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RESUMEN

Aislamiento, Caracterizacién Y Conservacion De Bacterias No Entéricas
Con Capacidad De Adaptacion En Altas Concentraciones De Plata,
Presentes En Una Laguna De Sedimentacién De La Planta Minera Del
Sector El Pache — Portovelo - El Oro.

Pablo Coba S.*, Lenin Ramirez
Centro de Investigacion y Valoracion de la Biodiversidad CIVABI, Universidad
Politécnica Salesiana, Quito, Ecuador.

*Autor para correspondencia: pcoba@ups.edu.ec

La biotecnologia ambiental y la microbiologia son los campos cientificos donde se
desarrollé la presente investigacion planteandose el aislamiento de bacterias nativas
de un sector minero ubicado en El Pache cantén Portovelo en la provincia El Oro,
partiendo de sedimentos, residuos del proceso de extraccion de oro por flotacion.
Donde 25 cepas sin identificar se lograron aislar, las mismas se sometieron a un
proceso de seleccion en agar selectivo modificado adicionado sales del metal,

resultando 11 cepas capaces de oxidar el Hierro.

Otro de los objetivos del trabajo fue comprobar que estas cepas bacterianas se
lograban adaptar a concentraciones altas de Plata, para ello se modificé el medio
adicionando concentraciones de plata que van de 30, 50 y 100 ppm en medio de
cultivo sdlido, obteniendo 5 cepas capaces de adaptarse a 50 ppm de plata como
umbral de referencia. Mediante el KIT APl 20 NE fueron identificadas como:
Pseudomona luteola (morfologia 1), Stenotrophomona maltophilia, Ralstonia pickettii,
Pseudomona flourescens y una bacteria que el sistema API no pudo identificar a la

cual se la categorizo como “BC1".

Determinandose la curva cinética de cada una de las bacterias que lograron adaptarse
a 50 ppm y se prepar6 un medio de cultivo modificado, adicionado con 30 ppm de
Plata. Denotando tiempos generacionales (tg) atribuidos a cada especie asi BC1/6.69
horas, P. luteola morfl./5.33 horas, R. picketti/5.65 horas, S. maltophilia/5.55 horas y P.

fluorescens/6.18 horas.




Palabras Claves: Ecuador, bacterias, adsorcion, plata.



CAPITULO |

1. Introduccién

Los problemas causados por la mineria a nivel mundial han llevado a condenar
esta actividad, aunque la misma es fundamental para el desarrollo y
supervivencia de la humanidad. Sin dejar de lado los efectos causados a
muchas de las comunidades asentadas alrededor de los centros de explotacion
gue se ven afectadas directa e indirectamente, no se puede olvidar que esta

actividad tiene su importancia econémica, politica y social.

Segun Hruschk (1997) los beneficios principalmente a nivel socio econémico de
la mineria son la generaciébn de empleo, la movilizacion de recursos, la
construccion de obras anexas y la reduccién de la migracion rural. Ademas a
nivel de pais esta actividad mejora la balanza comercial, aunque esta actividad

hasta el 2005 representaba algo menos del 1% de Producto Interno Bruto PIB.

Por otra parte los procesos quimicos de extraccion y purificacién de la mineria a
gran escala son los responsables de la contaminacion generada por la
extraccion de metales a través del proceso de cianurizacion como describe
Ybarra (2009), lo cual, hace que sea importante desarrollar procesos para
mitigar el impacto y ademas procesos alternativos a estos. Pero en el cantdn
Portovelo aun se tiene en zonas aisladas extraccion artesanal usando mercurio

para formar amalgamas del metal. Cadena, (2010)

Determinar que bacterias son U(tiles en procesos de biomineria y
biorremediacion a través de pruebas de laboratorio capaces de diferenciarlas y
determinar su cinética son los fines del presente trabajo. Esto abre una linea de
investigacién sobre la biotecnologia ambiental, segin el Ministerio de Minas y
Petroleos en el Ecuador aun no se tiene datos reales sobre la biorremediacion

en empresas mineras 'y se desconoce de proyectos sobre biomineria.



1.1. Antecedentes

“‘Un estudio del Centro Internacional de Investigaciones para el Desarrollo
ratificé la contaminacion permanente que soportan habitantes de los cantones
orenses de Zaruma y Portovelo como consecuencia de la extraccion de metales
pesados y cianuro y del proceso de refinacion del oro. Sus efectos también se
sienten en otras poblaciones ubicadas a lo largo del rio Puyango”. (Diario Hoy,
2010)

Ademas Yépez y Barreno (1989) en su publicaciébn aseguran que en las
poblaciones de Zaruma, Portovelo y parroquias rurales aledafas, los niveles de
mercurio en la sangre aumento, la presencia de cianuro se evidencio en la
muerte de las especies nativas del rio el Pache perteneciente al sistema fluvial
del rio Puyango que también presenta deterioro en la calidad de sus aguas.
Por lo cual las zonas agricolas del sector se ven altamente afectadas en la

calidad y cantidad de los productos.

Las técnicas aplicadas en la actualidad presumen la perdida de minerales,
particularmente oro, plata y mercurio consecuencia de la explotacion ineficiente,
esto afecta directamente a los trabajadores y a los pobladores de Portovelo, El
Pache e indirectamente a las poblaciones de la cuenca del rio Puyango.

Un estudio de la explotacién aurifera en Zaruma y Portovelo concluye que esta
explotacion no se realiza de forma adecuada, perjudicando tanto la salud de los
gue trabajan en ella como la explotacion en si, pues se desperdicia oro por falta
de técnica, se contamina ademas el rio, el aire y el suelo por la emisién de
mercurio proveniente de la quema de materiales que contienen la amalgama.
Barreno y Yépez (2008) proponen promover una campafia de educacion
ambiental que informe los peligros de la contaminacion por mercurio; realizar un
estudio integral y sistematico sobre los problemas ambientales y ecolégicos que
afectan al obrero minero y a las poblaciones de Zaruma y Portovelo, y fomentar
la conformacion de cooperativas que logren trabajar como minimo 50 toneladas

de mineral por dia.



1.2. Justificacioén

Debido a la gran cantidad de material lixiviado que es vertido al rio El Pache la
cuenca del mismo se ve afectada por cantidades muy grandes de metales
como, mercurio, calcio y ademas sulfatos resultantes del proceso de extraccion

de oro segun . (Ly, 2009)

Los subproductos de los procesos mineros actualmente llevados a cabo en la
zona aunque tecnificados no son amigables con el medio ambiente produciendo
mucha contaminacion descargada al rio, para Barrero y Yépez (2008), los
procesos mineros comunes aumentan en un 88% la cantidad de mercurio en la
sangre de los pobladores de la zona, esto se puede evitar aplicando un proceso

de biomineria.

Segun una investigaciéon del Centro de Tecnologia Mineral CETEM, en el
proceso de cianurizacion se recupera un 80% del oro presente en el mineral,
luego de un proceso de 32 horas de exposicion del mineral cribado sobre
cianuro y cal. Segun Ly, (2010) en procesos mineros usando bacterias

acidofilas se recupera hasta un 95% del metal en proceso.

Considerando que la insercién de bacterias puede afectar mas el entorno
ecologico de la zona. El proceso de biorremediacion con bacterias oxidantes de
hierro puede aliviar en gran parte la contaminacion del rio, mejorar la calidad de

vida de la gente del cantén Portovelo.

Frente al andlisis de fuentes informativas locales y los medios citados se
demuestra que comunidades del sector, aledafios al rio Pache, cantones de
Portovelo, Zaruma asi como otros asentados a lo largo de la cuenca del rio
Puyango han sufrido contaminaciéon por los efectos de la mineria artesanal y/o
tecnificada, aumentando la concentracion de mercurio que posteriormente
pasara a los habitantes del sector por medio de fuentes de agua y sobre todo

cultivos de la zona.



Realizar estudios prospectivos de bacterias autdctonas de la zona aptas para
procesos de biorremediacion y biomineria se vuelve un campo provechoso y
extenso de estudio, investigacion e innovacion en temas relacionados a la
biotecnologia ambiental, que promoverian y aglutinarian trabajos dentro del
Centro de Investigacion y Valoracion de la Biodiversidad CIVABI de nuestra
Universidad.

1.3. Planteamiento Del Problema

La mineria en la parte alta de El Oro siempre ha llevado consecuencias graves
respecto de la poblacién aledafia, los residuos de la extraccion y purificacion de

oro, plata y otros metales destruyen el entorno.

En el sector EI Pache del canton Portovelo este problema es incontrolable
actualmente, debido a la cantidad de plantas de beneficio!, debido a esto se
plante6 el presente trabajo de investigacion como inicio a los esfuerzos por
mitigar esta problematica desde la biorremediacion de suelo. Y més importante
aun la sustitucion de los procesos quimicos de extraccion por la

biohidrometalurgia.

! Se conoce como plantas de beneficio a las procesadoras de material pétreo para la extraccién de metales.
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1.4. Objetivos

1.4.1. Objetivo general

Aislar, caracterizar y conservar las bacterias no entéricas capaces de adaptarse
a altas concentraciones de plata procedentes de los sedimentos de la planta de

procesamiento de oro en el sector El Pache-El Oro-Ecuador.

1.4.1. Objetivos especificos

Aislar y caracterizar bacterias no entéricas presentes en los sedimentos de la

laguna de la planta de procesamiento minero.

Seleccionar las bacterias que logren adaptarse a elevadas concentraciones

de plata con potenciales aplicaciones en biomineria y biorremediacion.

e Determinar la cinética crecimiento y conservar las cepas de las bacterias

seleccionadas.



1.5. Hipotesis

1.5.1. Hipotesis

H1: En la muestra obtenida de la laguna de sedimentacion de la planta de
procesamiento de oro del sector El Pache-El Oro. Existen bacterias capaces de

crecer a altas concentraciones de plata.

1.5.2. Hipdtesis nula

Hol: En la muestra obtenida de la laguna de sedimentacién de la planta de
procesamiento de oro del sector El Pache-El Oro. No existen bacterias capaces

de crecer a altas concentraciones de plata.



1.6. Estado Del Arte

Parte importante del cobre extraido desde tiempos remotos, provenia
justamente de procesos de lixiviacion que ocurrian en lugares con depdsitos de
ese metal. Por mucho tiempo se penso que la disolucion o lixiviacion de metales
era un proceso netamente quimico, mediado por agua y oxigeno atmosfeérico.
Recién en la década del 40 se descubrié la existencia de bacterias que
revolucionaron la definicion de lixiviacion como un proceso catalizado

biolégicamente.

La biolixiviacion es una tecnologia que usa bacterias especificas para extraer
(lixiviar) metales de los minerales. La “biohidrometalurgia” recupera el cobre
eficazmente con la presencia de ciertos microorganismos. (Ballesteros y
Gutiérrez, 2001)

De alli surge el término de biomineria, que es el uso de microorganismos en
diferentes aspectos de la explotacion de los minerales, abarcando desde la
concentracion de las especies de interés (a través de la bio-flotacion), la
recuperacion de los elementos presentes en ellas (bio-lixiviacion y bio-

oxidacion), hasta su accion en tareas de remediacion.

En Argentina, con el fin de mitigar el impacto ambiental que provocan las
actividades mineras tradicionales, el grupo de investigacién del Dr. Edgardo
Donati (......... )2, aboga por la puesta en marcha de la bio-mineria como una

alternativa mas amigable con el medio ambiente.

%Dr. en Ciencias Quimicas Edgardo Donati, especialista del Centro de Investigacion y Desarrollo en Fermentaciones
Industriales (Cindefi), perteneciente al CONICET, y docente en la Universidad Nacional de La Plata
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CAPITULO I

2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.2. Descripcion De La Zona

El presente estudio se realizé en la zona de El Pache-El Oro-Ecuador, lugar
donde se encuentran las plantas mineras del canton Portovelo, la zona tiene

una precipitacion total anual: 1229 mm, humedad relativa: 84 %, nubosidad: 6/8.

2.2.1. Situacién geografica

La zona sur de la provincia de EI Oro es una rica regiébn minera, enclavada en
las estribaciones de la Cordillera Sur Occidental de los Andes Ecuatorianos, al
pie de la cordillera de Vizcaya y bafiada por el Rio Amarillo, esté situada al sur
este de la Provincia de El Oro, a 105 Km. de su capital Machala, abarca un area
de 35 Km?. La altitud del cantén varia entre los 600 msnm y los 3.000 msnm.
Dispuesto en las siguientes coordenadas: latitud Norte 9594200 — 9578900;
longitud Este 680900 — 650500. Barreno y Yepez, (1989)



Imagen 1: Mapa Politico del Ecuador; ubicacién de la provincia donde se realizé el muestreo

—— [‘~,,:
Datos de mapa 82012 Google, Maplink- Edtar en Gc

Fuente: www.maps.google.com.ec. Donde A representa a la zona de la provincia de El Oro.

