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RESUMEN

El proposito de esta investigacion fue caracterizar cepas bacterianas con potencial para
degradar PCB’s presentes en aceites dieléctricos. Para lo cual se aislaron bacterias a partir
de muestras del suelo de la Central Hidroeléctrica Alao, usando tres medios de cultivo
distintos: Agar Métodos Estandar, PAS y Mm, cada uno suplementado con 25 pL de
aceite contaminado con 43,6 ppm de PCB’s. Se aislaron 19 colonias bacterianas que
posteriormente fueron sometidas a una mayor concentracion de PCB’s; 18 colonias
lograron resistir 250 pL de aceite contaminado con 500 ppm de PCB’s. Una vez
purificadas, estas fueron caracterizadas de acuerdo a sus rasgos microscopicos y
macroscopicos y a la tolerancia a metales pesados. Mediante pruebas bioguimicas se
identificaron 18 cepas pertenecientes a las especies Providencia alcalifaciens, Proteus
mirabillis, Providencia rettgeri, Providencia stuartii, Pseudomona alcaligenes,
Morganella morganii y Shigella disenteriae. Se seleccionaron 3 cepas para evaluar su
capacidad de degradar PCB’s: Pseudomona alcaligenes, Providencia rettgeri,
Providencia stuartii. Cada cepa fue dosificada en una matriz experimental compuesta
estratégicamente por aceite contaminado con PCB’s sobre arena para aumentar la
superficie de contacto entre las bacterias y el contaminante. Pseudomona alcaligenes
logro reducir el 33% de PCB’s, seguida por Providencia rettgeri con 26 % y finalmente
Providencia stuartii con 12%, todas en un periodo de 42 dias. Se concluy6 asi, que fue
posible encontrar en nuestro medio bacterias capaces de biodegradar PCB’s, abriendo
paso a estudios que busquen aplicar este método a escalas mayores. Se recomienda
realizar investigaciones que aspiren potenciar la degradacion de PCB’s mediante el uso

de cualquiera de las bacterias encontradas.

PALABRAS CLAVE: <BIFENIL POLICLORADOS (PCB’S)> <ACEITE
DIELECTRICO> <BACTERIA [Pseudomona alcaligenes] > < BACTERIA
[Providencia rettgeri] > < BACTERIA [Providencia stuartii ]> < BIODEGRADAR>
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SUMMARY

The purpose of this research was to characterize bacteria strains with the potential to
degrade PCB’s present in dielectric oils. To this end bacteria was isolated from soil
sample from the “Alao” Hydroelectric Center, using three different cultivation methods:
Standard Methods Agar, PAS and Mm, each one supplemented with 25 uL of oil
contaminated with 43,6 ppm of PCB’s. Nineteen bacterial colonies were isolated and
subsequently subjected to a higher concentration of PCB’s. Eighteen colonies were able
to withstand 250 pL of oil contaminated with 500 ppm of PCB’s. Once purified these
were characterized according to their microscopic and macroscopic traits and tolerance
to heavy metals. Through biochemical testing, 18 strains were identified belonging to the
species Providencia alcalifaciens, Proteus mirabillis, Providencia rettgeri, Providencia
stuartii, Pseudomona alcaligenes, Morganella morganii y Shigella disenteriae. Three
strains were selected to evaluate their ability to degrade PCB’s: Pseudomona alcaligenes,
Providencia rettgeri, Providencia stuartii. Each strain was dosed in an experimental
matrix composed strategically of PCB’s contaminated oil on sand, to increase the contact
surface between the bacteria and the contaminant. Pseudomona alcaligenes achieved a
33% reduction in PCB’s, following by Providencia rettgeri with 26% and finally
Providencia stuartii with 12 %, all in a period of 42 days. Based on these results, it was
concluded that it was possible to find in our midst bacteria capable of biodegrading
PCB’s, making way for studies that seek to apply this method on a larger scale. It is
recommended to realize researches than aim to enhance the degradation of PCB’s through

the use of any the bacteria found.

KEY WORDS: <PCB’S> <DIELECTRIC OIL> <BACTERIA [Pseudomona
alcaligenes]> <BACTERIA [Providencia rettgeri]> < BACTERIA [Providencia
stuartii |> < BIODEGRADE>
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CAPITULO |

1. INTRODUCCION

1.1. Identificacidon del problema

Los Bifenil Policlorados (PCB’s), son un conjunto de compuestos organicos persistentes
que fueron utilizados intensamente entre 1930 y 1970, en equipos eléctricos como
transformadores, condensadores, intercambiadores de calor, sistemas hidraulicos, asi
como también en la fabricacién de pinturas y plasticos. Durante los afios de 1929 y 1993
se produjo mundialmente 1.300 000 toneladas de PCB’s. (MAE, 2015, pp. 25-28). EStos
xenobioticos se transfieren a animales y plantas a través del suelo y agua, llegando asi al
punto méas elevado de la cadena tréfica que es el ser humano; a estos pueden verse
expuestos también al inhalarlos y absorberlos por la piel, causando irritaciones cutaneas,
hipersecrecion de glandulas lacrimales y conjuntivitis a nivel cronico. Se le atribuye al
contacto con PCB’s, enfermedades como el cancer al higado, tracto biliar y leucemia,

ademas de efectos hormonales y en el sistema nervioso. (OMS, 2000, pp. 11-13)

El sector eléctrico fue en su momento el mayor demandante de los aceites dieléctricos
que contenian en su composicion PCB’s, debido a su capacidad de aislamiento térmico
en los generadores, disyuntores y transformadores eléctricos, esto ha provocado que en
instalaciones como las estaciones eléctricas, patios de maniobra y centrales
hidroeléctricas; se almacenen estos equipos contaminados, constituyendo una fuente

potencial de contaminacion a los recursos suelo y agua. (MAE, 2015, p. 5).

La Central Hidroeléctrica “Alao” perteneciente a la Empresa Eléctrica Riobamba S.A
(EERSA), se encuentra localizada en la parroquia Pungala, del cantén Riobamba,
provincia de Chimborazo, es el lugar donde se generan 10,4 MW/h de energia para la
ciudad de Riobamba, esto demanda el uso de transformadores eléctricos, los mismos que

precisaban y muchos de ellos aun utilizan este tipo de aceite. (GREEN OIL S.A, 2010, p. 4)



Existe una caracterizacion de los aceites dieléctricos, en la que consta a detalle la
concentracion de PCB’s presentes y el equipo del cual proviene el aceite, todo esto como
parte del Programa de Gestion racional de los aceites, equipos, sitios y desechos
contaminados con PCB’s en el pais, acorde con los Convenios de Basilea y Estocolmo;
donde se consideran aceites contaminados a aquellos que presentan una concentracion

mayor a 50 ppm de PCB’s.

Es un hecho la existencia de aceites contaminados en el pais, en forma de mezclas como
el Aroclor, cuya gestién se enmarca también en la busqueda de tratamientos amigables
que permitan mitigar el efecto de estos aceites en los ecosistemas aledarios a los lugares

donde fueron usados y donde actualmente se encuentran almacenados.

En este contexto, cabe buscar respuestas a las siguientes preguntas: ¢Es posible
caracterizar cepas bacterianas de suelos, con potencial para degradar PCB’s?, ;Puede
existir cepas de bacterias en el suelo que resistan la presencia de PCB’s, para poder
aislarlas?, de ser asi ;Como se demostraria la degradacion de PCB’s por parte de estas
cepas de bacterias? Y ¢Cudl seria la manera de identificarlas para su posterior uso

potencial?



1.2 Justificacidn de la investigacidon

A pesar de la importancia que demanda la remediacion de ambientes contaminados con
PCB’s, el Ecuador cuenta Uinicamente con planes para manejarlos. Esto se debe a que
existe una escaza investigacion acerca de los tratamientos bioldgicos que pueden ser

aplicados para que de una manera limpia se puedan reducir los PCB’s del ambiente.

Es por ello que este estudio busca encontrar técnicas biol6gicas para la solucion de este
problema y ser un aporte técnico y practico para futuros proyectos de investigacion, pues
una vez identificadas y probadas las cepas bacterianas aisladas se podra proponer técnicas
de biorremediacion a partir de ésta investigacion; convirtiéndose asi en una guia para la

recuperacion de aceites contaminados con PCB’s en diferentes ciudades del Ecuador.

Es importante resaltar que dentro del Plan Nacional del Buen Vivir 2013-2017, tomo |,
promulgado mediante Registro Oficial Suplemento No. 78 de 11 de septiembre de 2013,
y cuyas reformas que constan en el Tomo Il fueron dadas por Resolucion No. 2 publicadas
en el Registro Oficial Suplemento No. 308 de 11 de Agosto del 2014, el objetivo 7,
garantiza los derechos de la naturaleza, y dentro de su contenido se encuentra el apartado
de “Contaminacién Ambiental” en el que se estipula, la prevencion, control y mitigacion
de la contaminacién ambiental para mejorar la calidad de vida de toda la poblacién
ecuatoriana, asegurando de esta forma el derecho de vivir en un ambiente sano, libre de
sustancias quimicas peligrosas, denominacion que reciben los Bifenil Policlorados,
comunmente presentes en los aceite dieléctricos que se usaban hace aproximadamente 30

afios, en los transformadores eléctricos.

Existen aln aceites dieléctricos contaminados con PCB’s que ponen en riesgo al
ecosistema y a las personas aledafias a los lugares donde se encuentran almacenados, por
dicha razon las tecnologias biologicas representa en la actualidad una alternativa limpia
y eficaz, basada en el aprovechamiento de la actividad metabolica de diversas especies
bacterianas, para la degradacion de compuestos contaminantes, como es el caso de los
PCB’s; cambiando asi una realidad que actualmente esta perjudicando al Ecuador y al

mundo entero.



Este proyecto es completamente viable, ya que se cuenta con el apoyo y consentimiento
de la Empresa Eléctrica Riobamba S.A para realizar los muestreos pertinentes en la
Central Hidroeléctrica “Alao” y acceder a la informacion necesaria. Ademas, mediante
autofinanciamiento y el apoyo del Centro de Servicios Técnicos y Transferencia
Tecnoldgica Ambiental (CESTTA), se cuenta con la factibilidad econdmica y
tecnologica. El equipo de trabajo guiado y asesorado por expertos en el tema, provee la

factibilidad técnica para llevar a cabo este importante estudio.

1.3 Objetivos

1.3.1 Objetivo General

Caracterizar cepas bacterianas aisladas a partir de suelos, con potencial para degradar
PCB’s presentes en aceites dieléctricos provenientes de la Central Hidroeléctrica “Alao”

de la Empresa Eléctrica Riobamba S.A.

1.3.2 Objetivos Especificos

) Aislar cepas bacterianas a partir de suelos de la Central Hidroeléctrica “Alao”,
resistentes a PCB’s presentes en aceite dieléctrico.

° Identificar las cepas bacterianas aisladas con potencial para degradar PCB’s,
a través de pruebas bioquimicas.

° Realizar una prueba, in vitro, de la capacidad de las cepas bacterianas aisladas

para degradar PCB’s presentes en aceite dieléctrico.



CAPITULO II

2. MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes de la investigacion

Actualmente existen tratamientos como el encapsulamiento e incineracion de aceites y
equipos contaminados con PCB’s, pero son procedimiento que no eliminan los PCB’s,
solamente los trasforma a compuestos muchas veces mas perjudiciales, como dioxinas y
furanos. En el tratamiento bioldgico, lo que se busca es reducir la concentracion de PCB’s
en los aceite dieléctricos, esto se logra mediante el uso de microorganismos, que pueden
actuar de dos formas: utilizando el contaminante como fuente de nutrientes, o generando

enzimas, que acttan sobre la estructura clorada del anillo de bifenilo. (Castillo, 2005, pp 208
-212)

Este hecho hace que el presente estudio adquiera el calificativo de novedoso, localmente
hablando, pues a nivel mundial se han llevado acabo algunos estudios. Uno de ellos es el
tratamiento de suelos contaminados con Aroclor 1260, donde se experimentd una
degradacién anaerdbica seguida de una fase aerdbica, en esta Gltima se aplico
Burkholderia si, cepa LB400, y se bioestimul6 todo el proceso, logrando una reduccion
de 59 a20 (mgde PCB’s/g de suelo). (Master, 2001)

Wolf, et, al., (2002), hace referencia en su articulo cientifico titulado “Polychlorinated
biphenyl-degrading microbial communities in soils and sediments”, a ciertas condiciones
al momento de aislar un microorganismo para degradar PCB’s, como por ejemplo un pH

acido para el medio de enriguecimiento.

Es importante considerar, que uno de los tratamientos bioldgicos que ha tenido buenos
resultados, consiste en un compostaje en donde se lleva a cabo una degradacion
anaerobica- aerdbica. Yang Log, consiguié una degradacion del 25.0 % con
microorganismos enriquecidos y diversificados, potenciada con un aporte de materia

orgénica, para el crecimiento microbiano. (Yang, et al., 2015)
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La clave de la degradacion bioldgica de estos compuestos, radica en lograr potenciar la
fase anaerobica, una halorespiracion puede ocasionar que Dehalobium chlorocoercia y
Burkholderia xenovorans LB400 (aerobica), trabajen simultdneamente para lograr una
disminucion del 80% en masa de PCB del 8 a <2 mg / kg de sedimento, después de 120
dias, segun investigaciones realizadas en mesocosmos de laboratorio, en la Universidad

de Carolina. (Rayford, et al., 2013, p. 3809)

Investigaciones anteriores han demostrado que las condiciones ambientales 6ptimas para
la degradacion de PCB’s, se asemejan a las de un mesocosmo en el que se coloca el
sedimento que se encuentra contaminado con PCB’s (Aroclor), mediante este sistema se
logra condicionar adecuadamente el ambiente para la accion metabdlica de las bacterias

Dehalobium chlorocoercia DF1y en la fase anaerdbica Burkholderia xenovorans LB400.
(Rayford, et al., 2013, p. 3810)

2.2. Marco conceptual

2.2.1 Aceite mineral

El aceite mineral se origina por la destilacion de los aceites crudos del petréleo y su
calidad depende del crudo original y de los procesos de refinamiento, estructuralmente
comprenden cadenas de alcanos que van desde 15 a 40 carbonos en combinacion de
compuestos organicos como las parafinas. (Instituto Nacional de Seguridad e Higiene en el
Trabajo, 2009, p. 1) El sector eléctrico lo utiliza ampliamente como aceite dieléctrico, que
no es mas que el aceite mineral modificado a base de aditivos, para que pueda ser usado
como parte del aislamiento liquido de un equipo eléctrico. Este fluido sirve para tres fines
dentro del dispositivo: Proporcionar un enfriamiento eficiente, aportar rigidez dieléctrica
y proteger al sistema aislante. (Pérez, 2001, p. 14). Las caracteristicas de éste aceite

convergen para su fin de aislamiento se detallan en el Anexo A.

El aceite dieléctrico es depositado dentro del transformador por medio del grifo de
llenado, formando asi parte del sistema de aislamiento liquido del equipo, en el aceite
dieléctrico se bafian las bobinas, ndcleos y aislantes solidos, con el fin de evitar la



produccion de llama durante la operacién de la unidad. (Pérez, 2001, pp. 3-5). Cuando el
aceite dieléctrico contiene una concentracion mayor o igual a 50 y menor a 500 ppm de

PCB, es considerado como aceite dieléctrico contaminado con PCB’s. (MAE, 2016,

http://www.ambiente.gob.ec/).

2.2.2. Compuestos Organicos Persistentes (COP’s)

Son un conjunto de compuestos organicos que presentan gran resistencia a la degradacion
debido a su estructura muy estable. E1 Convenio de Estocolmo establece que los COP’s:
“Tienen propiedades tOxicas, son resistentes a la degradacién, se bioacumulan y son
transportados por el aire, el agua y las especies migratorias a través de las fronteras
internacionales y depositados lejos del lugar de su liberacion, acumulédndose en
ecosistemas terrestres y acuaticos” (Convenio de Estocolmo, 2001, p. 1). Dentro de este grupo,
se encuentran doce de los compuestos mas peligrosos del mundo, por lo que se les ha
denominacion “docena sucia”, entre ellos tenemos: Dioxinas, Furanos, Bifenilos
Policlorados (PCB’s), pesticidas como Hexaclorobencenbo, DDT, Clordano, Heptacloro,

Aldrin, Dieldrin, Endrin, Toxafeno, Mirex. (Recalde & Zorrilla, 2008, pp. 44-45)

Los COP’s comparte similitud en su estructura, pues la mayoria de estos compuestos son
moléculas organicas ciclicas cloradas. (Arbeli, 2009, p. 56) Al ser compuestos peligrosos
tanto para la vida como para el ambiente, entidades internacionales han determinado sus
caracteristicas, entre las que se considera: persistencia (vida media es superior a dos
meses en el agua y a seis meses en el suelo o sedimentos, bioacumulacién como el factor
de bioconcentracion del compuesto es superior a 5.000 en las especies acuéticas, el log
Kow es superior a 5 0 existe preocupacion por elevada ecotoxicidad causada en una
especie (Convenio de Estocolmo, 2001, p. 54), toxicidad que son los efectos que estos
compuestos pueden desencadenar a bajas concentraciones y estar presentes por varios
afios tras su exposicion (Ministerio de Agricultura, alimentacion y Medio Ambiente de Espafia, 2012,
p.14) y transporte a larga distancia (concentraciones de los productos en sitios distantes de

la fuente de liberacion (Convenio de Estocolmo, 2001, p. 54))



2.2.3. Mecanismos y rutas de degradacion de los COP’s

Aun sabiendo que estos compuestos son originados sintéticamente, se ha podido
encontrar en los ultimos afios mas de 3.000 moléculas o6rganocloradas como el
bromoformo formada por Asparagopsis taxiformis, una alga marina localizada en Hawai
y contiene méas de 100 compuestos haloorganicos, principalmente bromoformo, otra alga
es Bonnemaisonia hamifera, que contiene varios heptanones bromados que pueden ser
precursores del bromoformo (Gribble, 2002, p. 289). El clorometano es producida por los
tubérculos de patata, y lo contiene una planta tailandesa Arundo donax. (Gribble, 2002, p.
291). Por ende, para su regulacion, son conocidas numerosas bacterias y hongos que
pueden degradar compuestos haloorganicos permitiendo establecer diversos mecanismos

y rutas metabdlicas bajo condiciones aerdbicas y anaerdbicas. (Alexander, 1999, pp. 138-139)

Existen tres rutas metabolicas mas estudiadas para degradar COP’s, las dos primeras se
relacionan con la deshalogenacién oxidativa y deshalogenacion hidrolitica. La etapa clave
en la degradaciéon es la incorporacién de uno o dos grupos de hidroxilos. En la
deshalogenacion oxidativa, la fuente de oxigeno es molecular (O2) y por tanto ocurre
estrictamente en condiciones aerébicas, mientras que en la deshalogenacion hidrolitica la
fuente del oxigeno es la molécula de agua y puede ocurrir bajo diversas condiciones
rédox, segun el requerimiento del aceptor de electrones de la bacteria responsable por esta

reaccion (respiracion aerdbica, desnitrificacion, entre otros). (zhao, 2007, pp. 313-317)

La tercera ruta es la deshalogenacion reductiva, aqui el &tomo de cloruro se reemplaza
por un atomo de hidrégeno y dos electrones, ésta reaccion puede ocurrir en condiciones
aerobicas o anaerobicas y muchas veces el compuesto haloorgénico es el aceptor final de
electrones en respiracién anaerobica, donde la energia liberada en la oxidacion del
donador de electrones se utiliza para formar gradiente de protones y posteriormente para
sintetizar ATP. Este proceso se conoce con el nombre de halorespiracion o
deshalorespiracién y las bacterias implicadas en él normalmente son anaerdbicas

obligatorias. (Holliger, el al., 1999, pp: 384-385)

Segun Holliger, et al. (1999, p. 384), para la degradacion de un COP se puede considerar

dos rutas metabdlicas: para la degradacion y sus requerimientos; y de la fisiologia de la



bacteria que produce la degradacidn. Para esto consideramos factores como: La funcion
del contaminante en la reaccion (fuente de carbono, donador de electrones, aceptor final
de electrones e inhibidor), sustratos adicionales de la reaccion (oxigeno), el donador y
aceptor final de electrones para capturar energia, condiciones éptimas para el crecimiento
de los microorganismos que degradan el contaminante (temperatura, pH), las

caracteristicas del sitio contaminado (pH, nutrientes y temperatura).

2.2.4. Bifenil Policlorados (PCB’s)

Son compuestos organicos aromaticos constituidos por d&tomos de carbono, cloro e
hidrogeno, como se aprecia en la llustracion 1. Su férmula general es: es Ci2Hio-n Cli
(CONAMA, 2004, p. 3) y se forman por la sustitucion por cloro en una o mas de las diez
posiciones de la molécula de bifenilo, resultando asi 209 combinaciones posibles de estos

atomos, denominados congéneres. (MAE, 2015, p. 25).

Los congéneres mas toxicos presentan una conformacion “co-planar”. Es decir no tiene
cloros en posicion orto, por el contrario, tienen cloros en las dos posiciones para 'y, por
lo menos, en las dos posiciones meta. Estas moléculas se parecen estereo-quimica y
toxicoldgicamente a 2, 3,7, 8-tetraclorodibenzo-p-dioxin (TCDD) vy, por lo tanto, se

denominan “como-dioxin”. (Tandlich, et al., 2001, pp. 1547-1555)

Entre los PCB’s mas comunes se encuentra el AROCLOR, que es una mezcla de
congéneres de PCB’s, que se produjo en los afios de 1930 a 1979. Dicha mezcla se obtiene
a través de la cloracion progresiva de lotes de bifenilo hasta que se alcanza un
determinado porcentaje de cloro. Las mezclas de Aroclor se nombran en base a dos
sufijos, por ejemplo el Aroclor 1254, indica que: la mezcla tiene aproximadamente 54%
de cloro en peso, el nimero 12 hace referencia al nimero de atomos de carbono en los
anillos de fenilo (para PCB esto es 12). (EPA, 2013, p. 1). En la Tabla 1 se presenta algunas

de las propiedades caracteristicas de las mezclas de Aroclor.



Tabla 1. Propiedades de diferentes mezclas de Aroclor.

AROCLOR 1242 1254 1260
Apariencia Aceite claro, | Aceite viscoso, | Resina Pegajosa
movil amarillo claro amarilla clara
Peso Molecular [g/mol] 266,5 328 375,7
Densidad [g/cm?, 25°C] 1,35 1,50 1,58
Solubilidad [mg/L, 24°C] 0,34 0,057 0,08
Presidn de vapor [mm Hg, 25°C] 4,06 x 104 7,71x10° 4,05x10°
Constante Ley de Henry [atm*m®/ mol, 25 °C] 52x10% 2,0x 103 4,6x 103
Koc 6.300 530.000 6700.000
Kow 5,6 6,5 6,8

Realizado por: ARELLANO, Diana & YAMBAY, Carmen
Fuente: US EPA Interim Draft, 2000

2.2.4.1. Caracteristicas de los PCB’s

Las caracteristicas de estos compuestos varian ampliamente con el nimero de cloros que
contengan en su composicion, los congéneres con uno o cuatro atomos de cloro son
liquidos aceitosos y los PCB altamente clorados son grasas y ceras. (MAE, 2015, p. 26). Los
PCB’s son muy resistentes a diversos oxidantes, al oxigeno, metales activos y otros
productos quimicos (Seeger, et al., 1995, 2654). Ademas son sustancias apolares y no
inflamables, quimicamente inertes y termoestables, no los ataca la luz y son dificilmente
biodegradables, su vida media varia entre 10 dias a un afio y medio. (MAE, 2015, p. 25)
Presentan alta estabilidad ante el calor, tienen excelentes propiedades dieléctricas y casi
siempre se presentan como mezclas Aroclor. (Recalde & Zorrilla, 2008, p. 34). En el Anexo B

se encuentran a detalle, las caracteristicas fisico quimicas de los PCB’s.

