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( rResumen

En el presente trabajo se caracterizaron las colonias
bacterianas extremdfilas de la laguna Tobar Donoso en
la comuna Pifidn de la provincia de Imbabura, para ello
se desarrollf el aislamiento de cepas bacterianas en el
medio de crecimiento Plate Count Agar (PCA) mediante
la técnica de vertido en placa y los cultivos fueron
incubados a 10, 20 y 37 grados centigrados (°C) durante
120, 48 y 24 horas respectivamente, evidenciando el
crecimiento de 19 colonias contables representativas,
mismas que fueron sometidas a una caracterizacién
macroscopica y aplicadas la técnica de tincién Gram
para establecer una clasificacién mas especifica.
Estas colonias fueron purificadas en el mismo medio
de cultivo e inoculadas por estriado y posterior a ello
fueron sometidas a pruebas bioquimicas y enzimaticas;
en base al comportamiento demostrado por cada cepa
bacteriana se selecciond a 5 con un perfil caracteristico
del género Pseudomonas y fueron evaluadas en presion
selectiva en un medio minimo Bushnell Haas con
diversas concentraciones de hidrocarburos cuyo
crecimiento fue evaluado por medio de densidad dptica
a 600 nm. Los resultados arrojaron un porcentaje
mayoritario de crecimiento a 10 y 20°C por lo que se
determina la existencia de microorganismos psicréfilos
en la laguna Tobar Donoso con un elevado potencial
enzimatico; ademads se demostr6é mayor resistencia al
benceno en una concentraciéon de 2% por parte de las
colonias de 10°C, en tanto que, en diésel al 1% la cepa
mas tolerable corresponde a un aislamiento de 37°C.
Los microorganismos psicréfilos de la laguna Tobar
Donoso presentaron una elevada capacidad enzimdtica
y una resistencia no significativa a hidrocarburos; sin

embargo, es importante continuar realizando estudios
de microorganismos extremofilos en Ecuador.

Palabras clave: Microbiologia, Bioprospeccion, Psicrofilos,
Presidn selectiva, Hidrocarburos.
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The aim of the current research was to characterize
the extremophilic bacterial colonies of Tobar Donoso
lagoon, located in Pifidn rural community, Imbabura
province. For this, it was necessary to isolate the
bacterial strains in the Plate Count Agar (PCA) growth
medium using the pour-plate technique; the cultures
were incubated at 10, 20 and 37 degrees Celsius (°C)
during 120, 48 and 24 hours respectively; thus, it was
possible to evidence the growth of 19 representative
colonies, which were exposed to macroscopic
characterization. On the other hand, it was necessary
to apply the Gram staining technique to establish
a more specific classification. These colonies were
purified in the same culture medium and inoculated
by streaking, then they were exposed to biochemical
and enzymatic tests. Based on the behavior reflected
by each bacterial strain, 5 strains with a genus
Pseudomonas characteristic profile were selected
and evaluated under selective pressure in a Bushnell
Haas minimum medium at different concentrations of
hydrocarbons, whose growth was evaluated by means
of optical density at 600 nm. The results revealed
a higher growth percentage at 10 and 20°C, this
allowed determining the existence of psychrophilic
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microorganisms in the Tobar Donoso lagoon with a high
enzymatic potential. In addition, a greater resistance
to benzene at a concentration of 2% was demonstrated
by the 10°C colonies, while for diesel at 1%, the most
tolerable strain corresponds to an isolation of 37°C. The
psychrophilic microorganisms of the Tobar Donoso
lagoon reflected a high enzymatic capacity and a
non-significant resistance to hydrocarbons; however,
it is important to conduct permanent studies on
extremophilic microorganisms in Ecuador.

Keywords: Microbiology, Bioprospection, Psychrophiles,
Selective pressure, Hydrocarbons.

(1. INTRODUCCION )

Estudios revelan la predominancia de ambientes
frios en la bidsfera ocupando alrededor del 85% de
la misma, dentro de los cuales se destacan zonas
polares, océanos y cuerpos hidricos de alta montafia
que constituyen un hdabitat éptimo para bacterias,
algas y hongos psicréfilos. Estos microorganismos
en la actualidad constituyen un foco central de
investigacién debido al desarrollo de mecanismos
biolégicos de supervivencia que se traducen como un
elevado potencial biotecnolégico especialmente por la
produccién enzimatica 6ptima a bajas temperaturas
captando asi el interés de la industria farmacéutica,
petrolera, alimentaria, entre otras. La capacidad de
los psicréfilos y psicrotolerantes para sobrevivir y
desarrollarse en ambientes frios que oscilan entre
0-15°C responde a una serie de adaptaciones como el
incremento en la despolarizacién de sus membranas y
por ende, la disminucién del transporte de nutrientes
por medio de ellas, la reduccién de los procesos de
reproduccion celular por la minimizacién de los niveles
de traduccidn y principalmente logran sobrevivir por
la modificacién del plegamiento proteico que impide la
desnaturalizacién de proteinas (1).

