus cereus, Mycobacterium austroafricanum,
Pseudomonas aeruginosa y Serratia rubidae. Estas bacterias se encargaron de degradar
el 86% de metil t-butil eter y grupos 3-metil de acuiferos con contenido de petroleo,
gasolina-extra y diesel. Otros estudios realizados para confirmar la simbiosis entre

Pseudomonas aeruginosa y Bacillus cereus son los trabajos efectuados por Arenas en
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1999, donde aisl6 diferentes cepas bacterianas: Pseudomonas aeruginosa, P.mendocina,
Bacillus sphaericus, Bacillus cereus y Acinetobacter calcoaceticus y de las cuales
evalud su capacidad degradativa en conjunto. ElI 100% de ellas crecié en medios de
cultivo cuya fuente de carbono eran derivados del petréleo como gasolina-extra,
querosene y diesel; ninguna de estas bacterias presento inhibicidn ante la presencia de la
otra. De igual manera Diaz en 1999, evalud la biodegradacion de hidrocarburos por un
consorcio microbiano conformado por Bacillus cereus, Serratia rubidae, Pseudomonas
putida y Pseudomonas aeruginosa. Sembraron el consorcio microbiano en medio
mineral liquido, que contenia hidrocarburos y al cabo de este tiempo cuantificaron la
concentracion de hidrocarburos y la presencia de cada una de estas bacterias,
demostrandose asi que el consorcio bacteriano actué en conjunto sin ningun tipo de

inhibicion.

4.3. Determinacion de la fuente de carbono y cinética bacteriana dptimas para

el crecimiento de Pseudomonas aeruginosa y Bacillus cereus.

Para la determinacion de la fuente de carbono Optima se inoculo el consorcio
bacteriano en el medio mineral, elaborado por Qmax, el cual fue probado con diferentes
fuentes de carbono. Se midio la absorbancia por hora de cada tratamiento. Una vez
finalizado el periodo de incubacion se pudo ver que las bacterias tuvieron un buen
crecimiento en gasolina-extra, llegando en menos de 24 horas, a valores de absorbancia
maximos de 0,371. Un efecto similar sucedio en diesel, donde en menos de 24 horas el
crecimiento del consorcio alcanzo valores de absorbancia de 0,346. En comparacion a
los demaés tratamientos donde alcanzaron valores maximos de absorbancia de 0,056

(tolueno) y de 0,064 (hexano) después de 48 horas de incubacion.

En todos los tratamientos se pudieron observar que el crecimiento de
Pseudomonas aeruginosa y Bacillus cereus, tendian a un mismo comportamiento
cinético donde la mejor tendencia de curva estadistica era la polinémica. Esto se
confirma con Rose (1977) donde se demuestra que el crecimiento cinético de una
poblacion bacteriana se compone por diferentes fases, tendiendo a una grafica
polinémica: fase de latencia (lag), fase exponencial, fase estacionaria y fase de muerte.

En los tratamientos con gasolina-extra, diesel y sin fuente de carbono, las bacterias
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tuvieron un periodo de adaptacion (fase lag) inferior a las siete horas y partir de las ocho
horas se pudo ver que las bacterias entraron a la fase exponencial. La fase estacionaria
permanecié hasta aproximadamente las 20 horas y a partir de las 24 horas inicio el
periodo de muerte. En cambio en los tratamientos con tolueno y hexano P. aeruginosa y
Bacillus cereus tuvieron un periodo de latencia mayor a las 55 horas. A partir del cual
hubo un crecimiento exponencial hasta las 60 horas, permanecieron aproximadamente
unas cinco horas en estado estacionario y a partir de las 66 horas entraron a la fase de

muerte.

El elemento principal de todas las células vivas es el carbono, que se presenta en
un 50% como requerimiento nutricional y fisico para sostener sus vidas. El crecimiento
y reproduccion de las bacterias ocurre a medida que los nutrientes son procesados e
incorporados como nuevo material de célula (Rose, 1977). Por esta razon el tratamiento
testigo que no incluia fuente de carbono, alcanzé valores de absorbancia maximos de

0,041 y en menos de 24 horas las bacterias murieron.

