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RESUMEN 

RESUMEN 

Sandra Giovanna Salamanca Pinzón. Selección de cepas bacterianas y evaluación de su capacidad para biodegradar 

un lnhibidor de Hidratación de Arcillas empleado en la perforación de pozos de petróleo. 

Direclor de tesis: Dr. V!ctor Manuel Luna Pabello. 

Con el fin de establecer la biodegradación de un inhibldor de hldralación de arcillas (IHA), empleado como adilivo 

en los fluidos de perforación de pozos de petróleo, el presente estudio se enfocó a evaluar la capacidad de 

biodegradación de dos cepas bacterianas, provenientes de recortes de perforación (RP) y suelo expueslo a 

hidrocarburos (SEH). La capacidad de utilizar el IHA tipo K (IHAK) a diferentes concentraciones de prueba (296 mg 

COT/L y 1479 mg COT/L) por cada una de estas cepas, fue determinada en términos de Carbón Orgánico Total 

(Con. La caracterización fenot!pica indicó, que la cepa RPA corresponde a un Bacillus liclre11iformis y la cepa 

SEHMA, a una bacteria ubicada dentro del grupo de bacilos Gram·negalivos, móviles, no fennentadorcs, oxidasa y 

catalasa positivos. Mediante el análisis del gen ADN 16S, la cepa RPA y SEHMA, fueron clasificadas como especies 

filogcnéticamente cercanas a especies del género Bacillus y Pseudomonas, especHicamente, a Bacillus licheniformis 

y Pseudomo11as stutzeri. En las pruebas de degradación del IHAK, ulilizándolo como única fucnle de carbono, 

B. liclreniformis obtuvo el 100% de degradación del IHAK al 0.1%, correspondienle a 296 mg COT/L y solo el 10% 

de degradación empleando el IHAK al 2%, correspondiente a 570 mg COT/L. Asimismo, P. stutzeri obtuvo el 100% 

de degradación del 11-IAK al 0.5%, correspondiente a 1692 mg COT/L. Estudios previos indican que el IHAK es 

susceptible de ser degradado rápidamente por cultivos microbianos mixtos. En este estudio, tanto las velocidades de 

degradación como la concentración final removida a nivel individual, son mayores a las reportadas utilizando 

cultivos bacterianos mixtos, sugiriéndose la posible utilización de estas cepas para el estudio de su perfil enzimático, 

metabólico y genético involucrado en la degradación de este tipo de compuestos o compuestos similares. 

Palabras clave: Bacil/11s liclreniformis, l'se11do111011as sllltzeri, inhibidor de hidratación de arcillas, fluidos de 

perforación, petróleo. 
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SUl\IMARV 

SUMMARY 

Sandra Giovanna Salamanca Pinzón. Bnctcrinl strains sclcction and dcgrading cnpacity cvaluation of a 

shalc control inhibitors employcd in drilling opcrations 

Thesis dircctcd by: Dr. Víctor Manuel Luna Pabcllo. 

Shale control inhibitors (SCI) are additives included in thc drilling fluids formulation. Two bacterial 

strains isolated from drilling mud (DM) and hydrocarbon-pollutcd soil (HPS) were able to use SCI type K 

(SCIK) in vitro in a different conccntrations. The strains isolated (RPA and SEI-IMA), were clnssificd by 

l 6S rDNA analysis as a member of the genus Bacil/us and Pseudo111011as, clustering with Bacil/us 

liche11ifor111is and as belonging to the Pse11do11101ws stutzeri group respectively. B. liche11ifor111is was able 

to use SCI up to conccntrations of 296 mg TOC liter"1 as sol e source of carbon and P. stutzeri was able to 

use SCI up to concentrations of 1692 mg TOC litcr"1
• In this study thc dcgradation vclocity and final 

conccntration of SCIK rcmove by two strains were analyzed. The npparent reduction in TOC resulted and 

degradation velocity by RPA and SEHMA strains, are greater that the reported on previously works with 

bacteria! consortium. From this analysis is suggested the use of thcsc bacterial strains as object of study of 

enzymatic, metabolic and genetic profile involved in degradation ofthis kind compounds or similar. 

Keywords: Palabras clave: Bacil/us liche11ifor111is, l'se11do111011as stl//zeri, shale control inhibitors, drilling 

fluids, oil. 
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INTRODUCCIÓN 

CAPITULO l. INTRODUCCIÓN 

En las actividades de perforación petrolera, se utilizan sustancias denominadas lodos o fluidos de 

perforación (FP) las cuales permiten mantener la estabilidad de las formaciones que constituyen 

las paredes del pozo y controlar algunos de los factores que inciden sobre la obtención del 

producto final. 

En la formulación de algunos FP se encuentran los inhibidores de hidratación de arcillas (!HA), 

aditivos que previenen la hidratación del material arcilloso y por ende, el ensanchamiento de las 

paredes del pozo, evitando así, el colapso de las formaciones rocosas mientras se realiza la 

perforación. 

Durante las operaciones de explotación y producción, se remueven partículas rocosas 

denominadas recortes de perforación (RP). Este tipo de materiales generalmente, se impregna con 

los FP durante el proceso, requiriendo limpieza y/o disposición final. En México, los FP y RP 

representan el 72% del volumen total de los residuos peligrosos generados en las operaciones que 

realiza Petróleos de México (PEMEX). Por ejemplo, la unidad de perforación y mantenimiento 

de PEMEX Exploración y Producción (PEP) generó 200 mil toneladas de este tipo de residuos en 

el 2001 (www.pemex.com). 

Si bien, los fluidos de perforación y sus aditivos son esenciales para perforar con éxito un pozo 

de petróleo, también pueden convertirse en uno de los aspectos más problemáticos de una 

operación de perforación debido a la disposición final que se les debe dar después de ser 

utilizados. 

Muchas veces, los ecosistemas receptores de este tipo de residuos, se ven alterados 

significativamente de forma negativa y el impacto ambiental generado a partir de este tipo de 

descargas, está directamente relacionado con los factores bióticos y abióticos, la toxicidad y la 

biodegradabilidad·de los componentes que integran este tipo de sustancias. 
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INTl!ODUCCIÓN 

El proceso de biodegradación es un fuctor clave en la reducción. a largo plazo, del impacto 

generado por este tipo de residuos. En la actualidad, la degradación de muchos compuestos 

contaminantes presentes en la naturaleza, se ha realizado utilizando metodologías de tipo 

biológico empleando una gran variedad de microorganismos. Estos, cuentan con enzimas 

sintetizadas a partir de genes presentes en el ADN cromosoma! y/o plasmídico (Green y Trctt, 

1989; Top et al., 1998; Masahito et al., 1999 y 2000; Dinkla et al .. 2001; Jae-Chang y Sang-Jong, 

2001 ). Este último, bajo ciertas circunslancias, confiere la capacidad para degradar moléculas 

orgánícas recalcitrantes (Summers, 1996), permitiendo que las poblaciones microbianas, logren 

una adaptación, sobreviviendo bajo presión selectiva (Del Solar et al., 1998). 

La persistencia y la acción antimicrobiana de algunos contaminantes dificultan la supervivencia 

de la mayoría de los microorganismos encontrados originalmente en el ambiente afectado. 

Solamente son capaces de sobrevivir, aquellos microorganismos que cuentan con la capacidad de 

tolerar la existencia de estas sustancias y puedan aprovechar directa o indirectamente estos 

compuestos como sustratos para la generación celular o la obtención de energía. 

Uno de los aspectos más importantes en la microbiología ambiental es el análisis de la comunidad 

microbiana, incluidos la identificación de los microorganismos que le componen. En el caso de 

los procesos de biodegradación, la identificación de las especies microbianas y el estudio de la 

capacidad de degradación de estas especies, permite explorar el potencial de estas cepas sobre la 

degradación de compuestos tales como los IHA. De estos últimos y específicamente el IHA tipo 

K (IHAK), son escasos los reportes sobre los procesos de degradación que se llevan a cabo, los 

factores y mecanismos que intervienen en dichos procesos, así como los posibles 

microorganismos participantes, los perfiles enzimáticos y las rutas metabólicas implicadas. 

Aunado a lo anterior y considerando la problemática que representa el manejo y disposición final 

de los RP y FP en México, el presente trabajo tiene como fin, ampliar y complementar la 

información referente a la biodegradación del IHAK. 

En este documento se describen, aspectos generales sobre el proceso de perforación petrolera, los 

FP y los IHA. Asimismo se mencionan, aspectos generales sobre el proceso de biodegradación, 
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ciertos factores y mecanismos genéticos involucrados y algunas generalidades referentes al 

diagnóstico molecular en microbiología ambiental. Se describen además, los materiales y las 

metodologías empleadas para el desarrollo del proyecto de investigación y de igual forma, el 

análisis y la discusión de los resultados obtenidos, específicamente, sobre el enriquecimiento, 

aislamiento y selección de dos cepas bacterianas, caracterizadas fenotípica y molecularmente, 

con el fin de evaluar de forma individual, la capacidad de estas cepas para biodcgradar el lHAK a 

diferentes concentraciones. 
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CAPITULO 2. MARCO TEÓRICO 

2.1. Aspectos generales 

La historia del petróleo en México se remonta al afio 1901 en el cual, los norteamericanos 

Edward L. Doheny y Charles A. Canfield, inician las primeras perforaciones en la hacienda "El 

Tulillo" en el Municipio de Ébano en San Luis Potosí. A través de los afias, con el 

descubrimiento de nuevos yacimientos, la construcción de pozos petroleros y refinerías y luego 

de la huelga contra las compañías extranjeras en 1937, se llega a la creación de Petróleos 

Mexicanos. 

En la actualidad, de acuerdo al último informe de "Petroleum lntelligence Weekly", PEMEX 

ocupó en el 2000, el sexto lugar entre las empresas petroleras más importantes en el ámbito 

internacional, ubicándose en el tercer lugar por su nivel de producción anual de crudo, en el 

séptimo de acuerdo a sus reservas de petróleo crudo y en el séptimo por su producción de gas 

natural (www.pemex.com). Esta compañía realiza la exploración y aprovechamiento de las 

reservas de petróleo crudo y gas natural, que se localizan principalmente en las regiones noreste y 

sureste del país y costa afuera en el Golfo de México. 

A nivel mundial, uno de los mayores problemas ambientales de los últimos años, ha sido la 

contaminación por hidrocarburos generada a partir de la manufactura, transporte y distribución 

del petróleo (Atlas y Cerniglia, 1995). Asimismo, el desarrollo en el transporte de los 

hidrocarburos y la explotación de los campos petrolíferos, han provocado, desde hace una 
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veintena de años, la multiplicación de vertidos accidentales masivos de productos petrolíferos en 

ambientes terrestres y marinos (Laubier, 1991 ). 

Con el fin de tratar, remediar y recuperar el ecosistema alterado a partir de este tipo de 

contaminación, se han desarrollado e investigado por muchos años, técnicas de tratamiento que 

emplean métodos ITsicos, químicos y biológicos. Estos métodos incluyen entre otros, la 

combustión (Tarrio et al., 1993), la limitación por contención ílsica (Green y Trelt, 1989; Ollis, 

1992), la utilización de detergentes, dispersantes o surfactantes (Green y Trett. 1989; Ollis, 1992; 

Domenech, 1993), la utilización de pollmeros gelificantes (Ollis, 1992) y la biodegradación 

(Domenech, 1993). Este último proceso, se denomina de acuerdo con Albert et al .. (1995), 

Madsen ( 1996) y Manahan ( 1998), como la descomposición de la materia orgánica natural o 

sintética, causada por la acción de los microorganismos con el fin de obtener moléculas más 

simples. Esta descomposición da lugar a la asimilación, digestión, metabolización o rompimiento, 

en este caso, de contaminantes ambientales, mediante la participación de determinados 

organismos y depende directamente, de la naturaleza química del compuesto y de los factores 

químicos, ílsicos y biológicos implicados (Atlas, 1981 ). Aunque es un proceso lento comparado 

con otras tecnologías de tratamiento, puede en algunos casos, tener menos implicaciones 

ambientales. 

MAESTRIA EN CIENCIAS BIOLÓGICAS 7 



MARCO TEÓRICO 

2.2. Características generales de la perforación petrolera, los fluidos de 

perforación y los inhibidores de hidratación de arcillas 

El proceso de perforación petrolera inicia con la instalación adecuada y el óptimo funcionamiento 

de los equipos, la maquinaria y los procesos que se llevan a cabo antes, durante y después de la 

perforación. Las condiciones y la longitud de los pozos de perforación, varían de acuerdo a las 

características de las formaciones rocosas y los suelos perforados, al igual que de la profundidad 

en la cual se localiza el yacimiento. 

El método más común y aceptado para realizar la perforación de pozos petroleros, es mediante In 

operación de un equipo de perforiiéión q~ri hac.e rotar únn broca o barrena a través de un tubo 

hueco (www.pemex.com) .. Este:proc~dim.i~ni~;;dériominndo perforación rotatoria, se inicia a 

partir del levantamiento de la;torr~ d~ perfora~ión y la instalación de la maquinaria requerida en . ., . ·, ,--·· ; .. , 
'. : 

toda la operación. La torre es una armazón rígida, fommda con barras de acero, cuya función 

principal es la de subir y bajar el equipo de perforación. Esta torre tiene varias plataformas 

(Fig. 1 ), la parte más alta, la parte media y una tercera, reforzada cerca de su base, la cual se 

denomina piso de la torre (Harrington, 1997). 

La herramienta de perforación es semejante a una broca. Está compuesta de ui\as metálicas y se 

fija a una tubería, la cual a su vez atornilla una barra cuadrada llamada kelly. Esta barra atraviesa 

el orificio cuadrado de un disco de acero (la mesa rotatoria) ubicado en el piso de la torre. Un 

motor hace girar la mesa rotatoria de tal manera que la barra también gira y al hacerlo, la broca 

perfora las capas terrestres. Cuando la broca ha alcanzado una profundidad de 8 a 1 O metros se 
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regresa a la superficie con el objeto de agregar un tubo adicional entre In broca y el kelly. Luego 

se introduce en el pozo y continua In perforación (Hnrrington, 1997). 