Imagen 2: Mapa Politico de la provincia de El Oro; ubicacion de Portovelo
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Imagen 3: Descripcién geopolitica de la zona de Portovelo
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2.2.2. Climadela zona

La temperatura oscila entre los 18 y 28 grados centigrados, la temperatura
media es de 22 grados, ademas de una humedad promedio de 78%. Datos
proporcionado por el Ministerio de Turismo del Ecuador.

2.2.3. Descripcion de la economia en Portovelo

Sus actividades econdémica como en la mayoria de los cantones de la parte alta
de la Provincia de ElI Oro son agricolas, ganaderas y auriferas, variando
Gnicamente en su orden y no asi en su importancia ya que son fuente de sus
ingresos econdmicos; entre sus atractivos turisticos se encuentra la mineria de

oro. (Yépez y Barrero, 1989)
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2.2.4. Yacimientos mineros de la zona

Como describe Castro, (2007) los yacimientos estan formados por vetas que se
extienden 15 Km abarcando los cantones Potovelo y Zaruma, las mismas se
encuentran a una profundidad aproximada a 1.5 Km y su ancho puede variar
desde los 60 cm hasta los 8 m tomandose como un valor promedio a 1.3 m.

Existen 3 tipos de vetas en la zona: vetas de cuarzo con pirita diseminada,
vetas de cuarzo con abundante pirita y poca calcopirita y vetas de carbonato

con ganga gruesa y pequefias cantidades de calcita y calco calcita.

2.3. La Mineria

Segun Ybarra, (2009) los procesos mineros artesanales e industriales constan
de tres fases basicas, los cuales son comunes en los tipos de mineria que se

llevan a cabo en la zona de Portovelo.

Extraccién: En los laborios se prepara, ya sea el frente o cielo, asi como los
rebajes para realizar la tronada (dinamitar) esto se realiza por medio de
barrenos hechos por la perforadora (Ybarra, 2009).

Cribado y quebrado de material: Por medio del manteo general se canaliza el
material al area de quebradoras, donde utilizando maquinaria conocida como
guebradores se reducen las piedras de gran volumen a medidas inferiores,

clasificandose en las cribas. (Ybarra, 2009)

Cianuracion: El material ya molido a través de impulsos constantes de rastrillo
pasa a tanques mientras se afiade cianuro para iniciar el proceso de beneficio
de oroy plata. (Ybarra, 2009)

2.4. LaBiomineria

La bio-mineria es un proceso por el cual se lixivian metales de interés

econdémico, el proceso es mediado por la presencia de bacterias capaces de
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solubilizar los minerales que contienen a estos metales. ActualmentelLy, (2009)
en su articulo Perspectivas de la Bio-mineria en Peru, la define como la rama
de la biotecnologia aplicada a la industria minero - metallrgica para buscar la
solucion a diferentes problemas productivos (recuperacion de metales) y
ambientales (remediacion). Este proceso también es conocido como

Biohidrometalurgia.

La bio-lixiviacion suele hacerse regando pilas con soluciones de acido sulftrico,
bacterias existentes en los minerales liberan al metal del mineral que finalmente
es recuperado a partir de las soluciones que emergen de la parte inferior de la
pila. La bio-oxidacion es aplicable a minerales refractarios de oro en los cuales
éste se encuentra incluido dentro de una matriz mineral de sulfuros que dificulta
su posterior recuperacion. La accion de las bacterias elimina esta matriz

liberando al oro y haciendo asi mas eficaz su recuperacion. (Bafiuelos, 1994)

Imagen 4: Esquema propuesto al proceso de biomineria

YYY Y Y Y Y Y Y VY YVY VY YVYYVYY

]

REACCION BIOLOGICA
200,65 + 0, + 4H Y, 2CuS + 2H,0 + 20u*

REACCION QUIMICA Y BIOLOGICA

Qs +20, ¥ Qi +S0%

REACCION QUIMICA

CuS + 8Fe’ + 4H,0 _Y, Q@+ + 507 + 8Fe® + 8H* w—] OBIEICHN BE

H,$0,

c
4Fe> + O,+ 4H‘T>4Fe3’ + 2H,0

Thiobacillus ferrooxidans

_E]Fe'ﬂ:u"—» Q' + Fe**

COBRE METALICO

Figura 2. Proceso de biolixiviacion aplicado en mineria.A: solubilizacién del mineral;
B: Obtencién de Cu metdlico y C: Recuperacién y recirculacién del Fe*.

Fuente: Vullo, 2003.
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2.5. Extraccién De Metales Y Ambiente

De acuerdo a la informacion del Ministerio de Energia y Minas la cantidad
destinada para la actividad minera seria cinco millones de hectareas, eso
constituye el 20% del territorio nacional, de ellas dos millones de hectareas son
areas protegidas y bosques protectores, estos bosques desempefian papeles
importantisimos no solo por su gran biodiversidad sino porque son inmensos
reservorios naturales de agua, atraen la lluvia, son protectores de las cuencas
hidrogréaficas, mantienen la calidad de los suelos, purifican el aire, fijan el CO2,

es decir son santuarios naturales irremplazables para el Ecuador.

La actividad minera en el Ecuador es incompatible con el medio ambiente
porque las areas destinadas para ello estdn asentadas en zonas con
caracteristicas sumamente fragiles por sus fuertes pendientes, la gran variedad
de flora y fauna, fallas tectdnicas, territorios indigenas, tierras agricolas
campesinas densamente pobladas, en zonas costeras y en lugares de
importancia arqueoldgica y con frecuencia la suma de estas caracteristicas se

retinen en una sola zona. (Castro, 2007)

El beneficio que presenta la mineria se vuelve importante para la sociedad ya
que mediante la mineria se obtienen productos que, en su mayoria, son
esenciales para la subsistencia de la humanidad. Uno de los metales cuyo uso
intensivo lleva mas de 4000 afios es el cobre, que tiene multiples aplicaciones,
principalmente como conductor eléctrico. Sin embargo, si la extraccion de
metales se desarrolla sin las medidas de control adecuadas, puede tener un
impacto negativo en el ambiente y en la calidad de vida de los organismos que

habitan en zonas aledafias. (Ballesteros y Gutiérrez, 2001)

Se denomina metalurgia al proceso o conjunto de procesos por el cual se extrae
el metal correspondiente de un mineral metalico. La extraccién clasica de este
tipo de minerales se realiza a través de la piro-metalurgia, proceso por el cual el
mineral es tostado a altas temperaturas y posteriormente reducido al metal.

Esta metodologia, que resulta inviable econémicamente para minerales con
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bajo contenido en metal, es altamente contaminante ya que libera enormes
cantidades de diéxido de azufre, uno de los gases involucrados en la llamada

"lluvia &cida”. (Bafuelos, 1994)

Debido a esto, la continuidad de operaciones mineras de larga data y la
instalacion de nuevas explotaciones, esta encontrando una resistencia creciente
dentro de la sociedad, aun en paises cuya economia depende fuertemente de
estos recursos naturales. Ademas, los estudios de riesgo ambiental y la
aplicacion de métodos preventivos y remediadores de las emisiones y residuos,

suelen encarecer las operaciones hasta hacerlas inviables.

Una alternativa a la obtencién de metales por piro-metalurgia, es el uso de
metodologias que funcionen a bajas temperaturas y con soluciones acuosas
capaces de extraer el metal de los minerales (lixiviar). Esta tecnologia, llamada
hidrometalurgia, es preferible desde el punto de vista de su impacto ambiental y
de su rentabilidad. (Acevedo y Gentina, 2005)

Por lo visto, segun Ballesteros y Gutiérrez (2001), algunas actividades mineras
no son facilmente reemplazables, se busca lograr que tengan el menor impacto
ambiental posible. En este sentido, se espera que los avances cientificos en
biotecnologia ambiental (bio-mineria), permitan reducir el impacto ambiental

negativo en estas operaciones mineras.
2.5.1 Biorremediacion

La biorremediacion consisten en el uso de microorganismos como hongos,
bacterias naturales o modificadas genéticamente para neutralizar sustancias
toxicas, transformandolas en sustancias menos tdxicas o convirtiéndolas en

inocuas para el ambiente y la salud humana. (Gonzales, 2005)

Torres (2003) sostiene la existencia de animales que actlan como agentes
descontaminantes, quienes pueden desarrollarse en medios con alta toxicidad
debido a que poseen microorganismos capaces de retener metales pesados.

En este campo las bacterias son las mas idoneas para emplearlas en el
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proceso de biorremediacion, sin embargo en este conjunto se han identificado
otros microorganismos como hongos, algas, cianobacterias y actinomicetes
para la degradacion de compuestos toxicos en el suelo. La biorremediacion del
suelo, puede ser dividida en estrategias in situ y ex situ. In situ corresponde a la
biorremediacion referente a tratamientos que no requieren excavacion del suelo
contaminado; ex situ es un método donde se excava el suelo o el material a
tratar y se le maneja en un sistema controlado como una celda de landfarming o

algun tipo de biorreactor.

Las técnicas de biorremediacion in situ presentan una mayor ventaja sobre las
ex situ por el menor costo y la disminucién de la generacion de residuos a
eliminar en la superficie. La biorremediacion in situ es la mas aplicada y utiliza
microorganismos autoctonos, estos en el suelo pueden degradar un gran
namero de constituyentes de lodo pero su eficacia y su poblacion son afectadas
cuando algunos contaminantes toxicos estdn presentes en altas
concentraciones. La reintroduccién de microorganismos aislados de un sitio
contaminado ayuda a resolver este problema ya que los microorganismos
pueden degradar los constituyentes y tiene una gran tolerancia a la toxicidad.
(Vifas, 2005)

Gonzales (2005), en su libro Biotecnologia y Medio Ambiente, indica como los

métodos mas empleados en bio-remediacion son:

Biofiltracién, el aire contaminado entra a biorreactores en los cuales la flora
microbiana degrada los contaminantes volatiles en dioxido de carbono, agua y

biomasa.

Bioventing, proceso de biorremediacion in situ que consiste en la ventilacion
forzada del suelo mediante la inyeccion de O2 en la zona no saturada mediante
pozos de inyeccion; debido a la aireacion se va a favorecer la degradacion de
los hidrocarburos por volatilizacion y migracion de la fase mas volatil del
contaminante, y por biodegradacion incrementando la oxigenacion del suelo se

va a estimular la actividad microbiana.
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Biosparging es un método in situ que combina el efecto de la ventilacion con la
utilizacion de los microorganismos autoctonos para degradar compuestos

organicos absorbidos por el suelo en la zona saturada.

Entre los factores que influyen en la aplicacion de la biorremediacion se
destacan: hidrocarburos no halogenados con concentraciones en suelo
menores a 50.000 ppm, poblacion microbiana mayor a 1000 Unidades

Formadoras de Colonias UFC por Gramo de suelo.

La atenuacion natural, es una técnica de biorremediacion in situ de bajo costo,
su caracteristica principal es la utilizacion de los procesos fisicoquimicos de
interaccidn contaminante-suelo y los proceso de biodegradacion tienen lugar de
forma natural. Estos procesos se conocen como procesos de bio-
transformacion natural, que van a reducir la concentracion de los contaminantes
(Torres, 2003).

2.6. Caracteristicas De Las Bacterias

2.6.1. Generalidades

“Las bacterias son microorganismos capaces de colonizar los mas diversos y
extremos ecosistemas, de lo cual se evidencia una gran capacidad de
adaptacion al medio ambiente esto hace muy interesante a este grupo de seres
vivos”. (Prescott, 2008)

Debido a la capacidad de adaptacion las bacterias han desarrollado variados
mecanismos de obtencion de energia, complejos enzimaticos y propiedades en
la pared celular, lo que puede ser usado en favor de la bio-remediacion y
biomineria. Estos organismos unicelulares como describe Madigan (1999)
tienen la capacidad de alimentarse de formas diversas, aprovechando la luz
como fuente de energia (Fotosintéticos), la energia quimica (quimiototrofos) y

otras formas de aprovechamiento de energia.
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El presente trabajo se refiere a las bacterias quimiotétrofas capaces de usar
metales como aceptores de electrones los cuales participan en los procesos de

respiracion celular de las bacterias.
2.6.2. Bacterias no entéricas

Son bacterias que se desarrollan en ambientes muy diversos pero no en los
sistemas digestivos de animales, estas tienen caracteristicas muy diversas,

entre las cuales las mas interesantes son:

Adaptacion a medioambientes contaminados,

Produccion de biopolimeros y produccion de enzimas utiles.

