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Resumen

El presente estudio tiene por objetivo evaluar la capacidad de biodegradacion de las bacterias Pseudomonas
aeruginosas sobre lodos del Rio Chibunga como sustrato especifico. Para esto se seleccionaron 4 puntos a lo
largo del rio; se tomo en consideracion la susceptibilidad a la contaminacion y el impacto ambiental en base a
un mapa de uso del suelo. Se realizé el muestreo en los puntos y se llevaron a laboratorio para ser analizados
y determinar la concentracion de metales pesados antes de iniciar con el tratamiento. Los metales evaluados
incluyeron Al, Cu, Ba, Zn, Cd, Ni, Pb, Sr, Tiy 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
recolectadas. Se obtuvo que la bacteria tolera concentraciones de 2 milimolares (mM) de todos los metales
pesados, en el caso del Al, Zn y Cu puede resistir concentraciones mas altas (5 y 10 mM). La bioaumentacion
con Pseudomonas aeruginosa en las muestras logré reducir la concentracién de todos los metales pesados,
especialmente Al, Tiy Zn, que disminuyeron hasta un 60% en comparacion con las concentraciones iniciales.

Descriptores: Pseudomona aeruginosa, metales pesados, bioaumentacion, colonias bacterianas,
biodegradacion.

Abstract

The objective of this study is to evaluate the biodegradation capacity of Pseudomonas aeruginosa bacteria on
sludge from the Chibunga River as a specific substrate. For this, 4 points along the river were selected;
Susceptibility to contamination and environmental impact were taken into consideration based on a land use
map. Sampling was carried out at the points and taken to a laboratory to be analyzed and determine the
concentration of heavy metals before starting the treatment. Metals evaluated include Al, Cu, Ba, Zn, Cd, Ni,
Pb, Sr, Ti and Zn. The tolerance capacity to heavy metals by the Pseudomonas aeruginosa bacteria was
determined and bioaugmentation tests were carried out on the collected samples. It was found that the bacteria
tolerate concentrations of 2 millimolar (mM) of all heavy metals, in the case of Al, Zn and Cu it can resist higher
concentrations (5 and 10 mM). Bioaugmentation with Pseudomonas aeruginosa in the samples managed to
reduce the concentration of all heavy metals, especially Al, Ti and Zn, which decreased up to 60% compared to
the initial concentrations.

Keywords: Pseudomona aeruginosa, heavy metals, bioaugmentation, bacterial colonies, biodegradation.

1. Introduccion Juan”, como las comunidades: Chimborazo, Shobol
Llinllin, entre otras con el nombre de Rio

El rio Chibunga nace de las vertientes ubicadas en Chimborazo, se une con el rio Cajabamba a 3.238

las faldas del volcan Chimborazo y desciende por msnm y toma el nombre de rio Chibunga [8].

los paramos de “El Arenal” hasta llegar a las zonas El cauce del Chibunga representa uno de los

agricolas ubicadas en el sector “Parroquia San recursos hidricos con gran incidencia en el
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desarrollo de Riobamba pues la atraviesa y a 25
comunidades cercanas [9]. Es importante que las
aguas de este rio sean descontaminadas por el
peligro de intoxicacibn para los sectores que
consumen el agua de manera directa, dichos
sectores se encuentran vulnerables ante la
contaminacion por fertilizantes; ademas, la
presencia de metales pesados es un asunto que
vulnera a la poblacién que consume agua de este
rio. La remociébn de metales pesados sin
tratamientos apropiados posee un gran impacto en
la salud publica debido a su persistencia,
biomagnificacibn y acumulacion en la cadena
alimenticia [10].

La remocién de contaminantes se presenta como
una problemética para la salud publica, para dicha
remocion se puede llevar a cabo un proceso en el
gue se emplea microorganismos conocida como
biorremediacién [11]. Esta técnica aplicada a los
metales pesados es una estrategia que se mostrd
eficiente por su bajo costo, alta eficiencia, ademas
de ser una solucién de bajo impacto en el ambiente
[12]. Este proceso implica lograr la transformacion
biolégica de los metales pesados que resultan
toxicos, usando enzimas microbianas dando como
resultado compuestos poco solubles en agua o bien
volatiles. En este caso, el género Pseudomonas sp.
es uno de los mas usados debido a los diversos
mecanismos de remediacion que posee [13].

