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RESUMEN

El problema ambiental generado por los hidrocarburos y sus derivados, especialmente por
el destino final de estos, ha sido un tema de interés a lo largo de los afios. Es asi que se
han desarrollado técnicas para su disposicion final y para la remediacién de las zonas
contaminadas con estos. Una de las alternativas para tratar dichas zonas es la
biorremediacion utilizando organismos vivos propios de dichas zonas. Las bacterias han
sido uno de los microorganismos mas utilizados en estos procesos debido a su capacidad
de degradar compuestos de los hidrocarburos e incluirlos en su metabolismo. En la
presente investigacion se evaluo la capacidad degradativa de hidrocarburos de bacterias
aisladas a partir de un contenedor de aceite usado de motor. Se realizaron las pruebas de
desplazamiento y emulsificacion de hidrocarburos. Una vez comprobada su actividad
degradativa se caracterizd6 molecularmente a los aislados. Las pruebas realizadas
confirmaron que las bacterias producen un tipo de surfactante puesto que en todos los
aislados hubo desplazamiento. Todas las bacterias presentaron la capacidad de
emulsionar los hidrocarburos, aunque no en el mismo porcentaje. Al realizar la
identificacion molecular de los aislados, se encontrd que todos pertenecian al género
Bacillus. Los compuestos excretados por estos microorganismos podrian ser explotados

y aplicados a futuro en procesos de biorremediacion in situ y ex situ.

Palabras clave: bacterias, aceite usado, degradacion, hidrocarburos, Bacillus.
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ABSTRACT

The environmental problem generated by hydrocarbons and their derivatives, especially
by their final destination, has been a topic of interest over the years. Thus, techniques
have been developed for their final disposal and for the remediation of areas contaminated
with these. One of the alternatives to treat these areas is bioremediation using living
organisms from these areas. Bacteria have been one of the most widely used
microorganisms in these processes due to their ability to degrade hydrocarbon compounds
and include them in their metabolism. In the present investigation, the degradative
capacity of hydrocarbons of bacteria isolated from a container of used motor oil was
evaluated. Hydrocarbon displacement and emulsification tests were carried out. Once
their degradative activity was verified, the isolates were molecularly characterized. The
tests carried out confirmed that the bacteria produce a type of surfactant since in all the
isolates there was displacement. All bacteria had the ability to emulsify hydrocarbons,
although not in the same percentage. When carrying out the molecular identification of
the isolates, it was found that all belonged to the genus Bacillus. The compounds excreted
by these microorganisms could be exploited and applied in the future in in situ and ex situ

bioremediation processes.

Keywords: bacteria, used oil, degradation, hydrocarbons, Bacillus.
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CAPITULO |

INTRODUCCION
1.1 Antecedentes

Los derrames de petréleo son una importante fuente de contaminacion tanto de
suelo como de agua (Acosta-Rodriguez et al., 2011). Es asi como los hidrocarburos del
petroleo y sus derivados estdn entre las clases mas importantes de contaminantes
organicos en el medio ambiente (Liporace et al., 2018). El tratamiento de zonas
contaminadas con hidrocarburos y sus derivados ha requerido de la intervencion de
sustancias quimicas para su reutilizacion o descontaminacién que no son totalmente
amigables con el ambiente (Neilson, Artiola, y Maier, 2003). A manera de solucion, la
utilizacion de productos de origen bioldgico ofrece una nueva alternativa amigable con el

medio ambiente pues no generan derivados que contienen toxicidad (Giraldo et al., 2014).

En la nueva era de la industrializacion global, la biotecnologia representa una
alternativa viable para el desarrollo industrial sustentable ya que provee las herramientas
necesarias para mejorar el quehacer industrial (Banat et al., 2000; Oliart-Ros, Manresa-
Presas y Sanchez-Otero, 2016). De tal forma se la ha utilizado en diversos procesos
aplicados al desarrollo de productos en la industria medicinal, alimentaria, energética y
demas (Oliart-Ros et al., 2016). En este entorno, se puede utilizar a la biotecnologia para
aprovechar sitios contaminados con petroleo en tanto que pueden albergar
microorganismos Utiles para diversos procesos, entre ellos la biorremediacion (Kadali et
al., 2012). En consecuencia, se podria reducir el riesgo asociado con la contaminacién

por hidrocarburos al aprovechar dichos microorganismos (Suja et al., 2014).

Los microorganismos al ser diversos genética y metabdlicamente, pueden estar
presentes en cualquier nicho ecoldgico y adaptarse rapidamente a diferentes condiciones
ambientales (Oliart-Ros et al., 2016). Es asi que, microorganismos propios de zonas
contaminadas han desarrollado tolerancia a ciertos componentes y los han incluido en su
metabolismo (Acosta-Rodriguez et al., 2011). Rampelotto (2013) menciona que se han
investigado diversidad de organismos de distintos géneros tales como Pseudomonas,
Rhodococcus, Alcaligenes, Acinetobacter, entre otros, que habitan en ambientes extremos

como sitios contaminados (Yu y Huang, 2011; Ron y Rosenberg, 2014). Dichos



organismos conocidos como extremafilos prosperan en habitats que para otras formas de

vida terrestres son hostiles o incluso letales (Oliart-Ros et al., 2016).

El-Bestawy, El-Masry, y EI-Adl (2005) identificaron varios microorganismos
aislados de aceite vegetal y aguas residuales industriales contaminadas con grasas, los
cuales poseian potencial degradador de estas, especialmente del aceite de palma. Por otro
lado, microorganismos pertenecientes a géneros como Arthrobacter, Citrobacter,
Serratia, Micrococcus, Bacillus, etc. han sido aislados de zonas contaminadas con
hidrocarburos, ademas de haber presentado capacidad degradativa de aceites lubricantes
residuales (Yu y Huang, 2011; Ron y Rosenberg, 2014). Sin embargo, existe diversidad
de estudios que se han enfocado en el género Pseudomonas por presentar gran potencial
para la biorremediacion de sitios contaminados con hidrocarburos (Mansur et al., 2014;
Otalora et al., 2000; Saikia y Deka, 2013).

1.2 Planteamiento del problema

La contaminacion ambiental causada por el petréleo y sus derivados tiene un
impacto creciente en la restauracion ecolégica y el desarrollo econdémico (Su et al., 2011).
Las actividades de produccion, transporte y refinamiento de aceite crudo liberan
hidrocarburos en ambientes terrestres y acuaticos (Sarma y Sarma, 2010) por lo que ha
sido reconocida como una de las problematicas mas graves, especialmente por derrames

accidentales de gran escala (Udeani et al., 2009).

La alta demanda del petroleo y sus subproductos (gasolina, diésel y aceites
lubricantes), ha llevado al aumento de la contaminacién en todo el mundo (Ismail et al.,
2014). Los usuarios mas grandes de los derivados del petr6leo son la industria automotriz
y de maquinaria. Uno de los productos més utilizados por estas industrias es el aceite
lubricante de motor, el cual es usado y desechado con frecuencia (Abioye et al., 2012).
Es asi que en el estudio de Ibrahim (2016) se menciona que en el Oriente Medio mil
millones de galones de aceite lubricante de desecho es generado anualmente durante los

procesos de cambio en los talleres automotrices y mecanicos.

Para dar respuesta a esta problematica, se han desarrollado diferentes
metodologias que pueden aplicarse a este tipo de residuos. Los tratamientos mas
comunmente usados son la disposicion en lugares considerados seguros, métodos de

incineracion, tratamientos quimicos y tratamientos bioldgicos (Pucci et al., 2015). Sin
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embargo, tienen limitaciones como los altos costos de implementacion a gran escala, no
son amigables con el medio ambiente, son complejas y conducen a la destruccion del
ambiente (Khan et al., 2004; Zhang et al., 2009).

Los procesos bioldgicos de tratamiento son también conocidos como
biorremediacion y plantean la remediacion de sitios contaminados mediante la adicion de
microorganismos especificos o la mejora de los preexistentes en el sitio (Lee, Mats,
Delflno, Suresh, y Raot, 1992). Esta técnica ha demostrado ser efectiva para la mayoria
de los medios contaminados como aguas subterraneas, aguas residuales y lodos solidos y
aceitosos (Sujaetal., 2014). Preferiblemente, se usa cepas locales por estar bien adaptadas
para propagarse en procesos de biorremediacion (Suja et al., 2014). Sin embargo, cada

cepa se caracteriza por utilizar solo algunos tipos de hidrocarburos (Su et al., 2011).

Varios estudios han utilizado cepas de bacterias como Acinetobacter sp. (Kubota,
Koma, Matsumiya, Chung, y Kubo, 2008), Pseudomonas aeruginosa (Haba et al., 2000),
Pseudomonas putrefacience (Ismail et al., 2014), Rhodococcus sp. (Hassanshahian, et al.,
2012), asi como otras especies del género Pseudomonas sp. (Reyes-Reyes et al.,
2018)Klebsiella pneumonia (Ismail et al., 2014), Ba, cillus subtilis (Mukherjee y
Bordoloi, 2011), Serratia marcescens (Wongsa et al., 2004), entre otras que han
presentado capacidad para degradar hidrocarburos. No obstante, los estudios realizados a
nivel nacional en este campo son escasos y existe informacion insuficiente acerca de
bacterias que hayan sido aisladas directamente de los contaminantes y que presenten

capacidad degradadora de estos.

1.3 Justificacion

A raiz del problema ambiental causado por la contaminacién por hidrocarburos y
sus derivados, se han buscado soluciones para disminuir o mitigar el impacto que generan
en el entorno. En estudios previos, se ha utilizado material bioldgico para remover estos
contaminantes de aguas y suelos, siendo las bacterias los organismos maés estudiados en
estos procesos (El-Bestawy et al., 2005; Hua et al, 2004; Husaini et al, 2008; Mukherjee
y Bordoloi, 2011; Pi et al., 2017; Pucci et al., 2015; Rosenberg, 1993; Su et al., 2011,
Yuan et al., 2018).

Las bacterias son los microorganismos que han presentado mejor eficiencia en

cuanto a la degradacion de hidrocarburos (El-Bestawy et al., 2005; Karamalidis et al.,
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2010; Li et al.,, 2016; Tao et al., 2017), especialmente las especies del género
Pseudomonas que han sido una de las mas investigadas con este fin (Abalos et al., 2004;
Arutchelvi y Doble, 2010; Karamalidis et al., 2010; Saikia et al.t, 2012; Su et al., 2011,
Wadekar et al., 2012). Sin embargo, no son el unico género de bacterias que puede
degradar dichos contaminantes (Cameotra y Makkar, 1998; Huang et al., 2008; Ibrahim,
2016; Najafi et al., 2010).

