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RESUMEN

El presente trabajo tuvo como objetivo evaluar la capacidad de biodegradacion
del hidrocarburo de petréleo (diésel) mediante la aplicacion de Bacillus sp
aislados de la Antartida. El estudio se desarroll6 bajo el modelo experimental
Disefio De Bloques Completamente Al Azar (DBCA) unifactorial con tres
bloques, conformado por cinco tratamientos (cepas) con tres repeticiones en
cada periodo (24, 48 y 72 horas) con un total de 45 unidades experimentales.
Las cepas aisladas fueron adaptadas a un medio de sales minerales enriquecido
con diésel bajo condiciones controladas. Se evalu6 el halo de degradacion
efectuado por cada una de las cepas, suministrando diésel como Unica fuente de
carbono. El analisis estadistico se efectud mediante un analisis de varianza
(ANOVA) y prueba de Tukey para determinar diferencias significativas. Los
porcentajes de biodegradacion mas representativos fueron de 52% (GA-52);
43% (T-29) y 39% (T-21). En conclusion, el tratamiento GA-52 tiene una
capacidad mayor de degradar diésel en comparacién con las otras cepas
estudiadas bajo las condiciones controladas en el presente experimento.

Palabras clave: Bacillus sp. biodegradacion, halo de crecimiento, diésel,
potencial
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ABSTRACT

The objective of this research was to evaluate the biodegradation capacity of
petroleum hydrocarbons (diesel) through the application of Bacillus sp isolated
from Antarctica. The study was carried out under the completely randomized
block design experimental model (DBCA) unifactorial and three blocks made up
of five treatments (strains) with three repetitions in each period (24, 48 and 72
hours) with a total of 45 units experimental. The isolated strains were adapted to
a medium of mineral salts enriched with diesel under controlled conditions. The
halo of degradation carried out by each one of the strains evaluated, supplying
diesel as the only carbon source. Statistical analysis was carried out using an
analysis of variance (ANOVA) and Tukey's test to determine significant
differences. The most representative biodegradation percentages were 52%
(GA-52); 43% (T-21) and 39% (T-13). In conclusion, the GA-52 treatment has a
higher capacity to degrade diesel compared to the other strains studied under the
controlled conditions in the present experiment.

Key words: Bacillus sp., biodegradation, growth halo, diesel, potential.



CAPITULO I. ANTECEDENTES

1.1. PLANTEAMIENTO Y FORMULACION DEL PROBLEMA

Alrededor del mundo las actividades de exploracion y explotacion de
hidrocarburos han significado uno de los mayores impulsos en la industria
petrolera por la importancia del elemento en la vida cotidiana. Debido a la alta
demanda del petréleo, su produccién, transporte y refinamiento, ha aumentado en
un 6,5% (Miranda et al., 2017; Morrow, 2021).

Uno de los derivados mas utilizados es el diésel, en la industria automotriz y de
magquinaria, lo que implica la liberacion de hidrocarburos, compuestos parafinicos,
naftalénicos y aromaticos en la atmésfera (Pérez, 2018). En materia de
combustibles fosiles, se trata de la fuente principal para produccion de energia
con un 90%, de la cual se provee a mas del 50% de la civilizacion (Refineria

Petroleos de Escombreras, Espafia, 2019).

Las diferentes técnicas para la explotacion de hidrocarburos tienen alta
repercusion en suelo y agua por las difusiones que ocurren y la composicién de
este material (Cabana, 2020). Segun estimaciones, un galon de combustible
diésel (3,7 litros) puede contaminar aproximadamente 50 millones de litros de
agua por la velocidad de infiltraciéon (2,165 m/min), superior a la del agua en suelos

con alta permeabilidad (Ramirez et al., 2017).

Un informe realizado por Ortiz y Silva (2019) demuestra que alrededor de 2,5
millones de lugares en Europa se encuentran con altos niveles de contaminacion
por actividades petroleras; a lo cual se suman también paises Latinoamericanos
que durante los Ultimos 20 afios reportan un incremento en las areas
contaminadas por hidrocarburos procesados del petréleo como consecuencia de

derrames ocurridos y actividades propias de la industria (Cavazos et al., 2017).

En Ecuador, durante los afios 2000-2014 se han registrado un total de 539
derrames, entre petrdleo (crudo) y diésel en el oriente ecuatoriano (Cherry, 2018).

En 2009 producto de un deslizamiento de tierra, un tramo del Oleoducto de Crudos



Pesados se agrietd, suscitando el derrame de 11 700 barriles en el rio Santa Rosa,

provincia de Napo, uno de los mas grandes en la region (Lafuente et al., 2019).

Por otra parte, Zarate (2018) expresa que el contaminante mas significativo
proveniente del diésel a escala nacional es el azufre; sus concentraciones se
encuentran por encima de los estandares internacionales, regionales y locales,
las cuales llegan hasta 5000 ppm en ciudades como El Coca (Chuquer et al.,
2018). A ello se atribuyen registros de datos que demuestran el vertido de 1400

barriles en el rio de la misma localidad (Vizuete et al., 2019).

Es por ello que, hoy en dia se consideran las técnicas biorremediadoras de
aislamiento con bacterias una opcion viable para la recuperacion de areas
afectadas por derrames de diésel y gasolina (Instituto Antartico Ecuatoriano,
2019), microorganismos que trabajan bajo condiciones antarticas, y que, gracias
al proceso enzimético que desarrollan permite que consuman el elemento como
fuente de carbono y lo degraden, minimizando el nivel de impacto (Galliazzi,
2017).

Ante la problematica expuesta, el presente trabajo de investigacion estad basado
en evaluar la facultad que tienen los Bacillus sp aislados previamente en la
Antartida- en la degradacion de diésel. En funcion de ello, se plantea la
interrogante: ¢ Cual sera la capacidad de degradacion de las bacterias antarticas

sobre el diésel?

1.2. JUSTIFICACION

El empleo de hidrocarburos ha aportado un gran impulso en términos de
modernizacién, por los multiples usos y las facilidades que confiere al ser humano
en las actividades cotidianas (Patifio, 2021). La demanda que existe con respecto
al uso de productos que dependen de éstos, especialmente el diésel que es
utilizado como combustible y con propdsitos energéticos, implica una
sobreexplotacion del recurso y un sinnumero de afectaciones ambientales que se

generan producto de ello y de su aplicacion (Chenaut, 2018).



En el @&mbito ambiental, la presente investigacion involucra el estudio de bacterias
como fuente biodegradadora de diésel, dada la habitual contaminacion directa e
indirecta que se produce a partir de derrames del hidrocarburo (Garzén et al.,
2017). Durante los ultimos afos, se han destacado alternativas biorremediadoras
con aplicacion de microorganismos, los cuales cuentan con el potencial para la
degradacion de sustancias toxicas, entre éstas aquellas derivadas del petrdleo
(Vizuete et al., 2019). Estudiar los mecanismos que generan y subyacen a la
biodiversidad microbiana es clave para predecir la respuesta de los ecosistemas
a los cambios ambientales (Pincay, 2022)

La utilizacion de bacterias constituye una de las tecnologias biorremediadoras
menos costosas Yy viables en cuanto a degradacion de hidrocarburos de petréleo
(diésel y gasolina) por la alta capacidad natural que tienen de consumirlos como
fuente energética para su metabolismo y degradarlos gracias a sus procesos

enzimaticos (Hoyos y Sanchez, 2017).

Desde lo legal y social, el estudio toma como base la Constitucion de la Republica
del Ecuador (2008), especificamente el Art.14 donde indica “Se reconoce el
derecho de la poblacion a vivir en un ambiente sano y ecolégicamente equilibrado,
que garantice la sostenibilidad y el buen vivir, sumak kawsay” ademas del anexo
"Plan de Creacion de Oportunidades 2021-2025", Objetivo 3, donde estipula
“‘Garantizar los derechos de la naturaleza para las actuales y futuras

generaciones” (Secretaria Nacional de Planificacion, 2021)

Bajo el marco expuesto, se prevé el desarrollo del presente trabajo, mediante el
cual se pretende evaluar la degradacién de diésel aplicando Bacillus sp. aislados

de la Antartica.

1.3. OBJETIVOS

1.3.1. OBJETIVO GENERAL

Evaluar la degradacion del hidrocarburo de petréleo (diésel) mediante aplicacion

de Bacillus sp. aislados de la Antartida.



1.3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Reactivacion de bacterias Bacillus sp. Antartidas como medio

biodegradador de diésel.

- Determinacion del potencial de biodegradacion de Bacillus sp con relacion

al tiempo de respuesta.

1.4. HIPOTESIS

1.4.1. HIPOTESIS ALTERNATIVA

Algunas de las cepas de Bacillus sp aisladas de la Antartida demuestran la

capacidad de degradar diésel hasta en un 30%.

1.4.2. HIPOTESIS NULA

Ninguna de las cepas de Bacillus sp aisladas de la Antartida presentan la facultad

de degradar diésel.



CAPITULO Il. MARCO TEORICO

2.1. PETROLEO

Compuesto quimico constituido por carbono e hidrogeno, obteniendo una mezcla
aceitosa que derivan desde alcanos simples hasta hidrocarburos mas complejos
(Santos, 2020). Su formacion se origina a raiz de la descomposicion de
sustancias organicas derivadas por la accion de microorganismos durante el

aumento de la temperatura, en un periodo de tiempo y bajo presion (Goya, 2020).

El petréleo crudo es una mezcla de hidrocarburos que contiene una pequefia
fraccidn de moléculas organicas heteroatdbmicas que contienen nitrégeno, azufre
y oxigeno, y trazas de elementos como el niquel y el vanadio. Sin embargo, la
composicién del petréleo varia con la ubicacion y la edad del campo de petroleo,
asi como la profundidad del pozo de petroleo (Constanza et al., 2019).

2.1.1. ORIGEN

Su origen radica en el momento en que se cre6 un producto derivado del petréleo
como es el queroseno, este era utilizado para iluminar casas aproximadamente
en el aflo 1859 (Cornejo, 2019). Afios mas tarde en 1885 con la invencion del
automovil se cre6 un subproducto procedente del petréleo denominado gasolina,
gue hasta la actualidad sirve como fuente principal que alimenta el motor del
vehiculo (Mora, 2019).

2.1.2. IMPORTANCIA EN LA SOCIEDAD

Por sus variadas aplicaciones en la actualidad el petréleo es considerado como
un producto basico, principal e importante de todo el mundo (Mirre, 2018). Es
utilizado como fuente primaria para la produccién de productos refinados, como
casi todos los productos que conocemos, como plasticos, fertilizantes,
detergentes, pinturas, medicamentos, en el transporte en general vy

principalmente como fuente de energia, entre otras (Brambila et al., 2019).



Ortufio (2010) estipula que actualmente se emplea mas de 97,2 millones de
barriles de crudo a nivel mundial, estima que aproximadamente 100 paises son

productores de este.
2.2. HIDROCARBUROS

Sustancias organicas presentes en estado liquido, sdélido o gaseoso, constituidas
principalmente por hidrogeno y carbono (Morante, 2018). Hoy en dia los
hidrocarburos al representar una fuente de energia importante para el ser
humano, conlleva a la transformacion del crudo en subproductos de consumo
diario (Jiménez, 2020). De los hidrocarburos resultan otras sustancias organicas,

tal como el combustible fésil.