La barra, el tubo y In broca constituyen la zarta de perforación. Mientras la perforación esta en 

progreso, se bombea por la zarta un lodo especial preparado con arcilla, agua y varios productos 

químicos. El lodo o fluido de perforación, en adelante FP, regresa a la superficie por el espacio 

anular entre la tubería de perforación y la pared del orificio perforado, arrastrando consigo los 

pedazos de rocas cortados por el taladro. Ya en la superficie, In corriente del lodo pasa a través de 

una criba con el objeto de retener los pedazos de rocas, y continua hacia la bomba para ser 

utilizada nuevamente. Muestras de los pedazos de rocas se recogen para examinarlas, ya que 

indican la clase de formación que atraviesa el taladro (Harrington, 1997). En la figura I, se 

observa cada una de las partes que constituyen el pozo petrolero, así como la ruta que siguen los 

fluidos de perforación, que incluyen en este caso, los inhibidorcs de hidratación de arcillas. 

t 
Barrena 

Fluidos de 
Perforación 

¡ 

Propano 

Figura l. Esquema de un pozo petrolero. (tomado y adaptado de Ruiz-Sánchez, 2001) 
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El lodo o FP, además de ser uno de los requerimientos en la perforación rotatoria como sistema 

de circulación, tiene otras finalidades, tales como el enfriamiento de la broca y la formación de 

una especie de argamasa sobre las paredes del pozo la cual impide que éstas se derrumben. Sin 

embargo, a pesar de la capa protectora de lodo, las paredes del pozo perforado tienen la tendencia 

a derrumbarse, especialmente en formaciones de arena o arcilla (Harrington, 1997). 

Existen tres clases principales de fluidos de perforación: lodo a base de agua, lodo a base de 

petróleo y lodo a base sintética (WBM, OBM y SBM, por sus siglas en inglés respectivamente). 

Aunque estos fluidos son esenciales para la perforación exitosa de un pozo de petróleo, pueden 

convertirse además en uno de los aspectos más problemáticos de una operación de perforación 

debido a la disposición de los recortes que se sacan del pozo y de cualquier fluido de perforación 

que permanece unido a ellos. No obstante, el daño ambiental en el sitio del pozo es relativamente 

pequeño, puesto que se confina sólo a la vecindad de la operación de perforación. El grado de 

impacto que los fluidos de perforación tienen en el ambiente depende de la clase de lodo utilizado 

y las condiciones ambientales predominantes (Schlumberger Limitcd, 2001 ). 

En la actualidad, el mayor desafio que se presenta en la formulación de los fP es satisfacer las 

condiciones exigentes de altas temperaturas y presiones que presentan algunos pozos profundos, 

pozos horizontales y de alcance extendido. Asimismo, evitar el daño o deterioro del medio 

ambiente (Schlumberger Limited, 2001 ). 

Como parte de los aditivos en In formulación de los fluidos de perforación, se encuentran los 

inhibidores de hidratación de arcillas, en adelante !HA. Estos aditivos previenen el 

MAESTRIA EN CIENCIAS BIOLOGICAS 10 



MARCO TEÓRICO 

ensanchamiento del pozo mientras se realiza la perforación en sitios con lutitas sensibles al agua. 

Inmediatamente después de agregar el !HA a un sistema base agua, las moléculas reaccionan con 

las partes activas presentes en las placas de los minerales de arcilla, enlazándose 

electrostáticamente y por consiguiente, disminuyendose la tendencia de la arcilla a absorber el 

agua que la rodea. Esta acción limita In hidratación y el hinchamiento de las lutitas en presencia 

de los lodos o fluidos en base agua. Como aditivos presentes en los fluidos de perforación, los 

!HA deben cumplir con una serie de características que permitan su utilización. Deben ser 

estables térmicamente, no ser abrasivos ni corrosivos, deben evitar In proliferación de 

microorganismos, ser económicos y compatibles con otros aditivos, y deben poseer baja 

toxicidad y alta biodegradabilidnd, entre otras (Domlnguez y Luna-Pabello, 2001 ). 

2.3. Aspectos generales sobre biodegradación 

El proceso de biodegradación o descomposición de la materia orgánica natural o sintética causada 

por la acción de los microorganismos con el fin de obtener moléculas más simples, es el resultado 

de los procesos de digestión, asimilación y metabolización de compuestos orgánicos (Murgel, 

1984). Dicha utilización es dependiente de la naturaleza química de los compuestos, así como de 

los factores bióticos y abióticos presentes en el ambiente (Atlas, 1981 ). La interacción entre el 

microorganismo y el sustrato incluye In intervención de enzimas intracelulares, ectoenzimas y 

enzimas extracelulares que permiten, en algunos casos, que el sustrato sea utilizado como fuente 

de carbono, nitrógeno y otros nutrimentos, o bien, como aceptar final de electrones. En otros 

casos, el sustrato no proporciona ningún beneficio y las reacciones no enzimáticas derivadas de 
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los subproductos microbianos, causan cambios químicos como consumo de oxigeno, generación 

de subproductos de fem1entación o alteraciones del pH. 

Los procesos de biodegradación pueden agruparse en dos categorías: 1) Biodegradación primaria; 

la cual implica pequeñas alteraciones en la estructura química del compuesto, debida a la acción 

de los microorganismos que resulta en la pérdida de propiedades especificas de la sustancia. 2) 

Biodegradación última; este término se aplica cuando el compuesto orgánico es totalmente 

utilizado por los microorganismos y da como resultado dióxido de carbono, agua, sales minerales 

y biomasa (Domfnguez y Luna-Pabello, 2001 ). 

2.3.1. Factores implicados en el proceso de biodegradación 

En el proceso de biodegradación, los factores químicos, físicos y biológicos determinan la tasa de 

degradación, la eficiencia en la transformación parcial o total de los compuestos y por ende, la 

persistencia de estos en el ambiente. 

Los factores químicos implicados en el proceso de biodcgradación incluyen la composición y tipo 

de sustancia o compuesto, la longitud de las cadenas y/o la cantidad de compuestos aromáticos, el 

número y los sustituyentes en la o las moléculas. Asimismo, los factores fisicos involucrados, 

incluyen: solubilidad, sorción, esparcimiento, dispersión, emulsificación, sedimentación, 

evaporación, estado fisico y concentración del compuesto o mezcla, así como, temperatura, 

disponibilidad de oxigeno, presencia de nutrientes, actividad del agua, pH, salinidad y presión 

entre otros (Salamanca-Pinzón, 1999). 
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Asimismo, factores biológicos como el origen del cultivo microbiano, la tolerancia a la toxicidad 

del compuesto, el tiempo y la forma de adaptación pueden influir de manera determinante sobre 

In tasa de degradación. De igual forma, In versatilidad genética y la capacidad enzimática de los 

microorganismos, repercuten sobre In capacidad de supervivencia y la velocidad de degradación 

de la mezcla o los diferentes compuestos. 

De acuerdo con Bartha (1990) y Mnnahnn (1998) la recnlcitrancin no es exclusiva de las 

sustancias xenobióticas, sino también de compuestos de origen natural como los hidrocarburos 

policiclicos aromáticos, compuestos fenólicos, etc. Por otro lado, algunas sustancias 

recalcitrantes no necesariamente son tóxicas para los microorganismos, sino que sencillamente 

son menos susceptibles a la degradación. Un potencial redox inadecuado, temperaturas 

desfavorables y/o valores extremos de pH (Bouwer 1992; Crews et al., 1993; Zitomer y Speece, 

1993), as{ como un balance· de nutrirnentos inorgánicos desfavorable, pueden determinar la 

recalcitrancia de un compuesto. Concentraciones de sustrato muy altas o muy bajas (Alexander, 

1981), inhibición por un segundo compuesto (Wiggins y Alexander, 1988) o conversión de la 

sustancia a un producto tóxico (Murakami y Alcxander, 1989), pueden influir de igual manera en 

la forma como un compuesto puede persistir en el ambiente. Por consiguiente, para que el 

proceso de biodegradación se lleve a cabo de manera efectiva es necesario que la relación entre 

los diferentes factores fisicos, químicos y biológicos garantice no sólo el óptimo desempeño de 

los microorganismos involucrados en el proceso sino que se vea favorecida dcterminantcmente la 

transformación del compuesto, minimizando así su impacto sobre el ambiente. 
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2.3.2. Generalidades acerca de los mecanismos genéticos en la biodegradación 

Debido al acercamiento que ha tenido la genética con la biología molecular, se ha obtenido nueva 

información sobre la estructura y la organización de los genomas, considerados actualmente, 

como sistemas fluidos cuyo impacto sobre la evolución es atribuido a su plasticidad (Barbieri el 

al., 2000). En años recientes, varios estudios que han comparado la secuencia de ADN de los 

genes que codifican para la degradación de compuestos tales como los aromáticos, han 

proporcionado información básica sobre la evolución, la diversidad y la distribución de los genes 

catabólicos (Van der Meer et al., 1992). 

Muchos de estos genes catabólicos pueden estar localizados en los cromosomas o en plásmidos 

(Green y Tret~ 1989). Estos últimos, son elementos extracromosomales de ADN cuyo intervalo 

de longitud . es de aproximadamente entre 300 pb a 2400 kpb (Kado, 1998), pueden ser auto 

transmisibles y tener un amplio grupo de huéspedes (Top et al .. 1998; You-Sun et al., 2001; 

Cook et al., 2001) entre estos, bacterias Gram positivas y Gram negativas (Kado, 1998). 

La habilidad de las bacterias para explorar nuevos ambientes y de responder a nuevas presiones 

selectivas pueden explicarse con más facilidad por la adquisición de nuevos genes por 

transferencia horizontal, comparada con la modificación secuencial de las funciones de los genes 

por la acumulación de puntos de mutación (Davison, 1999). De este modo, el intercambio 

intergénico horizontal de los plásmidos, juega probablemente un papel importante en la 

diseminación y subsecuente recombinación de los genes catabólicos en las comunidades 

microbianas del suelo, lodos y el agua (Top et al., 1998). De la misma manera, juega un papel 
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crucial en la evolución de las rutas degradntivas de las bacterias (Van der Meer el al., 1992) y 

contribuye significativamente a la adaptación de las comunidades microbianas naturales 

(Sobecky el al., 1997). Se ha reportado previamente, un ejemplo importante de la adaptación 

mediada por plásmidos en poblaciones microbianas durante periodos de estrés por 

contaminación! ery _donde la frecuencia de los plásmidos catabólicos incrementa duplicándose de 

2 a 1 O veces (Burt~n :·et al., 1982; Hada y Sizemore, 1981; Ogunseitan el al., 1987; Sobecky et 

al .. 1997). U_~a explicación del incremento en cista frecuencia, es la diseminación de los genes 
··-· ... ., 

,. ·---. 

catabólicos co.dificados ppr plásmidos, a t~avés. de la cual, estos son auto transmitidos o 

movilizados dentro de la comunidad microbiana (Sobecky et al., 1997). 

Diversos estudios han reportado In intervención de este tipo de ADN extracromosomal en la 

degradación de una gran variedad de compuestos. Como ejemplo se puede mencionar, 

compuestos tales como anilinas (Boon et al., 2001), ácido 2,4-D diclorofenoxiacético (Top et al., 

1998), 2-aminobenzoato (Altenschmidt et al., 1990), tetracloruro de carbono (Lee et al., 1999), 

triclosan, atrazina (Parales et al .. 2002) y diferentes hidrocarburos aromáticos (Eaton et al., 1998; 

Sentchilo et al., 2000) e hidrocarburos el orados (Jae-Chang y Sang-Jong, 2001; Saini y Kahlon, 

1998). De igual forma, se han relacionado con la capacidad de conferir resistencia a metales 

pesados (Trajanovska et al., 1997), radiación (Thomas y Smalla, 2000) y diversos compuestos 

xenobióticos (Davison, 1999). 

TE, (11c1 CON q),.J ) -
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2. S. Generalidades del diagnóstico molecular en microbiología ambiental 

Los métodos comúnmente usados para analizar la comunidad microbiana cstan basados en los 

aislamientos de cepas individuales sobre medio sólido, seguida por la caracterización de las 

colonias aisladas por uno o más métodos (Hurst et al., 1997), no obstante, gran parte de los 

microorganismos pres,entes en In mayoría de ambientes no son fácilmente cultivados por las 

técnicas tradicionales y por ende, no son incluidos en los análisis subsecuentes. Las pruebas de 

tipo bioqufmico, morfológico y serológico requieren habitualmente el crecimiento del organismo 

de estudio, por lo tanto, este tipo de procedimientos, son significativamente limitantcs para el 

conocimiento de la diversidad verdadera de las bacterias y en otras situaciones, pueden ser 

complicados o dificiles de realizar (Relman, 1993). 

El creciente uso de la secuencia del gen ribosomal ADNr 16S con fines filogenéticos, evolutivos 

y diagnósticos ofrece una oportunidad alterna. Esta región, es una secuencia universal contenida 

en todas las bacterias. Los "primers" o iniciadores derivados de la secuencia, alinean con todas 

las especies conocidas. La reacción en cadena de la polimerasa -PCR- puede utilizarse para 

amplificar y posteriorn1ente detectar la secuencia original del gen l 6S ribosomal conservada en 

todas las eubacterias. Las partes externas de esta secuencia, a diferencia de las secuencias 

internas, son altamente conservadas. La amplificación que utiliza los iniciadores diseñados para 

las secuencias originales, permite que la secuencia interna del producto pueda ser utilizado para 

el análisis filogcnético que permita la idcntificació11 de aislamientos específicos. 
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El análisis del gen ADNr 168 ha resultado en una explosión de estudios filogenéticos. Estos 

análisis pueden realizarse con el ADN total extraído, obtenido de muestras ambientales con 

previo cultivo de bacterias aisladas (Raina el al., 1999) o no aisladas (Cullen y Hirsch, 1998). Del 

mismo modo, es posible extraer el ADN total de la comunidad bacteriana de muestras 

ambientales (Borneman el al., 1996) o bien, complementado con técnicas de microscopia, 

permite la determinación de bacterias.activas in situ (Christensen el al., 1999). En la figura 2, se 

presenta el dibujo esquemático del gen ARN 168 correspondiente a 1542 pb, así como las 

localizaciones aproximadas y la oi'ientación de algunos de los iniciadores conocidos. Se indican 

además, los tamaños aproximados de los productos generados a partir de los pares de iniciadores 

empleados en el PCR. 

