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GLOSARIO
ASPERSION: Esparcimiento de agua u otro liquidéoema de pequefias gotas

API 50: Sistema miniaturizado para la identificacie microorganismos basados en los
perfiles bioquimicos.

COMUNIDAD: Unidad biologica superior en una jerai@®cologica que se compone de
poblaciones interactivas.

CLIMAX: Etapa final estable hacia la cual evoluaonia biota y el suelo sometido a unos
determinado factores ambientales.

DIVERSIDAD: Heterogeneidad de un sistema; variedadipos diferentes de organismos
gue pueden encontrarse juntos en una comunidatbial

LIXIVIADOS: es el liquido que se ha filtrado a nigs inferiores de un suelo y que ha
extraido, disuelto o suspendido materiales. Denacidm que se le da a los constituyentes
sélidos tras haber sufrido el proceso de lixiviacio

POLIHIDROXIALCANOATOS: son polimeros producidos conmaterial de reserva de
diferentes grupos microbianos que tienen utiligetlistrial.



RESUMEN

La diversidad de bacterias, en suelos asperjados ligoviados fue estudiada para
identificar las bacterias productoras de Polihitatmanoatos (PHA'S), y evaluar el efecto
del lixiviado generado en el relleno sanitario Awts sobre estas. Se tomo una muestra de
suelo compuesta proveniente del corregimiento deap para realizar los dos
experimentos. El tratamiento uno el cual se le hina aspersion diaria de 2 litros de
lixiviado y el tratamiento dos que fue el testijas poblaciones microbianas cultivables
fueron aisladas en un medio selectivo e identiisagtilizando pruebas API 50 CHB. Se
aislé un total de 30 morfotipos productores de BH&A lo largo de un periodo 90 dias,
durante el cual se observa un aumento asintoticla eeumulacion de morfotipos y un
remplazamiento en los mismos. Al cabo se esteptiecurva se estabiliza y la diversidad
disminuye considerablemente. El morfotipo mas dhate durante el muestreo fue el
SM1 perteneciente al grupo de las bacterias Graon-un total de 113 observaciones.
Entre los aislados con mayor produccion de pobnser encuentra el 1MP3 identificado
como Brevibacillus laterosporus capaz de sintetizar poli-hidroxiburitato con un
rendimiento de 0,114 gr/L.



ABSTRACT

The diversity of bacteria in soil sprayed with leate was studied to identify the bacteria
producing polyhydroxyalkanoates (PHA's), and eualuthe effect of the leachate
generated at the landfill Antanas on these. It taaomposite soil sample from the village
of Daza, to perform the two experiments. Treating of which he made a daily spray of 2
liters of leachate and treatment two was the win€siltivable microbial populations were
isolated on selective media and identified using B® CHB tests. Was isolated from a
total of 30 morphotypes producing PHAs, over aqeeof 90 days, during which there was
an increase in the accumulation of asymptotic matyges and a replacement in them.
After this time is curve flattens and diversity teses significantly. The most abundant
morphotype during sampling was the SM1 of the graipGram - a total of 113
observations. Among isolates with increased prodocdf the polymer is identified as
Brevibacillus laterosporus 1MP5 able to synthesimé/-hidroxiburitato with a yield of
0.114g/L



INTRODUCCION

En Colombia, al igual que muchos paises del mure@enera una gran cantidad de
residuos solidos, municipales, industriales y lgmods (Pineda 2001). Los rellenos

sanitarios a nivel nacional y mundial, constitugdrsistema de tratamiento que ofrece las
mejores soluciones técnicas economicas y sanitdress procesos de degradacion de los
residuos solidos presentan algunas consecuengcias leogeneracion de biogas y liquidos
“lixiviados”. Si la produccion de lixiviados es mwgtevada y si el relleno sanitarios no

tiene un revestimiento adecuado, los lixiviados deme escapar y pueden derivar en
escurrimientos que contaminan aguas y suelos aledé®emarnat 2001)

La disposicion actual de los residuos solidos gatws en el municipio de Pasto se hace en
el relleno sanitario de Antanas, (RSA), bajo la e¥ea@ metropolitana de aseo EMAS. Este
fue disefiado y es operado de forma técnica adecsstado los lixiviados generados
tratados antes de su descarga hacia los suel@giakedBurbano 2001)

Se cree que los lixiviados han modificacionespaspiedades fisica y quimicas de los

suelos y esto ha repercutido en las poblacionesohénas las cuales son sensibles a las
perturbaciones en el equilibrio de factores bidticabioticos lo que pueden ocasionar un

cambio temporal en la poblacion, que quizas cotieelpo se establezca de nuevo un

equilibrio (Pineda 2001).

Un consorcio bacterianos el cual pude utilizan @dmbitat este tipo de suelos son el
grupo de las bacterias productoras de polihidroaraatos.

los polihidroxialcanoatos son poliesteres sing&elos por numerosas especies bacterianas
en condiciones de escases nutricional caracterizadan exceso en la fuente de carbono y
una limitaciébn en otros elementos tales como dlofosy el nitrégenos. Estos tipos de
polimeros son de gran interés tecnoldgico y coialeya que a partir de estos se pueden
procesar gran variedad de bienes de consumo y deriahamedico, ya que poseen
caracteristicas fisicas similares a la exhibiddegteres y cauchos sinteticos a diferencia
gue estos son biodegradables. Puestos que losisimgess productores de PHAs son de
origen biolégico se los puede encontrar en unaliangama de ambientes, tales como
suelo, agua y aguas residuales y pueden sinteliZiiA apartir de las fuentes renovables
del carbono derivadas de basuras agricolas e malest Muchos trabajos se han
encaminado en la parte de produccion, caractesstide los materiales, y la
biodegradabilidad de PHAs . Conjuntamente con essfiserzos, de modo que se han
ayudado considerablemente al conocimiento sobpeolduccion de PHAs en laboratorio.
Sin embargo, poco se sabe sobre el papel ecoldgi€HAs en las poblaciones bacterianas
nativas en ecosistemas naturales. El conocimidetdas condiciones que afectan la
estabilidad es necesaria para determinar los efeletgparametros externos sobre habitats y
es valioso para la gestion ambiental y aplicacidmetecnoldgicas.
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Dado lo anterior es esta investigacion se propwstuar el efecto que tiene el lixiviado
generado en el Relleno Sanitario Antanas sobrévixsidad de bacterias productoras de
Polihidroxialcanoatos , para ello se calculo leediidad y abundancias de estas bacterias
en suelos expuestos a la contaminacion por lixogadse identificaron cepas bacterianas
(cultivables) Productoras de PHA’s para su posusie como inoculantes biolégicos en
procesos de biorremediacion y se estimo la prodnate PHAs para posibles aplicaciones
biotecnolodgicas.
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1. OBJETIVOS
1.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto del lixiviado del relleno saritade Antanas sobre la diversidad de
bacterias productoras de Polihidroxialcanoato®sslielos de esta zona.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.2.1 Analizar las caracteristicas fisico quimidaslos suelos antes y después de la
aspersion de lixiviados.

1.2.2Determinar la diversidad y abundancia de bacteripsoductoras de
polihidroxialcanoatos del relleno sanitario de Awts.