El presente trabaja tiene como propésito emplear la
bacteria Pseudomonas aeruginosa, para obtener 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 utlizacion de fertilizantes,
pesticidas, abonos quimicos y demas desechos de
las anteriores actividades mencionadas

2. Metodologia
2.1. Materiales

Los materiales utilizados para el muestreo de los
sedimentos en campo fueron: Pala manual, Bolsas
Ziploc de 5 Kg cada una, GPS, Cooler.

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

2.2. Método

Para los puntos de muestreo, se identificaron los
puntos mas sensibles al impacto generado por
actividades: agricola, agropecuario forestal, vy
agropecuario mixto y urbana, de donde se
consideran los arrastres mas grandes de estos
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compuestos al agua del rio Chibunga y sus
alrededores. 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. Se consideraron 4 puntos
relevantes que tienen una distancia de 4 km entre
punto y punto.
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Figura 1: Mapa de ubicacion de los puntos de
muestreo de sedimentos. (2019)

Para las muestras, se tomaron 10 Kg de sedimentos
por punto de muestreo, mismos que fueron
almacenados en bolsas de plastico que luego
fueron selladas, reduciendo la perdida de humedad
y los contaminantes que puedan afectar la muestra
antes de llegar al laboratorio para su analisis.

Para la determinacién de las Unidades Formadoras
de Colonias (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 matraces de 250ml se coloc6 90 ml de
agua de peptona dilucién 10-1 y se adicion6 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
solucion 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 dejé a 35°C
durante 24 horas y se cont6 las UFC.

La cepa con la que se trabajo es la Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853. La identificacion de la
cepa se realizé a partir de la serie bioquimica (triple
azucar hierro agar, agar kligler, manitol, citrato, SIM,
Urea y pruebas adicionales como catalasa y

oxidasa).
Para determinar el nivel de tolerancia de
Pseudomonas aeruginosa frente a metales

pesados, se utilizaron 7 matraces de 250 ml con 50
ml de caldo nutritivo y cada uno con una solucién de
Na, Zn, Al, Ti, Cd, Cu, y Pb en una concentracion de
0.1mg/100ml, para las pruebas se utilizé solo el
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metal sin la bacteria, otro sin metal y sin bacteria.
Las muestras se inocularon por triplicado y se
incubaron a 35 C° durante 24 horas y se determiné
el crecimiento por turbidez con la escala
Macfarland. Bajo condiciones controladas se
seleccionaron las cepas que sean capaces de
crecer en caldo nutritivo con metales.
Posteriormente fueron trasladadas a un medio
minimo para determinar la capacidad de
crecimiento y resistencia a metales pesados. Se
colocd el metal en diferentes concentraciones: 2,5,
5y 10 mM, utilizando como control placas sin metal
y se empieza a sembrar la bacteria por extension en
superficie y se determind la presencia o ausencia de
colonias.

También se debe determinar el indice de saturacion
de los sedimentos; para ello, se coloca a 170g de
lodos aproximadamente 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 sirvio
para poder colocar la cantidad de mililitros de
bacterias en dilucién a distintas concentraciones.
Para la bioaumentacion de sedimentos con
Pseudomonas aeruginosa se utilizaron matraces de
250ml con 50ml de caldo nutritivo, enriquecido con
glucosa, en donde se inoculé las bacterias con
mayor cantidad de crecimiento de los metales y se
dej6é incubar en condiciones especiales de 35°C
durante 24 horas, se compard la turbidez con el
estdndar 0.5 McFarland, 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 dej6 incubar durante
24horas a 35°C, y se contaron las UFC hasta que
se puedan contar las colonias. Las diluciones que
presentaron mayor crecimiento en masa bacteriana
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.