200 400 600 ., ¡~¡¡¡¡;¡¡;;¡¡;¡ 

Re~onos consetvadas O 
Regiones divergentes ~ 

800 IODO 1200 
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Figura 2. Dibujo esquemático del gen ARNr 168 (tomado de Relman, 1993) 
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Una de las herramientas empleadas en el análisis de las secuencias de ADN y ARN son las bases 

de datos, con las cuales se pueden hacer comparaciones y establecer diferencias, similitudes y 

obtener resultados conclusivos en el caso del diagnóstico mediante técnicas moleculares. 

En microbiologla ambiental y ecología microbiana, las bases de datos se usan comúnmente para 

la identificación de microorganismos mediante In secuencia del gen ADNr 16S y In recuperación 

y evaluación de la secuencia de genes de prueba o iniciadores para PCR (Raina e/ al., 1999). 

Muchos sistemas computacionales con programas para el análisis de secuencias están 

disponibles para los investigadores en el "Genetic Computers Group" (GCG) y varios sitios en 

Internet. Herramientas como Fasta y Blnst, son proporcionados por el "Nacional Center for 

Biotechnology Information" _(NCBI). Estos programas de búsqueda se usan con el fin de 

encontrar que secuencias· en las bases de datos son similares a la secuencia desconocida, e 

identificar la relación distante a un ancestro común. De igual forma, permiten a los investigadores 

realizar la comparación de las secuencias, además de identificar las regiones homólogas o únicas 

en la secuencia de ácidos nucleicos de interés (Raina e/ al .. 1999). 
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CAPITULO 3. OBJETIVOS, HIPÓTESIS Y ESTRATEGIA DE TRABAJO 

2.1. Objetivo general 

Evaluar la capacidad de degradación del inhibidor de hidratación de arcillas tipo K (IHAK) por 

bacterias seleccionadas e identificadas fenotípica y genotípicamente, provenientes de recortes de 

perforación y suelo expuesto a hidrocarburos. 

2.2. Objetivos particulares 

J. Seleccionar dos bacterias con capacidad biodcgradadora del IHAK a partir de una comunidad 

bacteriana proveniente de recortes de perforación y sucio expuesto a hidrocarburos. 

2. Determinar la presencia de ADN plasmldico en las cepas aisladas y preseleccionadas. 

3. Evaluar in vi/ro la degradación del IHAK, a diferentes concentraciones, mediante la medición 

de carbono orgánico total. 

4. Establecer la diferencia en cuanto a la capacidad de degradación de cada una de las bacterias, 

según las concentraciones del IHAK empicadas en la evaluación. 

5. Caracterizar fenotípica y gcnotlpicamcntc las cepas evaluadas. 

2.3. Hipótesis 

La cepa bacteriana proveniente de recortes de perforación tendrá una mayor capacidad de 

degradar el inhibidor de hidratación de arcilla tipo K (IHAK) que la cepa bacteriana proveniente 

de un suelo expuesto a hidrocarburos. 
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2.4. Estrategia de trabajo 

Con base en Ja información bibliográfica se realizó el planteamiento del trabajo de investigación, 

el establecimiento de los protocolos y la estrategia general de investigación presentada a 

continuación. El trabajo de investigación, se desarrollo en dos etapas experimentales: (1) la 

primera etapa y 
0

(2) la segunda etapa experimental, a partir de las cuales se obtuvieron los 

resultados que se discuten y analizan de forma detallada más adelante. 

Cepas aisladas de Recortes Suelo Expuesto a 
de Perforación -RP- Hidrocarburos -SEH-

Y ~ 1 Enriquec1m1ento :electivo IHAK 1% 

Conservación + 
de c~-------·---·-j ________ -----·--!! A1slarnento de cepas 

Selección de cepas ..,_J 
Establec1m1ento de las 

cond1ciooes y medos de culovo 

Determinación de la curva de 
crecimiento y es1andJ1Zac100 de 

inóculos 

Evaluación preliminar de la 
b1odegradac1ón 1 HAK 2% 

Establec1m1ento de las concentrac1ones del 
IHAK y tiempo de contaclo 

Evaluación expenmen1a de la 
b1odegradac1ón IHAK O 1 y 

05% 

Anél1s1s integrado de 
resultados 
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CAPITULO 4. PRIMERA ETAPA EXPERIMENTAL 

4.1. MATERIALES Y MÉTODOS 

4.1.1. Inhibidor de hidratación de arcillas K (IHAK) 

Este inhibidor de hidratación de arcillas, fue seleccionado en función de su uso en los campos 

petroleros Mexicanos. Al igual que otros !HA, el IHAK se adiciona a los FP a una concentración 

del 6 al 10% en peso. Es un poHmero orgánico con altas velocidades de consumo, que incrementa 

la eficiencia en el proceso de perforación, reacciona con las partes activas de las placas de los 

minerales de arcilla, actuando mediante intercambio catiónico, es estable térmicamente hasta los 

200ºC y a los cambios de pi-! en los fluidos de perforación (Dom!nguez y Luna-Pabello, 2001). A 

continuación se presentan las características fisicoqu!micas del 11-IAK y en la tabla l, los grupos 

funcionales presentes en esta sustancia. 

Características fisicoqulmicas del inhibidor de hidratación de arcillas K (Klagard, Compañia: M. 

l. Drilling) (Ambriz, 2001 ): 

•!• Utilizado en el sureste de México •!• pH (unidades): 6.5 

•!• Aspecto: liquido azul •!• COD: 284 g/L 

·:· Solubilidad en agua: completa •!• %C: 55 

•!• Amina modificada •!• %N:20 

•!• IJ-IA tipo catiónico •!• %1-1: 17 

•!• Gravedad específica: 1.1 •!• COT: 295 g/L 
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TABLA l. Grupos funcionales presentes en el IHAK detectados a partir del análisis de espectros 

de infrarrojo (Tomado de Ambriz, 2001) 

-~~.l'ii."f(c'lrí:fü~ !j'.~f{.q¡~~~~ 
3600 - 3000 Grupo R-Nl-1 2 

2950 - 2850 -CH3y CI-12-

1650-1630 Grupo-NI-Ir 

1480 -Cl-13 

1280 - 1050 Alquil aminas 

950 - 870 Grupo -NI-12-

4.1.2. Medios de cultivo y condiciones de incubación 

Durante el desarrollo del proyecto de investigación se empicaron los medios TSA (MERCK), LB 

-Luria Bertani- sólido y lfquido (medio previamente descrito y preparado según Sambrook et al., 

1989) y medio de sales minerales (MSM) (Iwaki et al., 1999) sólido y liquido. Estos medios se 

complementaron en algunos casos con un porcentaje especifico de II-IAK filtrado en membrana 

de polipropileno con un tamaño de poro de 0.45 µm, utilizando un portafiltro swinnex® de 25 

mm (3.4 cm2
) Milliporc®. 

Los medios sólidos y líquidos empicados durante todo el estudio se incubaron a 37 ºC. La 

agitación de los medios líquidos se hizo de manera constante a 150 rpm y 75 rpm en un agitador 

orbital (Lab Line Incubator Shakcr orbital Daigger®). La velocidad de agitación se ajustó 

dependiendo del volumen del medio de cultivo. 
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4.1.3. Origen de las cepas bacterianas y proceso de selección 

Las cepas bacterianas empleadas, corresponden a cepas aisladas en un estudio previo, a partir de 

recortes de perforación RP, puestos en contacto con el lHAK, obtenidos de pozos petroleros del 

sureste mexicano y cepas bacterianas aisladas de suelo expuesto a hidrocarburos SEH, 

proveniente de áreas cercanas a pozos de petróleo. Para este estudio, se seleccionaron dos cepas, 

una proveniente del RP y otra proveniente del SEH, empleando distintos criterios de selección, 

debido a la desigualdad en cuanto al origen de las muestras y el proceso de aislamiento. 

4.1.3.1. Cepas provenientes de recortes de perforación (RP) 

Las cepas bacterianas provenientes del RP obtenidos de pozos del sureste mexicano, fueron 

aisladas previamente y proporcionadas por Zapata (2002). Estas cepas estuvieron en contacto con 

el IHAK y a cada una de estas, se les asignaron las letras: A, B, D, E, y G. 

Para la selección de la cepa bacteriana a emplearse en las pruebas experimentales, se 

consideraron los siguientes criterios cualitativos: 

Crecimiento en el medio mineral (MMI 1 %) medio preparado y previamente descrito en 

OECD (1992). 

Crecimiento en MMI 1 % complementado con Extracto de Levadura (EL) 50 mg/L 

Ausencia de crecimiento en placa con agar simple y placa con agar MM (sin IHAK y EL) 

Presencia de ADN plasmídico 

Adicionalmente se consideró como criterio cuantitativo, la respuesta de crecimiento de tres de las 

cepas provenientes del RP, con el IHAK como sustrato. Esta respuesta de crecimiento se midió 
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espectrofotométricamente (Ultraespec 3000 UVNIS espectro photometcr - Pharmacia Biotech}, 

mediante la lectura de la densidad óptica (DO) y el conteo de Unidades Formadoras de Colonia 

por mililitro (UFC/ mL). Para esta prueba, se emplearon dos grupos de medios de cultivo 

conformados por seis medios en total. Los medios minerales compuestos de acuerdo a OECD, 

1992, incluyeron: 

l. Medio mineral (M) simple 

2. Medio mineral (MI) con 1 % del IHAK 

3. Medio mineral (ME) con EL 50 mg/L 

4. Medio mineral (MEI) con 1 % del IHAK y EL 50 mg/L 

Los medios de cultivo compuestos de acuerdo Iwaki, ·et al., 1999, modificado son: 

S. Medio de sales minerales (MSM) simple 

6. Medio de sales minerales (MSMI) con 1 % del IHAK 

El análisis de los datos experimentales se realizó mediante un análisis de varianza (ANOVA), con 

una prueba de comparación múltiple LSD (Least significan! difference) ex = 0.05. La variable 

dependiente correspondió a Jos datos de UFC/mL. La evaluación se hizo entre Jos medios ME y 

MEI y entre las tres cepas bacterianas empicadas y denominadas A B y D. 

4.1.3.2. Cepas provenientes de sucio expuesto a hidrocarburos (SEH) 

Para la obtención de las cepas bacterianas provenientes del SEH, se hizo un enriquecimiento del 

suelo con 1 % del IHAK en el medio mineral MSM (MSMI 1 %). Durante los 20 días en los que 

se llevó a cabo el enriquecimiento, se realizaron pases consecutivos con el fin de remover el 

material particulado y la materia orgánica. Las condiciones de incubación correspondieron a 
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37° C, 150 rpm. Luego del enriquecimiento del SEH con el IHAK, se aislaron las cepas 

bacterianas, empicando diluciones seriadas y siembras consecutivas en los medios de cultivo 

sólidos MSMI 1 % complementado con 20 g/L de agar agar, LB, TSA (MERCK), MacConkey 

(OXOID) y Agar sangre. 

Para la selección de la cepa bacteriana proveniente del SEH, a emplearse en las pruebas 

experimentales, se utilizaron los medios de cultivo liquidas y sólidos MSMI 1 %, MSMI 1 % sin 

nitrógeno, MSM, LB y LB! 1 % y se consideraron los siguientes criterios cualitativos: 

•!• No-formación de esporas 

•!• Supervivencia de la cepa después de 1 O, 15 y 20 días en MSMI 1 %, 

•!• Presencia de ADN plasmldico 

•!• Crecimiento en medio LB, LB! 1 % y MSMI 1 % sólido y en MSMI 1 % sin nitrógeno 

•!• Como criterio de exclusión se consideró el crecimiento de las cepas bacterianas en el medio 

MSM sólido y líquido sin IHAK como unica fuente de carbono. 

4.1.3.3. Aislamiento de ADN plasmídico 

Considerado como uno de los criterios para la selección de las cepas de estudio, se empleó el 

procedimiento para determinar la presencia de plásmidos. El aislamiento de éste tipo de ADN, se 

realizó segun el protocolo de lisis alcalina (Sambrook et al., 1989). El ARN fue eliminado con 

SIGMA Ribonuclcasa -A.E C 3.1.27.5- 32 mg de protcína/mL-E 1%- extraída de páncreas de 

bovino. Se empicó además el sistema de purificación Midiprep Wizard® PureFection Plasmid 

DNA Purification Systcm - Promega. La cuantificación del ADN plasmídico aislado, se realizó 
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con espectrofotometría (Ultraespee 3000 UV/visible espectro photometer - Pharmacia Biotech). 

Por otra parte, con fines de visualización, se hicieron las electroforesis correspondientes en gel de 

agarosa al 1% (agarosa ultrapure GIBCO BBL) en buffer TBE (Buffer TBE Ultrapure lOX 

GIBCO BBL). Como referencia para la extracción, la cuantificación y la electroforesis se utilizó 

el plásmido pUC 19 contenido en una cepa especial de Escherichia coli. La captura, el 

procesamiento y el análisis de imágenes se hizo con el digitalizador de imágenes Fluor -S TM 

Multimager BioRAD, equipado con el programa Quantity ene 4.2.1.0. 