1.2.3Estimar la produccion de Polihidroxialcanoatos, barcterias aisladas de suelos
asperjados con lixiviados

18



2. MARCO REFERENCIAL
2.1 LIXIVIADOS

Los lixiviados son los liquidos que brotan a laestipie o se filtran en la masa de los
residuos solidos urbanos terreno donde esta idstalaa relleno sanitario o un vertedero
de basura , como consecuencia del agua lluvia geiesabre el area de influencia, o de la
descomposicion de los compuestos organicos y leedachde las basuras que drenan y
percolan a través de los intersticios y capas darbhgroporcionando a su paso toda serie
de reacciones y procesos fisico-quimicos y biottsgiqAgudelo 1994). Los residuos
soélidos urbanos que son dispuestos sobre el sueldaq expuestos a ser arrastrados por
aguas pluviales hacia cuerpos de agua y corriesuperficiales. Esto favorece a la
generacion de lixiviados moviéndose tanto horiZocwano verticalmente, principalmente
en el subsuelo, en aquellos sedimentos granularesas fracturadas con permeabilidad
mayores a 1 x 10 =5 cm. / seg. Donde llegan a oon& los mantos acuiferos (Garcia
2003). Cuando el agua percola a través de la haauestra quimicos, metales y demas
productos resultantes de la descomposicion de sidu@s solidos. La cantidad y calidad
del lixiviado depende del sitio y esta determinaégimen hidrolégicos y de temperatura,
composicion de los residuos solidos, altura dedremmiento, naturaleza de la superficie
de cobertura, y parametros especificos operaciendarinheiro et.al 2003)

2.1.2 Composicion de los lixiviados: Los lixiviemlgenerados en los Rellenos Sanitarios
no son homogéneos, dependen del tipo de residtas earian de una region a otra e
incluso con la época del afio (Cotoras 1995). Leiwididos de los rellenos sanitarios
presentan altas concentraciones de contaminanktes ¢amo amonio, contaminantes
organicos medidos como demanda quimica de oxigbQO] y demanda bioldgica de
oxigeno (DBO), hidrocarburos halogenados y metadésados. Por lo general los lixiviados
presentan altas concentraciones de sales inorgamcancipalmente cloruro de sodio,
carbonatos y sulfatos. En general se considerasthes peligrosos y deben ser colectados
y tratados antes de su descarga. (Burbano 200@mAsl presentan caracteristicas fisicas
como turbiedad, color que suele ser grisaceo yoediciones anaerobias es negro, el olor
es desagradable debido a la descomposicion de @stoguorganicos como aminas,
amoniaco, sulfuros, mercaptanos, entre otros (GenzE998). El plomo, el cadmio y
mercurio son metales pesados presentes en losaties. Estos metales pesados son
bioacumulativos, es decir se acumulan en los tgjide los organismos sin poder ser
eliminados y por tanto su concentracion ira aunmelttaen los niveles tréficos superiores.
El plomo procede principalmente de las bacteriasades, vidrios, plasticos, ceramica etc.
Las fuentes de cadmio y mercurio son fundamentdbnias pilas, el cadmio también se
encuentra en los aparatos electronicos (Garcia)2003
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2.2 TRATAMIENTO DE LO LIXIVIADOS

Los diferentes tipos de tratamientos de lixiviadedos rellenos sanitarios varian en cada
uno de los paises y aun dentro de cada pais depeloddel tipo de desecho depositado
(municipal y/o industrial) y en la edad del rellef@ontoras 1995). Una de las soluciones
provisionales adoptadas en los vertederos es @b ate los lixiviados a plantas de
tratamientos de aguas residuales, lo que plantéasviaconvenientes: con frecuencia las
caracteristicas de los lixiviados sobrepasan lashdlades de tratamiento de las plantas;
por otros lados en determinadas épocas las pldataatamiento se encuentran en €l limite
de capacidad. La solucion mas adecuada pardahiemto de lixiviados es un tratamiento
integral, preferentemente en las instalaciones véetedero, reduciendo la carga del
contaminante a los valores que se exigen por isléegn.

2.3PROPIEDADES DE LOS SUELOS

Segun Campell (2001) el suelo es un medio mmyplejo compuesto de tres fase
principales (sélido, liquido y gas) los cuales seuentran dispersos en diferentes formas
tanto a nivel microscopico como macroscopico, garmar los cientos tipos de suelos
dispuestos en el mundo. Los cinco principales fastgue participan en la formacion de
suelo son el material original, el clima, la topd@a, la actividad biolégica y el tiempo. El
suelo contiene unas comunidades microbianas dedgrarsidad y por definicion soportan
el crecimiento de las plantas. Los microorganisroostribuyen de gran manera a la
fertilidad del suelo, es decir a su capacidad dsteser el crecimiento vegetal. (Meeting
1993)

2.3.1 Propiedades Fisicas: Las principales prodesidisicas del suelo son el color, la
textura, la estructura y las relacionadas con feacidad de retencién de agua en el suelo
(Brissio 2005)

2.3.2 Color:Esta propiedad permite deducir rasgos importamtes suelo: un color oscuro

0 negro indica contenido alto en materia orgardofgr blancuzco presencia de carbonatos
y/o yesos, colores grises/verdes/azulados hidraenpdrmanente. El color se caracteriza
por tres parametros que son (matriz, brillo, inckant)

2.3.3 Textura: El suelo estd constituido por paldie de diferente tamafio.
Definimos textura del suelo como la pueden agr@arsunas pocas clases de tamafio de
particulas o clases textuales (fuentes 2003). texrmiéacion del contenido de las arenas se
hace mediante tamices de diferentes tamafos. Linaely arcilla mediante el método de
la pipeta de Robinsdn que se basa en la velocidasedimentacion de estas particulas.
En general se puede decir que los suelos arenies@s tbuena aireacion, son faciles de
labrar, son deficientes en nutrientes para lastggarcon baja retencion de agua ya que se
desecan con facilidad y son muy permeables. Esueks limosos se producen efectos de
impermeabilidad y mala aireacion, carecen de pdagies coloidales y no tienen apenas la
posibilidad de formar agregados. Los suelos asmloson ricos en nutrientes, pero si hay
un exceso de arcilla (>30%) son impermeables alasrés agricolas son dificiles debido a

20



su fuerte plasticidad en estado hiumedo o a unai@aceompactacion en estado seco. Los
suelos con textura franca (equilibrada) es la igaah el cultivo, aunque hay que tener en
cuenta otros factores como el contenido en mateganica, régimen de humedad del
suelo, clima, etc. (Unigarro et.al 2005)

2.3.1.3 Estructura: Las particulas no se sueleseptar en el suelo de un modo totalmente
independiente, sino que se encuentran mas o migads$ unas a otras, constituyendo los
agregados. Asi, la estructura de un suelo se piefitér como el modo de agregaciéon o
unibn de los constituyentes del suelo (Callejas 3200Navarro 2005)

2.3.2 Propiedades fisico-quimicas

2.3.2.1 Cambio lénico: Se define el cambio i6niomo los procesos reversibles por los
cuales las particulas sélidas del suelo, adsodreside la fase liquida liberando al mismo
tiempo otros iones en cantidades equivalented)lest@ndose el equilibrio entre ambos. Es
un proceso dinamico que se desarrolla en la sgpede las particulas. Como los iones
adsorbidos quedan en posicion asimilable constitugereserva de nutrientes para las
plantas. Las causas que originan el intercambi@adson los desequilibrios eléctricos de
las particulas del suelo. (Jaramillo 2002)

2.3.2.2 pH: La acidez del suelo mide la conceiraen hidrogeniones (H+). En los
suelos los hidrogeniones estan en la solucién, marién existen en el complejo de
cambio. Asi hay dos tipos de acidez: una la aaiivaal (debida a los H+ en solucién) y
otra de cambio o de reserva (para los H+ adsorpidosbas estan en equilibrio dindmico.
Si se eliminan H+ de la solucion se liberan otemgds H+ adsorbidos. Como consecuencia
el suelo muestra una fuerte resistencia a cualguedificacion de su pH.
Los factores que hacen que el suelo tenga un deteto valor de pH son diversos,
fundamentalmente: naturaleza del material originalgtor biotico, precipitaciones,
complejo adsorbente (saturado en cationes acidésioos).

2.3.1 Propiedades quimicas: Corresponden fundamentamantlos contenidos de
diferentes sustancias importantes como macrontggerfN, P, Ca, K, Mg, S) vy
micronutrientes (Fe, Mn, Cu, Zn, B, Mo, Cl) para jplantas, o por dotar al suelo de
determinadas caracteristicas (Carbono organicopo@ato célcico, Fe en diferentes
estados).
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2.3 COMUNIDADES MICROBIANAS EN EL SUELO.

Segun Dendooven el suelo es una estructura dingmaampleja cuyas caracteristicas;
atmésfera interna, régimen hidrico particular, tauyn flora determinadas y elementos
minerales van cambiando desde sus inicios hastaradm equilibrio con el entorno.