La investigacion de psicréfilos adquiere mayor
importancia debido a los constantes hallazgos tales
como la capacidad de reduccién de metales pesados,
especificamente Hierro (III) y Manganeso (IV) por una
bacteria psicroéfila de géneros Shewanella putrefaciens
aisladas en la Antartida, en dicho trabajo se manifiesta
la eficiencia de transformacién de hierro férrico a
hierro ferroso yla tranferencia de electrones de Mn (IV)
convirtiéndolo en Mn(II) (2). Por otro lado, la industria
alimentaria fija su atencién en el microorganismo
Polaromonas vacuolata procedente del océano Antértico
cuya temperatura ptima de desarrollo es 4°C, debido a
la necesidad de enzimas capaces de realizar funciones
cataliticas a temperaturas muy bajas en funciones de
procesamiento de alimentos (3).

Ecuador es un pais con una amplia gama de lagunas de
alta montafia que se caracterizan por la existencia de
fluctuaciones de temperatura a lo largo del afio, por lo
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que también se presentan cambios en las condiciones
nutricionales; sin embargo, existe la problematica de
que estos ecosistemas son muy poco estudiados a nivel
microbiolédgico, a pesar de tener un importante aporte
a nivel biotecnoldgico con un enfoque especial en el
ambito de la bioprospeccidn; tal es el caso de la Laguna
Tobar Donoso de la comuna de Pifidn en la provincia
de Imbabura, por lo que se considera un repositorio
natural de material biolégico por explorar y con una
aplicacién importante en el campo de la biotecnologia.
Por otro lado, la actividad petrolera en el pais se
desarrolla a gran escala y, por tanto, los problemas de
contaminacién del agua subterranea son cada vez mds
frecuentes, parasuremediacién se empleansurfactanes
quimicos que alteran la composicién natural del agua;
por ello, el uso de biosurfactantes es méas favorable por
las caracteristicas de biodegradabilidad que presentan
y por la efectividad que demuestran al actuar en
ambientes extremos.

(2. MATERIALES Y METODOS )

El estudio se realiz6 en la Laguna Tobar Donoso de
la provincia de Imbabura a 3242 m de altura y forma
parte de la Reserva Ecoldgica Cotacachi Cayapas,
la poblacién de estudio corresponde a las colonias
bacterianas presentes en las muestras de agua
procedentes del cuerpo lacustre. Esta investigacion es
de tipo exploratoria-explicativo debido a que pretende
indagar sobre un tema poco estudiado en el Ecuador, se
considera explicativo ya que analiza las caracteristicas
principales de las colonias bacterianas de dicho
cuerpo hidrico y se detalla el comportamiento de estos
microorganismos ante la exposicién a hidrocarburos;
por otro lado, se desarrollé un disefio experimental
puro aplicado alas muestras de agua de la Laguna Tobar
Donoso en el cual se identifica variables independientes
(temperatura y composicion del medio de cultivo)
evaluando la respuesta en variables dependientes
(supervivencia a bajos niveles de temperatura y
resistencia a hidrocarburos contenidos en el medio
de cultivo). La metodologia de investigacién se llevé a
cabo en 6 etapas.

Andlisis fisico-quimico

La recoleccién de muestras se realizé en base a las
consideraciones e indicaciones estipuladas en la
Norma Técnica Ecuatoriana 2176, para la presente
investigacién se tomaron muestras puntuales de
tipo manual recogidas en la superficie, para tal fin se
seleccionaros tres puntos de muestreo por duplicado
cuya toma se efectuara en recipientes ambar evitando
interferencias causadas por la exposicion a la luz (4).
Inicialmente se realizd un andlisis in situ determinando
los parametros de temperatura, pH y conductividad
medidos en la Laguna Tobar Donoso en los tres puntos
de muestreo mediante un multiparametro digital EZ-
9908 que arroja los valores de forma automatica y
mediante equipos como el colorimetro, turbidimetro
o procesos de titulacién se establecieron en el
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laboratorio los pardmetros de color, turbiedad, dureza
y alcalinidad.

Andlisis microbiolégico

El analisis de la diversidad microbioldgica se realizé
empleando el medio de cultivo Agar Plate Count (PCA),
puesto que constituye un medio altamente enriquecido
favorable para el crecimiento de bacterias aerobias
de aguas naturales (5). Posterior a ello, se inocul6
por triplicado a partir de un juego de diluciones
de 10-1 hasta 10-4 garantizando la consecucién de
un numero contable de colonias; la siembra fue
codificada considerando el punto de muestreo,
temperatura de incubacién y tipo de siembra, es asi
que las placas inoculadas de PCA fueron incubadas a
tres temperaturas diferentes, 10°C, 20°C y 37°C, estas
ultimas se revisaron a las 24 horas, las de 20°C se
realiz6 el conteo a las 48 horas, mientras que la de 10°C
se incubaron durante 5 dias.