3 2 » ¥
ClaH(10-n)
4 4
5‘ E B’ E'
Polychlorinated Biphenyl (PCB)

llustracion 1. Estructura de los Bifenil Policlorados
Fuente: Recalde & Zorrilla, 2008

10



Los PCB’s son constituyentes de una gran cantidad de articulos de uso comdn como:
Plastificantes, sellantes, pinturas, liquidos hidraulicos, aceites dieléctricos, lubricantes
especiales, aceites de bombas de vacio, entre otros. La funcion principal del PCB’s en
estos articulos fue de otorgarles inflamabilidad y estabilidad térmica, en el caso de los

aceites dieléctrico y de algunos lubricantes actuaban como refrigerantes del sistema.
(MAE, 2015, pég. 26)

2.2.4.2. PCB’s en el ambiente

Los PCB’s ingresan pueden ingresar al aire, agua y suelo debido a derrames accidentales
o fugas durante el transporte o mal almacenamiento al no degradarse con facilidad,
permanecen en el ambiente por un largo tiempo. En el caso del aire una vez ahi, pueden
viajar varias distancias y ser depositados en lugares distantes del lugar de vertido. Debido
a su combustion incompleta, los PCB’s se emiten a la atmosfera junto con gases de
combustion y regresan en la lluvia, granizo, nieve o particulas secas. Son xenobi6ticos,

lipofilicos, pseudohormonas, y bioacumulables. (MAE, 2014, http: //www.ambiente.gob.ec)

En su presentacion “Conciencia sobre los PCB’s”, el Ministerio del Ambiente del
Ecuador, (2014, p. 36) indica que los PCB’s quedan retenidos en organismos vivos y
acumulados durante el tiempo, como indica la llustracion 2, aseverando que la

concentracion es mayor en organismos mas grandes.
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124 ppm
Cascara de huevo de gaviota

4.83 ppm
Trucha

Bioacumulacion

1.04 ppm
Peces arco iris

0.123 ppm
Zooplancton

0.0025 ppm

llustracion 2. Bioacumulacién de PCB’s en organismos.
Fuente: Ministerio del Ambiente del Ecuador, 2014

2.2.4.3. Vias de exposicion

Los seres humanos estan expuestos a los PCB’s principalmente a traves del aire, el agua
potable y los alimentos (MAE, 2014, http: //www.ambiente.gob.ec) como plantas y animales
como carne, pescado y aves de corral. Sin embargo, puede ser también inhalado o
absorbido por medio de la piel. La ingesta de PCB entre los adultos alcanzé su valor
maximo a finales de la década de los setenta y descendio a niveles més bajos en la década
de los noventa. (Green Facts, 20015, http://www.greenfacts.org/es/pcb/) Los bebés
pueden estar expuestos a los PCB’s presentes en la leche de su madre, estos niveles en la
leche materna también descendieron desde la década de los setenta. La poblacion en
general estd expuesta a niveles bajos de PCB’s presentes en agua e incluso en el aire que

se respira. (Green Facts, 2015, http://www.greenfacts.org/es/pch/)

2.2.4.4. Efectos de los PCB’s sobre la salud

Una vez que los PCB’s entran en el cuerpo, atraviesan las membranas celulares pasando
a los vasos sanguineos y al sistema linfatico, las mayores concentraciones de PCB’s
suelen encontrarse en el higado, tejido adiposo, piel, cerebro y en la sangre, estos

compuestos se transforman en sustancias con una estructura quimica modificada que no
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se excretan facilmente, sino que quedan retenidas y se acumulan en ciertos tejidos y
fluidos corporales. Algunas veces, pueden transformarse en sustancias que se combinan
con otras, permitiendo su excrecion en la orina y heces. En el caso de las mujeres
embarazadas los PCB’s pasan a la sangre del cordon umbilical, placenta y a la leche

materna. (Green Facts, 20015, http://www.greenfacts.org/es/pchy/)

Los efectos adversos a la salud asociados con la exposicion a PCB’s se dan a nivel del
sistema  inmunitario y  reproductivo, provocando como  consecuencia
menor fecundidad en las mujeres y una disminucion del nimero de espermatozoides
moviles en los hombre, asi también uno de los efecto mas notorios de los PCB’s en la
salud se da sobre la piel produciendo acné, irritaciones cutaneas, hipersecrecion de
glandulas lacrimales y conjuntivitis, a nivel gastrointestinal en el que la exposicion a este
contaminante puede ocasionar cancer al higado y tracto biliar. Durante el embarazo y la
lactancia la exposicion a los PCB’s ocasiona un retraso en el crecimiento y el desarrollo

durante la infancia. (Green Facts, 20015, http://www.greenfacts.org/es/pcb/)

2.2.5. Determinacion De PCB’s

Segun Andino (2013, p. 25), sehala que existen dos formas para determinar PCB’s:
Cromatogréafica (gases, liquido y fluido supercritico) y no Cromatografica (métodos

quimico, métodos espectroscopicos, y pruebas colorimétricas).

2.2.5.1. Anélisis por Cromatografia de gases

Es una de las técnicas mas usadas por su precision, ésta cromatografia permite determinar
la concentracion de compuestos volatiles, semivolatibles y térmicamente estables a
temperaturas de 350 y 400°C. (Ozores, 2013, http:/laboratoriotecnicasinstrumentales.es/analisis-
gumicos/cromatografa-de-gases). Inicialmente la muestra se volatiliza y se inyecta a la cabeza
de una columna cromatogréafica, una vez en el inyector la muestra entra en contacto con

la fase mavil que es un gas portador, el cual no interactda con el analito, solamente lo
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moviliza por la columna, una vez ahi, los compuestos que forman el analito empiezan a
separarse, al final de la columna se encuentra un detector para el caso de la cromatografia
de gases es un detector de ionizacion de llama (FID), el cual capta la sefial que produce
la reaccion del compuesto en presencia de la llama, finalmente se obtienen picos de

absorbancia que permitiran determinar la concentracion de los diferentes compuestos.
(Corrales, 2014)

2.2.5.2. Pruebas Colorimétricas

Las pruebas colorimétricas que se realizan a los aceites dieléctricos para determinar la
presencia cualitativa de PCB’s se llevan a cabo mediante la utilizacion de Kits de pruebas
rapida, denominadas Clor-N-QOil. Estas pruebas se fundamentan en la deteccion del cloro,
mediante una serie de reacciones instantaneas. El kit de Clor-N-Oil 500, permite
reconocer si el aceite dieléctrico en estudio se encuentra en un rango mayor a 50 y menor

a 500 ppm de PCB’s, en base a la coloracion que adquiere luego de las reacciones.
(CONELEC, 2012, pp. 31-32)

2.2.6. Métodos de descontaminacion, tratamiento, destruccion y eliminacion de
PCB’s

Desde la década de los 70 se determind la toxicidad y los efectos nocivos de los PCB’s
sobre el ambiente, a partir de esta fecha se han desarrollado varias investigaciones para
destruir o transformar estos compuestos a productos menos nocivos al ambiente. Sin
embargo, no hay una técnica que se haya posicionado como la mejor alternativa en cuanto

a efectividad y costos. Los métodos mas comunes de eliminacion de los PCB’s son:

2.2.6.1. Incineracion
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La incineracion es la oxidacién de un compuesto a altas temperaturas hasta transformarlo
en CO2, H20 y otros residuos inorganicos que pueden ser descargados al ambiente con
bajos riesgos toxico. Para el proceso los desechos deben estar expuestos a atmosferas
oxidantes a alta temperatura, comunmente se utiliza aire y un hidrocarburo como
combustible, aunque puede usarse el poder calorifico de los aceites contaminados con
PCB’s, siempre que esto no degrade la condicion oxidante a alta temperatura, durante el
proceso se genera acido clorhidrico y otros varios Oxidos, estos compuestos acidicos
gaseosos deben removerse de los efluentes antes de ser descargados a la atmésfera. Las
condiciones de operacion minimas para la cdmara de combustion principal, sugeridas para
lograr la destruccion de los PCB’s, son: Tiempo de residencia: 2 segundos, a 1200°C y
un exceso de oxigeno del 3% y un tiempo de residencia: 1.5 segundos, a 1600°C y un

exceso de oxigeno del 2%. (Loperay Aguirre, 2005, p.78)

2.2.6.2. Métodos Quimicos

Son procesos basados en reacciones quimicas para destruir los PCB’s se diferencian de
los procesos de incineracién en que no necesitan de altas temperaturas para que la
reaccion ocurra, sino que estos procesos se llevan a cabo gracias al potencial de los
compuestos quimicos para reaccionar. Este método implica la destruccion de PCB’s que
contaminan el aceite mineral, y aunque destruyen los PCB’s contenidos en el aceite, no

destruyen el aceite en si. (Loperay Aguirre, 2005, p.79)

El proceso quimico mas comun es la deshalogenacion que consiste en sustituir los &tomos
de cloro que se encuentran unidos covalentemente en las moléculas, por atomos de
hidrdgeno u otros &tomos no halégenos, eliminando su toxicidad. Una vez que los aceites
estén deshalogenados total o parcialmente pueden ser incinerados o depositados en
vertederos. (Loperay Aguirre, 2005, p.79) El reactivo mas usado para este proceso es una sal
de metal alcalino (sodio o potasio) de un alcohol polimérico. Un grupo —OH reemplaza
un atomo de cloro, y asi se forman sales de NaCl o KCI. Este proceso se lleva a cabo a
temperaturas por encima de 120 °C en presencia de hidroxido de potasio. Este proceso

funciona mucho mejor para los PCB’s muy clorados. (Baird, 2001, p.540)
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2.2.6.3. M¢étodos Fisicos

Los métodos fisico quimicos para el manejo de PCB’s no son tratamientos que lleven a
su destruccion a diferencia de los tratamientos anteriores. Consisten en la sustitucion del
aceite aislante por uno nuevo (retrollenado) y para que sea tratado como residuo con
PCB’s, es decir Los PCB’s todavia deben tratarse o disponerse por otro método

apropiado. (Loperay Aguirre, 2005, p.79)

Estas técnicas varian desde el simple drenado del transformador lleno con aceite
contaminado hasta la destilacion de los PCB’s del fluido de transformador. (Lopera y
Aguirre, 2005, p.79) Ademas existen autoclaves mdviles que usa el vapor generado al
calentar solventes organicos para remover PCB’s de matrices solidas como los equipos

de Askarel o transformadores. (Manual de manejo de PCB’s para Colombia, 2001,
http://www.crc.gov.co/files/Respel/Manual_PCBs.pdf)

2.2.6.4. Metodos con Energia Radiante

Consiste en la aplicacion de energia radiante para impulsar una reaccion quimica, y por
tanto, la destruccion de los PCB’s. En el proceso la energia radiante interactla
directamente con la molécula de PCB o con una especie intermedia que subsecuentemente
la ataca. En los dos casos, la temperatura no es importante, pues operan desde
temperaturas cercanas a la del ambiente hasta aquellas que permiten reducir los desechos

a fracciones moleculares basicas. (Loperay Aguirre, 2005, p.79)

2.2.6.5. Métodos Biologicos

Es la alternativa mas amigable con el ambiente, pues propone técnicas de biorremediacion
basadas en la utilizacion de cepas bacterianas, ingenieria genética, bioaumentacion e
ingenieria enzimatica para degradar PCB’s. Los bifenilos mono y diclorados pueden ser

biodegradados por bacterias en cuestion de dias si se trabajan en concentraciones bajas.
(Lopera y Aguirre, 2005, p.79)
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2.2.7. Biorremediacion

Es la utilizacion de organismos vivos, componentes celulares y enzimas libres con el fin
de mineralizar o transformar parcialmente un contaminante, principalmente se hace uso
de microorganismos mediante las reacciones que forman parte de Sus procesos
metabdlicos. Existen muchas técnicas de biorremediacion como: bioaumentacion,
bioestimulacion, landfarming, compostaje ente otras, ademas dependiendo de la
disposicion de oxigeno, la biorremediacion puede darse en condiciones aerdbicas y

anaerobicas. (Gualoto, 2012, p.2)

2.2.7.1. Ventajas y desventajas de la biorremediacion

a. Ventajas

La biorremediacion ofrece una solucion méas simple y completa en comparacion a las
técnicas fisicoquimicas, si se compara efectividad las técnicas de biorremediacion estas
pueden llegar a lograr la detoxificacion completa, ademas de la facilidad de aplicacion
in-situ 0 ex — situ, debido a que no necesitan componentes mecanicos 0 estructuras
alternas, son poco invasivas reduciendo el riesgo al momento de aplicar la técnica. En la
biorremediacion la transferencia de contaminante de un medio a otro es minima, logrando
una degradacion final. Los residuos generados tras la aplicacion de una técnica de

biorremediacion generalmente no son toxicos. (Orosco & Soria., 2008, p. 47)

b. Desventajas

Extrapolar las condiciones de laboratorio a campo o planta piloto resulta muy dificil,
generalmente son técnicas aplicables solo a compuestos biodegradables, al ser

tratamientos innovadores los porcentajes de eficiencia son variables, asi como también
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los tiempo de degradacion. Al trabajar con organismos, se deben tener en cuenta el riesgo
bioldgico que se puede presentar, debido al uso de bacterias 0 enzimas que puedan

reaccionar desfavorablemente con los contaminantes o el medio en tratamiento. (Orosco &
Soria, 2008, p. 48)

2.2.8. Bacteria

Es un organismo microscopico, unicelular procariota, es decir que puede ser observada
por medio de un microscopio, estd formada por una Unica célula autbnoma y no posee
membrana nuclear.Aunque las formas de las bacterias son muy diversas se las ha
agrupado tres grupos: alargadas (bacilos), esféricas (cocos) y en forma espiral (espirilos).
A su vez, estas pueden asociarse en grupos, formando parejas (diplococos), cadenas
(estreptococos) y racimos (estafilococos). (Jauregui & Chavez, 2006, pag. 33) La forma
de las bacterias es dada gracias a una pared celular rigida que esta constituida por una

sustancia llamada peptidoglican que brinda a la bacteria una estructura mecanica fuerte.
(Garcia, 2004, p. 46)

2.2.8.1. Cepa Bacteriana

Una cepa es un conjunto de células homogéneas provenientes de la reproduccion de una
célulainicial Unica, aislada y purificada. Especificamente, una cepa proviene de un mismo
antecesor comun por lo que poseen la misma informacion genética. La estructura y
actividad biologica simple, rapida reproduccién y ciclo de vida corto de las bacterias
permiten aplicarlas en procesos de biotecnologia y por su capacidad de resistir a
compuestos ambientales toxicos y en muchos casos integrarlos en su metabolismo son

usadas en la biotecnologia ambiental. (winn, 2006, p. 163)

2.2.8.2. Bacterias Gram Positivas y Gram Negativas
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La constitucion de la pared celular que cubre a las bacterias las divide en dos grande
grupos: Bacterias Gram Positivas y Bacterias Gram Negativas. Esta division esta basada
en el método de tincion diferencial desarrollado por el bacteriélogo Hans Christian Gram.
Las bacterias, al ser frotadas y fijadas con calor en un porta objetos, se tratan con colorante
azul (Cristal Violeta). Se afiade a continuacion yodo mas ioduro potasico (lugol) para que
junto con el cristal violeta formen un complejo insoluble en agua, pero si en un solvente
organico como la acetona. (Espinal, 2005, p. 14) Al aplicar alcohol cetona a las bacterias
tefiidas, estas pueden decolorarse o0 no. Las bacterias Gram Positivas, no se decoloran
debido a que cuentan con una pared gruesa de petidoglicano con pocos lipidos, que impide

el ingreso del alcohol que pudiera lavar el colorante. (Rodriguez E., 2005, p. 63)

Por otra parte, las bacterias Gram negativas cuentan con una pared de petidoglicano mas
delgada y esta formada principalmente por lipidos que la hacen méas porosa, permitiendo
el paso del alcohol para decolorar la bacteria. Por ultimo se puede tefiir la muestra con un
colorante de contraste como la safranina. Para observar mejor el cambio de color.
(Macarulla & Gofii, 1994, p. 161) La tincién Gram ademas de clasificar bacterias Gram
positivas y negativas, permite observa la pureza de la colonia de donde se tomo la

muestra, esta colonia comdnmente proviene de un proceso de aislamiento y purificacion.

2.2.8.3. Crecimiento Microbiano

Se entiende como el incremento celular de una poblacion microbiana. La capacidad de
los microorganismos de transformar compuestos organicos e inorganicos en biomasa y
productos metabdlicos conduce a que cada célula aumente de longitud y de didmetro hasta
que se dé el proceso de division celular. Un medio de cultivo apropiado, fuente de
carbono, nitrégeno, sales y otros factores de crecimiento condicionan el proceso de
crecimiento celular, ya que el proceso continua hasta que el sustrato limitante se agota y
el crecimiento se detiene, ademas el crecimiento microbiano puede cesar por la accion de

un inhibidor producida por el propio microorganismo. (Doménech, 2014)

19



2.2.8.4. Bacterias como degradadoras de PCB’s

Para la biorrediacion es importante saber que no se tratard un compuesto especifico, sino
una mezcla de congéneres. La degradacion secuencial anaerobica-aerobica es
especialmente importante para tratar PCB’s, ya que los congéneres con mayor nimero de
cloros se transforman exclusivamente en condiciones anaerdbicas en procesos de
deshalogenacion reductiva y congéneres de menor nimero de cloros, se degradan

exclusivamente en condiciones aerdbicas (Abraham, 2002, pp. 246-253)

En un estudio realizado por Pieper (2005), se aislaron bacterias degradadores de PCB’s
de diversos géneros tales como Pseudomonas, Burkholderia, Achromobacter,
Comamonas, Ralstonia, Sphingomonas, Acinetobacter, Rhodococcus y Bacillus. Aqui,
las bacterias aisladas no representan la comunidad nativa o los degradadores importantes
del suelo. Al analizar el suelo con métodos independientes de cultivo se mostrd que el
73% de los aislamientos fueron Rhodococcusssp, sin  embargo los
géneros Pseudonocardia, Kribella, Nocardiodesy Sphingomonas resultaron ser las

degradadoras dominantes de bifenil.

2.2.8.5. Ruta de degradacion de los PCB’s

En la llustracion 3 se puede evidenciar la accion bacteriana, el bifenil se convierte en
acido benzoico y en &cido 2 hidroxi-penta-2,4-dienoico. Este ultimo, se transforma, a su
vez, en acetil-Co-A y piruvato que alimentan el ciclo de Krebs de las bacterias. Para
muchas bacterias el producto final de la degradacion de bifenil o PCB es el benzoato o el
clorobenzoato respectivamente, mientras que otras bacterias pueden metabolizar también

benzoato y clorobenzoato. (Holliger, et al., 1999, p. 383-398).
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llustracion 3. Ruta de degradacidon del Bifenilo
Fuente: Act. Biolégica. Colombia, 2008

2.2.8.6. Tiempos de degradacion de PCB’s

Payne et al, (2013, pp. 3807—3815) aseguran que la degradacion de PCB’s (Aroclor)
consiste en secuencia de fases anaerobicas (por Dehalobium chlorocoercia) y aerébicas
(por Burkholderia xenovorans, Pseudomonas strain LB400), sus estudios han
determinado una degradacion del 80 % de masa de PCB’s, en un medio enriquecido con
este compuesto, durante un periodo de 365 dias. El 56% de la degradacion es realizada
por la fase anaerdbica durante los 120 primeros dias, por ende 24% restante corresponde

a la fase aerdbica que duro 245 dias restantes.

Otro factor importante es la temperatura. Se ha estudiado el uso de un sistema de
biopeliculas desarrolladas sobre Opuntia imbricata, para degradar PCB’s a distintas
temperaturas y los resultados fueron favorables en el rango de 20 a 40 °C, siendo 30 °C

la 6ptima con un 96 % de biodegradacion de PCB’s totales, en un tiempo de 480 horas.

(De la Garza, et al., 1997, pp. 23)

2.2.9. Tratamiento In Vitro

2.2.9.1. Matriz de tratamiento

Cualquier medio s6lido quimicamente inerte, que tenga la capacidad de retener el agua y
los nutrientes necesarios, sin reaccionar con ellos o absorberlos, que permita el

crecimiento de microorganismos y evaluar el comportamiento del organismo frente a
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otras sustancias aplicadas, ademas que provea una buena superficie de contacto. (Calderon,
2001, http://www.drcalderonlabs.com/Publicaciones/Los_Sustratos.htm). En la llustracion 4 se

muestra las proporciones adecuadas para un sustrato ideal.

llustracion 4. Matriz experimental adecuada
Fuente: Calder6n, 2002

La arena de silice (de rio), es un conjunto de particulas disgregadas, cuyo diametro varia
entre 0,063 y 2 mm. Presentan una severa deficiencia de fosforo, su contenido en
carbonato de calcio es inferior al 20%. Entre las propiedades fisicas de este material, se
considera: Tamario de grano (0,5 - 2.0 mm), porosidad total (38-42% vol.), capacidad de
aire (5-20), agua facilmente disponible (AFD 15-35 % vol.), agua de reserva (AR 1-2 %
vol.), agua dificilmente disponible (ADD 0.1-0.5 % vol.) y capilaridad buena. (Calderén,

2001, http://www.drcalderonlabs.com/Publicaciones/Los_Sustratos.htm).

2.2.10. Caracterizacion bacteriana

La caracterizacion de microorganismos se realiza en dos niveles:

2.2.10.1. Caracteristicas microscopicas

Determina la forma de agrupacion y estructura de células, mediante las tinciones,

especialmente Gram, en la que se conoce si la cepa en cuestion esta formada por bacilos
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por su coloracion rosadas (Gram negativos), o cocos por su coloracion azul (Gram

positivos). (Fernandez, et al., 2010, p. 4)

2.2.10.2. Caracteristicas macroscopicas

Determina su morfologia, para lo cual es necesario trabajar con un cultivo puro, es decir
que la colonia provenga de una misma célula, dentro de las caracteristicas morfoldgicas

que se examinan. Lene (2012, p. 21) se considera:

e Tamafo: Rodriguez (2011, p.14) asegura que se pueden distinguir superficialmente
los siguientes tamafios: Pequefia o puntiformes (Aquellas bacterias de didmetro <1
mm), medianas (bacterias de hasta 4 mm de diametro) y grandes (para bacterias con

didmetros mayores a 4mm).

e Forma: Puntiforme, circular, filamentosa, irregular, rizoide o fusiforme.

e Elevacién: Plana, elevada, convexa.

e Margen: Entero, ondulado, lobulado.

e Coloracion: Produccion de un pigmento caracteristicos del microorganismo.

2.2.10.3. ldentificacion de bacterias mediante pruebas bioquimicas

Esta identificacion bacteriana se fundamenta en la actividad metabdlica o bioquimica que
expresan las bacterias en determinados medios de cultivo. Las pruebas que evaltan la
presencia de una enzima preformada suelen manifestar su respuesta en cuestion de
segundo y horas, como es el caso de la catalasa. Por otra parte las pruebas que
generalmente se aplican para la identificacion requieren del crecimiento del

microrganismo con una incubacion precia de 18 a 48 horas. Entre estas pruebas tenemos:
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Agar de hierro de Klinger, citrato, Manitol, Lisina, Urea, y Motilidad. (Fernandez, et al.,
2010)

a. Prueba del Citrato

Fundamento

Mac Fanddin (2009, pp 42-44), sefiala que esta prueba permite determinar la capacidad
de un microorganismo para utilizar el citrato como Unica fuente de carbono y sales de

amonio como Unica fuente de Nitrégeno en sus funciones metabdlicas.