La gasolina-extra esta compuesta por la combinacién de diferentes hidrocarburos
que contienen de 5 a 12 carbonos entre los que podemos mencionar los compuestos
alifaticos, alifaticos ramificados, aromaticos y compuestos ciclicos (Atlas, 1991).
Basandonos en la composicion de sus cadenas lineales, las bacterias tuvieron una mayor
facilidad de romper dichas cadenas y por lo tanto asimilar el carbono para utilizarlo
como fuente de alimento y energia. Lo mismo ocurrié cuando se colocé como fuente de
carbono el diesel, esta sustancia esta compuesta por hidrocarburos alifaticos, alifaticos
ramificados, aromaticos y compuestos ciclicos de entre 10 a 25 atomos de carbono
(Ferndndez et al., 1992). De igual manera tanto la gasolina-extra como el diesel son
sustancia polares, volatiles y de baja densidad (gasolina d= 0,75 g/mL; diesel d=0,9
g/mL) razones por las cuales son facilmente absorbidas y asimiladas por las paredes
celulares de las bacterias. Estudios realizados por la empresa Qmax han demostrado que
tanto Pseudomonas aeruginosa como Bacillus cereus son capaces de crecer
independientemente en gasolina-extra, diesel, tolueno y hexano; sin embargo la fuente
de carbono donde hubo un mayor crecimiento fue en gasolina-extra (Ruales, 2006). En
los procesos metabdlicos, los microorganismos transforman los alcanos que obtienen
del ambiente en sustancias mas simples (carbono), y en este proceso obtienen materia y

energia que utilizan para su subsistencia (Cerniglia, 1993).
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El hexano a pesar de ser un alcano de cadena lineal posee propiedades que
afectan la cinética microbiana y por tanto las bacterias van a tener dificultad para
asimilar esta sustancia como fuente de carbono. Es un compuesto hidrofébico, apolar y
muy téxica para los microorganismos (Merino, 1998). Por estas razones el valor
maximo de absorbancia que alcanzaron las bacterias en hexano fue de 0,064. Este
mismo fendmeno ocurrié cuando se inoculé al consorcio bacteriano en tolueno, el valor
maximo de absorbancia fue de 0,056. Este hidrocarburo aromatico esta conformado por
un anillo bencénico que presenta similares caracteristicas que el hexano puesto que es
un compuesto recalcitrante, de baja polaridad y téxico. Su composicion limita a que las
bacterias puedan destruir facilmente el anillo de benceno y al tener una baja polaridad,

va a tener dificultad en ser absorbido y asimilado (Chaineau et al., 1995).

En este estudio se demostro también que el consorcio bacteriano conformado por
Bacillus cereus y Pseudomonas aeruginosa son capaces de crecer en las diferentes
fuentes de carbono: gasolina-extra, diesel, tolueno y hexano. Esto lo podemos confirmar
en proyectos realizados por Ruales en el 2006 que utilizé a Pseudomonas aeruginosa,
Bacillus cereus y Serratia rubidae para determinar su capacidad de degradacion en el
medio mineral con diesel, tolueno, gasolina-extra y hexano. La fuente de carbono que
mas estimulo el crecimiento de cada una de estas bacterias fue la gasolina-extra debido
a su polaridad, volatilidad, y a la presencia de cadenas alifaticas de facil degradacion.
En Venezuela Soto (2001) y Rivera (2000) demostraron el crecimiento de
Pseudomonas spp., Bacillus spp., Staphylococcus spp y Micrococcus spp. en el medio
mineral con hexano y a este medio se le afiadieron diferentes sustratos para medir su
capacidad de degradacion. Los sustratos utilizados y por tanto degradados a diferentes
concentraciones fueron naftaleno, antraceno, tolueno, diesel y fenantreno.
Demostrandose asi que estas bacterias poseen un gran potencial para la biorecuperacion
de los sustratos impactados por derrames petroleros. En Estados Unidos Bongkeun
(2000) y Hideki (2000) aplicaron la biorremediacion in situ en suelos contaminados con
gasolina-extra y diesel. Utilizaron microorganismos autéctonos como Bacillus cereus,
Bacillus sphaericus, Bacillus fusiformis, Bacillus pumilis, Acinetobacter junii, y
Pseudomonas aeruginosa y adicionaron nutrientes y oxigeno en el suelo. Después de un
tiempo determinado se pudo ver que estas bacterias poseen la capacidad de sobrevivir,