2.2.1. CARACTERISTICAS Y PROPIEDADES DE LOS
HIDROCARBUROS DE PETROLEO

Hidrocarburos de Petréleo es el nombre que se le da a una gama muy amplia de
productos quimicos que componen el petrleo y sus productos refinados:
gasolina y diésel (Ortufio, 2010). La composicion de estos la constituyen
mayormente atomos de carbono (76-86%) e hidrogeno (10-14%), es una mezcla
de gases, liquidos y sélidos, con cantidades variables de otros elementos como:

nitrégeno, oxigeno, azufre, hierro, niquel, vanadio u otros metales (Goya, 2020).

Esta mezcla representa caracteristicas quimicas comunes e importantes al
momento de evaluar los impactos potenciales del material en caso de derrames.
Ciertos grupos de productos quimicos dentro de los hidrocarburos de petréleo
presentan peligros toxicologicos especificos, por ejemplo, los hidrocarburos
alifaticos y aromaticos (Hajabbasi, 2016).

2.2.2. HIDROCARBUROS ALIFATICOS

Los hidrocarburos alifaticos pertenecen a la fraccion mas abundante en el
petréleo crudo. Son compuestos que contienen carbono e hidrégeno unidos en
cadenas lineales, trenes ramificados o anillos no aromaticos, pueden estar
saturados (hexano y otros alcanos) o insaturados (hexeno y otros alquenos y

alquinos) (Constanza et al., 2019).



El hidrocarburo alifatico mas simple es el metano, CH4. Ademas del hidrogeno,
otros elementos pueden unirse a los atomos de carbono en la cadena, incluidos
oxigeno, nitrdgeno, cloro y azufre. La mayoria de los hidrocarburos alifaticos son

inflamables (Hernandez et al., 2017).
2.2.3. HIDROCARBUROS AROMATICOS

Se tratan de complejos cuyas moléculas poseen caracteristicas aromaticas y
estan presentes en la mayoria de mezclas del petroleo (Wang et al., 2019). Son
compuestos que contienen uno o mas anillos aromaticos, como el benceno de

un solo anillo a los que se unen atomos de hidrégeno” (Speight, 2016).

El benceno, el tolueno, el etilbenceno y los xilenos son los contaminantes mas
volatiles y solubles en agua (Mojiri et al., 2019). En condiciones estandar, el
benceno, el tolueno y el xileno se encuentran en forma liquida, mientras que los
compuestos aromaticos superiores, como el naftaleno, se presentan como
sélidos aislados, pero se disuelven para formar una solucion liquida con

compuestos aromaticos simples (Constanza et al., 2019).

Los hidrocarburos aromaticos inhiben el crecimiento microbiano del suelo mas

gue los hidrocarburos alifaticos.
2.2.4. DIESEL

El diésel es un combustible de alta densidad energética que se utiliza para
impulsar muchos motores térmicos, incluidos automoviles, camiones vy
generadores diésel (Medina y Xiao, 2018). Compuesto por una mezcla de
hidrocarburos, especificamente de derivados de hidrocarburos saturados
(hidrocarburos de parafina, incluidas n-parafinas, isoparafinas y cicloparafinas) y
derivados de hidrocarburos aromaticos (alquilbenecenos) y derivados de
naftaleno (Speight, 2016).

El combustible diésel se refina a partir de petroleo crudo, el cual, en su
formulacion tradicional, produce mayores cantidades de ciertos contaminantes
como azufre y particulas solidas de carbono (Hosseinzadeh et al., 2018). Bajo la

amplia definicion de combustibles diésel, existen muchas combinaciones



posibles de caracteristicas (como volatilidad, calidad de ignicion, viscosidad,
gravedad, estabilidad, entre otras propiedades (Sarathy et al., 2018). El diésel
tiene un punto de ebullicion mas alto que la gasolina, pero un punto de ebullicién

mas bajo que el gaséleo (Medina y Xiao, 2018).
2.3. CONTAMINACION AMBIENTAL POR HIDROCARBUROS

Los productos derivados del petrdleo son la principal fuente de energia para la
industria y la vida diaria, sin embargo, ademas de las emisiones asociadas con
la quema de combustibles fosiles, durante la exploracion, produccion, refinacion,
transporte y almacenamiento de petréleo crudo y productos derivados del
petréleo, se puede producir un derrame ocasionando asi un impacto negativo en
el medio contribuyendo a la contaminacion ambiental (Forero, 2020; Andrade et
al., 2017).

Veladsquez (2017) en su investigacion establece que hay que recalcar que la
contaminacion producida por el petroleo también guarda relacidén con actividades
diversas como: el transporte maritimo, la pesca, verter los residuos de aceites u

otros combustibles en lugares inapropiados, entre otras.

En el caso de haber derrames o fugas de hidrocarburos de manera directa en
masas de agua, algunas fracciones permanecen en la superficie formando una
delgada capa flotante. Las otras fracciones, que suelen ser mas densas, se
acumulan en el fondo del sedimento afectando a la biota existente y al resto de

organismos que depredan la fauna bentdnica (Ortufio, 2010).

Por otro lado, el derrame en suelo ocasiona toxicidad directa en los organismos
que ahi habitan, reduccién en la retencion de humedad y de nutrientes,
compactacion, salinidad y alteraciones en el pH. Ademas, estos contaminantes
pueden filtrarse hasta llegar a aguas subterraneas y a su vez transferirse por

escorrentias (Morante, 2018).

Para Goya (2020) en los ultimos afios se ha encontrado soluciones que ayudan
a mitigar o a controlar la contaminacion producida por los derrames de
hidrocarburos, una de ellas es la remediacion empleada para el tratamiento de

un medio contaminado haciendo uso de microorganismos.



2.4. REMEDIACION

Conjunto de técnicas cuyo principal objetivo radica en la recuperacion de suelos
0 cuerpos de agua que se encuentran contaminados, de cierta forma
conservando o0 mejorando sus caracteristicas para poder tener un equilibrio en
entre plantas, animales y el ser humano, aquella que puede eliminar o mitigar

contaminantes de una manera segura y oportuna (Martinez et al., 2019).

En ella se dispone implementar procesos que ofrecen soluciones sistematicas
potenciales para la mayoria de contaminantes presentes en determinados

ecosistemas, pueden ser quimicas, fisicas y/o bioldgicas.
2.5. METODOS DE DEGRADACION

Con el paso del tiempo, a causa de la frecuencia con la que ocurren derrames y
por la alta capacidad contaminante de hidrocarburos, se han implementado
medidas que permitan su degradacion, en funcion a ello Loera et al. (2016)

describen las mas destacadas:

- Degradacion Fisica: Se basa en la modificacion de la estructura del
medio contaminado, por lo general, agua. En este tipo de método destaca
la adsorcion mediante contacto con un medio soélido: carbono activado,
biochar, mineral de arcilla, membranas, sedimentos, celulosa y arena; el
cual consiste en la retencidén/eliminacion del contaminante (adsorbato)

una vez entra en contacto con la superficie sélida (adsorbente).

- Degradacién Quimica: Consiste en la utilizacion de solventes como
medios degradadores, con intervencién de radicales hidroxilos de alta
capacidad reactiva, producidos durante la oxidacién avanzada con ozono,

cloro y dioxido de cloro.

- Degradacion Bioldgica: Proceso que emplea organismos vivos capaces
de degradar contaminantes, biotransformandolos en metabolitos menos
complejos mediante actividad enzimatica y mineralizacion, agua (H20),

diéxido de carbono (CO2), metano (CHa).
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2.6. TIPOS DE DEGRADACION BIOLOGICA

Los microorganismos juegan un rol importante en el ciclaje de nutrientes,
descomposicion de desechos y/o residuos de diferente naturaleza y en la

desnaturalizacion de sustancias que contaminan el ambiente (Usén et al., 2010).

Alegando a la importancia de éstos en el ecosistema, en los ultimos afios se ha
visto la necesidad de implementarlos de tal forma ayuden a depurar los

contaminantes que yacen en el medio ambiente.

2.6.1. BIORREMEDIACION

Tecnologia de biorrecuperacion en la que se emplean técnicas de tratamiento
bioldgico, la forma de descontaminacién de ambientes naturales previamente
sépticos se fundamenta en la digestion de las sustancias organicas por los
microorganismos, sustancias que actuan como fuente de carbono necesaria
para el crecimiento de sus células y fuente de energia para llevar a cabo las
funciones metabdlicas que requieren estos organismos para Su crecimiento,

desarrollo y multiplicacion (Brutti et al., 2018).

Cabe recalcar que los microorganismos a utilizar pueden ser propios del lugar o
provenientes de otro ecosistema, estos se utilizan directamente en el foco de la
contaminacién donde pueden ser agregados o inoculados (Ruiz, 2019). Sin
embargo, se requiere que el medio ofrezca ciertas condiciones fisicoquimicas y
bioldgicas, ya que al ser un proceso que se basa en el crecimiento y actividad
microbiolégica, hay que considerar que para su efectividad es necesario tomar
en cuenta parametros ambientales aplicados que influyen en el crecimiento
microbiano y la velocidad que tienen estos para degradar (Rodriguez et al.,
2019).

2.6.2. FITORREMEDIACION

Tecnologia que hace uso de plantas o microorganismos que yacen en los tejidos
de éstas y que no causan dafio alguno a su huésped (relacién simbidtica) con el
objetivo de encontrar mejora en los procesos de fitorremediacion, control

biologico, crecimiento vegetal, entre otros (Martinez et al., 2019).
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Este método incorpora el empleo de plantas y sus subproductos,
simultdneamente microorganismos afiliados a estas para remover, degradar,
transformar o secuestrar sustancias contaminantes del medioambiente terrestre
0 acuatico y/o la restauracion de la estructura y funcion de suelos que se

encuentran contaminados (Brutti et al., 2018).

2.6.3. DEGRADACION ENZIMATICA

Proceso que emplea enzimas a partir de microorganismos capaces de
metabolizar contaminantes. Dichos microorganismos disponen de su potencial
enzimatico para mineralizar o degradar los compuestos orgénicos hasta

productos inocuos (Carvajal, 2020).

Gonzalez (2021) determina que algunas enzimas pueden metabolizar
simultaneamente otros compuestos como fuente de carbono por lo que hace més
factible la biodegradacion, estos procesos generalmente suelen darse a través
de interacciones biogeoquimicas entre los componentes del suelo, agua,

contaminantes y los propios o diferentes microorganismos.

2.6.4. BIODEGRADACION

Proceso en la que interactian microorganismos para descomponer de forma
natural la materia o transformarla en compuestos simples, interviniendo procesos
de oxidacion y biodegradacion simultanea en presencia o no de oxigeno por

capacidad enzimatica (Gomez y Saiz, 2016; Pinto y Sanchez, 2018).