El piruvato es un compuesto muy importante para la energia celular, una forma de

suministrarlo a la célula es por medio de la reaccion de citrato, mediante la reaccion:
citrato — oxalacetato + acetato — piruvato + CO,

Dependiendo del pH del medio, el citrato se metaboliza en:

pH baésico:
citrato = CO, + acido férmico + 2 + acido acético
pH acido:
2 piruvato — acetato + CO, + lactato
piruvato — acetoina + 2C0,
Resultado

Positivo: En dos casos:
a) Si existe crecimiento aunque no haya cambio de color
b) Si el crecimiento estd acompafiado de cambio de color de verde a azul

intenso en el pico de flauta.
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Negativo: No hay crecimiento y el medio de cultivo es verde

MEDIO NO INOCULADO NEGATIVO

POSITIVO POSITIVO POSITIVO

lustracion 5. Resultados de pruebas de Citrato
Fuente: Balén, Lucia et al, 2003

Microorganismos diferenciados

Mac Fanddin (2009), asegura que con base a los resultados se pueden distinguir, las

siguientes bacterias:

Positivo Negativo

Salmonella Edwarsiella

Arizona Yersinia enterolitica
Citrobacter Escherichia coli
Enterobacter Shigella

Klebsiella Otras especies de Moraxella
Serratia licuefaciens Proteus morganii

Pseudomonas cepacia
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b. Prueba de Ureasa

Fundamento

La ureasa es una enzima que se encarga de desdoblar la urea en moléculas de amoniaco,

por lo tanto esta prueba determina si el organismo en cuestion posee esta capacidad. (Mac
Fanddin, 2009, p. 235)

CH,N,0 + 2HOH (Ureasa) —» CO, + H,0 + 2NH3 = (NH,),C03

Resultado

Es positivo si hay crecimiento y cambio de color del medio a rojo en el pico de flauta,
debido a la accion alcalina, debido a la degradacion de pequefias cantidades de urea. Es

negativo, si el color del medio inicial se mantiene. (Balon, et al., 2003, pag. 71)

MEDIC NO INOCULADC MEGATIVD

BOSITIVO BOSITIVO

llustracion 6. Resultados para la prueba de ureasa
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Fuente: Bal6n, Lucia et al, 2003

Microorganismos identificados

Mac Fanddin (2009), determina que la prueba permite diferenciar los organismos Proteus
rapidamente ureasa positivos de otros miembros de las Enterobacteriaceae, existen
géneros positivos retardados, asi: Klebsiella (+) de Escherichia (-) y Proteus (+ rapido)
de Providencia (-). Ademas de la identificacion de: Bacillus lentus (+) y Pseudomonas

cepacia (+).

C. Prueba de Lisina

Fundamento

Existen bacterias que poseen enzimas descarboxilazas especificas que son capaces de atar
aminoacidos de proteinas como la L-lisina (lisina descaboxilasa), dando lugar a
cadaverinay CO,. Esta prueba mide la capacidad de los organismos para descarboxilar la

lisina.
Mac Fanddin (2009), asegura que la reaccion de descarboxilacion es:
C¢H14N,0, + (Lisina descarboxilasa) = (CsHi4N,

Resultado

Sin presencia del inéculo el Agar Lisina es de coloracion violeta-rosada. Generalmente
algunas bacterias producen acido como resultado de la fermentacion de la glucosa, dicho
acido vuelve al medio color amarillo, si la bacteria posee lisina descarboxilasa en el
proceso de descarboxilacion de la lisina se producird una amina, la cual neutralizara el
acido producido por la fermentacion de la glucosa retornando el medio a su color original

violeta. (BritaniaLab, 2011, pag. 1)
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e Positiva: Se mantiene el color violeta-rosado del medio

e Negativa: El medio se torna de color amarillo.

— e

Tubo Resultado Resultado
sin inocular positivo negativo

lustracion 7. Resultados de la prueba de lisina
Fuente: BritaniaLab, 2011

Microorganismos identificados

Mac Fanddin (2009), asegura que la prueba permite diferenciar entre los géneros:

e Positivo: Edwardsiella, Salmonella, Arizona

e Negativo: Citrobacter

Entre las especies:

e Positivo: Enterobacter aerogenes y Enterobacter hafniae

e Negativo: Enterobacter cloacae y Enterobacter agglomerans

28



d. Prueba de Glucosa/ Lactosa

Fundamento

Evalla la reaccion del organismo al colocarlo en un medio de crecimiento basico en el
que se incorporan hidratos de carbono especificos (glucosa y lactosa), con una posible
produccion de gas y acido sulfhidrico (H2S). La fermentacion de los carbohidratos
incorporados, producen acidos, que se detectan por medio del indicador rojo de fenol, el
cual vira al color amarillo en medio &cido. Existe un proceso de reduccién, el tiosulfato
de sodio se reduce a sulfuro de hidrégeno el que reacciona luego con una sal de hierro

proporcionando el tipico sulfuro de hierro de color negro. (BritaniaLab, 2011, p. 1)

Tabla 2. Composicion del agar hierro de Kligler.

Formula (en gramos por litro)
Peptona de carne 13.0
Cloruro de sodio 5.0
Lactosa 10.0
Tripteina 10.0
Glucosa 1.0
Citrato de hierro y amonio 0.5
Tiosulfato de sodio 0.3
Rojo de fenol 0.025
Agar 15.0

Fuente: BritaniaLab, 2011

Resultados

BritaniaLab (2011, p.1) establece que, debido a los parametros que deben ser controlados,
los resultados deben interpretarse en base a las coloraciones que presenta la parte inferior

del tubo asi como el pico de flauta.
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1. Pico alcalino/fondo &cido (Pico rojo/ fondo amarillo), el microorganismo solamente

fermenta glucosa

2. Pico acido/fondo acido (Pico amarillo/fondo amarillo), el microorganismo fermenta

glucosa y lactosa.

3. Pico alcalino/fondo alcalino (Pico rojo/ fondo rojo), el microorganismo no es

fermentador de azlcares.

4. La presencia de burbujas, o ruptura del medio de cultivo, indica que el

microorganismo produce gas.

5. El ennegrecimiento del medio indica que el microorganismo produce &cido

sulfhidrico.

Blanco 2y4 1 3 5

lustracion 8. Resultados de prueba Klingler
Fuente: Scince forum of Université d’Oran IGMO, 2015

Microorganismos identificados
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La presencia de acido sulfhidrico y fermentaciones de carbohidratos son caracteristicas

especificas de géneros o especies de Entorebacteriaceae. Mac Fanddin (2009), diferencia:

Acido/acido, con/ sin gas: Escherichia, Klebsiella, Enterobacter.

e Acido/acido, SH2: Citrobacter.

e Alcalino/acido, con/sin gas: Escherichia (Alkalescens-Dispar) anaerdgenicas, sin
motilidad, Enterobacter hafniae, Serratia, Salmonella enteritidis, Shingella, Proteus
morganii, Proteus rettgeri, Providencia.

e Alcalino/acido, gas, SH2. Edwardsiella, Arizona, Citrobacter, Salmonella typhi

(otras especies como: S. enteritidis y S. cholerae-suis), Proteus mirabilis, Proteus

vulgaris.

e Alcalino/ alcalino o alcalino/ sin cambio: Alcaligenes faecalis, Acinetobacter,

Pseudomonas aeruginosa.

e. Prueba SIM (Sulfuro, Indol, Movilidad)

Fundamento

e Produccion de Acido Sulfhidrico: Se produce una reaccion de reduccion cuando la
bacteria reacciona con el tiosulfato constituyente del medio dando como resultado un
sulfito y un sulfato. (Gonzalez, 2014, p. 59)
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Blanco Positivo

lustracion 9. Resultado de produccion de H2S
Fuente: Baggini, 2014

e Indol: EI medio esta constituido por tript6fano, ciertas bacterias tienen la capacidad

de oxidarlo produciendo asi: indol, endol e indolacético.

Resultado:

llustracion 10. Resultado de pruebas de indol
Fuente: Zurieta, N; 2011

e Movilidad: Permite conocer si el organismo posee flagelos que le otorguen
movilidad, ésta se detecta cuando se produce una turbidez alrededor de la puncion de

la siembra. (Gonzalez, 2014, p. 65)
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Positivo

Negativo

llustracion 11. Resultado de Movilidad de la prueba de SIM

Fuente: Gonzalez, S; 2014

Microorganismos identificados

Tabla 3. Microorganismos identificados por SIM
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BACTERIA PRODUCCION PRODUCCION MOVILIDAD
H2S INDOL

Salmonella typhi +I- +
Salmonella +I- "
E. Coli ¥ -
Kiebsiella +I-

Enterobacter +
Citrobacter + +
Shingella +I- +I-

Fuente: Gonzalez, S; 2014
f. Prueba Manitol




Fundamento

Es una prueba especifica para el aislamiento e identificacion de Staphylococcus aureus,

a ésta bacteria se caracteriza por su capacidad de fermentar el manitol. (Gonzalez, 2014, p.
69)

Resultado

e Positivo: Crecimiento y cambio de coloracion del medio a amarillo, lo que indica la

fermentacion del manitol.

e Negativo: El medio mantiene el mismo color rojo.

Negativo Positivo

lHustracion 12. Resultado de la prueba de manitol
Fuente: Guanuchi, R; 2013

Microorganismos identificados

Mac Fanddin (2009), distingue: Positivo la presencia de Staphylococcus aureus y
negativo no se trata de Staphylococcus aureus.
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2.2.11. Normativa legal que regula el uso de PCB’s

2.2.11.1. Constitucion Politica de la Republica del Ecuador

Art 71. “La naturaleza o Pacha Mama, donde se reproduce y realiza la vida, tiene derecho
a que se respete integralmente su existencia y el mantenimiento y regeneracién de sus
ciclos vitales, estructura, funciones y procesos evolutivos. Toda persona, comunidad,
pueblo o nacionalidad podra exigir a la autoridad publica el cumplimiento de los derechos
de la naturaleza. Para aplicar e interpretar estos derechos se observaran los principios
establecidos en la Constitucion, en lo que proceda. El Estado incentivara a las personas
naturales y juridicas, y a los colectivos, para que protejan la naturaleza, y promovera el

respeto a todos los elementos que forman un ecosistema” (Asamblea Constituyente, 2008,

http://www.asambleanacional.gov.ec/)

2.2.11.2. Convenios Internacionales

° Convenio de Basilea

Trata sobre el control de los movimientos transfronterizos de los desechos peligrosos y
su eliminacién basada en un sistema de gestiobn ambiental, dentro de los desechos
contemplados en este convenio se encuentran los COP’s y aceites usados. Entré en

vigencia en el Ecuador en el afio de 1989 y se ratifico en 1993. (MAE, 2015, p. 3)

° Convenio de Rotterdam
Su objetivo fue promover una responsabilidad compartida y esfuerzos conjuntos en la
esfera del comercio internacional de ciertos productos quimicos peligroso a fin de

proteger la salud humana y el ambiente, dentro de estos productos se encuentrael DDT y
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algunas formas de amianto; en 1998 entr6 en vigencia en el Ecuador y se ratifico en el

2004. (MAE, 2015, p. 7)

° Convenio de Estocolmo

El convenio, prohibe la produccion y utilizacion de COP’s enumerados en el mismo, asi
como su comercio a través de las fronteras internacionales. En el Ecuador este convenio

esta vigente desde el 2001 y se ratifico en el 2004. (MAE, 2015, p. 13)

2.2.11.3. Ley de Gestion Ambiental

Ley de Gestion Ambiental, R.O. No. 245 del 30 de julio de 1999, es el documento legal
especifico mas importante relativo a la proteccion ambiental en el pais. Abarca la
prevencién, control y sancion a las actividades contaminantes a los recursos naturales y
entre sus objetivos esta sefialar los limites permisibles, controles y sanciones dentro de

este campo. (Congreso Nacional, 2004, http://www.ambiente.gob.ec/)

2.2.11.4. Texto Unificado de Legislacibn Ambiental Secundaria del
Ministerio del Ambiente, Libro VI

El Texto Unificado de la Legislacion Ambiental Secundaria, Decreto ejecutivo 3399 en
el libro VI de la calidad Ambiental Anexo 7 contiene la lista de los productos quimicos
prohibidos, peligroso, su uso severamente restringido, prohibe la importacion,
formulacion, fabricacion, uso y disposicion final en el territorio ecuatoriano de varias
sustancias entre ellas los PCB’s por ocasionar graves problemas tdxicos para la salud
humana y provocar contaminacion ambiental. En el mismo libro VI, se contempla las
normas para la calidad del agua y suelo, y los criterios de remediacion para suelos

contaminados con PCB’s. (Ministerio del Ambiente de la Republica del Ecuador, 2007,

http://www.efficacitas.com/)
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2.2.11.5. Acuerdo Ministerial 146 “Los Procedimientos para la Gestion
Integrada y Ambientalmente Racional de los Bifenilos
Policlorados (PCB) en el Ecuador”

Este acuerdo se publica con Registro Oficial el 5 de Enero del 2016, siendo un paso
importante para la Gestion de los PCB’s, ademas se detalla los limites de PCB’s dentro
del aceite dieléctrico: Sustancia pura de PCB (lgual o mayor a 500 ppm), sustancia
contaminada con PCB (Igual o mayor a 50 y menor a 500 ppm), sustancia no contaminada
con PCB (Igual o mayor a 5 y menor a 50 ppm), sin PCB (Menor a 5 ppm) (MAE, 2016,

http://www.ambiente.gob.ec/)

2.2.11.6. Manual de Procedimientos para el Manejo de Bifenilos

Policlorados (PCB’s) en el Sector Eléctrico Ecuatoriano

Este manual fue aprobado el 16 de abril del 2012 mediante Oficio No. MAE-SCA-2012-
0534, por el Ministerio del Ambiente, elaborado por el Subcomité Técnico para la Gestion
de PCB’s, conformado por miembros de la CONELEC (Consejo Nacional de
Electricidad) como ente regulador del sector eléctrico en el Ecuador y el Ministerio del
Ambiente. Su contenido se basa en el “Plan Nacional de Implementacion para la Gestion
de los Contaminantes Organicos Persistentes en el Ecuador” del Ministerio del Ambiente
y los convenios internacionales, asi como también en la realidad de la actividad del sector

eléctrico  ecuatoriano.  (Subcomité  Técnico para la  Gestion de PCB’s, 2012,

https://maeorellana.files.wordpress.com/)
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3.1.

CAPITULO 11

METODOLOGIA

Metodologia de la Investigacion

Tabla 4. Metodologia de la investigacion

CONSIDERACIONES NOMBRE

EXPLICACION

Tipo de Investigacion Exploratoria

A nivel local, la investigacion acerca de
tratamiento  bioldgico  para la
degradacion de PCB’s, es nula, pues los
esfuerzos se encaminan a la gestion y
disposicion final de estos.

Disefio de Investigacion | Cuasi
Experiment
al.

No se toman muestras aleatorias, pero se
manipulan directamente las variables
para relacionarlas con los datos
obtenidos.

Nivel de la investigacion | Aplicativa

Porque se pretende resolver un problema
actual de interés nacional.

Explicativa | Porque se analizara la relacion entre
variables mediante el estudio de causa-
efecto.

Enfoque Cuantitativo | Debido a que los datos obtenidos seran

medibles 'y observables mediante
instrumentos predeterminados. Ademas
se realizara una comparacién con
estudios previos.

Realizado por: ARELLANO, Diana & YAMBAY, Carmen, 2015
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3.2. Lugar del desarrollo de la investigacion

3.2.1. Lugar de muestreo

La Central Hidroeléctrica “Alao”, se encuentra ubicada en la parroquia Pungald a 17 Km
de la ciudad de Riobamba, tiene una concesion de caudal de 4,5 m®/s provenientes de los
rios Alao y Maguazo, lo que permite generar 10,4 MW de energia eléctrica. En la

Iustracion 13 se presenta un mapa con la ubicacién exacta de la central. (GREEN OIL S.A,
2010, p. 5)

MAPA DE UBICACION GENERAL HIDROELECTRICAALAO

LEYENDA N e SIGNOS CONVENCIONALES
Dann Konzorts: FSADES .
Odrea de Influencia | ¢ Deumsertca a Cams Veseaoels e [0 imte poroquel
Proyeosore UTM Zons 17 Sur o~ Rlo
Foblados ESCALA GRAFICA
H N Ve
Areas protegidas 0 O0ZOW | 4@ o6 " Cuvade nivel sscundaria
N\ Curvade el priccal

llustracion 13. Mapa de Ubicacién de la Central Hidroeléctrica "Alao"
Fuente: GREEN OIL S.A, 2010
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3.2.2 Lugar de recoleccion de datos

La presente investigacion tuvo lugar en el laboratorio de Biotecnologia Ambiental,
localizado en el area de Investigacion y Desarrollo de la Facultad de Ciencias

perteneciente a la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo.

3.3. Fases de la investigacion

Para una mayor comprension de los diferentes procedimientos y analisis llevados a cabo,

la llustracion 14 presenta un diagrama de flujo con las fases de la investigacion.

3.3.1. Fase I: Caracterizacion del aceite dieléctrico

En esta investigacion se trabajé con dos muestras de aceite dieléctrico provenientes de
distintos transformadores de la EERSA. Fue necesario caracterizar cada muestra de

aceite, en cuanto a su contenido de PCB’s.
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INICIO

EASE |

CARACTERIZACION DEL
ACEITE DIELECTRICO

AISLAMIENTO

- Muestreo de suelo

- Medios de cultivo

- Incorporacion del aceite en el medio
- Recuento en placa de bacterias

EASETI

AISLAMIENTO,
PURIFICACION,
CARACTERIZACION E
IDENTIFICACION DE CEPAS
BACTERIANAS

PURIFICACION

CARACTERIZACION

presentes en el suelo.

- Aislamiento de colonias de diferente
morfologia.

- Estabilizacion de clones

- Resistencia a PCB's

- Caracteristicas microscopicas
- Caracteristicas macroscopicas

IDENTIFICACION

- Resistencia en metales pesados
- Capacidad de crecimiento en T°
Ambiente.

- Prueba de Oxidasa
- Prueba de Catalasa
- Prueba de Citrato

EASE 111

PRUEBA DE DEGRADACION
DEPCB's IN VITRO

- Prueba de Lisina

- Prueba de Agar de Hierro Kligler
- Prueba SIM

- Prueba de Manitol

FIN

llustracion 14. Diagrama de Flujo de la Investigacion

Fuente: ARELLANO, Diana & YAMBAY, Carmen, 2015
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- Seleccion de un medio liquido de cultivo 6ptimo
para la masificacién de las cepas.

- Seleccion de Cepas para el experimento in vitro
- Formacién de bancos primarios de las cepas.

- Masificacion de las cepas

- Dosificacion

- Medicion de la concentracion de PCB's en las
unidades experimentales, durante el experimento.
- Recuento de bacterias en las unidades
experimentales durante el experimento.

- Control de condiciones ambientales




3.3.1.1. Procedimiento del muestreo del aceite dieléctrico

1. Se etiquetaron 4 botellas &mbar para el muestreo. (Dos para cada muestra)

2. Se coloco el equipo de proteccion personal antes de ingresar a la plataforma de
transformadores de la Central Hidroeléctrica “Alao”, bajo la supervision de un

técnico de la EERSA, y el protocolo de seguridad correspondiente.

3. Se localizé el disyuntor de marca Westinghousen, con nimero de serie 1-
37Y5416, de 72, 5 kV, el cual contenia aceite dieléctrico contaminado con PCB’s

segun registros obtenidos de COADPLES (2009).

4. Con ayuda de un técnico, se abrié la valvula que permite descargar el aceite del
transformador.

5. Se dejo gotear el aceite sobre un recipiente por 60 segundos.

6. Se tomo la muestra de aceite dieléctrico directamente en las botellas &mbar de 250

mL hasta llenarlas.
7. Se realiz6 el mismo proceso para tomar la segunda muestra de aceite. Este

proveniente de un contenedor de aceite contaminado localizado en bodega de la

Central Hidroeléctrica Alao.
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llustracion 15. Toma de aceite dieléctrico
Realizado por: ARELLANO, Diana & YAMBAY, Carmen, 2015

La primera muestra de 250 mL de aceite dieléctrico fue enviada al Laboratorio CESTTA,
para su posterior analisis. La determinacion de Aroclor 1242, 1254, 1260 y PCB’s totales,
fue realizada utilizando cromatografia de gases aplicando la técnica PEE/LAB-
CESTTA/232, Método de referencia: ASTM D4059-00-2010. Los 250 mL restantes

fueron usados como medio de presion selectivo durante la investigacion.

El aceite dieléctrico tomado para la segunda muestra ya se encontraba caracterizado segun
registros de aceites contaminados con PCB’s con una concentracion de 599 ppm; para
comprobar este resultado se aplico la prueba de Clor-N-Oil 500 y el resultado ratifico el

antecedente.

Materiales

e Kit Clor-N-Oil 500

e Aceite dieléctrico

e Pipeta de pléstico de 5mL
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Procedimiento

1. El kit Clor-N-Qil 500, posee dos tubos de ensayo uno de tapa negra y otro de tapa
blanca (buffer), se colocd con una pipeta de plastico 5 mL de aceite dieléctrico en el

tubo con tapa negra.

2. Se rompi6 la ampolla que se encuentra en la parte inferior del tubo de tapa negra, se
agito el tubo durante 10 segundos, homogenizando la mezcla del aceite con el
reactivo de la ampolla.

3. Serompid laampolla que se encuentra pegada a la tapa negra, se agito el tubo durante
10 segundos, homogenizando la mezcla del aceite con el nuevo reactivo de la
segunda ampolla rota.

4. Se dejé reposar por 50 segundos con el fin de que los reactivos actuen.

5. Se afiadio el buffer contenido en el tubo de tapa blanca al tubo de tapa negra, se agito

por 10 segundos homogenizando el buffer con la mezcla anterior.

6. Se destapd el tubo de tapa negra para que se ventile el compuesto, se tapo y agitd

nuevamente por 10 segundos.

7. Inmediatamente se voltio el tubo de ensayo para que el liquido pierda el color gris

que adquiere.

8. Se observé inmediatamente la coloracion que presenta el tubo de ensayo y se
compar6 con la cartilla del Kit.

3.3.2. Fase Il: Aislamiento, purificacion, caracterizacion e identificacion de

cepas bacterianas
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Esta fase se realiz6 siguiendo los pasos del método convencional para aislar bacterias del
suelo. Y usando como medio de presion selectiva un determinado volumen de aceite

dieléctrico contaminado con PCB’s.

3.3.2.1. Aislamiento

A. Muestra de suelo: Para este ensayo microbioldgico se tomd una muestra

representativa de suelo de la Subestacion de la Central Eléctrica “Alao”, siguiendo los

pasos establecido a continuacion:

Procedimiento

1. Seingreso a la plataforma de la central hidroeléctrica Alao bajo la supervision de un

técnico de la ERSSA, y con el equipo de seguridad correspondiente.

2. Se procedio atomar una muestra compuesta de seis sitios superficiales de suelo (hasta
una profundidad aproximada de 50 cm) en los que se observo claramente manchas
de derrame de aceite dieléctrico. Esto fue para asegurar la presencia de bacterias

adaptadas a un ambiente saturado de aceite contaminado con PCB’s.
3. Se tomo aproximadamente 1000 gramos de suelo.
4. Se coloco la muestra en una funda de papel, para mantener las condiciones de

humedad y aireacion de la muestra hasta llegar al lugar del desarrollo de la

investigacion (laboratorio).
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B. Medios de cultivo: La siembra de microorganismos del suelo fue realizada en

cuatro medios: Agar para métodos estandar (STD), Medio de Fosforo, Amonio y Sales

(PAS), Medio Minimo (Mm) y Mm + aceite dieléctrico contaminado con PCB’s.

1°. Agar Métodos Estandar (STD): Es un medio rico en nutrientes y recomendado para

recuperar la mayor cantidad de colonias bacterianas posibles del suelo o agua.
Tiene la siguiente composicion:

Tabla 5. Composicion de Agar para métodos estandar

Compuesto Cantidad
Extracto de Levadura 2,5¢g/L
Peptona de Caseina. 5,009/L
Dextrosa 1,09/L
Agar Bacterioldgico 15,0 g/L
pH7.0+0.2

Fuente: Acumedia, 2011, STANDARD METHODS AGAR 7157
Realizado por: ARELLANO, Diana & YAMBAY, Carmen, 2015

2°. Medio de Fosfatos, amonio y sales (PAS):

El medio PAS, como tal es un medio liquido que fue usado en para aislar bacterias
degradadoras de PCB’s en una investigacion realizar por Bopp, L en 1986 (incubadas a
30 °C). Para el presente estudio, se afiadié Bacto Agar al 2% como agente solidificante
con el objetivo de llevar el proceso en placas. Este medio cuenta con nutriente minimos
y fuente de carbono para el crecimiento bacteriano. En la Tabla 6, se detalla la

composicion del medio para un volumen de 1 Litro.
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Tabla 6. Composicién del Medio minimo

(Fosfatos y amonio)PA | K;HPO,, 56,8;

(9/L) KH2PO,, 22,0;
NH.CI, 27,7
Sales (g/L) MgSO4, 19,5;

MnSO4+H20, 5,0;
FeSO4+7H,0, 1,0;
CaClz- 2H,0, 0,3.