Torres (2003) en la publicacion “el papel de los microorganismos en la
biodegradacion de compuestos toxicos”, describe la capacidad de algunas
bacterias del género Pseudomona, Xanthomonas, Ferroxidans, Ralstonia,
Acidobacillus, entre otras como agentes biorremediantes, lo que lleva a buscar
nuevas bacterias o variaciones de las mencionadas anteriormente para aislarlas

y conservarlas como fuente de investigacion.

2.6.2.1.Las bacterias mineras

Durante el proceso de biomineria , las bacterias << comen >> electrones, los
cuales son extraidos de los minerales. Estos electrones forman una especie de
bateria dentro de la bacteria, creando una diferencia de potencial que genera
energia, al igual que en una pila. Esta energia es almacenada para luego
utilizarla en los distintos procesos metabdlicos. Ademas, los microorganismos
necesitan carbono que lo obtienen del aire en forma de CO, o de otras fuentes
de Hidratos de Carbono (Acevedo y Gentina, 2005).

A este tipo de microorganismos segun Ballesteros y Gutiérrez, (2001) se los
llama "bacterias oxidantes" porque al obtener los electrones oxidan ciertos

minerales. La utilizaciébn de bacterias permite explotar recursos minerales que
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son muy dificiles y costosos de lixiviar quimicamente. En cambio estos
microorganismos son muy eficientes y econdmicos ya que crecen naturalmente

en estos medios.

En 1947 se identifica la primera bacteria con capacidad de lixiviar,
Acidithiobacillus ferrooxidans era la responsable del gran deterioro que sufrian
los equipos metdlicos en las instalaciones de una mina espafiola, debido a su
gran capacidad de oxidacion de las aguas. Diez afios mas tarde se encontré la
misma bacteria en drenajes acidos de minas de carbon a cielo abierto. Estas
bacterias extremofilas lixivian, es decir, disuelven las rocas o minerales y los
solubilizan. Mediante una reaccion de oxidacion, convierten al Sulfuro de Cobre
(CuS) que es solido en Sulfato de Cobre (CuSO,) soluble en solucién acuosa, a

partir de la cual se puede recuperar el cobre como metal. (Bafiuelos, 1994)

El metal se recupera utilizando electrodos en planchas de acero sobre los que,
por un proceso electroquimico, se deposita el cobre precipitado. Asi, se
obtienen catodos de cobre de alta pureza, listos para ser exportados. A partir de
una serie de experimentos que se desarrollaron en Sudéfrica se descubridé que
si se conservan estas bacterias en agua con un bajo contenido de &cido y
azufre a una temperatura de unos 75 grados centigrados, en cuatro dias
pueden convertir el mineral de cobre en una solucion de 30 Gramos de cobre
puro por cada litro de agua, la cual es luego enviada a una refineria, donde se
desarrollan las etapas de extraccién y purificacion. (Bacelar y Nicolao, 1999)

El cobre es el metal que se recupera en mayor medida por esta metodologia.
Chile, que comparte la cordillera y sus recursos mineros con nuestro pais, es el
mayor exportador mundial de cobre y obtiene aproximadamente el 5 % por bio-

lixiviacion. (Belliveau, 1987)
2.6.3. Mecanismo de oxidacién de metales y degradacion de sulfatos

Las especies correspondientes al género Acidithiobacillus son capaces de

catalizar la oxidacion de compuestos reducidos de azufre utilizando oxigeno
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como aceptor electrénico y generando acido sulfurico como producto final,

segun la siguiente ecuacion quimica:
(1) S + 320, + HO —* H,SO,

De este modo, estas bacterias pueden ser utilizadas en forma directa, para la
recuperacion de metales asociados a sulfuros (en la medida que los sulfatos
respectivos sean solubles). Asi, si M representa a un metal asociado a sulfuros,

estos microrganismos catalizan la siguiente reaccion:
(2) MS (s6lido) + 2 O,—* M+ (ac) + SO, (ac)

Ademas, Acidithiobacillus ferrooxidans y Leptospirillum ferrooxidans son
capaces de catalizar la oxidacion de hierro (ll) también en condiciones
aerobicas:

(3) 4Fe”™ + O, +4H™ — 4Fe® + 2 H,0

Estas bacterias hierro-oxidantes, pueden contribuir a la disolucién de los
sulfuros metalicos por via indirecta, ya que el Fes" generado en la reaccion

anterior, es un agente oxidante que puede atacar quimicamente a los sulfuros:
(4) MS (s) + 2 Fe**—» My+ (ac) + S + 2 Fe*

Este segundo mecanismo (denominado indirecto) es especialmente interesante
dado su caracter ciclico (el Fe** obtenido en (4) es nuevamente utilizado en (3).
(Alpaca, 2009)

Este mecanismo ha llevado a proponer el modelo para desarrollar la bio-mineria
en Ecuador, se establece un desplazamiento de los metales en las piritas por la
accion del hierro oxidado, el hierro ocupa el lugar del metal en el sulfato y el
metal de interés (en nuestro estudio), la plata, quedaria libre para ser recogida

por métodos quimicos.
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2.6.4. Aislamiento y caracterizacién de bacterias

El aislamiento se fundamenta en el agotamiento de un inéculo el cual permite
separar las UFC de distintas bacterias las cuales crecen de forma
independiente haciendo factible la separacion de varias cepas en nuevas cajas
Petri, las principales técnicas que se usan es el agotamiento por estrias y el
recuento en serie de diluciones, muy a menudo en los ensayos de suele
combinar estas técnicas. Las pruebas bioquimicas de identificacion bacteriana
se basan en las relaciones metabdlicas de las bacterias probando su capacidad
para asimilar y/o degradar determinados compuestos quimicos, de lo cual se

puede identificar géneros y hasta especies. (Prescott, 2008)
2.6.4.1. Agotamiento por estrias

A partir de un cultivo mixto, se pretende obtener un cultivo puro de bacterias, a
través de la obtencién de colonias aisladas. Cada colonia representa una
poblacion de microorganismos procedentes de una sola célula, a partir de la
cual se posee la seguridad de obtener dicho cultivo puro de un solo tipo de

microorganismo.

Para ello se utilizan diferentes técnicas de aislamiento, basadas en diluir la
muestra inicial para obtener colonias aisladas. Una vez que se ha obtenido un
cultivo puro, se puede mantener haciendo resiembras en tubos de agar
inclinado o bien congelando las células en glicerol (10-30%) a -70° C, en

Nitrégeno liquido a -173° C, o mediante liofilizacion.

Para obtener colonias aisladas por la técnica del agotamiento la muestra se
extiende sobre la superficie segun se indica en la grafica ° 2, de forma que al
final de dicha siembra “por agotamiento”, la cantidad de indculo se espera sea
lo suficientemente bajo como para que se depositen células aisladas y
distanciadas en la superficie del agar a partir de las cuales surjan, tras incubar,

colonias aisladas (Prescott, 2008).
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2.6.5. Cinética bacteriana

Segun Prescott, (2008) el crecimiento bacteriano es la division de una bacteria
en dos células hijas en un proceso llamado fisién binaria. Previniendo que no se
produzca ningun caso de mutacidn las células hijas resultantes seran
genéticamente idénticas a la célula original. De este modo tiene lugar la

"duplicacién local" de la poblacién bacteriana.

Las dos células hijas creadas tras la divisidn no sobreviven necesariamente. Sin
embargo, si el nimero de supervivientes supera la unidad, en promedio, la
poblacién bacteriana experimenta un crecimiento exponencial. La medicion de
una curva del crecimiento exponencial de las bacterias en un cultivo ha sido

tradicionalmente una parte de la formacion de todos los microbidlogos.

Los procesos fundamentales empleados para ello son la enumeracion
bacteriana (recuento celular) por métodos directos e individuales (microscopia,
citometria de flujo), por métodos directos y masivos (biomasa), por métodos
indirectos e individuales (conteo de colonias), o por métodos indirectos y en
bloque (nUmero mas probable, turbidez, absorcién de nutrientes). Los modelos

permiten conciliar la teoria con las mediciones.

El tratamiento matematico del crecimiento bacteriano ha sido descrito en un sin
namero de publicaciones, y ha sido abordado desde varios puntos de vista,
segun Godia (2000) en su libro Ingenieria Bioquimica trata al crecimiento
bacteriana en funcion de la variacion del nimero de células y el volumen del

cultivo. De lo siguiente se toma la férmula
(1) Ng=1,44 (In (V) +In (N) - In (N0))

Donde Ng es el numero de generaciones, V el volumen del cultivo, N nimero
final de UFC y No nuamero inicial de UFC. Ademas el tiempo que requiere la
bacteria para duplicar su numero es conocido como el tiempo de generacion y

se describe de la siguiente forma
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_ At e _ At
(2) Tg= mln (2), lo cual puede escribirse como, Tg = Ne

Donde Tg es el tiempo de generacion, t representa el tiempo del ensayo o del

cultivo.
3 InN =In No +ut
Donde u es la tasa especifica de crecimiento.

El determinar el tiempo de generacién de una bacteria frente a la plata es Uutil

para identificar la capacidad de la misma para desarrollarse exitosamente.

2.6.6. Adaptacion, identificacion y cinética de bacterias

2.6.6.1. Adaptacion

La accion de la Plata consiste en inhibir las enzimas implicadas en el proceso
respiratorio de 6xido-reduccion celular de las bacterias, provocando su muerte
en pocos minutos. Por este motivo, el microorganismo no puede desarrollar

mecanismos de resistencia como ocurre con los antibiodticos (Garcia, 2006).

Algunos autores entre ellos Torres (2003) aseguran que las bacterias no
entéricas logran superar este mecanismo de accion de la plata y otros metales

lo que las hace interesantes en la biorremediacion.

Ademas Sintubin (2011) en su articulo “The antibacterial activity of biogenic
silverand its mode of action”, se establece que el ion plata actta como
bactericida desde décadas atras, ademas en su articulo establece que la
concentracion minima inhibitoria CMI del ion plata para Escherichia coli y
Pseudonoma aureoginosa es de 25 mg/l.

Evidenciando la capacidad de la plata como agente bactericida, es importante

determinar si las bacterias son capaces de sobrevivir en ambientes que
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contienen concentraciones mayores a la CMI, este punto es critico en el

desarrollo de tecnologia para extraccion bioldgica de este metal.

2.6.6.2. Pruebas bioquimicas y kit API

La identificacién de microorganismos a través de pruebas bioquimicas ha sido
utilizada durante décadas por los microbiélogos, dentro de estas existen dos
grandes grupos, las que estudian la presencia de enzimas especificas y las que
analizan la capacidad de asimilacion de compuestos especificos por parte de
las bacterias. Segun Granados (2002) se describe a las reacciones de la

siguiente manera:
Nitrato reductasa

La nitratasa es la enzima que cataliza el proceso por el cual los nitratos se

reducen a nitritos, la reaccién que se produce es la siguiente:
NO3 —— » NO, —» N>

La prueba consiste en la deteccién de los productos de reduccién, cominmente

se liberan nitrito y/o nitrdgeno molecular.
Degradacion de triptéfano

En esta prueba se analiza la capacidad para degradar triptéfano y formar indol
y productos inddlicos, este aminoacido es degradado a través de una enzima
llamada triptofanasa, dependiendo de la bacteria esta puede dar como
resultado varios productos entre ellos el indol, escatol alanina, acido

indolacético entre otros.
D-glucosa

La mayoria de las bacterias de usan la glucosa como fuente de carbono, como
parte importante de su metabolismo. Se determina si la bacteria usa la glucosa

produciendo &cido y/o gas a partir de dicho carbohidrato. En un tubo con agua

23



peptonada al 1% tapado, y un tubo de Durham, se inocula la bacteria por
agitacion teniendo cuidado de no mover el tubo de Durham e incubandolo 24
horas y 37°C se obtienen los siguientes resultados. Si la bacteria usa la glucosa
producira acido y/o gas, por lo tanto el agua peptonada se observara rosa, si

produce gas, se observara una burbuja en el tubo de Durham
L- arginina

En esta prueba se busca observar si las bacterias son capaces de usar a L-

arginina como fuente de carbono.
Ureasa

Determina la capacidad de un organismo de desdoblar la urea formando dos
moléculas de amoniaco por accion del enzima ureasa. Esta actividad
enzimatica es caracteristica de todas las especies de Proteus y se usa sobre
todo para diferenciar este género de otras enterobacterias que dan negativo o

positivo retardado.