Caracterizacion fenotipica

Se llevé a cabo la caracterizacién macroscépica de
forma inicial observando aspectos como forma, borde,
color, superficie, elevacién y consistencia de las cepas
bacterianas mads representativas. La caracterizacién
microscopica se efectué mediante la tincién Gram;
sin embargo, los tiempos convencionales del proceso
fueron duplicados ya que los microorganismos
extremofilos presentan modificaciones en la
membrana que impide la coloracién Gram en un corto
tiempo (6).

Aislamiento y purificacién

Para la purificacién y aislamiento se realiz6 una
seleccion de colonias bacterianas bajo criterios
representativos como el color, borde y consistencia,
el aislamiento de las cepas seleccionadas se desarroll6
en el medio de cultivo PCA sobre el cual se inocularon
las colonias mediante la técnica de estriado y las
cepas se incubaron a 10, 20 y 37°C durante 5, 2 y 1 dia
respectivamente.

Caracterizacién bioquimica

Se efectué los test de pruebas bioquimicas y
enzimaticas, para lo cual se utiliz6 las tiras de papel
reactivo compuesta de dicloruro de N,N-dimetil-1,4-
fenilendiamonio 0,1umol;1-naftol 1,0 umol para la
prueba de oxidasa; para evaluar la presencia de catalasa
se fij6 una colonia en la placa porta objetos y se afiadié
una gota de peréxido de hidrégeno al 30%. El test de
ureasa se llevé a cabo inoculando las cepas en el agar
Urea Christensen, asi mismo, fueron sembradas en el
medio de cultivo SIM para revelar la produccién de
sulfuro, indol y la presencia de flagelos que permiten
su movilizacién; se evalué ademds la fermentacién de
glucosa y lactosa al inocular las colonias bacterianas
en medio de cultivo TSI (Triple Sugar Iron) y en Agar
Citrato Simmons para verificar la produccién de citrato
(7). Adicionalmente, se evalu6 la capacidad enzimatica
de las cepas a través de la inoculacién en superficie
por picadura en Agar almidén observando la hidrolisis
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de almiddn, asi también, la hidrélisis de lipidos se
comprobd mediante el medio PCA suplementado con
mantequilla 1% V/V y la hidrélisis de caseina se analiza
en medio de cultivo PCA con un suplemento de leche
al 10% V/V.

Resistencia a hidrocarburos

De acuerdo a Acosta et al. (8) uno de los géneros con
mayor resistencia a hidrocarburos es Pseudomonas,
por lo que se procede a analizar los resultados de
las pruebas bioquimicas y se selecciona a aquellas
que cumplen con las caracteristicas del género de
interés como viables para aplicar presién selectiva
a hidrocarburos, una vez identificadas las cepas se
realiz una activacién de las colonias mediante la
inoculacién en caldo Luria Bertani ya que representa
un medio de crecimiento éptimo para la mayoria
de microorganismos dejandolas en incubacién a
30°C durante 48 horas aproximadamente realizando
agitaciones manuales de 5 minutos cada 6 horas; el
objetivo es alcanzar la densidad dptica de 0.5 a una
longitud de onda de 600nm (9); finalmente, para
determinar la resistencia a hidrocarburos se procedié
a preparar el caldo del medio minimo Bushnell Haas
suplementado con benceno y diésel por separado
a concentraciones de 0.5, 1 y 2% v/v, se sembr6 las
colonias bacterianas desarrolladas en el caldo Luria
Bertani con densidad 6ptima de 0.5 con el asa de
cultivo y se trasladé a los tubos de ensayo con medio
BH suplementado con hidrocarburo incubdndose a
30°C durante 48 horas con controles y reporte de la
densidad 6ptica en 1, 12, 24 y 48 horas.

(3. RESULTADOS Y DISCUSION )

Andlisis fisico-quimico

Tabla 1: Resultados del andlisis in-situ

Pariametro Resultado

12.3°C
7.12
3.2 uSiems/cm

Temperatura
PH

Conductividad Eléctrica

Sélidos disueltos 19 ppm
Fuente: Autores, 2023
Tabla 2: Resultados del andlisis ex-situ
Parametro Resultado
Color 25 UPtCo
Turbiedad 1.18 NTU
Sélidos en suspensién 2 mg/L
Alcalinidad 30mg/L
Dureza 24mg/L
DBO 3.4 mg/L

Fuente: Autores, 2023

Las muestras de agua de la laguna Tobar Donoso
presentan una temperatura media de 12.3°C, dato
similar al resultado de Chiguano (10), dicho valor
registrado permite categorizar a este cuerpo lacustre
como una laguna de alta montafia, puesto que Jiménez
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(2) menciona un rango de 0-24°C como la temperatura
media de este tipo de lagunas asociado con una
elevacion entre 3115 a 3779 msnm y la laguna Tobar
Donoso se encuentra a 3242 msnm reafirmando la
pertenencia a este grupo de sistemas lacustres.

El valor de pH es de 7.12 muy préximo a la neutralidad,
lo que puede deberse a la inexistencia de factores
antrépicos que puedan contribuir a la alcalinidad
o acidez por la dificultad de acceso que supone la
ubicacién de la laguna Tobar Donoso, siendo la tnica
via de ingreso una de tercer orden de tierra, asi lo
menciona Chiza (11); ademads la carencia de agentes
contaminantes y perturbadores introducidos por
accién humana justifican que dichas aguas presenten
valores minimos de turbiedad y una coloracién casi
transparente.