Las sales deben ser acidificadas a un PH de 2,5 con HCI

Extracto de levadura 5% (p/v)

Fuente: Bopp, L. 1986. (Degradation of highly chlorinated PCBs by Pseudomonas strain LB400)
Realizado por: ARELLANO, Diana & YAMBAY, Carmen, 2015

3% Mm + aceite: Constituido por los mismos elementos del medio PAS (Tabla 6) sin la
adicion de extracto de levadura, el cual provee la fuente de carbono que la bacteria
requiere para su sobrevivencia y desarrollo. Al suprimirse la levadura fue reemplazada
por aceite dieléctrico contaminado, para garantizar que el carbono requerido por la

bacteria sea consumido de este contaminante.

4°. Mm: Para la siembra, a mas de los tres medios anteriormente descritos se utilizaron
placas unicamente con Mm para comparar el crecimiento de estas placas con las placas
de Mm + Aceite, y analizar el efecto del aceite dieléctrico contaminado de PCB’s en el

crecimiento bacteriano.

C. Incorporacion del aceite en el medio: El aceite dieléctrico fue incorporado al

medio de cultivo como un agente de presion selectiva. Para determinar la forma adecuada
de hacerlo, se realizaron emulsiones colocando una alicuota de aceite en un tubo de
ensayo con agua, posterior a ello se agito suavemente, sin embargo se observo que la
emulsion no superaba los 10 segundos, lo que impedia su uso para incorporar el agente

contaminante al medio de cultivo.
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Para los ensayos fue necesario trabajar con aceite dieléctrico estéril. Pese a que por
bibliografia se supo que los PCB’s son altamente estables y muy dificiles de destruir a
temperaturas relativamente bajas como el de autoclavado (121°C), se aplic6 una prueba
colorimétrica al aceite para detectar PCB’s antes y después de su esterilizacion. En ambos

casos el resultado fue positivo.

llustracion 16. Prueba colorimétrica del aceite dieléctrico antes y después de

su esterilizacion.
Realizado por: ARELLANO, Diana & YAMBAY, Carmen, 2015

D. Recuento en placa de bacterias presentes en el suelo: Fue el inicid de

recuperacion de las bacterias del suelo de la Central Hidroeléctrica “Alao”. Se realizd
mediante el procedimiento convencional para un cultivo de microorganismos del suelo,

en los cuatro medios descritos arriba.

Materiales

e Agua destilada

e Peptona

e Medio de cultivo solido Agar Standard Methods (STD)

e Medio de cultivo minimo so6lido (Mm)

e Medio de cultivo s6lido PAS
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Medio de cultivo Mm + aceite contaminado con 43,6 ppm de PCB’s

Agar Bacto agar

Aceite dieléctrico estéril

Procedimiento

Se prepar6 120mL de agua de peptona, siguiendo las instrucciones de preparacion:

Disolver 15 g de Agua de peptona en 1000mL de agua destilada.
Se prepar6 250 mL de Agar para métodos estandar, siguiendo las instrucciones de
preparacion: Disolver 23,5 g de Agar para métodos estandar en 1000mL de agua

destilada.

Se prepar6 250 mL de PAS con la composicién descrita en la Tabla 6. y se solidificd

con bacto agar al 2%.

Se prepard 250 mL de Mm (PAS sin extracto de levadura) y se solidifico con bacto

agar al 2%.

Se extendi¢ aceite dieléctrico en cada caja, del medio correspondiente.

Se prepard 250 mL de Mm y se solidificd con bacto agar al 2% (en estas cajas no se

afadié aceite)

Se coloco 9mL de agua de peptona en cada tubo de ensayo etiquetado y fueron

esterilizados a 121°C, por 15 minutos.

Se esterilizo aceite dieléctrico a 121°C, por 15 minutos.

Se disolvio 10 g de suelo en 90 mL de agua de peptona y se agito suavemente.
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10.

11.

12.

13.

14.

Se realizaron diluciones de -2,-3,-4 y -5, en los tubos de ensayo y se dejaron reposar

por 15 minutos.

Se tomo6 25uL de cada dilucion y se sembrd por extension en las cajas Petri

preparadas con los medios y etiquetados con cada dilucion.

Se realiz6 una siembra por duplicado de cada dilucion.

Se incubaron las placas por 24 horas a 30 °C.

Pasado este periodo, se realizé el recuento de colonias de cada placa para determinar

la cantidad de microorganismos iniciales en el suelo.

Para reportar los resultados, se uso:

*

UFC NC=*

<l

T -

(1

Ysuelo

Dénde,

UFC/g: Unidades Formadoras de Colonia por gramo de inéculo.

NC: Numero de colonias por caja.

Se contaron las colonias mediante observacion directa y si el NC >300, entonces:

NC =A%, 2)
A: Area de la caja Petri en cm?

X: Para obtener este valor, se dividid la caja Petri en cuadros de 1cm x 1cm, se
contaron las colonias de al menos cinco cuadros representativos y se obtuvo el

promedio de microorganismos presentes.
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n: Numero de cuadros seleccionados. (instituto Ecuatoriano de Normalizacion, 2013,

http://www.normalizacion.gob.ec/).

F: Factor de dilucién

V: Volumen de la alicuota

P: Peso del suelo en gramos ()

E. Aislamiento de colonias de diferente morfologia: El aislamiento se realiz6 en

placas con tres medios: STD, PAS y Mm cada uno con aceite dieléctrico contaminado

con PCB’s, extendido en toda la superficie de la placa.

Materiales

e Cajas Petri con medios de PAS, Mmy STD

e Colonias diferenciadas.

o Aceite dieléctrico contaminado con PCB’s.

Procedimiento

1. Se diferenciaron visualmente las colonias de las placas sembradas, segin su tamafio,

formay color. Se enumero cada colonia.

2. Se prepararon placas con medio STD, PAS y Mm.
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3. Se extendid aceite dieléctrico en cada placa con los medios correspondientes, con el
fin de convertir a las placas en medios selectivos, es decir las colonias que crezcan

seran capaces de resistir y/o metabolizar el aceite.

4. Se dividié la cada placa en cuadrados de 1cm x 1cmy se etiquetd cada particion con

nameros arabigos.

5. En la camara de flujo y con ayuda de un asa, se tomo un inéculo de cada colonia
diferenciada y se colocd en un cuadro con su ndmero correspondiente. Este
procedimiento se realizd en las tres placas con medios diferentes, el indculo se picd
primero en la placa de Mm, después en la placa de PAS (sin que el asa toque otra vez
la colonia original) y por altimo en la placa de STD; el crecimiento de las colonias
en la Gltima placa (la mas rica en nutrientes) seria la prueba de que se coloc6 inoculo

en las dos placas anteriores.

6. Se incubaron las placas por 24 horas a 30 °C.

7. Seregistré el crecimiento de las colonias por tres dias.

Se realizo este procedimiento en tres etapas: a las 24, 96 y 168 horas de la siembra, segln
las colonias fueron apareciendo. Por lo tanto las placas correspondientes a la siembra de
bacterias de suelo que no presentaban un buen crecimiento bacteriano en las primeras 24
horas, fueron llevadas de vuelta a incubacion por 30 °C y observadas por los siguientes 7

dias.

Las colonias aisladas a las 24 horas de crecimiento fueron mantenidas en refrigeracion a
partir de las 72 horas de crecimiento para evitar la invasion de cada colonia respecto a
otra, hasta aislar las colonias de todas las placas sembradas. El crecimiento de las colonias
aisladas a las 72 horas fue reportado por 5 dias, y el crecimiento de las colonias aisladas
a las 168 horas a partir de la siembra fue reportado por tres dias.
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F. Estabilizacion de las colonias: Muchas veces las bacterias sobreviven a la

siembra en placa gracias a la reserva de nutrientes que llevan consigo y no siempre debido
a los nutrientes que un determinado medio les proporciona, por ende, fue necesario
asegurar su posterior crecimiento repicandolas en un medio rico de nutrientes (STD) para
recuperar su crecimiento y después repicarlas en los tres distintos medios hasta estabilizar

su crecimiento y con esto garantizar su posterior uso durante los ensayos restantes.

Materiales

e Colonias aisladas

e Cajas Petri con medio PAS, Mm y STD.

e Aceite dieléctrico contaminado con PCB’s

Procedimiento

1. Se prepararon 2 cajas con medio STD y una placa con medio PAS y Mm.

2. Se extendio aceite dieléctrico contaminado con PCB’s en todas las placas.
3. Se dividieron las cajas Petri en cuadrados de 1cm x 1lcm y se etiquetaron las

particiones con numeros arabigos.

4. En la camara de flujo, se procedié a tomar una pequefia muestra de la colonia y
sembrarla en la cuadricula correspondiente. (Primero en el medio STD, después en
el medio PAS y por Gltimo en el medio Mm)

5. Se incub6 por 24 horas a 30°C

6. Se reporto el crecimiento de las colonias, a las 24 horas.
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7. Las colonias bacterianas se repicaron tres hasta observar un crecimiento uniforme y

constante.

8. Para asegurar el crecimiento de todas las colonias aisladas en el paso anterior, el

repique N°1 se realizé anicamente en medio STD.

G. Resistencia_a PCB’s: Una vez adaptadas y estabilizadas las bacterias fue

necesario probar su capacidad de crecimiento frente a una mayor concentracion y
volumen del aceite dieléctrico contaminado con PCB’s, para elegir aquellas colonias que
mejor comportamiento mostraban y presentaban potencial para el experimento final. Se

valoré la resistencia de las colonias al contaminante en dos casos.

Materiales

e Colonias bacterianas estabilizados

e Cajas Petri con medio PAS, Mm y Agar métodos estandar

e Aceite dieléctrico con una concentracion de 43,6 ppm de PCB’s

e Aceite dieléctrico con concentracion de 599 ppm de PCB’s

Procedimiento

1. Se sometieron las colonias a 43,6 ppm de PCB’s dosificado en cada placa. Se

incubaron a una temperatura de 30°C y se observo su crecimiento a las 24 horas.
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2. Se sometieron las colonias a 599 ppm de PCB’s dosificado en volumenes adecuados

a una temperatura de 30°C y se observo su crecimiento a las 24 horas.

3. Todos los resultados fueron reportados.

3.3.2.2. Purificacién

Se uso la técnica de estriado para purificar cada una de las colonias que se hasta ese
momento se habian adaptado adecuadamente y superado los ensayos a los que se las
sometieron. Este paso fue importante para la correcta caracterizacion de las colonias tanto

macroscopica como microscépica y su identificacién mediante pruebas bioquimicas.

La purificacién de las colonias se realizd Unicamente en medio STD y sin aceite para

facilitar el proceso.

Materiales

e (Cajas Petri con medio STD.

e Colonias bacterianas resistentes a la presencia de PCB’s.

Procedimiento

1. Sedividio las cajas Petri en dos cuadrantes.

2. Se etiquetd cada cuadrante con los numeros correspondientes a las colonias

bacterianas resistentes a PCB’s.
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3. Enla camara de flujo, con ayuda de un asa estéril se procedié a tomar una muestra
de cada colonia y se sembr6 en uno de los cuadrantes de la placa mediante la técnica

de estriado. llustracion 17.
4. Se incubaron las placas por 24 horas y a 30°C.
5. Alsiguiente dia, en la cdmara de flujo se tom¢é una colonia aislada de cada cuadrante

y se la colocd respectivamente en una placa con medio STD, dividida en cuadros de

1x1cm y enumerados de acuerdo a las colonias.

lustracion 17. Purificacion por estriado de las colonias aisladas.
Realizado por: ARELLANO, Diana & YAMBAY, Carmen, 2015

3.3.2.3. Caracterizacion de las cepas puros

A. Caracteristicas macroscopicas de las cepas
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La evaluacion de la caracterizacién macroscépica de las cepas se llevo a cabo mediante
la observacion visual del crecimiento de las cepas en una placa de agar STD, debido a
que la forma y aspecto de las colonias suelen ser constantes para cada género o especie,
ayudando a su posterior identificacion. Para este proceso se consideraron pardmetros

como forma, elevacion, margen, coloracion y pigmentacion del medio.

Materiales

e Cepas de las bacterianas purificadas.

Procedimiento

1.  Con ayuda de una imagen de referencia se caracterizO macroscopicamente las

colonias, respondiendo a los parametros de: forma, elevacion, margen y coloracion.

B. Tincién Gram de las cepas (Caracterizaciéon microscopica)

Materiales

e Cepas bacterianas purificadas

e Microscopio

Reactivos

e Suero Fisioldgico
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e Cristal violeta

e Lugol

e Alcohol cetona

e Safranina

e Aceite de inmersion.

e Agua

Procedimiento

1. Secoloc6 una gota de suero fisiol6gico en un porta objetos.

2. Con el asa esteril se tomd una pequefia muestra de una cepa purificada.

3. Se colocd la muestra sobre la gota de suero fisiolégico.

4. Se procedio a frotar la muestra hasta mezclarla homogéneamente con la gota de
suero.

5. Se dej6 secar a temperatura ambiente.

6. Se fijé la muestra con calor, flameandolo sobre el mechero aproximadamente tres

VECeS.

7. Se procedid a realizar la tincién de la muestra siguiendo los pasos:

- Coloracién con cristal violeta durante un minuto.

- Lavado inmediato con agua (no directamente sobre la muestra)
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- Tefido con lugol durante un minuto.

- Lavado con agua inmediatamente.

- Decoloracion con alcohol cetona por 30 segundos.

- Lavado con agua inmediatamente.

- Tefido con safranina durante un minuto.

- Lavado con agua inmediatamente.

- Eliminacién del agua de la muestra.

- Se colocé una gota de aceite de inmersién en la muestra.

- Se Observa la placa con un lente de 100x.

C. Resistencia de las cepas a metales pesados

Una de las formas de caracterizar un cepa bacteriana es probando su resistencia a la
presencia de metales pesados. Ademas esta caracteristica aportd con un criterio mas en la
eleccion de las cepas para el experimento final, pues se prefirieron aquellas cepas capaces

de resistir a cualquier otro medio hostil y aun asi mostrar crecimiento.

Materiales

e Cepas de bacterias purificadas.

e Cajas Petri bifasicas de 90 x 15 mm

Reactivos

e Agar para metodos estandar

e Medio PAS agarizado
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e Arsenito de Sodio NaAsO;

e Nitrato de Cadmio Cd(NO3),.4H>0

e Nitrato Mercurico Hg(NO3)2 .H.0

e Nitrato Caprico Cu(NO3z)2.3H20

e Acetato de Plomo PbCH3COO

Procedimiento

1. Se preparé 100 mL de Medio PAS agarizado, repartidos en 5 matraces.

2. Una vez esterilizados los matraces con el medio PAS se afiadieron las sales de cada
metal para formar soluciones con las siguientes concentraciones:
As: 500 pg/mL de medio PAS
Cd: 500 pg/mL de medio PAS
Cu: 500 pg/mL de medio PAS
Hg: 100 pg/mL de medio PAS
Pb: 500 pg/mL de medio PAS

3. Se prepar6 100 mL de medio STD.

4. Se dividieron ambos compartimientos de la caja Petri en 20 cuadrados de 1cm x 1cm

y se los etiquetd con los nimeros arabigos correspondientes al nimero de cada cepa.
5. Enel primer compartimiento de la placa bifasica se colocé el medio PAS en solucion

con el metal correspondiente y en el segundo compartimiento se colocd Gnicamente
medio STD.
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6. En la camara de flujo y con ayuda de un asa, se tomd un inéculo de cada colonia

purificada y se coloco en el cuadro correspondiente del primer compartimiento.
7. Sin volver el asa a la colonia original se picé en el cuadro correspondiente del
segundo compartimiento. El crecimiento en el segundo compartimiento ratificaria

que la cepa si fue inoculado en el primer compartimiento.

8. Se incubaron las placas por 24 horas a 30 °C.

D. Capacidad de crecimiento a temperatura ambiente (con 150 mL de aceite

contaminado con 599 ppm de PCB’s)

Si en estudios posteriores se desea desarrollar una préctica de biorremediacién con los
microrganismos nativos aislados y puficados, es necesario someterlos a condiciones
semejantes a su medio natural; es importante que sean capaces de crecer y asimilar un
contaminante después de ser aislados y mantenidos en condiciones de laboratorio. Es por
ello que se realizd un breve ensayo para evaluar su capacidad de crecimiento a una
temperatura ambiente promedio de la ciudad de Riobamba (17 °C). Este ensayo se llevd
a cabo en placas con medio PAS para darle una caracteristica mas natural al medio de

crecimiento.

Materiales

o Cepas puras de bacterias

. Placas con medio PAS

. Aceite dieléctrico contaminado
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Procedimiento

1. Se dividio la caja Petri en cuadrantes de 1x1 cm enumerados segln en los numeros

correspondientes a las cepas purificados.

9. En la camara de flujo, con ayuda de un asa estéril se procedi6 a tomar una muestra

de cada colonia y se sembré en los cuadrantes correspondientes de la placa.

10. Se dejaron las placas a temperatura ambiente aproximadamente por 48 horas hasta

observar un crecimiento significativo de las colonias.

3.3.2.4. ldentificacion de la especie de las cepas

Para este proceso fueron necesarias 4 placas con cepas purificadas y asi contar con una
cantidad suficiente de masa bacteriana para llevar a cabo todos los ensayos para la

identificacion.

El fundamento de cada ensayo esta detallado en el Capitulo | de esta investigacion. A
continuacién se detalla el procedimiento con el que se determind la especie de cada cepa

mediante las siguientes pruebas bioquimicas:

a. Prueba de oxidasa

Materiales

e Cepas puras
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e Tiras de papel impregnadas con reactivo de Kovacs.

Procedimiento

=

Con un palillo de madera estéril, se tomd una muestra de la bacteria.

N

Se puso en contacto la muestra con la tira de papel.

3. Se observo el cambio o no de coloracion (a morado) en un lapso no mayor a 30

segundos.

b. Prueba de catalasa

Materiales

e Cepas puras

e Agua oxigenada al 30%.

Procedimiento

1. Se coloc6 un pequefio in6culo sobre una placa portaobjetos.

2. Se afiadié una gota de agua oxigenada.

3. Se observo el desprendimiento o ausencia de gas inmediatamente.
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C. Prueba del uso de citrato como Unica fuente de carbono y energia

Materiales

e Agar Citrato de Simmons

e Colonias puras

e Tubos de ensayo de 5SmL

Procedimiento

1. Sedisolvio 1,8 g de Agar Citrato de Simmons en 80mL de agua destilada, se llevo a

ebullicion y se esterilizo.

2. Secoloco 5 mL del medio en un tubo de 5mL, y se lo dejo enfriar con una inclinacion

de 15° para formar pico de flauta.

3. Seindculo en estria, en el pico de flauta, empezando desde el fondo hasta la parte

mas alta.

4. Seincub6 a 35°C durante 24 horas.

d. Prueba de Ureasa

Materiales

e Medio Christensen
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e Colonias puras

e Tubos de ensayo de 5SmL

Procedimiento

1. Se disolvié 1,68 g de Medio Christensen en 80mL de agua destilada, se llevo a

ebullicion y se esterilizo en el autoclave.

2. Se coloco 5 mL del medio en cada tubo, y se lo dejo enfriar con una inclinacion de

50 para formar pico de flauta.

3. Se realizo un indculo estriado en el pico de flauta.

4. Seincub6 a 35°C durante 24 horas.

e. Fermentacion de glucosa, lactosa y produccion de H2S

Materiales

e Agar de Hierro Kligler

e Colonias puras

e Tubos de ensayo de 5SmL

Procedimiento
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1. Sedisolvié 4,40 g de Agar de Hierro Kligler en 80mL de agua destilada, se llevo a

ebullicion y se esterilizo en el autoclave.

2. Se coloc6 5 mL del medio en cada tubo, y se lo dejo enfriar con una inclinacion de

15° para formar pico de flauta.

3. Con una aguja de inoculacién se tomd una colonia aislada y se sembrd por por

estriado desde el fondo del pico de flauta.

4. Seincub6 a 35°C durante 24 horas.

f. Prueba de la descarboxilacion/ desaminacién de la Lisina

Materiales

e Lisina Hierro Agar

e Colonias puras

e Tubos de ensayo de 5mL

Procedimiento

1. Sedisolvi6 2,76 g de medio Lisina Hierro Agar en 80mL de agua destilada, se llevd

a ebullicién y se esterilizé en el autoclave.

2. Secolocd 5 mL del medio en cada tubo, y se lo dejo enfriar verticalmente.

3. Se sembré por puncién profunda en el tubo.
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4. Seincub6 a 35°C durante 24 horas.

g. Prueba de movilidad, produccién de indol y H2S (SIM medio)
Materiales
e SIM Medio

e Cepas puras

e Tubos de ensayo de 5mL

Procedimiento

1. Sedisolvio6 2,40 g de Medio SIM en 80mL de agua destilada, se llevd a ebullicion y

se esterilizé en el autoclave.

2. Secolocd 5 mL del medio en cada tubo, y se lo dejo enfriar verticalmente.

3. Se sembrd por puncién profunda en el tubo.

4. Seincub6 a 35°C durante 24 horas.

Para determinar la presencia triptofano en la prueba de indol, pasado este periodo se

afiadio 5 gotas de reactivo Kovacs y se observo la aparicion o no de un anillo.
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h. Prueba de la fermentacion del Manitol - Movilidad

Materiales

e Manitol Agar

e Colonias puras

e Cajas Petri bifasicas de 90 x 15 mm

Procedimiento

1. Sedisolvi6 22,2 g de Agar Manitol en 200mL de agua destilada, se llevo a ebullicion

y se esterilizd en el autoclave.

2. Se colocd 20 mL del medio en cada placa.

3. Se sembrd por estria.

4. Seincub6 a 35°C durante 24 horas.

Con los resultados obtenidos de todas las pruebas y comparandolas con la bibliografia, se
pudieron interpretar el género y especie a la que pertenencia cada cepa aislada y

purificado.
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3.3.3. Fase 11 Evaluacion de la degradacion de PCB’s mediante una prueba in

vitro

3.3.3.1. Seleccién de un medio de cultivo 6ptimo para la masificacion de

las cepas

Segun Boop (1986), el medio PAS es suficiente para el crecimiento de bacterias con
potencialidad para degradar PCB’s, sin embargo, para dosificar las bacterias en el medio
experimental (arena) fue necesario inducirlas a un crecimiento exponencial por lo que fue
necesario probar otros medios liquidos mas ricos para alcanzaban una mayor densidad

bacteriana.

Materiales

Agua de peptona

Caldo Tripticasa de soya

Medio PAS liquido

Cepas identificadas

Procedimiento

1. Se prepararon 200 mL de cada medio liquido.

2. Se afiadié 9 mL de cada medio liquido en los tubos de ensayo.
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3. Unavez que medios estuvieron estériles y frios, en la camara de flujo, se procedio a

colocar un inoculo de cada en cepa en los tubos correspondientes.

4. Seinocularon todas las cepas en los tres medios liquidos.

5. Se incubaron por 24 horas a 30 °C.

6. Al dia siguiente, se observd la turbiedad en los tubos con los medios.

7. Se selecciond el medio 6ptimo para crecimiento de las bacterias.

3.3.3.2. Seleccidn de cepas para el experimento in vitro

De las cepas que resistieron hasta este punto del proceso se seleccionaron tres para el

experimento mediante los siguientes criterios:

e Aquellas que no son patogenas

e Aquellas que se adaptaron y estabilizaron sin presentar dificultad.

e Aquellas de mayor tamafio.

e Agquellas con el menor tiempo de crecimiento.

e Aquellas que logran crecer a temperatura ambiente.

e Aquellas que requieren de minimas cantidades de nutrientes para crecer (Mm)

e Aquellas capaces de crecer frente a un mayor volumen del aceite dieléctrico y

concentracion de PCB’s.
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e Aquellas resistentes a metales pesados.

e Aquellas que presentan mejor crecimiento (mayor turbiedad) en el medio liquido

seleccionado.

3.3.3.3. Formacion de bancos primarios de las cepas

Una vez seleccionados las tres cepas para someterlas al experimental, fue necesario
generar un banco de cada uno para poderlos conservar en congelacién y disponer de ellos

para cualquier requerimiento del experimento.