La biodegradacion de hidrocarburos derivados del petréleo/diésel es el método
ampliamente empleado por la viabilidad econémica y sostenibilidad de su uso
(Arenas y Rivera, 2020). El proceso se sustenta por la capacidad de organismos
(microalgas, bacterias y hongos) en biotransformacion de metabolitos menos
complejos a través de la ruptura de estructuras moleculares, que luego son

mineralizadas (Lopez, 2016).
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2.6.41. FACTORES AMBIENTALES QUE INFLUYEN EN LA
BIODEGRADACION

Durante el proceso de biodegradacion de compuestos intervienen diversas
variables que guardan relacion con la capacidad de los organismos vivos como

medios degradadores, por lo que segun Gutiérrez (2018) entre éstas destacan:

- Condicion quimica y complejidad del contaminante: grado de
susceptibilidad del hidrocarburo, determinante del crecimiento y evolucion

microbiana.

- [Estado del cultivo: concentracion original de las unidades
fundamentales de los organismos vivos y condicionantes fisicoquimicos

como oxigeno disuelto y temperatura.

- Modificaciones en: proporcién de nutrientes y fuentes de carbono, pH,

temperatura.

- Cinética de crecimiento: control de nutrientes e intensificacion de

productos procedentes del metabolismo microbiano.

2.7. MICROORGANISMOS EN LA ANTARTIDA

La Antartida es una regién donde se presentan condiciones extremas, como
bajas temperaturas, poca o nula presencia de precipitaciones, alto grado de
salinidad y formacién natural de percloratos (contaminante emergente de origen
antropogénico y/o natural que perjudica la biota y la salud humana) mismas que
a su vez favorecen el crecimiento y desarrollo de bacterias nativas capaces de

reducir dicho contaminante (Orttzar et al., 2020).

Estos organismos son capaces de producir enzimas estables a la sal y
conjuntamente capaces de tolerar y reducir ciertos contaminantes (en especial
el perclorato) de manera eficiente en ambientes extremos, estos son los

microrganismos extremofilos, psicroéfilos - bacterias haléfilas (Acevedo, 2021).
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2.8. MICROORGANISMOS CON CAPACIDAD DE DEGRADAR
DIESEL

Reyes (2020) reporta que la utilidad de hongos y bacterias en biodegradacion es
amplia, sin embargo, éstos ultimos llevan ventaja, por ser los microorganismos
mas estudiados. La facultad que poseen para degradar hidrocarburos responde
a la relacion de sus complejos enzimaticos degradativos implicados en las rutas

metabdlicas de los compuestos contaminantes (Guerrero, 2018).

Entre los géneros destacados por el potencial degradador con diésel se
encuentran Pseudomonas, Stenotrophomonas, Staphylococcus y Bacillus, que
ademas son muy empleados por tratarse de cepas cultivables que utilizan sus
capacidades catabolicas (Castillo et al., 2020; Rabelo y Marquez, 2022).

2.9. BACTERIAS PSICROFILAS

Se tratan de microorganismos vivos que pueden desarrollarse a temperaturas
por debajo de los 0°C hasta los 20C° (Villalta, 2017). El rango de temperatura,
es variable para este grupo de bacterias y depende de la clasificacién a la que
pertenezcan; en el caso de psicrofilos obligados, se adaptan mejor a intervalos
de 15-18°C, mientras que el rango 6ptimo de los psicrofilos facultativos es de 20

a 35°C, aunque pueden crecer hasta -5°C (Santos et al., 2017).

Las bacterias psicrofilas se encuentran en el Artico y Antartida, predominan en
superficies con permanencia de hielo y en los fondos del océano (Ramos, 2019).
Se caracterizan, por la formacién de enzimas que se desnaturalizan mediante un
proceso poco tardio, condicionadas a temperaturas moderadas bajo las cuales
pueden seguir desempefiando sus funciones, entre estas, degradadoras, gracias

a las membranas adaptativas que poseen (Krasimirova, 2020).
2.10. Bacillus

El género Bacillus abarca una amplia extension territorial en diferentes partes del
mundo, distribuidas aproximadamente en 336 especies bacterianas, las cuales
se las utilizan con multiples fines en diferentes ambitos, mediante el desarrollo

de especies genéticamente modificadas (Villareal et al., 2018).
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Las condiciones bajo las que crecen son variables, dependen de la especie y
rasgos caracteristicos, reaccionan favorablemente a temperaturas de 37°Cy pH
de 7, en escalas de laboratorio, al igual que a la tincion de Gram (Corrales, 2017).
A pesar de la presencia en diversos ecosistemas, dominan el terrestre, por la
presencia de sustratos organicos (Cruz et al., 2016).

Por la semejanza genética que las caracteriza, este género se agrupa por rasgos
especificos, entre estos los relacionados con tipologias patdgenas, Bacillus
cereus; los ambientales, Bacillus subtilis, y uno de los que destaca, Bacillus sp
(Realpe et al., 2019).

Se ha demostrado que los Bacillus sp se encuentran entre las cepas bacterianas
capaces de crecer adaptadas a concentraciones elevadas de hidrocarburos de
petréleo/diésel, sin embargo, otros géneros con particularidades similares son
Pseudomonas, Aeromonas, Micrococcus, Acinetobacter, Staphylococcus, cuya
capacidad de degradacion, al igual que la de todo microorganismo, dependera

de la naturaleza de los materiales compuestos en el diésel (Guzman et al., 2016).
2.10.1. TAXONOMIA

De acuerdo con Shibazaki et al. (2016) la clasificacion taxondmica de los Bacillus
sp esta basada en paneles de identificacion bioquimica y metabdlica, la cual se

evidencia en la siguiente tabla:

Tabla 2.1. Taxonomia de Bacillus sp.

Reino: Bacteria
Filo: Firmicutes
Clase: Bacilli
Orden: Bacillales
Familia: Bacillaceae
Género: Bacillus

Fuente: (Shibazaki et al., 2016)
2.10.2. MORFOLOGIA
Los Bacillus son un conjunto cohesionado, su forma es alargada y tienen una

silueta de baston (Verdesoto, 2018). El cuerpo de este género esta cubierto

parcialmente por flagelos, lo que les otorga movilidad, no obstante, a pesar de
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poseer esta particularidad, otras especies de éste mismo grupo, son inmaoviles
(Ubeda et al., 2017).

Como medio tolerante a temperaturas extremas, poseen esporas y endosporas
con un revestimiento que les permite su adaptabilidad, ya que pueden sobrevivir
a la exposicion temporal bajo temperaturas de ebullicion, alrededor de 20
minutos (Morales y Muela, 2017). Se las encuentra en agua, suelo y como parte
de materia viva en descomposicion; la mayoria de especies en este grupo
mantienen condiciones aerobias y estrictas, pero otras pueden desarrollar

anaerobia facultativa (Acurio et al., 2021).
2.11. CLASIFICACION DE Bacillus

En el primer grupo del género Bacillus se establece la clasificacion en Bacillus
cereus Yy Bacillus thuringiensis, los cuales a su vez incluyen en la agrupaciéon a
otras especies entre las que se encuentran Bacillus anthracis, Bacillus
cytotoxicus, Bacillus mycoides, Bacillus pseudomycoides, Bacillus toyonensis,
Bacillus wiedmannie y Bacillus weihenstephanensis (Onco, 2018). Este mismo
autor menciona que actualmente se han incluido en el registro otras nuevas
especies: Bacillus paranthracis, Bacillus pacificus, Bacillus tropicus, Bacillus
albus, Bacillus luti, Bacillus proteolyticus, Bacillus nitratireducens y Bacillus

paramycoides.

Los principales representantes de este grupo son B. anthracis, B. cereus y B.
thuringiensis por la afinidad genética que los cromosomas de estas bacterias
representan, ya que sus cadenas de ARNr son casi idénticas; no obstante, cada
una de estas especies muestran una patogenicidad diferente, ademas de
distinguirse por sus caracteristicas microscépicas y macroscopicas (Wang et al.,
2019; Ming et al., 2023).

2.11.1. Bacillus cereus

Se trata de un bacilo Gram positivo, anaerobio, facultativo y con presencia de
flagelos peritricos que permiten su movilidad, poseen bordes redondeados con
capacidad de formar cadenas cortas (Realpe et al., 2019). Esta especie forma

esporas resistentes a variaciones de condiciones del medio tales como altas
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temperaturas, radiacion, deshidratacion y tolera procesos térmicos como la
pasteurizacion, ya que su capacidad de crecimiento se encuentra entre rangos
de temperatura de 4 °C hasta 48 °C y tolera concentraciones de cloruro de sodio
(NaCl) hasta en un 7% (Sanchez et al., 2016).

2.11.2. Bacillus anthracis

Es un bacilo Gram positivo de apariencia recta, visto al microscopio, son de gran
tamafio (1 x 3 a 8 ym) con caracteristicas de formacion de esporas aerobio,
anaerobio facultativo y capsulado, se identifica por sus bordes irregulares y el
color de las colonias blancas o grises; tienen la capacidad de adherirse
facilmente al agar y no son hemoliticas, lo cual las hace diferentes de Bacillus

cereus (Duery, 2014).

2.11.3. Bacillus wiedmannie

Tiene forma de bastén, con una longitud media de 2,8 um y una anchura media
de 1,2 ym, movil con flagelos peritricos y su temperatura de crecimiento oscila
entre 5y 43 °C (Zhao et al., 2019). Produce endosporas elipsoidales que estan
ubicadas en el centro de la célula vegetativa, tienen esporangios no hinchados y
posee la capacidad de hidrolizar caseina y almidén, ademas es anaerobica
facultativa (Miller et al., 2016).

2.11.4. Bacillus tropicus

Es una bacteria Gram positiva, aerobia, anaerobia, facultativa con forma de
varilla, cuenta con flagelos peritricos que permiten su movilidad. Se distingue por
su capacidad formadora de esporas que crean colonias circulares de color
blanquecino y una longitud celular de 2,2 a 2,5 ym. Su temperatura de

crecimiento se encuentra entre 15 — 45 °C (Liu et al., 2017).

2.11.5. Bacillus paramycoides

Posee forma de varilla, con una longitud celular de 1,8 a 2,2 ym y con un anchor
de 0,8 a 1,2 um. Crea colonias cerosas, circulares y no translucidas. Por lo

general crecen a temperaturas entre 15 y 39 °C. Son facultativamente
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anaerobias, inmdviles, no poseen endosporas, capaz de hidrolizar almidon, leche

desnatada y caseina (Liu et al.,2017).

2.12. CULTIVO DE MICROORGANISMOS

2.12.1. MEDIOS DE CULTIVO

Los medios de cultivo estdn asociados en microbiologia, con soluciones
compuestas por nutrientes que aportan al crecimiento y desarrollo de
organismos vivos (bacterias, hongos, microalgas) bajo condiciones controladas
en laboratorio, de las cuales dependera su evolucién y potencial una vez sean

cultivados y aplicados con fines especificos (Rodriguez y Zhurbenko, 2018).