Se cultiva el microorganismo en slant en agar urea de Christensen. Este medio
se complementa después del autoclavado con 50mL/L de urea. Esta sera
degradada por aquellos microorganismos capaces de producir el enzima
ureasa. Esta degradacion produce amoniaco que hara variar el color del

indicador de amarillo a rojo, poniéndose asi de manifiesto la actividad ureasa.
Citrato férrico

Esta prueba sirve para determinar si un organismo es capaz de utilizar citrato
como Unica fuente de carbono y compuestos amoniacales como Unica fuente de
nitrégeno en su metabolismo, provocando una alcalinizacion del medio. Entre
las enterobacterias estas caracteristicas se dan en los siguientes géneros:
Enterobacter, Klebsiella, Serratia, Citrobacter y algunas especies de
Salmonella. Sin embargo, Escherichia, Shigella, Salmonella typhi y Salmonella

paratyphi son incapaces de crecer con esos nutrientes.
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Gelatina

Se usa para valorar la licuefaccion o licuacion de la gelatina por accion de las
gelatinasas bacterianas producidas por algunas Enterobacterias. La reaccion
positiva hace que el medio permanezca liquido después de la incubacion aun
después de dejarse en refrigeracion durante media hora. La reaccion negativa

permite nuevamente la solidificacion.

En esta prueba se determina la produccidén de enzimas de caracter proteolitico

en un medio nutritivo de gelatina.
PNPG

La lactosa puede ser fermentada de manera rapida (18-24 horas), en forma
lenta, o puede no ser fermentada. Los microorganismos que la fermentan
rapidamente poseen dos enzimas: b-galactésido permeasa, la cual esta
localizada en membrana celular y esta involucrada en el transporte de la
lactosa, y la b-D-galactosidasa, que es intracelular y estd involucrada en la

hidrélisis de la lactosa a galactosa y glucosa.

Los microorganismos fermentadores lentos de lactosa, son deficientes en b-
galactésido permeasa pero no en b-D-galactosidasa, y los microorganismos no

fermentadores no poseen ninguna de las 2 enzimas.
Asimilacién de glucosa

En esta prueba se busca probar la capacidad de usar la glucosa como fuente
de carbono primara y se reporta el crecimiento como prueba positiva y la

ausencia de turbidez como negativo para la prueba
Asimilacion de arabinosa

En esta prueba se busca probar la capacidad de usar la arabinosa que es un
monosacarido como fuente de carbono primara y se reporta el crecimiento

como prueba positiva y la ausencia de turbidez como negativo para la prueba
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Asimilacion de manosa

En esta prueba se busca probar la capacidad de usar la manosa que es un
monosacarido como fuente de carbono primaria y se reporta el crecimiento

como prueba positiva y la ausencia de turbidez como negativo para la prueba
Asimilacion de manitol

Para estudiar la capacidad de un microorganismo de fermentar manitol se utiliza
medio base, al cual se le agrega el sustrato filtrado. El medio posee ademas un
indicador de pH como por ejemplo azul de bromotimol En caso que el
microorganismo sea capaz de fermentar el sustrato en estudio se observara
viraje del indicador hacia el color acido, para el azul de bromotimol sera

amarillo.
Asimilacién de n-glucosamina

En esta prueba se determina la capacidad de las bacterias para usan un
carbohidratonitrogenado, en este caso la glucosamina es usada por las
bacterias como Unica fuente de carbono y el oxigeno principal del azlcar es

remplazado por el nitrégeno.
Asimilacion de maltosa

La prueba permite determinar la capacidad de un microorganismo de oxidar o

fermentar un determinado hidrato de carbono en este caso la D-maltosa.

La fermentacion es un proceso metabdlico que no requiere O,. Se caracteriza
por la fosforilacidon inicial del hidrato de carbono y requiere de un compuesto

organico como aceptor final de electrones.
Asimilacion de gluconato

En esta prueba se usa el gluconato trisddico el cual es una fuente de carbono

resultante de la reaccion del acido gluconico, esta reaccion es muy usada para
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la diferenciaciéon de Pseudomonales, es una oxidacion lo que indica que solo

organismo aerobios estrictos pueden asimilar este sustrato.
Asimilacion de acido caprico

Esta prueba permite determinar si las bacterias son quimiolitotrofos o
quimioheterotrofos ya que las bacterias quimioheterotrofas son capaces de usar
como fuente de carbono al acido caprico a través de la beta oxidacién de acidos

grasos.
Asimilacién de acido adipico

En esta prueba se busca determinar si las bacterias son capaces de degradar
este 4cido que principalmente es uno monémero usado en la polimerizacion de

varios productos entre ellos el poliuretano y el nylon.
Asimilacion de acido malico

La asimilacion de este acido es muy importante en las bacterias ademas de ser
muy facilmente asimilado, la ruta malolactica produce energia eléctrica de

donde nacen las pilas biol6gicas.
Asimilacién de citrato

Esta prueba se basa en la capacidad de las bacterias para usar el citrato como
Gnica fuente de carbono, la degradacién del citrato conlleva a la alcalizacion del

medio.
Asimilacion de acido fenil-acético

Esta es una prueba bioquimica disefiada por BioMérieux esta enfocada en la
diferenciacion de bacterias que pueden asimilar el acido fenil-acético, el cual
entra en el metabolismo microbiano para la formacion de productos similares a

las betalactamas estabilizando las mismas.
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2.6.6.3. Perfil Bioquimico API20 NE

‘La bateria de pruebas API20 NE es un sistema de identificacién rapida para
bacterias no entéricas y otras bacterias Gram (-)° no fastidiosas. Basicamente
consta de 21 test bioquimicos estandarizados y miniaturizados, y una base de
datos. Este sistema presenta las ventajas de ser rapido, eficaz y de permitir
realizar numerosas pruebas a la vez. Cada tira de APl 20 NE contiene 20
pocillos con distintos sustratos deshidratados. Cada tubo es una prueba
bioquimica distinta. La prueba numero 21, la oxidasa, se hace de forma

independiente a la tira”. (Biomerieux, 2006)
2.6.7. Espectrofotometria de espectro ultravioleta y visible UV-VIS

“El principio de la espectroscopia ultravioleta-visible involucra la absorcion de
radiacion ultravioleta — visible por una molécula, causando la promocion de un
electron de un estado basal a un estado excitado, liberandose el exceso de
energia en forma de calor. La longitud de onda (A) comprende entre 190 y 800
nm”. (Skoog, 2005)

La luz visible o UV es absorbida por los electrones de valencia, éstos son
promovidos a estados excitados (de energia mayor). Segun Skoog (2005), al
absorber radiacion electromagnética de una frecuencia correcta, ocurre una
transicion desde uno de estos orbitales a un orbital vacio. Las diferencias entre
energias varian entre los diversos orbitales. Algunos enlaces, como los dobles,
provocan coloracién en las moléculas ya que absorben energia en el visible asi

como en el UV, como es el caso del B-caroteno.

Cuando un haz de radiacién UV-Vis atraviesa una disoluciéon conteniendo un
analito absorbente, la intensidad incidente del haz (Io) es atenuada hasta I. Esta
fraccion de radiacion que no ha logrado traspasar la muestra es denominada

transmitancia (T)

@ T=1/lo.

®Bacterias con reaccién negativa a la tincién de membrana propuesta por Gram
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Por aspectos practicos, se utizara la absorbancia (A) en lugar de la

transmitancia
(B)A=-logT,

por estar relacionada linealmente con la concentracion de la especie

absorbente segun la Ley de Beer-Lambert:
(6) A=E*|*cC

Coeficiente de absortividad molar, I: camino Optico medido en cm, c:

concentracion de la especie absorbente en moles por litro.
2.6.7.1. Turbidimetria

La turbidimetria mide la reduccion de la transmisién de luz debido a particulas

de una suspensioén y cuantifica la luz residual transmitida. (Skoog, 2005)

Distintas  soluciones diluidas de diferentes tipos de bacterias,
independientemente del tamafio celular, tienen casi la misma absorbancia por
unidad de concentraciébn de peso seco. Esto como plantea Madigan (1999)
quiere decir que, en soluciones diluidas, la absorbancia es directamente
proporcional al peso seco, independientemente del tamafo celular del
microorganismo. Sin embargo, se encuentran absorbancias muy diferentes por
particula o por UFC (Unidad Formadora de Colonia) cuando los tamarfios de las
células bacterianas son diferentes. Por esta razén, para estimar el nimero de
microorganismos totales o el ndmero de microorganismos viables de una
suspension bacteriana debe realizarse una "curva de calibracion" con cada tipo
de microorganismo, sélo de esta forma es posible relacionar Absorbancia

(Densidad Optica) con el nimero de microorganismos totales o con UFC.
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CAPITULO Il

3. METODOLOGIA
3.1. Muestreo

Materiales: Barreno, pala, cuchillo, balde, bolsas plasticas, marcadores,
hojas para identificar, detergente, balanza.

Procedimiento

Se tomaron muestras parciales de una laguna de sedimentacion de 45
m®, 1 m de profundidad, 9 m de largo y 5 m de ancho con una inclinacién
de 10 grados hacia el sur, lo que hacia que la zona media y la zona norte

permanecieran secas.

Para la tomas de muestra se dividio a la laguna en dos zonas (ver grafico
1), zona de sedimento seco (norte y media) y zona de sedimento acuoso
(sur). Se us6 el método de muestreo probabilistico aleatorio simple y se

obtuvo una muestra de 1 kg.

Los materiales para la recoleccion de muestras debieron ser lavados para

eliminar cualquier contaminante.

En la zona seca, se perford el sedimento utilizando un barreno, se recogio
aproximadamente un kilogramo de muestra, muestreando en 3 puntos

previamente establecidos, por duplicado.

En la zona acuosa, se recogié 1 kg de sedimento, se almacend en un
balde sellado, etiquetado y enviado al CIVABI Quito en transporte

terrestre.

En el laboratorio se pes6 1 kilogramo de muestra y se colocé en una

funda, etiquetandola y refrigerandola a 6 °C.
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Grafico 1: Esquema tedrico de muestreo en piscinas de captacién de baja profundidad y

gue no presentan flujo
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Fuente: http://www.cortolima.gov.com, disponible en linea.

3.2. Bio-estimulacién, aislamiento de bacterias no entéricas

En un matraz se pesé 250 g de sedimento en el seno de la flama del
mechero y se afiadié 500 ml de una solucién que contenia 1g de cloruro
de amonio, 100 mg de sulfato ferroso en un litro de agua, se incubé a
temperatura ambiente por 15 dias con agitacion de 10 min cada 24 horas.

Posteriormente se realizé diluciones a 10?, 102, 103, 10* y 10°.

Se preparo el medio de cultivo con la siguiente mezcla: 23.5 g de PCA , 1g
de cloruro de amonio y 100 mg de sulfato ferroso aforandolo a 1000 mL de
agua destilada estéril, luego se procedié a calentar moderadamente de 70-
80°C, agitandola constantemente hasta hervor por 1 minuto. Se esterilizé a
121°C por 15 min.
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Se inoculd 1 mL de cada dilucién en una caja Petri, seguido se agrego el
medio de cultivo a 40° C y se agito suavemente logrando homogenizar la
muestra con el medio. Esto se repiti6 con todas las diluciones por
duplicado. Cada caja Petri constaba de datos como: fecha, diluciéon y

caracter de la muestra.

Se incub6 por 48 horas a 22° C en una incubadora MEMMERT SM200.
Posteriormente se revisé y se contabilizé las UFCs de cada placa. Se
separ6 las UFC que presentaban distintas morfologias y se realizo la
técnica de agotamiento por estrias, incubando bajo las mismas

condiciones.

Gréfico 2: Procedimiento propuesto para el aislamiento de UFCs por agotamiento en

estrias
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Fuente: www.scientificainc.com, disponible en linea.

Si el resultado de crecimiento de las UFCs no ponia de manifiesto un
cultivo puro se aplic6 nuevamente el proceso de estria consecutiva en

cajas distintas; hasta llegar a obtener una sola morfologia.
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Las cepas que denotaron ser un cultivo puro se las refrigero a 4° C,
empacandolas en papel aluminio, constituyendo un pequefio cepario para

la continuacién de la experimentacion

3.3. Analisis Fisicoquimicos De La Muestra
Andlisis de pH

Se tom6 una alicuota de 100g de muestra, se agregd 200 mL de agua
destilada, se agité por 10 min, se dejoé reposar 5 min y se procedié a medir

el pH.

Determinacion de humedad total

Se llevd a peso constante las capsulas sometiéndolas a 105° C durante 30
minutos en la estufa, controlando el peso en lapsos de 30 minutos, se
colocd 5 g de muestra y se llevé a 105°C por 30 min. Pasado el tiempo se
tomé la medida del peso nuevamente, repitiendo el proceso hasta tener un

peso constante.
Determinacion de la cantidad de hierro y plata.