La conductividad eléctrica es baja en las muestras de
agua debido a la carencia de iones disueltos, valor que
encaja con los resultados de dureza y alcalinidad que
también se encuentra en un nivel bajo, de acuerdo a
Solis-Castro et al. (12) estos tres pardmetros guardan
estrecha relacién manteniendo un coeficiente de
correlacién muy préximo a 1.

Grafico 1: Cantidad de colonias por punto de muestreo.
Fuente: Autores, 2023

Después de haberse realizado la inoculacién e
incubacién respectiva se contabiliz6 un total de
243 colonias bacterianas, de las cuales el 38.7%
corresponden a laincubacién de las muestras del punto
1 que en comparacién con los otros puntos presenta
mayor facilidad de contacto con el cuerpo lacustre, asi
también se observa mayor presencia y diversidad de
flora nativa; el punto 2 otorgé una cantidad de 82 cepas
que corresponden al 33.7% y finalmente, el punto 3 que
se encuentra rodeado de paja inicamente presenta un
crecimiento de 67 colonias que equivale al 27.6%.

Urbierta (13) describe que el nivel de radiacién y
accesibilidad alrededor del cuerpo hidrico son factores
que determinan la variabilidad microbioldgica en
numero y especie; tal formulacién coincide con los
resultados arrojados en esta experimentacion ya que
el punto 1 es mas accesible y recibe menos incidencia
de la radiacién ya que se encuentra cobijado por
vegetacion arbdrea; en tanto que el punto 3 recibe la
radiacion solar de forma directa.
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Grafico 2: Cantidad de colonias segiin la temperatura de
incubacion.

Fuente: Autores, 2023

Una vez que las placas inoculadas se incubaron, se
obtuvo el crecimiento bacteriano a tiempos diferentes
para cada una de las temperaturas de incubacidn, de
modo que las placas de 37°C mostraron las primeras
colonias a partir de 8 horas, las de 20°C tomaron 48
horas para mostrar el desarrollo y las de 10°C tardaron
5 dias. A esta dltima temperatura se demuestra un
crecimiento del 32.51% del total de cepas crecidas; a
20°C se evidencia el mayor desarrollo bacteriano que
representa al 57.61% y para la mayor temperatura la
proliferaciéon de bacterias fue muy baja y equivale
Unicamente al 9.87%.

Los resultados coinciden con la aseveracién de
Romero et al. (14), que indica que los microorganismos
se desarrollan en mayor proporcioén en temperaturas
optimos de crecimiento, al ser expuestos a los
extremos del rango tolerable o alejarse fuera de
ellos produce una disminucién en el metabolismo
del microorganismo reduciendo sus capacidades de
proliferacion; las bacterias aisladas en la presente
investigacidon son categorizadas como psicréfilos por
el elevado porcentaje de crecimiento que demuestran
a la temperatura de incubacién de 10 y 20°C, ya que
segun Oliart-Ros et al. (15) los psicroéfilos tienen como
temperatura optima 10-15°C hacia abajo y su rango
tolerable se extiende hasta 25°C; en el caso de la
laguna Tobar Donoso la temperatura reportada es de
12.3°C, por lo tanto, caus6 un nivel minimo de estrés
al ser aisladas a 10°C; sin embargo, el crecimiento es
notorio ya que no se aleja en exceso de la temperatura
ambiente. Por otro lado, al ser expuestas a 37°C su
metabolismo impide el desarrollo mostrando muy
poca tolerancia a tal nivel de calor.

Caracterizacion macroscépica

De las 243 colonias bacterianas contabilizadas se
procede al aislamiento y purificacién de 19 de ellas,
seleccionadas por ser las mds representativas en
color, forma y demads caracteristicas macroscdpicas,
el resto se descartan porque de acuerdo a los
resultados arrojados en la caracterizaciéon fenotipica
son consideradas cepas iguales a las elegidas. De las
colonias aisladas se evidencia una predominancia al
presentar pigmentacién diferente: blanca, amarillo,
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tomate, crema, rosa y anaranjado, esta caracteristica se
refleja en el 78.94% de las cepas; solamente 4 de ellas
carecen de pigmentacién lo que corresponde al 21.06%.
Este rasgo responde a un mecanismo de protecciéon
que presenta la microbiota de sistemas altoandinos,
asi lo afirma Shivprasad et al. (16), quien argumenta
que el proceso adaptativo de los microorganismos
de alta montafa a la incidencia UV es el desarrollo
de pigmentos enddgenos, melaninas y carotenoides.
Ademas, las cepas sin pigmentaciéon son aisladas del
punto 1 donde existe proteccion de la radiacién por la
vegetacion arbérea.