En determinacion de la cantidad de metales
pesados en los lodos después de aplicar la bacteria
se aplico el método de determinacion por
espectrémetro de absorcién atébmica, el mismo que
se aplicoé al inicio del analisis para determinar la
cantidad de metales obtenidos después de aplicar
el tratamiento.
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3. Resultados

El elemento que presentd una mayor concentracion
mg/Kg es el aluminio (Al), con un promedio de
12183 mg/Kg y el segundo elemento con mayor
concentracion en las muestras evaluadas fue el
Titanio (Ti), con valores promedio de 566.1 mg/Kg;
dichos valores en todas las muestras de suelo.
Metales como El Cd y el Pb mostraron los valores
mas bajos, con concentraciones de <0.25 y <0.10
respectivamente.

Tabla 1: Concentracion de metales presentes en
suelo antes del tratamiento (mg/Kg)

Muestras Al Ti Cd Pb
1 12020.00 | 694.00 | <0.25 | <0.10
2 10755.00 | 607.00 | <0.25 | <0.10
3 13120.00 | 314.80 | <0.25 | <0.10
4 1284.00 | 648.50 | <0.25 | <0.10

Sobre la saturacion de agua en el suelo, se sabe
que 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 arcillosos [14]. Los
resultados presentados en la siguiente tabla, nos
indican que la muestra de suelo 2, presento el
menor volumen de saturacién y la muestra 1 que
presentd el indice mas 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, esto es
necesario para que el suelo sea apto para la
agricultura.

Tabla 2: indice de saturacion de las muestras del
Rio Chibunga.

Muestras Masa (g) Volumen de
Saturacion (mL)
1 176,82 16
2 167,79 8
3 170,19 11
4 173,78 12

Las pruebas realizadas para la identificacion de la
especie  Pseudomonas  aeruginosa  mostro
resultados positivos en 8 de 9 pruebas bioquimicas
realizadas, confirmando los criterios de
identificacion usados para este tipo de bacteria. La
caracteristica de la Pseudomona aeruginosa con
respecto a las otras especies del género, es que
puede desarrollarse de manera eficaz tanto en agua
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como en suelo con bajo requerimiento nutricional e
incluso en ecosistemas hostiles; donde las
concentraciones de metales pesados pueden llegar
a puntos altos de saturacion. Este es de los
principales motivos por el que se emplea esta
bacteria en el proceso de biorremediacion.

Tabla 3: Pruebas bioquimicas para la confirmacién
de especie Pseudomonas aeruginosa.

Prueba Criterio de Resultado
Aceptacion
TSI Amarillo +
Kliger Rojo +
Manitol - \%
Urea - \Y
Citrato Azul +
SIM Indol Anillo Rojo
Movilidad Turbidez +
Catalasa Reaccién +
Oxidasa Reaccién +
Proteasa Reaccion +
Lactasa Reaccion -
+: positivo -: negativo V: variante

También se evaluaron tres medios de cultivo para el
crecimiento de la especie empleada: un medio
minimo y dos medios enriquecidos con glucosa y
una concentracién minima de Agar Tripticasa Soya

(TSA) respectivamente.

Tabla 4: Composicion de medios de cultivo para la
siembra de Pseudomonas aeruginosa.

FORMULACIONES Compuesto Masa (g)
K2HPO4 0,165
KH2PO4 0,018
) MgS0O4 7H20 0,042
FORMULACION 1 KClI 0,03
Extracto de 0,0078
levadura
Agar 0,9
K2HPO4 0,03
NH4CI 0,06
Na2S04 0,12
FORMULACION 2 KNO3 0,12
MgS0O4 7H20 0,012
TSA 0,60
Agar 0,9
FORMULACION 3 Glucosa 0,60
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NH4S04 0,3
MgS04 7H20 0,12
K2HPO4 0,12
FeSO4 7H20 0,0006
Agar 0,9

En la siguiente tabla se muestran los resultados del
crecimiento de la bacteria en las 3 formulaciones,
sin embargo, el crecimiento fue mucho mayor en la
formulacion 2y 3 debido a la presencia de nutrientes
como la glucosa

Tabla 5: Crecimiento de Pseudomonas aeruginosa
en las diferentes formulaciones.