La cantidad de hierro y plata se lo determin6é usando la técnica de
absorcion atomica.

La curva de calibracién se prepar6 a partir de patrones de 1000 ppm de
Hierro y Plata obteniendo soluciones de 1 ppm, 5 ppm y 10 ppm.

Para digerir la muestra se tom6 1 g en 3mL de &cido nitrico sometiéndola
a reflujo en un equipo de vidrio armado previamente por dos horas, se
filtro y se aforé a 100 mL. De la muestra digerida, se tomo lecturas para

determinar la concentracion del hierro y plata.
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3.4. Caracterizacion Bioquimica De Bacterias No Entéricas
Preparacion del in6culo

Se prepar6 el inoculo en una ampolla de APl NaCl médium, tomando con
un asa de 3 a 4 colonias de las placas Petri de cultivo que no supere las

48 horas de incubacion. Esta suspensién se utilizé inmediatamente.
Preparacién e inoculacion de la galeria

En la cAmara de incubacién se repartié6 aproximadamente 5 mL de agua
destilada estéril, para crear una atmosfera himeda. En un ambiente estéril
se sacoO la galeria APl 20NE. Colocando la galeria sobre la camara de
incubacion.

Precautelando de no formar burbujas de aire se llend los pocillos del
ensayo desde NOj3; hasta PNPG, tomando con una pipeta la suspension
bacteriana preparada previamente.

Se procedio a la apertura del medio APl AUX, aqui se coloc6 200 uL del
indculo y se llenod los tubos restantes de la galeria tomando en cuenta no
llenar de forma excesiva ya que esto podria evidenciar resultados
incorrectos.

Las galerias de los ensayos, GLU, ADH y URE, fueron cubiertos con

aceite mineral y se incubaron a 29°C durante 24 horas.
Lectura e interpretacion de la galeria

Los resultados de las galerias GLU, ADH, URE, ECS, GEL Y PNPG, se
anoto como positivo, si cambio de coloracion, y negativo si no

En el ensayo NO3; se agrego los reactivos NIT1 yNIT2, si pasado 5 min
existiera un cambio de color a rojo se tom6é como positivo. Caso contrario
se agregara 2 a 3 mg de Zinc, luego de 5 min no existiera cambio de
coloracion el ensayo se tomara como positivo.

Para el ensayo TRP se agrego 1 a 2 gotas de reactivo JAMES API 20NE,

el cambio de color a rosa no indica una reaccion positiva.

34



Las pruebas restante fueron revisadas y se tom6 como positivo a la
presencia de turbidez en la capsula. En las hojas de resultados API 20NE
se obtuvo un perfil numérico, sumando los nimeros correspondiente a los
grupos de pruebas. Se ingreso los resultados de las hojas de resultados

API 20NE y se obtiene el género y especia de las bacterias.

3.5. Seleccion De Las Cepas Bacterianas A Altas Concentraciones De
Plata

Se pes6 1 Gramo de cloruro de amonio, 100 mg de sulfato ferroso y se
mezcl6 con 23 Gramos de medio de cultivo PCA. Se aforo a 1 litro en cada
matraz

Para el primer matraz se pes6 48 mg de nitrato de plata equivalente a 30
mg de plata, en el segundo matraz se colocé 80 mg de nitrato de plata
equivalente a 50 mg de plata y en el tercer matraz se coloc6é 160 mg de
nitrato de plata equivalentes a 100 mg de plata.

A continuacion se inoculé las cajas con cada una de las cepas valiéndose
del asa, a fin de cubrir completamente la superficie del medio de cultivo y
se incubaron a 22 grados centigrados durante 48 horas, se tomaron

lecturas del crecimiento cada 24 horas.
3.6. Evaluacién De La Cinética De Crecimiento Bacteriano
Factores Ambientales e inoculo

Se consider6 como factores: la generacion bacteriana, viabilidad, T°
ambiental, agitacion y factor independiente: concentracién de plata en el

medio de cultivo.

El inoculo se preparé con las bacterias aisladas presentes en los
sedimentos obtenidos de la laguna no obstante los ensayos se realizaron
con aquellas que se lograron adaptarse a 50 ppm de plata cada una fue
inoculada en el medio sintético preparado
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Preparaciéon del medio de cultivo

Se mezcld 1 g de sulfato ferroso, 4 g de extracto de levadura 'y 2 g de
dextrosa, que se aforo a 1 litro y se pesdé 24 mg de nitrato de plata
equivalente a 15 mg de plata. Separadamente se pesé 41 mg de nitrato de
plata equivalente a 25 mg de plata.

Se agreg6 24 mg de nitrato de plata al primer matraz que contiene 500mL
de medio equivalente a 30 ppm de plata.

En el segundo se mezclaron los 41 mg de nitrato de plata equivalentes a
50 ppm de plata.

En 10 tubos de ensayo cerrados se esterilizo el medio en autoclave
TUTTNQUER 3870M a 121 °C durante 15 min.

Elaboracién de la curva de calibracion

Se prepar6 los estdndares Mc. FARLAN del modo que se describe: el
primer tubo se colocd 9,9 mL de solucién de &cido sulfarico 1% y 0,1 mL
de solucion de cloruro de Bario 1%. El segundo tubo contenia 9,8 mL de
solucion de acido sulfarico 1% y 0,2 mL de solucién de cloruro de Bario
1%. El tercero 9,7 mL de solucion de &cido sulfurico 1% y 0,3 mL de
solucion de cloruro de Bario 1%. El cuarto 9,5 mL de solucion de acido
sulftrico 1% y 0,5 mL de soluciéon de cloruro de Bario 1% Yy el ultimo tuvo
contenia 9,4 mL de solucion de acido sulfarico 1% y 0,6 mL de solucion de
cloruro de Bario 1%.

Posteriormente se tomo las lecturas por triplicado de cada uno de los
tubos y el blanco (agua destilada) ajustando el espectrofotometro
SHIMADZU UVMINI 1240 a 625 nm.

Con esos datos se realizé la regresion lineal para obtener la ecuacion que

define el crecimiento.
Determinaciéon de la curva de crecimiento

Se inoculo los tubos, tomando las colonias con el asa homogenizandolas

con la ayuda del vortex, los mismos se incubaron a 22 °C, y se realiz0 la
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primera medicion luego de 60 min de iniciada la incubacion. Para realizar
la medicion se tomé una alicuota del medio de cultivo previamente agitado
en el vortex., tomando las lecturas a 625 nm.

Luego se midié consecutivamente la absorbancia de cada medio de cultivo
inoculado en intervalos de 60 min. Hasta llegar a la 5 hora de incubacion
continuando con las lecturas en intervalos de 24 horas. Hasta tener

lecturas constantes de absorbancia en los medios de cultivo.
3.7. Conservacion De Las Cepas Bacterianas

Se prepar6 una solucion de glicerina al 1%, a continuacion se tomé una
muestra de bacterias con un asa procurando arrastrar una pequefia
cantidad de medio de cultivo y se suspendié la misma en los tubos
Eppendorf.

Se envolvieron los tubos con algodon, y por la parte externa con papel
aluminio. Y las mismas se llevaron a 0 grados centigrados en las

instalaciones del laboratorio de microbiologia del CIVABI.
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CAPITULO IV

4. RESULTADOS

4.1. Muestreo

Se obtuvo 5 sub-muestras duplicadas, de aproximadamente 1 kg cada una,
estas tenian diversas texturas desde agua turbia hasta una pasta seca de
origen mineral; todas se mezclaron y homogenizaron, para obtener una

muestra total de 10 kg de sedimento.
4.2. Aislamiento, Bioestimulacion de la muestra

De las diluciones realizadas la dilucién 10, presenté una carga bacteriana de
37 UFC/g en la placa indicando una carga bacteriana total de 3,7x10* UFC/g.
Los cultivos puros se aislaron en 25 cajas que fueron -caracterizados

macroscopicamente (Tabla °1).

Como se observa en la Tabla®l, las 25 cepas de bacterias aerobias fueron
seleccionadas en un medio que contenia hierro. EI cambio de coloracion de

verde- amarillo a un color café-rojo (Imagen®5), indicé la oxidacién del hierro.

Imagen 5: Cambio de coloracién en la caja Petri que evidencia la oxidacion de Fe en el medio

de cultivo bacteria BC1.

Fuente: Ramirez; 2011
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Tabla 1: Codificacién de las cepas aisladas, prueba de oxidacion de hierro.

; Prueba
Caja icr:]?gr'gg Morfologia %é?;cién
1 BC1 Colonias transparentes blanquecinas amorfas, pequefias POSITIVO
1 BC2 Colonias rojas, forman puntos convexos. NEGATIVO
1 BC3 Colonias blancas de forma redondeada convexas POSITIVO
2 BC4 Colonias amarillas de forma redonda, en formacion globular. POSITIVO
1 BC5 Colonias transparentes blanquecinas amorfas NEGATIVO
1 BC6 Colonias blancas redondas pequefias, forman puntos. POSITIVO
2 BC7 quonias amorfas que forman, estructuras similares a | NEGATIVO
crateres.
1 BCS8 Colonias blancas grandes, brillo NEGATIVO
1 BC9 Colonias redondas pequefias, blancas brillantes. NEGATIVO
1 BC10 Colonias blancas pélidas, amorfas POSITIVO
1 BC11 Colinas blancas pequefias, color blanco hueso. NEGATIVO
2 BC12 Colonias rosadas, amorfas. NEGATIVO
2 BC13 Colonias blancas redondas pequefias, ligeramente brillantes POSITIVO
1 BC14 Colonias rosadas amorfas POSITIVO
1 BC15 Colonias amarillo muy palido, produccion de residuo negro. NEGATIVO
1 BC16 Colonias verdosas, amorfas NEGATIVO
1 BC17 Colonias blancas brillantes, grandes, forma de évalos NEGATIVO
2 BC18 Colonias amarillas, brillantes redondas NEGATIVO
1 BC19 Colonias gomosas blanquecinas, forman una sola masa POSITIVO
1 BC20 Colonias amarillo palido, forman puntos muy pequefios. NEGATIVO
1 BC21 Colonias amorfas amarillentas, pequefias POSITIVO
2 BC22 Colonias blancas, con forma ovalada NEGATIVO
1 BC23 Colonias amorfas blanco opaco POSITIVO
1 BC24 Colonias blancas amorfas POSITIVO
1 BC25 Colonias de color grisaceo sin forma definida NEGATIVO

39




4.3. Andélisis Fisico-quimicos De La Muestra

El analisis fisico-quimico de la muestra indica la ausencia de plata, un pH de 7,8

y una concentracion de 15 ppm de hierro (Tabla°2).

Tabla 2: Resultados de los analisis fisco-quimicos de la muestra.

Parametro Método Resultado

pH Potenciometria 7.8

Humedad Gravimetria 18%

Contenido de Ag | Espectrofotometria de Absorcion atémica | Menora 0,5 ppm

Contenido de Fe Espectrofotometria de Absorcion atémica 15 ppm

4.4, Caracterizacion Bioquimica Perfil API 20 NE

En la tabla © 3 se muestra el perfil bioquimico de las cepas capaces de oxidar
hierro. Pero se observé que una de las bacterias, BC1 no reaccioné en las

pruebas bioquimicas aplicadas.
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Tabla 3: Perfil bioquimico evaluado frente a un porcentaje de certeza en base a API

identification software.

Cepa de bacteria aislada

©
— N ™ - N ® =
. L. o o o =] =] i) %) o)
Prueba Bioquimica = = = S E ) c 2 5
© © IS 8 <
Kol Kol Kol 8 8 5 © o = £
o
(] 8 8 @ @ = % E ’5 [ QC)
— — — Q. o b=} 5 S c Q9
=] =] =] (] (] 5} Q o = o 7]
et © X © = IS kel
© © © s s S g © © 2
c c c L 0 = S c c o =
S] o o o 5 Q 2 ] S < £
IS £ € o o o 5 £ 1] s i
o o o ° ° c S (<] <] = .8
k] k] k] c c o g S S 8 5
=] =] =] ~ ~ 7 = = = c =
I} 7] 7] = = 0 = o ) S 5]
%) 7] 7] S S © o %) 7] = ©
a o o m m 04 () o [ ) m
Reduccién de nitratos - + - + - - - - - T B
Triptéfano - - - - - - - N N N N
D-glucosa - - - - R R B T _ _ _
L-arginina + + - - R R - T T _ _
Urea - - - - - - - - - - B
Citrato férrico + + + - - - + - B + _
Gelatina + - + - + - - - T T _
Pnpg” + - + - + - - - - + -
Asimilacion glucosa + + + + + - + + + + -
Asimilacién arabinosa + + + + + - + + + N R
Asimilacién manosa + + + + + - + + + + R
Asimilaciéon manitol + - + + + - + - + R R
Asimilacion N-glucosamina - - + + + + + - + - -
Asimilacion maltosa + - - - + - + - R - R
Asimilacion gluconato - + - + + + - + + + -
Asimilacion ac. caprico - + - + + - - + + R R
Asimilacion ac. adipico - + - - - + + - + - -
Asimilacién ac. malico - + + + + + + + + + -
Asimilacién citrato - + + + + + + + + + -
Asimilacién ac. fenil acético - - - + + - - + - - R

* Prueba de 4-nitrofenil-D-galactopirasa.
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En la tabla ° 4 se tiene el porcentaje de certeza que ofrece el KIT APl 20 NE

Tabla 4: Porcentaje de certeza segun API identificacion software.