Se ha utilizado distintas metodologias para aislar estas bacterias, al igual que
distintas pruebas para evaluar su capacidad degradativa (Hii et al., 2009; Mukherjee y
Bordoloi, 2011; Patowary et al., 2016; Udeani et al., 2009; Zhang et al., 2012). También,
se han probado distintas fuentes de carbono tales como petréleo, aceite desgastado de
cocina, incluso combustible diésel (Koma et al., 2003; Sarma, et al., 2010; Wadekar et
al., 2012; Wongsa et al., 2004) con el objetivo de estudiar las diferentes formas en que
las bacterias metabolizan estas fuentes de carbono y las hacen més asimilables. Pese a
esto, un numero reducido de esta clase de estudios se han realizado en Latinoamérica.

Ecuador es un lugar donde la biorremediacidn es un campo incipiente.

La presente investigacion se realiza con la finalidad de aislar bacterias de un
contenedor de aceite usado de motor y a la vez comprobar la capacidad degradativa de
hidrocarburos de éstas. La relevancia del estudio radica en aportar con informacion para
encontrar una posible solucion a la problematica de la contaminacion por hidrocarburos,
especialmente a nivel nacional, asi como también, abrir paso a nuevas investigaciones

que generen tecnologias de biorremediacion.

1.4 Pregunta directriz

¢Las bacterias aisladas a partir de aceite usado de motor poseen capacidad

degradativa de hidrocarburos?

1.5 Objetivos

1.5.1 Objetivo general.

Evaluar la capacidad degradativa de hidrocarburos de microorganismos aislados

de un contenedor de aceite usado de motor.
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1.5.2 Objetivos especificos

e Aislar microorganismos de un contenedor de aceite usado de motor
e Evaluar la capacidad degradativa de hidrocarburos de los microorganismos
aislados

e Identificar molecularmente a los microorganismos aislados

1.6 Hipotesis

Bacterias aisladas a partir de aceite usado de motor tienen la capacidad de degradar
hidrocarburos.
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CAPITULO 1l

MARCO TEORICO

2.1 Combustibles fésiles

Los hidrocarburos de petréleo se utilizan como fuente primaria para la generacion
de energia, la industria y el transporte en la vida diaria (Mohanram, Jagtap, y Kumar,
2016). Debido a la creciente demanda energética en todo el mundo, la exploracién de
nuevos campos petroleros ha aumentado (Mapelli et al., 2017) gracias a que son la fuente
energética mas rentable en la economia global actual (Kadri, Magdouli, Rouissi, y Brar,
2018).

El petroleo se produce por descomposicion térmica de material organico enterrado
durante millones de afios (Varjani, 2017). Es una mezcla compleja de hidrocarburos que
van desde alcanos de cadena lineal simples hasta hidrocarburos poliaromaticos complejos
(PHA) (Li et al., 2016; Mansur et al., 2014). Sin embargo, existen muchas amenazas en
el medio ambiente cuando se utilizan como fuentes de energia (Al-Hawash et al., 2018),

debido a que son propensos a la transformacion y mineralizacion (Zhang et al., 2012).

2.2 Derivados de los hidrocarburos

La transformacién del petréleo en productos de consumo directo implica una serie
de operaciones y procesos de indole fisica y quimica de elevada complejidad y
considerables costos de inversion y mantenimiento (Alvarado et al., 2015). El petréleo
crudo se procesa en el refinador y se transforma en una amplia gama de productos Utiles,
como diésel, gasolina, aceites lubricantes, solventes quimicos, nafta de petroleo,
combustible para aviones, materias primas petroquimicas, queroseno, asfalto, ceras, entre

otros (Mansur et al., 2014; Varjani y Upasani, 2017).

2.3 Efectos en el medio ambiente

Una gran cantidad de estos residuos se elimina ilegalmente, lo que puede causar
graves problemas ambientales (Chin, Shafiq, y Nuruddin, 2012). El gobierno, la industria
y el pablico ahora reconocen los peligros potenciales que los hidrocarburos totales de
petréleo (TPH), los policlorobifenilos (PCB) o, los hidrocarburos policiclicos aromaticos
(PHA) pues representan un peligro potencial para la salud humana y el medio ambiente
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(Khan et al., 2004). Por lo tanto, su persistencia en el medio ambiente es motivo de gran

preocupacion para la sociedad (Brzeszcz y Kaszycki, 2018).

La liberacion de componentes de petréleo al medio ambiente puede contaminar el
agua subterranea con plomo, magnesio, cobre, zinc, cromo, arsénico, cloruros, cadmio y
bifenilos policlorados (Chin et al., 2012). Esto resulta en un cambio inmediato en la
estructura de la comunidad bacteriana (Tang et al., 2010). En este aspecto, Abdulsalam
et al. (2011) mencionan, que a nivel mundial, los talleres de mecanica automotriz
contribuyen a la contaminacién del suelo, pues contaminan un porcentaje mayor de tierra
en el mundo; al comparar con derrames catastroficos, gracias a los productos que utilizan

a diario.

2.4 Aceite lubricante de motor

La Agencia de Proteccion Ambiental de los Estados Unidos (EPA, por sus siglas
en inglés) (2001) definid el aceite usado de motor como aceite sintético o a base de
petrdleo que se ha utilizado para la lubricacion de vehiculos. El aceite de motor se obtiene
mediante el refinado de petréleo crudo (Bagherzadeh-Namazi et al., 2008).
Principalmente, consiste en hidrocarburos saturados de cadena larga con alto punto de
ebullicién (Bhurgri et al., 2018).

2.4.1 Deterioro del aceite lubricante de motor durante su uso

El aceite lubricante obtenido después del servicio y posterior drenaje de
automaviles, generadores y maquinas industriales se elimina indiscriminadamente en
todo el mundo (Bhattacharya et al., 2015). Durante su uso, el aceite se somete a algunos
procesos de degradacion por oxidacion, contaminacion y agotamiento del aditivo (Stan et
al., 2018). Como resultado, el aceite de motor se impurifica con suciedad, agua, productos

quimicos o metales del motor del vehiculo (EPA, 2001).

Al deteriorarse, su contenido se modifica a sustancias toxicas; tales como
benceno, plomo, arsénico, zinc y cadmio, hidrocarburos poliaromaticos (PHAS),
hidrocarburos clorados (PCB) y otros contaminantes de hidrocarburos que pueden
filtrarse en la capa freatica y contaminar el agua subterranea, ademas de que tienen efectos
cancerigenos y neurotoxicos en sistemas bioldgicos (Abdulsalam et al., 2011;

Bhattacharya et al., 2015). En un solo cambio de 1 L de aceite se puede contaminar hasta
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3.784 m? de suelo o arruinar un millén de galones de agua dulce, que es suficiente para

el suministro de un afio para 50 personas (Chin et al., 2012).
2.4.2 Destino final y reutilizacion del aceite lubricante de motor

Los aceites usados se pueden volver a refinar al aceite lubricante base mediante
un proceso de reciclaje adecuado (Bhattacharya et al., 2015). Sin embargo, seguiria
siendo un contaminante potencial. En Ecuador, no existe informacion precisa del manejo
de desechos liquidos peligrosos generados por la industria automotriz, menos aun de su
reutilizacion, pues tan solo 21,25% de las empresas registradas conocen la cantidad de

aceites usados que generan en su funcionamiento (INEC, 2016).

En Imbabura, la empresa que se encarga del co-procesamiento de aceites
minerales usados o gastados, material adsorbente contaminado con hidrocarburos, lodos
de aceite, lodos de tanques de almacenamiento de hidrocarburos, grasas y ceras usadas es
ACERIA DEL ECUADOR C.A. ADELCA (MAE, 2016). No obstante, no existe
informacion clara de los procesos que se utilizan en cuanto al aceite usado que sale de los

talleres automotrices.
2.4.3 Zonas contaminadas con aceites y su tratamiento

Se han desarrollado una serie de métodos fisicos (Mapelli et al., 2017) para
disponer de forma final de los derivados de hidrocarburos. Estas tecnologias incluyen:
tratamiento térmico, método de excavacion y descarga, método quimico, técnicas de
separacion y tecnologia de estabilizacién/solidificacion (Abdulsalam et al., 2011).
Ademas de los procesos fisicoquimicos, existen otras alternativas para remediar o
recuperar zonas contaminadas con estos desechos como es la biorremediacion (Hii et al.,
2009).

La biorremediacion es el proceso natural por el cual los microorganismos
transforman los contaminantes ambientales en productos finales inofensivos (Abdulsalam
et al., 2011; Wu et al., 2016). EI tratamiento bioldgico, basado en la capacidad de los
microorganismos para degradar los contaminantes de hidrocarburos ha sido utilizado en
los dltimos afios, como una técnica frecuente, eficiente y econdmica que convierte los
desechos tdxicos en productos finales no toxicos (Mansur et al., 2014; Ghoreishi et al.,
2017).
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La degradacion de estos contaminantes mediante el uso de microorganismos se
presenta como una alternativa a los métodos tradicionales de reutilizacion o eliminacion.
Aunque, su actividad puede verse afectada por factores biodticos y abioticos tales como
temperatura, oxigeno, pH y nutrientes (Al-Hawash et al., 2018). Ademas de que se han
descrito un numero limitado de cepas microbianas que son capaces de biodegradar todos

los componentes del petroleo crudo (Shetaia et al., 2016).

2.5 Microorganismos degradadores de hidrocarburos y sus derivados

Microorganismos como bacterias, levaduras y hongos secretan metabolitos en
sustratos hidr6fobos que los hace aprovechables para el crecimiento de las células (Haba
et al., 2000). Algunas bacterias tienen la habilidad de degradar aceite de motor de forma
eficiente una vez que hayan crecido en un medio en el que los contaminantes son la Gnica
fuente de carbono (lbrahim, 2016). Varios estudios se han enfocado en distintas cepas
bacterianas para procesos de degradacion de hidrocarburos y sus derivados debido al
potencial que poseen (Crisafi et al., 2016; Diaz De Rienzo et al., 2016; Yuan et al., 2018).