biodegradar y utilizar estos hidrocarburos como alimento. Benavides en el 2004 aisl6
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cepas con alta capacidad para degradar gasolina-extra, keroseno y diesel provenientes
de acuiferos contaminados. Las cepas identificadas por medio de la secuenciacion del
16S ribosomal fueron: Bacillus cereus, Mycobacterium austroafricanum, P. aeruginosa
y Serratia rubidae. De esta manera las bacterias utilizaron como fuente de carbono y
sustrato de crecimiento los n-alcanos y multimetil, donde degrado el metil t-butil eter, y
grupos 3-metil, provenientes de estos tres hidrocarburos. Otros estudios que demuestran
la capacidad de estas bacterias para sobrevivir en diferentes tipos de hidrocarburos son
los proyectos realizados por Merino en 1998, quién realizd estudios con
microorganismos nativos. Aislé las bacterias a partir de muestras de suelo y agua
procedentes de la refineria de “La Pampilla” y evaluo la actividad degradativa y
emulsificante de estos microorganismos con hidrocarburos como: gasolina-extra, diesel,
benceno, antraceno y hexano. Los microorganismo con mayor capacidad degradativa
fueron Bacillus cereus, Pseudomonas aeruginosa y Serratia rubidae. De igual manera
Diaz en 1999 evalu6 la biodegradacion de hidrocarburos por un consorcio microbiano
conformado por Bacillus cereus, Serratia rubidae, Pseudomonas putida y
Pseudomonas aeruginosa. Sembro el consorcio microbiano en medio mineral liquido,
que contenia hidrocarburos (35000 ppm) como unica fuente de carbono y energia, luego
lo incubd a 35°C en agitacion durante 35 dias con su control diario respectivo. Al cabo
de este tiempo cuantificé la concentracion de hidrocarburos, obteniendo una
biodegradacion del 62.28%.

4.4. Analisis estadistico para determinacion de la fuente de carbono y cinética
bacteriana Optimas en el crecimiento de Pseudomonas aeruginosa y

Bacillus cereus.

Mediante los resultados obtenidos por medio del programa estadistico SAS,
se obtuvieron los valores del area bajo la curva y a través de estos pudimos determinar
que el mejor tratamiento fue la gasolina-extra al tener una AUDPC superior a las demas
fuentes de carbono. Llegando a valores de entre 6,286-6,716 en comparacion a los
resultados obtenidos en hexano (2,167-2,234) y tolueno (2,258-2,409). Con respecto al
diesel se obtuvo valores de AUDPC cercanos a la gasolina-extra (5,812-5,879) lo que
demuestra que tanto la gasolina-extra como el diesel son buenas fuentes de carbono para

Pseudomonas aeruginosa y Bacillus cereus. Esto se pudo comprobar previamente en
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estudios realizados por Ruales (2006) quién realizd el cultivo de estas bacterias,
independientemente, en el medio mineral con tolueno, hexano, gasolina-extra y diesel.
Comprobd que estas bacterias crecieron bien en gasolina-extra, mas no en tolueno y

hexano, al ser compuestos de baja solubilidad en el agua, recalcitrantes y toxicos.

En el analisis realizado del ANOVA obtuvimos que el valor de F calculado
(2515,73) es mayor al F encontrado en las tablas (3,11-5,03) al 95%, 99%;
demostrandose asi que existe alta significancia estadistica. Mediante este resultado se
acepta la hipdtesis alternativa, en la que se demuestra que ningun tratamiento es igual a
otro (Ha: ti#to# ta# ta# tsf te#trf te# toFtio# tnn# tio# tis# tus...tn) Y ninguno produce la
misma absorbancia o crecimiento bacteriano en el medio de cultivo mineral. De igual
manera obtuvimos que el coeficiente de variacion fue 2,9% y el de correlacion de 0,998.
Lo que demuestra que el experimento mantuvo las condiciones fisico-quimicas y

ambientales estables.