Con relacién a la superficie de las cepas bacterianas
caracterizadas, la mayoria de ellas representadas por
el 78.94% son lisas y el 21.06% que corresponde a 4
cepas son rugosas. Esta predominancia se atribuye a
la presencia de lipopolisacdridos en la capa externa de
la membrana, los cuales tienen un elevado contenido
de d4cidos grasos insaturados y de cadena corta, que
son los responsables de atrapar los iones divalentes
positivos propios de climas frios y también son un
mecanismo de defensa que impide el contacto directo
con los cristales de hielo de su medio extracelular (17).

La mayoria de los aislamientos caracterizados tienen
una forma irregular, lo que corresponde al 63.15%;
en tanto que, el 34.84% restante reporta una forma
circular. Ademads, se refleja una variedad en cuanto
a elevaciéon y borde asi; 7 cepas son elevadas lo que
equivale al 36.84%, el mismo porcentaje corresponde
a una elevacién convexa y las 5 faltantes son
categorizadas como planas lo que respecta un 26.31%.
La caracteristica de borde irregular se observa con
mayor frecuencia y se presenta en el 42.11%, seguido
del 31.58% que muestra un borde entero, 2 cepas
presentan borde filamentoso, esta cantidad equivale
al 10.53% y finalmente, 1 cepa (5.26%) tiene un borde
lobulado.

Las caracteristicas dpticas reportadas de las cepas
se aproximan a la mediacién ya que el 52.63% son
traslicidas y el 47.37% restante son colonias opacas.
Por ultimo, la consistencia presentada con mayor
frecuencia es la cremosa que corresponde al 73.68%,
3 (15.79%) cepas son suaves y el faltante 10.53% son
colonias con una consistencia dura.

Caracterizacién microscopica

Una vez realizada la caracterizacién microscépica se
observaron células redondas y otras alargadas con
apariencia similar a mini varillas y con una coloracién
especifica que permite clasificarlas como Gram
negativas y Gram positivas; es asi que, se determina
una presencia mayoritaria de bacterias Gram positivas
pues de los 19 aislamientos, 14 corresponde a esta
categoria lo que representa un porcentaje del 73.68%;
por otro lado, mostrando una coloracién rosada se
establece la existencia de 5 cepas bacterianas Gram
negativas, lo que se traduce como el 26.32%. Estos
resultados coinciden con los reportados por Gonzélez
et al. (18), quien menciona la prevalecencia de Gram
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positivas en su estudio del lago cratérico volcanico
Cuicocha ubicado también en la provincia de Imbabura
cuya altura es 3072 msnm y su temperatura oscila entre
8-16°C; caracteristicas muy similares a las de la laguna
Tobar Donoso.

Por otro lado, 10 (52.63%) de las colonias aisladas en
la observacién bajo microscopio mostraron forma
alargada, por lo que se deduce su pertenencia a la
morfologia bacilos; mientras que el 47.37% de cepas
restantes se visualizan como pequefias esferas lo que
corresponde a la morfologia cocos.

Pruebas bioquimicas

Posterior a la aplicacién de las pruebas bioquimicas
a las 19 cepas aisladas y purificadas se obtiene como
resultado que el 73.68% de las colonias son positivas
para oxidasa denotando una coloracién azul violeta en
las tirillas de reaccién; en cuanto a la produccién de
catalasa el porcentaje que se reporta como positivo tras
la observacién de burbujeo inmediato corresponde al
89.47%. En los dos casos se puede apreciar una minoria
que muestran un resultado negativo.

Los resultados tras la inoculacién en medio de cultivo
SIM denotan la presencia de flagelos en 13 (68.42%)
cepas, los cuales les permiten demostrar movilidad
mediante la aparicién de una nube en torno a la linea
de siembra; por otro lado, la producciéon de indol es
negativa para la mayoria de las cepas y se connota
unicamente en el 21.05% que corresponde a 4 colonias.
Asi también, la produccidén de sulfuro es casi nula y se
evidencia solo en 4 cepas bacterianas.

Cuando los aislamientos fueron inoculados en agar
TSI, se observa que el 42.10% alcanzan un cambio de
coloracién del medio en la parte superior del pico de
flauta siendo determinadas como positivas para la
fermentacion de lactosa; en tanto que, la fermentacion
de glucosa con el viraje de color en la parte inferior se
demostré en menos proporcién ya que Unicamente se
presenta en el 31.57% de las colonias y la producciéon
de gas glucosa apenas se evidencia en dos cepas que
corresponden al 10.53%.

En la produccién de la enzima ureasa se presenta
nulidad absoluta ya que ninguna de las cepas aisladas
demuestra cambio de coloracién y finalmente, en
los cultivos en Citrato Simmons se visualiza un viraje
de verde a azul Unicamente en tres colonias, lo que
respecta al 15.79% de positivas para esta prueba.