Materiales

e Tubos Eppendorf

e Agua de Peptona

e Glicerol

o Frezeer

Procedimiento

1. Se preparé 60 mL de agua de peptona y se esterilizo.

2. Se etiquetd cada matraz con el numero de cepa correspondiente.
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3. Enlacamara de flujo se coloc6 17 mL de agua de peptona en cada matraz.

4. Con el asa estéril se tomo6 una muestra considerable de cada colonia y se coloco en

el matraz correspondiente.

5. Se agitd cada matraz hasta mezclar homogéneamente las bacterias con el medio

liquido.

6. Seincubaron por 24 horas a 30° C para acelerar el crecimiento bacteriano en el medio

liquido.

7. Tras las 24 horas, se afiadié 3 mL de glicerol en cada matraz.

8. Se tomo6 1mL de dicha suspension y se coloc6 en tubos Eppendorf.

9. Los tubos Eppendorf se conservaron en un freezer a una temperatura de -4°C. (Pifiales,
etal., 1994, p. 57)

3.3.3.4. Masificacién de las cepas

En este proceso se utilizé el medio liquido 6ptimo elegido mediante los resultados del
ensayo aplicado previamente y una placa con las tres cepas que mejor respondieron a los
criterios de seleccion. Cabe indicar que las cepas ademdas de ser conservados en
congelacion a 4°C, fueron constantemente repicadas en placas de medio STD para hacer

uso de ellos en los ensayos restantes.

Materiales

e Placa con las cepas puros seleccionados.
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Agua de peptona.

Centrifuga.

Procedimiento

1.

Se prepard 150 mL de agua de peptona estéril.

Se repartié 50 mL de agua peptona en tres matraces Erlenmeyer etiquetados con el

numero de cepa correspondiente.

En la cAmara de flujo, se tomo una alicuota de cada colonia para ser afiadida a cada

matraz. Se agitd la solucién.

Se incubd la siembra por 24 horas a 30 °C

Una vez masificadas las bacterias, asépticamente en la camara de flujo se repartié 9
mL de la suspension de cada matraz en 5 tubos de ensayo previamente etiquetados
con los numeros de las cepas.

Se centrifugd la suspensién hasta que la biomasa decante.

Se prepard 90 mL de agua de peptona esteril, repartida en 3 matraces de 50 mL.

En la cdmara de flujo de manera aséptica se procedio a realizar un lavado de los tubos

que contenian la biomasa decantada con el agua de peptona preparada previamente.

Este lavado se recolectd en matraces estériles y etiquetados para cada cepa.
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3.3.3.5. Densidad celular obtenida tras la masificacion de las cepas.

Para conocer la concentracion celular con la que inicié el experimento se midio la
absorbancia del medio de cultivo con cada cepa masificada antes de ser someterlos a
centrifugacion. Con base en la longitud de onda y los valores de absorbancias obtenidos

se intercalo en la tabla de Mc Farland. Anexo C.

3.3.3.6. Daosificacion

Se utiliz6 como matriz de soporte arena de rio, debido a su naturaleza quimicamente inerte
y estable. Previo a la dosificacion se realiz6 una prueba con la arena, para determinar la

capacidad de adhesion del aceite dieléctrico en este medio.

Materiales

e Cajas Petri de vidrio

e Arena de rio estéril

e Varilla de Agitacion

e Aceite dieléctrico esterilizado contaminado con PCB’s.

e Indculo de cepas bacterianas masificadas

Procedimiento
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1. Se etiquetaron las cajas Petri de vidrio de la siguiente manera:

c
'

=
e =

-
g

lustracion 18. Experimentos a realizarse
Realizado por: ARELLANO, Diana & YAMBAY, Carmen, 2015

Donde,
G: Grupo control de la concentracion de PCB’s sin la accion de las bacterias.

GO: Control de la concentracion de PCB’s sin la accion de las bacterias al tiempo 0 (Arena

+ Aceite)

G42: Control de la concentracion de PCB’s sin la accion de las bacterias a los 42 dias

(Arena + Aceite)

UA: Unidad experimental A, accién de la cepa N° 100 sobre la concentracion de los

PCB’s en una matriz de arena.

UB: Unidad experimental B, accién de la cepa N° 105 sobre la concentraciéon de los

PCB’s en una matriz de arena.

UC: Unidad experimental C: accion de la cepa N° 26 sobre la concentracion de los PCB’s

en una matriz de arena.
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Amo: Control del crecimiento bacteriano sin la presencia de aceite contaminado con
PCB’s.

UAQO: Medicion de PCB’s al tiempo 0 en UA (Cepa N° 100 + arena + Aceite contaminado
con PCB’s)

UA42: Medicion PCB’s a los 42 dias en UA (Cepa N° 100 + arena + Aceite contaminado
con PCB’s)

Bmo: Control del crecimiento bacteriano sin la presencia de aceite contaminado con
PCB’s.

UBO: Medicion de PCB’s al tiempo 0 en UB (Cepa N° 105 + arena + Aceite contaminado
con PCB’s)

UB42: Medicion de PCB’s a los 42 dias en UB (Cepa N° 105 + arena + Aceite

contaminado con PCB’s)

Cmo: Control del crecimiento bacteriano sin la presencia de aceite contaminado con
PCB’s.

UCO: Medicion de PCB’s al tiempo 0 en UC (Cepa N° 26 + arena + Aceite contaminado
con PCB’s)

UC42: Medicion de PCB’s a los 42 dias en UC (Cepa N° 26 + arena + Aceite contaminado
con PCB’s)

2. Se coloco 50g de arena y aceite dieléctrico contaminado con PCB’s en 8 cajas Petri

de vidrio.

3. Se homogeniz6 la mezcla con una varilla de agitacion.

4. Se coloco 50g de arena en 3 cajas Petri de vidrio.

5. Se esterilizaron todas las cajas Petri a 121 °C por 15 minutos.
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6. En la camara de flujo se incorpord el in6culo de cada cepa en la caja Petri

correspondiente segun la etiqueta, excepto a GO y G42.

7. Se homogenizd la mezcla de cada caja Petri con una varilla de agitacion estéril.

8. Seincubaron a 30 °C en los periodos establecidos.

3.3.3.7. Mediciones de PCB’s

Para este experimento se us6 una muestra de aceite dieléctrico contaminado con una
concentracion conocida de PCB’s, analizada en el LAB-CESTTA mediante la técnica:
PEE/LAB-CESTTA/232 (Anexo D)

Tras la dosificacion del indculo en las cajas con la arena, se realizd la medicion de la
concentracion de PCB’s de las cajas GO, A0, BO, CO y posterior a los 42 dias
correspondientes, se determiné la concentracion de PCB’s en las Cajas G42, A42, B42 y
C42. Los analisis fueron realizados en el LAB-CESTTA, con su técnica correspondiente:
PEE/LAB-CESTTA/232.

3.3.3.8. Recuento de microorganismos en el experimento

Para observar el crecimiento de las bacterias durante el periodo del experimento se realizd
un recuento de colonias bacterianas a los 18 y 42 dias de iniciar el tratamiento. Esta
medida se aplico a las siguientes unidades experimentales: Amo, UA, Bmo, UB, Cmo,

UC; para UA, UB y UC se realizaron recuentos por duplicado.

Materiales
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Agar para metodos estandar

Peptona

Procedimiento

1.

Se preparé 100 mL de peptona y se coloco 9mL en cada tubo de ensayo para su

posterior esterilizacion.

Se tomo 1 g de arena de cada caja Petri y se colocé en un tubo de ensayo que contenia

9mL de agua de peptona.

Se prepar6 400mL de Agar para métodos estandar y se distribuy6 en cajas Petri

etiquetadas.

Se inoculd 100puL de la solucidn en las cajas correspondientes.

La siembra de las matrices UA, UB y UC se realizé por duplicado.

Se incubd por 24 horas y a 30°C.

Se contaron el nimero de colonias existentes en cada caja.

Este procedimiento se llevé acabo a los 18 y 42 dias de haber dosificado el in6culo

en la arena.

Se determiné el nimero de colonias directamente de aquellas que placas que fueron

contables y de aquellas que no mediante método utilizado anteriormente segln las normas
NTE INEN 12:05
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3.3.3.9. Control de condiciones ambientales

La temperatura de trabajo fue de 30 °C, como lo recomienda Rodriguez (2005) y se

controld con una incubadora, manteniéndola durante la investigacion.

El pH del medio debio6 ser mantenida de a 5-6, adecuado para el crecimiento microbiano
bajo la presencia de PCB’s. (Boop, 1986)

La humedad del medio experimental de arena debid ser controlada en la incubadora. Una
temperatura de 30°C proporciona una fuente adecuada de agua para mantener condiciones
optimas de humedad, del 40 al 60%, en el medio para el crecimiento bacteriano (Boop,
1986). Ademas, para mantener la humedad ambiental se colocaron frascos de agua en el

interior de la incubadora.

A Medicién de pH: Con la finalidad de medir y controlar las condiciones de pH, se

realiz6 un control de éste parametro.

Materiales

e Frascos estériles

e Phmetro

e Agua destilada

Procedimiento
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1. Sedisolvi6 10 g de arena en 40mL de agua destilada.

2. Serealizaron las lecturas en un pHmetro previamente calibrado.

B. Control de la temperatura: La temperatura del experimento fue controlada

gracias al uso de una incubadora, la cual permitié mantenerla a 30 °C, el sistema.

C. Medicién del porcentaje de humedad (%h): Para mantener la humedad (40 al 60

%) de las placas se colocaron recipientes con agua dentro de la incubadora donde se

encontraba las placas experimentales. Para su medicion se siguio:

Materiales

5g de muestra de la arena (de cada caja del experimento)

Balanza analitica

Capsulas de ceramica

Estufa a 200 °C

Procedimiento

1. Se pesaron las capsulas: P1

2. Se pesaron las capsulas con la muestra himeda: P2
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3. Se colocaron las capsulas con la muestra himeda en la estufa a 105°C por 24 horas.

4. Al dia siguiente se pesaron las capsulas con el material seco: P3

D. Calculo del porcentaje de humedad (%h)

ph = p2 — p1 (Peso hiumedo)
ps = p3 — p1 (Peso seco)

%h = %xmo

Esta medicion se realizo a los dias 0, 18 y 42 del experimento en los experimentos:
Amo, Bmo, Cmo, UA, UB y UC.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Fase I: Caracterizacion del aceite dieléctrico

Las muestras de aceite obtenidas para la caracterizacion fueron recolectadas de la Central
Hidroeléctrica “Alao” de la EERSA, ubicada en la Parroquia Rural Licto del cantén

Riobamba. Obteniéndose los siguientes resultados.

CAPITULO IV

Tabla 7. Resultados de la concentracion de PCB’s en muestra de aceite.

PARAMETROS | METODO/NORMA | RESULTADOS | UNIDAD
Aroclor 1242 Cromatografia de gases <10 mg/kg
Aroclor 1254 Cromatografia de gases <10 mg/kg
Aroclor 1260 Cromatografia de gases 43,6 mg/kg

PCB’s total Cromatografia de gases 43,6 mg/kg

Fuente: Lab CESTTA, 2015 (Informe de ensayo N° 1068)
Realizado por: ARELLANO, Diana & YAMBAY, Carmen, 2016

Se aplico la prueba colorimétrica a una segunda muestra de aceite, obtenido de uno de los
disyuntores de la Central Hidroeléctrica “Alao”, se obtuvo una coloracion amarilla lo que
permitio interpretar la presencia de PCB’s en un rango de 50 a 500ppm con base a la carta

de comparacion (llustracion 19). Este resultado fue respaldado con los resultados de un

analisis cuantitativo anterior realizado en su momento por la EERSA.
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lustracion 19. Resultado del ensayo realizado con el kit colorimétrico
Realizado por: ARELLANO, Diana & YAMBAY, Carmen, 2016

4.2. Fase |Il: Aislamiento, purificacion, caracterizacion e

identificacion de cepas bacterianas

4.2.1. Aislamiento de colonias bacterianas

Se usaron cuatro medios de cultivos distintos para evaluar desde un principio el
comportamiento de las bacterias nativas del suelo: STD, PAS, Mm, Mm+ aceite. En la
Tabla 8 se detalla el recuento de microorganismos del suelo. En el Anexo E se encuentran
los calculos correspondientes para aquellas cajas en las que fue necesario aplicar el
método recomendado por la NTE INEN 12:05

4.2.1.1. Recuento en placa de bacterias presentes en el suelo
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Tabla 8. Recuento en placa de microorganismo del suelo.

Med Serie Diluciones Resultado Promedio
edio Duplicada UFClg Resultad
102 |10% | 10% |10° esultados
> 100 > 100
colonia | colonia
A slem?® | s/lcm? 52 5 1,30 x10* 1
>100 | >100 1,2x10
colonia | colonia
STD B sicm? s/lcm? 43 4 1,04 x101!
7
A 3718 304 9 4 1,21x10 1.2x107
PAS B 3952 298 8 3 1,19 x107
6
A 1560 130 15 1 5,20x10 5.0 x10°
Mm B 1638 118 13 1 4,72x10°
A 2119 247 22 2 9,88x10°
Mm +
Aceite B 2093 234 19 1 9,36x10° 9,6 x10°

*Las celdas en gris corresponden a las diluciones representativas para determinarla la cantidad inicial de
microorganismo en el suelo segin laNTE INEN 12:05
Realizado por: ARELLANO, Diana & YAMBAY, Carmen, 2016

Concentracion Celular a las 24 horas
1,40E+07

1,20E+07

1,00E+07

8,00E+06

6,00E+06

4,00E+06

2,00E+06

0,00E+00
PAS Mm Mm + Aceite

llustracion 20. Crecimiento bacteriano a 30°C en 24 horas en los distintos medios.
Realizado por: ARELLANO, Diana & YAMBAY, Carmen, 2016
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Al cabo de 24 horas se realizo el recuento bacteriano en placas. Como se esperaba, el
crecimiento en el medio STD superd por mucho al crecimiento bacteriano de los tres

medios restantes (Tabla 8)

Como indica la llustracion 20, en todas las placas hubo crecimiento de bacterias,
determinando asi que las colonias obtenidas pueden desarrollarse en un medio minimo.
Sin embargo, en la placa de medio Mm + aceite se observa mayor crecimiento (casi el
doble) que en la placa de Mm, lo que demuestra que existen bacterias a las que el aceite
dieléctrico contaminado con PCB’s le confiere una ventaja de crecimiento y pueden estar

usandolo como fuente de carbono.

El crecimiento de las bacterias en las placas del medio PAS se asemeja a las placas con
Mm + aceite contaminado con PCB’s, la explicacion més probable para este resultado es
que entre ambos medios lo Unico que difiere es la fuente de carbono. ElI medio PAS
contiene extracto de levadura que funciona como una fuente de carbono y energia
alternativa  para el crecimiento  bacteriano  (Medios de  cultivo, 2012,
http://www.ms.gba.gov.ar/sitios/laboratorio). La fuente de carbono del Mm + aceite, es en cambio el
aceite contaminado con PCB’s, mas dificil de digerir por las bacterias que el extracto de
levadura. Por ende, la ligera variacion en el crecimiento, a favor del medio PAS, es

explica por esta razon.

El menor crecimiento bacteriano observado en las placas que contenian Unicamente Mm
pudo ser provocado por la baja concentracion de nutrientes o por el requerimiento de un
tiempo mayor de incubacidn. Para descartar esta Gltima posibilidad, posterior al recuento,

se dejaron las placas en incubacion a 30° C por 7 dias mas.

4.2.1.2. Aislamiento de colonias de diferente morfologia

Se aislaron colonias bacterianas en tres etapas de acuerdo al tiempo en que las colonias
iban apareciendo tras la siembra en los diferentes medios y al menos un representante de

cada uno de los grupos bacterianos obtenidos.
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e Bacterias aisladas a las 24 horas de la siembra

Transcurridas las 24 horas desde la siembra, se obtuvieron 29 colonias. Se aislaron todas
aquellas colonias diferentes por su forma, color, aspecto, elevacion y bordes. En la Tabla
9 se puede verificar su crecimiento durante los siguientes 3 dias, cada una fue repicada

en 3 placas con medios distintos: STD, PAS y Mm, bajo la presion selectiva del aceite.

Este criterio permitio en posterior escoger las colonias que fueron capaces de hacer frente

a concentraciones minimas de nutrientes.
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Tabla 9. Primer aislamiento de colonias a las 24 horas de siembra.

Fecha de siembra: 14/10/2015
Fecha de aislamiento: 15/10/2015
N° Colonia 16/10/2015 | 19/10/2015 20/10/2015

PAS |[Mm |St|PAS | Mm |St{PAS | Mm | St
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[uny
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[ERN
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IR
©

29 - - |+ - - |+ - - |+
Las filas marcadas en verde, corresponden a las colonias de bacterias con un

crecimiento significativo.
Realizado por: ARELLANO, Diana & YAMBAY, Carmen, 2016
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e Bacterias aisladas a las 96 horas de la siembra

Tabla 10. Segundo aislamiento de colonias bacterianas a las 96 horas de la siembra.

Fecha de siembra: 14/10/2015

Fecha de aislamiento: 19/10/2015

20/10/2015] 21/10/2015 | 22/10/2015 | 23/10/2015 | 26/10/2015
PAS Mm St |PAS Mm St |[PAS Mm St |PAS Mm St |PAS Mm St
30 - = W - -+ + + + | + + o+ | + + 4+
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43 - -+ + - + + - + | + + + + + o+

N° Colonia

44 - -+ - + o+ - + + - + o+ - + o+
45 + o + + - + + - + + - + + - +
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56 - - E + + o+ + + + | + + + + + o+
57
58
59 + + o+ + + o+ | + + + | + + o+ ]|+ + 4+
60 o= A + -+ o+ + + | + + o+ | + + 4+
61
62
63
64
65
66 + -+ + + o+ + + + | + + + + + o+
67
68
69
70
71

Las filas marcadas en verde, corresponden a las bacterias con buen crecimiento.
Realizado por: ARELLANO, Diana & YAMBAY, Carmen, 2016

88



Estas colonias provienen sobretodo de las placas de Mm y PAS que por la minima
cantidad de nutrientes tardaron en crecer. Estas al igual que las anteriores fueron
etiquetadas con los nimeros arabicos siguientes a los del aislamiento anterior. Se reporto
el crecimiento de cada colonia durante 6 dias, tiempo en el que el tamafio de las colonias

se mantuvo.

Como se observa en la Tabla 10, muchas de las colonias no lograron mantener el
crecimiento, debido a que la reserva de nutrientes que trae consigo la bacteria se termina,
a la falta de asimilacion de nutrientes del medio nuevo, a estar expuesta a temperatura
inadecuada o porque no son capaces de adaptarse a otro medio que no sea su lugar de

origen. (Microbiologia, 2009, http://www.unavarra.es/genmic/microclinica/tema02.pdf)

e Bacterias aisladas a las 168 horas de la siembra

Con el fin de contar con el mayor nimero posible de colonias aisladas y asi aumentar las
posibilidades de obtener las cepas mas aptas para la evaluacion de la capacidad de
degradacion de PCB’s, se recuperaron las colonias que tardaron en crecer de cada una de
las placas sembradas. La mayoria de las colonias expuestas en la Tabla 10, provienen de
las placas de Mm y PAS duplicadas con diluciones de 102, 103, 10**. También se aislaron
colonias pequefias que se pudieron recuperar de las placas de PAS y STD sembradas con
diluciones de 1073, 10* y 10°°,

Estas colonias al igual que las anteriores fueron aisladas a placas con STS, PASy Mm y

se reporto el crecimiento de cada una durante 3 dias (Tabla 11).
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Tabla 11. Tercer aislamiento de colonias bacterias a las
168 horas de crecimiento

Fecha de siembra: 14/10/2015
Fecha de aislamiento: 21/10/2015
Ne Colonia 22/10/2015| 23/10/2015| 26/10/2015
PASMnSt |PASMm St |PAS Mm St
73 N E - - |+ - -
74 - |- 1- ) - N E - -
75 N E - e - -

Las filas marcadas en verde, corresponden a las bacterias con crecimiento significativo.

Realizado por: ARELLANO, Diana & YAMBAY, Carmen, 2016



Al cabo de 7 dias de la siembra se contdé con 114 colonias aisladas. A los 10 dias, tras
haber reportado el crecimiento, se observo la muerte de muchas de ellas como se indica
en las tablas anteriores, y por ende, las colonias que superaron este primer proceso, se
pasaron a placas nuevas. Las filas de color verde corresponden a las colonias que
mantuvieron un buen crecimiento durante el proceso. Al final se cont6 con un total de 37

colonias, siendo estas las que pasaron al proceso de estabilizacion.

4.2.1.3. Estabilizacion de colonias

Para continuar con el estudio fue necesario estabilizar a las colonias aisladas repicandolos

consecutivamente tres veces. La Tabla 12, resume los resultados de cada repique.

Al observar un alto nimero de células muertas durante el primer proceso, el primer
repique se realiz6 Unicamente en una placa con medio STD con la finalidad de brindar a
las colonias sobrevivientes un medio rico para su mejor desarrollo. Como indica la Tabla
12, los siguientes repiques se realizaron en placas con medios Mm, PAS y STD, para
evaluar el crecimiento de las colonias y observar su capacidad de estabilizarse en los tres

medios.

Como se esperaba, todas las colonias crecieron en el primer repique en el medio STD. En
el segundo repique, la colonia 78 tardd mas en crecer en comparacion a las demas
colonias; la colonia 106 crecid Unicamente en el medio STD vy las colonias resaltadas de

rojo no crecieron en ninguna, estas ultimas no fueron repicadas por tercera vez.

En general, las demas colonias mostraron variacion en el crecimiento, la mayoria present6
mejor crecimiento en STD, sin embargo existieron colonias que crecieron en los tres
medios y otras como la colonia 100 y 105 crecieron mejor en el Mm con aceite que en el
medio STD. Mostrando asi su capacidad de crecer a expensas del aceite contaminado con
PCB’s.
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Tabla 12. Resultados de los repiques realizados.

REPIQUE 1 REPIQUE 2 REPIQUE 3
26/10/2015 27/10/2015 29/10/2015
Fecha de reporte Fecha de reporte Fecha de reporte Fecha de reporte
27/10/2015 28/10/2015 29/10/2015 30/10/2015
N - ST Mm PAS |ST |Mm |PAS |ST | Mm PAS |STD

Colonia

1+ - + + - + + - + +
13 |+ - + + - + + - + +
20 |+ + +
21|+ No repicado
23 | + No repicado
25|+ + +
26 |+ + +
27 | + No repicado
30|+ [+ [+
43 | + No repicado
44 | + + +
45 | + + +
56 | + No repicado
59 | + No repicado
60 | + - +
66 | + - - + - - + - - +
72|+ - + + + + + + + +
78]+ | Norepicado
79 | + - + + + + + + + +
80 | + - + + + + + + + +
81|+ + - + + + + + + +
82 | + - + + + + + + + +
84 | + - + + + + + + + +
85|+ + + + + + + + + +
86 | + - + + - + + - + +
87 | + - + + - + + + + +
89 | + - + + - + + - - +
92 | + - + + + + + - + +
93 | + - + + - + + - + +
94 | + - - + + + + + + +
100 | + + + + + + + + + +
102 | + + + + + + + + + +
103 | + - + + - + + - + +
105 | + - - + + + + + + +
106 | + No repicado
110 | + No repicado
114 | + - + + |+ + + |+ [+ [+

Las filas marcadas en rojo, corresponden a las bacterias que fueron eliminadas por no presentar un
crecimiento  significativo.
Realizado por: ARELLANO, Diana & YAMBAY, Carmen, 2016

El tercer repique se realiz6 con 28 colonias en los tres medios y todas sobrevivieron, estas

colonias fueron aquellas que crecieron en el segundo repique.
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4.2.1.4. Pruebas de Resistencia a Aceite contaminado con PCB’s

Las 28 colonias anteriores fueron expuestas a un aceite de 43,6 ppm de PCB’s,
dosificados en volumenes de 25 y 100 pL a una temperatura de a 30°C. En la Tabla 13
las filas marcadas en rojo, corresponden a las bacterias que fueron eliminadas por no
mostrar un crecimiento representativo frente a estas condiciones. La llustracion 21

demuestra el crecimiento de las colonias.