4.1.4. Conservación de las cepas 

Durante el experimento se manejó un cultivo de referencia de cada cepa. Estos cultivos se 

mantuvieron conservados en glicerol al 80% con medio LB, MSMI 1 % y Solución Salina 

Fisiológica (SSF) 0.85%. Adicionalmente se manejaron cultivos conservados en medios líquidos 

y sólidos tales como MSMI 1 % y LB complementado con IHAK al 1 % (LB! 1 %) a 4 y 20 ºC. 

4.1.5. Determinación de la curva de crecimiento de las cepas seleccionadas y 

estandarización de inóculos 

La determinación de la curva de crecimiento de las cepas seleccionadas se realizó mediante la 

lectura periódica de la DOsso nm, durante 24 horas. Los matraces de 250 mL conteniendo 50 mL 

de caldo LBI 2% se inocularon con 1 % de un cultivo puro crecido toda la noche en el mismo 

medio. Este último se inoculó con una suspensión de cinco colonias crecidas previamente en agar 

LB durante 24 h en 1 mL de agua estéril. Posteriormente, con el fin estandarizar los inóculos 

para las pruebas de biodcgradación, utilizando una posible correlación entre la DO y las UFC, se 
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midieron estos dos parámetros en la fase exponencial de crecimiento de cada cepa. Las UFC/mL 

se contaron sobre agar LB! 1 % con el método de Miles y Misra (Miles el al., 1938). Para la 

estandariz.ación de los inóculos de cada una de las cepas bacterianas se obtuvo el "pellet" a partir 

de centrifugación a 2000 x G de 100 mL de un cultivo crecido en medio LB! 2% en fase media 

exponencial. El "pellet" se lavó dos veces con SSF 0.85%. Posteriormente, se suspendió el 

material celular en agua destilada estéril y se determinó la DO para el cálculo de las UFC/mL 

iniciales, considerando la correlación de los dos parámetros establecida en este estudio. El 

inóculo de cada una de las cepas bacterianas se ajustó a una concentración bacteriana de 1 x 106 

UFC/mL. 

4.1.6. Prueba de biodegradación preliminar del IHAK y toma de muestras 

Las pruebas de biodegradación preliminares se realizaron con las cepas bacterias seleccionadas, 

denominadas cepas RPA y SEHMA proveniente del RP y el SEI-1 respectivamente. Se utilizó 

como medio de cultivo base para esta determinación, el medio MSM complementado con el 

IHAK al 2% (MSMI 2%). Esta concentración corresponde a 5905 mg de carbono orgánico total 

por litro (COT/L). Como se describe en la tabla 2, en algunos de los tratamientos el medio MSMI 

2% fue complementado además con EL (0.005 g/L). Los tratamientos y el contenido de los 

medios utiliz.ados se realiz.aron considerándose cuatro controles: control de inóculo, de 

procedimiento, de adsorción y control de degradación abiótica. El tratamiento prueba para la cepa 

RPA contenía además del IHAK, EL. El tratamiento prueba para la cepa SEI-JMA contenía IHAK 

como única fuente de carbono. Estas pruebas de biodegradación se llevaron a cabo mediante el 

cultivo de las cepas bacterianas objeto de estudio durante 21 días. 
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TABLA 2. Composición de los medios de cultivo empicados en las pruebas de biodegradación . 

Muestra ./ ./ ./ ./ 

Control inóculo ./ ./ 
RPA Control de procedimiento ./ ./ ./ 

4 Control de adsorción ./ ./ ./ ./ ./ 

Control de degradación abiótica ./ ./ ./ ,/ 

Muestra ./ ./ ./ 
2 Control inóculo ./ ./ 

SEHMA 3 Control de procedimiento ./ ./ ./ 
4 Control de adsorción ./ ./ ./ ./ 

5 Control de degradación abiótica ./ ./ ./ 

La toma de muestras durante la prueba de biodegradación se realizó al día O antes y después de la 

inoculación de las cepas bacterianas y al día 21 del experimento. De la misma muestra tomada se 

realizó el conteo de UFC/mL y la determinación de COT. Para el conteo de UFC se utilizó el 

procedimiento de Miles y Minsra mediante seis diluciones seriadas las cuales se interpretaron 

aproximadamente 12 horas después. 

El manejo de las muestras para el análisis de COT se realizó de acuerdo con los métodos 

estandarizados, sección 531 O B (Clesceri et al., 2000). Las muestras se filtraron por una 

membrana de polipropileno con un tamaño de poro de 0.45 µm, se conservaron con ácido 

fosfórico 1/20 y posteriormente, se refrigeraron hasta el momento de la lectura. El COT se midió 

en· un aparto TOC 5050 Total Organic Carbon Analizer Shimadzu, con un ASI-5000 A 

Autosampler Shin1adzu. 
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4.2. ANÁLISIS Y DISCUSIÓN DE LOS RESULTADOS 

4.2.1. Cepas aisladas y seleccionadas para el desarrollo de la segunda etapa 

experimental 

4.2.1.1. Cepa proveniente de RP 

De las cinco cepas bacterianas obtenidas previamente del RP y proporcionadas para este estudio, 

fueron pre-seleccionadas las cepas A, B y D, utilizando los criterios planteados para este 

propósito. Posteriormente, se ejecutó la prueba correspondiente a In comparación de In respuesta 

de crecimiento de las tres cepas. Los datos obtenidos a partir de esta prueba, luego del análisis de 

varianza y la aplicación de la prueba LSD. (a. = O.OS), permitieron establecer In diferencia en 

cuanto ni medio de cultivo ME y MEJ y a In respuesta de crecimiento de las tres cepas. 

En el medio de cultivo MEI se obtuvo el mayor crecimiento (promedios más altos de UFC/mL 

con las tres cepas: A, B y D) y a nivel de bacterias, la cepa bacteriana A fue la que resultó con el 

promedio más alto de UFC/mL en el medio MEI. 

Considerando los resultados obienidos, a partir de la aplicación de los criterios de selección, 

incluyendo los resultados estadísticos derivados de la prueba de crecimiento ante el IHAK 

(Anexo C), fue seleccionada la cepa bacteriana A de entre las cepas provenientes del RP, para la 

realización de las pruebas experimentales. Esta cepa bacteriana será nombrada en adelante como 

cepa RPA. 
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4.2.1.2. Cepa proveniente de Sl~H 

Mediante Jos procedimientos descritos para el aislamiento de las cepas bacterianas a partir del 

SEH, se recuperaron 13 cepas correspondientes a 12 bacilos Gram-negativos y 1 bacilo Gram-

posilivo. Se asignaron las letras Kl, K2, K3,K4, TI, T2, T3, T4, MI, M2, M3, M4B y MA a cada 

una de las cepas aisladas. Los medios que proporcionaron el mejor crecimiento y el más 

abundante, en cuanlo a cantidad y diversidad de las colonias, fueron el medio TSA y el agar 

sangre. En el medio MacConkey sólo se recuperó un tipo de colonia. Las folografias de las cepas 

bacterianas obtenidas y posteriormente aisladas se presentan en Ja figura 3. 

a. h. c. 

Figura 3. Crecimiento en placa en Jos medios TSA (a), Agar sangre (b) y MacConkey (e). de las 

cepas recuperadas del SEH después de enriquecimiento con el IHAK. 

De las 13 cepas bacterianas aisladas del SEH, fue seleccionada Ja cepa MA de acuerdo a los 

criterios de selección previstos. Enlre las earacleristicas de esta cepa se encuentran: Ja no-

formación de esporas, supervivencia de Ja cepa después de 1 O, 15 y 20 di as en MSMI 1 %, 

presencia de ADN plasmídico, crecimiento en medio LB, LBI 1 % y MSMI 1 % sólido, 

crecimiento en MSMI 1 % sin nitrógeho y ausenciu de crecimiento en el medio MSM sólido y 
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líquido sin IHAK como única fuente de carbono. Esta cepa bacteriana seleccionada se nombrará 

en adelante como cepa SEHMA 

4.2.1.3. Aislamiento de ADN plasmídico 

Considerando que la presencia de ADN plasmídico fue un requerimiento pre-establecido para la 

selección de las cepas a empicarse en las pruebas experimentales, se procedió a verificar su 

presencia en las cepas preseleccionadas. Al respecto el ADN plasmídico se pudo obtener a partir 

de las cepas RPA y SEHMA mediante el protocolo de lisis alcalina y con Midiprep Wiznrd® -

Promega (Fig. 4). Este tipo de ADN se pudo aislar, cuantificar y visualizar en repetidas ocasiones 

con el fin de corroborar el resultado, cumpliendo así, con este criterio para la continuación de las 

subsecuentes pruebas experimentales. 

Figura 4. ADN plasmídico obtenido de las cepas sdcccionm.las RPA y SEHMA. Pozo 1: MPM 

(100 bp DNA Ladder GIBCO BBL). Pozo 2: plásmido pUc19 en E. co/i, Pozo 3: ADN 

plasmídico de la cepa RPA y pozo 4: ADN plasmídico de la cepa SEI-IMA 

MAESTR A EN CIENCIAS BIOLOGICAS TR(~rr, c1 o~J •• IU. :) ) l\ 
31 

FALLA DE UHJC:EN 



PRfMERA ETAPA EXPERIMENTAL 

4.2.2. Características de crecimiento de las cepas y estandarización de 

inóculos para las pruebas de biodegradación 

A partir de la representación gráfica del número de células frente al tiempo, en Ja curva de 

crecimiento determinada durante 24 horas, para las cepas seleccionadas (Fig. 5), se determinó 

que la fase exponencial de crecimiento de la cepa RPA se lleva a cabo de las 4 a las 8 horas de 

crecimiento y en el caso de la cepa SEHMA, de las 5 a las 1 O horas. 

120 
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Figura 5. Curva de crecimiento en medio LBI 2% de las cepas bacterianas RPA (n} y SEHMA (b) 
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A los resultados obtenidos se les aplicó una regresión lineal (Fig. 6), obteniéndose una 

correlación entre las dos mediciones. En el caso de la cepa RPA R2 = 0.984 y para la cepa 

SEHMA R2 = 0.952. Considerando la existencia de esta correlación, se ajustaron los inóculos de 

cada una de las cepas bacterianas a una concentración bacteriana de 1 x 106 UFC/mL para el 

desarrollo de las pruebas de biodegradación preliminares. 
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Figura 6. Correlación entre DO y UFC en fase exponencial de crecimiento de las cepas 

bacterianas RPA (a) y SEI-IMA (b) 
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4.2.3. Prueba de biodegradación preliminar 

La prueba de biodegradación llevada a cabo durante 21 días con el IHAK al 2% (5905 mg 

COT/L) y con las cepas bacterianas RPA y SEl-IMA, generaron los resultados de COT presentes 

en la figura 7. En esta grafica se presenta la concentración inicial antes de la mezcla, así como el 

primer y último dato obtenido durante la prueba, correspondientes a los días O y 21; Igualmente, 

en la figura 8, se observan los resultados del crecimiento de cada una de las cepas. Los valores se 

encuentran expresados con el logaritmo decimal del número de células (UFC/mL) a diferentes 

tiempos. 
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Tratamientos 
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Figura 7. Resultados en términos de COT de la prueba de biodegradación preliminar del IHAK 

al 2% con las dos cepas 
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Figura 8. Resultados promedio del conteo de UFC/mL de las cepas en estudio 

En cuanto a los valores de remoción del carbono durante el tiempo de la prueba, la cepa RPA 

utilizó 912 mg COT/L, correspondiente a un 15 % de remoción del carbono total contenido en el 

matraz, y la cepa SEHMA utilizó, 571 mg COT/L correspondiente a un 10 % del carbono total 

contenido en el matraz como única fuente de carbono. Estos resultados preliminares, permitieron 

establecer el tiempo de contacto, la cantidad de bacterias por mL y las concentraciones del IHAK 

a emplear en las pruebas experimentales siguientes. 

4.3. Conclusiones parciales 

De acuerdo a los criterios de selección aplicados, de las cinco cepas bacterianas provenientes 

del RP, fue seleccionada la cepa bacteriana denominada RPA. Adicionalmente, a partir de una 

comunidad bacteriana compuesta por 12 bacilos Gram positivos y un bacilo Gram negativo, 

aislada de suelo expuesto a hidrocarburos, fue seleccionada la cepa bacteriana denominada 

SEHMA. 
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Las dos cepas seleccionadas, provenientes de recortes de perforación y suelo expuesto a 

hidrocarburos, presentaron ADN de tipo plasrnídico. Este material genético fue aislado, 

cuantificado y visualizado mediante los diferentes protocolos empicados 

La estandarización de los inóculos en las pruebas de biodegradación, se realizó considerando 

la correlación obtenida entre DO y UFC en la fase exponencial de crecimiento de las dos 

cepas 

Las cepas RPA y SEHMA degradan el IHAK al 2% (5905 mg COT/L). Particularmente, la 

cepa RPA utilizó 912 rng COT/L (15%) del IHAK corno fuente de carbono adicional y la 

cepa SEHMA utilizó 571 mg COT/L (10%) como única fuente de carbono. 

A partir de los resultados obtenidos en las pruebas de biodegradación preliminar, y con el fin 

de realizar pruebas de biodegradación de la segunda etapa experimental, se estableció: 1) El 

aumento del inóculo de 1 x 106 a 1 x 108 UFC/mL. 2) La reducción en el tiempo de 

evaluación de 21 a 7 días y, 3) La reducción de la concentración del IHAK del 2% al 0.5 y 0.1 

%, simulando así otros valores de concentración similares a las detectadas en campo. 
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CAPITULO 5. SEGUNDA ETAPA EXPERIMENTAL 

5.1. MATERIALES Y MÉTODOS 

El presente capítulo se llevó a cabo de acuerdo a los resultados obtenidos en la primera etapa 

experimental. Las dos cepas seleccionadas, cepas RPA y SEHMA, son evaluadas según su 

capacidad de degradación del IHAK a diferentes concentraciones, analizándose la velocidad a la 

que se lleva a cabo la utilización del sustrato. Adicionalmente, se describe la caracterización 

mediante pruebas fenotípicas y genotípicas de dichas cepas. 