Pruebas enzimdticas

Después de realizar las pruebas enzimaticas a las
19 cepas bacterianas aisladas, se determina que el
63.16% son bacterias capaces de producir la enzima
lipasa y por ende degradar los lipidos; el 78.94%
que corresponde a 15 colonias producen amilasa y
el 68.42% han dado como resultado positivo para la
produccién de la enzima caseinasa; de forma general
se comprueba la produccién enzimdtica en la mayoria
de las cepas aisladas. Estos datos corroboran lo
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manifestado por D’Amico et al. (1), quien pone de manifiesto la comparacién de la gran produccién de enzimas
por microorganismos psicréfilos en contraste con la proporcién en la que se desarrollan estas proteinas en
microbiota meséfila. Asi también indica que las enzimas psicréfilas poseen mayor eficiencia catalitica para
procesos ejecutados a bajas temperaturas, mismos que resultan minimamente efectivos al trabajar con enzimas
aisladas de ambientes mesdfilos o termdfilos.

De forma general, las cepas aisladas presentan una elevada capacidad enzimdtica especialmente en la hidrdlisis
del almiddn, por lo que se destaca la posibilidad del uso de estas bacterias en la industria alimenticia y ganadera,
ya que su funcién permite el aprovechamiento de los nutrientes en mayor proporcién. Las cepas con capacidad
lipolitica pudieran ser de especial interés para la industria petrolera y automotriz del pais (19).

Cepas bacterianas seleccionadas

Tabla 3: Cepas bacterianas seleccionadas para aplicar presion selectiva

SIM TSI Enzimaiticas
< < , g .
[ 7] \
& & < = 3 3
= 1= 4 »n (%]
CEPA < 2 3} S S 2 @ 2
- ) a =} < = =4 o 44 @ 4
4 S 5 - g = Z 3 g 3 2 5
i L S w
= = = S = = = o = = z 8 2, | 22
| £ |8 | 2| 5 | 8| & |2 |5|E|&8|z8]|:¢
) 3] = g 7 = = ) =) ) T & A T »
Ab + + + - - - - - - + + +
Af + + + - - - - - - - + + +
Bd + + + + - - + - - - + + +
Bf + + + - + - - + - + + + +
Cb + + + - - = - - - - + + +

Fuente: Autores, 2023

Después de realizar un andlisis de los resultados de las pruebas bioquimicas y enzimaticas, se determina 5 cepas
que cumplen con las caracteristicas para encajar dentro del género Pseudomonas y, por ende, son viables para
la aplicacién de presion selectiva con hidrocarburos a fin de evaluar su resistencia; las colonias seleccionadas
demuestran la gran capacidad enzimatica en la prueba lipolitica, proteolitica y amilolitica, razén por la cual
Calderdén y Aguilar (20) afirman que estas son capaces de sobrevivir en ambientes extremos con compuestos
organicos e inorganicos contaminantes presentando escasa sensibilidad ante ellos.

Densidad dptica alcanzada en caldo Luria Bertani
Tabla 4: Densidad dptica de las cepas bacterianas en Luria Bertani a 48h

CEPA DENSIDAD GPTICA (600nm)
Ab 0.436
Af 0.445
Bd 0.473
Bf 0.460
cb 0.480

Fuente: Autores, 2023

La inoculacién de bacterias en caldo Luria Bertani permite la activacion de las cepas seleccionadas, alcanzando
un punto éptimo que sirve como partida para posteriores ensayos de crecimiento celular en otros medios de
cultivo, asi lo indica Corona (21) y Di Martino (22) menciona que la densidad éptica ideal a una longitud de onda
de 600 nm para microorganismos extremofilos corresponde a 0.5, con un margen de error de + 0.05; es asi que
en la experimentacién se obtienen los valores de absorbancia reflejados en la Tabla 4. después de 48 horas de
incubacidn; sin embargo las dos primeras cepas con nomenclatura Ab y Af estan por debajo del margen de error
estipulado en la bibliografia porque son cultivos procedentes de aislamientos de 10°C, y la incubacién en caldo
Luria Bertani se la realizé a 30°C; en tanto que, el resto de cepas seleccionadas proceden de incubaciones de 20 y
37°Clo que se traduce en mayor adaptabilidad a la nueva temperatura y por lo tanto, mayor crecimiento reflejado
como un nivel superior de absorbancia.

Las mediciones se han realizado a 600 nm ya que Hernandez y Acebo (23) manifiesta que bajo experimentacién
se ha demostrado que a dicha longitud de onda el nivel de absorbancia de las células es insignificante asegurando
asi que los valores reportados sean inicamente de la dispersién de la luz por accién de la muestra como tal lo que
permite establecer de forma segura la correlacion entre la densidad 6ptica con la concentraciéon de células.
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Tabla 5: Absorbancia de las cepas en Bushnell Haas con diferentes concentraciones de diesel.

CONCENTRACION DE DIESEL
CEPA 0.5 % v/v 1%v/v 2% v[v
60 720 1440 2880 60 720 1440 2880 60 720 1440 2880
Ab 0.001 0.015 0.056 0.068 0 0.059 0.106 0.114 0 0.039 0.036 0.043
Af 0 0.017 0.029 0.038 0.001 0.054 0.070 0.085 0.001 0.023 0.031 0.035
Bd 0 0.015 0.031 0.063 0 0.049 0.071 0.096 0 0.026 0.031 0.042
Bf 0 0.007 0.024 0.086 0.001 0.083 0.139 0.150 0 0.049 0.06 0.078
Ch 0.001 0.048 0.055 0.124 0.001 0.091 0.147 0.201 0 0.053 0.082 0.121

Fuente: Autores, 2023

Grafico 3: Curvas de crecimiento de cepas bacterianas en
caldo suplementado con 0.5% v/v de diesel.