Tabla 13. Colonias resistentes a aceite contaminado con 43, 6 ppm de PCB’s

Volumen de aceite:

° .
N . Volumen de aceite: 25uL 100uL
Colonia
Mm PAS STD |Mm| PAS STD
1]- + + + - +
Y ES ES - SR SR E—
201 - + + + + +
25| - - + - - +
26|+ + + + - +
30|+ - + - + +
44 | + + + + + +
45| + + + + + +
60| + + + + + +
66 | + + + + + +
72|+ + + + - +
791+ + + + + +
80|+ + + + + +

105 | +

Las filas marcadas en rojo, corresponden a las bacterias que fueron eliminadas.
Realizado por: ARELLANO, Diana & YAMBAY, Carmen, 2016
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No se observaron diferencias significativas entre los dos tratamientos, por lo que se

excluyeron aquellas que no mostraron un buen crecimiento, independientemente del

tratamiento.

lustracion 21. Crecimiento de las cepas en Mm con 25 pL
de aceite (43,6 ppm de PCB’s)

Los circulos rojos representan a las colonias con crecimiento minimo o nulo.
Realizado por: ARELLANO, Diana & YAMBAY, Carmen, 2015

Se eligieron las 19 colonias que mejor crecimiento mostraban y fueron expuestas a una
muestra de aceite, con una concentracion de 500ppm de PCB’s estimada mediante el
método del kit colorimétrico, dosificada en volimenes de 150 y 250 pL, a una
temperatura de 30°C, como se puede apreciar en la Tabla 14. En la llustracion 21, se
puede observar el crecimiento de las cepas en Mm con 25 pL de aceite contaminado con

43,6 ppm de PCB’s.
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Tabla 14. Colonias resistentes a aceite contaminado con PCB’s (>500 ppm)

N Volumen de aceite: 150uL | Volumen de aceite: 250uL
Colonia[Mm |pPAs  [sT Mm |PAS [ST

1 - - + - - +

20| + + + + + +

25| + + + - - +

26| + + + + + +

30| + - + - +

41 + + + - + +

451 + + + + + +

[ ef - - T ~ [-T- 1T - |

66| + + + + + +

721 + + + + + +

79| + + + + + +

80| + + + + + +

82 - - + - - +

84| - + + - - +

85| + + + + + +

92| + + + - + -
100 + + + + + +
103 + + + + + +
105 + + + + + +

La fila marcada en rojo, corresponden a la colonia que fue eliminada.
Realizado por: ARELLANO, Diana & YAMBAY, Carmen, 2016

lustracion 22. Crecimiento de las cepas en presencia de 250 pL de

aceite contaminado con 500 ppm de PCB’s, en medio STD.
Realizado por: ARELLANO, Diana & YAMBAY, Carmen, 2016
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Las placas con 250 pL estuvieron practicamente inundadas de aceite contaminado con
PCB’s como se puede apreciar en la Ilustracion 22; aun asi todas las colonias lograron
crecer en al menos una de las placas, adaptandose o posiblemente metabolizando este

compuesto.

Los registros de la Tabla 14, indican que las colonias 25, 84, 1y 30 crecieron mejor en
un volumen menor de aceite. La colonia 82 alcanz6 a sobrevivir rodeado de aceite (250
HL) pero Unicamente en el medio STD, mientras las colonias 92 y 60 no crecieron en esta
condicion. Las colonias 60, 44, 25, 92, 30, 84, 1, 82 no crecieron en el Mm con mayor
volumen de aceite y concentracion de PCB’s, siendo menos elegibles para avaluar su
capacidad de degradar PCB’s. Las demas colonias presentaron un buen crecimiento en

todas las placas, a excepcion de la colonia N° 60 por lo que fue excluida del proceso.

Habiendo obtenido 18 de colonias con un alto potencial para degradar PCB’s se procedio
a purificarlas mediante una siembra en placa por estriado, como se indicé en la técnica,

para la posterior caracterizacion de cada una de ellas.

4.2.2. Caracterizacion de las cepas bacterianas

En la Tabla 15 se evidencia los resultados obtenidos tras la Tincion de Gram, que fueron
necesarios para la determinar la pureza de cada colonia y definirlos dentro de alguno de

los grupos: Gram Positivos o Gran Negativos.

La Tabla 16 indica la caracterizacion macroscopica de las 18 colonias que se mantienen
en el estudio, atendiendo parametros de forma, elevacion, margen y color segun el Anexo
F.
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4.2.2.1.

Microscépica

Tabla 15. Caracterizacion Microscépica.

N° TINCION N° TINCION
CEPA GRAM CEPA GRAM FOTO
Bacilo Gram Bacilo Gram
1 negativo 72 negativo
Bacilo Gram Bacilo Gram
20 negativo 79 negativo
Bacilo Gram Cocobacilo
25 negativo 80 Gram negativo
Bacilo Gram Bacilo Gram
26 negativo 82 negativo
Bacilo Gram Bacilo Gram
30 negativo 84 negativo
Bacilo Gram Bacilo Gram
44 negativo 85 negativo
Bacilo Gram Bacilo Gram
45 negativo 92 negativo
Bacilo Gram Bacilo Gram
66 negativo 100 negativo
Bacilo Gram Bacilo Gram
105 negativo £ 103 negativo

3 P !
Realizado por: ARELLANO, Diana & YAMBAY, Carmen, 201
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4.2.2.2.

Tabla 16. Caracterizacion macroscopica de las cepas bacterianas

Macroscopica

N° - COLOR COLOR
CEPAS FORMA|ELEVACION | MARGEN INTERNO | EXTERNO
1 Circular Convexa Entero Crema Crema
20 Circular Convexa Entero Crema Transparente
25 Circular Plana Entero Crema Crema
26 Circular Convexa Entero Crema Crema
30 Circular Convexa Entero Crema Crema
44 Circular Convexa Entero Crema Transparente
45 Circular Convexa Entero Crema Crema
60 Circular Elevada Entero Blanca Blanca
66 Circular Convexa Entero Crema Crema
72 Irregular Plana Ondulado Crema Crema
79 Circular Convexa Entero Crema Crema
80 Circular Convexa Entero Crema Claro
82 Circular Convexa Entera Crema Crema
84 Circular Convexa Entero Crema Crema
85 Fusiforme Elevada Entero Crema Crema
92 Circular Convexa Entero Crema Crema
100 Circular Convexa Entero Crema Crema
103 Circular Convexa Entero Blanco Transparente
105 Circular Convexa Entero Crema Crema

Realizado por: ARELLANO, Diana & YAMBAY, Carmen, 2016
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4.2.2.3. Prueba de resistencia de las colonias a metales pesados

Tabla 17. Evaluacion de la tolerancia a metales pesados de las cepas aisladas.

No . CADMIO COBRE MERCURIO PLOMO
ARSENICO (500ug/ml)
CEPA (500ug/ml) (500ug/ml) (100ug/ml) (500ug/ml)
Std EAI\i Tamanfo Std EAMS Tamafio Std EAnj Tamafo Std IiAl\i Tamanfo Std EAMS Tamafo

1 + + XXX + + XX + + X + + XX + + X
20 + - + + XX + - + X + -

25 + - + + X + - + - + -

26 + + X + + XXX + + XX + + XX + + XX
30 + - + + XX + + X + + XX + -

44 + - + + XXX + + X + - + + XX
45 + - + + X + - + + X + + X
66 + + X + + X + + XX + + X + -

72 - - + - + - + + X + -

79 + + XX + + XX + - + + X +

80 + + X + + XX + + X + + X + + XX
82 - - + + X + + XX + - + + X
84 + - + + X + + XX + + XX + + XX
85 + + XX + + X + - + - + -

92 + - + - + - + + X + -

100 + - + + XX + + XX + + X + + X
103 + + XX + - + - + + X + -

105 + + XXX + + X + + X + + XXX + + X

Las “x” representa el tamafio de la colonia, de esta forma. X: Pequefio (@ < 1mm); XX: Mediano (@ = 4mm) y XXX: Grande (&d >4mm); “M” representa el metal.
Realizado por: ARELLANO, Diana & YAMBAY, Carmen, 2016
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Debido a que en lo aceites minerales puede existir la presencia de metales pesados se decidio
realizar la evaluacion de la tolerancia a metales pesados de las cepas aisladas. EI plomo,
mercurio, arsénico, cobre y cadmio son metales pesados que son liberados cominmente en
varias industrias, convirtiéndose en compuestos elevadamente toxicos y peligrosos, para la

salud y ambiente. (Scheiner et al., 1989, p. 209). Muchas bacterias Gram Negativas han sido

estudiadas para probar su resistencia frente a varios metales pesados, demostrando que una

cepa puede ser capaz de resistir medios completamente hostiles y aun asi sobrevivir. (Moraga,
2003, p. 91).

Con la finalidad de crear un criterio mas de seleccion relacionado a la capacidad de las
bacterias a sobrevivir en medios hostiles parecidos al aceite dieléctrico con PCB’s, las 18
bacterias fueron sometidas a concentraciones de metales pesados. La Tabla 17 muestra el

crecimiento de las cepas en presencia de metales.

Todas las cepas a excepcion de la 72 y 82 fueron capaces de crecer en el medio STD. Las
cepas 105, 80, 26 y 1 presentaron crecimiento en todas las placas con medio PAS
suplementados con los metales pesados descritos en la Tabla 17.
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H % Total de clones aislados % De clones tolerantes al metal

lustracion 23. Porcentajes de las cepas tolerantes a metales pesados.
Realizado por: ARELLANO, Diana & YAMBAY, Carmen, 2016
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En el medio PAS suplementado con el metal pesado, todos las cepas aislados fueron capaces
de crecer en al menos una de las pruebas, siendo el medio con cadmio donde mejor crecieron
la mayoria de las cepas, con un 83% del total (llustracion 23), seguido por el mercurio con
el 78%. Mientras que el arsénico con un 44% de crecimiento resultd ser el metal mas

restrictivo para el desarrollo de las cepas.

4.2.2.4. Capacidad de crecimiento a temperatura ambiente

Tabla 18. Crecimiento de las cepas a temperatura ambiente
17 °C) durante 48 horas.

N2 De Colonia Mm PAS

1 -

20 -

25 -

26 +

30 -

44 - -

45 - -

66 - -

72 + -

79 - -

80 -

82 .

84 -

85 - -

92 - +

100 + +

(]
=
O

+ |+ +]+]+

+|+ ]+ + |+ H ]+ ]+

+

103 - +

105 + + +
Realizado por: ARELLANO, Diana & YAMBAY, Carmen, 2016

+

La meta de cualquier estudio de este tipo, es aislar bacterias viables para que en un proximo
estudio se las pueda emplear en proyectos de biorremediacion. Es por ello que estas colonias

fueron repicadas en tres placas con distintos medios (Mm, PAS y STD) para probar su
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crecimiento a temperatura ambiente, 17 °C (temperatura promedio de Riobamba durante los
meses de experimentacion, Anexo G), semejante a la temperatura de donde proceden
(conveniente para un tratamiento in situ). Se reporté el crecimiento de las colonias a las 48

horas como se comprueba en la Tabla 18.

Como se observa en la Tabla 18, la temperatura ambiente no restringié el crecimiento de
ninguna colonia en el medio STD, sin embargo les tomo un tiempo mayor de crecimiento
(48 horas) en comparacion con las condiciones (24 horas a 30 °C) usadas en este estudio. Las
colonias 44, 79, 45, 72 y 85 de la placa con medio PAS, no crecieron durante las 48 horas.
En el medio Mm fueron pocas las colonias que crecieron, pero bajo este criterio, son las que
mejor adaptacion demostraron, este fue el caso de las colonias 100, 105, 26 y 72. Asi se

obtuvieron 18 colonias que fueron caracterizadas para dar paso al siguiente proceso.

4.2.3. Identificacion mediante pruebas bioquimicas

Se establecio el género y especie de las colonias, la Tabla 19 muestra a detalle el resultado
de cada prueba y la denominacion a la que se Ileg6 segun los resultados, ademéas con estas
pruebas se asegurd que muchas de estas cepas se repetian, en resumen se determinaron siete
cepas bacterianas correspondientes a: Providencia alcalifaciens, Proteus mirabillis,
Providencia rettgeri, Providencia stuartii, Pseudomona alcaligenes, Morganella morganii,
Shigella disenteriae. Para determinar la especie a las que cada cepa correspondia se
compraron los resultados de las pruebas bioquimicas con tablas que mueran las caractericas

y diferencias entre especies bacterianas (aivarez y Boguet, 2002). Anexo H'y Anexo I.
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Tabla 19. Identificacion bioquimica de cepas bacterianas.

N?® | Oxidasa | Catalasa CITSEATO KLIGER DLEISS(IZ’XE_ '\{:%’\II_I' SIM UREA | ESPECIE
cepa SIMMON | Glucosa | Gas/Glucosa | Lactosa | SH, | BOXILASA Motilidad | Indol | SH>
1 _ + _ + - - - - - - + - - Shigella disenteriae
20 - + + + + - + - - + - + + Proteus mirabillis
25 f + + - - - - + - + Proteus mirabillis
26 - R + + - - - - - + + - + Providencia stuartii
30 - + - + + - - - - + + - + Morganella morganii
awl - | - . ; : - : e ] itaens
45 - + + + + - + - - + - + + Proteus mirabillis
66 - + + + + - + - - + - + + Proteus mirabillis
72 - + + + + - + - - + - + + Proteus mirabillis
79 - + + + + - + - - + - + + Proteus mirabillis
80 B - + + - - - - - + + - + Providencia stuartii
2| - | - . . ; - : L I B R
84 - + + + + - + - - + - + + Proteus mirabillis
85 - - + + + - + - - + - + + Proteus mirabillis
92 + + + + + - + - - + - + + Proteus mirabillis
100 |+ + + - - - - - - * ) ) ) zlﬁ?;;]g:a
103 - + + + + - + - - + - + + Proteus mirabillis
105 + - + + - - - - + + + - + Providencia rettgeri

Realizado por: ARELLANO, Diana & YAMBAY, Carmen, 2016
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4.3. Fase II1: Evaluacion de degradacion de PCB’s, mediante una

prueba in vitro

4.3.1. Seleccidn de un medio de cultivo liquido éptimo para la masificacion de las

cepas

Las cepas bacterianas purificadas fueron inoculadas en un medio liquido. Para este paso se
probaron tres medios: PAS liquido, peptona y caldo tripticasa de soya. Tras 24 horas de
incubacién a 30 °C, se evaluaron caracteristicas como turbidez, opacidad y presencia de
sedimento para elegir aquel medio liquido que aporte nutrientes suficientes para obtener un

crecimiento exponencial de las bacterias. (Moreno, 2009, pag. 3).

En los medios de peptona y agar tripticasa de soya se obtuvieron soluciones mas o menos
densas por la presencia de bacterias, e incluso se vio un deposito de células en el fondo de
los tubos que se resuspendian al agitar. Sin embargo, en el medio PAS estas caracteristicas

no pudieron ser apreciadas.

El medio de crecimiento de las bacterias debia ser lo mas parecido al lugar del que éstas
provienen, es decir con nutrientes limitados; por dicha razén se consider6 que la peptona
otorga el sustento nutricional basico y suficiente para el crecimiento y masificacion de las
cepas. La tripticasa de soya se descarta por ser un medio muy rico en nutrientes lo que
aseguraria inicialmente el crecimiento de microorganismos, sin embargo posterior a la
masificacion las bacterias pueden estresarse y morir por la falta de los nutrientes que en un
inicio les otorgaba este medio. Por otro lado el medio PAS, tras observar el resultado del

ensayo, no garantizaba la masificacion de bacterias.
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4.3.2. Criterios de seleccidn de cepas bacterianas

Tabla 20. Criterios de seleccion de las cepas para pruebas in vitro.

(turbiedad)

NUmero de cepa 44] 82 20/66/79/25/ 105 80/26 100 30 1
(Géneroy (Providencia | 92/45/72/84/ | (Providencia | (Providencia | (Pseudomona | (Morganella (Shigella
Especie) alcalifaciens) | 103/85 rettgeri) stuartii) alcaligenes) morganii) disenteriae)

Criterios de (Proteus
Seleccion mirabillis)
Patdgenas No No No No No No No
Cumplen con la Si Si Si Si Si Si Si
adaptacion y
estabilizacion
Tamafio de la X XX XXX XXX XXX XX XX
colonia.
Tiempo de 24 horas 24 horas 24 horas 24 horas 24 horas 24 horas 24 horas
crecimiento.
Crecimiento  a No No (A Si Si Si No No
temperatura excepcion
ambiente en Mm de la72)
Crecimiento en No Si (A Si Si Si No No
Mm con 250 pL excepcion
de aceite de la cepa
dieléctrico N° 25,92y
contaminado con 84)
599 ppm de
PCB’s
Resistencia a As No No Si Si No No Si
Resistencia a Cd Si Si Si Si Si Si Si
Resistencia a Cu Si No Si Si Si Si Si
Resistencia a Hg No Si Si Si Si Si Si
Resistencia a Pb Si No Si Si Si No Si
Cultivo en caldo X XX XXX XXX XXX X XX

Las “x” en el tamafio de colonia representa X: Pequefio (@ < Imm) ; XX: Mediano (@ = 4mm) y XXX: Grande (d =4mm)
Las “x” en el crecimiento en el medio liquido representan el nivel de turbiedad, siendo X: Bajo; XX: Medio; XXX: Alto
Realizado por: ARELLANO, Diana & YAMBAY, Carmen, 2016
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En la Tabla 20, se pueden apreciar los criterios que se emplearon para seleccionar las cepas
para el experimento in vitro; los registros de la cepas 100, 105 y 26 ayudaron a fundamentar

su eleccioén.

Al final de la segunda fase se purificaron y caracterizaron 18 cepas, debido a que resistieron
a cada uno de los ensayos aplicados durante el proceso lo que demuestra que estas cuentan
con potencialidad para degradar PCB’s, sin embargo, debido a las complicaciones en cuando
a costos y tiempo que se presentaban para trabajar con todas se hizo una seleccion de aquellas
con las caracteristicas mas sobresalientes y de cierto modo mas relevantes frente a las demas.

El tamafio de cada colonia durante los ensayos tuvo un peso relevante, puesto que al comparar
su crecimiento (todas en medio minimo y al mismo tiempo) y observar que unas fueron mas
grandes que otras se pudo deducir que se debia a un crecimiento mas rapido y con ello una
mejor asimilacion de los nutrientes aportados al medio, entre ellos los PCB’s. Los tamafios

de las colonias se puede observar en la llustracion 24.

llustracién 24. Bacterias seleccionadas.
Realizado por: ARELLANO, Diana & YAMBAY, Carmen, 2015
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El tiempo de crecimiento fue un factor importante, a la mayoria de las baterias después de
ser recuperadas de la placa correspondiente a la primera siembra, les costé crecer en el medio
minimo y PAS, mientras que las cepas seleccionadas: Pseudomona alcaligenes, (100)
Providencia rettgeri (105) y Providencia stuartii (26) mostraron un crecimiento bastante
bueno desde los primeros ensayos en los tres medios, resistiendo desde el principio al agente
contaminante. Este proceso se puede verificar en las Tablas 9, 10, 11 y 12; mientras que las

Tablas 13 y 14 corroboran la resistencia a mayor concentracion de PCB’s.

El crecimiento de las colonias puras a temperatura ambiente, dio resultados positivos en el
medio STD. Se observa en la Tabla 18, que: Pseudomona alcaligenes (100), Providencia
rettgeri (105) y Providencia stuartii (26) crecen también en el medio Mm y PAS,
potenciandose para ser elegidas, puesto que tienen un punto a favor si se estudia

posteriormente su uso para un tratamiento en situ y con minimas cantidades de nutrientes.

Para complementar la eleccion de estas cepas se investigd que Moraga (2003), concluye que
la bacteria Pseudomona alcaligenes es capaz de resistir a metales como Pb, As, Ni, Cu, Hg,
Zn, Cr y Cd con concentraciones de >3.200; >3.200; 10; 800; 200; 3.200; 400 3.200ug-ml ™,
respectivamente; lo que aporta argumentos para su eleccion. Hanssen, reportd a
Pseudomonas aeruginosa y Providencia rettgeri como las mas tolerantes a cobre, pues estas
crecieron frente a una concentracion de 1,8 y 1,6 mM, respectivamente, haciéndolas viables

para su uso en biorremedacion. (Hanssen et al., 1998; citado en Gonzélez, 2009, p. 18)

Serrano (2014, p. 106), en su trabajo de titulacion, encuentra a Providencia stuartii en
sedimentos de la laguna de Colta y concluye, una vez realizadas las pruebas y con los
resultados obtenidos, que esta bacteria entre ocho méas son Optimas para conformar un
consorcio bacteriano nativo, para reducir la contaminacion del sedimento dragado de la

laguna; esto es, para efectos de biorremediacion.

4.3.3. Masificacion de las cepas bacterianas (caldo madre)
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Cada cepa fue masificada en las mismas condiciones de: Temperatura (30°C), tiempo de
incubacion (24 horas), medio de liquido de cultivo (agua de Peptona). La concentracion
celular obtenida después de este periodo varia en cada caso, debido a la fisiologia de cada
bacteria. Sin embargo para cada caso este valor es bueno, Serrano (2014), asegura que con la
masificacion, es necesario alcanzar una concentracion celular 6ptima (del orden 108

UFC/mL) para la dosificacion bacteriana en cualquier matriz sélida.

Tabla 21. Concentracion celular obtenida de la incubacion a 30°C por 24 horas.

Tiempo de *Abs
CEPA incubacion Temperatura | (625 nm) | **UFC/MI
Pseudomona
alcaligenes 24 h 30°C 1,048 2,4E+09
Providencia rettgeri 24 h 30°C 0,676 1,5E+09
Providencia stuartii 24 h 30°C 0,768 1,8E+09

* Absorbancia
**UFC/mL estimado segun la escala estandar de McFarland.
Realizado por: ARELLANO, Diana & YAMBAY, Carmen, 2016

4.3.4. Evaluacion de la reduccion de PCB’s por accion de las bacterias, en una

prueba in vitro

Para este experimento se conté con un grupo control compuesto por 50 gramos de arena con
2,5 mL de aceite dieléctrico contaminado con PCB’s, cuya caracterizacion se encuentra en
el Anexo C. Este aceite se utilizé para todo el experimento in vitro, mediante el cual se evalu6

la capacidad de las bacterias para degradar PCB’s de aceites contaminados.

Los resultados del analisis de PCB’s del grupo control y de las unidades experimentales: UA,
UB y UC emitidos por el LAB-CESTTA fueron en parametros de Aroclor 1242, Aroclor
1254, y Aroclor 1260, teniendo valores altos de Aroclor 1254 (Anexo J, K, L y M

respectivamente), por lo que se valoré la reduccion de PCB’s en esta forma.
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Tabla 22. Resultados de la prueba in vitro para la evaluacion de reduccion de PCB’s.

Unidad In6culo | *PCB's | *PCB's % **Estimacion
experimental | (UFC/mL) | inicial final Reduccién | Reduccion (%)
G 0 0,80 0,80 0 0 0
UA 24x108 0,97 0,65 0,32 33 33
UB 15x108 0,84 0,62 0,22 26 42
ucC 18x108 0,75 0,66 0,09 12 16

* PCB's medido como aroclor 1254

** Calculo estimado para una concentracion de indculo igual a 24x108 para A, By C

UA (Unidad experimental con la cepa A), UB (Unidad experimental con la cepa B), UC (Unidad experimental con la cepa

C)

Realizado por: ARELLANO, Diana & YAMBAY, Carmen, 2016

Los resultados de los andlisis efectuados para medir la concentracion de PCB’s en el grupo

control y en las unidades experimentales: UA, UB y UC a los 42 dias de haber empezado el

experimento, se encuentran adjuntos en los Anexos N, O, P y Q respectivamente.
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lustracion 25. Reduccion de la concentracion de PCB’s a los 42 dias por las 3 cepas.
La concentracion inicial de PCB’s en el grupo control fluctuaba en valores aceptables de + 0,1
Realizado por: ARELLANO, Diana & YAMBAY, Carmen, 2016
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En la Tabla 22 y en la llustracion 25, se observa que entre las tres cepas bacterianas, la que
presenta mayor reduccion de PCB’s (Aroclor 1254) es Pseudomona alcaligenes (N° 100) en
un 33%, seguida de Providencia rettgeri (N° 105) en un 26 % y Providencia stuartii (N° 26)
en 12%. En un estudio similar realizado por Payne et al (2013), se alcanza una reduccion del
80 % de PCB’s después de 365 dias, los 120 primeros dias corresponde a una fase anaerobica
en la se degrada el 56%; los siguientes 245 dias corresponden a la fase aerébica donde se
degrada un 24 %. En nuestro caso, Pseudomona alcaligenes redujo aerébicamente 33% de
PCB’s en 42 dias, y Providencia rettgeri un 26 % en el mismo periodo, dando buenos

resultados en un menor tiempo que en el estudio anterior.