Cepas de los géneros bacterianos Pseudomonas sp. (Echeverriet al., 2010; Saikia
y Deka, 2013; Sarkar et al., 2017), Rhodococcus sp. (Pucci et al., 2015; Wolinska et al.,
2016), Micrococcus sp. (Rahman et al., 2002; Torres et al., 2005), Bacillus sp. (Barros et
al., 2008; Liu et al., 2016; Patowary et al., 2016), Arthrobacter sp. (Arrieta et al., 2012;
Mansur et al., 2014), Acinetobacter sp. (Matsui et al., 2014; Mohanram et al., 2016;
Muthukamalam et al., 2017), entre otros, se han aislado de distintas zonas contaminadas
con hidrocarburos o alguno de sus derivados y en ensayos de degradacion de

contaminantes han presentado resultados positivos.
2.5.1 Formas bioldgicas de degradacion de los hidrocarburos

Dependiendo de la longitud de la cadena y el tipo de contaminantes de
hidrocarburos de petroleo, se requiere diferentes enzimas para introducir oxigeno en el
sustrato y asi comenzar la biodegradacion (Varjani, 2017). Segun Atlas (1981) y Leahy y
Colwell (1990) la biodegradabilidad de los hidrocarburos se puede clasificar en el
siguiente orden de degradacion: alcanos lineales, alcanos ramificados, alquilaromaticos
de bajo peso molecular, monoaromaticos, alcanos ciclicos y por altimo asfaltenos

poliaromaticos.
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Hay tres formas posibles de utilizacion de hidrocarburos de petroleo: (a)

fototroficas, anoxigénicas; (b) quimiotréfico, aerdbico; y (c) quimiotrdfico, anaerdbico

(Varjani, 2017) que se resumen en la Figura 1.
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Figura 1. Resumen esquematico de posibles vias-para la utilizacion de hidrocarburos de
petr6leo por microorganismos; modificado de Varjani (2017).

Adicionalmente se sabe que para poder degradar los distintos componentes de los

hidrocarburos de petroleo intervienen ciertas enzimas (Tabla 1) que son producidas por

varios microorganismos.

Tabla 1.

Enzimas involucradas en la degradacion de los hidrocarburos de petréleo

Enzima

Compuesto

Microorganismo

Metano monooxigenasas
solubles/particuladas

AIlkB relacionados con alcano
hidroxilasas eucariotas P450
(CYP52)

Sistema de oxigenasa bacteriana
P450 (CY153)

Dioxigenasas

Alcanos C1-C8, C1-C5
(halogenados) alcanos,
alquenos, cicloalcanos

Alcanos C5-C16,
alquilbencenos, Cicloalcanos,
acidos grasos

Alcanos C10-C16, 4cidos

grasos,
Alcanos C5-C16, cicloalcanos

Alcanos C10-C30

Methylocystis sp.,
Methylomonas sp.,
Methylocella sp.,
Methylobacter sp.,
Methylococcus sp.,
Geobacillus hermodenitrificans,
Methylomirabilis oxyfera
Pseudomonas sp.,
Burkholderia sp.,
Rhodococcus sp.,
Mycobacterium sp.,

Candida maltosa, Candida
tropicalis, Yarrowia lipolytica
Acinetobacter sp.,
Caulobacter sp.,
Mycobacterium sp.
Acinetobacter sp.
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2.5.2 Degradacion de aceite usado de motor mediada por bacterias

La degradacion rapida y completa de la mayoria de los contaminantes organicos
ocurre en condiciones aerdbicas, sin embargo, la actividad de los microbianos puede verse
afectada por factores como temperatura (de 15-40 °C, dependiendo si es en suelos o en
aguas), oxigeno (dependiendo del compuesto puede ser en condiciones aerobias 0
anaerobias), pH (neutro, aunque dependiendo de la zona de donde fue aislada la bacteria,
puede variar desde 2.5-11) y nutrientes (Al-Hawash et al., 2018). Varias bacterias
producen metabolitos extracelulares que poseen distintas caracteristicas y que cumplen
diferentes funciones (Cameotra y Makkar, 1998). En el caso de los hidrocarburos, para
que las bacterias puedan metabolizar y utilizar estos compuestos como fuente de carbono,
producen moléculas anfipaticas o0 mas conocidos como biosurfactantes (Saikia et al.,
2012).

2.6 Biosurfactantes

Los surfactantes son moléculas que tienen una faccion hidrofilica y otra
hidrofébica; algunos microorganismos crean sus propios surfactantes a los cuales se les
denomina biosurfactantes (Deshpande et al, 1999; Liu et al., 2004). Los biosurfactantes
aislados comunmente son glucolipidos y lipopétidos (Najafi et al., 2010). Estos
compuestos tienen la particularidad de mantenerse en dos interfases; la parte hidrofébica
de la molécula se basa en éacidos grasos de cadena larga, acidos grasos hidroxilados o
acidos grasos a-alquil-b-hidroxilados; la porcién hidrofilica puede ser un carbohidrato,
aminoéacido, péptido ciclico, fosfato, acido carboxilico o alcohol (Mulligan, 2005). Su
potencial accién es su capacidad de emulsion, desorcion y solubilidad (Riojas, Torres,
Mondaca, Balderas, & Gortéares, 2010).

Pueden mejorar la biodisponibilidad de los contaminantes de dos formas: a)
aumentando la velocidad de dilucion mediante la separacion de los hidrocarburos por las
micelias de la molécula y b) interaccionando con la superficie del sustrato influyendo en
el proceso de dilucion (Volkering et al., 1997). Algunas bacterias producen también
biosurfactantes-emulsificantes para reducir la tension superficial y crear nuevas interfaces
(Mohanram et al., 2016). Los biosurfactantes secretados por bacterias son mas efectivos
que los tensioactivos quimicos para mejorar la solubilidad y la degradacion de los

hidrocarburos de petréleo (Cybulski et al., 2003). Algunos biosurfactantes producidos por
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las bacterias pueden emulsionar las mezclas de hidrocarburos con agua y asi mejorar la
degradacion de los contaminantes en el ambiente (Banat, Makkar, y Cameotra, 2000;
Pérez et al. 2008). Es asi que aumentan la biodisponibilidad de los hidrocarburos mediante
la emulsion (Verma, Bhargava, & Pruthi, 2006).

Estos metabolitos crean una micro-emulsion en la que los hidrocarburos se hacen
solubles en agua o viceversa gracias a sus partes hidrofobica e hidrofilica (Banat, 1995).
Al reducirse la tension superficial de los contaminantes es posible la dispersion del mismo
en emulsiones (Torres et al., 2005). La emulsificacion de los surfactantes puede
incrementar la actividad enzimatica o facilitar el transporte del sustrato organico hacia las
células (Hadibarata y Tachibana, 2009), con lo cual, la degradacién de los contaminantes
podria ser posible mediante un sistema enzimatico especifico para cada hidrocarburo y
especie bacteriana, dependiendo del tipo de surfactante que produzcay su forma de accién
(Al-Hawash et al., 2018).
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CAPITULO 111

METODOLOGIA

En el presente capitulo se detallan los métodos utilizados para el aislamiento de
los microorganismos, evaluacion del crecimiento, pruebas de degradacion y

caracterizacion molecular de los aislados.

3.1 Descripcion del area de estudio

El presente proyecto de investigacion fue realizado en el Laboratorio de
Biotecnologia Aplicada de la Carrera de Ingenieria en Biotecnologia de la Universidad
Técnica del Norte, ubicado en la parroquia El Sagrario, cantdn lbarra, provincia de
Imbabura, Ecuador.

3.2 Obtencion de la muestra

La mecanica automotriz para el muestreo fue seleccionada debido a que cumplia
con las especificaciones y licencias ambientales para su funcionamiento (adecuacion de
espacios, rotulacion adecuada, especificaciones de su funcionamiento, planes de manejo
ambiental, documentos y registros). Para mantener la homogeneidad del experimento, se
recolectd una Unica muestra de 200 ml de aceite usado de motor, almacenado durante 15
dias en contenedores de una mecénica automotriz de la ciudad de Ibarra. La muestra se
encontraba en condiciones anoxicas y sin exposicion a la luz. Se tom6 la muestra
utilizando una bomba de distribucién extrayendo la alicuota de 200 ml de aceite del fondo
de los tanques, en condiciones estériles, para luego ser colocada en un frasco ambar de
vidrio de 250 ml. La utilizacién de estos frascos fue debido a que los compuestos del
aceite son fotolabiles. Una vez colectada, la muestra fue transportada hacia el laboratorio

manteniendo una temperatura de 4°C (lbrahim, 2016).

3.3 Aislamiento de microorganismos

Este ensayo consistio en diluir 1 ml de muestra (aceite usado de motor) en 9 ml
Caldo Nutriente (Difco™ BD) de obteniendo asi las siguientes diluciones: 0.1; 0.01;
0.001y 0.0001 (pI/ml). Estas se mantuvieron a 29°C y 150 rpm en una incubadora orbital
en ausencia de luz (SCI FINETECH Co) (Arutchelvi y Doble, 2010; Karamalidis et al.,
2010; Najafi et al., 2010; Abioye et al., 2012; Saikia et al., 2012; Patowary et al., 2016).
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Para este ensayo se disefio un experimento con cuatro tratamientos (Tabla 2). El factor en
estudio evaluado fue la concentracion de microorganismos en la muestra. La variable de
respuesta evaluada fue la absorbancia (600 nm) que se midi6é cada 24 horas, durante 5
dias, utilizando un espectrofotometro (Jenway 6705 UV/Vis). La unidad experimental

para la evaluacion fue 1 ml de muestra de caldo nutriente.

Tabla 2.
Tratamientos en el experimento de evaluacion del crecimiento
Tratamiento Cddigo Dilucion (ul/ml)
T1 C1 0.1
T2 C2 0.01
T3 C3 0.001
T4 C4 0.0001

Se realizaron tres repeticiones de cada uno de los tratamientos. De tal manera que
se obtuvieron doce unidades experimentales. Valores superiores a 0.1 ul/ml fueron
diluidos una vez para mejorar la sensibilidad del ensayo. Adicionalmente, se realizé el
conteo en placa de las unidades formadoras de colonia (UFC) para comparar con los
resultados de absorbancia, cultivando 100 pL de cada solucién en Agar Nutriente
(NEOGEN) (Muthukamalam et al., 2017).

Con el fin de determinar diferencias entre los tratamientos, y conocer la viabilidad
de los cultivos, se realiz6 un Analisis de la varianza (ANOVA) ajustado a un modelo de
disefio de bloques completos al azar (DBCA) (Tabla 3). Para cumplir con los supuestos
de la estadistica paramétrica se realiz6 una transformacién raiz cuadrada. Se aplico
pruebas de significancia estadistica, utilizando la prueba de Tukey con 5% de
significancia, en todas las fuentes de variacién que resultaron significativas después de la
realizacion del ANOVA.