La multiplicacion celular de los microorganismos esta condicionada por las
fuentes de energia proporcionadas, carbono, sales minerales y otros nutrientes,
a lo cual se suman factores como temperatura, pH y disponibilidad de oxigeno,
ya sea en ambientes naturales o artificialmente controlados, segun sean sus

requerimientos (Jiménez et al., 2018).
2.12.2. CLASIFICACION DE MEDIOS DE CULTIVO

Garibaldi (2017) establece la clasificacion de los medios de cultivos:
Segun su estado fisico:

- Liguidos: contienen sustratos diluidos en agua.

- Sélidos: incluyen gelificantes (agar, gelatina, silica gel), usado en

laboratorio para aislamiento de microorganismos.

Segun la naturaleza de sus constituyentes:

- Naturales: conformados por sustancias de origen animal, vegetal con

adicion de complementos minerales.

- Sintéticos: a base de productos quimicos. Su composicion es pura, lo
que permite conocer con exactitud las concentraciones de cada

componente.

Segun sus propositos de uso
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- Enriquecidos: constituidos por sustancias liquidas que aportan al
crecimiento microbiano del organismo de interés o que, en efecto, inhiba

el desarrollo de otros.

- Selectivos: se trata de medios solidos con caracteristicas concretas para

el aislamiento microbiano.

- Diferenciales: contienen productos resultantes de la actividad metabdlica
de otros microorganismos sobre ciertos componentes del medio y se

emplean para identificacion de bacterias.
2.13. PRUEBAS DE BIODEGRADACION

Las pruebas de biodegradacién son utilizadas para determinar la
biodegradabilidad que poseen ciertas sustancias quimicas, miden el proceso
bioquimico que ocurre cuando los microorganismos consumen un determinado

tipo de material (Ayala, 2020).

La capacidad de biodegradacion de un producto depende de la cantidad de
carbono disponible para el consumo microbiano, los productos de prueba se
evallan en busca de propiedades quimicas claves relacionadas con el contenido
de carbono del material y luego se agregan a las camaras de prueba del método
para su analisis (Rasmussen et al., 2018).

2.13.1. MICROSCOPIO OPTICO

El microscopio 6ptico es un equipo a permite la observacién de objetos o
estructuras muy pequenas, no visibles a simple vista (Gomes, 2019).

En microbiologia, se trata de una herramienta mediante la cual se logra la
identificacion y cuantificacion de distintos microorganismos, hongos, bacterias,
microalgas y otros (Hernandez, 2021), al igual que su caracterizacion
morfoldgica y estructural, mediante la visualizacion del crecimiento o no de sus
rasgos; ademas, permite controlar el fraccionamiento de alguno de los materiales
de interés (Montalvo, 2018).
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La constante utilizacion de este instrumento en estudios radica en la viabilidad
que representa, por factores econdémicos y la facilidad de operacién, ademas de

la eficacia que superpone (Rodriguez, 2019).
2.13.2. RECUENTO EN PLACA DE SUPERFICIE

También conocida como recuento estandar en placa, recuento aerobio mesdfilo,
recuento total en placa o recuento de colonias aerobias (Mendonca et al., 2020).
Es una prueba que indica el nimero general de bacterias en una superficie,
proporciona una estimacion del nimero de microorganismos que pueden crecer

aerObicamente a temperaturas mesofilas (Knutson, 2020).

Los resultados del conteo en placa reflejan el nUmero de colonias que pueden
emerger bajo las condiciones fisicas y quimicas dadas (atmosfera, temperatura,
pH, nutrientes disponibles, presencia de compuestos inhibidores del crecimiento)
(Alsanius y Wohanka, 2019).

2.13.3. PORCENTAJE DE BIODEGRADACION

Aranzales (2017), se refiere a la evolucion del porcentaje de degradacion de una
sustancia o elemento, considerada desde un area inicial con respecto al tiempo.
Area del halo de degradacién (mm?)

% Biodegradacion = Areadel o (mm?) x 100
rea de la caja (mm

Ecuacién 2.1. Porcentaje De Biodegradacion



CAPITULO Ill. DISENO METODOLOGICO

3.1. UBICACION

El presente trabajo de investigacion se llevo a cabo en el laboratorio de biologia
molecular de la Escuela Superior Politécnica Agropecuaria de Manabi “Manuel
Félix Lopez”, situada en el sitio “El Limoén” de la ciudad de Calceta, Canton

Bolivar, provincia de Manabi.

590900 591000 591100 591200 591300 591400

590900 591000 591100 591200 591300 591400

PROYECTO: EVALUACION DE LA DEGRADACION DE DIESEL MEDIANTE Bacillus sp ANTARTICOS PN ——
PROVINCIA: MANABI CANTON: BOLIVAR CIUDAD: CALCETA
b v . N p— ELABORADO POR: LAS AUTORAS
’ X ) ($) APROBADO POR: BLGA. MA. FERNANDA PINCAY CANTOS
5 b p e VW H it FUENTE: GOOGLE EARTH 2022 FECHA: 03/07/2022
g o g% e SISTEMA DE COORDENADAS: UTM-WGS84-17S
[s5. G O S US| ESCALADE REFERENCIA: 10 mumm -

Figura 3. 1. Laboratorio de Biologia Molecular ESPAM MFL.
Fuente: (Google Earth, 2022)

3.2. DURACION

El tiempo establecido para el cumplimiento del trabajo de investigacion fue de 9

meses, distribuidos cronolégicamente acorde al calendario académico.

3.3. TIPO DE INVESTIGACION

El actual estudio reunio las cualidades practicas necesarias para el tipo de
investigacion experimental, por lo que fue de este caracter, efectuandose bajo la
manipulacion, control de variables, crecimiento de halos bacterianos (Bacillus) y

biodegradacion del hidrocarburo de petréoleo/diésel (Patifio et al., 2021).
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3.4. METODOS

3.4.1. METODO BIBLIOGRAFICO

A partir de este método se emplearon diversos medios que permitieron el acceso
a informacién documentada con la finalidad de respaldar las actividades

experimentales en estudios ya comprobados (Tramullas, 2020).
3.4.2. METODO ANALITICO

Se desarroll6 el método analitico para estudiar cada uno de los factores
condicionantes del crecimiento y desarrollo de las cepas bacterioldgicas
degradadoras de diésel (Espinoza, 2020; Novaes et al., 2017).

3.4.3. METODO ESTADISTICO

La aplicacion del método estadistico se llevé a cabo para todo aquello que
comprendio la utilizacion de matematicas aplicadas, analisis de datos y su

representacion grafica (Mendoza et al., 2017).

3.5. TECNICAS

3.5.1. BIODEGRADACION

Consistid en la estimacién del porcentaje de degradacion realizado por las
bacterias, relacionando el area de la caja utilizada para el cultivo con la
dimension de los halos de degradacion medidos, los cuales dependieron
directamente de las caracteristicas del medio en funcién de los 3 tiempos de
estudio (Aranzales, 2017).

- Estimacion del area del halo de degradacion:

Con la ayuda de una regla milimetrada, se midio el diametro del halo hidrdlisis,
formado alrededor de los discos inoculados en el cultivo, el cual se realizo
mediante ojo al desnudo, midiendo desde la parte central del disco hasta el limite

mas amplio; las areas se reconocieron por ser las zonas mas claras dentro de la
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muestra y sirvieron como referencia para la estimaciéon del diametro de colonia
(Holguin et al., 2017; Morales, 2019).

De acuerdo con lo propuesto por Mikan y Castellanos (2019) posterior a ello, se
procedio a la aplicacion de la formula para el célculo correspondiente al halo de
degradacion mediante la férmula:

A-B=¢C

Ecuacién 3.1. Halo De Degradacion

Donde:
A: Sumatoria entre el diametro de la colonia y el halo de hidrélisis
B: Diametro de la colonia
C: Resultado equivalente al halo de degradacion
- Célculo del area de la caja de Petri

Se realizé midiendo el didmetro de la caja en su posicidbn mas amplia, con ayuda
de una regla graduada, el valor obtenido se dividié a la mitad para determinar el
radio y éste se multiplicé por si mismo; el resultado se multiplico por el valor de
Pi (Flores, 2016).

A= Xxr?

Ecuacion 3.2 Area de la caja de Petri

Donde:
A: Area de la caja de Petri
m. Relacion entre la longitud de la circunferencia y su diametro (3,1415)

r: radio
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- Calculo de biodegradacién

Con los datos obtenidos de los calculos previos, se determiné el porcentaje de
degradacion de las cepas, aplicando la formula (Ecuacion 2.1) propuesta por
Aranzales (2017).

3.6. UNIDAD EXPERIMENTAL

Para el desarrollo de la investigacion se consideraron un total de 45 unidades
experimentales, compuestas por cinco tratamientos y tres repeticiones
respectivamente, distribuidas de manera uniforme para los 3 periodos de tiempo
establecidos (24, 48 y 72 horas) (Petit et al., 2016), lo que correspondid a nueve
unidades experimentales por cada tratamiento. Estas fueron conformadas por

diferentes cepas (tratamientos) y misma proporcion de diésel en estado puro.

3.7. MANEJO DEL EXPERIMENTO

3.7.1. FASE 1. REACTIVACION DE BACTERIAS Bacillus sp COMO
MEDIO BIODEGRADADOR DE DIESEL
3.7.1.1. ACTIVIDAD 1. PREPARACION DE CALDO NUTRIENTE

El caldo nutritivo se utiliz6 como fuente de carbono y nitrégeno dispensable para
el adecuado desarrollo y crecimiento de bacterias (Elles, 2018). Para la

preparacion se fundamenté en la metodologia de (Mazeed et al., 2020):

En un 1 litro de agua destilada contuvo las siguientes compaosiciones:

Tabla 3.1. Caldo Nutritivo

Compuesto Cantidad (g/1)
Peptona 6
Cloruro de sodio 5
Extracto de levadura 2
Extracto de carne 1
pH 710-7.15

En un matraz de 1000 ml se agrego 1 L de agua destilada. Posteriormente, se

adicionaron cada uno de los compuestos en las cantidades establecidas y se
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ubicé en la plancha de calentamiento a temperatura media (225 °C) con agitacion

magnética hasta obtener una mezcla homogénea.

Para esterilizar el medio se uso la autoclave a una temperatura de 120 °C por 20
minutos (Morante, 2018).

3.7.1.2. REACTIVACION DE BACTERIAS.

Se utilizaron bacterias aisladas pertenecientes al género Bacillus sp
provenientes de muestras de suelos de la expedicion realizada en la Antartida
en el afio 2014, yacen en el banco de muestras de la ESPAM MFL mantenidas

en cajas de crioconservacion a una temperatura de -20 °C.
Se empled la metodologia descrita por (Monroy 2019):

- Obtenidas las cepas puras, para su reactivacion se trabajo en una cabina
de flujo laminar, bajo condiciones aisladas para evitar la contaminacion

por ingreso de microorganismos exteriores.

- Se manipularon cinco matraces de 50 ml previamente esterilizados y
rotulados con las cinco cepas de Bacillus sp. En cada matraz se procedid
a afadir 12 ml de caldo nutriente, inoculando de acuerdo a su respectivo
etiquetado 1000 pL de la cepa correspondiente. Se incubaron a 37 °C con
agitacion de 150 rpm durante 24 h a 48 h.