Debido a la fisiologia de cada bacteria no se logré alcanzar una concentracion celular inicial
igual para cada cepa. Sin embargo, se pudo hacer un breve analisis sobre lo que pasaria si
todas las unidades experimentales hubiesen empezado con la misma concentracion de
bacterias. En la Columna 7 de la Tabla 22, se observa que Providencia rettgeri pudo haber
superado el porcentaje de reduccion de Pseudomona alcaligenes, mientras que Providencia
stuartii, mantendria su porcentaje de reduccion por debajo del de las dos cepas anteriores.

Cabe recalcar que el analisis inicial y final de la concentracion de PCB’s en el grupo control
(G) compuesto Unicamente por aceite contaminado y arena permitio asumir que la reduccion
de la concentracion de PCB’s en la unidades experimentales UA, UB y UC, es justificada
Unicamente por la accién de las bacterias, ya que en el grupo control la concentracion de

PCB’s es igual en la medicion inicial y al final.

435, Recuento bacteriano de las unidades experimentales

Para asegurar la accion del microorganismo en la reduccion de concentracion de Aroclor, se
realiz6 un recuento de microorganismo a los 18 y 42 dias del inicio del experimento. La Tabla

23 contiene a detalle la concentracion celular a cada tiempo propuesto.
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Tabla 23. Recuento del nimero de colonias en las placas durante el experimento.

t= 18 dias t= 42 dias
CEPAS | *t=0 (UFC/mL) (UFC/mL) (UFC/mL)
Anmo 24x108 3,3x108 2,0x10°
UA! 24x108 3,3x107 3,6x10°
UA? 24x108 3,2x107 3,7x10°8
Bmo 15x108 3,6x107 2,1x10°
uB! 15x108 3,6x10° 3,0x10°
UB? 15x108 3,3x10¢ 3,1x10°
Cmo 18x108 3,8x107 2,8x10°8
uct 18x108 3,9x10° 3,6x10°
uc? 18x108 3,7x10° 3,4x10°

Realizado por: ARELLANO, Diana & YAMBAY, Carmen, 2016

4.3.5.1. Crecimiento de Pseudomona alcaligenes durante la prueba in vitro

Concentracion celular en UA vs Tiempo
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lustracion 26. Crecimiento de la cepa A durante el tiempo de experimento.
Realizado por: ARELLANO, Diana & YAMBAY, Carmen, 2016
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La llustracién 26, muestra que el crecimiento celular de Pseudomona alcaligenes es mayor
en presencia de aceite dieléctrico contaminado con PCB's, lo que indica que posiblemente la

bacteria lo esta utilizando para su desarrollo.

En los primeros 18 dias los valores de las pendientes de las dos rectas son mayores a las
pendientes de los dias posteriores, esto demuestra que la muerte celular es mas acelerada en
este periodo, provocando un descenso de la concentracién celular. Este comportamiento
puede ser facilmente explicado, pues al afiadir el caldo madre en 50g de arena la
concentracion del indculo disminuye, ademas de que las bacterias deben pasar primero por
un proceso de adaptacion. En la segunda etapa también se observd una disminucion de
microorganismos, sin embargo la pendiente es menos pronunciada, lo que nos lleva a
entender que la bacteriana se ha ido adaptando al medio experimental (arena+ aceite) y a los

42 dias Pseudomona alcaligenes, ha reducido PCB’s de 0,97 a 0,65 mg/kg.

4.3.5.2. Crecimiento de Providencia rettgeri durante la prueba in vitro

Concentracion celular en UB vs Tiempo

B+arena

—O— B+arena+aceite

0 6 12 18 24 30 36 42 48
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llustracion 27. Crecimiento de la cepa B durante el tiempo de experimento.
Realizado por: ARELLANO, Diana & YAMBAY, Carmen, 2016
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La llustracion 27 acerca de Providencia rettgeri, permite interpretar que el crecimiento de
esta bacteria es menor en presencia del aceite. En presencia de aceite contaminado con
PCB’s, en los primeros 18 dias se ve un descenso significativo de 15x108a 3,6x10° UFC (m=
-0,14), a partir de este momento el descenso continua en menor ritmo (m= -0,04), hasta
aproximadamente los 39 dias, en este punto la curva comienza a estabilizarse y se sobrepone
al control, lo que posiblemente indica que tras haber superado el cambio de ambiente las
bacterias sobrevivientes empiezan a adaptarse, de tal modo que en un periodo de 42 dias, la
accion de Providencia rettgeri ha reducido PCB’s de 0,84 a 0,62 ppm en la unidad

experimental.

4.3.5.3. Crecimiento de Providencia stuartii durante la prueba in vitro

Concentracion celular de C vs Tiempo

9,5
9,0
8,5
8,0
7,5
7,0
6,5
6,0
5,5
5,0

0 6 12 18 24 30 36 42 48

Tiempo (dias)

~005 o C+arena

¢ —e— C+arena+aceite

log [C] (UFC/mI)

m=-0,014

llustracion 28. Crecimiento de la cepa B durante el tiempo de experimento.
Realizado por: ARELLANO, Diana & YAMBAY, Carmen, 2016

La llustracién 28, indica que durante el primer recuento de bacterias, a Providencia stuartii
le cuesta mas crecer en presencia de aceite, que a las dos bacterias anteriores. Durante este
periodo pasa por una muerte celular bastante acelerada (m=-0,2) en relacion a las otras

bacterias en estudio. En el segundo recuento, el crecimiento sigue en descenso pero el valor
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de la pendiente de la recta en muy baja (-0,0014), demostrando asi su asimilacion y

adaptacion al medio.

Sin embargo, esta bacteria crece mejor en un medio sin aceite, aprovecha al principio los
nutrientes mas faciles de obtener, y una vez agotadas las reservas empieza, a aprovechar el
contaminante. De tal modo que al cabo de 42 dias fue capaz de reducir PCB’s de 0,75 a 0,66
ppm en la unidad experimental, siendo la unidad experimental en el que se obtuvo una menor
reduccion de los PCB’s. Lo observado explica por qué en este caso se aprecia una menor

degradacion de PCB’s.

4.3.6. Control de las condiciones ambientales

Tabla 24. Control de las condiciones ambientales durante el experimento in vitro.

Al dia0 Al dia 18 Al dia 42

Cepa pH T Humedad pH T Humedad pH °T | Humedad
Amo 5,39 | 30°C 56% 5,44 | 30°C 50% 5,42 | 30°C 46%
Bmo 5,76 | 30°C 54% 5,81 | 30°C 49% 5,68 | 30°C 45%
Cmo 5,78 | 30°C 56% 5,83 | 30°C 51% 5,78 | 30°C 47%
UA 5,61 | 30°C 58% 5,66 | 30°C 54% 5,69 | 30°C 49%
uB 5,66 | 30°C 56% 5,66 | 30°C 53% 5,69 | 30°C 47%

uc 5,60 | 30°C 57% 5,64 | 30°C 53% 5,83 | 30°C 46%
Realizado por: ARELLANO, Diana & YAMBAY, Carmen, 2016

Todos los valores de la Tabla 24 fueron mantenidos en las condiciones recomendadas
bibliograficamente para bacterias que han logrado degradar PCB’s (Bopp, 1986),
proporcionado asi un medio adecuado para el crecimiento de las estas en cada matriz y la

incorporacion de PCB’s a su metabolismo.
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CONCLUSIONES

e Se aislaron cepas bacterianas a partir de suelo de la Central Hidroeléctrica “Alao” de la
Empresa Eléctrica Riobamba S.A. y se caracterizaron atendiendo parametros de
adaptacion a medios contaminados con PCB’s, resistencia a diferentes concentraciones
de aceite dieléctrico contaminado con PCB’s, caracteristicas macroscopicas y

microscopicas, capacidad de degradacion y resistencia a metales pesados.

e Mediante el uso de tres medios: Agar para métodos estandar, PAS y Medio Minimo, se
aislaron 18 cepas bacterianas a partir de suelos de la Central Hidroeléctrica “Alao”, las
cepas fueron aisladas bajo la presion selectiva de concentraciones crecientes de PCB’s

contenidos en aceite dieléctrico.

e Mediante la aplicacion de pruebas bioquimicas se identificaron 18 cepas bacterianas
correspondientes a las especies: Providencia alcalifaciens, Proteus mirabillis,
Providencia rettgeri, Providencia stuartii, Pseudomona alcaligenes, Morganella

morganii, Shigella disenteri.

e Las cepas bacterianas seleccionadas para evaluar la biodedegradacion de PCB’s fueron:
Pseudomona alcaligenes, Providencia rettgeri y Providencia stuartii. Estas bacterias
fueron elegidas de acuerdo a criterios recolectados como crecimiento en condiciones
minimas de nutrientes, resistencia a los PCB’s, tamafio de las colonias, crecimiento a
temperatura ambiente y resistencia a metales pesados; durante la primera y segunda fase

del estudio.
e El porcentaje de eficiencia en la reduccion de la concentracion de PCB’s como Aloclor

1254 a los 42 dias fue: del 33% por Pseudomona alcaligenes, del 26% por Providencia

rettgeri y del 12 % por Providencia stuartii.
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RECOMENDACIONES

e Serecomienda que para posteriores investigaciones relacionadas, establecer periodos de
degradacidn superiores a los 42 dias y mediciones periddicas, con la finalidad de obtener

una curva que determine el tiempo exacto de degradacion.

e Debido a que este este es un estudio nuevo dentro de la institucion e incluso a nivel
nacional se sugiere continuar una la investigacion a fin de buscar extrapolar las
condiciones de la prueba in vitro a una planta piloto, controlando los factores
ambientales, asi como también la estabilizacién del crecimiento celular de Pseudomona
alcaligenes, Providencia rettgeri y Providencia stuartii, con el fin de lograr mayores

porcentajes de degradacion.
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ANEXOS

ANEXO A. Tabla de propiedades fisico quimicas de los aceites dieléctricos

UNIDAD METODO ENSAYOD

Clase U: Aceite para transformador no inhibido.
FUNCION
Viscosidad a 40 2C mm’ = 150 3104 10-11 <12
iscosidad & -30 2C mm' s 150 3104 S50 < 1800
Punto de congelacion 8C 150 3016 -45 < -40
Contenido d g/ke IEC 60814 =5 < 30 | cisterna)
entenido de sgua ME/ke (pu=sta en servicio] | < &40 | pidan)
Tensien de ruptura eléctrica KW |EC 60155 ) > &0 L }_3|:'
| TUEsIE B0 D] |sumirstro|
Densidad a 202C g/m 150 3675 o 150 12185 0,840 - 0,880 <0 855
Factor de disipacion dieléctrica a 902C IEC 60247 o IEC 61620 < 0,002 = 0,005
REFINO/ESTABILIDAD
Azpecto -- Transparente y brillante
Acidez mg KOH/g |IEC&62021-1 <0,01 =0,01
Tensien interfasica mM/m 150 6295 =40 =40
. BS 2000 parte 373
Contenido en azufre total o IS0 14596 - -
Azufre corrosivo DN 51353 Mo corrosivo
Aditivo antioxidante |EC 606EE Mo detectable
Contenido en 2-furfural mg/ke IEC 61198 =0,1 =<0,1
PRESTACIOMES
Estabilidad a la oxidacion - Acided total | mg KOH/g | IEC 61125 {met. C) 04 <132
Estabilidad a la oxidacién - Lodos % IEC 61125 met. C} <02 <08
| SUEIE =0 DRIV
Estabilidad a la oxidacion - Factor de
£ =
disipacion dieléctrica a 902C IEC 80247 0,05 0.5
Formacion de gases IEC 60628, A - -
SALUD, SEGURIDAD ¥ MEDIO AMBIENTE
Funto de inflamacion 2C 150 2719 140 -160 > 135
Contenido en PLCA . BS 2000 parte 346 =3
Contenido en PCB - IEC 6161% Mo detectable

Fuente: Electrical Engineering Materials Reference Guide, 1990



ANEXO B. Caracteristicas Fisico Quimicas de los PCB’s

Parametro
Estado fisico
Densidad

Solubilidad en agua

Solubilidad en aceites y solventes orginicos
Solubilidad en lipides

Coeficiente de particion log KOW

Punto de inflamadién

Presién de vapor

Constantes de la Ley de Henry

Constante dieléctrica

Estabilidad térmica

Estabilidad quimica

Impurezas conocidas en mezclas
comerciales de PCBs

Color

Caracteristica
Liquido (temperatura ambiente)
1,182 - 1,566 g/ml

Baja, entre 1,08x10% y 9,69x107" melllitro (generamente
disminuye con k masa molecular relatival®l [10]

Alm

Répidamente absorbidos por tejides grasos
4,46 — 8,180 T

Alto (170-380 *C) (no explosives)

Baja (semivolitiles); forman vapores mas pesados que el aire, pero
no forman mezclas explosivas con el aire. Generalmente disminuye
con | masa molecular relativa y aumenta el grado de susttucion
de los cloros en posicién oree ['1 111

O.EXIO_" - B.leﬂ"‘ atm m3/mol (a 25 °C, técnica de purga de
gas)determinada para 20 congéneres.

Alta (baja conductividad eléctrica)

-Alra resistencia al fuego (pirorresistentes) con temperatura de inflamabilidad
elevada (esto es ka base de su uso como liquido de enfriamiento en equipos
eléctricos). Cuando se alientan pueden producir Dibenzofuranos
poliderados, con médxima producdén entre los 550 °C y 700 °C.

- Mo cristalizan a bajas temperaturas, pero se transforman en resinas sélidas.

Alto grado de estabilidad quimica bajo condiciones normales.
Resistentes ala oxidacién, a Acidos, bases y otros agentes quimicos.
De acuerdo a pruebas de laboratorio, permanecen inalterados
quimicamente, aun en presencia de oxigeno o algunos metales

activos a altas temperaturas (sobre 170 °C) y por periodos prolongados
de tiempo.

Dibenzofuranos clorades (en concentraciones de pocos mgfkg y

40 mg/kg), naftalenos clorados y cuaterfenilos clorados.

- PCBs comerciales (mezclas de congéneres) son de color amarillo
clare u oscuro
- Congéneres individuales son incoloros, a menudo cristalinos

Fuente: Centro de Investigacion y Estudios en el Medio Ambiente, 2015




ANEXO C. Tabla para la estimacion de UFC/mL segun la escala de McFarland

Fuente: Clinical and Laboratory Standard Intitute, 2015.



ANEXO D. Resultados del analisis de PCB’s del aceite dieléctrico utilizado para el

experimento in vitro

"~ CENTRO DE SERVICIOS TECNICOS Y
TRANSFERENCIA TECNOLOGICA

AMBIENTAL

DEPARTAMENTO :
LABORATORIO DEVAN.-\LISIS AMBIENTAL E
INSPECCION (LABCESTTA)
Panamericana Sur Km. 1 %,

RIOBAMB:
Telefax:

ESPOCH (Facultad de Ciencias)

Servicio de
7 | Acreditacion
5 Ecuatoriano
Acreditacion N° OAE LE 2C 06-008
LABORATORIO DE ENSAYOS

INFORME DE ENSAYO No:
ST:

Nombre Peticionario:

Atn.

Direccién:

FECHA:
NUMERO DE MUESTRAS:

FECHA Y HORA DE RECEPCION EN LAB:
FECHA DE MUESTREO:

FECHA DE ANALISIS:

TIPO DE MUESTRA:

CODIGO LABCESTTA:

CODIGO DE LA EMPRESA:

PUNTO DE MUESTREO:

ANALISIS SOLICITADO:

PERSONA QUE TOMA LA MUESTRA:

112

010-16 ANALISIS DE QUIMICOS
NA

Dra. Nancy Veloz

Panamericana sur km 1%
Riobamba - Chimborazo

02 de Febrero del 2016

1

2016/01/28 - 12:30
2016/01/28 - 11:00
2016/01/28 - 2016/02/02
Aceite dieléctrico
LAB-Q 102-16

NA

Transformador Central Hidroeléctrica Alao
Quimico

Carmen Yambay

CONDICIONES AMBIENTALES DE ANALISIS: T mix.:25.0°C. T min.: 15.0°C
RESULTADOS ANALITICOS:
- VALOR
PARAMETROS g UNIDAD | RESULTADO 'NCER(I;(':;‘;MBRE e
()

Arocloriizaz. | PEEE RS IIARE e <10 £27% 50
Aroclor 1254 PEEQ&%‘?EQM me/ke 13,54 £22% 50
Aroclor 1260 PEEi\LSATBI\f_%SES’;’m mg/kg <10 £25% 50
*PORsTonl - (FEHASESIERER E o ony 13,54 - 50

OBSERVACIONES:

e Muestra receptada en el laboratorio.

o Los parametros marcados con (*) no se encuentran dentro d

alca

° La columna marcada con (.) corresponde al limite maximo permisible establecido en el Convenio de Estocolmo.

Solicitados por el cliente.

RESPONSABLE DEL INFORME:

Ticio Aljrfz’f
BL/E@ICO

LABORATORIO DE ANALISIS AMBIENTAL

Este documento no puede ser reproducido ni total ni parcialmente sin la aprobacion escrita del laboratorio.
Los resultados arriba indicados sélo estan relacionados con los objetos ensayados

MCO1-14

€ INSPECCION
LAB- CESTTA
FAPRGH.

Pagina 1 de 1
Edicion 5

Fuente: Lab CESTTA, 2015.




ANEXO E. Célculo del nimero de colonias segun la INEN

Fecha
siembra | 13/10/2015
Temperatura | 30°C
Ndmero de colonias (UFC) para 10
Serie Promedio )

Medio Duplicada | Cuadro 1| Cuadro 2 | Cuadro 3 | Cuadro 4| Cuadro5|UFC Area caja(cm) | N°.colonias | UFC/mL
2 |A 72 80 40 30 64 57 65 3718 148720
“ 1B 68 74 52 40 70 61 65 3952 158080

Numero de colonias (UFC) para 107
£ 18 53 13 21 15 24 65 1560 62400
2B 16 62 10 30 8 25 65 1638 65520

Numero de colonias (UFC) para 107
c 21A 30 42 45 23 23 33 65 2119 84760
=< |8 21 49 36 43 12 32 65 2093 83720

Numero de colonias (UFC) para 107
£ 2 |A 7 5 1 4 2 65 247 9880
><|B 5 1 4 5 3 65 234 9360

Realizado por: ARELLANO, Diana & YAMBAY, Carmen, 2016




ANEXO F. Guia para determinar la morfologia de las colonias bacterianas

e @ W B % -~

Puntforme  Circular  Filamentosa Ireguir  Rizolde usforme

Elovaciin e —— . - A

Pana Elevada JarneRa Pulnaca Umbonata

(N SN Sy il P

Emero Ondulads  Lobuade Ercsionado Filamentoso Rizado

Fuente: Microbiologiaitt, 2015



ANEXO G.

Temperatura promedio de la ciudad de Riobamba durante los meses de

investigacion en laboratorio

MES DEL | TEMPERATURA | TEMPERATURA | TEMPERATURA
ANO 2015 | MINIMA (°C) MAXIMA (°C) MEDIA (°C)

Media | Octubre 9,7 22,0 14,0
Noviembre | 9,8 21,5 14,0
Diciembre | 9,2 21,9 14,0
Maxima | Octubre 15,2 25,4 11,2
(24 Noviembre | 12,0 25,0 15,7
horas) | Diciembre | 11,8 24,6 15,8
Minima | Octubre 3,4 18,4 12,2
(24 Noviembre | 4,8 14,6 115
horas) | Diciembre | 2,6 18,3 12,2

Fuente: Estacion Agrometeorldgica, Facultad de Recursos Naturales, ESPOCH.
Realizado por: ARELLANO, Diana & YAMBAY, Carmen, 2015




ANEXO H. Tabla de resultados de las pruebas bioquimicas para identificacion de especies del género Pseudomonas

TABLA 37:  CARACTERISTICAS DEL GENERO PSEUDOMONAS

Bacilos rectos o ligeramente curvados.

RO O TR. . T
ion de

Rzaccion irente a la colora
RRORUTY o o o oo U
Formacion de esporas. .
Requerimiento de oxigeno

O-F glucosa . s

Gramnegativo.
Negaliva. )
Aerobio estricto (1). SN
Oxidativo o inerte.
Positiva (2).

Algunas cepas utilizan el oxigeno del nitrato como aceptor
alternalivo de electrones y crecen anaerédbicamente.

- - - . Positiva.
NMoviligaag .. .- . - - Positiva (3).
Reduccion de niwraio . . . .- Variabie.
.. Negativo. - Excepto P. maltophilia y algunas cepas de P£. mallei, que
son negativas. "

Negativo.

5 !:eg;a_uvoa a. Excepto P. mallei, que es negativo.
sSiti . .

bl ol Excepto P. ves/cularis, que es varlaple negativo. -~

Rojo de meulo. ..
Yoges Froskauer . o e 2
Crecimniento en agar MacConkey. ..