Este sistema complejo que constituye el sueloctaiaticamente heterogéneo espacial y
temporalmente, alberga una gran riqueza de espesgesales, animales y microbianas. El
suelo es un ambiente muy apropiado para el deleamel los microorganismos tanto
eucariotas (algas, hongos, protozoos) como prdeari(bacterias y arqueas). También
encontramos virus y bacteriéfagos. Todos estosn@ges establecen relaciones entre
ellos en formas muy variadas y complejas y tamlwéntribuyen a las caracteristicas
propias del suelo por su papel en la modificaci®ted fases soélida, liquida y gaseosa antes
mencionadas. Los microorganismos desempeiian fuesciba gran importancia en relacion
con procesos de edafogénesis; ciclos biogeoquindeoslementos como el carbono, el
nitrdgeno, oxigeno, el azufre, el fosforo, el hogyrotros metales; fertilidad de las plantas y
proteccidn frente a patdégenos; degradacion de cestpsixenobioticos, etc. (Grant 1999)
Los organismos del suelo no se distribuyen al sirar que siguen patrones espaciales de
agregacion, a escalas diferentes (desde nm a Kra.se superponen. Esta estructuracion
obedece al efecto causado por diferentes factazesodtrol y es totalmente dindmica
(Ettema 2002). Utilizando técnicas de observaci@n sgcciones ultrafinas de suelo
mediante microscopia electronica, tomografia, aisaieoestadistico y la elaboracion de
modelos, especialmente basados en fractales, derhastrado que la distribucion de las
bacterias edaficas esta altamente estructuradae esfa estructuracion es importante para
la funcionalidad del suelo. Las bacterias se omgamien microcolonias compuestas de
pocas células que pueden pertenecer a diferentdstimos (Nunan, et.al 2003). Factores
como la presencia de raices, pequefios agregadogntas y poros parecen gobernar la
distribucion de bacterias en microhabitats (Noga#)

2.4.1 Bacterias predominantes en la actividad rhiara del suelo: De todos los
microorganismos del suelo, las bacterias son l&s sguencuentran en las mas grandes
poblaciones y son tal vez las mas diversas en @uahtnimero de especies y su
comportamiento. Durante el crecimiento poblacicallas bacterias, una diversidad de
ellas puede tener disponible una elevada cantigadadbono, por su alta actividad de
alimentacion. (Atlas et al 2002)

En el suelo se desarrollan muchos géneros de laac{@dexander 1997). En los suelos
predominan mas las bacterias Gram. negativas. e Hosr géneros mas frecuentes de
bacterias se encuentrakcitenobacter, Agrobacerium, Alcaligenes, Arbrobacter, Bacillus,
Brevibacterium,  Caulobacter,  Cellulonomas,  Clostridium,  Corynebacterium,
Flavobacterium, Mycrococcus, Mycobacterium, Pseudomonas, Staphylococcus,
Streptococcus y Xantomonas. Hay amplias diferencias en las proporciones relatide
géneros individuales encontrados en determinadzdesu
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2.4.2 Factores ambientales bibticos y abidticos qfluyen en la abundancia de
organismos del suelo: Todos los organismos estaneskos a factores fisicos y quimicos
del ambiente que influyen positivamente o0 negatefaen en su crecimiento estas
influencias pueden ser de dos tipos bidtica o elai$t se habla de bidticas cuando se
refiere a las relaciones que se presenta en unlaguoy ya que los individuos tanto si
pertenecen a la misma especie como a especiesrdédey ejercen entre si una serie de
influencias, precisamente por que no viven aislaglossu entorno fisico. Los aspectos
abidticos se refieren a las caracteristicas anmdd@sitminimas que necesitan los organismos
para vivir, a la capacidad que tiene un organisraca padaptarse a las variaciones
ambientales o al potencial que tienen los mismoa palonizar medios distintqétlas et

al 2002)

2.4.2.1 Factores abidticos: En estos tenemosdrésitte tres grupos; factores climaticos,
factores hidrograficos y factores edafi¢htartin 1998)

2.4.2.1.1 Factores Climaticos: Son los condicioemrdlimaticos de un organismo para
desarrollar su actividad, entre o que encontralmésmperatura, la luz, agua, viento, pH 'y
altitud.

2.4.2.1.2 Factores Hidrogréficos: Son las condi&sotle una organismo que tiene su origen
en las caracteristicas fisicoquimicas del aguayédo.

2.4.2.1.3 Factores Edaficos: Son los condicionagiesn organismo que tienen su origen
en las caracteristicas fisicoquimicas del sustr@oo la estructura fisica (profundidad,
inclinacion, granulometria, estratos de suelo) ycdenposicion quimica (agua, gases,
sustancias orgénicas y sales minerales) entre dakesc tienen mayor importancia los
estratos del suelo, la disponibilidad de nutriegtasateria organica.

2.4.2.2 Factores bioticos :Los individuos preseetesin ecosistema natural no son seres
aislados que solamente deben de relacionarse sdadimres inertes que se encuentran a su
alrededor sino que estos por vivir en comunidadistimenciados por tanto si pertenece a
la misma especie como a especies diferentes, paesien diferentes formas de
interacciones que limitan en cierto sentido al poid bioldgico que llevan consigo (Bull
1982) A estas influencias cuando se refiere a potdacion se le denomina factores
intraespecificos, y cuando no lo son entre pobiesose los conoce como factores
interespecificos, algunas de estas relacionesssiblan a continuacian

2.4.2.2.1Competenciala actividad de los microorganismos, durante unseson del
sustrato hace que incremente la diversidad amhidPeao el sustrato y la diversidad de
especies disminuyen a medida que son usados lagnes facilmente utilizables y al
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bajar el pH debido a la inmovilizacién de cationks poblacion cambia lentamente a
ascomicetos. (Bull 1982)

2.4.2.2.2Predacion: Los predadores microbianos son esereriéémnecrotrofos, estos

organismos han desarrollado modificaciones estraletsi o de conducta para capturar o
mejorar el contacto con su fuentes vivas de nuagnlos miembros del genero
Bdellovibrio constituyen el Unico ejemplo de bacterias que demaotros procariotas

aunque originalmente eran considerados predattet@sibrio spp. Encajan mas entre las

denominaciones de parasito a intramurales.

2.4.3 Factores que limitan el crecimiento bacteridfl carbon es asumido como el factor
limitante en el crecimiento microbiano del suelongue el nitrégeno y el fésforo también

se han reportado como factores limitantes de akysoelos Es por lo tanto probable que
diversas sustancias estan limitados en diferenssy que los factores podria cambiar la
limitacion en un cierto plazo. Puede haber tamiiga diferencia entre los factores que
limitaban la actividad bacteriana y fungica enmegmo suelo. (Smith et.al 2001; Duah-

Yentumi 1998; Atlas et.al 1997)

2.5 BACTERIAS PRODUCTORAS DE POLIHIDROXIALCANOATOS

2.5.1 Generalidades: Los polihidroxialcanoatos (PH#nN sintetizados por muchas
especies de distintos géneros bacterianos en ¢onescde crecimiento caracterizadas por
exceso en la fuente carbonada y limitacion de atrggentes como nitroégeno o fosforo.
Estos polimeros se acumulan en granulos intraeisopdticos y son utilizados como fuente
de carbono y energia en condiciones de escasézionail. (De Almeida et al 2004)

Segun Ojumu,T.V et al (2003) &t@nblchel (1991) enRalstonia eutropha las células
acumulan PHA cuando un nutriente esencial, tal caitrogeno o fosforo, se encuentra
limitado en su ambiente, mientras que al mismo peinay un exceso de carbond.os
PHAs son polimeros biodegradables, que poseentedsiicas fisicas similares a las
exhibidas por poliésteres y cauchos sintéticosesteuque los organismos productores de
PHAs son de origen biologico, estos también sapaces de utilizar el dioxido de carbono
por lo que se los encuentra en una amplia gamanitgéentes, tales como suelo, agua, y
aguas residuales. Por otra parte, PHAs se puatiizar de las fuentes renovables del
carbono derivadas de basuras agricolas o indestridegun Doi Y et.al (1992) La mayoria
de PHAs son compuesto de R (-) -3-mondmeroacibydroxyalcanoicos de 3 a 14
atomos de carbonos con la variedad de saturamhsadurado de estructura recta o
ramificadas la cadena alifatica puede contengraguaromaticos.