5.1.1. Identificación de las cepas de estudio 

5.1.1.1. Caracterización fenotípica 

Para la caracterización fenotípica de las cepas RPA y SEHMA, se utilizaron las pruebas primarias 

y secundarias tales como: características macroscópicas de las colonias, examen con tinción de 

Gram, morfología (forma, disposición de las células bacterianas, presencia o ausencia de 

estructuras específicas, posición y forma de estos) y características metabólicas o bioquímicas, 

utilizando medios de cultivo diferenciales, estos últimos se ejecutaron considerando la diferencia 

de las dos cepas en cuanto a la tinción de Gram (Anexo 8). La identificación de la cepa SEHMA 

se complementó adicionalmente con las pruebas bioquímicas comerciales AP120 E ® Sistema de 

identificación de Enterobacterias y otros bacilos Gram negativos (BioMerieux) y el sistema 

Crystal ® Enteric I Nonfcrmenter (BBL). 
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5.1.1.2. Caracterización molecular basada en el análisis de la secuencia del 

gen ADNr 16S 

Este tipo de identificación se realizó aislando y purificando el ADN total, seguido por la 

amplificación mediante la reacción en cadena de la polimerasa (PCR) del fragmento del gen 

ADNr 16S. La secuenciación y el análisis de las secuencias mediante el alineamiento y 

procesamiento de estas, permitieron establecer la filogenia de las bacterias RPA y SEHMA. 

5.1.1.2.1. Aislamiento, purificación y cuantificación del ADN total 

Para la extracción del ADN total microbiano se empleó el protocolo adaptado y modificado de 

Cullen y Hirsch ( 1998). El pellet para la extracción del ADN de la bacteria, se obtuvo a partir de 

3 - 4 mL de cultivo crecido durante 16 horas en medio LB! 2%. La purificación se hizo de 

acuerdo a Knaebel y Crawford ( 1997). Para la observación del ADN total obtenido se realizó una 

electroforesis en gel de agarosa al 1% (agarosa ultrapure GIBCO BBL) en buffer TAE (Tris -

Acetato -EDT A 1 X). La cuantificación del ADN se efectuó mediante espectro fotometría. 

5.1.1.2.2. Prueba de reacción en cadena de la polimcrasa -PCR- para la 

amplificación del gen ADNr 16S 

El fragmento del ADNr 16S se amplificó a partir del ADN total obtenido, mediante la técnica de 

PCR (Termociclador GeneAmp® PCR System 9700, Applied Biosystems) con los 

oligonucleótidos 8 FPL y 1492 RPL, previamente reportados (Relman, 1993). La mezcla de PCR 

contenla 2.5 U de ADN polimerasa (Platinum /'ft DNA polymerase), Buffer Pft , 2.4 mM de 

DNTP's, 50 mM de MgS04 y 10 pmol de cada uno de los oligonucleótidos 8 FPL y 1492 RPL. 
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Después de 5 minutos a 94 ºC la amplificación se efectuó en 35 ciclos que incluyeron 1 minuto 

de desnaturalización a 94 ºC, 1 minuto de alineamiento de los oligonuclcótidos a 55 ºC y 2.3 

minutos de extensión a 72 ºC. La finalización de la amplificación se hizo en cuatro pasos que 

implicaron 1 minuto a 94 ºC, 1 minuto a 55°C, 10 minutos a 72º C y 1 minuto o más a 4 ºC. La 

purificación se efectuó con QUIAQU/CK PCR Purifica/ion Kit (QU/AGEN JNC) de acuerdo al 

protocolo descrito por el proveedor. Los productos de PCR se analizaron en un gel de agarosa 

con buffer TAE. El marcador de peso molecular empleado fue de !Kb, de 14 fragmentos (MPM 

1 Kb Gene Ruler ADN ladder FERMENTAS MBI). 

5.1.1.2.3. Secuenciación del fragmento del gen ADNr 168 

El producto de PCR generado, correspondiente al tamaño esperado, fue secuenciaciado desde el 

extremo 5'. La secuenciación del amplificado fue realizada por el Instituto de Fisiología Celular 

de la Universidad Nacional Autónoma de México: con un secuenciador automático ABI Prism 

(ABI PRISM 31 O Genetic Analyzer PE, Applied Biosystems) utilizando 8 FPL como 

oligonucleótido. 

5.1.1.2.4. Alineamiento de secuencias, procesamiento y análisis filogenético 

Las secuencias del gen ADNr 16S de la cepas RPA y SEHMA se compararon individualmente 

con las secuencias existentes en las bases datos, mediante un análisis BLAST utilizándose el 

programa BLASTN (Altschul e/ al., 1997) versión 2.2.3 del GenBank (National Center of 

Biotechnology information; http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST). Las secuencias resultantes a 

partir de ese análisis, junto con secuencias existentes en el GenBank de bacterias pertenecientes 
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al filum Finnicutes (Clases Bacilli y Clostridia) y al filum Proteobactcria (Clases 

a., J3, 11, &, y, y proteobacteria) fueron alineadas de forma múltiple usando el programa 

CLUSTAL_X (Thompson et al., 1997) versión 1.81. La descripción detallada de las secuencias 

empleadas se presenta a continuación: 

Secuencias incorporadas en el alirieam.iento_reali,z¡ido junto con la secuencia de la cepa RP A: 
·- ,., - - " " 

l. Escherichia co//O l 57:H7 EDL933 serotipo O l 57:H7 (GenBank: AEOOS 174.1) (Perna et 

al., 2001) 

2. Alca/igenes sp. NKNTAU (GB: U82826;J) (Dengere/~1., 19?7) 

3. E11bacteri11m limosum PM31 (GB: AF064242. I) (Jansén y Há~s~rW2001) 
·, .. _.;,;- .,·:· 

4. Clostridi11m butyrlcwn IBUN 64A (GenBank: AJ289706.lf(Mont~ya ~tal., 2001) 

5. Paenibacil/us la11/11s CCM 3892 (GenBank: D78472.I) (Shida et al., datos no publicados) 

6. Bacil/11s thuringiensis WS 2617 (GenBank: Z84594. I ) (Lechner et al., 1998) 

7. Baci/llls mycoides 2048 DSM (GenBank: X55061.1) (Ash et al., 1991) 

8. Baci/llls sp. GCB-2 (GenBank: AJ000648. I) (Maas et al., datos no publicados) 

9. Baci/llls /icheniformis NCDO 1772 (GenBank: X60623.I) (Ash et al., 1991) 

10. Bacil/us sp. Aislado de termita (GenBank: X8113 l.1) (Hutson et al., datos no publicados) 

11. Secuencia de la cepa RPA obtenida en este trabajo de investigación. 

Secuencias incorporadas en el alineamiento realizado junto con la secuencia de la cepa SEHMA 

fueron: 

1. Ochrobactr11m sp. PR 17 (GenBank: AF229848. I) (Rciter y Sessitsch, Datos no publicados) 

2. Sphingomonas sp. A TCC 21423 (GenBank: AF503277 .1) (Cleary e/ al., Datos no 

publicados) 

ri1 oc~1 .. c ("it'\l\J l 12.J\..J '. ,) \)\J .. 
MAESTIUA EN CIENCIAS DIOLOGICAS 40 

FALLA DE omGKN 



SEGUNDA ETAPA EXPERIMENTAL 

3. Alcaligencs sp. NKNTAU (GenBank: U82826. l) (Denger e/ al., 1997) 

4. Burkholdcria cepacia PW3 (GenBank: AB09176 l.l) (El Sayed et al., Datos no 

publicados) 

5. Dcsu/fobactcr vibrioforme 854 (GenBank: Ul2254.l) (Lien y Beeder 1997) 

6. Campylobacter fel11s subsp. vencrcalis (GenBank: AF482990. l) (Khamessan e/ al., Datos 

no publicados) 

7. Aeromonas sp PG4-l (GenBank: AB076859.l) (Khan e/ al., 2002) 

8. Pscudomonas sp. SA (GenBank: AF4 l l 854. l) (Eckford el al., Datos no publicados) 

9. Pseudomonas sp. JPL-1 (GenBank: A Y030314.l) (Satoh el al., Datos no publicados) 

10. Pseudomonas stutzeri ATCC 17682 (GenBank: AJ006107.2) (Sikorski et al., Datos no 

publicados) 

11. Pseudomonas sllltzeri JJ (GenBank: AF411219.1) (Dijk et al., Datos no publicados) 

12. Pseudomonas balearica TG-3 (GenBank: AF054936.1) (Sorokin et al., 1999) 

13. Pseudomonas plllida DLL-E4 (GenBank: AF44 7394.1) (Liu el al., Datos no publicados) 

14. Secuencia de la cepa SEHMA obtenida en este trabajo de investigación 

La clasifi.cación de bacterias utilizadas en la construcción de los árboles filogenéticos de las cepas 

de estudio se tomó del GenBank (National Center of Biotechnology information; 

(http://www.ncbi.nlm.nih.govrraxonomy/Browser/wwwtax.cgi?name=Eubacteria) {Anexo B). 

La visualización de los tres tipos de árboles obtenidos se hizo con el programa TreeView (Page, 

1996). 
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Después del alineamiento, las secuencias se revisaron manualmente con el fin de buscar las 

regiones homólogas dentro del gen y excluir los espacios o "gaps". Se utilizaron los programas 

MEGA 2 (Kumar et al., 2001) y DAMBE (Xia, 2000., Xia y Xie, 2001) para obtener el índice de 

transversiones y transiciones (R = SN) y el indice de frecuencia nuleot!dica. 

Posteriormente, utilizando el programa PHYLlP versión 3.5c (Felsenstein, 1993) se hizo la 

construcción de los árboles filogenéticos usando los métodos de distancia, parsimonia y máxima 

verosimilitud. Para obtener el árbol de distancia de las cepas bacterianas RPA y SEHMA, se 

empleó el modelo de Felsenstein ( 1984 ), se realizaron 100 remuestreos con reemplazo y se 

obtuvo un árbol consenso. Fueron utilizados los programas Seqboot ( 100 replicados en 

bootstrap), Neighbor (neighbor-joining) ADNdist y Consense. Los programas ADNpars y 

ADNmL se emplearon para la obtención de los árboles mediante los métodos de parsimonia y 

máxima verosimilitud, todos estos implementados en el programa PHYLIP. 

5.1.2. Pruebas de biodegradación del IHAK a diferentes concentraciones 

Este procedimiento se ejecutó con las dos cepas de estudio, la cepa RPA y la cepa SEHMA. Para 

la realización de las pruebas de biodegradación se consideró el medio MSM como medio de 

cultivo base para esta determinación. El medio de cultivo se complementó con dos 

concentraciones diferentes del IHAK: 1) 0.1 %, correspondiente a 296 mg COT/L y 2) 0.5%, 

correspondiente a 1479 mg COT/L. La prueba se realizó por 7 días e incluyó seis controles: 

control de inóculo, control de procedimiento, control de remoción o degradación abiótica con y 

sin extracto de levadura (EL), control de adsorción con y sin EL. La descripción de los 

tratamientos y el contenido de los medios utilizados se amplía en la tabla 3. 
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TABLA 3. Composición de los medios de cultivo empleados en las pruebas de biodegradación. 

Muestra sin EL ,/ ,/ ,/ 

Muestra con EL 2 ,/ ,/ ,/ ,/ 

Control de lnóculo 3 ,/ ,/ 

Rl'A Control de procedimiento 4 ,/ .,, .,, 
Control de adsorción sin EL 5 ,/ .,, .,, .,, 
Control de adsorción con EL 6 ,/ .,, .,, .,, .,, 
Control de Deg. Abiótica sin EL 7 .,, .,, .,, 
Colllrol de Deg. Abiótica con EL 8 .,, .,, .,, 
Muestra sin EL ,/ ,/ .,, 
Muestra con EL 2 ,/ ,/ ,/ .,, 
Control de lnóculo ,/ .,, 
Control de procedimiento 4 ,/ .,, .,, 

SEHMA 
Control de adsorción sin El. 5 .,, .,, ,/ ,/ 

Control de adsorción con EL 6 ,/ ,/ ,/ .,, .,, 
Control de Deg. Abiótica sin EL 7 .,, .,, .,, 
Control de Deg. Abiótica con EL .,, .,, .,, 

5.1.2.1. Estandarización de inóculos y procesamiento de muestras 

experimentales 

Para la estandarización de los inóculos de cada una de las cepas bacterianas se consideró el 

procedimiento empleado en las pruebas preliminares, sin embargo, el inóculo a emplearse en la 

prueba de biodegradación se ajustó a una concentración bacteriana de 1 x 108 UFC/mL. 

La toma de muestras durante la prueba de biodegradación llevada a cabo durante 7 días, se 

realizó a los días O, 3 y 7 del experimento. El manejo de las muestras para el análisis de COT se 

realizó de acuerdo con los métodos estandarizados, sección 531 O B (Clesceri et al., 2000). Las 

muestras se filtraron por una membrana de polipropileno con un tamaño de poro de 0.45 µm, se 
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conservaron con ácido fosfórico 1/20 y posteriormente, se refrigeraron hasta el momento de la 

lectura. El COT se midió en un aparto TOC 5050 Total Organic Carbon Analizer Shimadzu, con 

un ASl-5000 A Autosampler Shimadzu. 