A través de las pruebas de significancia pudimos demostrar también que ningun
tratamiento es igual a otro y que los mejores tratamientos para el crecimiento del
consorcio bacteriano fueron en gasolina-extra (6.487) y diesel (5.841), donde obtuvimos
valores de alta significancia estadistica en comparacién a los valores obtenidos en
tolueno (2.316), hexano (2.213) y sin fuente de carbono (0.591) que no tuvieron

significancia estadistica.
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CAPITULO5

CONCLUSIONES

Mediante las pruebas macroscopicas, microscopicas y claves de identificacion
APl 50 CH y API 20E; se pudo confirmar y determinar la presencia de
Pseudomonas aeruginosa y Bacillus cereus en las muestras entregadas por
Qmax. De igual manera se determind con total confiabilidad su género vy
especie, gracias a que estas bacterias reaccionaron ante la presencia de diferentes
hidratos de carbono y después de un tiempo de incubacion se pudieron

determinar las fermentaciones positivas de estos microorganismos.

En las pruebas de antagonismo no hubo formacion de halos de inhibicion, por lo
tanto Pseudomonas aeruginosa y Bacillus cereus pueden crecer juntas sin

hacerse competencia entre ellas.

Por medio de las curvas cineticas se pudo confirmar que el principal elemento de
nutricion bacteriana es la fuente de carbono, sobretodo la que proviene de
compuestos alifaticos y que sean facilmente asimilables por Pseudomonas
aeruginosa y Bacillus cereus, como el diesel y la gasolina-extra. A traves del
tratamiento sin fuente de carbono se pudo ver que las bacterias crecieron

deficientemente y murieron en menos de 24 horas.

El analisis del ANOVA reveldo un coeficiente de variacion de 2,9% y de
correlacién de 0,998; lo que confirma que el experimento se llevo a cabo de una
manera eficiente manteniendo homogéneas las condiciones ambientales,

quimicas Y fisicas dptimas.
Mediante la prueba de significancia de Tukey se comprobd que los tratamientos

de diesel y gasolina-extra fueron los mejores y los que obtuvieron alta

significancia estadistica, considerado a la gasolina-extra como la fuente de
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carbono Optima. Los demas tratamientos : tolueno, hexano y sin fuente de
carbono no obtuvieron significancia estadistica, por lo que se los puede eliminar

como tratamientos.

La hipoétesis estadistica planteada en el trabajo fue aceptada, puesto que la mejor
fuente de carbono que estimuld un buen crecimiento del consorcio bacteriano
conformado por Bacillus cereus y Pseudomonas aeruginosa, fue la gasolina-
extra (24 horas a 35°C). De igual manera se demostré que ningln tratamiento es
igual al otro y el consorcio bacteriano tuvo un diferente crecimiento cinético en

cada una de las fuentes de carbono.
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CAPITULO 6

RECOMENDACIONES

1. Se recomienda dar un mantenimiento quincenal a estas bacterias por medio de la
técnica de zig-zag en tubos inclinados con agar nutriente, para conservar sus
caracteristicas y propiedades quimico biolégicas. Deben permanecer refrigeradas
aproximadamente a 4°C, pH de 7,2; en un tiempo maximo de 15-30 dias.

2. Se sugiere utilizar otros metodos de conservacion bacteriana que mantengan un
80% de viabilidad celular, eviten la contaminacion y mantengan las células
bacterianas genéticamente estables. Los métodos de conservacion méas usados
son: congelacién con nitrégeno liquido a -80°C, deshidratacién, liofilizacion, uso

de agentes crioprotectores como el glicerol, vaselina estéril, aceite mineral.

3. Eluso de Serratia rubidae puede complementarse en este estudio y asi aumentar
a otro microorganismo para el consorcio bacteriano. Existen estudios previos

realizados por la empresa Qmax que usan estas tres bacterias.

4. Este estudio fue un plan piloto realizado a nivel de laboratorio, pero puede ser
escalado a volumenes mayores. Resulta importante dar continuidad a la presente
investigacion, para obtener un biorreactor que produzca grandes voliumenes de
medio de cultivo con este consorcio bacteriano y cuando haya algun tipo de
derrame, ya sea en el suelo o en el agua, realizar una biorremediacion in situ con
la ayuda de estas bacterias que usen como fuente de carbono el hidrocarburo.
Manteniendo siempre las condiciones de temperatura, humedad y pH Optimas

para su crecimiento.
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