Fuente: Autores, 2023

Grafico 4: Curvas de crecimiento de cepas bacterianas en
caldo suplementado con 1% v/v de diesel.

Fuente: Autores, 2023

Grafico 5: Curvas de crecimiento de cepas bacterianas en
caldo suplementado con 2% v/v de diesel.

Fuente: Autores, 2023
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La resistencia a diesel se evalué a partir de un medio
minimo compuesto Unicamente por sales, obligando
de esta manera a las cepas bacterianas al consumo
de dicho hidrocarburo como tnica fuente de carbono
para su supervivencia; los monitoreos realizados a 1,
12, 24 y 48 horas de incubacién arrojan resultados de
absorbancia inferiores a los de las obtenidas como
punto de partida en el caldo Luria Bertani cuyo valor
oscila entre 0.436 y 0.480; en tanto que, en los ensayos
con diésel el mayor valor de absorbancia se refleja a
las 48 horas de incubacién de la cepa bacteriana Cb en
el medio con una concentracién 1% v/v. Estos datos
son coincidentes con los mencionados por Corona (21)
quien reportd los resultados de resistencia bacteriana
a gasolina cuyos datos de absorbancia también son
inferiores a los del medio sin concentracién alguna
del contaminante; indica también que los valores
se atribuyen a la necesidad de una pre-adaptacién
de supervivencia en el contaminante mediante una
inoculacién en el medio acostumbrado suplementado
con hidrocarburo.

En la tabla 5 se evidencia que la densidad dptica
alcanzada a las 48 horas es mayor para todas las
cepas en el medio con concentracién de diésel 1%v/v;
seguido de los resultados en la concentracién de 0.5%
v/v, y finalmente, en todas las colonias bacterianas la
absorbancia es menor para la concentracién 2% v/v.
Los resultados se justificarian basados en la teoria
del punto 6ptimo de desarrollo, en la que se estipula
que los microorganismos presentan un crecimiento
idéneo con la cantidad exacta de nutrientes, por el
contrario, cuando este es escaso se presenta una
proliferacién mas lenta y cuando existe un exceso de
nutriente provoca una sobresaturacioén del medio para
el microorganismo resultando téxico, asi lo indica
Meritxell (24). Lo manifestado permite determinar que
la concentracién 1% v/v es la mejor asimilada por las 5
cepas bacterianas, la de 0.5% v/v es insuficiente pero
tolerable para las bacterias; mientras que la de 2% v/v
se estima como tdxico y no asimilable por las colonias
ya que los valores de densidad 6ptica a 48 horas son
muy bajos.

Tras el analisis de los graficos 3, 4 y 5 se establece que
la cepa Cb es la que muestra los valores mas altos de
absorbancia para todas las concentraciones de diésel;
en tanto que, Af es la de los resultados mds bajos para
las tres composiciones del medio. Esto se debe a la
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influencia que ejerce la temperatura en la degradacién de hidrocarburos siendo un factor determinante de la
composicién y poblacién microbiana, es asi que entre 30-40°C incrementa al maximo la velocidad metabdlica de
las bacterias degradadoras (25). Todas las cepas fueron incubadas a la misma temperatura (30°C) en este ensayo;
sin embargo, la cepa que reporta mayor absorbancia es aislada de la temperatura de 37°C por lo que las nuevas
condiciones de incubacién no se muestran desagradables; por el contrario, Af proviene de un aislamiento de 10°C
mostrando poca adaptacion a la nueva temperatura y por ende su metabolismo no puede asimilar de forma ideal

el hidrocarburo.

Absorbancia en benceno a diferentes concentraciones

Tabla 6: Absorbancia de las cepas en Bushnell Haas con diferentes concentraciones de benceno

CONCENTRACION DE BENCENO
CEPA 0.5 % V/v 1%vV/v 2% v/v
60 720 1440 2880 60 720 1440 2880 60 720 1440 2880
Ab 0| 0.001 0.013 0.125|  0.001 0.026 0.051 0.167 0 0.112|  0.161 0.173
Af 0| 0.019 0.040 0.147|  0.001 0.034 0.065 0.194 0 0.064 |  0.089 0.219
Bd 0.001 |  0.007 0.061 0.132 0 0.006 0.02 0.038 |  0.001 0.008 |  0.014 0.024
Bf 0.001 | 0.038 0.045 0.151 0 0.012 0.022 0.045|  0.001 0.004 |  0.011 0.031
Cb 0.001 |  0.004 0.009 0.013 0 0.001 0.006 0.008 0 0.002 |  0.005 0.007

Fuente: Autores, 2023

Grafico 6: Curvas de crecimiento de cepas bacterianas en
caldo suplementado con 0.5% v/v de benceno.