5.1.2.2. Análisis y procesamiento de los datos 

El análisis de los datos experimentales se realizó mediante un análisis de varianza factorial 

ANOVA 11 (SAS for Windows Version 8.2, SAS Institute !ne. Cary, NC, EVA). Se emplearon 

las pruebas múltiples de medias de Duncan y Tukey con un a = O.OS. La variable dependiente 

correspondió a los datos de COT. Las pruebas se realizaron entre grupos (0.1 % y 0.5%), entre 

cepas (RPA y SEHMA), entre cada uno de los tratamientos o matraces empleados (1, 2, 3, 4, 5, 6, 

7 y 8) y entre cada uno de los tiempos de muestreo(!, 3 y 7). 
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5.2. ANÁLISIS Y DISCUSIÓN DE RESULTADOS 

5.2.1. Identificación de las cepas de estudio 

5.2.1.1. Caracterización fenotípica 

La cepa aislada previamente a partir de RP y seleccionada bajo los criterios aplicados 

previamente en el capítulo 4, denominada cepa RPA, corresponde a una bacteria Gram-positiva, 

con forma bacilar (Fig. 11), cuyo crecimiento en agar TS!> permitió reconocer la formación de 

colonias blancas, opacas con forma irregular. Mediante· la determinación de características 

fenotípicas (Anexo 8), se estableció que dicha cep,a bacteriana pertenece a la especie Bacil/us 

/icheniformis (Gord~n eíál., 1973; Múrr~y et al., 1984; Bariow y Feltman, 1993). El crecimiento - ·,· .. , ' . ·. . · .. _, .. ' 

de la cepa en iriéclio ~óHdci(~·ig~ ;), e~ típico para est~ tipo ~ebacteria. 

. . . 
Por otra parte;. Ía identificación preliminar de· Ía cepa aislada de SEH, denominada como cepa 

SEHMA, se efectuó mediante la detenninadón de las características fenotípicas (Anexo B) con 

las cuales, se pudo definir a la cepa dentro del grupo de bacilos Gram-negativos, móviles, no 

fermentadores, oxidasa y catalasa positivos (Barrow et al., 1993), (Fig. 1 O y 11 ). Este grupo de 

bacterias incluyen géneros como Alca/igencs, Shewane/la, Pseudomonas (productoras de álcali). 

A partir de este resultado se realizaron las pruebas comerciales de identificación APl20 E ® 

(BioMerieux) y Crystal ® (BBL) mediante las cuales no se pudo identificar adecuadamente a la 

cepa bacteriana SEHMA debido a que la aproximación que ejecutó el programa integrado a estos 

sistemas, definió a esta bacteria como Ochrobactrum cmthropi y Shewanella putrefaciens 

contando con menos del 80 % de confianza en el resultado. 
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a. b. c. 

Figura 9. Cepa bacteriana RPA. a) crecimiento en placa en medio TSA. b) acercamiento de la 

colonia. c) crecimiento en agar sangre. 

a. b. c. 

Figura 10. Cepa bacteriana SEllMA. a) crecimiento en placa en medio TSA. b) acercamiento de 

la colonia. e) crecimiento en agar sangre. 
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Figura 11. Fotograílas de las cepas bacterianas RPA y SEHMA con tinción de Gram al 

microscópio (1 OOX). a) Cepa RPA. Bacilo Gram-positivo. b) Cepa SEl-IMA, Bacilo Gram-

negativo. c) Cepa RJ'A esporulada (espora central, elipsoidal). d) Mezcla de las Cepas RPA y 

SEllMA. 
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5.2.1.2. Caracterización molecular basada en el :rnálisis de l:i secuencia del 

gen ADNr 16S 

5.2.1.2.l. Amplificación y secuenciación del gen ADN 16S 

El ADN total de las cepas bacterianas RPA y SEHMA. fue aislado, purificado y cuantificado. La 

observación del ADN total obtenido se efectuó con una electroforesis en gel de agarosa al 1 % 

(Fig. 12). A partir del ADN total obtenido .de cada cepa bacteriana, se amplificó el fragmento del 

gen ADNr l 6S con los oligonucleótidos 8 FPL y 1492 RPL. Posterior a su purificación el 

fragmento se visualizó en el gel de agnrosa al 1 % (Fig. 13). El producto de PCR de las cepas 

bacterianas RPA y SEl-IMA corréspondieron al tanmño esperado (1542 pb) 

2 

Jlb 

Figuru 12. ADN total extraído de las cepas haclcrianas Rl'1\ y SEllMA. Pozos: l. MPM (Gene-

Ruler 1 Kb DNA laddcr FERMENTAS Mili): 2. ADN tnlal obtenido de la bacteria SEl-IMA; 3, 

ADN total obtenido de la bacteria RPA 
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pb 

1000-

Figura 13. Gen ADNr 16S amplificado mediante PCR obtenido a partir del ADN total de las 

cepas RPA y SEHMA. Pozos: l, MPM (Gene-Ruler l Kb DNA ladder FERMENTAS MBI); 2, 

ADNr 16S amplificado, obtenido de la cepa RPA; 3, ADNr J6S amplificado, obtenido de la cepa 

SEHMA. 

Con el procedimiento de secuenciaeión empleado, se obtuvo para la cepa RPA, una secuencia de 

999 nucleótidos (Fig. 14.a.) cuya composición corresponde a: 248 (25%) A; 224 (22%) C; 307 

(31%) G; 187 (19%) T; 33 (3%).N. Porcentaje G + C: 53%. Para la cepa bacteriana SEHMA, la 

secuencia obtenida fue de 1007 nucleótidos (Figura 14.b.) y sti composición corresponde a: 251 

(25%) A; 215 (21%) C; 292.(29%) G; 198 (20%) T; 51 (5%) N. Porcentaje G + C: 50% Para los 

análisis filogenéticos se trabajó con una secuencia de 986 de la cepa RPA y una secuencia de 
. . 

1005 nucleótidos de la cepa SÉHMA. 
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CNllllCAACCA ACCCTCCCCC CCTCCCTAAT ACATCCilCT CCA.CCCCACC CACCCCACCT 
61 TCCTCCCTTA CCTCACCCCC CCACCCCTGA CTAACACCTC CCTA.ACCTCC CTCTAACACT 
lZJ. CCCATAACTC CCCCA.llCCC CCCCTAATAC CCGATCCTTC ATTCA.ACCCC ATCCTTCAAT 
l.Bl CATAAAACCT CCCTTTTACC TACCACTTAC ACATCCACCC cccccccATT ACCTACTTCC 
Z41 TCACCTAACC CCTCACCAAC CCCACGATGC CTACCCCACC TGACACCCTC ATCCCCCACA 
301 CTCCCACTCA CACACCCCCC ACACTCCU.C CCCAGCCAGC ACTACCCAAT CTTCCCCAAT 
361 CCACCAAACT CTCACCGACC AACCCCCCCT CACTCATG.U. CCTTTTCCCA TCCTAAAACT 
4Zl CTCTTCTTAC GCA.ACA.ACAA CTACCCTTCC .U.TAGCCCGC CACCTTCACC CTACCTAACC 
481 ACA.AACCCAC CCCTAACTAC CTCCCACCAC CCCCGGTAAT ACCTACCTCC CAACCCTTCT 
S4l. CCCCAATTAT TCCGCCTAAA ccccccccAC GCCCTTTCTT AACTCTCATC TCAAACCCCC a) 
601 CCCCTCAACC CCCCCACCCT CATTCCAAAC TCCCCAJ.CTT CACTCCACAA A.ACCACACTC 
661 C.AATTCCACC TCTACCCCTC AAATCCCTAN ACATCTCCAC CA.ACACCACT CCCCCA.ACCC 
?Zl CACTCTCTCC TCTCTAACTC ACCCTCACCC CCCAAACCCT CCCCACCCAA CAGCATTACA 
?Sl TACCCTCCTA CTCCACCCCC T.U.CCATCAC TCCTACTCTT A.AACCCTTTC CCCCTTTANT 
841 GCTCCACCAA CCCATNACCA TNCCCCTCCC CAJmCNCTCN CACACTCAAA CTCAACC.U.T 
901 TCACCCCCNC CNCNCAACNC NCCNACATCC CCTTNANTTC A.Al.ICACNCCA .u..>.NCTTACA 
961 ccmntCAAT TCTTNUNANC CTA..A.NANACC CNTNCCNTC 

------------ -----~-- ··----

CCNNCAATCT NTNCACTCAC CGGCCAGCCC CTNAACACAT GCCAACCTTC CAGTCGCACN 
61 GTNCTGCTCC TTTCNCCCAT ccccccucAC CCCUCACACC CTCTCCTACC T.U.TCCCTAC 
121 CC.U.TNTCNC TCCCTCACTG CCCCCCTATA CACTNCCCTC CNAACACTCC A.ACCCATAAT 
181 ACCCCCATAC CTTCCTACCC CTACA.A..AGCC CCGCCATCTT CCCACCTCCC CCTACCACAT 
Z41 CACCCTACCT CGCATTACCT ACTTCCTCAC CTA.MCCCTC ACC>..ACCCCA CCATCCCTAC 
30.l CTCCTCTGAC ACCATCATCA CCCACACTGC .V..CTCACACA CCCTCCACAC TCCTACCCCA 

::~ ~~~~~~~~ ~~~~!~~~~ ~~!~~~~ ~~~~~~~~ ~~~~~~~~~ ~~~~~~~~ b) 
481 CTTCCTCTTT TCACCTU.CC CACACAATAA CCACCGCCTA ACTTCCTCCC ACCACCCCCC 
54.l GT.U.TACCAA CCGTCCAACC CTTAATCCCA ATTACTCCCC CTAAACCCCC CCTACGTGCT 
f>Ol TTCATJ..ACTT CGATCTCA.AA GCCCCCCCCT CA.ACCTCCCA ATTCCATCCA A.U.CTGTCTC 
66.l ACTACACTAT GGCAGACGCT CCTCCAATTT CCTCTCTACC CCTCA..U.TCC CTAllATATAC 
7Zl CAACCAACAC CACTCCCCAA CCCCACCACC TCCCCT.UTA CTCACACTCA CCTCCNAAAC 
781 CGTCCGCGAC CAA.ACACCAT TACATACCCT CCTACTCCAC CCCCTAACCA TCTCJIACTAN 
84.l CCCTTCCCAT CCTTGAAATC TTAJrnCCCCC AACTAACNUT TA..A.NTCNACC CCTCCCCGAT 
901 ACNCCCNNAC CNTAAACTNA AANAATTCAC GCCCNCCCCN CA>..NJ.ICCCCN mmtCNCNTT 
961 NATTCA.AHNA NCCNAA.U.CC TTACNCCCNT TNAANCCAAA AAT_TT_Nll ______ _, 

Figura 14. Secuencia del fragmento del gen ADNr 16S de las cepas: a) RPA y b) SEHMA. 

5.2.1.2.2. Alineamiento de secuencias, procesamiento y análisis filogenétieo 

La comparación de la secuencia de la cepa RPA (999 pb) mediante un análisis BLAST 

empleándose el programa BLASTN demostró la estrecha relación entre la secuencia de esta cepa 

bacteriana con miembros del género Bacillus, en particular con Bacil/us licheniformis. En el caso 

de la comparación de la secuencia de la cepa SEHMA (1007 pb) mediante el mismo análisis, se 
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demostró la estrecha relación de la secuencia de esta bacteria con miembros de la familia 

Peudomonadaceae, en particular con el grupo de Pseudomonas s/l/tzeri. Después del alineamiento 

y la revisión manual se estableció una longitud de secuencia para la cepa RPA de 986 

nucleótidos y de 1 OOS nucleótidos para la cepa SEHMA. 

Mediante el programa PHYLIP versión 3.Sc (Felsenstein, 1993) se realizó la construcción de los 

árboles filogenéticos usando los métodos de distancia (Fig. IS y 18), parsimonia (Fig. 16 y 19) y 

máxima verosimilitud (Fig. 17 y 20) para las dos bacterias de manera independienle. 

Los tres árboles obtenidos por los diferentes métodos para cada una de las cepas bacterianas, 

tienen una topolog!a similar. En cada caso este resultado demuestra que los tres árboles no son 

excluyentes entre s! sino que son comparativos y conclusivos en cuanto a la estrecha relación 

entre estas cepas y las resultantes luego de la comparación. Esto permite afirmar que de acuerdo a 

la secuencia del gen ADNr 168, las dos cepas bacterianas, cepa RPA y SEHMA, son 

filogenéticamente cercanas a la especie Bacillus /icheniformis (GenBank accesión no. A Y 436611; 

unpublished data) y a la especie Pseudomonas stutzeri (GenBank accesión no. A Y 436612; 

unpublished data) respectivamente. 
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..----- Alcal1gen11s sp.NKNTAU 

..----- Escht1richia co/i OU7: H7 EDLSlJJ 

100 .------ Eubact.rium limo&Um PM 31 

100 r----- Closlrid1um butiricwn IBUH 64A 

..----- Pa11nibacillus lautus CCM 3892 
se 

100 
Cepo RPA 

1 
Bar:il/us sp.OCB 2 ¡ 

,----- Baci/Jus sp. 
Ai•lado de hnnit.a 

100 

47 

..----- Bacil/us thwingi11nsis \VS 2617 
100 

10 
~---- Baci/lus mycoid11s 2048 OSM 

Figura 15. Árbol filogenético obtenido por el método de distancia para la cepa RPA 

A.lcaligrmt1s sp.NKNTAU 

Esr:Ji.ric/Ua coh 01.17: H7 EDU>ll 

Pa'1nibacil/us /au:us CCM 3892 ! 

- Bacil/us /icht1nifomris 
NC00tn2 

Bacillus sp OCB 2 

Bactllussp. 
Aislado de temúta 

.___ Cepa RPA 

1 
~sm;ycoid.s2048DSM · 

Baci//us thunngi11nsis ! 
WS2617 . 