Segun Byron (1994) citado por Ojumu et.al (2003p&$o molecular del los polimeros
estan en el rango en 2 x 105 a 3x106 daltons basads tipo de microorganismo y
condicion de crecimiento. PHAs son acumulado encislas como  los granulos
discretos, el tamafio y numera por la célula vadapendiendo de las especies diferentes.
Segun Byrom (1994), aproximadamente 8 a 13 go&rmubr célula que tiene el diametro
el rango de 0.2 a 0.5um se observ@\kmaligenes eutrophus
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2.5.2 Sintesis de polihidroxialcanoatos: SeguimBiiehel pueden distinguirse tres fases
metabolicas de la biosintesis de PHA’s en bacteRamero debe haber en el medio de
cultivo una fuente de carbono apropiada. Esto @&len cualquier caso, por un sistema de
transporte especifico localizado en la membranapleismética, o por difusion del
compuesto dentro de la célula. Segundo las reazsianabdlicas o catabdlicas son la que
convierten el compuesto interiorizado en un tiagedeehidroxiacil coenzima A, el cual es
un sustrato de la enzima PHA sintetasa. TerceRHA-sintetasa, la cual es enzima clave
para la sintesis de PHA, usa estos tioesteres custoatos y cataliza la formacion de
enlaces ester con la consecuencia y liberacioeezana A.

2.5.2.1 Sintesis de Polihidroxibutirato (PHB): Sedaracterizado varias vias de produccion
de PHB, en varios grupos microbianos. La via masldcoes la condensacion de dos
moléculas de Acetil-CoA a acetoacetil-CoA. La ragidie secuencial y las relaciones de
polimerizacion producen PHB. Estos productos puséemespolimerizados y finalmente se
vuelven a convertir en Acetil-coA. De la misma nrangue el ciclo de los acidos
tricarboxilicos , el flujo de carbono a través déaevia esta influenciado por las condiciones
de crecimiento y los dos ciclos pueden competiryggometabolito inicial comun a Acetil-
CoA, sin embargo la funcion del PHB, en el metamot celular en especies BRizobium

no ha sido definidaValentin et al 1995)

2.5.3 Rutas biosinteticas de los polihidroxialcgns.

2.5.3.1 Ruta biosintetica d®alstonia eutrophus. Dos moléculas de acetil-CoA son
condensadas por ufacetiolasa. Luego una acetoacetil-CoA reductasa RIAMependiente
cataliza la reduccion estereo selectiva de la mitdéte acetoacetil-CoA formada en el paso
anterior a D 3-Hidroxibutiril-CoA. En la dltima reeién de esta via, una PHB sintaza une
este producto a una molécula polimérica ya existanediante un enlace ester (Schubert y
Cols 1988)

2.5.3.2 Ruta biosintetica dRseudomonas oleovorans : Esta ruta se encuentra en la mayoria
de las Pseudomonas pertenecientes al grupo 1 deldgien de RNA ribosomal (RNAT).
Estas bacterias acumulan PHA compuesto por aciddr8xialcanoico de cadena media si
son cultivadas en alcanos, alcanoles o acidos @taan Por ejemplo durante el cultivo en
octano o acido octanoico, se acumula un poliésier apntiene 3-Hidroxioctanoato como
principal constituyente (alrededor del 90 mol Yl)imm et al 1990)

2.5.3.3 Ruta biosintetica dBhodospirillum rubrum: Las modificaciones de esta ruta
consisten en que la molécula de acetoacetil-Cofdda por If3-cetiolasa, es reducida por
la reductasa ADH- dependiente a L(+)-3-hidroxibli@oA, el cual es convertido a D(-)-3-

Hidroxibutiril-CoA por dos enoi-CoA hidratasa (cama molécula de coronil-CoA como

intermediaria). La quinta reaccion de la via, dpdémerizacion, es catalizada por la PHA
sintaza. (Moscowitz et al 1989)
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2.5.3.4 Ruta biosintetica d&seudomonas aeruginosa: La mayoria de la Pseudomonas que
pertenecen al grupo 1 de RNAr, poseen esta vialpaiatesis de copoliesteres compuestos
por acido 3-hidroxialcanoicos de cadena media dirpde acetil-CoA, Pseudomonas
oleovorans carece de la misma. El principal constituyentepddiester es hidroxidecanoato.
(Anderson et al 1990)
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3. MATERIALES Y METODOS
3.1 DISENO EXPERIMENTAL

Se evaluo el efecto del lixiviado del relleno Samit Antanas (RSA) sobre la diversidad
de bacterias productoras de Polihidroxialcanogtasa lo cual se utilizo un disefio de
blogues al azar con tres replicas por cada tratdmie

Al primer tratamiento se le realizo la aspersionligiviado, lo cual se hizo con una

regadera que permitio distribuir de manera umtoren la el liquido respectivo. El

segundo tratamiento fuel el tratamiento controlekgual se utilizo suelo si contaminar.
(Ver tabla 1). Estos tratamientos se tuvieron apt¥atura ambiente, en camas por
triplicado, cada cama de 50cm x 50 cm y una praflatdi de 20cm, en las cuales se
dispusieron aproximadamente 50kg de suelo. (Fig. 1)

Figura 1: Proceso de aspersion de lixiviado ecdasas

Tabla 1. Descripcion de los experimentos realizados

Sistema Tratamiento Descripcion del tratamiento

T1 Aspersion de Suelo al cual durante 105 dias se le
lixiviado hizo un riego de 1L lixiviado

T2 Tratamiento control Suelo sin contaminar

" El lixiviado fue tomado de la piscina aerobia idleno sanitario Anta

3.2 Fase de laboratorio

" El lixiviado fue tomado de la piscina aerobia @#leno sanitario Antanas
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3.2.1 Caracterizacion fisico quimica del suelo:cBéa tratamiento se colecto dos muestras
por triplicado: una inicial y una al finalizar elgeeso de aspersion, las cuales se llevaron al
Laboratorio de suelos de la Universidad de Narfiodonde se determinaron las siguientes
variables: pH, Humedad, Materia Orgéanica, capaciaihtercambio cationico, densidad
aparente, porcentaje de elementos (Fosforo, calitrdgeno potasio, carbono). (Unigarro
y Carrefio 2005)

3.2.2 Diversidad y abundancia de Bacterias Prodastade PHA's: Para calcular la
diversidad de bacterias productoras de PHA'’s dezoda siguiente metodologia:

3.2.2.1 Aislamiento de bacterias productoras déiplobxialcanoatos: Por un periodo de
tres meses, cada 15 dias se realizaba los muestagasel aislamiento de bacterias
productoras de PHAs. De cada replica por tratamiset tomaban 10 gr. de suelo y se
mezclaban 90 ml de agua destilada esténiégo se agitaba vigorosamente la muestra y se
obtenia dilucién del suelo 1/10 es decif 1fle esta se tomaba 1ml, y se trasferia a otro
tubo con 9ml de agua destilada y asi sucesivantersta llegar diluciéon de T0De esta
ultima dilucion se tomaba 0.5 ml y se sembrabatpplicado, en un medio de cultivo
selectivo el cual contenia agar plate count, saeaextracto de suelo y azul nilo al 0.1%
Las cajas fueron incubadas durante 72 hrs a ungetamara de 27C, La observacion de
crecimiento se realizo a las 24, 48 y 72 hrs m@smenente, las cajas petri se sometieron a
radiacidn ultravioleta y se seleccionaron las da®ue florecieron de rojo-naranja.

Conservacion de las cepas: Las cepas se purifitesta obtener colonias puras la cual fue
verificada de forma macroscoépica y microscopicaaRanservar las cepas se elaboraron
stocks, para ello se tomaron colonias aisladasndenedio nutritivo y se sembraron en
profundidad y en superficie en tubos inclinados qoatenian agar nutritivo, estos
preservados se usaron como cepas de trabajo gugsanon durante 20 — 24 horas a 35 -
37°C y se almacenaron a 4°C.

Caracterizacion Fenotipica: La caracterizacion remizada en dos etapas: La primera
consistid en una caracterizacion preliminar basadaforma, color, borde, elevacion,
superficie de las colonia, reacciéon de Gram., &midn microscopica y resistencias a
antibioticos; en el caso de las bacterias Gramtipasi se utilizaron: ampicilina,
lincomicina, acido fucinico, cefoxitin, cefaximide,novoviocina, tetraciclina,
oxotetraciclina, ciprofloxacin.

Con las caracteristicas nombradas anteriormenteadigaron analisis de agrupamiento,
utilizando el programa (PAST3), el cual nos perdnitbnfirmar si un morfotipo era similar
a una ya descrito antes.La segunda etapa congstid, caracterizacion bioquimica de los
aislados mediante el sistema APl 50CH/B (Biomeriux)

3.2.3 Para estimar la producciéon de polimero ennhosfotipos aislado se utilizo la
siguiente metodologia:
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Se estimo la produccion de PHA's de 30 morfotipbgenidos anteriormente, los cuales
fueron activados de los stocks ya conservados.

» Cultivo de Microorganismos

Para cada cepa se utilizaron 3 frascos de 250cada uno con 190 ml que contenian un
medio fermentativo compuesto por sacarosa, pept@xaracto de levadura (ver anexo), y
10 ml del inoculo (representando el 5% del inochiagta llegar a un volumen de 200 ml.
El preinoculo se cultivo por 24 hrs a una tempeeatie 37 C en el medio fermentativo, al
cado de este tiempo se cuadraron los inoculosa alsorbancia de 0.05.

. Extraccion de Polimero

A las 24 hrs se realizo el proceso de digestid@ual consistio en centrifugar a 13000 rpm
por 5 minutos en tubos todo el medio de cultiveeydgsecho el sobrenadante, el pellet
obtenido, se lavo y se centrifugo dos veces conndbktros de agua destilada en las

mismas condiciones descritas anteriormente (desdohaiempre el sobrenadante), El

contenido se paso a un tubo eppendorf con tapdey sigrego 2ml de hipoclorito, se tapo
el tubo y se llevo a bafio maria a 50°C durante B@Qitos, luego se realizaron 2 lavados
con agua destilada y se centrifugara a 13000 rprantls 5 minutos. Posteriormente se
agrego 1 ml de metanol absoluto frio y se centafug 13000 rpm durante 5 minutos,

finalmente se desecho el sobrenadante, el pelleveedos veces con agua destilada y el
sélido obtenido se llevo a secar a una temperalei@0°C durante 24 hrs y por el método
de gravimetria. Se obtuvo el peso total del polinudatenido.

» Caracterizacion del polimero
La cepa que presento mayor produccion de PHA'szasacterizo el tipo de polimero
mediante la técnica de cromatografia de gases.

3.3 Andlisis de resultados

Ho: La diversidad de bacterias productoras de Polikidicanoatos no varia, cuando es
asperjada con los lixiviados del relleno sanitdecAntanas.

Ha: La diversidad de bacterias productoras de idotikialcanoatos varia, cuando es
asperjada con los lixiviados del relleno sanitdecAntanas.

» Andlisis para bacterias productoras de polihiddoaioatos

Las bacterias aisladas en los tratamientos fuenoalizadas y comparadas por medio de la
prueba de analisis y varianza, y se obtuvierorsiggientes indices: riqueza, diversidad y
abundancia
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4. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1 Caracterizacion fisico quimica del suelo.

En la Tabla 2 se muestra, la caracterizaciondigidmica de los suelos utilizados en esta
investigacion. Las mediciones de los parametrasofiguimicos se realizaron en dos
tiempos: antes de la aspersion del lixiviado esuelo, y después de 140 dias de aspersion
diaria de lixiviado. No se encontraron diferencestadisticamente significativas (ver
anexo 1) en cuanto a los valores de pH, esto pdederse al poder buffer que tiene el
suelo el cual le permite resistirse a los cambiplde/a que el lixiviado posee un pH basico
el cual no afecto el pH del suelo (INTA 2006) .

Tabla 2. Caracteristicas fisico quimicas de lofosuentes de la aspersion de lixiviado y
después de 140 dias de aspersion diaria de lixigiddl relleno sanitario Antanas.

Parametro Experimento de Aspersion de lixiviadselos.
Antes de la aspersion de Después de 120 dias de
lixiviado aspersion de lixiviado
Promedio Desviaciénn  Promedio Desviacion
estandar estandar
Ph 5 0.081 5.53 0.40
Materia organica 8.2 0.78 9.83 1.5
Densidad aparente 0.825 0.21 0.83 0.05
Fosforo disponible 7.6 0.88 29.03 7.71
Capacidad de 22.5 1.43 38 0.8
intercambio
cationico
Calcio de cambio 5.72 0.72 16.46 3.04
Magnesio de cambip 0.94 0.174 2.79 0.72
Potasio de cambio 0.76 0.13 5.46 3.18
Acidez de cambio 0.15 0.05 0.2 0.15
Textura Arcilloso Arcilloso-
Arenoso
Nitrogeno total 0.52 0.29 0.38 0.070
Carbono organic 6.24 2.86 5.51 1.18

Al analizar la cantidad de fésforo en el suelo seuentran diferencias en los valores de
este antes y después de la aspersion del lixieads suelo, con valores promedios de 7.6
y 29.03 respectivamente, con un (P<0.05). (ver a2@xEstas diferencias pueden deberse
a que los lixiviados contienen aproximadamente£2mg/L de fosforo, el cual se acumulo
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en el suelo durante el tiempo de aspersion delidido, teniendo en cuenta que no todos
los microorganismos tienen la capacidad de degrldiE@sforo (Novelo 2001). La mayor
parte del fésforo es trasformado de fosfato indagaa organico o de forma insoluble a
soluble (Atlas & Bartha 2002).

Los valores de capacidad de intercambio cationmmbién presentaron diferencias
significativas (ver anexo 3) estas diferencias puegekplicarse teniendo en cuenta que la
CIC es la capacidad de absorcion de cationes pde @kl suelo, y estos cationes
intercambiables proceden de la meteorizacion détnmab originario de la mineralizacion
de la materia organica y aportes externos supadiiy subterraneo (Porta. Et.al 2005).
Este aporte pudo llegar del lixiviado, lo cual skaciona con el aumento de los cationes
potasio, calcio y magnesio, al encontrarse con mdigponibilidad en el suelo, los cuales
fueron absorbidos mas facilmente por los cual Vasores de CIC aumentaron
significativamente.

Los datos obtenidos para las bases intercambiétdéso, magnesio, potasio), muestran
diferencias estadisticamente significativas envlderes antes y después de la aspersion de
lixiviado (Fig. 2)

Figura2: Valores de bases intercambiables, alanial final del experimento de aspersion
de lixiviado

neyl1ay

Calcio Magnesio Potasio

= Tiempo incial m Tiempo final

Segun Méndez (2002), los lixiviados poseen cantisade altas de potasio, calcio y
magnesio los valor se encuentran entre (1100, 420Pmg/L respectivamente.

En la grafica anterior observamos que los valorescalcio son superiores a los de
magnesio y potasio. Burbano (2004) menciona quedongenidos de potasio son superiores
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a los de Calcio y Magnesio en la mayoria de sugdoslima frié y templado y sus valores
disminuyen en suelo tropicales y de clima calidbidie al alto grado de meteorizacion de
la materia organica, no obstante sus fraccionescatbiables y solucidon son bajos ya que
estos elementos es relativamente inmovil ya que serlo junto con el magnesio son
elementos que se lixivian rdpidamente. En cuarits aalores de nitrdgeno y carbono en
el suelo no se presentaron diferencias signifiaati Pero los valores promedios
disminuyeron (ver Fig. 3) antes de la aspersiohixiiado y después de la aspersion de
lixiviado. Estos factores son de suma importangé&a que son utilizados por los
microorganismos para su desarrollo, degradando,cposiguiente, el sustrato organico
sobre el cual se desarrollan, lo cual puede estacionado con la disminucién de estos
valores. Segun Alexander (1980), la mineralizaciéta materia organica produce cambios
en la relacion C/N, a lo largo del tiempo hasta geellega a un valor de estado
estacionario. Aunque es ampliamente conocido qaarbbno y el nitrégeno son elementos
fundamentales para el crecimiento de la microbigasuelo, no es prudente atribuir el
incremento de bacterias productoras de PHAs ataefede estos parametros. El efecto
positivo del carbono y el nitrdgeno sobre la presede bacterias productoras de PHAs se
evidencia cuando ademas de las concentracionesdelevse genera una alta relacion entre
el carbono y el nitrégeno. (Fernandez 2007)

Figura.3 Relacion C/N al inicio y al final de elpeximento de aspersion de lixiviado

Relacion C/N

1 Tiempo 2

= % Nitrogeno m % Carbono

4.2 Diversidad y abundancia de bacterias produsidegpolihidroxialcanoatos (PHA

Se aislaron en total 29 morfotipos productores idAdPen suelos asperjado con lixiviados
del relleno Sanitario Antanas y 9 en el tratangemantrol el cual no fue expuesto a ningun
contaminante. Los morfotipos aislados dieron passta la prueba de azul nilo y estos
fueron seleccionada ya que emitian fluorescemigacolor rosado de diferentes
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intensidades cuando fueron irradiadas con luz LB nm. Esto es debido a que el azul
nilo es absorbido y acumulado en los granulos da,Rianfiriéndole fluorescencia a la
célula. (Carballo et.al 2003) (Fernandez 2006)

Figura 4-5 Fluorecenscia de los morfotipos sele@dos

Los morfotipos seleccionados fueron purificadosagar nutritivo hasta obtener colonias
puras y aisladas, la verificacion de pureza sézethcion de Gram. Cuando se constato la
pureza de las cepas se describieron de forma manroroscopica ( Ver fig 6-7)

Fig 6-7, De izquierda derecha, forma macroscoépisacyoscopica del aislado 2MP1

Con estas caracteristicas y la reaccién de antibg{ver fig 8-9) se procedid a realizar un
cladograma para agrupar las cepas y constatar cartkes que fueran un morfotipo
anteriormente descrito
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FIG. 8-9. Antibiograma de la cepa 1MP5, utilizantis siguientes antibioticos 1-
Ampicilina, 2-Lincomicina, 3-Acido Fucinico, 4-Cefitin, 5-Cefaximide, 6-Novoviocina,
7-Tetraciclina, 8-Oxotetraclina, 9-Ciprofloxaxin.

En el antibiograma se observo que la cepa 1MPEersible y forma Alos de inhibicidon
con la ampicilina (35mm), cefoxitin (23mm), Teidina (26mm), Oxotetracilina (22mm),
ciproflixacin (33mm), a los demas antibioticos estpa presento resistencia.

Entre los estudios relacionado con el aislamiergobdcterias productoras de PHAs
encontramos en suelos encontramos que: Suare2@d4l hicieron aislamiento de bacteria
en suelos del departamento de Narifio y Santarageculales muestrearon cultivos de cafia
y obtuvieron un total de 242 aislamientos utilizand técnica de rojo nilo y sudan negro.
Fernandez (2006) colecto 59 aislados bacteriano81dmuestras se suelo de la region
Andina del departamento de Narifio de la cualeed8ltaron positivas a la prueba del rojo
nilo.

Hidalgo y Zambrano aislaron 36 cepas nativa®dgalielo del departamento de Narifio las
cuales fueron positivas a la prueba del rojo nile, estas solo 25 presentaron picos
cromatograficos correspondientes al biopolimerajsickerando al nilo rojo como una
técnica utilizada exclusivamente para el tamiza@itativo.

Guerra y Rosero (2008), en su estudio reportan mamundancia de bacterias
acumuladoras de PHAs en la zona de pastos dell@@i@e aisladas 16 fueron positivas a
la prueba de rojo nilo, seguida de la zona de lsaiural secundario de 24 morfotipos
aislado el 50% de estas sintetizan PHAs, por uUls@mencuentra la zona de pino de los
cuales 10 de los 23 morfotipos aislados dierontiposi a la prueba de rojo nilo.
En la siguiente grafica observamos el efecto ceretel lixiviado sobre la abundancia de
bacterias productoras de PHAs.
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Fig. 10. Abundancia de bacterias productoras dididobxialcanoatos en el experimento
de aspersion de lixiviado y en el tratamiento aurdin riego de lixiviado
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En la anterior grafica podemos observar que lan@dmcia de bacterias productoras de
PHAs al inicio de los tratamiento es igual parados tratamientos, en el tratamiento 1 se
observa que la mayor abundancia se da aproximademéos 30 dias de aspersion al cabo
de este tiempo la abundancia empieza descendgm $@rnandez (2006), plantea que las
propiedades del suelo influyen sobre el metabolisawteriano lo cual se ve reflejado en la
abundancia de las poblaciones microbianas. Teniendmenta que las propiedades fisico
guimicas en el T1 fueron alteradas por la asped@bixiviado podria pensarse que este
tiene un efecto sobre la abundancia las bactera@hictoras de PHAs. El tratamiento 2 se
observan leves cambios en la abundancia de bacmoeauctoras de PHAS los cuales se
estabilizan aproximadamente a los 25 dias, encaste no se dan cambios significativos
ya que no hay condiciones adversas y tampoco setaepcambios significativos en la
estructura del suelo. Segun los datos obtenide$ €ratamiento 2; el fosforo aumento en
mas del 100% de los valores iniciales, Lee (20C@)tpa que los genes involucrados en la
biosintesis de PHB efcinetobacter sp se activan trascripcionalmente bajo limitaciones d
fosforo o que bajo estas condicionBseudomonas putida convierte todo el carbono
extracelular en materiales de reserva, respectiveemg8e puede decir que esta cepa al igual
gue otras bacterias productoras de PHB, el fédferee una marcada influencia sobre la
produccion del polimero. Uno de los pardmetros mue&len sobra la abundancia de
bacterias productoras de PHAs es la capacidadtdecambio cationico. Esta propiedad
asegura un aporte adecuado de cationes como patagmesio y calcio los cuales son
utilizados por los microorganismos para los difegeprocesos metabdlicos, en este trabajo
se observaron aumentos significativos es estosmgdirds, al encontrarse en grandes
cantidades tienen efectos negativos los cualesemrdihaber inhibido el crecimiento
celular bacteriano (Pefia 1999 )
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Las comunidades bioldgicas suelen contener pogascies con muchos individuos y
numerosas especies con pocos individuos. Aunquenalmrente el flujo de energia
depende de unas pocas especies dominantes, lasesspgenos dominantes pueden
determinar en gran parte la diversidad especifataidel trofico correspondiente y de toda
la comunidad. (Atlas & Bartha 2002; Huaiying et2806; Bathnagar et.al 2007)

Fig. 11. Diversidad de bacterias productoras dehigobxialcanoatos experimento de
aspersion de lixiviado y en el tratamiento consinlriego de lixiviado
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En la anterior grafica observamos que los valoeedidersidad se encuentran entre 0,9 y
2,5, el valor mas alto de diversidad se da aprodameente a los 30 dias de las aspersion de
lixiviado, estos valores concuerdan con el puntoddose presento mayor abundancia de
bacterias, autores sefialan que hay una relaciéataientre la diversidad y abundancia de
especies. Generalmente la diversidad disminuyedouama o unas pocas poblaciones
alcanzan densidades altas; los numeros elevadmsitindue una poblacion individual ha
superado con éxito la competencia y ha logrado gangn la comunidad.

Uno de los factores que limitan la diversidad esolapetencia entre poblaciones la cual se
puede dar por la colonizacion de nichos a partmagoorganismos aloctonos que entran a
competir y pueden desplazar a las bacterias aui@stcen este caso las bacterias que
llegaron de los lixiviados pudieron haber desplazada que se encontraban en el suelo y
genero una competencia por los nutrientes que gagaban en este habitat. Otra de las
causa puede ser que lo microorganismos no se aolapta estas nuevas condiciones.
(Atlas Y Bartha 2002). Segun Huaying et.al (200B)nfea que una diversa comunidad
microbiana del suelo es una medida importante délizacion sostenible de la tierra, en el
tratamiento 1 el suelo sufri6 una degradacion pecte del lixiviado, lo cual puede haber
originado la disminucion de la diversidad.

En la tabla tres se observa la abundancia de cadfotipo en los dias de muestreos,
igualmente se evidencia el remplazamiento de @stosfecto de la aspersion del lixiviado.
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Se observa que el Unico morfotipo que prevaledi@das de los dias del experimento fue
el SM2.

Tabla 3. Abundancia de Morfotipos a través del perde aspersion de lixiviado

TIEMPO (DIAS)
CEPA 0 15 30 45 60 75 90
SM1 48 33 35 0 0 0 0
SM2 4 20 28 15 5 2 0
SM3 8 0 0 0 0 0 0
SM4 2 13 0 0 0 0 0
SM5 17 26 28 7 0 0 0
SM6 7 4 8 0 0 0 0
SM7 5 8 9 0 0 0 0
IMP1 0 16 20 12 28 0 0
1IMP2 0 11 0 0 0 0 0
1MP3 0 17 24 8 12 0 0
IMP4 0 5 6 0 0 0 0
1MP5 0 2 0 0 0 0 0
1IMP6 0 28 24 0 0 0 0
1IMP7 0 36 30 12 16 0 0
2MP1 0 0 14 20 28 4 0
2MP2 0 0 8 4 0 0 0
2MP3- 0 0 9 7 0 2 0
2MP4 0 0 6 0 0 0 0
2MP5 0 0 18 0 0 0 0
2MP6 0 0 4 0 0 0 0
2MP7 0 0 14 9 10 0 0
3MP1 0 0 0 19 8 0 0
3MP2 0 0 0 33 12 6 0
3MP3 0 0 0 4 0 0 0
3MP4 0 0 0 11 6 0 0
3MP5 0 0 0 25 0 15 0
3MP6 0 0 0 2 0 9 0
3MP7 0 0 0 7 5 0 0
3MP8 0 0 0 17 6 0 0
4MP1 0 0 0 0 8 4 0

Los datos obtenidos del perfil bioquimica aplicaetlsistema APl 50CHB, indica que la
cepa SM2 corresponde a la espdgaeillus subtilis, una de las causas para dggubtilis
haya prevalecido a través del experimento de dépegs que este tipo microorganismos es
capaz de tolera condiciones adversas ya que asta fesporas y cuando las condiciones
vuelven a ser favorables germinan como una sem{Basck 2004) De los 29 morfotipos
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aislados para el tratamiento 1 (aspersién de &&iv) el 76,87% son bacterias Gram + y un

27,13% pertenecen al grupo de las Gram -.

Tabla 4. Caracterizacion de los morfotipos aislaosuelos aspejados con lixiviados.

CEPA | Morfologia de la| Morfologia | Agregacion| Tincion Api 50 CHB
colonia cellular de Gram
SM1 Circular, blanca Bacilo Empalizada -
SM2 Irregular, blanca Bacilo empalizada + | Bacillussubtilis
SM3 Circular, crema Coco Solos + | Aneurinibacillus
aneurinilyticus
SM4 Circular, crema Bacilo Solos + | Bacillussubtilis
SM5 Extension,crema Bacilo Empalizagda + | Bacillus pumilus
SM6 Circular, crema Bacilo Empalizada -
SM7 Circular, blanca Bacilo Empalizada + Bacillus sp.
1MP1 Circular, crema Bacilo Cadend + | Aneurinibacillus
aneurinilyticus
1MP2 | Ramificada,blanc Bacilos Solos Bacillus
micoydes
1MP3 Irregular, crema Coco- | Empalizada
bacilos
1MP4 Circular, blanca Bacilos Empalizagda + | Bacillussubtilis
1MP5 Extension Bacilo Empalizada + Brevibacillus
laterosporus
1MP6 Irregular Bacilos Solos Brevibacillus sp
1MP7 Irregular, blancg Bacilos Empalizaga + | Bacillus subtilis
2MP1 Circular, blancal Bacilos Empalizada +
2MP2 Irregular, blancg Bacilos Empalizaga + | Aneurinibacillus
aneurinilyticus
2MP3 Extension,crema Bacilos Empalizada +| Bacilluslentus
2MP4 Irregular, crema Bacilos Empalizaga + | Bacillus pumilus
2MP5 Coco bacilo Empalizada -
2MP6 Circular, blanca Bacilos Cortos -
2MP7 Irregular, crema Bacilos Solos -
3MP1 Irregular-crema Bacilos Solos + | Aneurinibacillus
aneurinilyticus
3MP2 Circular, blanca Bacilos Empalizaga + | Bacillus pumilis
3MP3 Puntiforme,liso Cocos Solos -
3MP4 Circular, blancal Bacilos Parejas +
3MP5 Irregular, crema Bacilos Solos +
3MP6 Circular, crema Bacilos Empalizada +
3MP7 Irregular, blancg Bacilos Empalizaga + | Aneurinibacillus
aneurinilyticus
3MP8 Circular, blanca Bacilos Cadena + | Bacillusfirmus
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En la tabla 5 observamos la abundancia total yivalgor cada morfotipo, el morfotipo
mas abundante corresponde al aislamiento SM1 carabundancia relativa del 11,64%,
este prevalecié hasta el dia 30 del experiment@agpersion de lixiviado, segun sus
caracteristicas pertenece al grupo de la GramgurSélexander en 1980 las bacterias
Gram — son mas abundantes en los suelos que lasiaacram +

Tabla 5. Abundancia total y relativa de morfotipeslados de suelos asperjados con
lixiviados

CEPA | Abundancia| Abundancia
total Relativa
SM1 116 11.64
SM2 74 7.42
SM3 8 0.80
SM4 15 1.5
SM5 78 7.83
SM6 19 1.9
SM7 22 2.2
1IMP1 76 7.63
1IMP2 11 1.1
1IMP3 61 6.12
1MP4 11 1.1
1IMP5 2 0.2
1MP6 52 5.22
1IMP7 94 9.43
2MP1 66 6.62
2MP2 12 1.2
2MP3 21 2.1
2MP4 6 0.6
2MP5 18 1.8
2MP6 4 0.4
2MP7 33 3.31
3MP1 27 2.71
3MP2 51 5.12
3MP3 4 0.4
3MP4 17 1.7
3MP5 40 4.01
3MP6 11 1.1
3MP7 12 1.2
3MP8 23 2.3
AMP1 12 1.2
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Con los anteriores resultados puede evidencidrsefeeto del lixiviado del relleno
sanitario Antanas sobre la diversidad y abundasheibacterias productoras de PHAs ya la
no hubo estabilidad de la comunidad a lo largoegtperimento de aspersién, hasta llegar a
un punto donde el lixiviado inhibié el crecimierte bacterias

4.3 Estimacion de la produccion de Polihidroxializios en cepas aislada de suelos
asperjados con lixiviados. En la tabla 6 se olaselws peso promedios de polimero en las
cepas aislada en suelos asperjados con lixiviados

Tabla 6. Estimacion de la produccion de PHAs erfotipos aislados de suelos asperjados
con lixiviados.

Cepa Promedio g-| Desviacion estandar
SM1 0,02 0.02
SM2 0,03 0.02
SM3 0.02 0.02
SM4 0.04 0.069
SM5 0.02 0.017
SM6 0.01 0.17
SM7 0.03 0.05
1MP1 0.031 0.033
1MP2 0.012 0.105
1MP3 0.094 0.091
1MP4 0.019 0.016
1MP5 0.148 0.05
1MP6 0.005 0.008
1MP7 0.011 0.019
2MP1 0.094 0.01
2MP2 0.004 0.002
2MP3 0.131 0.153
2MP4 0.005 0.008
2MP5 0.006 0.001
2MP6 0.002 0.003
2MP7 0.094 0.01
3MP1 0.002 0.003
3MP2 0.004 0.0069
3MP3 0.006 0.001
3MP4 0.004 0.0069
3MP5 0.008 0.006
3MP6 0 0
3MP7 0.133 0.068
3MP8 0.005 0.0008
AMP1 0 0
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En las cepas 3MP6 y 4MP1, no se pudo cuantificpokénero, lo que podria deberse a que
la cantidad recuperada de este podria encontrarsaveles trazas inferiores al nivel
minimo detectado por el método de gravimetria dotdmpodria atribuirse a que las cepa
no hayan sintetizado biopolimero, por lo cual leedeidén cualitativa con azul nilo no es
una técnica muy apropiada y selectiva para este dg determinaciones ya que este
colorante puede interactuar y fluorecer con susdarge propiedades quimicas similares a
la de los biopolimeros, o puede reaccionar contgioode acidos grasos.

De acuerdo a los resultados del analisis de vaiésRIOVA) se encontraron diferencias
significativas (P>0.05) en la produccion de PHAspearte de los morfotipos estudiados
Para determinar cuéles de los morfotipos aisladeseptan mayor produccién de PHAs, se
aplico la prueba de contraste multiple de rangowonivel de confianza del 95 %.