LAS PRINCIPALES ESPECIES DE PSEUDOMONAS

TABLA 38: CARACTERISTICAS DIFERENCIALES DE

=
=
=
=
© = k] 8 ]
& - g s 5 m
s . 2 3 = = . -
2 z 3 & 5 g 2 3 S E) s o s A 8
S 2 E S 2 =2 & 8 R = 2 2 3 2 g 2 s e
2 2 2 i 8 s = = £ g b= 8 g g g g 2 5
& & S S S = 5 S < = = & =) = = & = -
Praeruginosa - +(1) v + o + -+ — — -+ v -+ + ) — V= v+ v =
P. putida ... .. . = Mt - o + + - — —+ \4 — + + N T “+ v~ m
P. fluorescens . . - + - o -+ + - — + v + + + N v + + L@
P. maltophilia J - - g o - + + — — — -+ - 4+ v + + - e
P. alcaligenes s — - VT 1 + -+ - - V. v — — — - - — £
P. pseudoalcaligenes . e - - v 1(2) -+ + - - v — — — —(2) — - o5 S
P. pseudomallei . . ... .a > -_ -+ o -+ (3) = -— -_— -+ N + v’ -+ -+ -+ -+ “+
P. mallei - — — o v*(a) - = — + v o v + e -+ -+ v
P.cepacia. .... - — v o + (3) -+ -+ v - Y= AV M - + -+ “+ -+
P. butretaciens e = v o S -+ = -+ - - bt — -+ e v v =
P. testosteroni - - — 1 - + — - - - - - — =0 = e =
P. acidovorans. - i g e 1 + s - - - — _ —_ —_ = — =
P. vesicularis - - - —_ Vv (5) +(3) + —_ —_ — v _ v —_ v AL o
P. diminuta . e 3% v - v 1 -+ L - -_— - -—_— v — —_— _— — - o
P. stutzeri . . o s s = = v+ o -+ =t o i o V= = = = = + * et
RO L R L o A S ) e = = o 4= = — = L = v —_ -+ — — -+ —
NGASE 1. Algunas cepas no producen piocianina. 4. La reaccién en caso posilivo puede ser débil.
v 2. Algunas cepas oxidan la glucosa. 5. La reaccién en caso positivo suele ser débil. >
[ 3. La reaccién puede ser débil. : = $ Sy : - 2 -

|

Fuente: ALVAREZ & BOQUET, 2002



ANEXO |. Tabla de resultados de las pruebas bioquimicas para la identificacion de especies de la familia

Enterobacteriaceal
TABLA 368: CARACTERISTICAS PARA LA DIFERENCIACION DE LAS ESPECIES DE LA FAMILIA ENTEROBACTERIACEAE* f
§
w )
£ ]
i L g §
o 8 .
. s 5 § 3 g £ §
] 2 g S 3 ¢ §
@ © c = = o
2 [ & 2 ° @ B © @ @ £
¢ 0B P g oo 2 ¥ 8 3 & 2% 85 <R S
24405 i 32 T R o U g
E .2 =5 B 83 g 2 A EYLEG S & i@ & JUE 5 Eesane s
Escherichiacoli........ e * Y = TICIN SEt RC TR  Sa s E SR Y  G Vi S + = 4 e~ 4
Escherichia coli inactivo. ... ... G AT, s SR> ol i 1 e Y7o N e S WOy Y Ry vt - 4 T~ v
sl e Stugella adysenteriae........... = NGaE S TN T ey LS R et Vo= T MyE Vs VHUIEODERER B AL o
Shigeila tlexneri . . R R I A TR T e - A e TR B T T o A3 [ i PR R - e e R
Shigeila boydii . 5 it Bl e b asar, T ety o RN SRR SARIaRN 00 IBunais Iob naioibe amiyil s) 0l Ve = ek S Sy
Shigeila sonnei................ ST AR, et R S S INRPHENT L o BS S Eiams o R R Misha, S et 2l o B <7 SR L TRERRES S
Edwarsiella tarda............., SOloiIRIsiT alh Tiaas Biasii einn atua 1 8 b4 aldat del s a08e stlonu el gl i o SR e R
Klebsiella pneumoniae ..., ... e SN T RGN SIARAGNED. T U A e o S e el T R R + +
Klebsiella ozagnae(1).......... i) S NRNEBIgE MOV M v = e CHSREAEE ruheYedimnaadts . sNec  Vonat P s g N i e
ispsialia rhingscleromaltis(il . +  + @ = = 3 . dfaiomise o CONEA SHbRERCnTE. Sheledo AR o TR
Klebsiella oxytoca. ...... Aoy polties =SS & soiooominGRRY B0 40 3 4 tpeipiage O NRNIST Y BCRIRER SRl L T £
Enterobacter cloacae........... S e U L s BT R eT IV e IR et G R St S
Enterobacter aerogenes . . FENNTAN REASE V Sopioonsinatiag . bely v L 1 Y eyt e vialtoardmt b, =0 = . ¢
Enterobacter agglomerans. . T I e o) i R T e v T e M YrsaWiRiYasve Ve = 4+ v 4
Enterobacter gergoviae. by o shi-siatehs eb-isgi) nerovifigos =8 e Ny RER e et in REp Fos Wl Eelnckiatiead = = o g g
Enterobacter sakazakii ........ — + 4+ + RSN, o s R T S i by o, L e R SRR R
Serratia marcascens.,......... Vit s el o = RS AN R b Rt ) TR N e e SIS =
Serraua liquelaciens. ... ...... T T EE ek Sk NGRS Ty e L R S Vst i, e e s
Seriatia rubidaea.............. Vi e N T AT GARE R N e Rl R G A G Db
Morganelta morganii........... Sl E ST T R e e SNSRI SRR o SR e T i e R e S T S R
Proteus mualilis e s riannn s e VI R el T =B T R e T e VR et e R e e
Frotzus vulgaris. . eV SNV SR e S e G e M TN NN AR S ey L
Providencia alcalifaciens ...... + - - + + — 4 Vb e R e S e = Vo s R S e R
Providencia rettgeri ... .. W ThTESIS. Sk R e R SN R S R S Vi VT s SR
Providencia stuartii. ... ........ DR e TR S AR e T (e R R SR e S S AR SR R AR

Fuente: (Alvarez y Boquet, 2002)



ANEXO J. Resultados del anélisis de PCB’s en el grupo control (arena mas aceite) en

el tiempo 0, utilizado para el experimento in vitro

CESTTA

SGC

CENTRO DE SERVICIOS TECNICOS Y

TRANSFERENCIA TECNOLOGICA AMBIENTAL

DEPARTAMENTO :

LABORATORIO DE ANALISIS AMBIENTAL E INSPECCION

(LABCESTTA)

Panamericana Sur Km. 1 %, ESPOCH (Facultad de Ciencias)
RIOBAMBA - ECUADOR
Telefax: (03) 3013183

INFORME DE ENSAYO No:
ST:

Nombre Peticionario:

Atn.

Direccién:

FECHA:

NUMERO DE MUESTRAS:

FECHA Y HORA DE RECEPCION EN LAB:
FECHA DE MUESTREO:

FECHA DE ANALISIS:

TIPO DE MUESTRA:

CODIGO LABCESTTA:

CODIGO DE LA EMPRESA:

PUNTO DE MUESTREO:

ANALISIS SOLICITADO:

PERSONA QUE TOMA LA MUESTRA:
CONDICIONES AMBIENTALES:

1881

107-015 ANALISIS DE SUELOS
NA

Dra. Nancy Veloz

Panamericana sur Km 1 %
Riobamba-Chimborazo

28 de Diciembre del 2015

1

2015/12/15 - 10:25

2015/12/15 - 09:00
2015/12/15 - 2015/12/28
Arena

LAB-S 27915 (3¢

G

Laboratorio microbiologia facultad de ciencias
Fisico- Quimico

Carmen Yambay

T méx.:25.0°C. T min.: 15.0°C

MC01-16

RESULTADOS ANALITICOS:
< METODO % VALOR LIMITE
PARAMETROS /NORMA UNIDAD RESULTADO PERMISIBLE (M)
Aroclor 1242 Cromatografia de Gases/ECD mg/kg <0.01 -
Aroclor 1254 Cromatografia de Gases/ECD mg/kg 0,75 -
Aroclor 1260 Cromatografia de Gases/ECD mg/kg <0,01 -
PCB’s Total Cromatografia de Gases/ECD mg/kg 0,75 -
OBSERVACIONES:
e  Muestra receptada en el laboratorio.
RESPONSABLE DEL INFORME:
LABORATORIC DE ANALISIS AMBENTAL
EINSPECCION
LAB - CESTTA
ESPOCH
Este documento no puede ser reproducido ni total ni p sin la aprobacion escrita del laboratorio. Pégina 1 de 1
Los Itados arriba indicados sélo estdn ionados con los objetos ensayados Edicion 3

Fuente: Lab CESTTA, 2015




ANEXO K. Resultados del analisis de PCB’s en la Unidad Experimental A en el tiempo

0 del experimento in vitro

CESTTA

CENTRO DE SERVICIQS TECNICOS Y
TRANSFERENCIA TECNOLOGICA AMBIENTAL
DEPARTAMENTO :

LABORATORIO DE ANALISIS AMBIE}
(LABCESTTA)

Panamericana Sur Km. 1 %, ESPOCH (Facultad de Ciencias)
RIOBAMBA - ECUADOR

L E INSPECCION

FECHA DE MUESTREO:
FECHA DE ANALISIS:
TIPO DE MUESTRA:
CODIGO LABCESTTA:
CODIGO DE LA EMPRESA:
PUNTO DE MUESTREO:
ANALISIS SOLICITADO:

CONDICIONES AMBIENTALES:

FECHA Y HORA DE RECEPCION EN LAB:

PERSONA QUE TOMA LA MUESTRA:

SGC Telefax: (03) 3013183
INFORME DE ENSAYO No: 1881 i
| ST: 107-015 ANALISIS DE SUELOS
| Nombre Peticionario: NA
Atn. Dra. Nancy Veloz
Direccién: Panamericana sur Km 1 Y2
Riobamba-Chimborazo
FECHA: 28 de Diciembre del 2015
NUMERO DE MUESTRAS: 1

2015/12/15 - 10:25

2015/12/15 - 09:00

2015/12/15 - 2015/12/28

Arena

LAB-S 278-15 /\c

AO

Laboratorio microbiologia facultad de ciencias
Fisico- Quimico

Carmen Yambay

T méx.:25.0°C. T min.: 15.0°C

RESULTADOS ANALITICOS:
; METODO VALOR LIMITE
PARAMETROS /NORMA UNIDAD RESULTADO PERMISIBLE ()
Aroclor 1242 Cromatografia de Gases/ECD mg/kg <0,01 -
Aroclor 1254 Cromatografia de Gases/ECD mg/kg 0,97 -
Aroclor 1260 Cromatografia de Gases/ECD mg/kg <0,01 -
PCB’s Total Cromatografia de Gases’/ECD mg/kg 0,97 -
OBSERVACIONES:
e Muestra receptada en el laboratorio.
RESPONSABLE DEL INFORME:
ESPOCH
Este documento no puede ser reproducido ni total ni parcialmente sin la aprobacion escrita del laboratorio Pagina | de 1
Los resultados arriba indicados s6lo estan relacionados con los objetos ensayados Edicion 3

MCO01-16

Fuente: Lab CESTTA, 2015



ANEXO L. Resultados del analisis de PCB’s en la Unidad Experimental B en el tiempo
0 del experimento in vitro

CENTRO DE SERVICIOS TECNICOS Y
TRANSFERENCIA TECNOLOGICA AMBIENTAL
DEPARTAMENTO :

LABORATORIO DE ANALISIS AMBIENTAL E INSPECCION
(LABCESTTA)

CESTTA

Panamericana Sur Km. 1 %, ESPOCH (Facultad de Ciencias)

SGC

RIOBAMBA - ECUADOR
Telefax: (03) 3013183

INFORME DE ENSAYO No:
ST:

Nombre Peticionario:

Atn.

Direccion:

FECHA:

NUMERO DE MUESTRAS:

FECHA Y HORA DE RECEPCION EN LAB:
FECHA DE MUESTREO:

FECHA DE ANALISIS:

TIPO DE MUESTRA:

CODIGO LABCESTTA:

CODIGO DE LA EMPRESA:

PUNTO DE MUESTREO:

ANALISIS SOLICITADO:

PERSONA QUE TOMA LA MUESTRA:
CONDICIONES AMBIENTALES:

RESULTADOS ANALITICOS:

1881

107- 015 ANALISIS DE SUELOS
NA

Dra. Nancy Veloz

Panamericana sur Km 1 %2
Riobamba-Chimborazo

28 de Diciembre del 2015

1

2015/12/15 - 10:25

2015/12/15 - 09:00

2015/12/15 - 2015/12/28
Arena A

LAB-S 277-15 190

BO

Laboratorio microbiologia facultad de ciencias
Fisico- Quimico

Carmen Yambay

T méx.:25.0°C. T min.: 15.0°C

MC01-16

( METODO : : VALOR LIMITE
PARAMETROS /NORMA UNIDAD RESULTADO PERMISIBLE (M)
Aroclor 1242 Cromatografia de Gases/ECD mg/kg <0,01 -
Aroclor 1254 Cromatografia de Gases/ECD mg/kg 0,84 -
Aroclor 1260 Cromatografia de Gases/ECD mg/kg <0,01 -
PCB’s Total Cromatografia de Gases/ECD mg/kg 0,84 -
OBSERVACIONES:
e  Muestra receptada en el laboratorio.
RESPONSABLE DEL INFORME:
RE! 0NS_A]§L6!‘ECNICO
\TORIO DE ANALISIS AMBIENTAL
[RROAN £ INSPECCION
LAB - CESTTA
ESPOCH,
Este dc no puede ser reproducido ni total ni pa sin la aprobacion escrita del laboratorio. Pégina | de |
Los Itados arriba indicados s6lo estén rel ados con los objetos ensayados Edicién 3

Fuente: Lab CESTTA, 2015




ANEXO M. Resultados del analisis de PCB’s en la Unidad Experimental C en el tiempo
0 del experimento in vitro

CENTRO DE SERVICIOS TECNICOS Y
TRANSFERENCIA TECNOLOGICA AMBIENTAL

DEPARTAMENTO : 3
LABORATORIO DE ANALISIS AMBIENTAL E INSPECCION
(LABCESTTA)

R S R S
CES I I A Panamericana Sur Km. 1 %, ESPOCH (Facultad de Ciencias)

RIOBAMBA - ECUADOR

SGC Telefax: (03) 3013183
INFORME DE ENSAYO No: 1881
ST: 107-015 ANALISIS DE SUELOS
“ Nombre Peticionario: NA
Atn. Dra. Nancy Veloz
Direccién: Panamericana sur Km 1 %2

Riobamba-Chimborazo

FECHA: 28 de Diciembre del 2015
NUMERO DE MUESTRAS: 1

FECHA Y HORA DE RECEPCION EN LAB: 2015/12/15 - 10:25

FECHA DE MUESTREO: 2015/12/15 - 09:00

FECHA DE ANALISIS: 2015/12/15 - 2015/12/28
TIPO DE MUESTRA: Arena

CODIGO LABCESTTA: LAB-S 276-15 Co

CODIGO DE LA EMPRESA: co

PUNTO DE MUESTREO: Laboratorio microbiologia facultad de ciencias
ANALISIS SOLICITADO: Fisico- Quimico

PERSONA QUE TOMA LA MUESTRA: Carmen Yambay
CONDICIONES AMBIENTALES: T méx.:25.0°C. T min.: 15.0°C

RESULTADOS ANALITICOS:

‘ METODO VALOR LiMITE

PARAMETROS /NORMA UNIDAD RESULTADO PERMISIBLE (M)
Aroclor 1242 Cromatografia de Gases/ECD mg/kg <0,01 -
Aroclor 1254 Cromatografia de Gases/ECD mg/kg 0,75 -
Aroclor 1260 Cromatografia de Gases/ECD mg/kg <0,01 -
PCB’s Total Cromatografia de Gases/ECD mg/kg 0,75 -

OBSERVACIONES:
e  Muestra receptada en el laboratorio.

RESPONSABLE DEL INFORME:

LABORATORIO DE ANALISIS AMBIENTAL
E INSPECCION

LAB - CESTTA
ESPOCA
Este documento no puede ser reproducido ni total ni parcialmente sin la aprobacién escrita del laboratorio. Pagina 1 de 1
Los resultados arriba indicados sélo estan relacionados con los objetos ensayados Edicion 3

MC01-16

Fuente: Lab CESTTA, 2015



ANEXO N. Resultados del analisis de PCB’s en el grupo control (arena mas aceite) a

los 42 dias, utilizado para el experimento in vitro

CENTRO DE SERVICIOS TECNICOS Y
TRANSFERENCIA TECNOLOGICA AMBIENTAL
DEPARTAMENTO :

LABORATORIO DE ANALISIS AMBIENTAL E INSPECCION
(LABCESTTA)

CESTTA

Panamericana Sur Km. 1 %, ESPOCH (Facultad de Ciencias)

RIOBAMBA - ECUADOR
Telefax: (03) 3013183

SGC
INFORME DE ENSAYO No:
ST:
Nombre Peticionario:
Atn.
Direccion:
FECHA:
NUMERO DE MUESTRAS:

FECHA Y HORA DE RECEPCION EN LAB:
FECHA DE MUESTREO:

FECHA DE ANALISIS:

TIPO DE MUESTRA:

CODIGO LABCESTTA:

CODIGO DE LA EMPRESA:

PUNTO DE MUESTREO:

ANALISIS SOLICITADO:

PERSONA QUE TOMA LA MUESTRA:
CONDICIONES AMBIENTALES:

RESULTADOS ANALITICOS:

27

01-16 ANALISIS DE SUELOS
NA

Dra. Nancy Veloz

Panamericana sur Km 1 %2
Riobamba-Chimborazo

20 de Enero del 2016

1

2016/01/08 - 10:38

2016/01/07 - 14:00

2016/01/08 - 2016/01/20
Arena

LAB-S 04-16 (50

Gl

Laboratorio microbiologia facultad de ciencias
Fisico- Quimico

Diana Arellano

T méx.:25.0°C. T min.: 15.0°C

MC01-16

; METODO VALOR LIMITE
S J
PARAMETROS /NORMA UNIDAD RESULTADO PERMISIBLE (M)
Aroclor 1242 Cromatografia de Gases mg/kg <0,01 -
Aroclor 1254 Cromatografia de Gases mg/kg 0,79 -
Aroclor 1260 Cromatografia de Gases mg/kg <0,01 -
PCB’s Total Cromatografia de Gases mg/kg 0,79 -
OBSERVACIONES:
e  Muestra receptada en el laboratorio.
RESPONSABLE DEL INFORME:
LABORATORIO DE AN,
Emspecaon  MHENTAL
LAB .- CESTTA
Esrocu
Este documento no puede ser reproducido ni total ni p sin la aprobacion escrita del lab 10, Pégina | de |
Los resultados arriba indicados solo estan relacionados con los objetos ensayados Edicién 3

Fuente: Lab CESTTA, 2016




ANEXO O. Resultados del analisis de PCB’s en la Unidad Experimental A a los 42 dias
del experimento in vitro

CENTRO DE SERVICIOS TECNICOS Y
TRANSFERENCIA TECNOLOGICA AMBIENTAL

DEPARTAMENTO :

LABORATORIO DE ANALISIS AMBIENTAL E INSPECCION
(LABCESTTA)

TR IS
CES I I A Panamericana Sur Km. 1 %, ESPOCH (Facultad de Ciencias)

RIOBAMBA - ECUADOR

SGC Telefax: (03) 3013183
INFORME DE ENSAYO No: 27 :
ST: 01- 16 ANALISIS DE SUELOS
Nombre Peticionario: NA
Atn. Dra. Nancy Veloz
Direccién: Panamericana sur Km 1 %2
Riobamba-Chimborazo
FECHA: 20 de Enero del 2016
NUMERO DE MUESTRAS: : 1
FECHA Y HORA DE RECEPCION EN LAB: 2016/01/08 - 10:38
FECHA DE MUESTREO: 2016/01/07 - 14:00
FECHA DE ANALISIS: 2016/01/08 - 2016/01/20
TIPO DE MUESTRA: Arena
C(?DIGO LABCESTTA: LAB-S 03-16 A-=n
CODIGO DE LA EMPRESA: A30
PUNTO DE MUESTREO: Laboratorio microbiologia facultad de ciencias
ANALISIS SOLICITADO: Fisico- Quimico
PERSONA QUE TOMA LA MUESTRA: Diana Arellano
CONDICIONES AMBIENTALES: T max.:25.0°C. T min.: 15.0°C
RESULTADOS ANALITICOS:
; METODO : VALOR LiMITE
PARAMETROS /NORMA UNIDAD RESULTADO PERMISIBLE (1)
Aroclor 1242 Cromatografia de Gases mg/kg <0,01 -
Aroclor 1254 Cromatografia de Gases mg/kg 0,65 -
Aroclor 1260 Cromatografia de Gases mg/kg <0,01 -
PCB’s Total Cromatografia de Gases mg/kg 0,65 -
OBSERVACIONES:

*  Muestra receptada en el laboratorio.

RESPONSABLE DEL INFORME:

T. Xlauricio Alvarez
RESPZNSA@E 6@\'%0

LABORATORIC DE ANALISIS AMBIENTAL

EINSPECCION
LAB - CESTTA
ESPOCH
Este documento no puede ser reproducido ni total ni parcialmente sin la aprobacion escrita del laboratorio. Pagina 1 de 1
Los resultados arriba indicados sélo estén relacionados con los objetos ensayados Edicién 3

MC01-16

Fuente: Lab CESTTA, 2016



ANEXO P. Resultados del analisis de PCB’s en la Unidad Experimental B a los 42 dias
del experimento in vitro

CENTRO DE SERVICIOS TECNICOS Y
TRANSFERENCIA TECNOLOGICA AMBIENTAL

DEPARTAMENTO : ;
LABORATORIO DE ANALISIS AMBIENTAL E INSPECCION
(LABCESTTA)

CESTTA

Panamericana Sur Km. 1 %, ESPOCH (Facultad de Ciencias)

RIOBAMBA - ECUADOR
Telefax: (03) 3013183

SGC
%
INFORME DE ENSAYO No:
ST:
Nombre Peticionario:
Atn.
Direcci6n:
FECHA:
NUMERO DE MUESTRAS:

FECHA Y HORA DE RECEPCION EN LAB:
FECHA DE MUESTREO:

FECHA DE ANALISIS:

TIPO DE MUESTRA:

CODIGO LABCESTTA:

CODIGO DE LA EMPRESA:

PUNTO DE MUESTREO:

ANALISIS SOLICITADO:

PERSONA QUE TOMA LA MUESTRA:
CONDICIONES AMBIENTALES:

27

01- 16 ANALISIS DE SUELOS
NA

Dra. Nancy Veloz

Panamericana sur Km 1 %2
Riobamba-Chimborazo

20 de Enero del 2016

1

2016/01/08 - 10:38

2016/01/07 - 14:00

2016/01/08 - 2016/01/20
Arena

LAB-S 02-16 [zo

B30

Laboratorio microbiologfa facultad de ciencias
Fisico- Quimico

Diana Arellano

T méx.:25.0°C. T min.: 15.0°C

MC01-16

RESULTADOS ANALITICOS:
‘ METODO = ! VALOR LIMITE
PARAMETROS /NORMA UNIDAD RESULTADO PERMISIBLE (m)
Aroclor 1242 Cromatografia de Gases mg/kg <0,01 -
Aroclor 1254 Cromatografia de Gases mg/kg 0,62 -
Aroclor 1260 Cromatografia de Gases mg/kg <0,01 -
PCB's Total Cromatografia de Gases mg/kg 0,62 -
OBSERVACIONES:
s Muestra receptada en el laboratorio.
RESPONSABLE DEL INFORME:
3
iricio A y y ez
RESPONSABLE; NICO
LABORATORIC DE ANAUSIS AMBIENTAL
£ INSPECC!
LAB - CESTTA
ESPOCH
Este d 0 no puede ser reproducido ni total ni p sin la aprobacion escrita del laboratorio. Pagina 1 de 1
Los resultados arriba indicados sélo estén relacionados con los objetos ensayados Edicion 3

Fuente: Lab CESTTA, 2016




ANEXO Q. Resultados del analisis de PCB’s en la Unidad Experimental C a los 42 dias
del experimento in vitro

CENTRO DE SERVICIOS TECNICOS Y
TRANSFERENCIA TECNOLOGICA AMBIENTAL
DEPARTAMENTO :

LABORATORIO DE ANALISIS AMBIENTAL E INSPECCION
(LABCESTTA)

Panamericana Sur Km. 1 %, ESPOCH (Facultad de Ciencias)

CESTTA

RIOBAMBA - ECUADOR
Telefax: (03) 3013183

SGC
INFORME DE ENSAYO No:
ST:
Nombre Peticionario:
Atn.
Direccion:
FECHA:

NUMERO DE MUESTRAS:

FECHA Y HORA DE RECEPCION EN LAB:
FECHA DE MUESTREO:

FECHA DE ANALISIS:

TIPO DE MUESTRA:

CODIGO LABCESTTA:

CODIGO DE LA EMPRESA:

PUNTO DE MUESTREO:

ANALISIS SOLICITADO:

PERSONA QUE TOMA LA MUESTRA:
CONDICIONES AMBIENTALES:

27

01-16 ANALISIS DE SUELOS
NA

Dra. Nancy Veloz

Panamericana sur Km 1 %2
Riobamba-Chimborazo

20 de Enero del 2016

1

2016/01/08 - 10:38

2016/01/07 - 14:00

2016/01/08 - 2016/01/20
Arena

LAB-S 01-16 Csp

C30

Laboratorio microbiologia facultad de ciencias
Fisico- Quimico

Diana Arellano

T méx.:25.0°C. T min.: 15.0°C

MC01-16

RESULTADOS ANALITICOS:
‘ METODO : S VALOR LIMITE
PARAMETROS /NORMA UNIDAD RESULTADO PERMISIBLE (H)
Aroclor 1242 Cromatografia de Gases mg/kg <0,01 -
Aroclor 1254 Cromatografia de Gases mg/kg 0,66 -
Aroclor 1260 Cromatografia de Gases mg/kg <0,01 -
PCB’s Total Cromatografia de Gases mg/kg 0,66 -
OBSERVACIONES:
e Muestra receptada en el laboratorio.
RESPONSABLE DEL INFORME:
RESPONSABLE TECNICO
LABORATORIC DE ANALISIS AMBIENTAL
EINSPECCION
LAB - CESTTA
ESPOCH
Este dc no puede ser reproducido ni total ni parcial sin la aprobacion escrita del laboratorio. Pégina 1 de 1
Los resultados arriba indicados sélo estén relacionados con los objetos ensayados Edicién 3

Fuente: Lab CESTTA, 2016