Tabla 3.

Esquema del analisis de la varianza para la evaluacién de la absorbancia
Fuentes de variacion Gl
Total 11
Tratamientos 3
Repeticion 2
Error experimental 6
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Las UFC encontradas durante los cinco dias de evaluacion, se inocularon en Agar
Pseudomonas (Difco™ BD) con la finalidad de obtener cultivos puros de este grupo
taxonodmico, debido a la evidencia de la capacidad degradativa de hidrocarburos que han
demostrado (Mukherjee y Bordoloi, 2011; Narvéez Florez et al., 2016; Pucci et al., 2015;
Sajna et al., 2015; Diaz De Rienzo et al., 2016).

Las caracteristicas morfolégicas de los aislados se estudiaron mediante tincién de
Gram (Varjani y Upasani, 2016). A lo largo de esta etapa de la investigacion, se realizaron
varias resiembras en Agar Pseudomonas hasta obtener un cultivo puro (Azeredo,
Sillankorva, y Pires, 2014). Se seleccionaron aquellos cultivos que presentaron mayor
crecimiento en Agar Pseudomonas a las 24 horas de haber sido inoculados para proceder

con los ensayos posteriores.

3.4 Pruebas de degradacion de hidrocarburos

Para los ensayos de la capacidad degradativa de los aislados, se utilizo la
metodologia descrita por Wongsa et al. (2004) con modificaciones pues €l Unicamente
utilizé combustible diésel para este experimento. Se utilizaron, ademas del aceite usado
de motor, tres distintos hidrocarburos: diésel, aceite de motor nuevo sin uso y petréleo
liviano, de los cuales se recolectaron 200 ml de cada uno. Adicionalmente, se tomo 20 ml
de cada hidrocarburo para realizar un analisis elemental (porcentaje de Nitrogeno,
Carbono y Azufre) y asi relacionarlos con los resultados obtenidos. Los andlisis de la
composicion de cada hidrocarburo se realizaron en los laboratorios de Ingenieria Quimica

de la Universidad Central del Ecuador.

Las pruebas de degradacion de hidrocarburos que se realizaron fueron: la prueba
de halo de desplazamiento y el porcentaje de emulsificacion (E24). Para las pruebas de
degradacion de hidrocarburos se utilizé Caldo Nutriente para el crecimiento bacteriano y
el Medio de Sales Minerales (MSM) para la conservacion de los precipitados bacterianos
(sedimento celular bacteriano) obtenidos del Caldo Nutriente (Ebadi et al., 2017; Yuan et
al., 2018; Zhang et al., 2012). La composicion del MSM se detalla en la Tabla 4.
Posteriormente, basandose en Ibrahim (2016), con siguientes modificaciones, se inoculd
una colonia individual de cada aislado en matraces de 250 ml con 25 ml de caldo nutriente

y se incubd en agitacion a 29°C y 150 rpm durante 24 h.
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Tabla 4.
Composicién quimica del medio de cultivo MSM

Nombre de la sal Compuesto  Cantidad (g/l)
Nitrato de amonio NHiNO; 4.000
Fosfato monopotasico KH,PO, 4.700
Fosfato de disodio Na;HPO4 0.119
Cloruro de calcio dihidratado CaCL,.2H,0 0.100
Sulfato de magnesio MgS04.7H20 1.000
Sulfato de manganeso MnSQ4.4H,0 0.010
Sulfato ferroso FeSQO4.H,0 0.015

Posteriormente, se realizaron dos ciclos de centrifugacion (ThermoFisher
Scientific Sorvall ST 16R) de 5.000xg a 4°C por 10 min. Se conservo el sobrenadante de
cada cultivo y se guard6 en refrigeracién a 4°C para los ensayos posteriores. El
precipitado obtenido fue lavado dos veces con MSM estéril y resuspendido en el mismo
medio. De igual manera, el precipitado fue almacenado en las mismas condiciones para
la identificacion molecular de las cepas microbianas. Esta metodologia se basé en lo
descrito por Ibrahim, 2016; Morikawa et al., 2000; Najafi et al., 2010; Saikia et al., 2012

y Zhang et al., 2012, con modificaciones.

Tanto para la prueba de desplazamiento de hidrocarburo y el porcentaje de
emulsificacion (E24), se evaluaron dos factores en estudio: tipo de hidrocarburo (H) y el
tipo de microorganismo (M) (microorganismos recuperados a partir del aceite usado de
motor). Ambos factores presentaron cuatro niveles teniendo asi para el tipo de
hidrocarburo: H1: diésel, H2: aceite usado, H3: aceite nuevo, y H4: petréleo liviano;
mientras que para el tipo de microorganismos fueron: M1: BR1Pb-3, M2: BR1Pb-4, M3:
DR3Pe-1 y M4: Mezcla de los tres aislados recuperados. Asi se obtuvieron los

tratamientos que se observan en la Tabla 5.
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Tabla 5.
Tratamientos para los ensayos de degradacion de hidrocarburo

Tratamientos Codificacion Significado
1 H1M1 Diésel + BR1Pb-3
2 H1M2 Diésel + BR1Pbh-4
3 H1M3 Diésel + DR3Pe-1
4 H1M4 Diésel + Mezcla
5 H2M1 Aceite usado + BR1Pb-3
6 H2M2 Aceite usado + BR1Pb-4
7 H2M3 Aceite usado + DR3Pe-1
8 H2M4 Aceite usado + Mezcla
9 H3M1 Aceite nuevo + BR1Pb-3
10 H3M2 Aceite nuevo + BR1Pb-4
11 H3M3 Aceite nuevo + DR3Pe-1
12 H3M4 Aceite nuevo + Mezcla
13 H4AM1 Petréleo liviano + BR1Pb-3
14 H4AM?2 Petréleo liviano + BR1Pb-4
15 H4AM3 Petréleo liviano + DR3Pe-1
16 H4MA4 Petréleo liviano + Mezcla

3.4.1 Prueba de desplazamiento del hidrocarburo para la deteccion de
biosurfactantes

Esta prueba se realizd con la finalidad de evaluar la presencia de surfactantes
excretados por los microorganismos y que puedan estar presentes en el medio o
sobrenadante de cada aislado. Consiste en verificar la formacion de un halo de
desplazamiento del hidrocarburo analizado en agua, siendo un resultado positivo para la

presencia de biosurfactantes si se da dicho desplazamiento (Mohanram et al., 2016).

En una caja Petri (100x15 mm) se dispuso 20 ml de agua destilada y 20 ul de la
fuente de carbono hasta formar una pelicula. En el centro de la pelicula se colocé 10 pl
de cada sobrenadante obtenido. Se realizaron 3 repeticiones por cada sobrenadante de
cepa aislada e hidrocarburo contaminante, mas un control negativo que consistia medio
de cultivo MSM estéril. A continuacion se midio el halo de desplazamiento que se formé
utilizando un escalimetro (Vernier Digital Caliper 0-150 mm) y se recolectaron los datos
para su analisis estadistico (Zhang et al., 2012; Hina et al., 2017; lbrahim, 2016;
Mohanram et al., 2016; Xia et al., 2012).

Para determinar las diferencias entre los tratamientos, se realiz6 un ANOVA
ajustado a un modelo de DBCA con arreglo factorial (Tabla 6). Los datos se

transformaron con una funcion logaritmica para cumplir con los supuestos de la
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estadistica paramétrica. Se aplico pruebas de significancia estadistica a posteriori en todas
las fuentes de variacion (Tabla 6) que resultaron significativas después de la realizacion
del ANOVA.

3.4.2 Prueba de actividad de emulsificacion (Ez4)

Con las muestras positivas para la presencia de surfactantes obtenidas en el ensayo
anterior, se procedi6 a realizar la prueba de emulsion. Esta prueba consistio en evaluar la
presencia de una capa de emulsion, formada por la interaccion de los surfactantes
presentes en el sobrenadante de cada aislado con los hidrocarburos. Al formarse la capa
de emulsidn entre el sobrenadante y el contaminante, se interpretd que los biosurfactantes
producidos por los microorganismos en estudio poseen actividad emulsificante (EI-
Sheshtawy et al., 2015). Es asi que estos se identificaron como potenciales surfactantes
con posible utilidad biodegradativa de hidrocarburos en futuros procesos de

biorremediacion (Riojas et al., 2010).

Para realizar esta prueba, en un tubo falcon de 15 ml, se colocé 3 ml del
sobrenadante de cada aislado junto con 3 ml de cada hidrocarburo; posteriormente, se
homogenizo por Vortex Mixer (Globe Scientific In Model #500) durante 3 minutos y se
dejo reposar por 24 h a 25°C en una estufa de secado (MEMERT Tv 400) hasta su
medicién (Ebadi et al., 2017%; Ebadi, Khoshkholgh Sima, Olamaee, Hashemi, y Ghorbani
Nasrabadi, 2017b; Hina et al., 2017; Ibrahim, 2016; Mohanram et al., 2016). La férmula
para calcular el indice de emulsion (E24) se detalla como:

altura de la capa de emulsion

E 4 (%)= 100
24(%) altura de la solucion total x

Ecuacion 1. Célculo del porcentaje de emulsificacion

Donde el resultado expresa en porcentaje, el indice de emulsificacion observado

a las 24 horas de iniciado el experimento (Sarubbo, 2006).

En este experimento, se realizd un ANOVA ajustado a un modelo de DBCA con
arreglo factorial para determinar las diferencias entre los tratamientos (Tabla 5). Para
cumplir con los supuestos de la estadistica paramétrica, se hizo una transformacién de los

datos con la funcion arcoseno. Posteriormente, se empled pruebas de significancia
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estadistica con la prueba de Tukey al 5% en todas las fuentes de variacion (Tabla 6) que

resultaron significativas.

Tabla 6.
Esqguema del andlisis de los ensayos de desplazamiento de hidrocarburo y E24
Fdv Gl
Total 47
A 3
B 3
AxB 9
Repeticion 2
Error 30

3.5 Caracterizacion molecular

Los aislados obtenidos que presentaron actividad degradativa de hidrocarburos
fueron enviados al laboratorio ID-Gen, en la ciudad de Quito, para la identificacion de

especie.