3.7.1.3. ACTIVIDAD 2. TINCION DIFERENCIAL DE GRAM.

La tincion de Gram fue necesaria para la visualizacién de las muestras de cultivo
Pérez et al. (2008), mediante la cual se verificd la presencia Unica de Bacillus sp

y Su Optimo crecimiento para posterior aplicacion.

Se empled la metodologia descrita por (Peralta et al., 2021):

En una cabina de flujo laminar:
- Se coloco en cada portaobjeto rotulado 50 pL de la cepa correspondiente,
haciendo uso de una pipeta automatica.

- Se fijé con fuego.
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En una zona de esterilizacion cada portaobjeto:

Fue cubierto con cristal violeta por 1 min y luego lavado con agua

destilada.

Se aplico lugol por 1 min y lavé con agua destilada.
- Se cubrid con acetona por 30 s y lavo con agua destilada.

Aplicacion de safranina por 1 min y lavo con agua destilada.

Se dejo secar a temperatura ambiente.

En un microscopio éptico (Optika Italy) cada portaobjeto:
- Se observo a una resolucion de 10X
- Se observo a una resolucion de 40X

- Se observod a una resolucion de 100X
3.7.1.4. ACTIVIDAD 4. PREPARACION DE MEDIO DE SALES MINERALES

El Medio de Sales Minerales (MSM) fue utilizado como medio de conservacion
de los precipitados bacterianos (Puerto, 2019). La composicion de este se basé

en la metodologia descrita por Santos (2020):

Un 1 litro de agua destilada contuvo las siguientes composiciones:

Tabla 3.2. Medio de Sales Minerales

Nombre de la sal Compuesto Cantidad (g/l)
Nitrato de amonio NH4NOs 4.000
Fosfato monopotasico KH2PO4 4.700
Fosfato de disodio NazHPOq4 0.119
Cloruro de calcio dihidratado CaCl2.2H.0 0.100
Sulfato de magnesio MgS0O4.7H20 1.000
Sulfato de manganeso MnSQ4.4H.0 0.010
Sulfato ferroso FeS04.H20 0.015

Fuente: (Santos, 2020)

En un matraz de 1000 ml se agreg6 1 L de agua destilada. Posteriormente, se
adicionaron cada uno de los compuestos en las cantidades establecidas y se
ubico en la plancha de calentamiento a temperatura media (225 °C) con agitacion
magnética hasta obtener una mezcla homogénea. Para esterilizar el medio se

hizo uso de la autoclave 120 °C por 20 minutos (Morante, 2018).
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3.7.1.5. ACTIVIDAD 5. ACONDICIONAMIENTO DE Bacillus sp AL DIESEL

El desarrollo de la actividad se efectudé en una cabina de flujo laminar. Se hizo
uso de cinco matraces de 150 ml previamente esterilizados y rotulados con las

cinco cepas correspondientes.
Se empled la metodologia descrita por Santos (2020):

En cada matraz se procedié a depositar 90 ml del medio de sales minerales.
Posterior a ello se afiadieron 0,40 ml de diésel en estado puro, el cual sirvio como
Unica fuente de carbono para cada cepa. Por ultimo, se agregaron 9,60 ml de
caldo nutriente con Bacillus sp. Los matraces se llevaron a una camara de

incubacion con temperatura ambiente (37 °C) por un periodo de 5 dias.
3.7.1.6. ACTIVIDAD 6. PREPARACION DE AGAR

Se utilizé Agar Nutriente como medio de cultivo para Bacillus sp; su preparacion
se dio conforme a la informacion otorgada por el fabricante (Arotaype y
Chambilla, 2022):

En un matraz de 1000 ml se agreg6 1 L de agua destilada al cual se adicioné 28
gr del agar nutriente, regulando el pH en rangos de 7.4 - 7.6. La preparacion fue
ubicada en la plancha de calentamiento a temperatura media (225 °C) con

agitacidbn magnética hasta obtener una mezcla homogénea.

Se esterilizé en autoclave a 121 °C por 15 minutos.
3.7.1.7. ACTIVIDAD 7. CULTIVO Y CRECIMIENTO DE Bacillus sp.

Para esta actividad se utilizaron 45 cajas Petri previamente esterilizadas y

rotuladas (9 por cada cepa de Bacillus sp).
Se empled la metodologia descrita por (Morante 2018):

Haciendo uso de la cabina de flujo laminar, se prepararon las cajas Petri
afiadiendo 13 ml del agar nutriente elaborado anticipadamente. Una vez
solidificado el medio agar, con la pipeta automatica se afiadio en la superficie
500 pL de diésel en estado puro.
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Cada cepa se inoculd en discos de papel filtro de 0.5 cm de diametro, (9 por cada
tratamiento), los cuales fueron ubicados en la parte central de la caja Petri con
ayuda de una pinza. Las cajas se mantuvieron en incubacion bajo condiciones
de 37 °C por tiempos de 24, 48 y 72 horas (Delgadillo et al., 2018).

3.7.2. FASE 2. DETERMINAR EL POTENCIAL DE BIODEGRADACION
DE Bacillus sp CON RELACION AL TIEMPO DE RESPUESTA.

3.7.2.1. ACTIVIDAD 8. EVALUACION AL HALO EN DEGRADACION DE
HIDROCARBUROS DE LAS CEPAS BACTERIANAS POR 24, 48'Y
72 HORAS.

Una vez transcurrido el primer periodo de incubacién (24 horas) se procedi6é a
evaluar 3 repeticiones por cada uno de los tratamientos. Las cajas Petri fueron
ubicadas en una superficie desinfectada, con adecuada iluminacion para facilitar

la observacién directa y proliferacion de las cepas bacterianas (Contreras, 2019).

Luego, con ayuda de una regla milimetrada, se procedié a medir el diametro del
halo de hidrdlisis formado alrededor del disco inoculado, ademés del didmetro
de colonia, resultado de la actividad enzimatica microbiana (Gémez et al., 2015).
Con los datos recopilados, se aplicé la ecuacion 3.1 para estimar el area del halo

de degradacion, siguiendo las indicaciones sugeridas.

El proceso se repitid una vez transcurrido cada uno de los periodos de tiempo
establecidos (48 y 72 horas), evaluando 3 repeticiones por cada tratamiento.

3.7.2.2. ACTIVIDAD 9. ESTIMACION DEL PORCENTAJE DE
BIODEGRADACION

Para el célculo del porcentaje de degradacion de hidrocarburos se consideraron
los datos obtenidos a partir de la determinacion proporcional entre el area del
halo de degradacion y el area de la caja de Petri (Aranzales, 2017), aplicando

las ecuaciones 2.1, 3.1y 3.2, respectivamente.
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3.8. DISENO EXPERIMENTAL

Se emple6 un modelo de Disefio De Bloques Completamente Al Azar (DBCA)
unifactorial y tres bloques donde el Unico factor de estudio fue la variacion de las
cepas con respecto al tiempo. El estudio se conformé por cinco tratamientos
(cepas) con tres repeticiones en cada uno de los tiempos establecidos (24, 48 y
72 horas), obteniendo un total de cuarenta y cinco unidades experimentales, para
el caso del control no se afadieron las bacterias, finalmente se llevaron a
incubacion a temperatura ambiente controlando, la cantidad de diésel como la

composicion de las cepas se mantuvieron constantes (Morante, 2018).

Tabla 3.8 Tratamientos (cepas) con respecto al tiempo de estudio

Tratamientos (Cepas) Tiempo (Horas)
T1 (GA52) 24 48 72
T2 (T29) 24 48 72
T3(T21) 24 48 72
T4 (T13) 24 48 72
T5 (DEET1) 24 48 72

Fuente: Las autoras

El andlisis de la varianza correspondiente al disefio de bloques completamente
al Azar (DBCA) se detalla a continuacion:

Tabla 3.8. Fuente de variacién del analisis de varianza

Fuente de variacion Grados de Libertad Férmula
Tratamientos 4 GLyygr =t —1
Blogues 2 GLpioq. = b —1
Error Experimental 8 GLy = (t—1)(b—1)
Total 14 GLTot. =bht—1

Fuente: Las autoras.

3.9. ANALISIS ESTADISTICO

Para determinar las diferencias entre los tratamientos, se ejecuté un Analisis de
Varianza (ANOVA) y prueba de Tukey con un nivel de significancia del 5% (95%
de confianza) ajustado al modelo DBCA con arreglo unifactorial y tres bloques
en el programa InfoStat, de esta manera se evaluaron los efectos de la variacion

de la cepa con respecto a los diferentes periodos de estudio.



CAPITULO IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. FASE |. REACTIVACION DE BACTERIAS Bacillus sp.
COMO MEDIO BIODEGRADADOR DE DIESEL

4.1.1. REACTIVACION DE BACTERIAS

Transcurridas las 48 horas de incubacion de cada una de las cepas bacterianas,
se visualizé turbidez general en todo el caldo (Anexo 1), lo que de acuerdo a
Kaiser (2021) es un indicativo de crecimiento bacteriano. Posteriormente se

realizo la observacion de las bacterias con ayuda del microscopio éptico:

A nivel microscépico se realizo la tincion diferencial de Gram (Anexo 2), logrando
indicar la presencia de bacilos Gram negativos en las cinco cepas estudiadas de
Bacillus sp; Erkmen (2021) establece que la tincidn es necesaria para poder
identificar a que clase bacteriana corresponden las bacterias, si Gram positivas

o Gram negativas.

A nivel macroscopico se evidencié la formacion de colonias con forma bacilar y
borde ovaladas con endospora central y con forma elipsoidal, que a criterio de
Patifio (2020) son caracteristicas pertenecientes al género Bacillus sp ya que
estas pueden ser de aspecto mucoide, bordes rugosos u ondulados, forma
bacilar y en el interior de estas presenta una endospora casi esférica en la parte

central de forma elipsoidal (Grande, 2019).

Se obtuvo un total de 10.5 ml de muestra de cada uno de los medios.

4.1.2. ACONDICIONAMIENTO DE Bacillus sp AL DIESEL

A medida que transcurrieron los dias de adaptacion de cada una de las cinco
cepas de Bacillus sp se percibieron cambios en el medio de cultivo, conformado
por medio de sales minerales, diésel y consecutivamente las bacterias (Santos,
2020). Para Erkmen (2021) los medios de cultivo aportan nutrientes necesarios
que ayudan al crecimiento del microorganismo y a su vez Maier et al. (2009)
sefala que ésta persiste como su Unica fuente de carbono, haciendo que la
bacteria comience a utilizar dichos componentes para alimentarse aumentando

asi su tamarfo celular.
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En los primeros tres dias de acondicionamiento se divisé un leve incremento en
la turbidez del medio del cultivo de cada matraz, Rolfe et al. (2012); Azhdarpoor
et al. (2019) indican que en la fase de crecimiento las bacterias alcanzan un
determinado tamafo que las hace notar a simple vista, esto se debe a que las
bacterias crecen produciendo turbidez, ocasionando un cambio evidente en el
medio. Cumplido los cinco dias de incubacion (periodo de adaptacion) la turbidez
del medio incrementé satisfactoriamente, demostrando asi un avance en el
crecimiento bacteriano. El grado de turbidez en el medio de cultivo esta
directamente relacionado con el nUmero de microorganismos presentes (Bonnet
et al., 2020). Consecutivamente se realiz6 un frotis para evidenciar la presencia

Unica de Bacillus sp y su morfologia para constatar que estas se hayan adaptado

al medio de cultivo.