Porcentaje de certeza

Bacteria Cddigo interno (%)
Pseudomona putida BC3 85
Pesudomona fluorescens BC4 92
Ralstonia picketti BC6 3
Stenotrophomona maltophilia BC10 &
Pseudomona luteola morf 1 BC14 69
Pseudomona luteola morf 2 BC13 68
Pseudomona luteola morf 3 BC24 77
Sphingomona plaucimobilis BC19 98
Burkholderia ceparia morf 1 BC21 72
Burkholderia ceparia morf 2 BC23 6
Bacteria sin identificar BC1 )

En la Tabla ° 5 se muestra las caracteristicas morfolégicas y el resultado de la

tincion Gram de las 11 bacterias caracterizadas.
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Tabla 3: Morfologia macroscopica y descripcion de las bacterias caracterizadas.

Nombre cientifico/ Codigo interno.

Gram
(+/-)

Morfologia colonias

Aplicaciones
biorremediacion®

Productos de uso
industrial®

Pseudomona putida/ BC3

Colonias blancas de
forma redondeada

Degradacion de
tolueno y xileno

Pseudomona fluorescens / BC4

Colonias amarillas de
forma redonda

Degradacion de
fosforo.

Produccién de
factores de
crecimiento

Ralstonia Picketti / BC6

Colonias blancas
redondas pequefias

Lixivia metales Cu,
Fe, Ni, Zny
compuestos

organoclorados

Biorremediacion de
varios tipos de
contaminantes en
suelo

Stenotrophomona maltophilia / BC10

Colonias blancas
pélidas amorfas

Oxidante de hierro

Pseudomona luteola morf 1/ BC14

Colonias rosadas
amorfas

Captan metales
pesados

Pseudomona luteola morf 2/ BC13

Colonias blancas
redondas pequefias

Captan metales
pesados

Pseudomona luteola morf 3 / BC24

Colonias blancas
amorfas

Captan metales
pesados

Sphingomona plaucimobilis / BC19

Colonias gomosas
blanquecinas

Biodegradante

Produccioén de
esfinganos

Burkholderia ceparia morf 1/ BC21

Colonias amorfas
amarillentas

Oxidante de hiero

Burkholderia ceparia morf 2 / BC23

Colonias amorfas
blanco opaco

Oxidante de hierro

Bacteria sin identificar / BC1

Colonias
transparentes
blanquecinas amorfas

Oxidante de hierro

4.5,
Plata

Adaptacion y Seleccion Bacteriana a Altas Concentraciones de

Las pruebas de adaptacion se realizaron sobre las bacterias previamente

caracterizadas segun los resultados de las Tablas ° 1 y 3, seleccionando las

bacterias capaces de oxidar hierro. Los resultados se presentan en la Tabla © 6

donde la simbologia (+) indica un crecimiento en 48 horas de cultivo, el simbolo

® Informacién recopilada de la publicacién Microbiologia de suelos

é Informacién recopilada de www.microbewiki.com
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(++) indica crecimiento en 24 horas y el simbolo (-) indica ausencia de
crecimiento luego de 48 horas de cultivo

Tabla 4: Resultados de la prueba de adaptacién a 30, 50 ppm Ag.

Bacterias 30 ppm de Ag. 50 ppm de Ag.
Pseudomona luteola morf. 1 ++ +
Sphingomona paucimobilis ++ -
Stenotrophomona maltophilia + +
Ralstonia pickettii + +
Pseudomona flourescens + +
Pseudomona luteola morf. 2 + -
Bacteria sin identificar BC1 ++ +
Burkholderia ceparia morf. 1 - -
Burkholderia ceparia morf. 2 - -
Pseudomona putida - -
Pseudomona luteola morf. 3 - -

4.6. Evaluacién De La Cinética De Crecimiento Bacteriano

Se realiz6 la regresion lineal en funcién de la escala McFarland a 625 nm, los
datos obtenidos se muestran en la Tabla © 7. La curva y su respectiva ecuacion

se presentan a continuacion en el Grafico °3.
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Tabla 5: Datos de la curva de calibracién en escala McFarland.

Curva de calibracién
Escala McFarland UFC/mL Absorbancia promedio
1 3,00E+08 0,2656
2 6,00E+08 0,4196
3 9,00E+08 0,6373
4 1,20E+09 0,883
5 1,50E+09 1,112

Grafico 3: Curva de calibracion y ecuacion de regresion lineal.

Curva de calibracion

y = 1E+09x - 28407

1,60E409
R?=0,9938

1,40E409
1,20£409
1,00E409

8,00E+08 == Curva de calibracion

——Lineal (Curva de calibracion)
6,00E+08

4,00E+08

2,00E+08

0,00E+00
0 0,2 04 0,6 08 1 1,2

De la curva de calibraciébn que se preparé se pudo obtener la ecuacién que

describe la concentracion de microorganismo respecto de su absorbancia.
¥ = 1x10°X — 2x107

Donde Y representa la cantidad de microorganismos identificados en UFC, X

simboliza la absorbancia obtenida de la muestra de cultivo.
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4.6.1. Cinética de crecimiento para bacteria sin identificar BC1

La curva de crecimiento en el Grafico © 4 muestra la fase de crecimiento

exponencial entre la hora 20 y la hora 50.

Grafico 4: Curva de crecimiento de Bacteria sin identificar BC1.
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Ademas se presenta el andlisis de concentracion de plata contenida en el medio

de cultivo al inicio y al final del ensayo en la Tabla ®9, estos datos se presentan

en el Gréafico

°5.

Tabla 6: Cantidad de Ag determinada por Absorcién atémica

Concentracién de

Concentracion Ag

Concentracion Total

e s Ag disuelta (ppm) | precipitada (ppm) | Ag (ppm)
1 2,62 26,8 29,42
7 11,18 9,87 21,05

Plata absorbida (ppm)

8,37

Grafico 5: Cuantificacion de plata en el medio de cultivo de BC1
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4.6.2. Cinética de crecimiento para Pseudomona luteola morf 1

La curva cinética en el Grafico © 6 muestra que la fase de crecimiento

exponencial esta entre la hora 20 y la hora 54 del ensayo.

Grafico 6: Curva de crecimiento de Pseudomona luteola morf 1
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En la Tabla ° 11 se presenta el andlisis de la concentracion de plata contenida

en el medio de cultivo al inicio y al final del ensayo y estos datos se presentan

en el Grafico ° 7.

Tabla 7: Cantidad de Ag determinada por Absorcién atémica

- ., Concentracion
. . Concentracion de | Concentracion Ag
Tiempo dias . . Total Ag
Ag disuelta (ppm) | precipitada (ppm)
(ppm)
1 2,62 26,8 29,42
7 4,19 20,85 25,04

Plata Absorbida (ppm)

4,38

Gréfico 7: Cuantificacién de plata en el medio de cultivo Pseudomona luteola morf 1
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4.6.3. Cinética de crecimiento para Stenotrophomona maltophilia

La curva cinética en el

Grafico © 8 se muestran que la fase exponencial de

crecimiento comprende la hora 26 y hora 50 del ensayo.
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Grafico 8: Cuantificacién de plata en el medio de cultivo Stenotrophomona maltophilia
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En la Tabla © 13 se presenta el andlisis de concentracion de plata contenida en
el medio de cultivo al inicio y al final del ensayo y estos datos se muestran en el
Gréfico © 9.

Tabla 8: Cantidad de Ag determinada por Absorcién atbmica

R des Congentracién de Congeptracién Ag | Concentracion
Ag disuelta (ppm) | precipitada (ppm) | Total Ag (ppm)
1 2,62 26,8 29,42
7 7,33 19,8 27,13
Plata absorbida 2,29
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Grafico 9: Cuantificacién de plata en el medio de cultivo Stenotrophomona maltophilia
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4.6.4. Cinética de crecimiento para Ralstonia picketti

La curva cinética en el

Grafico © 10 muestra que la fase exponencial de

crecimiento comprende la hora 25 y hora 45 del ensayo.

Grafico 10: Cuantificacion de plata en el medio de cultivo Ralstonia picketti
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En la Tabla © 15 se presenta el andlisis de concentracion de plata contenida en
el medio de cultivo al inicio y al final del ensayo en la Tabla © 15 y estos datos

se muestran en el Grafico °© 11.

Tabla 9: Cantidad de Ag determinada por Absorcion atémica.

TiEmpoldias Congentracic’m de Conc_eptracién Ag | Concentracion
Ag disuelta (ppm) precipitada (ppm) | Total Ag (ppm)
1 2,62 26,8 29,42
7 12,42 10,96 23,38
Plata absorbida 6,04

Grafico 11: Cuantificacion de plata en el medio de cultivo Ralstonia picketti.
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4.6.5. Cinética de crecimiento para Pseudomona fluorencens

La curva cinética en el

crecimiento comprende la hora 25 y hora 50 del ensayo.

Gréfico © 12 muestra que la fase exponencial de

Gréafico 12: Curva de crecimiento en el medio de cultivo Pseudomona fluorencens.
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en la Tabla © 17 se presenta el andlisis de concentracién de plata contenida en

el medio de cultivo al inicio y al final del ensayo y estos datos se muestran en el

Gréafico° 1

Tabla 10: Cantidad de Ag determinada por Absorcién atémica

Tiempo dias Concentracion de | Concentracion Ag | Concentracion
Ag disuelta (ppm) | precipitada (ppm) | Total Ag (ppm)

1 2,62 26,8 29,42

7 12,77 9,88 22,65

Plata absorbida

6,77

rafico 13: Cuantificacion de plata en el medio de cultivo Pseudomona fluorencens.
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4.7. Cinéticade Crecimiento Evidenciada En La Curva De Crecimiento

4.7.1. Andlisis de datos a 30 ppm de Ag

En la Tabla ° 18 se muestra los resultados tabulados a partir de los datos del
comportamiento cinético a 30 ppm de plata para cada una de las bacterias
valiéndose de las formulas (3), (5) y (7) descritas en el marco teorico del

presente trabajo.
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Tabla 11: Resultados de la cinética bacteriana a 30 ppm de Ag.

Tiempo | Tiempo de Tasa especifica | Nomero de
Bacteria (t) Generacién | de crecimiento | generacion

horas (Tg) horas (u) (Ng)
Bacteria sin identificar 69 6,92 0,05 9,97
Pseudomona luteola morf 1 69 5,33 0,08 12,94
Stenotrophomona maltophilia 69 5,55 0,08 12,42
Ralstonia picketti 69 5,65 0,06 12,21
Pseudomona fluorencens 69 6,18 0,53 11,16

Junto a esto se presenta la cantidad de plata al inicio y al final del ensayo de
crecimiento bacteriano. En la Tabla ° 19 se observa estos resultados

Tabla 12: Resultados del contenido de plata al inicio y al final de la cinética a 30 ppm Ag.

Bacteria Plata Plata no Plata absorbida
soluble (%) | soluble (%) | (%)

Bacteria sin identificar 38,01 33,54 28,45

Pseudomona luteola morf 1 14,25 70,87 14,88

Stenotrophomona maltophilia 24,91 60,3 7,78

Ralstonia picketti 42,21 37,25 20,53

Pseudomona fluorencens 43 .4 33,58 23,2
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4.7.2. Andlisis de datos a 50 ppm de Ag
En la Tabla ° 20 se muestra los resultados tabulados a partir de los datos

del comportamiento cinético a 50 ppm de plata para cada una de las bacterias
valiéndose de las formulas (3),(5) y (7) descritas en el marco teérico del
presente trabajo.

Tabla 13: Resultados de la cinética bacteriana a 50 ppm de Ag.