De acuerdo con este laboratorio, la extraccion de ADN se realizé por métodos
convencionales comerciales utilizando aproximadamente 100mg de precipitado
bacteriano. Se realiz6 electroforesis horizontal en gel de agarosa para evaluar la integridad
y calidad del ADN. EI ADN obtenido se diluyé hasta una concentracion de 20ng/uL
aproximadamente. Se realizé la amplificacion del gen rss que codifica para la secuencia
de ARNr 16s mediante la técnica de Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR),
utilizando los iniciadores universales 27F y 1492R. Los productos de PCR fueron
purificados previo a su secuenciacion mediante el método SANGER. Las secuencias
obtenidas fueron procesadas y ensambladas usando el programa informatico MEGA X
version 10.0.4. Se compararon las secuencias ensambladas con la base de datos de
nucleo6tidos GenBank del Centro Nacional de Informacidn Biotecnoldgica (NCBI, por sus

siglas en inglés), con una similitudes igual o superior al 98% de identidad.

3.6 Analisis estadistico

Todas las pruebas estadisticas se realizaron por triplicado, incluyendo controles,
y fueron evaluadas utilizando el programa IBM SPSS Statistics, Version 22. El nivel de
significancia utilizado fue p=0.05, tomando en cuenta las fuentes de variacion para cada

experimento (Tabla 3; Tabla 6).
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CAPITULO IV
RESULTADOS

En el presente capitulo se dara a conocer los resultados obtenidos durante el
desarrollo de la presente investigacion analizando los datos adquiridos previamente tanto

de los microorganismos aislados como de su capacidad de degradar hidrocarburos.
4.1 Aislamiento de microorganismos

Se encontraron diferencias significativas en los tratamientos (F=14.94; gl=11; 6;
p<0.05). Al medir la absorbancia de todos los tratamientos, la dilucion que se mantuvo
en el rango de ODegoo=1 fue la concentracion de 0.01 pl/ml siendo la mas viable en cuanto
al crecimiento de los microorganismos existentes en el cultivo (Figura 2). Pese a que la
dilucion 0.1 pl/ml presentd valores mayores a 1, la viabilidad de cultivo en cuanto a la
formacion de colonias no fue la misma, debido a que en los cinco dias de cultivo presentd

valores de 0 en las UFC.
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Figura 2. Datos de la absorbancia promedio de los tratamientos

Adicionalmente, se observo la turbidez de las soluciones (Figura 3) durante los
dias del experimento. Se obtuvo que en la solucion de 0.1 pl/ml se formd una pelicula de
color gris que se mezcld con casi todo el caldo. Sin embargo, cuando se realizaron los

cultivos en agar nutriente, no se observa la formacion de dicha pelicula. En las diluciones
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de 0.01y 0.001 pl/ml se observaron cambios en la turbidez al compararlas con el control.

En la solucion de 0.0001 pl/ml el cambio de turbidez fue minimo.

Figura 3. Diluciones de la muestra en caldo nutriente a los 5 dias del experimento

En cuanto a los resultados del conteo de UFC, en su mayoria, los datos obtenidos
de los cultivos presentaban valores de 0. Por tal razon no se realizé un analisis estadistico
de los mismos. A lo largo de los cinco dias de ensayo, se obtuvo un total de 22 colonias
aisladas de todos los tratamientos, que crecieron en agar nutriente. De estas colonias, al
inocularlas en Agar Pseudomonas® transcurridas 24 horas de su cultivo se obtuvieron 3
cultivos puros. Dos recuperados a partir de las diluciones de 0.01 pl/ml del segundo dia
de cultivo y uno recuperado de la dilucién 0.0001 pl/ml del quinto dia de cultivo (DR3Pe-
1, BR1Pb-4 y BR1Pb-3 respectivamente).

Las colonias aisladas presentaron coloracién blancuzca en el medio de cultivo y
forma circular definida. Una vez realizada la tincion de Gram de las cepas aisladas
DR3Pe-1, BR1Pb-4 y BR1Pb-3, éstas se tifieron de color violeta, al observarlas al
microscopio y debido a su forma diferenciada, se identificaron como bacilos Gram

positivos (Figura 4).
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Caja Petri Microscopio (100X)

Figura 4. Microscopia de los aislados a) aislado BR1Pb-3, b) aislado BR1Pb-4, c) aislado
DR3Pe-1,

4.2 Composicion de los hidrocarburos

En el anélisis realizado a cada hidrocarburo se obtuvieron los porcentajes de
concentracion presentados en la Tabla 7 para los elementos: Nitrogeno; Carbono y
Azufre. Se puede observar que el hidrocarburo que presentd mayor contenido en
Nitrogeno fue el diésel (0.87 %), mientras que el de menor contenido fue el aceite
lubricante nuevo (0.42 %). Para el Carbono el hidrocarburo que tuvo mayor contenido
fue el diésel (86.53 %) y el de menor es el petroleo liviano (79.49 %). Finalmente, para
el Azufre, el que tuvo mayor contenido fue el petrdleo liviano (1.13 %) y el de menor
contenido fue el diésel (0.41 %).
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Tabla 7.
Composicion elemental de los hidrocarburos

Hidrocarburo N (%) C (%) S (%)
Diesel 0.87 86.53 0.41
Aceite usado de motor 0.65 84.16 0.63
Aceite lubricante nuevo 0.42 85.15 0.65
Petroleo liviano 0.66 79.49 1.13

4.3 Pruebas de degradacion de hidrocarburos

A continuacién, se presentardn los resultados obtenidos en la prueba de
desplazamiento del hidrocarburo y prueba de emulsificacion. Al final se hace un contraste

entre los resultados obtenidos en ambas pruebas.
4.3.1 Prueba de desplazamiento del hidrocarburo

La prueba de desplazamiento determind que todas las cepas aisladas producen
biosurfactantes ya que en todos los ensayos se pudo observar la formacion de un halo de
desplazamiento (Figura 5). Mediante el anélisis de los datos (F= 29.84, gl= 47; 30,
p<0.05), se obtuvo que el sobrenadante que presentd un mayor halo de desplazamiento
en diésel fue de la cepa BR1Pb-4 (46.80 mm) y el de menor halo (12.43 mm) se obtuvo
de la cepa BR1Pb-3 (Figura 6). Para el aceite usado, el sobrenadante del aislado con
mayor halo (4.91 mm) fue BR1PB-4 y el de menor halo (3.46 mm) fue de la cepa DR3Pe-
1. En aceite nuevo, el de mayor halo (8.92 mm) fue la mezcla de todos los sobrenadantes
obtenidos a partir de las cepas, mientras que el de menor valor (3.01 mm) fue del aislado
BR1Pb-3. Finalmente, para petrdleo liviano, el sobrenadante de mayor halo (12.26 mm)
fue de la mezcla de los tres sobrenadantes y el de menor valor (6.83 mm) fue la cepa
BR1Pb-4 (Figura 6).

JCONTROLS REPETICION | REPETICION 2 REPETICION 3

Figura 5. Prueba de halo de desplazamiento en petrdleo liviano con el aislado BR1Pb-3
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Mediante la prueba de Tukey, se determiné que los surfactantes producidos por el
aislado BR1Pb-4 son més efectivos cuando se encuentra en contacto con diésel. Por tal
razén se ubica en el subconjunto A. Mientras que, el sobrenadante con surfactante menos
efectivo fue el del aislado BR1Pb-3 cuando reaccion6 con aceite nuevo, de esta manera
se ubicd en el subconjunto G (Figura 6). Cuando se compara la reaccion de los
sobrenadantes de cada uno de los aislados con la mezcla de estos, se puede observar que
la mezcla se mantiene en un valor aproximadamente similar al de los demas tratamientos
(diésel=40.59 mm; aceite usado=4.83 mm; aceite nuevo=8.92 mm y petrdleo

liviano=12.26 mm).
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Figura 6. Promedio del halo de hidrdlisis para cada aislado a partir de los sobrenadantes
estudiados

4.3.2 Prueba de actividad de emulsificacion (Ez4)

A través del analisis de la prueba de porcentaje de emulsificacion (E24), los
sobrenadantes de las cepas que presentaron mayor porcentaje de emulsificacion en
relacién con diésel (5.52%); aceite usado (67.63%); aceite nuevo (88.01%) y petroleo
liviano (96.67%) fue la mezcla de los sobrenadantes de todos las cepas (Figura 7). En
tanto que los sobrenadantes de las cepas que presentaron menor porcentaje de
emulsificacion en relacion con diésel (2.57%) fue BR1Pb-3; aceite usado (42.18%) fue
BR1Pb-4; aceite nuevo (72.81%) fue BR1Pb-3 y para petr6leo liviano (76.20%) fue
DR3Pe-1.
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Figura 7. Promedio de E24 para cada sobrenadante de las cepas estudiadas

Los resultados de la prueba de Tukey demostraron que el tratamiento que mayor
porcentaje de emulsificacién produjo fue el de la mezcla de todos los sobrenadantes
cuando reaccionaron con el petrdleo liviano, situandose en el subconjunto A. Sin
embargo, y con un valor similar, en el mismo subconjunto también se ubico el
sobrenadante del aislado BR1Pb-3 cuando reaccion6 con el petrdleo liviano. En el ultimo
subconjunto (F), se ubico el sobrenadante del aislado BR1Pb-3 cuando reacciona con
diésel. No obstante, todos los sobrenadantes presentan valores menores con diésel en
comparacion con aceite usado, aceite nuevo y petroleo liviano. Es asi que todos se

encuentran en el subconjunto F (Figura 7).

Figura 8. Prueba de emulsificacion en aceite usado con el aislado BR1Pb-3 (A: aceite
usado sin emulsionar; B: capa de emulsificacién; C: sobrenadante)
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En este experimento se determiné que la mezcla de los sobrenadantes se mantiene
siempre en un rango de emulsificacion mayor cuando se compara con los sobrenadantes
de cada aislado. Al hacer una correlacion de la prueba de halo de desplazamiento y el
porcentaje de emulsificacion, se obtiene que, a mayor concentracion de surfactante, existe
menor capacidad de emulsificar el hidrocarburo (y =-1.6283x + 78.097; R2 = 0.5007).

4.4 Caracterizacion molecular

Al realizar la electroforesis del producto de PCR de los 3 aislados BR1Pb-3,
BR1PB-4 y DR3Pe-1, se visualizd bandas con un peso molecular de 1500 pb
aproximadamente al ser comparadas con el marcador de peso molecular. Esto comprueba
que se amplificé el gen 16s. Luego del proceso de secuenciacion, al analizar las
secuencias en la base de datos Gen Bank se identifico que el aislado BR1Pb-4
corresponde a la especie Bacillus thuringiensis con un porcentaje de similitud de 99.03%.
Los aislados BR1Pb-3 y DR3Pe-1 con un porcentaje de similitud de 99.45% y 99.54%
respectivamente, corresponden al género Bacillus, compartiendo similaridad con las
especies Bacillus albus, Bacillus cereus, Bacillus paramycoides o Bacillus anthracis tal

y como se observa en la Tabla 8.