Figura 4.1. Morfologia de Bacillus sp de las cepas GA-52, T-29, T-13, T-21, DEE-71
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4.1.3. CULTIVO Y CRECIMIENTO DE Bacillus sp

Para el cultivo y crecimiento de Bacillus sp se hizo uso del agar nutriente, Grutsch
et al. (2018) estipula que las bacterias del género Bacillus sp muestran una
amplia gama de caracteristicas que les permiten crecer en algunos medios de
cultivo como agar nutritivo 0 medios de peptona segun corresponda en
ambientes controlados. Conforme a Ahmad et al. (2023) los componentes del
agar permiten la formacion de colonias, coincidiendo con Bonnet et al. (2020)
quienes mencionan que el crecimiento bacteriano realizado en este medio nos
ratifica la capacidad que tienen las bacterias para expandirse alrededor de la
caja Petri, no obstante, el hidrocarburo proporcionado es utilizado como fuente
de energia y carbono por las bacterias (Das y Chandran, 2011). Hay que sefialar
gue la adaptacion de los Bacillus sp depende de su especie, ya que algunas de
las esporas producidas por este género son resistentes al calor, frio radiacién

ionizante, deshidratacion y otras condiciones (Erkmen, 2022).

4.2. FASE Il. DETERMINACION DEL POTENCIAL DE
BIODEGRADACION DE Bacillus sp CON RELACION AL
TIEMPO DE RESPUESTA

4.2.1. EVALUACION AL HALO EN DEGRADACION DE
HIDROCARBUROS DE LAS CEPAS BACTERIANAS POR 24, 48
Y 72 HORAS

La evaluacién del halo de degradacion se efectu6 relacionando el diametro de
crecimiento (halo bacteriano) con el didmetro de colonia desarrollado por cada
una de las cepas de Bacillus sp, cultivadas en medio agar con diésel en estado
puro bajo condiciones controladas y posteriormente evaluadas luego de 24, 48 y
72 horas.
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Figura 4.2. Media de crecimiento del halo bacteriano (mm) con respecto al tiempo (h)

La figura 4.2 (Anexo 4) demuestra el crecimiento gradual del halo bacteriano
formado alrededor de los discos inoculados con cada una de las cepas de
Bacillus sp, las cuales se incorporaron en medio agar suplementado con diésel,
en el que fueron cultivadas durante 72 horas, periodo maximo que duré el

experimento.

Con base al tiempo, se obtuvieron curvas de crecimiento exponencial y cercanas
a la fase estacionaria luego de 72 horas (Rojas y Rengifo, 2021); proxima cuando
los niveles de crecimiento se muestran en descenso, o0 en su efecto, por debajo
de los registrados inicialmente, como consecuencia del agotamiento de
nutrientes y la acumulacion de compuestos toxicos en su metabolismo (Martinez,
2018).

El modelo de la curva de crecimiento con periodos de menor actividad se justifica
por la capacidad que tienen los microorganismos extremofilos, sobre todo
algunos Bacillus de generar la formacion de endosporas, que son estructuras
resistentes capaces de proteger el material genético y ribosémico de las cepas
bacterianas cuando existe escasez de nutrientes, lo que les permite mantenerse
por un largo periodo de tiempo en ausencia de ellos, ocupando una minima
cantidad de su reserva para cumplir con sus funciones principales (Pedraza et
al., 2020).
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Sin embargo, la cinética de crecimiento no muestra datos correspondientes a la
fase de latencia inicial, debido a que las cepas empleadas previamente fueron
adaptadas en medio de sales minerales con diésel por un periodo de 5 dias; la
misma particularidad es mencionada por Toledo et al. (2022), donde no se
evidencio6 fase de adaptacidn a causa de las caracteristicas enzimaticas propias
de cada cepa, lo cual permitio una rapida adaptacion al medio y su desarrollo en

presencia de hidrocarburos.

Para la toma de datos, se utilizO una regla graduada con plantillas de
circunferencias en milimetros, que sirvié como medio practico y efectivo para el
levantamiento de informacion (Anexo 11). En el primer periodo se reportaron
diametros de crecimiento con valores minimos para las cepas T-13 (19 mm), T-
21 (24 mm), DEE-71 (24 mm) y valores maximos en las cepas T-29 (29 mm) y
GA-52 (44 mm), demostrando un incremento efectivo poblacional en el
transcurso de las primeras 24 horas, con respecto al diametro inicial inoculado
(0,5 mm). Los resultados tienen similitud con el estudio de Santos (2020) que
obtuvo halos de desplazamiento en diésel maximo (46.80 mm) y menor (12.43

mm).

Durante la primera fase experimental (24 horas), se evidencié por observacion
directa el crecimiento del halo bacteriano alrededor del disco en los cinco
tratamientos, esta caracteristica de acuerdo con Abasolo y Morante (2019),
determina la tolerancia de las diferentes cepas al hidrocarburo, y el consumo de
éste como fuente de carbono (Vasquez, 2021). El tiempo minimo requerido por
las bacterias para la utilizacion del hidrocarburo fue de 24 horas (Vega y Ugaz,
2016); coincidiendo con Diaz et al. (2013), quienes determinaron por medio de
patrones de crecimiento el alcance de la fase de crecimiento exponencial 24

horas después, como respuesta positiva ante la exposicion de diésel.

Luego de transcurridas 48 horas, los 5 tratamientos mostraron un mayor
desarrollo del halo bacteriano, reportandose valores donde los diametros
menores fueron para las cepas T-29 (30 mm), T-21 (34 mm), DEE-71 (36 mm),
mientras que, los mayores corresponden a los tratamientos de T-13 con diametro
de (41 mm) y GA-52 (53 mm). La curva de crecimiento presentada por Hermoza

et al. (2019) guarda relaciébn con la del presente estudio, por mostrar un
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incremento progresivo en 48 horas, ya que, al tratarse de cultivos puros, se ven
favorecidos por tener mayor disponibilidad del sustrato (diésel), sin que exista

mayor competitividad por el mismo.

Finalmente, en el dltimo periodo experimental (72 horas), los 5 tratamientos
mostraron la continuidad de crecimiento de Bacillus sp, tomando como indicador
la variacion en la amplitud del dimetro de halo bacteriano, lo cual indicé una
mayor expansion poblacional de cada una de las cepas en estudio (Martinez,
2013), que ademas se relaciona con lo expuesto por Cuvi y Bejarano (2015),
quienes indican que la extension de bacterias desde el centro de la caja hasta

los bordes son un indicador favorable al proceso y de tolerancia al sustrato.

Durante los 3 periodos de tiempo estudiados, la cepa GA-52 destaco6 en cuanto
a crecimiento bacteriano, con didmetro de 64 mm en 72 horas con respecto a los
otros tratamientos en los que se reflejo datos donde T-29 (59 mm), T-21 (56 mm)
T-13 (54 mm), DEE-71 (47 mm) correspondientemente, por tanto, los resultados
del estudio de Forhad et al. (2022) respaldan los de la presente experimentacion,
donde a mayor tiempo, incrementa el desplazamiento del halo como resultado
de la multiplicacibn de microorganismos, considerando que los aislados
bacterianos absorben diésel como Unica fuente de carbono para su estabilidad y

replicacion, logrando su transformacion en compuestos mas simples.
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Figura 4.3. Media de crecimiento del halo de colonias por cepa en diferentes periodos
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En la figura 4.3 se representa una media de la capacidad formadora de colonias
de cada una de las cepas de Bacillus sp con respecto al tiempo. Los diametros
de crecimiento de colonias en el diésel fueron tomados en cada uno de los tres

periodos de estudio con ayuda de una regla graduada.

En las 24 primeras horas se registré formacion de colonias por cada uno de los
tratamientos con didmetros similares, registrando un valor de 8 mm para la cepa
con mayor amplitud del halo colonial DEE-71; sin embargo, una caracteristica
favorable fue la numerosa formacién de pequefias colonias de Bacillus sp en la
zona de crecimiento enriquecida con diésel en estado puro, que incrementaron
su tamafio en 48 horas mostrando halos de hasta 12 mm para las cepas T-21y
T-29, el resto de tratamientos presentaron diferencias poco significativas entre

estos dos periodos.

Cevallos y Nifio (2014) fundamentan que cada cepa viable origina la formacion
de colonias que requieren como minimo 24 horas para que sean visibles de
forma macroscopica y puedan distinguirse entre unidades formadoras de
colonias (UFC), utilizadas para el conteo en placa y distincion de tolerancia al
sustrato, coincidiendo con Salinas (2019), quien reporté didmetros de halo en
bacterias y hongos cercanos a 1 mm en 24 horas.

Los Bacillus sp, extremofilos, en condiciones favorables, proliferan formando
colonias con halos de hidrdlisis, su desarrollo depende de factores como la
temperatura, el tipo de sustrato suministrado como fuente de carbono y el tiempo

de exposicion (Castillo et al., 2020).

Con respecto a los valores de los tiempos evaluados, se demostré6 una mayor
efectividad de crecimiento de colonias para los tratamientos de 72 horas, lo que
indica un proceso de adaptacién mas extenso, en comparacién con las otras
etapas. El mejor incremento a la formacién de un halo colonial correspondio a la
cepa GA-52, con un rango de crecimiento que alcanzé 47 mm de diametro,
mientras que, los otros tratamientos visualizaron valores mas bajos T-29 (22
mm), seguido de las cepas T-21 (19 mm), T-13 (13 mm) y DEE-71 (9 mm).

El tiempo de experimentacion coincide con los desarrollados por Collaguazo y
Tenorio (2018); Gomez et al. (2017), donde el crecimiento exponencial de la

bacteria se observo entre las 24 y 72 horas de cultivo, siendo este ultimo en el
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gue se alcanz6 el maximo desplazamiento de halos coloniales. De igual forma,
Lama (2017) afirma la formacion de halos después de 72 horas de incubacion,
sosteniendo que, a mayor tiempo de incubacion, incrementa el diametro de halo

gue rodea a la colonia.

La cinética de crecimiento en la figura 4.3 es justificada por el ambiente de estrés
bajo el cual fueron sometidas las cepas de Bacillus, ya que, al reducir la
disponibilidad de nutrientes en su entorno de cultivo, estas tienen la necesidad
de consumir el hidrocarburo disponible como Unica fuente de carbono, lo cual
explica los picos de crecimiento para el tercer periodo de estudio (Corrales et al.,
2017).