Tiempo | Tiempo de | Tasa especifica | Nomero de
Bacteria (t) Generacion de crecimiento | generacién

horas (Tg) horas (u) (Ng)
Bacteria sin identificar 69 6,96 0,05 9,91
Pseudomona luteola morf 1 69 5,72 0,07 12,07
Stenotrophomona maltophilia 69 5,79 0,07 11,91
Ralstonia picketti 69 6,20 0,06 11,12
Pseudomona fluorencens 69 6,75 0,54 10,22

4.8 Discusion de resultados

El 50% de las bacterias aisladas y caracterizadas en el estudio pertenecen al
género Pseudomona, como afirma Gonzales (2005), la mayor cantidad de
bacterias mesdfitas no entéricas las cuales pertenecen a este género y han
demostrado una gran capacidad para captar contaminantes de diversos
origenes entre ellos metales pesados como el plomo, cadmio, zinc,

hidrocarburos y algunos pesticidas organoclorados,.

De las bacterias aislada BC1 no pudo ser caracterizada con el KIT APl 20NE,

esto pudo deberse a que este se limita a bacterias Gram — no fastidiosas,

debido a que no mostro capacidad para asimilar carbono; se puede presumir

que es capaz de fijar carbono del CO, ambiental interactuando en presencia de

azufre y hierro del medio de cultivo para producir energia utilizando al ion Fe *2
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como aceptor de electrones segun describe Ly (2009). Llegando a obtener su
morfologia macroscépica: colonias transparentes blanquecinas amorfas y la

tincion de Gram negativa.

En el proceso de adaptacion a plata ion, se observd que menos del 50% de las
bacterias aisladas, sobrevivieron a 30 ppm Ag, (es importante tomar esta
concentracion como punto referencial, debido a que segun la empresa minera
MINASECO esta es la concentracion de plata en las menas que actualmente se
explotan en el Ecuador), no obstante se demostr6 que bacterias del género
Pseudomona pueden adaptarse a concentraciones mayores, como es el caso
Pseudomona luteola morf 1 y morf 2, Pesudomona fluorecens y Pseudomona
putida, las cuales sobrevivieron a concentracion de 50 ppm de Ag, lo que
contradice a Liesje (2011), quien afirma que la concentracibn minima inhibitoria
de plata i6nica es de 29 ppm para bacterias de este género. Prescott (2008),
por el contrario afirma: “las bacterias pueden adaptarse a los mas diversos

ambientes”

En este estudio, se pudo identificar que Pesudomona fluorecens tiene
caracteristicas importantes en la lixiviacién de plata como es la relacion entre el
porcentaje de plata lixiviada y el tiempo de generacién. P fluorecens demostro
solubilizar el 43,4% de la plata que se encontraba como cloruro de plata
formando un precipitado insoluble en el medo de cultivo, ademas su tiempo de
generacion a 30 ppm de plata fue de 6,18 horas. Segun lo anotado por Vifia
(2005) el tiempo de generacién de Pseudomona fluorecens puede ser menor ya
gue en sus estudios esta bacteria mostro que en un medio de cultivo que
contenia contaminantes como zinc y cadmio el tiempo de generacion fue de 5,7

horas.

Coyne (2000), asegura que la adaptabilidad de las bacterias del suelo es una
ventaja para el desarrollo de nuevas tecnologias, se vuelve imperativo buscar
alternativas para mejorar los porcentajes de lixiviacion de Pseudomona

fluorescens

56



4.1.

CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Conclusiones

En los procesos de aislamiento y bio-estimulacion se obtuvieron 25
cepas morfolégicamente diferentes, de estas 11 tuvieron la capacidad de

oxidar hierro.

Las cepas Pseudomona luteola morf.1, Sphingomona paucimobilis,
Stenotrophomona  maltophilia, Ralstonia  pickettii, Pseudomona
flourescens, Pseudomona luteola morf.2, Bacteria sin identificar BC1
presentaron adaptabilidad y crecimiento a la concentracion de 30 ppm de
plata, mientras que a la concentracion 50 ppm de plata crecieron solo:
Pseudomona luteola morf 1, Stenotrophomona maltophilia, Ralstonia

pickettii, Pseudomona flourescens y Bacteria sin identificar BC1

Las curvas cinéticas fueron heterogéneas mostrando diferencia en el

comportamiento frente a las dos concentraciones de plata.

Pseudomona fluorecens presenta el porcentaje mas alto de solubilizaron
respecto a las 5 bacterias del ensayo con 43,4 %, en el estudio de la
cinética de crecimiento, lo cual indica que esta bacteria es una buena
candidata para estudios de remediacion y recuperacion industrial de

plata.

La bacteria sin identificar BC1, presentd el mayor porcentaje de
bioacumulaciéon de plata con un 28,45%, lo que indica su potencial uso

en remediacion de ambientes contaminados con plata.
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4.2.

Recomendaciones

Se recomienda profundizar en la interaccion metabdlica de las bacterias
con la plata presente en el medio de cultivo, con el fin de desarrollar
nuevas tecnologias capaces de remplazar a los actuales métodos de

extraccion de metales.

Como se expresa en las conclusiones BC1 demuestra ser una bacteria
con potencial aplicacion en biorremediacion por lo que se recomienda

aplicar una técnica genética de caracterizacién taxondémica

Se recomienda realizar estudios de estos microorganismos en ensayos
similares con otros metales y en otras condiciones. Adicionalmente se
puede realizar ensayos combinando microorganismos los cuales pueden

potenciar el resultado con plata y otros metales de interés industrial.

Para finalizar se recomienda continuar con el estudio a fin de obtener
resultados mas amplios de la interaccion de las bacterias con metales
con un valor comercial Ag, Au, etc. o metales pesados Pb, Cr, Cd etc.
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ANEXO 1: Acta de entrega-recepcion del cerapio

ACTA DE ENTREGA RECEPCION DE LAS CEPAS BACTERIANAS CORRESPONDIENTES AL PROYECTO DE TESIS
“AISLAMIENTO, CARACTERIZACION Y CONSERVACION DE BACTERIAS NO ENTERICAS CON CAPACIDAD DE
ADPATARSE EN ALTAS CONCENTRCIONES DE PLATA, PRESENTES EN UNA LAGUNA DE SEDIMENTACION DE LA
PLANTA MINERA DEL SECTOR EL PACHE, PROTOVELO, EL ORO”

En la ciudad de Quito, a los 11 dias del mes de abril de dos mil doce, los suscritos, el sefior Lenin Javier Ramirez
Cando, quien entrega las cepas bacterianas, sefiorita Viviana Nieto, quien recibe las cepas, en conocimiento de la
Ing. Maria Belén Aldés, en calidad de Coordinadora Técnica de los Laboratorios del Centro de Investigacién y
Valoracién de la Biodiversidad, se procede con la constatacion fisica y entrega-recepcion de las cepas bacterianas
correspondientes al proyecto de tesis indicado.

Se deja constancia de que las cepas quedan almacenadas en el Laboratorio de Microbiologia, con el siguiente listado:

Nombre cientifico Cédigo
Pesudomona Putida BC3
Pseudomona fluorecens BC4
Ralstonia picketti BC6
Stenotrophomona maltophilia | BC10
Pseudomona luteola morf 1 BC14
Pseudomona luteola morf 2 BC13
Pseudomona luteola morf 3 BC24
Sphingolmona plaucimobilis BC19
Burkholderia ceparia morf 1 BC21
Burkholderia ceparia morf 2 BC23
Barcteria sin identificar BC1

Para constancia de lo actuado, suscriben la presente acta de entrega-recepcion, firman los suscritos:

sr.’Lenin Ramirez

Srta. M&to

%;&2\2“ MAs | -
Ing.

Maria Belén Aldas M.Sc.
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ANEXO 2: Hojas de resultados Kit API 20NE
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ANEXO 3: Resultados del contenido de Ag en el medio de cultivo (Absorcion Atémica)

g

CENTROCESAL Cia. Ltda.

CENTRO DE SOLUCIONES ANALITICAS INTEGRALES

CENTROCESAL Cia. Ltda.

AREA QUIMICA

INFORME DE ENSAYO No.:

Empresa:

Nombre de representante:
Direccién:

Teléfono:

Identificacién de la muestra:
Descripcion de la muestra:
Contenido declarado:

No. de Lote o cédigo:
Fecha de elaboracién:

Muestreo:

7454-04-10-11-11-Q

LENIN RAMIREZ
LENIN RAMIREZ

San Pedro de Taboada
84454656

MEDIO DE CULTIVO
Liquido turbio color café claro.
20mL

Ms 5 D
ND MM

FAX:

Fecha de caducidad: ND
Por el cliente Fecha de toma de muestra: ND
Fecha de recepcién: 10-Nov-11
Fecha de ensayo: 11y 17 Nov-2011
Fecha de reporte: 17-Nov-11

Resultados analiticos:

Muestra filtrada

Pag.: 1 de 1

Plata (Ag) APHA 3500 mg/L
Muestra digerida 26.80
o
b Dr. Géfinanico Silva M.
BQ.F Raghe)Rosas K./ CENTROCESAL Cia. Lide. or Técnico
CENTRO @ﬁa. CE E(SAL Cia. Ltda.
4
Responsable de Analisis Director Técnico

Notas: )
ND: No declara /
NA: No aplica

Los resultados reportados son vélidos solo para las muestras analizadas de este reporte.

Las de

Mi enell

no influyen en este andlisis

y
io, CENTROCESAL Cia. Ltda. se responsabiliza Gnicamente de los andlisis.

La ion sobre la incerti de

, se puede solicitar al laboratorio

y sera informacion cuando el cliente lo requiera o cuando afecte a los limites de una especificacion.

Este informe no podra ser reproducido parcial o

fref :POE5.10.1 Rev..03 Anexo 1
escrita del Laboratorio

sin la autori

Av. América N31-232 y Av. Mariana de Jesus
Telfs: (593 2 ) 2230342
Fax: Ext. 102 Celular: 099649872
e-mail: info@centrocesal.com

QUITO - ECUADOR
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| CENTRO DE SOLUCIONES ANALITICAS INTEGRALES
CENTROCESAL Cia. Ltda.

SENTROCNAL OO Lide. AREA QUIMICA

INFORME DE ENSAYO No.: 7454-06-10-11-11-Q

Empresa: LENIN RAMIREZ

Nombre de representante: LENIN RAMIREZ

Direcci6n: San Pedro de Taboada

Teléfono: 84454656 FAX:

Identificacién de la muestra: MEDIO DE CULTIVO

Descripcién de la muestra: Liquido turbio color café claro.

Contenido declarado: 20mL

No. de Lote o codigo: M RC Y

Fecha de elaboracién: ND Fecha de caducidad: ND

Muestreo: Por el cliente Fecha de toma de muestra: ND

Fecha de recepciéon: 10-Nov-11

Fecha de ensayo: 11y 17 Nov-2011
Fecha de reporte: 17-Nov-11

Resultados analiticos: Pag.: 1 de 1

Muestra filtrada

Plata (Ag) APHA 3500

Muestra digerida 9.88

CENTROCESAL Cia. Lt/qe.

U
Responsablé de Analisis Directdr Técnico
[
Notas:
ND: No declara J
NA: No aplica

Los resultados reportados son validos solo para las muestras analizadas de este reporte.
Las condiciones ambientales de temperatura y humedad no influyen en este andlisis
M iDi enell io, CENTROCESAL Cia. Ltda. se responsabiliza unicamente de los andlisis.
La ion sobre la incerti de icion, se puede solicitar al laboratorio
y sera informacién cuando el cliente lo requiera o cuando afecte a los limites de una especificacion.
f-ref -POE:5.10.1 Rev.:03 Anexo 1

Este informe no podra ser reproducido parcial o totalmente, sin la autorizacién escrita del Laboratorio

Av. América N31-232 y Av. Mariana de Jesis
Telfs: (593 2) 2230342
Fax: Ext. 102 Celular: 099649872
e-mail: info@centrocesal.com

www.centrocesal.com
QUITO - ECUADOR
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CENTRO DE SOLUCIONES ANALITICAS INTEGRALES
CENTROCESAL Cia. Ltda.

e AREA QUIMICA

INFORME DE ENSAYO No.: 7454-02-10-11-11-Q

Empresa: LENIN RAMIREZ

Nombre de representante: LENIN RAMIREZ

Direccién: San Pedro de Taboada

Teléfono: 84454656 FAX:

Identificacién de la muestra: MEDIO DE CULTIVO

Descripcién de la muestra: Liquido turbio color café claro.

Contenido declarado: 20mL

No. de Lote o cédigo: M2 Boc L.