RESULTADO DETALLE
Formulacion 1 + Nutrientes minimos
Formulacion 2 +++ Nutrientes TSB
Formulacion 3 +t Nutrientes a base de

glucosa

+ Poco crecimiento ++ Crecimiento moderado
+++ Crecimiento abundante

Para medir la resistencia de la pseudomona, se
probo el crecimiento de la bacteria en diferentes
concentraciones de metales: 2mM, 5mM y 10mM.
Se emplea el simbolo (+) para poco crecimiento,
(++) para crecimiento moderado y (+++) para
crecimiento abundante.

En la formulaciéon 1, la bacteria presento bajo
crecimiento en la mayoria de metales. Solo en el
caso del Al y Ti, la bacteria fue capaz de resistir la
minima concentracién de ensayo.

Tabla 6: Crecimiento bacteriano en la formulaciéon 1
con diferentes metales.

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

En la formulacion 2, la bacteria mostré6 ser mas
resistente a los metales; siendo frente al Zn donde
mostré mayor eficiencia.

Tabla 7: Crecimiento bacteriano en la formulacion 2
con diferentes metales.

Na|Zn | Al | Ti | Cd | Cu | Pb
2mM F+ | A+ | A+ | |+ | |+
5mM - ++ | ++ - - - ++

10mM - ++ | - -- -- -- -
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En la formulacion 3, también se visualiza alta
resistencia a los metales siendo sobresaliente en
las concentraciones de Al y Cu.

mostré mayor eficiencia.

Tabla 8: Crecimiento bacteriano en la formulaciéon 3
con diferentes metales.

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

10mM - -- + -- -- + -

Todo culmina en la inoculacion bacteriana en el
suelo. Los datos de concentraciones de metales
pesados antes del tratamiento y después del
tratamiento, no se considera el Pb y el Cd debido a
que las concentraciones en el suelo estaban por
debajo de los limites de intervencion.

Tabla 9: Concentracion de metales antes y después
de la inoculacién con P. aeruginosa.

Muestra

Al

mg/Kg 12020

6010 10755 5654 13120 6700 12840 6300

Cu

mg/Kg 25.94

18.15 23.85 16.69 27.61 19.33 21.36 14.95

Ba

mg/Kg 84.95

62.03 74.80 52.08 103.50 | 84.50 96.70 73.20

Ni

mg/Kg 14.59

10.54 16.03 12.00 18.15 15.15 13.90 9.8

Sr

mg/Kg 77.25

57.15 67.20 47.20 70.00 50.50 79.00 59.03

Ti

mg/Kg 694.00

329.00 | 607.00 | 306.00 | 314.80 | 14.80 | 648.50 | 328.00

Zn

mg/Kg 56.60

26.60 57.40 27.25 108.20 89.50 <0.50 <10

4. Conclusiones

El estudio destaca la capacidad de la bacteria
Pseudomonas aeruginosa para degradar metales
pesados en los sedimentos del Rio Chibunga. La
comparacion de propiedades fisico-quimicas vy
concentraciones de metales antes y después de la
inoculacion bacteriana fue esencial. Se observo una
reduccion significativa en la concentracion de
metales pesados, con una disminucion promedio
del 20-40%, siendo mas notable en aluminio y
titanio, con reducciones superiores al 50%. Aunque
una cepa bacteriana comercial fue efectiva, se
sugiere que una cepa nativa podria ser mas eficaz.
Esto indica una direccién prometedora para futuras
investigaciones en biorremediacién. Ademas, el
estudio establece las bases para investigaciones
posteriores, especialmente en el area del Rio
Chibunga en la provincia de Chimborazo, donde
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podrian realizarse ensayos con consorcios
bacterianos que incluyan cepas comerciales y
nativas, lo que podria abordar la contaminacion de
metales pesados de manera mas eficiente.
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