4.2.2. ESTIMACION DEL PORCENTAJE DE BIODEGRADACION

La biodegradacion del hidrocarburo de petroleo (diésel) se determind mediante
la relacion entre el area estimada del halo de degradacion desarrollado por cada

cepay el area de la caja de Petri utilizada como medio de crecimiento para los

cultivos.
DEE-71 _
T-13 ‘
[=1
w
w
S T2 _
S
1+
F h
g T2
w
[1-]
o
S GA-52 ‘
0% 10% 20% 30% 40% 50% 60%

24 Horas M 48Horas M72Horas
Porcentaje de biodegradacion

Grafico 4.4. Porcentaje de biodegradacion de diésel por cada cepa con respecto al tiempo
La figura 4.4 (Anexo 5) precisa el potencial de biodegradacion de diésel

efectuado por las cinco cepas bacterianas con relacién al tiempo de estudio (24,

48 y 72 horas), las cuales fueron sometidas a experimentacion bajo condiciones
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controladas para determinar su capacidad degradadora y la efectividad de

aplicacion.

De las cepas de Bacillus sp utilizadas para el estudio, se determiné en la primera
etapa (24 horas), una respuesta favorable en cada uno de los tratamientos. La
cepa con mayor adaptabilidad al hidrocarburo resulté ser la GA-52 registrando
un valor de 24% de degradacion de diésel para este primer periodo; mientras
que los tratamientos con otras cepas mostraron porcentajes mas bajos T-29
(10%), T-21 (7%), T-13 (5%), DEE-71 (7%), respectivamente.

Se afirma que las bacterias aisladas procedentes de medios contaminados con
hidrocarburos (diésel) presentan mayor capacidad para degradar este tipo de
compuestos, lo cual sustenta la presente investigacion, ya que se someten a un
ambiente bajo estrés, que obliga a los microorganismos tolerantes a desarrollar
respuestas enzimaticas y fisiolégicas concretas para su degradacion (Martinez
et al., 2015; Alarcon et al., 2022).

Un indicador determinante es el desplazamiento que mostraron los Bacillus sp
sobre la caja de Petri, el mismo que coincide con el estudio de Pérez et al. (2020)
quienes mencionan que este tipo de expansion produce una reduccion de la
densidad del hidrocarburo afiadido en la superficie, lo cual indica la capacidad
de las cepas para degradar el compuesto y el consumo del carbono de éste como

fuente de energia para su crecimiento.

Los resultados estimados para el periodo de 48 horas indican el avance del
proceso de degradacion del diésel como fuente de carbono, definiendo un
incremento progresivo para las cinco cepas, donde se alcanzaron porcentajes
de biodegradacion con GA-52 (35%), seguido de T-13 (21%), T-21 (16%), DEE-
71 (16%) y la cepa T-19 (12%).

En la dltima fase experimental (72 horas), se evidenciaron valores que superaron
los de los tiempos (24 y 48 horas). La cepa con mayor potencial de
biodegradacion entre los 5 tratamientos fué GA-52 que destact6 con un valor de
52%, seguido por las cepas T-29 (43%), T-21 (39%), T-13 (36%) y DEE-71
(28%). Los porcentajes estimados comprobaron el aumento gradual de

capacidad degradadora efectuada por cada cepa bacteriana entre periodos, y
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demostré que, a mayor tiempo, el proceso de biodegradacion incrementa,

indicando asi la efectividad del proceso.

Los valores reportados se ajustan a los de Morales (2017), quien registro valores
que superaron el 50% de biodegradacion de diésel utilizando cepas bacterianas
aisladas y 79% empleando un consorcio. EI mismo autor menciona que el
potencial degradativo de este tipo de compuesto se incrementa cuando se trata
de cultivos mixtos, aunque en estos casos, ambos reflejaron alta capacidad
degradadora, lo cual se debe a la capacidad de algunos grupos de Bacillus sp
de producir biosurfactantes y degradar diferentes hidrocarburos, coincidiendo
con Chavez et al. (2016) quienes establecen reportes de este tipo de bacterias
capaces sintetizar biosurfactantes a partir de fuentes de carbono como derivados

de petrdleo.

Para que la aplicacion de un microorganismo en biodegradacion sea factible,
este debe tener una eficiencia de degradacion del sustrato de 30-40% en un
tiempo limitado (4 a 6 semanas) (Araujo, 2016); lo cual afirmé la viabilidad del
empleo de cepas bacterianas aisladas en su estudio con resultados de remocién
de 71,2% y 65,78%, suministrando diésel como Unica fuente de carbono y la
factibilidad de aplicacién de las cepas evaluadas mediante el presente estudio,
cuyo porcentaje maximo de degradacion se estimé para la cepa GA-52 en 72
horas (52%).

Como informacion adicional, Alava y Velasquez (2023) realizaron una evaluacion
de Bacillus sp. antarticos en la degradacion de polietileno PET, los resultados
obtenidos a los 45 dias demostraron una degradacion de este compuesto, donde
T-29 (1,3103%) presentdé mayor potencial de biodegradabilidad, siguiendo la
cepa DEE-71 (1,0415%), T-21 (0,8833%), GA-52 (0,7438%) y T-13 (0,1951%).

4.2.3. ANALISIS ESTADISTICO DE BIODEGRADABILIDAD

Los resultados de biodegradacion fueron sujetos al andlisis estadistico de

varianza (ANOVA) y prueba de Tukey en el software estadistico InfoStat.
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Tabla 4.1. Resumen del andlisis de varianza (ANOVA).

Variable N R*2 Aj cv
% biodegradacion 15 0,95 0,91 18,52
Factores Suma de Gr.ados de Med’ia. F calculada p-valor
Cuadrados Libertad Cuadrética
Modelo 0,29 6 0,05 25,56 0,0001
Bloque 0,21 4 0,11 57,49 <0,0001
Tratamiento 0,07 2 0,02 9,59 0,0038
Error 0,01 8 1,9E-03
Total 0,30 14

En la tabla 4.1 se observa que el modelo explica una porcién significativa de la
variabilidad de la variable (% biodegradacién), ya que el p-valor asociado es
menor a 0,05. Ademas, tanto los tratamientos como los bloques también explican
una porcion significativa de la variabilidad, ya que sus p-valores son menores a
0,05. Por otro lado, el error es pequefio en comparaciéon con las demas fuentes
de variacion. Los tratamientos (cepas) y los bloques son significativos para

explicar la variabilidad de la variable % biodegradacion.

La tabla resumen del analisis de varianza (ANOVA) muestra que el modelo en
Su conjunto es significativo, con un valor de F de 25,56 y un p-valor de 0,0001,
lo que considera que al menos uno de los factores (tratamiento o bloque) esta
influyendo en la biodegradacion del diésel. Ademas, la proporcion de la variacion
total explicada por el modelo es alta, con un R*2 de 0,95 y un Aj ajustado de
0,91, lo que sugiere que el modelo es capaz de explicar la mayoria de la variacién

observada en los datos.

En cuanto a los factores individuales, la tabla ANOVA muestra que tanto los
tratamientos como el bloque son significativos (p-valor de <0,0001 y 0,0038,
respectivamente), demostrando asi que hay diferencias significativas entre las
cepas en términos de su capacidad de biodegradacion, asi como diferencias
significativas entre los tres bloques de tiempo. Por lo tanto, al existir diferencia
estadistica, se rechaza la hipétesis nula y se acepta la hipétesis alternativa, ya

que (p-valor <0,05).
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La prueba de Tukey se utiliza para comparar todas las posibles combinaciones
de medias de grupos en un analisis de varianza (ANOVA) y determinar si hay
diferencias significativas entre ellas. Los resultados que se han proporcionado
indican que se ha realizado una prueba de Tukey con un nivel de significancia
(alfa) de 0,05 y un valor de distancia minima significativa (DNS) de 0, 12192 con
un error de 0,0019.

Tabla 4.2.2. Test: Tukey Alfa= 0,05 DNS=0, 12192- Error: 0,0019 gI: 8

Tratamiento

Medias n E.E

(cepas)

DEE-71 017 3 0,02 A
T-13 0,21 3 0,02 A
T-21 0,21 3 0,02 A
T-29 0,22 3 0,02 A

GA-52 0,37 3 0,02 B

En la tabla 4.2 se muestran las medias, el tamafio de la muestra y el error
estandar de las medias para cada tratamiento (cepas). Ademas, se muestran las
letras Ay B junto a las medias, lo que propone que hay diferencias significativas
entre las medias de los tratamientos. Los tratamientos con la misma letra no son
significativamente diferentes, mientras que aquellos con letras diferentes si lo

son.

La prueba de Tukey indica que las medias de biodegradacién en 24, 48 y 72
horas se pueden agrupar en dos grupos: uno que incluye los tratamientos DEE-
71, T-13, T-21y T-29 (A), y otro que incluye solo el tratamiento GA-52 (B). Por
lo que se demuestra que el tratamiento GA-52 tiene una capacidad
significativamente mayor de biodegradar el diésel en comparacion con las otras

cepas, al menos bajo las condiciones experimentales utilizadas en este estudio.

Estos resultados sugieren que hay diferencias significativas en la capacidad de
biodegradacion de las cepas utilizadas en este experimento, y que el tratamiento
GA-52 puede ser especialmente efectivo en la biodegradacion del diésel. Sin
embargo, es importante tener en cuenta las limitaciones del estudio y la
necesidad de replicar los resultados en condiciones experimentales similares o

diferentes.
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Algunos estudios previos han demostrado que existen diferencias significativas
en la capacidad de biodegradacion de diferentes cepas de bacterias. Por
ejemplo, un estudio realizado por Mohseni-Bandpi et al. (2010) encontré que una
cepa tenia una capacidad significativamente mayor de biodegradar
hidrocarburos de petréleo que otras cepas. Otro estudio realizado por Kafilzadeh
et al. (2016) esclareci6 que diferentes cepas de bacterias tenian diferentes tasas

de biodegradacion de petroleo crudo.

En general, los resultados de este estudio son consistentes con la literatura
previa y sugieren que es importante considerar tanto las diferencias entre las
cepas como los bloques de tiempo al analizar la biodegradacion del diésel. Sin
embargo, es importante tener en cuenta que los resultados pueden variar
dependiendo de las condiciones experimentales y las cepas utilizadas, y se
necesitan mas estudios para comprender completamente la biodegradacion del

diésel en diferentes contextos.

Tabla 4.3. Test: Tukey Alfa= 0,05 DNS=0, 07811- Error: 0,0019 gl: 8

Tempode  Medias EE

24 horas 0,11 5 0,02

48 horas 0,20 5 0,02 B
72 horas 0,39 5 0,02 C

La tabla 4.3 determina las medias, el tamafio de la muestra y el error estandar
de las medias para cada tratamiento (cepas) en cada tiempo de medicion (24
horas, 48 horas y 72 horas). Se evidencian las letras A, B y C junto a las medias,
lo que establece que hay diferencias significativas entre las medias de cada

tratamiento.

El andlisis de los resultados sugiere que existe una variacion significativa en la
tasa de biodegradacion del diésel entre las diferentes cepas. Esta variacion
puede ser atribuida a factores como la capacidad metabdlica de las cepas, la

concentracion de nutrientes, la temperatura y otros factores ambientales.

En un estudio previo realizado por Li et al. (2019), se evalud la capacidad de
biodegradacion de diferentes cepas de bacterias aisladas de suelos

contaminados con petroleo. Los resultados mostraron que algunas cepas tenian
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una tasa de biodegradacion significativamente mayor que otras, lo que sugiere
gue la seleccidn de cepas especificas puede mejorar la tasa de biodegradacion
del petréleo. Estos hallazgos son consistentes con los resultados del presente
estudio, que sugieren que la cepa GA-52 tiene una capacidad de biodegradacién

significativamente mayor que las otras cepas evaluadas.

En cuanto a la importancia de considerar los bloques de tiempo en el andlisis de
la biodegradacion del diésel, varios estudios también han demostrado que la
biodegradacion puede variar significativamente a lo largo del tiempo. Das et al.
(2013) evidenci6 que la biodegradacion aumenté significativamente después de
30 dias de incubacién. En cambio, Wang et al. (2016) evidencié que la
biodegradacion fue mas rapida durante los primeros 7 dias de incubacion, pero

luego disminuyd en las siguientes semanas.

Por otro lado, el hecho de que haya diferencias significativas en las medias de
los tratamientos en cada tiempo de medicion podria deberse a la limitacion de
las condiciones experimentales utilizadas. Esto tiene concordancia con los
hallazgos de un estudio realizado por Fu et al. (2019), en el que se encontré que
la tasa de biodegradacion del petroleo puede verse afectada por una variedad
de factores ambientales, como la concentracion de nutrientes, la temperatura y

la presencia de otras sustancias contaminantes.



CAPITULO V. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1.

5.2.

CONCLUSIONES

Las cepas aisladas de Bacillus sp procedentes de una expedicion
realizada en la Antartida en el aflo 2014, fueron reactivadas en caldo
nutriente bajo condiciones controladas, demostrando su Optimo
crecimiento y respuesta favorable al medio de adaptacion compuesto por
sales minerales y diésel comercial como unica fuente de carbono,
mediante la presencia de cepas puras verificadas con tincion de Gram. En
las curvas representativas de la cinética de crecimiento, se observaron
perfiles similares para cada tratamiento; los reportes de datos no
registraron fase de latencia, sin embargo, se precis6 la proximidad a la

fase estacionaria luego de 72 horas.

De los 3 periodos evaluados se determiné que el mejor tiempo de
respuesta fue a las 72 horas, destacando con mayor potencial de
biodegradacion las cepas GA-52 (52%), T-29 (43%) y T-21 (39%), las
cuales evidenciaron una mayor amplitud del halo bacteriano y
disminuyeron la densidad del hidrocarburo presente en cada uno de los
tratamientos, demostrando la eficiencia de las cepas aisladas para reducir
la concentracion de compuestos derivados del petréleo. Los resultados
demuestran la capacidad degradadora de las cinco cepas bacterianas
sobre el hidrocarburo, por lo cual se rechaza la hipétesis nula y se acepta
la hipétesis alternativa de que algunas de las cepas de Bacillus sp
aisladas de la Antartica demuestran la capacidad de degradar diésel hasta

en un 30%.

RECOMENDACIONES

Desarrollar trabajos de degradacion de diésel utilizando consorcios
microbianos procedentes de muestras de suelo con antecedentes de
contaminacion por compuestos hidrocarburados, con la finalidad de
establecer comparaciones entre el potencial de degradacién de cultivos

puros y mixtos.
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Realizar el registro de datos en intervalos cortos durante el proceso de
biodegradacion, que permita establecer una cinética de crecimiento

precisa y prolongar tiempos hasta el alcance de la fase estacionaria.

Aplicar meétodos de evaluacion distintos, considerando pruebas
enzimaticas, y la cuantificacion de la cantidad inicial de hidrocarburo y su
variacion a lo largo del tiempo, empleando diferentes concentraciones de

sustrato (diésel).

Utilizar un tratamiento control en el manejo experimental, a fin de
establecer comparaciones entre los tratamientos que contengan sustrato

(diésel) como fuente de carbono y otros cuya fuente sea diferente.

Dar continuidad al presente estudio, aplicando las cepas aisladas con
mayor potencial de biodegradacion en entornos contaminados con
hidrocarburos, a fin de conocer su potencial bajo parametros ambientales

no controlados.
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Anexo 1. Reactivacion de cepas de Bacillus sp. en caldo nutriente.

T-13 DEE-71
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Anexo 4. Crecimiento del halo bacteriano y colonias de Bacillus sp. con

respecto al tiempo (24, 28 y 72 horas).

GA-52




T-13
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Anexo 5. Registro del diametro de halos y porcentajes de biodegradacién

de diésel en funcion del tiempo de evaluacion (24, 28y 72 horas).

Registro (24 horas)
Area de caja de Petri (6361,72 mm?)
. .| Areahalo de
Tra(gr:;:g)t 0s Repeticiones fe;a(lfmie) cz ol:iaalczmd:!n) z ha;llc;::;onla deg(:raltrir‘aztiién Biodeg:‘/;dacién

GA-52 R1 49 5 54 1885,74 29,6%
T-29 R1 26 7 33 530,93 8,35%
T-21 R1 22 5,75 27,75 380,13 5,98%
T-13 R1 25,5 3 28,5 510,71 8,03%

DEE-71 R1 19 9 28 283,53 4,46%

GA-52 R2 37 5 42 1075,21 16,90%
T-29 R2 32 6 38 804,25 12,64%
T-21 R2 18 3,25 21,25 254,47 4,00%
T-13 R2 17,5 3,75 21,25 240,53 3,78%

DEE-71 R2 26 8,33 34,33 530,93 8,35%

GA-52 R3 46 5 51 1661,90 26,12%
T-29 R3 29 4 33 660,52 10,38%
T-21 R3 31 8,2 39,2 754,77 11,86%
T-13 R3 13 4,25 17,25 132,73 2,09%

DEE-71 R3 26 7 33 530,93 8,35%

Registro (48 horas)

GA-52 R1 52 5 57 2123,72 33,38%
T-29 R1 23 12 35 415,48 6,53%
T-21 R1 44 6,25 50,25 1520,53 23,90%
T-13 R1 42,5 45 47 1418,63 22,30%

DEE-71 R1 30 75 375 706,86 11,11%

GA-52 R2 56 7 63 2463,01 38,72%
T-29 R2 27,5 9 36,5 593,96 9,34%
T-21 R2 20,5 4,33 24,83 330,06 5,19%
T-13 R2 39,5 6,25 45,75 1225,42 19,26%

DEE-71 R2 41 11 52 1320,25 20,75%

GA-52 R3 51 6 57 2042,82 32,11%
T-29 R3 39,5 14 53,5 1225,42 19,26%
T-21 R3 38,5 25 63,5 1164,16 18,30%
T-13 R3 40,5 6,2 46,7 1288,25 20,25%

DEE-71 R3 375 75 45 1104,47 17,36%
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Registro (72 horas)

GA-52 R1 52,5 50 102,5 2164,75 34,03%
T-29 R1 62,5 23 85,5 3067,96 48,23%
T-21 R1 62,5 6,83 69,33 3067,96 48,23%
T-13 R1 55 12 67 2375,83 37,35%

DEE-71 R1 53,5 11,75 65,25 2248,01 35,34%

GA-52 R2 66 48 114 3421,19 53,78%
T-29 R2 52,5 14 66,5 2164,75 34,03%
T-21 R2 52,5 19 71,5 2164,75 34,03%
T-13 R2 52 14 66 2123,72 33,38%

DEE-71 R2 41 9 50 1320,25 20,75%

GA-52 R3 73,5 43 116,5 4242,92 66,69%
T-29 R3 61 29 90 292247 45,94%
T-21 R3 53 30 83 2206,18 34,68%
T-13 R3 55,5 12,5 68 2419,22 38,03%

DEE-71 R3 46,5 7 53,5 1698,23 26,69%




Anexo 6. Tratamiento (cepas) y porcentaje de biodegradacion de diésel por bloques (DISENO DBCA)

71

B1_24 HORAS B2_48 HORAS B3_72 HORAS
%] (%]
. Halo  © M3 Shalo o Halode . Halo 2 M9 Shalo o Halode . Halo 2 M8 Shalo & Halode .
Tratamientos de . P % de . L, % de . P %
de . colonia degradacion . - de . colonia degradacion . - de . colonia degradacion . g
(Cepas) colonia Biodegradacion colonia Biodegradacion colonia Biodegradacion
cepa (mm) y cepa (mm) cepa (mm) y cepa (mm) cepa (mm) y cepa (mm)
(mm) (mm) (mm)

GA-52 44 5 49 1540,95 24% 53 6 59 2209,85 35% 64 47 111 3276,29 52%
T-29 29 5,67 34,67 665,23 10% 30 11,67 41,67 744,95 12% 58,67 22 80,67  2718,39 43%
T-21 2367 573 29,4 463,12 7% 3433 11,86 46,19 1004,92 16% 56 18,61 7461 247963 39%
T-13 18,67 3,67 22,33 294,66 5% 4083 565 4648 1310,77 21% 5417 12,83 67 2306,26 36%

DEE-71 2367 811 31,78 448,46 7% 36,17 867 4483 1043,86 16% 47 925 56,25 175550 28%

Media (B1_24H) 682,48533 1% Media (B2_48H) 1262,87 20% Media (B3_72H) 2507,21 39%

B1_24H: Bloque 1 a las 24 horas; B2_48H: Bloque 2 a las 48 horas; B3_72H: Bloque 3 a las 72 horas
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Anexo 7. Andlisis de varianza y test de Tukey en el porcentaje de
biodegradacién de diésel

Andlisis de la varianza

Variable N R*2 A7 Cv
0,9
% Biodegradaciédn 15 5 0,91 18,52

Cuadro de analisis de la varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 0,29 6 0,05 25,56 0,0001
Bloques 0,21 2 0,11 57,49 <0, 0001
Tratamientos (cepas) 0,07 4 0,02 9,59 0,0038
Error 0,01 8 1,9E-03

Total 0,30 14

Test: Tukey Alfa= 0,05
DNS=0,12192

Error: 0,0019 gl: 8

Tratamiento (cepas) Medias n E.E
DEE-71 0,17 3 0,02 A
T-13 0,21 3 0,02 A
T-21 0,22 3 0,02 A
T-29 0,22 3 0,02 A
GA-52 0,37 3 0,02 B

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p >
0,05)

Test: Tukey Alfa= 0,05
DNS=0,07811

Error: 0,0019 gl: 8

Tratamiento (cepas) Medias n E.E
24 horas 0,11 5 0,02 A
48 horas 0,20 5 0,02 B
72 horas 0,39 5 0,02 C

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p >
0,05)
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Anexo 8. Proceso de reactivacion de bacterias

Anexo 9. Proceso de acondicionamiento de Bacillus sp. al medio de sales

minerales y diésel.
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Anexo 11. Proceso de medicion de halos bacterianos desarrollados por las

cepas en 24,48y 72 horas.
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