Fecha de elaboracion: ND Fecha de caducidad: ND

Muestreo: Por el cliente Fecha de toma de muestra: ND

Fecha de recepcién: 10-Nov-11

Fecha de ensayo: 11y 17 Nov-2011
Fecha de reporte: 17-Nov-11

Resultados analiticos: Pag.: 1 de 1

Muestra filtrada

APHA 3500

Plata (Ag) mg/L

Muestra digerida

laias

Dr. Germanico Silva M.

> GENTROCESAL Cla, Lida,
BQ.F Raguel Rosas R. ;;:t"g:?uda
CENTROCES, |7c?1.tda, CE :
Responsabl nalisis Director Técnico
Notas: /oo
ND: No declara
NA: No aplica

Los resultados reportados son validos solo para las muestras analizadas de este reporte.

Las de temp y no influyen en este andlisis
Muestras recibidas en el Laboratorio, CENTROCESAL Cia. Ltda. se responsabiliza (inicamente de los analisis.
La ion sobre la i i de icion, se puede solicitar al laboratorio

y serd informacién cuando el cliente lo requiera o cuando afecte a los limites de una especificacion.
fref:POE:5.10.1 Rev.:03 Anexo 1

Este informe no podra ser reproducido parcial o totalmente, sin la autorizacién escrita del Laboratorio

Av. América N31-232 y Av. Mariana de Jesis
Telfs: (693 2) 2230342
Fax: Ext. 102 Celular: 099649872
e-mail: info@centrocesal.com

QUITO - ECUADOR
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ﬂ CENTRO DE SOLUCIONES ANALITICAS INTEGRALES

CENTROCESAL Cia. Ltda.
CEMTRODERAL Gl Le. AREA QUIMICA
INFORME DE ENSAYO No.: 7454-03-10-11-11-Q
Empresa: LENIN RAMIREZ
Nombre de representante: LENIN RAMIREZ
Direccién: San Pedro de Taboada
Teléfono: 84454656 FAX:
Identificacion de la muestra: MEDIO DE CULTIVO
Descripcién de la muestra: Liquido turbio color café claro.
Contenido declarado: 20mL
No. de Lote o cédigo: BC {
Fecha de elaboracién: ND Fecha de caducidad: ND
Muestreo: Por el cliente Fecha de toma de muestra: ND
Fecha de recepcién: 10-Nov-11
Fecha de ensayo: 11y 17 Nov-2011
Fecha de reporte: 17-Nov-11
Resultados analiticos: Pag.: 1 de 1

Muestra filtrada

Plata (Ag) APHA 3500

mg/L
Muestra digerida

BQ.F Ra el Ros R.

CENTRO E 7(*eia Ltda.

Respoﬁéa nélisis Director Técnico
Notas:
ND: No declara
NA: No aplica
Los resunados reponados son vélidos solo para las muestras analizadas de este reporte.
Las co de ray no influyen en este andlisis
M ibi enell io, CENTROCESAL Cia. Ltda. se responsabiliza tinicamente de los andlisis.
La 1 sobre la i i de icion, se puede solicitar al laboratorio

y sera informacién cuando el cliente lo requiera o cuando afecte a los limites de una especificacion.
firef :POE:5.10.1 Rev.:03 Anexo 1

Este informe no podra ser reproducido parcial o totalmente, sin la autorizacién escrita del Laboratorio

Av. América N31-232 y Av. Marlana de Jesis
Telfs: (593 2 ) 2230342
Fax: Ext. 102 Celular: 099649872
e-mail: info@centrocesal.com

www.centrocesal.com
QUITO - ECUADOR
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I CENTRO DE SOLUCIONES ANALITICAS INTEGRALES
L CENTROCESAL Cia. Ltda.

SENROCERAL O ca. AREA QUIMICA

INFORME DE ENSAYO No.: 7454-05-10-11-11-Q

Empresa: LENIN RAMIREZ

Nombre de representante: LENIN RAMIREZ

Direccién: San Pedro de Taboada

Teléfono: 84454656 FAX:

Identificacién de la muestra: MEDIO DE CULTIVO

Descripcion de la muestra: Liquido turbio color café claro.

Contenido declarado: 20mL

No. de Lote o cédigo: M5 »C / [

Fecha de elaboracién: ND Fecha de caducidad: ND

Muestreo: Por el cliente Fecha de toma de muestra: ND

Fecha de recepcién: 10-Nov-11

Fecha de ensayo: 11y 17 Nov-2011
Fecha de reporte: 17-Nov-11

Resultados analiticos: Pag.: 1 de 1

Muestra filtrada

Plata (Ag)

APHA 3500 mg/L

Muestra digerida 7:33

Dr. Gempanico Silva M.

BQF R CENTROCESAL Cla. Lyda. r Técnico
LS
CENTROCESALLia. CENTRREESAL Cla- Ltda.
)
Responsable dg-Analisis Director Técnico
Notas:
ND: No declara
NA: No aplica
Los resultados reportados son validos solo para las muestras analizadas de este reporte.
Las ici i de y hi no influyen en este andlisis
enell io, CENTROCESAL Cia. Ltda. se responsabiliza Ginicamente de los andlisis.
La i6n sobre la incerti de icion, se puede solicitar al laboratorio

y seré informacién cuando el cliente lo requiera o cuando afecte a los limites de una especificacion.
fref..POE:5.10.1 Rev.:03 Anexo 1

Este informe no podra ser reproducido parcial o totalmente, sin la autorizacién escrita del Laboratorio

Av. América N31-232 y Av. Mariana de Jesus

e-mail:

QUITO - ECUADOR
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ﬂ CENTRO DE SOLUCIONES ANALITICAS INTEGRALES

CENTROCESAL Cia. Ltda.
SN AREA QUIMICA
INFORME DE ENSAYO No.: 7454-01-10-11-11-Q
Empresa: LENIN RAMIREZ
Nombre de representante: LENIN RAMIREZ
Direccién: San Pedro de Taboada
Teléfono: 84454656 FAX:
Identificacién de la muestra: MEDIO DE CULTIVO
Descripcion de la muestra: Liquido turbio color café claro.
Contenido declarado: 20mL
No. de Lote o cédigo: M BCL / </
Fecha de elaboracién: ND Fecha de caducidad: ND

Muestreo: Por el cliente Fecha de toma de muestra: ND
Fecha de recepcién: 10-Nov-11
Fecha de ensayo: 11y 17 Nov-2011
Fecha de reporte: 17-Nov-11

Resultados analiticos: Pag.: 1 de 1

Muestra filtrada

Plata (Ag) APHA 3500 mg/L
Muestra digerida 20.85
GCENTROCESAL Cla, Ltda.
as Dr. niCO S“V! Mo
i r Técnico

tda.
gt c§ y CENTRAPKSAL Cla. Ltda.

Respdnsable de Anélisis Director Técnico
Notas:
ND: No declara
NA: No aplica
Los resul(ados reponados son validos solo para las muestras analizadas de este reporte.
Las i de y humedad no influyen en este analisis
M recibidas en el L i CENTROCESAL Cia. Ltda. se responsabiliza Unicamente de los anlisis.
La ion sobre la incertif icion, se puede solicitar al laboratorio

y sera informacién cuando el cliente Io requnera o cuando afecte a los limites de una especificacion.
f.ref..POE:5.10.1 Rev.:03 Anexo 1

Este informe no podra ser reproducido parcial o totalmente, sin la autorizacién escrita del Laboratorio

Av. América N31-232 y Av. Mariana de Jesis
Telfs: (693 2) 2230342
Fax: Ext. 102 Celular: 099649872
e-mail: info@centrocesal.com

www.centrocesal.com
QUITO - ECUADOR
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ANEXO 4: Material fotografico

Imagen °7 Estriado, Ramirez, 2011 Imoagen °8 Cambi de color, Ramirez, 2011

Imagen °11 Espetrofotometria, Ramirez, 2011 Imagen °12 BC1 al microscopio, Ramirez,
2011
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Imagen ° 13 Materiales, Ramirez, 2011 Imagen °14 Kit APl , Ramirez, 2011

Imagen ° 15 Muestreo 1, Ramirez, 2011 Imagen °16 Muestreo 2, Ramirez, 2011
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Anexo 3 Datos del crecimiento bacteriano

Bacteria sin identificar

Tabla 14: Datos obtenidos por espectrofotometria UV-VIS en medio con 30 y 50 ppm Ag.

Tiempo Horas BC1 30ppm BC1 50ppm
0 1,6587E+08 1,6950E+08
1 1,9440E+08 1,8053E+08
2 2,1140E+08 2,0023E+08
3 2,4273E+08 2,1903E+08
4 2,8023E+08 2,4273E+08
18 4,1773E+08 3,5077E+08
21 4,3530E+08 4,3623E+08
22 4,9530E+08 4,8663E+08
25 5,8290E+08 6,5643E+08
26 7,4217E+08 9,8657E+08
27 1,0581E+09 1,6190E+09
44 1,7428E+09 2,9412E+09
45 3,0482E+09 5,4984E+09
49 5,6062E+09 5,4996E+09
50 5,5873E+09 5,5023E+09
69 5,5990E+09 5,5021E+09

Fuente: El Autor, 2012

Pseudomona luteola morf 1

Tabla 15: Datos obtenidos por espectrofotometria UV-VIS en medio con 30 y 50 ppm Ag.

Tiempo (Horas) BC2 30ppm BC2 50ppm
0 2,5000E+06 5,1000E+06
1 2,5000E+06 5,1000E+06
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2 1,0900E+07 1,7600E+07
3 7,6000E+06 2,0140E+07
4 1,5470E+07 3,5670E+07
18 2,9200E+07 6,4370E+07
21 4,5740E+07 7,7670E+07
22 5,8470E+07 9,5240E+07
25 6,6240E+07 1,0797E+08
26 9,5200E+07 1,3944E+08
27 1,3350E+08 1,7857E+08
44 2,3160E+08 2,8927E+08
45 3,6887E+08 4,2977E+08
49 6,3443E+08 7,0620E+08
50 6,4404E+08 6,9720E+08
69 6,6637E+08 7,4307E+08

Stenotrophomona maltophilia

Tabla 16: Datos obtenidos por espectrofotometria UV-VIS en medio con 30 y 50 ppm Ag.

Fuente: El Autor, 2012

Tiempo (horas) 30 ppm 50 ppm
0 3,4701E+06 5,0890E+06
1 3,4600E+06 5,1000E+06
2 2,1530E+07 2,8800E+07
3 3,0260E+07 2,9100E+07
4 4,8760E+07 5,3770E+07
18 1,1360E+08 1,2523E+08
21 1,0993E+08 1,3980E+08
22 1,1550E+08 1,5090E+08
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25 1,4690E+08 1,6140E+08
26 1,4116E+08 2,3380E+08
27 1,7536E+08 2,0413E+08
44 2,4916E+08 2,7733E+08
45 3,8713E+08 4,1463E+08
49 6,3976E+08 6,6650E+08
50 6,5520E+08 6,5117E+08
69 6,4506E+08 6,6293E+08

Ralstonia picketti

Tabla 17: Datos obtenidos por espectrofotometria UV-VIS en medio con 30 y 50 ppm Ag.

Fuente: El Autor, 2012

Tiempo (horas) 30 ppm 50 ppm
0 4,50E+06 1,63E+07
1 4,53E+06 1,62E+07
2 1,66E+07 2,44E+07
3 1,89E+07 3,85E+07
4 4,42E+07 5,55E+07
18 1,75E+08 1,57E+08
21 1,83E+08 1,63E+08
22 2,01E+08 1,85E+08
25 2,04E+08 1,94E+08
26 2,38E+08 2,39E+08
27 2,77TE+08 2,99E+08
44 4,79E+08 4,75E+08
45 7,43E+08 7,33E+08
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49 7,24E+08 7,30E+08
50 7,28E+08 7,32E+08
69 7,23E+08 7,38E+08

Pseudomona fluorecens

Tabla 18: Datos obtenidos por espectrofotometria UV-VIS en medio con 30 y 50 ppm Ag

Fuente: El Autor, 2012

Tiempo (horas) 30 ppm 50 ppm
0 1,0010E+07 1,7050E+07
1 1,0000E+07 1,8800E+07
2 4,4370E+07 1,7000E+07
3 2,9530E+07 4,0230E+07
4 5,1070E+07 5,5030E+07
18 1,4513E+08 1,4980E+08
21 1,5627E+08 1,8146E+08
22 1,6840E+08 1,9040E+08
25 1,7053E+08 1,6990E+08
26 1,8403E+08 1,8260E+08
27 2,1337E+08 2,1116E+08
44 2,8933E+08 2,5896E+08
45 3,6990E+08 3,4313E+08
49 4,9477E+08 4,3423E+08
50 7,6103E+08 6,8923E+08
69 7,7447E+08 6,8713E+08
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