Estos resultados indican que no hay una relacidre éa produccion de polimero y el
tiempo de aspersion de lixiviado en el que fuelislados, igualmente no hay una relacion
entre el grupo bacteriano al cual pertenecen, exafitias de lo reportado por Hidalgo &
Zambrano (2005) los que encontraron que las bastenas productoras de biopolimero
pertenecen al géner®acillus Gram (+), y superan de forma considerable a las
concentraciones estimadas para las Gram (-). Cheal. €1991) reporta que muchas
especies de Bacillus producen PHAs, y desde esdogicgen de la PHA sintasa ha sido
clonado a partir dB. megaterium. Es de interés para ver si sobre la base deleseia de
los primers PHA sintasa Podria permitir la idecéi€ion de otros productores de PHA de
un tipo similar a la presente Bnmegaterium.

Segun Sabbeel et.al (2007) afirma que las bactgemm (+) y en especial las
pertenecientes al geneBacillus y Sreptomyces poseen un gran potencial industrial y
pueden ser muy utiles en la industria de los PHAs .

En esta investigacion de total de las cepas aslaldd5.51% de estas pertenecen al género
Bacillus. Mas de 250 especies bacterianas se ha desanito aoumuladoras de diferentes
tipos de PHAs (Ojumu 2003). Entre todos este guapdbacterias el genero Bacillus tales
como Bacillus megateriun, B cereus, B shaericus, B circulans, B brevis, B licheniformes

han sido reconocidos como productores de PHAs (8laa2002; Fernandez 2006)

En este estudio el aislamiento 1MP5 reporto la mayoduccion de polimero con 0.1416
g/L. Los valores de este estudio son muy infesi@rés reportado por Barbosa et.al (2005)
los cuales reportan un rendimiento de 5 g/L, usadao fuente de carbono glucosa, estas
diferencias se deben a que estos investigadorésagn una cepa recombinante de
Ralstonia eutropha (ATCC 17697). Segun Kim et.al 1994 afirman dratstonia eutropha

es capaz de acumular un 80% de polimero del tetgdaebo seco de la bacteria a partir de
fuentes de carbono econdmicas tales como la glucosa

Fernandez reporta un rendimiento para la cepa k@@tificada comdacillus mycoides

de 0.4 g/L en un medio (sin optimizar), 5.2 alimptar el medio de cultivo, para este

estudio el aislado 1MP2 presento caracteristicasottnias filamentosas que se curvan
hacia la derecha (fig. ). De acuerdo con las daesiones del manual Bergey's y el perfil de
oxidacion de azucares, este aislamiento se idestifdmoB. mycoides para este aislado se
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reporta una produccion de 0.12 g/L de biopolimera® medio con sacarosa como fuente
de carbono.

La cepa 1MP5 , a partir del perfil de oxidacionateicares se identifico coniacillus
laterosporus, bajo el lente del microscopio (100x) se obsenvdracilos solos, medianos,
catalogados como Gram +. (Fig 12)

Figura 12. Forma microscoépica del aislamiento 1N8Ré&llus |laterosporus

Bacillus laterosporus se ha utilizado en las ultimas décadas como dohtotdgico de
plaga de insectos y hongos, pero no hay reportebaga utilizado como una cepa
potencialmente industrial para la produccion de BHEn un estudio realizado por
Shamala et.al 2002 no reportan produccion de PHApadir de un aisladode
B.laterosporus en un medio mineral, en contraste con lo reporpaddSabbeel et.al (2007)
los cuales utilizan como fuente de carbono el pmgtio y obtiene un porcentaje del 29.5
del peso seco para 3-hidroxibutirato y 5% para tacdon 3-hidroxibutirato-
hidroxivalerato.

4.3.1 Caracterizacion del polimero sintetizado laocepa 1MP5EnN la figura 13 se
muestra el perfil cromatografico de la cepa 1MRJdEdn de copolimero PR(H&-HV),

se observa un pico en el periodo de retencién Hemdnutos El tiempo de retencién
obtenido para la cepa 1MP5 se encuentra en el rdagoonfiabilidad para la fraccién
butirato (PHB) con un tiempo de retencion 4.566.

En el cromatograma obtenido del aislamiento 1IMP&darmentacion con sacarosa como
fuente de carbono se observaron otros picos difsseal de la fraccion butirato, lo que
podria considerarse que este aislamiento tambiérigpsintetizar otros tipos de polimeros
blenda o copolimeros.
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Fig.13 Perfil Cromatografico obtenido de la cepaPEM
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5. CONCLUSIONES

1. El lixiviado del relleno sanitario Antanas, afeda estabilidad de las poblaciones
microbianas lo que se vio reflejado en la divedida abundancia de bacterias
productoras de PHAs.

2. Las propiedades fisicoquimicas (fosforo, capacttthtercambio cationico, calcio,
potasio y magnesio) de suelo se alteraron por aa®gblixiviado de Relleno Sanitario
Antanas.

3. Las caracteristicas fisico quimicas del suelo yeffusobre la abundancia y
diversidad de las bacterias productoras de PHAs.

4. La mayor abundancia de bacterias productoras desRldAla a los 30 dias de
aspersion de lixiviado y a los 90 dias no se ptesaecimiento microbiano

5. Mediante el sistema API 50 CHB se determino quefa que presento mayor
produccion de PHAs fue identificada coBievibacillus laterosporus, con un
rendimiento de 0,1416 g-L

6. El polihidroxialcanoato sintetizado por el aislantee1MP5 corresponde al
homopolimero polihidroxibutirato
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6. RECOMENDACIONES

1. Identificar los morfotipos aislados hasta géneespyecie, utilizando metodos
moleculares.

2. Los resultados obtenidos sugieren que existencsfelet las propiedades fisicoquimicas
del suelo en la abundancia de poblaciones bactsrigroductoras de PHAS, por lo que se
recomienda realizar otras investigaciones encaragactonsiderar este tipo de bacterias
como bioindicadoras del estado del suelo.

3. Optimizar un medio de cultivo para la sintesis H&Ror el morfotipo 1MP5 aislado de
suelos asperjados con lixiviados
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ANEXOS

1 Tabla ANOVA, Parametro pH

Analisis de la Varianza

Fuente Sumas de cuad. G| Cuadwbettio Cociente-F P-Valor

Entre grupos 0.426667 1 0.4766 4.92 0.0907
Intra grupos 0.346667 4 0.08%66
Total (Corr.) 0.773333 5

2 Tabla ANOVA PARAMETRO FOSFORO

Andlisis de la Varianza

Fuente Sumas de cuad. Gl Cuadwésttio Cociente-F P-Valor

Entre grupos 678.407 1 608.4 22.44 0.0091
Intra grupos 120.913 4 3822
Total (Corr.) 79932 5

3. Tabla ANOVA CIC

Andlisis de la Varianza

Fuente Sumas de cuad. G| Cuadwbettio Cociente-F P-Valor

Entre grupos 343527 1  323.5 237.46 0.0001
Intra grupos 5.78667 4 1846
Total (Corr.) 349.313 5
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4. Tabla ANOVA CALCIO DE CAMBIO

Andlisis de la Varianza

Fuente Sumas de cuad. G| Cuadwbettio Cociente-F P-Valor

Entre grupos 180.402 1 16R.4 36.99 0.0037
Intra grupos 19.5067 4 A@76
Total (Corr.) 199.908 5

5. Tabla ANOVA MAGNESIO DE CAMBIO

Analisis de la Varianza

Fuente Sumas de cuad. G| Cuadwbettio Cociente-F P-Valor

Entre grupos 5.11527 1 52715 17.89 0.0134
Intra grupos 1.14387 4 0.2859
Total (Corr.) 6.25913 5

6.Tabla ANOVA POTASIO DE CAMBIO

Andlisis de la Varianza

Fuente Sumas de cuad. G| Cuadwbettio Cociente-F P-Valor

Entre grupos 323873 1 3238 6.36 0.0652
Intra grupos 20.3693 4 53®2
Total (Corr.) 52.7566 5

7- Tabla ANOVA % NITROGENO

Andlisis de la Varianza

Fuente Sumas de cuad. Gl Cuadwéettio Cociente-F P-Valor

Entre grupos 0.00326667 1 0.008266 0.07 0.8009
Intra grupos 0.179933 4 0.048®8
Total (Corr.) 0.1832
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8. Tabla ANOVA Porcentaje de carbono

Andlisis de la Varianza

Fuente Sumas de cuad. G| Cuadwbettio Cociente-F P-Valor

Entre grupos 0.180267 1 0.B5302 0.03 0.8751
Intra grupos 25.6991 4 6424
Total (Corr.) 258793 5
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