Eubacterium /imooum 1 

1 PMJI 

1 C/ostridium butJricum 1 
0.1 IBUN64A 

Figura 16. Árbol filogcnético obtenido por el método de parsimonia para la cepa RP A 
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.---------- Alcahgenes sp.NKNTAU 

>---------- Escherichia coh 0151: H7 EDUIJJ 

0.1 

.------- C/oMdium buliricum IBUN 64A 

.------------ Bubacurium Jimoswn PM 31 

Pa•nibacil/us /auJ.us 
..------- CCMJ89l 

Baci//us lhuringiensis 
WS2617 ' 

Bacil/us mYCOides 
21J.18DSM 

Cepa RPA 

~---• B. /~~~~~nis 

Baci/Jus sp. OCB 2 

Baci/lus sp 
Aidtdo d• termita 

Figura 17. Árbol filogenético obtenido por el método de máximo verosimilitud para la cepa RPA 

Ochrobactrum sp. PR 17 
¡ 

Sphingomonas sp. A TCC 21413 1 
1 

P&11udomonas sp. lA 1 

~ 98 
Psoudomonas pUlida DU...FA i 

50 ' 
100 100 Puudomonas sp.1PL.1 

P. stutzen A TCC 17682 ' 1 
100 Psgudomonas bakarica 

1 
1 

100 

~ 
T0.3 

CcpaSEHMA 
59 

P.&tuturi1J 

- SI AlcahgBnfls sp. NKNT AU 
100 

Burkho/dr1ria cepacia PW 3 

L--..j 67 
Drlsulfobacler vibrioform11 8 54 

10 
Campy/obacler jetus subsp. wmereahs 

-

Figura 18. Árbol filogcnético obtenido por el método de distancia para la cepa SEHMA 
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Sphlngomonas sp. ATCC 21413 

Ochrobactrum sp. PR 17 

C. /.rlUssubsp. V•n•r•alis 

D. vibrioforme B '4 

r--1 
Aeromonas sp. PO 4-1 

B. c•pacia PW 3 

Alca/igenes sp.NKNTAU 

¡[Cudomonas sp.~A 

Ps.udamonas pulida OU..E4 

Puudomonas sp. JPL-1 

Lseudomonas sJ.utz11n JJ 1 

Puudomonas sJ.utzen ATCC 17681 

~ Ps.rudomonas balearica TQ.J 

CopaSEllMA 
0.1 

Figura 19. Árbol. filogenético obtenido por el método de parsimonia para la cepa SEHMA 

Ochrobactrum sp. PR 17 

Sphingomonas sp. ATCC 21423 

r----l 
A e romo nas sp. PO 41 

A/cahgen"s sp.NKNTAU 

B. cepacia PW 3 

~ Cepa SEllM.o\ 

- P&fludomonos Glulzfln JJ t 
P&fludomonas balllarica T0.3 

- Puudomonas slulZ11ri ATCC 176&1 

Puudomonas sp. M. 

1 

Pseudomonas sp. JPL-1 

P&fludomonas putida DU...EA 

C.f•tus 

1 

subsp. v.1n•reahs 

0.1 
D. vibnoforme 

B'4 i 

Figura 20. Árbol filogcnético obtenido por el método de máximo verosimilitud para la cepa SEHMA 
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5.2.2. Pruebas de biodegradación del IHAK a diferentes concentraciones 

Las pruebas de biodegradación con el IHAK al O.lo/o (296 mg COT/L) y al 0.5% (1479 mg 

COT/L), llevadas a cabo durante 7 días con las cepas bacterianas RPA y SEl-IMA, generaron los 

resultados de COT representados en las figuras 21 y 22, en las que se grafican las muestras y los 

respectivos controles de cada tratamiento. En la figura 21, los puntos correspondientes a los 

tratamientos con extracto de levadura (EL) tienen una contribución de 45 mg/L de COT). En la 

figura 22, los puntos correspondientes a los tratamientos con EL, presentan una contribución de 

200.5 mg/L de COT. 

Durante estas pruebas de biodegradación, se obtuvieron valores importantes en cuanto a la 

remoción del carbono presente en los tratamientos de prueba, tanto en el caso del 11-IAK como 

única fuente de carbono o como fuente de carbono adicional. Al respecto, en la prueba con el 

IHAK al 0.1% (296 mg COT/L) la cepa bacteriana RPA utilizó 296 mg COT/L correspondiente a 

100% en la muestra con el Il-IAK como única fuente de carbono y 249 mg COT/L 

correspondiente al 72% en la muestra complementada con EL, como fuente de carbono adicional. 

La cepa bacteriana SEHMA utilizó 249 mg COT/L correspondiente al 84% en la muestra con el 

IHAK como única fuente de carbono y 245 mg COT/L correspondiente al 71% en la muestra 

complementada con EL, como fuente de carbono adicional. Asimismo, en la prueba con el 

IHAK al 0.5% (1479 mg COT/L), la cepa RPA utilizó 328 mg COT/L correspondiente a 22% en 

la muestra con el IHAK como única fuente de carbono y 80 mg COT/L correspondiente al 5% en 

la muestra complementada con EL, como fuente de carbono adicional. La cepa SEHMA utilizó 

374 mg COT/L correspondiente al 25% en la muestra con el 11-IAK como única fuente de carbono 
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y 1692 mg COT/L correspondiente al 100% en la muestra complementada con EL, como fuente 

de carbono adicional. 

400 

350~:::::~~--~~~----~ 

300~~~~~:=;;;::::~~====~ 
¿ 250 
!:» 

E 200 
1-

8 150 
100 

5~~==================~~~~~' 
o 3 7 

Tiempo (d) 

400 

350's:::~==~~~~~~~::;::;::::===1 300 ~ 
¿ 250 
!:» 

E 200 
1-

8 150 
100 
50$-~~---\;i======~..,.---====-a 

o 
o 3 7 

Tiempo (d) 

a. 

-a- Muestra sin EL 

-a- Muestra con EL 

-u- c. lnóculo 

--*-C. Procedimiento 

--<>-C. Ad. sin EL 

--C. Ad. con EL 

-o- C. Deg. Ab. sin EL 

___.__C. Deg. Ab. con EL 

b. 

Figura 21. Degradación del 11-IAK ni 0.1 % (295.8 mg COT/L) de la cepa RPA (a) y SEHMA (b) 

con respecto al tiempo. 
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Figura 22. Degradación del 11-IAK al 0.5% (1479 mg COT/L) de la cepa RPA (a) y SEHMA (b) 

con respecto al tiempo 
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La adición de extracto de levadura como fuente.: de carbono adicional al IHAK, influyó 

positivamente en la degradación del IHAK al 0.5% (1479 mg COT/L) por la cepa SEHMA, con 

una remoción del 100% (1692 mg COT/L) y en la degradación del 11-!AK al 2%, realizada 

previamente, por la cepa RPA, con una remoción del 10% (570 mg COT/L), sin embargo la 

adición de esta fuente de carbono no fue determinante para los demás tratamientos ya que los 

valores de degradación con el IHAK como única fuente de carbono fueron mayores. 

A partir de los datos de COT obtenidos en la prueba de biodegradación durante 7 días (0.1% y 

0.5% del 11-!AK) y posterior a la aplicación del ANOVA con las pruebas de medias múltiples de 

Duncan y Tukey con un ex = 0.05 (Anexo C), fue posible demostrar que existe una diferencia 

significativa (P < 0.001) en cuanto a la concentración del 11-IAK (0.1 y 0.5%) y el tipo de cepa 

empleada en la degradación del inhibidor (RPA y SEHMA). Las pruebas estadísticas realizadas a 

los diferentes tratamientos, generaron seis grupos distintos con una diferencia significativa (P < 

0.001) entre cada uno de ellos. Los grupos de tratamientos correspondieron a: grupo A (8 y 6), 

grupo B (7 y 5), grupo C (1 ), grupo D (2), grupo E (4) y grupo F (3). En cuanto al tiempo, 

mediante las dos pruebas, se agruparon el tiempo 1 en un grupo y el tiempo 3 y 7 en otro, 

denotando una diferencia significativa (P < 0.001) entre el primer din de muestreo y el día 3 y 7, 

respectivamente. La agrupación de estos últimos corresponde a la falta de diferencia significativa 

entre estos tiempos. 

Para determinar la velocidad de degradación del IHAK, los resultados obtenidos en las pruebas 

de biodegradación, se trataron como una cinética de primer orden, considerando que la velocidad 
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de formación de los productos resultantes de la degradación, es directamente proporcional a la 

concentración del sustrato. Se calculó la constante k de la tasa de biodegradación, como la 

pendiente de la curva al representar gráficamente In Co/C vs /, y finalmente, se halló el tiempo 

necesario para biodegradar _el 50% 'del IHAK en cada caso. La aplicación del modelo de 

biodegradaeión de priire_r _()_rde~ s_e realizó sobre los datos puntuales de las rectas graficadas 

(figuras 21 y 22); eíí')o~':'q~é 0~1: ·~b~~rva una disminución del IHAK de manera lineal, 

específicamente en losj~íe,;~;is·~~dempo del din O al 1 con las bacterias RPA y SEHMA con el 

lHAK al 0.1%, del di~'o ;11 don.la bacteria RPA y el IHAK al 0.5% y del día 1 al 3 con la 

bacteria SEHMA y el IHAK ál o:5%. · 

Para la cinética de primer orden: e= Coe·kl se empleó la ecuación con la expresión lineal: 

Al representar gráficamente esta función, según los datos obtenidos en las pruebas de 

biodegradación con el IHAK al 0.1 y 0.5%, se obtuvo k. Posteriom1ente conforme a la ecuación: 

t =-J_ In Co 
k e 

Se determinó el tiempo necesario para degradar el 50% del IHAK inicialmente presente para cada 

caso. Los resultados obtenidos a partir de esta aproximación empírica, se describen en la tabla 4, 

donde se presentan los datos de manera decreciente en cuanto a la velocidad de degradación del 

IHAK. 
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TABLA 4. Velocidades de degradación del IHAK 

Copa Bacteriana RPA RPA SEHMA SEHMA SEHMA RPA RPA SEHMA 

Concentración del IHAK 0.1% 0.1% 0.5% 0.1% 0.1% 0.5% 0.5% 0.5% 
Extracto de levadura sin con con sin con sin con sin 
Intervalo do tiempo 0-1 0-1 1-3 0-1 0-1 0-1 0-1 1-3 
Valor do k 3.04 1.63 1.2 1 0.79 0.06 0.03 0.02 

R 2 do la recta 1 1 1 1 1 1 1 1 
mg COT/L Inicial 295 345 1680 295 345 1479 1680 1479 

Tiempo (dlas) para degradar 
0.23 0.43 0.58 0.69 0.88 11.55 23.10 34.6574 

el 50% dol IHAK 

Tiempo (horas) para 
5.5 10.2 13.9 16.6 21.1 277.3 554.5 831.8 

degradar el 50% del IHAK 

5.2.3. Análisis integral de los resultados 

Uno de los aspectos más importantes en la microbiología ambiental es el análisis de la estructura 

de las comunidades microbianas y por ende la identificación de los microorganismos que las 

componen. En el caso de los procesos de biodegradación. el conocimiento de las especies 

implicadas, asl como el estudio de su capacidad metabólica y la respuesta que puedan tener ante 

los cambios en las condiciones ambientales. permite explorar el potencial de estos 

microorganismos, sobre la degradación de diversos compuestos. entre estos, compuestos tales 

como los inhibidores de hidratación de arcillas. específicamente en este caso, el inhibidor de 

hidratación de arcillas tipo K, presente en los fluidos de perforación utilizados en campos 

petroleros Mexicanos. 

Considerando los resultados obtenidos a partir de la caracterización fenotípica y molecular 

empleando el gen ADNr 168, se demuestra que existe una gran similaridad de la cepa bacteriana 
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RPA con el género Baci//us particularmente con la especie B. /icheniformis y de la cepa SEJ-IMA 

con el género Pseudomonas, específicamente con especies del grupo de/'. stutzeri. Es importante 

anotar que los dos microorganismos son reportados y relacionados con capacidades metabólicas 

para degradar diferentes compuestos en el ambiente. 

Existen cepas de B. licheniformis no patógenas para el hombre y están distribuidas ampliamente 

en el medio ambiente (De Boer et al., 1994). El hábitat típico de esta bacteria Gram-positiva es el 

sucio, especialmente los sucios pobres en nutrimentos tales como los páramos y los desiertos (De 

Bocr e/ al., 1994). Baci//us licheniformis ha sido reportado como un microorganismo involucrado 

en la reducción de nitrógeno generando poli-amino ácidos (Potter et al., 2001) como el ácido poli 

gumma-glutámico (Hoppensnck e/ al., 2003), en In degradación de nitro-aromáticos explosivos 

como el 5-nitro-1,2,4-trinzzol-3-one (NTO) (Le Chnmpion et al., 1999), en la degradación de 

queratina (Rozs e/ al., 2001), en In producción de biosurfactnntes (Thaniyavarn el al., 2003) y en 

general, esta involucrado con la producción de enzimas tales como qucratinasas (Wang y Shih, 

1999), proteasas (Raninger y Steiner, 2003) y alfa-amilasas (lkram-ul-1-Iaq et al., 2003) entre 

otras. 

Pseudomonas stl//zeri, por otro lado, es una gamma protcobactcria, distribuida ampliamente 

como una especie de Pseudomonas no fluorescente (Ginard el al., 1997). Se ha aislado 

frecuentemente, de heces de vertebrados no humanos, químicos para elaborar papel, agua potable 

y el medio ambiente (Sikorski et al., 2002). En general, el género Pseuclomonas ha sido estudiado 

de manera sobresaliente debido a la habilidad de sus especies para metabolizar diversidad de 
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compuestos. Específicamente, Pse11domonas s/u/zeri se reporta ampliamente como un 

microorganismo versátil en cuanto a su metabolismo, incluida la capacidad de llevar a cabo 

procesos de nitrificación y desnitrificación (Sikorsky e/ al., 2002) y la degradación de diversos 

contaminantes ambientales (Rius e/ al., 2001 ), tales como tetracloruro de carbono (Parales et al., 

2002), fenantreno (Grimberg e/ al., 1996), tri¿loro etileno, dicloro etileno, cloroformo (Chauhan 

el al., 1998) o-xileno (Baggi et al., 1987) y naftaleno (Rosselló-Mora el al., 1994), entre otros. 