Fuente: Autores, 2023

Grafico 8: Curvas de crecimiento de cepas bacterianas en
caldo suplementado con 2% v/v de benceno.

Fuente: Autores, 2023

La Tabla 6 refleja los valores de absorbancia que
mostraron las cepas bacterianas en un medio
minimo suplementado con benceno a distintas
concentraciones, tras el andlisis se evidencia que no
existe un comportamiento general para todas las cepas
como se reportd en el andlisis con diesel; es asi que

23

en este ensayo las colonias bacterianas procedentes
de aislamientos de 10°C alcanzan una absorbancia
creciente en las concentraciones de benceno 0.5%, 1%
hasta 2% v/v a las 48 horas de incubacién, siendo Af la
colonia con el valor mas alto de densidad éptica en 2%
v/v que corresponde a 0.219. Por otro lado, las bacterias
originarias de aislamientos de 20 y 37°C tienen un
comportamiento inverso, ya que la absorbancia
decrece en el orden 0.5, 1 y 2% y el mayor nivel de
densidad 6ptica a 0.5% v/v es de la cepa Bf con el valor
de 0.151.

La colonia Cb presenta menor resistencia al benceno
de los 5 aislamientos, esto se comprueba mediante las
absorbancias reportadas. A partir de los resultados se
estima que el benceno es un hidrocarburo con mayor
resistencia al ataque microbiolégico debido a factores
fisicos como la estructura molecular o por selectividad
ezimatica de las bacterias con las que se realizd el
ensayo. (25)

(a. concLusIONES)

1. La caracterizacién fisico quimica del agua de la
laguna Tobar Donoso presentd una temperatura media
de 12.3°C, el pH cercano a la neutralidad con un valor
de 7.12; son aguas con bajo color y turbiedad 25 UPtCo,
1.18 NTU respectivamente, la conductividad eléctrica
es bajay present6 un valor de 3.2 uSiems/cm y por ende
la alcalinidad y dureza también lo son, reportando
valores de 2 y 30 mg/L respectivamente y la demanda
bioquimica de oxigeno mostré un resultado de 3.4
mg/L. Tras el analisis y sus resultados se determind
que es un agua de buena calidad ya que la perturbacién
antrdpica que presenta es minima.

2. El andlisis microbioldgico del agua de la laguna
Tobar Donoso permitié el aislamiento de 243 cepas
procedentes de 3 puntos de muestreo, inoculados
en PCA e incubados a 3 temperaturas diferentes,
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de las cuales el 38.7% proceden del punto 1, 33.7%
corresponden al punto 2 y el 27.6% de cepas
observadas pertenecen al punto 3; el punto 1 que
registra la mayor diversidad microbiana se debe a la
facil accesibilidad al sitio de muestreo y la incidencia
ocasionada por la variedad de vegetacién que rodea al
punto. En relacién a las temperaturas de incubacién,
se registra una tasa de crecimiento del 57.61% a 20°C,
el 32.51% se obtiene de las cajas incubadas a 10°C y el
9.87% restante proviene de la exposicién a 37°C; esta
ultima temperatura presenta la tasa mas baja ya que
se aleja de la temperatura ambiente que oscila los 12°C
dificultando la aclimatacidn; en tanto que, las otras dos
temperaturas permiten comprobar la existencia de
cepas bacterianas psicrofilas.

3. La caracterizacién macro y microscépica permitié
seleccionar 19 cepas representativas predominando
las cepas con pigmentacién tipica como mecanismo
de adaptacién a la radiacién UV, de superficie lisa y
de forma irregular. En cuanto a la caracterizacién
microscopica existe predominancia de cocos Gram
positivos que corresponden a 9 cepas, 5 cepas son
bacilos Gram negativos y la misma cantidad son
colonias de bacilos Gram positivos. Después del
analisis de los resultados de las pruebas bioquimicas
y enzimdticas permitieron determinar 5 cepas
bacterianas posiblemente pertenecientes al género
Pseudomonas.

4. La evaluacién de resistencia a hidrocarburos se
aplic6 unicamente a 5 cepas bacterianas (Ab, Af, Bd,
Bf y Cb), las cuales presentan mayor resistencia al
benceno puesto que se reporté valores superiores
de absorbancia tras un periodo de incubacién de 48
horas de incubacién, comparados con los resultados
obtenidos de los ensayos con diesel. La colonia mas
resistente al diésel es Cb, que alcanz6 una densidad
6ptica de 0.201 para una concentracién de 1% v/v, en
tanto que la menos resistente a este compuesto fue la
cepa Af que reporté una absorbancia de 0.085; por el
contrario, en la experimentaciéon con benceno, Af es
la mas resistente a 2%v/v, mientras que Cb es la mds
sensible ya que alcanzé una absorbancia méaxima de
0.013 y corresponde a concentracidn de 1% v/v; datos
que permiten concluir que las cepas de ensayo tienen
un bajo nivel de resistencia a hidrocarburos como
diésel y benceno.
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