Tabla 8.
Resultados de la caracterizacion molecular de los aislados
Muestra Organismo Fragmento % de N° Accesion
posible secuenciado identidad
BR1Pb-3 Bacillus allbus NR_157729.1
Bacillus cereus KY628813.1
Bacillus 165 99.45 NR_157734.1
paramycoides
Bacillus CP007666.1
anthracis
BR1PB-4 Bacillus 16S 99.03 MK795821.1
thuringiensis
DR3Pe-1 Bacillus allbus NR_157729.1
Bacillus cereus KY628813.1
Bacillus 165 99.54 NR_157734.1
paramycoides
Bacillus CP007666.1

anthracis
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CAPITULO V

DISCUSION

5.1 Bacterias aisladas

El fendmeno descrito por Venkateswaran et al. (1995) se entiende como un
fendmeno que podria influenciar en la capacidad de identificar la verdadera diversidad de
microorganismos en la muestra, ya que los aislados que se observan en la placa tal vez
son microbiota menor y no la que realmente estd dominando en la muestra. A esto se le
conoce como sesgo en la técnica de enriquecimiento. De forma general, cuando se
incrementa la dilucion baja la concentracion de células que se encuentran en un sustrato
lo cual explica la baja dréastica de bacterias aisladas en la dilucion de 0.0001 pl/ml. Sin
embargo, y como se menciona previamente pueden ser microorganismos que se adaptaron

mejor al medio de cultivo, pero puede que no represente la microbiota total de la muestra.

En la presente investigacion, pese a que se observo el crecimiento de varias
colonias de diferente morfologia en Agar Nutriente, no todas demostraron desarrollo en
el medio de cultivo Agar Pseudomonas. Posiblemente, este medio no presentaba todos
los requerimientos que necesitaban las colonias aisladas a partir de Agar Nutriente, tal
vez debido a que los aislados no pertenecian a este género. Otra razdn podria ser como se
explica en la investigacion de Bushnell y Haas (1940), que el medio no permitio la
adaptacion de los aislados debido a su composicién o falta de hidrocarburo. Esto

explicaria el nimero reducido de aislados obtenidos en este estudio.

En distintas investigaciones, las bacterias aisladas de sitios contaminados con
hidrocarburos pertenecen a géneros distintos de Pseudomonas (Hassanshahian et al.,
2012; Matsui et al., 2014; Sarkar et al., 2017), aunque su género destaca al igual que
Bacillus y otros (Pérez et al., 2008). En el caso de este estudio, los tres aislados se
identificaron como especies pertenecientes al género Bacillus. Sin embargo, la presente
investigacion se centré en el aislamiento de especies pertenecientes al género
Pseudomonas, a partir de aceite usado de motor, es asi que se utilizd el medio de cultivo
Agar Pseudomonas para su aislamiento. No obstante, el medio utilizado en su ficha
técnica especifica que se pueden encontrar cepas que no pertenezcan a Pseudomonas sp.,
y que no estan completamente inhibidas en este medio. Entre ellas, se encuentran las

especies pertenecientes al género Bacillus.
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El aislado BR1Pb-4 fue identificado como Bacillus thuringiensis. De esta especie
bacteriana existe una cantidad limitada de estudios (Thamer et al., 2013; Jiang et al., 2015;
Marchlewicz et al., 2016), sin embargo, ha sido identificada como degradadora de
hidrocarburos (entre ellos, diésel, aceite crudo y aceite usado de motor). Incluso se ha
combinado especies fungicas como Pleurotus cornucopiae con B. thurigiensis para la
biorremediacion del suelo (Jiang et al., 2015). En la identificacion molecular de los
aislados BR1Pb-3 y DR3Pe-1 se obtuvo que sus secuencias del marcador molecular 16s
tenian un porcentaje de similitud superior al 99% para distintas especies del género
Bacillus. Esto ha sido reportado anteriormente ya que se ha registrado mas del 99% de
similitud de la secuencia de la estructura primaria del RNAr16S entre B. cereus, B.
anthracis, y B. mycoides (Pérez, 2012).

Sin embargo, existe evidencias de que la especie B. cereus ha sido aislada y
utilizada en procesos de biorremediacién y degradacién de hidrocarburos (Bhurgri et al.,
2018; Patowary et al., 2016). Al igual que B. anthracis que ha sido encontrada dentro de
los consorcios bacterianos de aguas y suelos contaminados con hidrocarburos (Dash et
al., 2013). Se sabe que las bacterias Gram-positivas, incluidas las especies de Bacillus,
son tolerantes a muchos compuestos téxicos como fenoles, hidrocarburos aromaticos,
metales pesados y diferentes solventes organicos (Marchlewicz et al., 2016). Es asi que,
en el estudio de Kubota et al., (2008) cuando se uso aceite residual de motor de automavil
como sustrato para el aislamiento de bacterias que degradan hidrocarburos se encontraron
bacterias del género Bacillus, entre estas B. subtilis, B. anthracis y B. thuringiensis, que
presentaron porcentajes muy altos de degradacion en el aceite usado de motor (99.4%,

100% y 100%, respectivamente).

En una investigacion similar, las especies aisladas a partir de suelo contaminado
con aceite usado de motor fueron identificadas como Acinetobacter sp., Micrococcus sp.,
Pseudomonas aeruginosa, Nocardia sp., Bacillus megaterium y Corynebacterium sp.
(Abioye et al., 2012). Como se ha mencionado anteriormente, entre los microorganismos
aislados a partir de sitios contaminado con aceite usado de motor, se puede verificar que
existen especies bacterianas del género Bacillus, por lo que los aislados identificados en
la presente investigacion forman parte del grupo de especies destacadas en la degradacion

de hidrocarburos.
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5.2 Pruebas de degradacion de hidrocarburos

5.2.1 Prueba de halo de desplazamiento

Todos los tratamientos presentaron diferencias significativas en su evaluacion (F=
29.84, gl= 47; 30, p<0.05). Con los resultados obtenidos en este ensayo, se puede
interpretar que todos los aislados producen algun tipo de surfactante debido a evidencias
previas de este tipo de ensayo realizado por otros autores (Joy et al., 2017; Yu y Huang,
2011). Pese a esto, se comprobo que las cepas estudiadas no generan la misma cantidad
de biosurfactante o el biosurfactante que producen no posee la misma afinidad por los
diferentes tipos de hidrocarburos contra los cuales fueron evaluados. Al realizar este
ensayo, los sobrenadantes de los aislados tenian medidas distintas en el halo de
desplazamiento. Una explicacién a este suceso puede ser que los microorganismos
producen diferentes surfactantes debido a su metabolismo (glucolipidos y lipopétidos, en
el caso del género Bacillus) (Najafi et al., 2010), los cuales poseen distintas capacidades
para solubilizar compuestos organicos hidrofébicos (Lange y Warger, 1987). En
consecuencia, se presume que los biosurfactantes son especificos para distintos

compuestos contaminantes.

Otra posible explicacion es la influencia de las condiciones pH, temperatura,
oxigeno, nutrientes a las cuales se mantuvieron las cepas en cultivo previo a las pruebas
de degradacion. Al-Hawash et al. (2018) mencionan que dependiendo de la zona en la
que se vaya a probar el biosurfactante para degradar contaminantes, la temperatura debe
mantenerse en un rango de 15-20°C en suelos, 30-40°C en ambientes marinos y 20-30°C
en ambientes de agua dulce. De igual forma la produccidn de biosurfactante se ve limitada
por la disponibilidad de oxigeno en el medio, puesto que algunas bacterias lo hacen en
presencia o ausencia de oxigeno (Grishchenkov et al., 2000). Estas condiciones no se
tomaron en cuenta en los ensayos de degradacion, debido a que fueron ensayos ex situ a
escala laboratorio. Sin embargo, pudo ser una de las razones por las que los halos

producidos por los aislados fueron de distintas medidas.

Ibrahim (2016) afirma que ciertos microorganismos pueden producir
biosurfactantes y secretarlos extracelularmente en el medio de crecimiento y esto se
interpreta como una accion biodegradativa de hidrocarburos. Como se evidencia en la

Figura 6, todos los aislados muestran la formacion del halo de desplazamiento; sin
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embargo, la relacion de estos cuando estan en contacto con el diésel es mayor, excepto
por el sobrenadante del aislado BR1Pb-3 que pudo deberse a la afinidad del biosurfactante
producido con relacion al diésel. Lo antes mencionado puede ocurrir debido a que se ha
demostrado una mayor persistencia de los biosurfactantes con el diésel ya que éste se
encuentra formado por hidrocarburos de cadena larga y de mayor peso molecular (Barros
et al.,, 2008). Adicionalmente, también depende del tipo de biosurfactante que haya
reaccionado con el hidrocarburo ya que bacterias del género Bacillus producen
Gramicidinas, Polimixina E1, Surfactina, subtilisina, subsporina, Lichenysin G,
Bacilomicina L, Iturin A, Fengicina (plipastatina) y Micobacilina (Kosaric & Sukan,
2015), por lo que para explicar de mejor manera este fendmeno se deberia caracterizar el
tipo de biosurfactante producido por cada aislado.

Torres, Orantes, y Iturbe (2003) reportaron que obtuvieron una cepa que presento
mejores resultados en la degradacion del diésel pues mencionan que existe un aumento
en la superficie de contacto celular al estar en presencia de surfactantes (Bardi et al.,
2000). Al relacionar los resultados del ensayo de desplazamiento con este estudio, se
puede evidenciar similitudes, pues fue con el diésel en donde se observé un mayor efecto
de desplazamiento, posiblemente por un mejor contacto de los surfactantes con el
sustrato. Esto puede explicarse a que los surfactantes se adhieren a los hidrocarburos y
permiten su dispersion (Kosaric & Sukan, 2015), sin embargo, depende del tipo de
biosurfactante producido por las bacterias para saber las propiedades especificas que

posee cada uno y la forma de accion que tienen ante los distintos contaminantes.
5.2.2 Prueba de emulsificacion (E2a)

En este ensayo se pudo comprobar que los surfactantes presentes en el
sobrenadante poseen capacidad emulsificante puesto que todos demostraron la creacion
de interfases entre el sobrenadante y el hidrocarburo. Sin embargo, y pese a que en el
experimento del halo de desplazamiento mostro valores mayores con relacion al diésel
(Figura 6), no se obtuvieron los mismos resultados en cuanto a la capacidad de emulsificar
este compuesto (Figura 7). La razon por la cual puede ocurrir este fendbmeno, podria
deberse a que los biosurfactantes requieren de un proceso de purificacién para ser
utilizados y aumentar su capacidad emulsificante (Banat et al., 2000). Ademas, se ha

mencionado que la concentracion del surfactante en el medio y el valor del pH se
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relacionan directamente con los fendmenos de emulsificacion, puesto que a mayor pH,

mayor indice de emulsificacion que puede generar (Giraldo et al., 2014).

También la naturaleza quimica de cada compuesto pudo influir en la
emulsificacion de estos, pues se ha reportado que la biodegradacion se hace mas dificil
cuando la parte hidrofébica de la molécula es ramificada (Riojas et al., 2010), tal y como
es la estructura quimica del diesel (CioH20). Se sabe que los surfactantes pueden ser
sensibles a la exposicién ambiental, a los hidrocarburos y su composicion (Ismail et al.,
2019), y en consecuencia, pueden perder sus capacidades degradativas en condiciones no
aptas para su funcionamiento. Es asi como, en este estudio, al relacionar la presencia de
los surfactantes con su capacidad emulsificante, se obtuvo que los resultados son
inversamente proporcionales. Pues a mayor presencia de surfactante, menor es la
capacidad emulsificante que poseen. Esto pudo deberse a que las condiciones en las que
se encontraba no eran las éptimas para su funcionamiento, pues como se ha mencionado
previamente, se han obtenido mejores resultados de degradacion a altas temperaturas y a
un determinado pH (Al-Hawash et al., 2018).

Se ha reportado que la accion del surfactante también depende de su pérdida de
actividad y su accionar con el contaminante; pues al no encontrarse en condiciones
adecuadas pierden su capacidad degradativa y eficiencia de solubilizacion (Gong et al.,
2009; Tiehm, 1994). Al igual que en esta investigacion Walker, Petrakis, y Colwell,
(1976) obtuvieron diferencias importantes en la susceptibilidad a la degradacion de cada
uno de los componentes dentro de los hidrocarburos probados (86% para aceite crudo, y
11% para diésel). Esto explicaria la variacion del porcentaje de emulsificacion de cada
hidrocarburo con los aislados, de modo que da un indicio de menor capacidad, en general,
para emulsificar diésel. En los resultados de su composicion quimica, fue el que mayor
porcentaje de carbono tuvo (86.53%), por lo tanto, podria ser una explicacion a que su

emulsificacién fue menor.

En esta investigacion los valores de pH del medio y concentracion de surfactante
no fueron evaluados. Pese a esto, se obtuvieron resultados prometedores para concluir
que los microorganismos estudiados estarian produciendo surfactantes con actividad
emulsificante. En estudios similares, se ha determinado que los biosurfactantes son muy
efectivos para emulsionar hidrocarburos (Barros et al., 2008). No obstante, sus
propiedades dependen de cada microorganismo y de la especificidad de los productos
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excretados al medio de cultivo (Narvaez Florez et al., 2016). Es asi que, en este estudio,
los surfactantes obtenidos del caldo nutriente en el que fueron cultivadas las bacterias

reaccionaron de distinta manera en cuanto a la emulsificacién de cada hidrocarburo.

En comparacion con este estudio, entre los aislados de fuentes marinas que fueron
capaces de degradar hidrocarburos aromaticos policiclicos, B. cereus es una de las mas
representativas (Samanta et al. 2002). Liu et al., (2016), demostraron que una cepa de
Bacillus sp. tenia alta capacidad degradativa para el aceite crudo en tolerancia a altas
temperaturas, salinidad y alcalinidad. La presente investigacion no logré profundizar en
las condiciones a las cuales se tiene una mejor degradacién de los hidrocarburos.
Tampoco se enfocd en conocer el contenido exacto de surfactantes, ni el tipo de
surfactante ya que no formaba parte de los objetivos del trabajo. Sin embargo, los
resultados obtenidos para ambos experimentos, con las cepas aisladas del género
Bacillus, se pueden relacionar entre si, ya que muestran presencia de biosurfactantes
producidos extracelularmente por las bacterias, y su capacidad emulsificante para
degradar diferentes hidrocarburos (Al-Hawash et al., 2018).

Las especies B. subtilis, B. pumilus y B. licheniformis producen ciertos tipos de
surfactantes, entre ellos la Lichensina A, B y también Surfactina; esta Gltima, a pesar de
encontrarse en bajas concentraciones es uno de los biosurfactantes mas efectivos
(Mulligan, 2005). B. thuringensis es también una de las cepas bacterianas que ha sido
estudiada en su efecto para biorremediacion en pozos petroleros (Torres y Velho, 2010).
B. cereus igualmente ha sido identificada como una especie degradadora de
hidrocarbonos aromaticos policiclicos (PHAS) ya que los utiliza como fuente de carbono
y energia (Ding et al., 2016). Como se mencion0 previamente, las especies bacterianas de
este estudio fueron identificadas como especies del género Bacillus, que se conoce que
son degradadoras de hidrocarburos.

En los resultados de los experimentos de halo de desplazamiento y emulsificacion
se tiene una relacion inversamente proporcional; pues a menor presencia de surfactante
existe mayor capacidad emulsificante. Esto puede deberse a la variedad de biosurfactantes
que producen las bacterias del género Bacillus (glucolipidos y lopopéptidos) (Kosaric &
Sukan, 2015), cada una podria tener capacidad emulsificante pero, podria verse reducida
por otras propiedades que tienen los surfactantes (en algunos casos son dispersantes,

espumantes y detergentes) (Walter, Syldatk, & Hausmann, 2010). Sin embargo, y pese a
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que no se conoce el tipo de surfactante producido por cada aislado, se pudo observar que
al menos alguno posee la capacidad de emulsificar los hidrocarburos con los cuales fueron

evaluados.

Al hacer una comparacion entre los sobrenadantes de los aislados contra la
mezcla de todos éstos, se puede evidenciar que la mezcla se mantiene entre los valores
mayores de presencia de surfactante y de emulsificacion. Esto puede deberse a la suma
de los surfactantes producidos por cada microorganismo, a la propiedad que tenga este
(Riojas et al., 2010) o de las caracteristicas de cada surfactante, pues se sabe son propias
para cada microorganismos (Riojas et al., 2010). Mariano et al. (2008) compararon la
biodegradacion de los aceites y diésel, comerciales y desgastados, y concluyeron que los
consorcios bacterianos tenian un mejor potencial de biodegradacion que los cultivos
puros. Es asi que especies de Pseudomonas sp., Brevihacteriurn sp., Alculzgenes sp. y
Arthrohacter sp., ademas de bacterias de Bacillus sp. han sido utilizados como consorcios
para tratar sitios contaminados, obteniendo buenos resultados (Rontani et al., 1985).

Lo antes mencionado puede suceder debido a la variedad de compuestos que
producen extracelularmente cada microorganismo. Cuando se tiene consorcios
bacterianos, se puede tener una mayor degradacion por los distintos surfactantes que
produce cada especie del consorcio; 0 a su vez puede deberse a que las bacterias degradan
cierta gama de hidrocarburos (Kadali et al., 2012) debido a la especificidad de cada
surfactante producido. En el estudio de Pucci et al. (2015), los hidrocarburos que se
degradaron, al utilizar el consorcio formado por bacterias de los géneros Micrococcus,
Ocrhobactrum, Clavibacter, Bacillus sp. y Rhodococcus y la especie Kocuria rosasea,
pertenecian al grupo de los n-alcanos y se obtuvo porcentajes de degradacion de 100%,
87% y 82% para los compuesto C13, C14 y C15 respectivamente. En este estudio se
utilizé la mezcla de los sobrenadantes de los aislados, sin embargo, todos pertenecian a
un mismo geénero, en este caso Bacillus lo que pudo ser un limitante en cuanto a la

degradacion de hidrocarburos ya que no se tenian especies de otros géneros.

Esto es un indicativo de que los microorganismos en consorcio funcionan mejor
que un solo aislado. Al igual que en esta investigacion se puede evidenciar que con la
mezcla de los sobrenadantes de cada aislado, se obtienen resultados superiores en la
actividad de emulsificacion, pese a que son especies de un solo género taxonémico. De

igual manera, en cuanto a la presencia de surfactantes en la prueba de halo de
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desplazamiento, se pudo observar que la mezcla se mantiene en el rango mayor de todos
los sobrenadantes que reaccionan con los distintos hidrocarburos. En consecuencia, se
sugiere que los biosurfactantes, al tener una gran diversidad estructural, actividad
bioldgica especifica (Kosaric & Sukan, 2015) y mayor eficiencia para la remediacion de
sitios contaminados en comparacion con los surfactantes quimicos sintéticos (Vieira
Santos, Silveira, & Barbosa, 2019) podrian usarse para la degradacién de los compuestos
de petroleo en lugar de los tensioactivos quimicos sintéticos y reducir asi la

contaminacion ambiental (Hua et al., 2004).

42



CAPITULO VI

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

6.1 Conclusiones

e Fue posible el aislamiento de microorganismos a partir de un contenedor de aceite
usado de motor, pese a ser un héabitat con condiciones extremas para el

crecimiento de microorganismos.

e Todos los aislados obtenidos en el estudio presentaron halo de desplazamiento

evidenciando la presencia de biosurfactantes producidos en el medio de cultivo.

e Los microorganismos aislados tienen la capacidad de emulsificar hidrocarburos,
considerandolos como potenciales degradadores de hidrocarburos.

e Existe capacidad emulsificante de los surfactantes excretados al medio y esta
puede ser limitada por el tipo de hidrocarburo y su composicion.

e Los aislados bacterianos fueron identificados como especies pertenecientes al

género Bacillus.

.2 Recomendaciones

e Profundizar en la capacidad biodegradativa de los microorganismos aislados para
conocer su actividad degradativa y ser consideradas como especies
representativas para procesos de biorremediacion utilizando pruebas en medios de

cultivo o ensayos ex situ con suelos y aguas contaminadas.

e Caracterizar los compuestos excretados por los microorganismos al medio de
cultivo utilizando cromatografia liquida de alta eficacia, cromatografia de gases o

la medida de la tension superficial dentro de los cultivos.

e Indagar en las rutas metabolicas que emplea cada microorganismo para degradar

hidrocarburos y los genes implicados en las mismas para su deteccion molecular.
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Caracterizar los surfactantes con capacidad emulsificante y las condiciones

fisicoquimicas éptimas para la produccion microbiana de estos.