Con relación a los resultados obtenidos en las pruebas de biodegradación del IHAK, las cepas 

seleccionadas en este estudio. bajo condiciones experimentales particulares, lograron un 100% de 

remoción del IHAK medido en términos de mg COT/L. En el caso de Bm:il/11s licheniformls cepa 

RPA, In degradación del IHAK fue del 100% como única fuente de carbono, al 0.1 % (296 mg 

COT/L). De igual forma, Pse11do111onas s1111zeri cepa SEHMA, degradó el 100% del IHAK al 

0.5% (1479 mg COT/L), en In muestra complementada con EL como fuente de carbono 

adicional. En cuanto a In velocidad de degradación del IHAK, Bacil/us /icheniformis cepa RPA, 

degradó el 50% del IHAK como única fuente de carbono, al 0.1 %, en 5 .4 7 horas y en 10.20 horas 

en la muestra complementada con EL. En el caso de Pseudomonas sll//zeri cepa SEl-IMA, esta 

cepa bacteriana, degradó el 50% del IHAK empleándolo como única fuente de carbono, al 0.5% 

en 16.63 horas y en 21.05 horas en la muestra complementada con EL. De igual manera, esta 

cepa bacteriana, degradó el 50% del IHAK al O.lo/o a las 13.86 horas en la muestra 

complementada con EL. Estos resultados difieren de los resultados presentados en estudios 

previos, en donde se emplearon exclusivamente consorcios bacterianos y/o concentraciones 

inferiores del IHAK (Ruiz-Sánchez, 2001 y Ambriz, 2001 ). Por ejemplo, Ambriz, reporta datos 

que al analizarse según las velocidades de degradación, representan una velocidad de degradación 
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empleando tres tipos diferentes de consorcios, de 14.32 ± 2 horas con una concentración inicial 

del IHAK de 170 mg COD/mL 

Domlnguez y Lumi-Pabello (2001), reportan que el IHAK corresponde a una posible mezcla de 

compuestos orgánicos e inorgá~_iccis con grupos funcionales del tipo amino, amina secundaria, 

hidrocarburos ·aromáticos': y··;~[Ürlí'a~s'·C!e ¿adella pequeña. Adicionalmente, Rodiles (2001 ), 
' .... ·:,. - ,,,..;; ... <_-:,-..··;.:. ,:_',.'-'•''• 

reporta que el IHAK es un ptem~tágenci,· qJe. al tratarse con enzimas microsomales, induce . ..·~ ·. ·.··· -

mutación de bases y mutaciones por cm'rimiento de fase tanto por delcción como por adición. 

Considerando esto, es importante destacar que Bacillus /icheniformis cepa RPA y Pse11do111onas 

stlllzerl cepa SEHMA, cuentan con la capacidad enzimática para degradar el lHAK a pesar de sus 

caracterlsticas premutagénicas y antimicrobianas, y que dicha capacidad para biodcgradar el 

ll-IAK a diferentes concentraciones, se realiza de manera aparentemente eficiente, con una 

velocidad y porcentaje de degradación mayor a lo reportando por Ruiz-Sánchez, 2001 y Ambriz, 

2001. 

Teniendo en cuenta lo anterior, puede afirmarse que el procedimiento utilizado para el 

aislamiento de la comunidad bacteriana en general, así como el procedimiento para la selección 

de Bacil/us /icheniformis cepa RPA y Pseudomonas stutzeri cepa SEHMA, fueron eficaces según 

los resultados obtenidos. De igual manera, las metodologías utilizadas para la identificación 

fcnotlpica y genotípica de bacterias, incluyendo la filogenia realizada con el análisis y la 

comparación de las secuencias resultantes. 
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Es importante resaltar que este estudio es pionero en cuanto a la biodegradación del IHAK por 

cultivos puros, y los resultados de velocidad y porcentaje de degradación obtenidos, hacen 

recomendable el trabajo con ambas cepas con el fin de obtener de las mismas, su perfil genético 

enzimático y metabólico, asociado con la degradación de este tipo de compuestos o compuestos 

similares. 

Adicionalmente se puede aprovechar, que dichas cepas bacterianas se encuentran caracterizadas 

con el fin de utilizarlas como modelo de estudio en cuanto a su fisiología, particularmente, los 

factores que controlan su crecimiento, su actividad en ambientes contaminados y sus reacciones 

especificas en el proceso de biodegradación. Asimismo, dichas cepas, podrían evaluarse a manera 

de consorcio junto con otras, para establecer las interacciones microbianas derivadas a partir de 

su crecimiento y/o su capacidad de biodegradación. Del mismo modo, debido a que muchos de 

los genes que intervienen en In degradación de compuestos ambientales se encuentran en ADN de 

tipo plasmldico, estas cepas bacterianas podrían empicarse para determinar la relación entre la 

presencia de este tipo de material cxtracromosomal y la degradación del IHAK o alguno de sus 

componentes y/o compuestos similares. 

Cabe mencionar que desafortunadamente en la práctica, mucha de la información requerida para 

la implementación de tecnologías tales como la biorremediación, no está disponible fácilmente y 

el uso de los microorganismos en dichos procesos esta basado en su mayoría en experiencias 

empíricas más que en el conocimiento (Lovlcy, 2003 ). Por consiguiente, los resultados obtenidos 

en este estudio, aportan una noción básica, no obstante, de gran importancia, en cuanto a la 

posible aplicación de estos microorganismos, sus genes o enzimas en tecnologías tales como la 
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biorremedianción, con el fin de mitigar la problemática generada a partir del manejo y 

disposición final de los FP y RP que a nivel nacional, representan el 72% del volumen total de los 

residuos peligrosos generados en las operaciones que realiza Petróleos de México 

"Si se pudiera desarrollar modelos comparables para predecir In actividad de los 

microorganismos durante la bioremedinción, hoy' en· din, la implementación de este tipo de 

estrategias podría ser mucho más fácil" Derek R. Lovley, 

5.3. Conclusiones parciales 

• La cepa RPA fue caracterizada fenotípicamente, como BC1cill11s licheniformis 

La cepa SEHMA fue caracterizada fenotípicamente de manera parcial dentro grupo de 

bacilos Gram negativos, móviles, no fermentadores, oxidasa y cntalasn positivos. 

La secuencia de 999 nucleótidos de la cepa RPA con un porcentaje de G + C del 53% y la 

secuencia de 1007 nucleótidos de la cepa SEHMA, con un porcentaje de G + C del 50%, 

demuestran que los árboles filogenéticos obtenidos con los métodos de distancia, parsimonia 

y máxima verosimilitud, presentan una topologla similar no excluyente sino comparativa y 

conclusiva en cuanto a la identificación genotípica mediante el análisis del gen ribosomal 

16S. 

• Los análisis del gen ADNr 16S resultaron en In identificación de las cepas seleccionadas 

como especies filogenéticnmente cercanas a especies del género Bacillus y Pseudomonas, 

específicamente, a Baci/111s /icheniformis en el caso de la cepa RPA y Pse11do111011as stutzeri 

en el caso de In cepa SEHMA 
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Bacillus /icheniformis cepa RPA, obtuvo la mayor degradación del IHAK al 0.1 %, 

correspondiente a 296 mg COT/L (100% de remoción) como única fuente de carbono y al 

2%, correspondiente a 570 mg COT/L (9.6%) 

• P.wmdomonas stl//zeri cepa SEHMA, obtuvo la mayor degradación del IHAK al 0.5%, 

correspondiente a !692mg COT/L (100%) utilizándolo como fuente de carbono adicional con 

el extracto de levadura. 

• Con respecto a la velocidad en la que se llevó a cabo la degradación del IHAK, Bacil/us 

/icheniformis cepa RPA, degradó el 50% del IHAK al 0.1%, a la 5.47 horas como única 

fuente de carbono y a las 10.20 horas en la muestra complementada con extracto de levadura. 

Pseudomonas stutzeri cepa SEHMA, degradó el 50% del IHAK al 0.1 % a las 16.63 horas 

como única fuente de carbono y a las 21.05 horas en la muestra complementada con extracto 

de levadura. Asimismo, Pseudomonas stutzeri cepa SEHMA, degradó el 50% del IHAK al 

0.5% a las 13.86 horas. 
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6. CONCLUSIONES GENERALES 

En este estudio, se evaluó y seleccionó una cepa bacteriana proveniente de recortes de 

perforación denominada cepa RPA. Adicionalmente, a partir de suelo expuesto a 

hidrocarburos, se aisló una comunidad bacteriana compuesta por 12 bacilos Gram-negativos y 

1 bacilo Gram-positivo. De acuerdo a los criterios de selección aplicados, se escogió la cepa 

denominada cepa SEHMA a partir de esta comunidad bacteriana aislada. 

• Las dos cepas seleccionadas, provenientes de recortes de perforación y suelo expuesto a 

hidrocarburos, presentaron ADN de tipo plasmidico. Este material genético fue aislado, 

cuantificado y visualizado mediante los diferentes protocolos empleados. 

La cepa RPA fue caracterizada fenotípicamente, como Bacillus licheniformis 

La cepa SEHMA fue caracterizada fenotípicamente de manera parcial dentro grupo de 

bacilos Gram negativos, móviles, no fermentadores, oxidasa y catalasa positivos. 

• Los árboles filogenéticos obtenidos con la secuencias del gen ribosomal l 6S de las cepas 

RPA y SEHMA, con los métodos de distancia, parsimonia y máxima verosimilitud, presentan 

una topología similar demostrando que no son excluyentes sino comparativos y conclusivos 

en cuanto a la identificación genotípica de estas dos cepas bacterianas. 

• Los análisis del gen ADNr 16S resultaron en la identificación de las cepas seleccionadas 

como especies filogenéticamente cercanas a especies del género Baci/lus y Pseudomonas, 

específicamente, a Bacillus licheniformis en el caso de la cepa RPA y Pseudomonas stutzeri 

en el caso de la cepa SEHMA 
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Baci/111.1· licheniformis cepa RPA y Pseudomonas s/tltzeri cepa SEHMA, degradan el IHAK 

al O.lo/o (296 mg COT/L), O.So/o (1479 mg COT/L) y 2% (S90S mg COT/L), no se presentó 

correlación alguna entre la concentración de la sustancia y el porcentaje de remoción. 

• /3aci/111s licheniformis cepa RPA, obtuvo la mayor degradación del IHAK al 0.1 %, 

correspondiente a 296 mg COT/L (100% de remoción) como única fuente de carbono y al 

2%, correspondiente a S70 mg COT/L (9.6%) 

• Pseudomonas s/lltzeri cepa SEHMA, obtuvo la mayor degradación del IHAK al. O.So/o, 

correspondiente a 1692 mg COT/L (100%) utilizándolo como fuente de carbono adicional con 

el extracto de levadura. 

• La adición de extracto de levadura como fuente de carbono adicional al IHAK, influyó 

positivamente la degradación del IHAK al O.So/o por la cepa SEHMA, con una remoción del 

100% y en la degradación del IHAK al 2% por la cepa RPA, con una remoción del 10%. Sin 

embargo. la adición de esta fuente de carbono no fue determinante en los demás tratamientos, 

ya que los valores de degradación al emplear el IHAK, como única fuente de carbono, fueron 

mayores. 

• Con respecto a la velocidad en la que se llevó a cabo la degradación del IHAK, Baci/lus 

licheniformis cepa RPA, degradó el SO% del IHAK al O.lo/o, a la S.47 horas como única 

fuente de carbono y a las 10.20 horas en la muestra complementada con extracto de levadura. 

Pseudomonas stutzeri cepa SEHMA, degradó el SO% del IHAK al O.So/o a las 16.63 horas 

como única fuente de carbono y a las 21.0S horas en la muestra complementada con extracto 

de levadura. Asimismo, Pseudomonas stutzeri cepa SEHMA, degradó el SO% del IHAK al 

O.So/o a las 13.86 horas. 
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ANEXOS 

Anexo A. Clasificación de las bacterias empicadas en la filogenia de las cepas 

RPAySEHMA 

TABLA A. l. Clasificación de las bacterias empicadas para la construcción de los árboles 

filogenéticos de la cepa RPA ('fomada del GenBank (National Ccnter of Biotcchnology 

information; (hltp://www.ncbi.nlm.nih.govrraxonomv/Browscr/wwwtax.cgi'!namc=Eubacteria) 

Firn1k111t·' (C in1111-p11,Jtin• h:n·1eria) 

llacilli 
Bacillales 

ílacillaccnc 

• Closlridin 

Bncillus 
/l11dl/11\'f'.<;c·n.:? 
ll11dl/11.\ liclll'niformi\ ~( 'l)(J 1772 
/lud/111\ 'JI· \i~laclo dt• 1t•1·111i1u 
Bncillus ccrcus group 

Pacnibacillaccae 
Pnenibacillus 

Jt11dlf11, 11111·oid,•, 211-IX l)S(\I 
/i11d/lil\ t/111rt11,'.!h'll\I\ \\ S :!hl7 

l'llf'11ih11dl/t1\ lt111/11\ C'Ci\I JHIJ2 

Clostridialcs 
Clostridiaccne 

Clostridium 
< '/mtddillm lm11·1·fr11m l IUI:"\ ,,~,\ 

Eubactcriaccne -
Eubactcrium 

E11/111c/i•ri111111/111m11ml'l\lJI 

l'rotcohat•lcria {purplL' lm('1crn nncl rclnth·cs) TESIS ~ON 
• Alphaprotcobactcria 

Bctaprotcobnctcria 
Burkholderialcs 

Alcaligcnaccne 
Alcaligencs 

ALl " r,,~ ('D"i·c!.T?N F 1n 1.!1: ~-~: .• ~__.¡ 

.-llc11/ig1•11c.\ ·'I'· