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Resumen

La presente investigacion presenta un estudio acerca de la determinaciéon de la capacidad
biodegradadora que tiene la bacteria Pseudomonas aeruginosa, sobre un sustrato conocido como
lo es el sedimento de rio. Para esto fueron considerados 4 puntos a lo largo del rio Chibunga
asentado sobre la microcuenca que lleva su mismo nombre. Se determing, mediante un mapa de
uso de suelo, los puntos mas sensibles a contaminacion e impacto ambiental generado sobre el
recurso hidrico, y se procedio a realizar un muestreo puntual en cada punto seleccionado.

Los sedimentos fueron llevados al laboratorio donde se determiné la concentracion de metales
pesados en las muestras sin tratamiento (suelos no inoculados). Los metales analizados fueron All,
Cu, Ba, Zn, Cd, Ni, Pb, Sr, Ti, y Zn. Se determin0 la capacidad de tolerancia a los metales pesados
por parte de la bacteria Pseudomonas aeruginosa y se realizaron ensayos de bioaumentacion en las
muestras tomadas. La bacteria Pseudomonas aeruginosa mostré una tolerancia hacia todos los
metales pesados en concentraciones de 2mM. Sin embargo, a mayores concentraciones (5 y 10
mM), la bacteria Unicamente tolerd la presencia de metales como el Al, Zn y Cu. La
bioaumentacion con la bacteria Pseudomonas aeruginosa en las cuatro muestras probadas, redujo
la concentracion de todos los metales pesados que fueron medidos, siendo el Al, Ti y Zn los que
disminuyeron hasta un 60% la concentracion inicial presente en los suelos muestreados.
Palabras clave: Biorremediacion; laboratorio; andlisis; muestreo; técnicas; crecimiento

bacteriano.

Abstract

This research determined the biodegradable capacity of the bacterium Pseudomonas aeruginosa,
on a substrate known as river sediment. For this, 4 points were considered along the Chibunga
river settled on the micro-basin that bears the same name. The most sensitive points of
contamination and environmental impact generated on the water resource were determined by
means of a land use map, and a point sampling was carried out at each selected point. After the
sampling, the sediments were taken to the laboratory where the concentration of heavy metals in
the samples without treatment (non-inoculated soils) was determined. The metals analyzed were
Al, Cu, Ba, Zn, Cd, Ni, Pb, Sr, Ti, and Zn.

The tolerance capacity to heavy metals by the bacteria Pseudomonas aeruginosa was determined

and bioaugmentation tests were carried out on the samples taken. Pseudomonas aeruginosa
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bacteria showed a tolerance to all heavy metals in concentrations of 2mM. However, at higher
concentrations (5 and 10 mM), the bacteria only tolerated the presence of metals such as Al, Zn
and Cu. Bioaugmentation with the Pseudomonas aeruginosa bacteria in the four samples tested,
reduced the concentration of all the heavy metals that were measured, with Al, Ti and Zn
decreasing the initial concentration present in the sampled soils by up to 60%.

Keywords: Bioremediation; laboratory; analysis; sampling; techniques; bacterial growth.

Resumo

A presente investigacdo apresenta um estudo sobre a determinacdo da capacidade de
biodegradacdo da bactéria Pseudomonas aeruginosa em um substrato conhecido, como o
sedimento de um rio. Para este fim, foram considerados 4 pontos ao longo do rio Chibunga,
localizado na microbacia com o mesmo nome. Um mapa de uso do solo foi usado para determinar
0s pontos mais sensiveis a contaminacao e ao impacto ambiental gerado sobre o recurso hidrico, e
uma amostragem pontual foi realizada em cada ponto selecionado.

Os sedimentos foram levados ao laboratério onde a concentragdo de metais pesados foi
determinada nas amostras ndo tratadas (solos ndo-inoculados). Os metais analisados foram Al, Cu,
Ba, Zn, Cd, Ni, Pb, Sr, Ti, e Zn. Foi determinada a capacidade de tolerancia das bactérias
Pseudomonas aeruginosa aos metais pesados e foram realizados ensaios de bioaugmentacao sobre
as amostras coletadas. As bactérias Pseudomonas aeruginosa mostraram tolerancia a todos os
metais pesados em concentragdes de 2mM. Entretanto, em concentragdes mais elevadas (5 e 10
mM), as bactérias toleraram apenas a presenca de metais como Al, Zn e Cu. A bioaugmentacéo
com bactérias Pseudomonas aeruginosa nas quatro amostras testadas reduziu a concentracao de
todos os metais pesados que foram medidos, sendo Al, Ti e Zn os que diminuiram até 60% a
concentragéo inicial presente nos solos amostrados.

Palavras-chave: Biorremediacdo; laboratorio; andlise; amostragem; técnicas; crescimento

bacteriano.
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Introduccién

Mediante el analisis de los lodos provenientes del Rio Chibunga se ha demostrado que existe una
alta presencia de metales, algunos de los cuales no presentan mayor riesgo a la salud humana y al
ecosistema. Sin embargo, los iones de metales pesados (como el cromo, cadmio, cobalto, cobre,
niquel y mercurio) tienen propiedades toxicolOgicas y posibles impactos en la salud humana y el
medio ambiente (Fu y Wang, 2011). La remocion de metales pesados sin tratamientos apropiados
posee un gran impacto en la salud publica debido a su persistencia, biomagnificaciéon y
acumulacion en la cadena alimenticia.

La remocion y detoxificacion de contaminantes que representan una amenaza para la salud publica,
principalmente en suelo, agua y sedimentos; puede llevarse a cabo mediante una técnica que
emplea el uso de microorganismos conocida como biorremediacion (Liu et al., 2018). La
biorremediacion de metales a través de microorganismos es una estrategia eficiente por su bajo
costo, alta eficiencia y su naturaleza eco-amigable (Wasi et al., 2011). Las interacciones metal-
microbiota son estudiadas con el objeto de implementar métodos de remocidn, recuperacién o
detoxificacion de metales pesados y radionuclidos (Wasi et al., 2011). EI proceso consiste en
lograr la transformacion biologica de los metales pesados que resultan toxicos, usando enzimas
microbianas dando como resultado compuestos poco solubles en agua o bien volatiles. EI género
Pseudomonas sp. es uno de los mas interesantes y usados debido a los diversos mecanismos de
remediacion que posee (Agnello et al., 2016).

El estudio tuvo como proposito aplicar la bacteria Pseudomonas aeruginosa, para evidenciar cual
fue la capacidad de estas para reducir las concentraciones de metales pesados presentes en los
sedimentos de los alrededores del Rio Chibunga, que son comunes y que se encuentran disueltos

por la utilizacion de fertilizantes, pesticidas y abonos quimicos.

Materiales y Métodos
Los materiales utilizados para el muestreo de los sedimentos en campo fueron:
1.- Pala manual.
2.- Fundas Ziploc de 5 Kg cada una.
3.- GPS Garmin.
4.- Cooler.

Para generacion de mapas de uso de suelo y puntos georreferenciados:
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1.- Software ArcGis.

Meétodos

Puntos de muestreo

Se identificaron los puntos méas sensibles al impacto generado por actividades: agricola,
agropecuario forestal, y agropecuario mixto y urbana, de donde se consideran los arrastres mas
grandes de estos compuestos al agua del rio Chibunga y sus alrededores.

Se considerd por ende cuatro puntos importantes para el muestreo por la importancia y ubicacion

de estos.

Frecuencia y secuencia temporal
Segun el objetivo de la investigacion se realiz6 un muestreo puntual en cada punto, considerando

que fuese la misma estacion del afio y en la misma fecha.

Toma de muestras

Se tomaron 10 Kg de sedimentos por punto de muestreo, mismos que fueron almacenados

En bolsas de plastico sellada de boca ancho, minimizando la perdida de humedad y las posibles
manipulaciones las cuales puedan contaminar a la muestra antes de llegar al laboratorio para su
analisis (Mejia, 2010).

Determinacion del UFC de las muestras obtenidas del rio Chibunga

Se realizaron 4 diluciones seriadas con agua de peptona desde la 10-1 hasta 10-8, en donde en 4
Erlenmeyer de 250ml se coloc6 90 ml de agua de peptona dilucién 10-1 y se adiciond 10g de cada
una de las muestras, luego se coloco en tubos 9 ml de agua de peptona y se adiciono 1 ml de la
solucidn anterior asi sucesivamente hasta obtener la dilucion 10-8.

Se prepararon 32 cajas de agar nutritivo en donde se sembraron por extension en superficie las
diluciones anteriores y se dej6 a 35°C durante 24 horas y se conto las UFC (Unidades Formadoras

de Colonias).
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Identificacion de Pseudomonas aeruginosa

Se partié de una cepa de Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, obtenida en el laboratorio de
Analisis Bioguimico de la ESPOCH, misma que fue identificada bioquimicamente para su
respectiva comprobacion.

La identificacion de la cepa se realiz6 a partir de la serie bioquimica (triple aztcar hierro agar, agar

kligler, manitol, citrato, SIM, Urea y pruebas adicionales como catalasa y oxidasa.

Determinacion del nivel de tolerancia de Pseudomonas aeruginosa frente a metales pesados
Se utilizaron 7 Erlenmeyer de 250 ml con 50 ml de caldo nutritivo y cada uno con una solucion de
Na, Zn, Al, Ti, Cd, Cu, y Pb en una concentracién de 0.1mg/100ml, para el blanco se utilizé solo
el metal sin la bacteria y otro sin metal y sin bacteria. Las muestras se inocularon por triplicado y
se incubaron a 35°C durante 24 horas y se determind el crecimiento por turbidez con la escala
Macfarland.

Bajo condiciones controladas se seleccionaron las cepas capaces de crecer en caldo nutritivo con
metales. Estas fueron trasladadas posteriormente a un medio minimo para determinar la capacidad
de crecimiento y resistencia a metales pesados.

Se seleccionaron 3 tipos de formulaciones “Tabla 17,

Una vez identificada la formulacion de crecimiento éptimo para la bacteria, se procedié a sembrar
la misma por el método de difusion en placas. Se colocé el metal en diferentes concentraciones:
2,5, 5y 10 mM, utilizando como control placas sin metal y se procedié a sembrar la bacteria por

extension en superficie y se determind la presencia o ausencia de colonias.

Tabla 1: Formulaciones.

FORMULACIONES

FORMULACION 1 FORMULACION 2 FORMULACION 3
COMPUESTO | MASA (g) COMPUESTO | MASA (g) COMPUESTO | MASA (g)
K2HPO4 0,165 K2HPO4 0,03 Glucosa 0,60
KH2PO4 0,018 NHA4CI 0,06 NH4S04 0.3
MgSO4 7H20 | 0,042 Na2SO4 0,12 MgSO4 7H20 | 0,12

KCI 0,03 KNO3 0,12 K2HPO4 0.12
Fx”acm de | 50078 MgS04 7H20 | 0,012 FeSO4 7H20 | 0,0006
evadura

Agar 0,9 TSB 0,60 Agar 0,9

- - Agar 0,9 - -

Fuente: (Paredes-Paliz et al., 2021)
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————————————————————————————————————
Determinacion del indice de saturacion de los sedimentos

A 170g de lodos aproximadamente se colocé en un tubo con agujeros y en un cristalizador y se

adiciono 20ml de agua durante 24 horas, donde después se midié con una probeta la cantidad de

agua restante. Este método sirvid para poder colocar la cantidad de mililitros de bacterias en

dilucion a distintas concentraciones.

Bioaumentacidon de sedimentos con Pseudomonas aeruginosa

Se utilizaron Erlenmeyer de 250ml con 50ml de caldo nutritivo, enriquecido con glucosa, en donde
se inoculd las bacterias con mayor cantidad de crecimiento de los metales y se dejo incubar en
condiciones especiales de 35°C durante 24 horas, se compard la turbidez con el estandar 0.5 Mc
Farland, luego se realizaron diluciones seriadas 10-1 hasta 10-8 en agua de peptona y se sembraron
por extension en superficie de todas las diluciones y se dejé incubar durante 24horas a 35°C, y se
contaron las UFC hasta que se puedan contar las colonias.

Las diluciones que mostraron un mayor crecimiento en masa de la bacteria fueron seleccionadas
para la inoculacién de los sedimentos, usando diferentes concentraciones de acuerdo con el indice
de saturacion de cada muestra anteriormente obtenido.

Los sedimentos inoculados fueron colocados en gavetas durante 30 dias a temperatura ambiente,

repitiéndose la inoculacion bacteriana cada dia hasta el fin del experimento.

Determinacion de la cantidad de metales pesados en los lodos después de aplicar la bacteria
Se aplicé el método de determinacion por espectrometro de absorcién atbmica, el mismo que se
aplico al inicio del andlisis para determinar la cantidad de metales obtenidos después de aplicar el
tratamiento.
El cual consiste en:

e Digestidn de las muestras
Se trasfiere 500g de los lodos secos en un Erlenmeyer, luego se agregé 3 ml de agua destilada, y
7,5 ml de &cido clorhidrico y 2,5 ml de &cido nitrico concentrado bajo una Sorbona.
Luego se cubrid con un vidrio reloj durante 12horas, se calento bajo reflujo durante 2 horas, luego

se enjuago con 30ml de agua y recogido en un Erlenmeyer.
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Se filtrd el extracto en un filtro antiacido en un vaso de precipitacion de 50 ml el mismo que debe

estar claro.
Se enjuago el vaso de precipitacion con el extracto con 10 ml de &cido nitrico 2M a 50°C, se
refresco y se diluyo con acido nitrico 2 M.

e Andlisis de las muestras
Se coloc6 la muestra previamente procesada fue colocada en Erlenmeyer de 50 ml y enrasada con
agua destilada, se toma 1.5 ml y se agrega 1 ml de HCI al 18 % y 1 ml de Na BH4, el mismo que
se coloca en una balén de dos bocas al cual se va a conectar el equipo de espectrometria de

absorcion atomica para la determinacion de los metales presentes en los suelos.

Resultados y discusion

Seleccidn de los puntos de muestreo

Después de verificar los mapas de usos de suelo en la ciudad de Riobamba y sus alrededores,
comprobamos una gran incidencia de actividad agricola, agropecuario mixto, y agropecuario
forestal, en las cercanias al rio Chibunga, siendo estas las que mas contribuyen con una carga
contaminante al cuerpo hidrico. “Fig. 1.

Por tal motivo en relacion con la afectacion y vulnerabilidad de la zona riberefia del rio, hemos
seleccionado 4 puntos relevantes a lo largo del mismo, estos se encuentran a una distancia de 4 km

de separacion, “Fig. 2”.

Figura 1: Mapa de uso de suelo, Subcuenca del Rio Chibunga (2019)

USO DEL SUELO DE LA SUBCUENCA DEL RIO CHIBUNGA

Fuente: (Paredes-Paliz et al., 2021)
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Figura 2: Mapa de ubicacién de los puntos de muestreo de sedimentos. (2019)

UBICACION DE LOS PUNTOS DE MUESTREO DE SEDIMENTOS

Fuente: (Paredes-Paliz et al., 2021)

Concentracion de metales en el suelo

La concentracién de metales pesados esta muy extendida en el medio ambiente; se derivan de dos
grandes fuentes: natural y antropogénica. La contaminacion ambiental antropogénica es la méas
extendida y perjudicial debido a su solubilidad y biodisponibilidad y estd ocasionada por
actividades relacionadas con la mineria, agricultura, exceso de fertilizantes y mala depuracién de
aguas y desechos contaminados con metales pesados. La Tabla 1 muestra la concentracion de
metales pesados presentes en las 4 muestras de suelo tomadas de los alrededores del Rio Chibunga,
Provincia de Chimborazo.

El elemento que presentd una mayor concentracion mg/Kg es el aluminio (Al), con un promedio
para todas las muestras de 12183 mg/Kg. La toxicidad por Al es considerada uno de los factores
mas limitantes para el crecimiento de plantas. De hecho, en casi todos los ecosistemas que
presentan suelos acidos, por ejemplo, las plantas lefiosas no presentan signos de estrés por
respuesta a la toxicidad por Al, pero los microorganismos del suelo y los nutrientes mediados por
bacterias y hongos pueden verse afectados por la toxicidad de este metal Jha et al (2020); reporto
que la adicion de Al suprimio la respiracion del suelo, la nitrificacion y la captacion microbiana
de NH4 en suelos de pino. Por lo tanto, la diversidad de microorganismos resistentes a Al juega
un papel clave en procesos de recuperacion de suelos contaminados.

La toxicidad por Al es mas importante que la toxicidad relacionada con el pH en cuanto a

crecimiento de plantas en general, por lo que el empleo de microorganismos para reducir las
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e ——————————————————————————————
concentraciones de este metal es una estrategia adecuada para tratar este tipo de suelos (Riaz et al.,

2018).

El segundo elemento con mayor concentracion en las muestras evaluadas fue el Titanio (Ti), con

valores en promedio de 566.1 mg/Kg en todas las muestras de suelo. Metales como EI Cd y el Pb

mostraron los valores mas bajos, con concentraciones de <0.25 y <0.10 respectivamente “Tabla

27,

Tabla 2: Concentracion de metales presentes en suelo antes del tratamiento.

Al Cu Ba Cd Ni Pb Sr Ti Zn
Muestras | mg/Kg mg/Kg mg/Kg mg/Kg mg/Kg mg/Kg mg/Kg mg/Kg mg/Kg
1 12020.00 | 25.94 84.95 <0.25 14.59 <0.10 77.25 694.00 | 56.60
2 10755.00 | 23.85 74.80 <0.25 16.03 <0.10 67.20 607.00 | 57.40
3 13120.00 | 27.61 103.50 | <0.25 18.15 <0.10 70.00 314.80 | 108.20
4 1284.00 | 21.36 96.70 <0.25 13.90 <0.10 79.00 648.50 | <0.50

Fuente: (Paredes-Péliz et al., 2021)

Nanoparticulas de Titanio tienen el potencial para ser utilizados en productos fitosanitarios y asi
mejorar su efectividad para descomponer compuestos persistentes de manera mas rapida. Sin
embargo, la aplicacion sistemaética y no controlada de tales productos aumentaria dramaticamente
la entrada de Titanio en los suelos, sobre todo los usados para la agricultura (Shang et al., 2019).
Estudios realizados por varios investigadores aseveran que los suelos tienen un fondo geogénico
de TiO2 en promedio de 0.5%, lo que sugiere una cierta adaptacion evolutiva de los
microorganismos del suelo al Ti. Sin embargo, EI TiO2 en su forma nanoescala podria afectar a
los microorganismos del suelo de manera diferente al Ti natural, afectando potencialmente el
funcionamiento de los ecosistemas en varios niveles troficos (Kah et al., 2018; Moll et al., 2017).
El exceso de Ti incluso podria cubrir la raiz o la superficie de las particulas del suelo e inhibir el
crecimiento y funcionamiento de algunos microrganismos o perjudicar la colonizacion de la raiz
por microorganismos beneficiosos como hongos micorricicos o bacterias fijadoras de nitrégeno
(Gardea-Torresdey et al., 2014). “Tabla 2”.

Saturacion de agua en las muestras de suelo
La saturacion de un suelo depende de forma directa de su textura y estructura, siendo los suelos

arenosos los que muestran un drenaje mas rapido en comparacion con suelos mas compactos o
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arcillosos. La humedad de los suelos disminuye considerablemente en procesos de drenaje, es decir
cuando el agua es movida después de lluvias o riegos considerables (Zotarelli et al., 2013).

Una baja cantidad de agua en el suelo puede producir un punto de marchitamiento permanente del
suelo que provoca una disminucion de la capacidad de campo. En estos casos, las plantas pierden
la capacidad de absorber agua por sus raices llevandolas a su marchitamiento y eventual muerte
(Karup etal., 2017; Kim et al., 2017).

Es por esta razon que se considera un suelo sano a aquel que no ha perdido su capacidad de retener
niveles apropiados de agua, y que ademas permite que los compuestos organicos e inorganicos
estén biodisponibles para que sean tomados por las plantas, acelerando y facilitando los procesos
de biorremediacién (Shang y Li, 2019; Mclintosh et al., 2017).

En nuestro estudio, calculamos el indice de saturacion de las 4 muestras tomadas de sedimentos
del Rio Chibunga. Los resultados presentados en la Tabla 3 nos indican que la muestra de suelo 2,
presentd el menos volumen de saturacion, en opuesto con la muestra 1 que presenté el indice méas
alto. Esto nos sugiere que una de las zonas estudiadas es mas propensa a la pérdida de agua, lo que
disminuye la capacidad de absorcion del suelo y la capacidad de este para mantener materia
organica en condiciones, que es indispensable para que el suelo sea apto para la agricultura. “Tabla
37

Tabla 3: indice de saturacion de las muestras del Rio Chibunga.

MUESTRA | MASA(g) | VOLUMEN DE
SATURACION (mL)

1 176,82 16
2 167,79 8

3 170,19 11
4 173,78 12

Fuente: (Paredes-Pdliz et al., 2021)

Caracterizacion bioquimica de Pseudomonas aeruginosa

Los ensayos realizados para la identificacion de la especie Pseudomonas aeruginosa dieron
resultados positivos para 8 de las 9 pruebas bioquimicas efectuadas, confirmando los criterios de
identificaciébn usados para este tipo de bacteria “Tabla 4”. Dentro del grupo de las
Gammaproteobacterias, sabemos que Escherichia coli es capaz de metabolizar la glucosa y otros
azucares por tres vias de la glucolisis: via Embden—Meyerhof (EMP), via pentosa fosfato (PPP) y
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Entner-Doudoroff (EDP); sin embargo, P. aeruginosa tiene una via de oxidacion de la glucosa
altamente activa que limita la fosforilzacion directa de la glucosa en condiciones de crecimiento
aerobico (Palleroni, 2010; Paz-Zarza et al., 2019). Ademas, esta bacteria tiene también la
capacidad de generar una serie de proteasas, inmonuglobulinas, péptidos antibacterianos, proteinas
surfactantes, elastasas etc. En nuestro estudio, la prueba de proteasa dio una reaccion positiva,
reforzando las caracteristicas mencionadas. Al ser parte del grupo de bacterias no fermentadoras,
tiene la incapacidad de fermentar lactosa “Tabla 2”, siendo capaz de utilizar fuentes de nitrogeno
y carbono como el amoniaco y el acetato, obteniendo asi la energia de la oxidacion de azlcares
(Botelho et al., 2019; Freschi et al., 2019). “Tabla 4”.

Medios de cultivo usados para el crecimiento de Pseudomonas aeruginosa:

A diferencia de otras especies del género Pseudomonas, la bacteria usada en este trabajo:
Pseudomonas aeruginosa puede desarrollarse de manera eficaz tanto en agua como en suelo con
requerimientos nutricionales minimos e incluso en ecosistemas hostiles, donde las concentraciones
de metales pesados pueden llegar a puntos altos de saturacion. Este es uno de los principales
motivos por los cuales esta cepa bacteriana es una de las mas utilizadas en procesos de
biorremediacion que pretenden reducir la cantidad de metales a valores aceptados por las

regulaciones zonales de cada pais.

Tabla 4: Pruebas bioquimicas para la confirmacion de especie Pseudomonas aeruginosa.

PRUEBA CRITERIO DE ACEPTACION | RESULTADO
TSI Amarillo +
Kliger Rojo +
Manitol - Vv
Urea - Vv
Citrato Azul +
SIM | Indol Anillo Rojo

Movilidad | Turbidez +
Catalasa Reaccion +
Oxidasa Reaccion +
Proteasa Reaccion +
Lactasa Reaccion -

+: Positivo -: Negativo V: Variante
Fuente: (Paredes-Péliz et al., 2021)
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En este estudio se evaluaron tres medios de cultivo para el crecimiento de P. aeruginosa: un medio
minimo y dos medios enriquecidos con glucosa y una concentracion minima de Agar Tripticasa
Soya (TSA) respectivamente “Tabla 5”.

El medio Agar Soya Triptona (TSA) es un medio enriquecido general utilizado para multiples
propésitos, incluido el recuento de placas, mantenimiento de cultivos de reserva, y el aislamiento
de microorganismos de una variedad de muestras y procedencias y como base para medios que
contengan sangre (Ishii et al., 2015; Kang et al., 2017). Es usado también para una gran variedad
de estudios no clinicos y es eficiente para el cultivo de bacterias menos exigentes como
Enterobacterias, Enterococcus, Pseudomonas, Bacillus, Staphylococccus, y otros
microorganismos con requerimientos similares de crecimiento (Zhurbenko et al., 2006).

En nuestro ensayo quisimos aportar a la formulacion 2, los requerimientos minimos para el

crecimiento de P. aeruginosa y que nos aport6 eficazmente el medio TSA. “Tabla 5”.

Tabla 5: Composicion de medios de cultivo para la siembra de Pseudomonas aeruginosa.

FORMULACIONES

FORMULACION 1 FORMULACION 2 FORMULACION 3
COMPUESTO MASA (9) COMPUESTO | MASA (9) COMPUESTO | MASA (9)
KzHPO,4 0,165 KoHPO4 0,03 Glucosa 0,60
KH2PO4 0,018 NHA4CI 0,06 NH4SO4 0,3
MgSO4 7H.0 0,042 Na2SO4 0,12 MgSO4 7TH20 0,12

KCI 0,03 KNO:3 0,12 KoHPO,4 0,12
Extracto de levadura 0,0078 MgSO. 7H,0 0,012 FeSO4 7H,0 0,0006
Agar 0,9 TSA 0,60 Agar 0,9

- - Agar 0,9 - -

Fuente: (Paredes-Paliz et al., 2021)

Nuestros resultados muestran el crecimiento de la bacteria en las 3 formulaciones, sin embargo, el
crecimiento fue mucho mayor en la formulacién 2 y 3 debido a la presencia de nutrientes como la
glucosa “Tabla 6”.

La formulacion 1, que contaba con los requerimientos nutricionales minimos, es de gran ayuda
para ensayos de biorremediacion, especialmente si se le adiciona al mismo cantidades crecientes
de metales pesados o hidrocarburos, ya que obliga a la bacteria a tomar de los mismos, los
compuestos necesarios para su crecimiento y metabolismo. Al ver que la bacteria pudo ser capaz

de crecer en este medio minimo, se tomd este medio como medio base para futuros ensayos de
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tolerancia y resistencia a metales pesados, siempre y cuando la bacteria haya alcanzado una

poblacion importante en un medio mas enriquecido. “Tabla 6”.

Tabla 6: Crecimiento de Pseudomonas aeruginosa en las diferentes formulaciones
FORMULACION 1 FORMULACION 2 | FORMULACION 3
RESULTADO + +++ ++
DETALLE Nutrientes minimos Nutrientes TSB Nutrientes a base de glucosa
+ Poco crecimiento
++ Crecimiento moderado
+++ Crecimiento abundante
Fuente: (Paredes-Péliz et al., 2021)

Tolerancia de Pseudomonas aeruginosa frente a metales pesados

La tolerancia se refiere a la capacidad de los microorganismos para sobrevivir y crecer de manera
Optima bajo condiciones de estrés por metales pesados, sin que esto influya en su funcionamiento
normal reproductivo, fisiolégico y bioquimico (Abdu et al., 2017). Esta caracteristica de los
microorganismos implica diferentes y variados mecanismos como son: formacién de complejos
metéalicos insolubles, volatilizacion y remocion de estos de suelo y unién del metal a la pared
celular o proteinas bacterianas. Otros mecanismos incluyen la regulacion de la toma del metal del
suelo y la transformacion de este a formas menos tdxicas (Chu, 2018; Riaz et al., 2020).

En nuestra investigacion, después de haber comprobado la eficiencia de las formulaciones para el
crecimiento de P. aeruginosa, procedimos a probar el crecimiento de la bacteria en diferentes
concentraciones de metales: 2 mM, 5 mM y 10mM.

La bacteria cultivada en concentraciones ascendentes de metales en la formulacion 1, present6 un
crecimiento bajo pero constante en todos los metales ensayados (Na, Zn, Al, Ti, Cd, Cuy Pb) yen
las tres concentraciones probadas. Sin embargo, para el Al y Ti, la bacteria Gnicamente fue capaz

de resistir la minima concentracién ensayada: 2mM “Tabla 7”.

Tabla 7: Crecimiento bacteriano en la formulacion 1 con diferentes metales

Na Zn Al Ti Cd Cu Pb
2mM + + + + + + +
5mM + + - - + + +
10mM + + - - + + +

Ningln crecimiento
+ Poco crecimiento
++  Crecimiento moderado
+++ Crecimiento abundante
Fuente: (Paredes-Péliz et al., 2021)
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En cuanto a la formulacion 2, pese a que la resistencia bacteriana se evidencié para todos los
metales, el metal frente al cual la bacteria mostré una mayor resistencia fue el Zn, cuyo valor en
la muestra 3 del suelo sin tratar fue el mas alto (89.5 mg/Kg), sugiriéndonos que la cepa podria ser

empleada para un proceso de bioaumentacion eficaz “Tabla 8.

Tabla 8: Crecimiento bacteriano en la formulacion 2 con diferentes metales

Na Zn Al Ti Cd Cu Pb
2Mm ++ ++ ++ ++ + ++ ++
5Mm - ++ + + - - - T+
10Mm - ++ - - - - - - - - --

Ningun crecimiento
+  Poco crecimiento
++ Crecimiento moderado
+++ Crecimiento abundante
Fuente: (Paredes-Paliz et al., 2021)
Los resultados de la bacteria cultivada en la formulacion 3 nos indican que la cepa mostro
resistencia para todos los metales ensayados, sobre todo para las tres concentraciones de Al y Cu
probadas.
A diferencia de la formulacién 2, en donde la resistencia al Cu estuvo presente s6lo en la minima
concentracion, la resistencia de P. aeruginosa mostro una resistencia alta en las 3 concentraciones
de Cu, sugiriéndonos que la bacteria también podria ser util para disminuir la cantidad de este

metal en el suelo “Tabla 9”.

Tabla 9: Crecimiento bacteriano en la formulacién 3 con diferentes metales

Na Zn Al Ti Cd Cu Pb
2Mm ++ ++ + ++ + ++ ++
5 Mm + - + - - + --
10Mm - - - + - - - - + - -

Ningln crecimiento
+ Poco crecimiento
++  Crecimiento moderado
+++ Crecimiento abundante
Fuente: (Paredes-Paliz et al., 2021)

Estos datos coinciden con estudios realizados (Paredes-Paliz et al., 2016a) en donde la mayoria de
los aislados bacterianos de la rizosfera de Spartina maritima fueron resistentes a concentraciones

intermedias de Cu, Zny Pb.
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Inoculacion bacteriana en muestras de suelo

La poblacion microbiana del suelo esta bajo una gran presion debido a la contaminacién por una
variedad de sustancias toxicas como pesticidas, metales pesados y contaminantes organicos. Los
microrganismos del suelo utilizan algunos metales pesados como donantes o aceptores de
electrones durante su metabolismo sin que éstos manifiesten signos de toxicidad; ademas, como
vimos en resultados anteriores, exhiben diferente tolerancia frente a los metales pesados. La
biomasa bacteriana presente en el suelo juega un papel indirecto pero muy importante en la
fitorremediacion de metales pesados ya que actlan directamente en la rizésfera de las plantas y
ayuda a que los metales se presenten en su forma soluble que los vuelve de facil disposicion para
la absorcidn de la planta (Paredes-Paliz et al., 2017; Abdu et al., 2017).

Los microbios del suelo han ideado varios mecanismos para mitigar y combatir el efecto de la
toxicidad de los metales pesados para su metabolismo y supervivencia (Zhang et al., 2016). Estan
equipados con genes que les permiten acumular metales pesados mas alla de ciertos limites y
también tienen la capacidad de modificar o transformar metales pesados a formas menos toxicas,
sobreviviendo y llevando a cabo sus actividades normales en medios altamente contaminados.
Estas ventajas han sido aprovechadas por investigadores, quienes han estudiado varios genes en
organismos utiles en el campo de la Biorremediacion (Paredes-Paliz et al., 2016b; Lebrazi y Fikri-
Benbrahim, 2018; Nadeem et al., 2020).

Nuestros resultados muestran las concentraciones de metales en cada una de las muestras al
finalizar el tiempo de tratamiento con la inoculacion bacteriana. Metales como el Cd y el Pb no
fueron considerados debido a que su concentracion inicial fue de <0.25 y <010 respectivamente,

un valor muy por debajo de los limites de intervencion “Tabla 10”.

Tabla 10: Concentracion de metales antes y después de la inoculacion con P. aeruginosa

Al Cu Ba Cd Ni Pb Sr Ti Zn
Muestras mg/Kg mg/Kg | mg/Kg | mg/Kg | mg/Kg | mg/Kg | mg/Kg | mg/Kg | mg/Kg

A | 12,020.00 | 25.94 | 84.95 | <0.25 | 1459 | <10 77.25 | 694.00 | 56.60
1 D | 6010.00 18.15 | 62.03 | <0.25 | 10,54 | <10 57.15 | 329.00 | 26.60

A | 10,755.00 | 23.85 | 74.80 | <0.25 | 16.03 | <10 67.20 | 607.00 | 57.40
2 D | 5654.00 16.69 | 52.08 | <0.25 |12.00 | <10 47.20 | 306.00 | 27.25

A | 13,120.00 | 27.61 | 103.50 | <0.25 | 18.15 | <10 70.00 | 314.80 | 108.20
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3 D |6700.00 |19.33 |8450 |<0.25 |1515 | <10 50.50 | 14.80 | 89.50
A | 12,840.00 | 21.36 | 96.70 | <0.25 | 13.90 | <10 79.00 | 648.50 | <0.50
4 D | 630000 |1495 |73.20 |<0.25 |98 <10 59.03 | 328.00 | <10

A: Antes de la inoculacién bacteriana

D: Después de la inoculacién bacteriana
Fuente: (Paredes-Paliz et al., 2021)

La tabla 10 nos indica las concentraciones iniciales (suelos sin inoculacion bacteriana) y finales
(suelos con la bacteria P. aeruginosa) de los metales enviados para analisis.

En cuanto al Al “Fig. 37, todas las muestras de suelo presentan una reduccion significativa (60%
aproximadamente), siendo este elemento el que tuvo concentraciones iniciales por sobre los 10000
mg/Kg. Se conoce, por varios estudios, que la presencia de aluminio puede causar la inhibicién
total del crecimiento bacteriano, debido a su union con el ADN, las membranas y la pared celular.
Sin embargo, P. aeruginosa, que es un tipo comdn de bacteria que puede aislarse facilmente de
suelos, sedimentos y cuerpos de agua contaminados, se caracteriza por su capacidad de realizar
biosorcion y bioacumulacién de aluminio dentro de sus celdas, lo que explicaria de alguna medida
la alta capacidad de adaptacion de la bacteria y la disminucion del metal después del tratamiento
(Klein et al., 2009; Tsakiridis, 2012; Kurniawan et al., 2018).

Figura 3: Concentraciones de Aluminio antes y después de la inoculacion con P. aeruginosa

Aluminio

14000
12000
10000
000
6000
- I I

o

Musstra 1 Muestra 2 Muestra 3 Musstra 4

m nicial mg/Kg 12020 10755 13120 12840

W Final mg/Kg E010 5654 E700 E300

Fuente: Paredes-Paliz et al, 2021

El segundo elemento que presentd concentraciones mas altas en los suelos fue el Ti. Este tuvo una
disminucion de mas del 50% en las muestras 1, 2 y 4, mientras que la muestra 3 tuvo una
disminucion de 21 veces su concentracion inicial, indicandonos la gran capacidad de la bacteria a
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tolerar este metal. “Fig. 4”. El TiO2 es usado cominmente como alternativas a la esterilizacion

convencional, desinfectando zonas, especialmente hospitalarias, gracias a las propiedades
fotocataliticas de este metal. Sin embargo, el uso generalizado y descontrolado de antibioticos ha
causado, en gran medida, la aparicion de cepas resistentes a este elemento (Cheng et al., 2009;
Liou et al., 2012).

Figura 4: Concentraciones de Titanio antes y después de la inoculacion con P. aeruginosa

Titanio
800
X0
&0
500
&0
300
20
120
0
Muestra i Muestra 2 fuestra 3 Muestra 4
o Inicsal mg/Xg N 607 3148
® Final mgXg 329 306 14.8 323

Fuente: (Paredes-Paliz et al., 2021)

En cuanto al Cu no tuvo una mayor reduccion de su concentracion en las 4 muestras de suelo
probadas, manteniéndose los valores casi iguales a los iniciales. Cabe recalcar que las
concentraciones de Cu en el suelo inicial no fueron altas y tampoco sobrepasaron los limites
permitidos por la legislacion local, por lo que no se consideraron a los suelos como contaminados

por este metal “Fig. 5.

Figura 5: Concentraciones de Cobre antes y después de la inoculacién con P. aeruginosa

Cobre

= |mcial mg/Ka 75,594 231,85 I7,k1 71,36

& Final mgAg 18,15 16.69 19.33 1895

Fuente: (Paredes-Pdliz et al., 2021)
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Para que un suelo sea considerado como contaminado por Zinc, este elemento debe sobrepasar
valores por encima de los 1000 mg/Kg. Nuestros resultados indican que este metal no supero los
limites permisibles, por lo que consideramos a todas las zonas muestreadas como suelos sin
contaminacion por Zinc. Pese a esto, nuestros datos sefialan una reduccion de este metal en
aproximadamente un 50% en las muestras 1 y 2, y de un 25% en la muestra 3. La muestra 4
presento valores significativos para este metal antes y después de la inoculacién con P. aeruginosa
“Fig. 6”.

Figura 6: Concentraciones de Cobre antes y después de la inoculacién con P. aeruginosa

Zinc

40
) . l
0
Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3 Muestra 4

W Inicial mg/Kg 56,6 57,4 108,2 0
W Final mg/Kg 26,6 27,25 83,5 0

Fuente: (Paredes-Paliz et al., 2021)

Conclusiones

El presente estudio ha demostrado la capacidad degradadora de la bacteria Pseudomonas
aeruginosa para la degradacion de metales pesados presentes en sedimentos del Rio Chibunga. La
determinacion de las propiedades fisico-quimicas de los suelos, asi como la concentracion de
metales pesados, fue determinante para comparar las muestras antes y despues de la inoculacion
bacteriana. La bioaumentacion de las diferentes muestras de sedimentos por parte de la bacteria P.
aeruginosa redujo la concentracion (mg/Kg) de todos los metales pesados estudiados en un
promedio de 20-40% con una reduccidén mayor en concentraciones de metales como el Aluminio
y Titanio (>50%). Pese a que en este trabajo proporciond resultados positivos mediante el uso de
una cepa bacteriana comercial, el eventual uso de una cepa nativa aislada de los sedimentos

contaminados seria una mejor alternativa a la hora de disefiar metodologias de biorremediacion
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que resulten mas efectivas. Este trabajo ha sentado la linea base para fututos estudios en la zona
donde se pueda realizar ensayos de bioaumentacién con el uso de consorcios bacterianos (cepa
comercial y cepas nativas), esto debido a que es el primer estudio de este tipo que se realiza en las

inmediaciones del Rio Chibunga, provincia de Chimborazo.
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