Realizar un estudio in situ con los microorganismos aislados para la

biorremediacion de sitios contaminados con hidrocarburos y sus derivados.

Proponer un modelo de biorreactor para la inmovilizacion de las bacterias y de

Sus compuestos.

Utilizar otros métodos para la identificacion molecular de las bacterias aisladas
como la técnica de MALDI-TOF o la amplificacion de otros marcadores

moleculares.

Realizar un muestreo mas amplio para identificar una mayor gama de

microorganismos con capacidad biodegradativa de hidrocarburos.
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ANEXOS

Anexo 1. Ubicacién del sitio de muestreo
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Anexo 2. Datos de la medida de la absorbancia de los cultivos

Absorbancia (nm)

Dial Dia 2 Dia3 Dia 4 Dia5
al'frg'lg’” RL R2 R3 RL R2 R3 RIL R2 R3 RL R2 R3 RlL R2 R3
0.1 237 221 229 250 2.15 2.38 2.14 2.04 221 127 152 157 2.20 2.33 2.48
0.01 1.12 098 1.04 1.09 0.92 1.02 0.96 0.85 0.91 0.93 0.81 0.87 1.29 1.20 1.15
0.001 0.26 0.25 0.27 0.19 0.15 0.17 0.24 0.22 0.26 0.11 0.14 0.14 0.26 0.27 0.34
0.0001 0.08 0.05 0.04 011 0.11 0.10 0.11 0.11 0.12 0.11 0.11 0.11 0.17 0.16 0.19
Anexo 3. Datos del nUmero de UFC de los cultivos

Unidades formadoras de colonia (UFC)

Dial Dia 2 Dia3 Dia4 Dia5
Z::ﬁ;:;’” RL R2 R3 RL R2 R3 Rl R2 R3 RlL R2 R3 Rl R2 R3
01 0O 0O 0 100 O O 0 100 100 0O O O O 0 100
001 100 0 0O 400 0O O O O O O 0 200 100 100 200
0.001 0O 0O 10 0O O O O O 0O O o0 0O 0 0 200
0.0001. 0O 0O 10 O O O 0 0 100 0 O O O 0 200
Anexo 4. Pruebas de normalidad para la absorbancia

Pruebas de normalidad
Kolmogorov-Smirnov@ Shapiro-Wilk
Estadistico gl Sig. Estadistico gl  Sig.
Residuo para
P 110 60  .069 963 60 .065

Raiz_absorbancia*

a. Correccién de significacion de Lilliefors
*Se realiza la prueba de normalidad con los datos de la absorbancia transformados

Anexo 5. Analisis de la varianza para la absorbancia de los cultivos

Pruebas de efectos inter-sujetos

Variable dependiente:

Raiz_absorbancia*

Origen gl F Sig.
Concentracién 3 3949.468 .000
Dia 4 53.994 .000
goncentracion 15 14.939 000
Repeticion 2 4,004 .026
Error 38

Total _ 59

corregido

a. R al cuadrado = .997 (R al cuadrado ajustada = .995)
* ANOVA con los datos de la absorbancia transformados
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Anexo 6. Resultados de la prueba de Tukey para la absorbancia

HSD Tukey??

Concentracién (ul/ml) N Medias Subconjunto
0.0001 ul/ml 15 3.2926 A

0.001 ul/ml 15 4.6176 B

0.01 ul/ml 15 10.0251 C

0.1 ul/ml 15 14.4697 D
Sig. 1.000 1.000 1.000 1.000

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
Se basa en las medias observadas.

El término de error es la media cuadratica (Error) = .101.

a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media armonica = 15.000.

b. Alfa =.05.

Anexo 7. Datos de la prueba de desplazamiento

Halo de desplazamiento

Diésel Aceite usado Aceite nuevo Petroleo liviano

Aislados R1 R2 R3 Rl RZ R3 Rl R2 R3 R1 R2 R3

BR1Pb-3 1282 1188 126 6.4 561 523 377 206 32 1277 948 8.69
BR1Pb-4 47.09 4564 47.66 516 451 506 431 336 33 573 589 8.87
DR3Pe-1 39.19 4543 4278 3.85 3.01 353 4.84 341 3.64 1027 1274 11.21
Mezcla  39.09 41.22 4147 492 4.69 4.88 10.04 8.14 858 13.09 1237 11.33

Anexo 8. Datos de las medias de la prueba de desplazamiento

Halo de desplazamiento
Aislados Diésel Aceite usado Aceite nuevo Petroleo liviano

BR1Pb-3 12.43 5.75 3.01 10.31
BR1Pb-4 46.80 491 3.66 6.83
DR3Pe-1 42.47 3.46 3.96 11.41
Mezcla 40.59 4.83 8.92 12.26

Anexo 9. Datos de la prueba de emulsificacion

Prueba de emulsificacién (E24)

Diésel Aceite usado Aceite nuevo Petroéleo liviano

Aislados R1 R2 R3 Rl1 R2 R3 RT R2 R3 R1 R2 RS3

BR1Pb-3 3.20 247 2.05 47.82 51.18 54.70 74.56 73.55 70.33 95.63 96.13 96.40
BR1Pb-4 4.38 3.55 2.92 31.77 46.90 47.86 79.95 79.96 83.88 80.73 78.68 80.85
DR3Pe-1 3.53 5.2 4.98 41.67 51.02 42.82 73.53 74.85 77.13 79.52 78.38 70.70
Mezcla 485 651 520 72.76 64.50 65.62 89.16 85.56 89.30 96.25 96.54 97.21
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Anexo 10. Datos de las medias de la prueba de emulsificacion

Prueba de emulsificacion (E24)
Aislados Diésel Aceite usado Aceite nuevo Petroleo liviano

BR1Pb-3 2.57 51.23 72.81 96.06
BR1Pb-4 3.62 42.18 81.26 80.09
DR3Pe-1 4.54 45.17 75.17 76.20
Mezcla 5.52 67.63 88.01 96.67

Anexo 11. Pruebas de normalidad para la prueba de desplazamiento

Pruebas de normalidad

Kolmogorov-Smirnov® Shapiro-Wilk
Estadistico gl  Sig. Estadistico gl Sig.
Residuo para 097 48 200° 983 48 .701

Log halo**

*Esto es un limite inferior de la significacion verdadera.
**Datos transformados de la prueba de halo de desplazamiento
a. Correccion de significacion de Lilliefors

Anexo 12. Pruebas de normalidad para la prueba del porcentaje de emulsificacion (E24)

Pruebas de normalidad

Kolmogorov-Smirnov@ Shapiro-Wilk
Estadistico gl Sig. Estadistico gl Sig.
Residuo para 106 48 2000 970 48 246

ARSIN_E24**

*Esto es un limite inferior de la significacién verdadera.
**Datos transformados de la prueba de emulsificacion E2s
a. Correccién de significacion de Lilliefors
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Anexo 13. Analisis de la varianza para ambas pruebas de degradacion de hidrocarburo
(Prueba de desplazamiento y Porcentaje de emulsificacion E24)

Pruebas de efectos inter-sujetos

Variable Variable

dependiente: Log_halo* dependiente: ARSIN_E24**
Origen gl F Sig. gl F Sig.
Aislado 3 38.453 .000 3 68.762 .000
Hidrocarburo 3 580.196 .000 3 1326.281 .000
Repeticion 2 3.541 .042 2 217 .806
Aislado > 9 29.838 .000 9 21.092 .000
Hidrocarburo

Error 30 30

Total corregido 47 47

a. R al cuadrado =.986 (R al cuadrado a. R al cuadrado = .993 (R al
ajustada = .978) cuadrado ajustada = .989)

*Datos transformados de la prueba de halo de desplazamiento
**Datos transformados de la prueba de emulsificacion E2s

Anexo 14. Resultados de la prueba de Tukey para la prueba de desplazamiento

HSD Tukey?P

Microorganismo Tipo de Hidrocarburo Media*  Subconjuntos
BR1Pb-4 Diesel 46.80 A

DR3Pe-1 Diesel 4247 A

Mezcla Diesel 4059 A

BR1Pb-3 Diesel 12.43 B

Mezcla Petroleo liviano 12.26 B

DR3Pe-1 Petroleo liviano 11.41 B

BR1Pb-3 Petroleo liviano 10.31 B

Mezcla Aceite nuevo 8.92 B C

BR1Pb-4 Petroleo liviano 6.83 CD
BR1Pb-3 Aceite usado 5.75 D E
BR1Pb-4 Aceite usado 491 D EF
Mezcla Aceite usado 4.83 D EE
DR3Pe-1 Aceite nuevo 3.96 EFG
BR1Pb-4 Aceite nuevo 3.66 F G
DR3Pe-1 Aceite usado 3.46 F G
BR1Pb-3 Aceite nuevo 3.01 G

*Media de los datos sin transformar
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Anexo 15. Resultados de la prueba de Tukey para la prueba de porcentaje de
emulsificacion Ezs4

HSD Tukey?P

Microorganismo Tipo de Hidrocarburo Media* Subconjuntos

Mezcla Petroleo liviano 96.67 A
BR1Pb-3 Petréleo liviano 96.06 A
Mezcla Aceite nuevo 88.01 B
BR1Pb-4 Aceite nuevo 81.26 B C
BR1Pb-4 Petroleo liviano 80.09 C
DR3Pe-1 Petréleo liviano 76.20 CD
DR3Pe-1 Aceite nuevo 75.17 CD
BR1Pb-3 Aceite nuevo 72.81 CD
Mezcla Aceite usado 67.63 D
BR1Pb-3 Aceite usado 51.23 E
DR3Pe-1 Aceite usado 45.17 E
BR1Pb-4 Aceite usado 42.18 E
Mezcla Diesel 5.52 F
DR3Pe-1 Diesel 454 F
BR1Pb-4 Diesel 3.62 F
BR1Pb-3 Diesel 2.57 F
*Media de los datos sin transformar
Anexo 16. Correlacion de las pruebas de degradacion
120.00 - y =-1.6283x + 78.097
~ R2 = 0.5007
ul’ 100.00 - - o
S o°
S 80.00 - S %,
= oSy ®
% PR
2 60001
s | o ® e
s o3 e
o 40004 © e
8 e T
s | T
S 20.00 4 e,
o .
I
0.00 . . . s Seey .
0.00 10.00 20.00 30.00 40.00 50.00 60.00

Halo de desplazamiento

61



Anexo 17. Observacion de los amplicones obtenidos de la PCR del marcador molecular
16s en gel de electroforesis al 2%

M BR1Pb-3 BR1Pb-4 BR3Pe-1
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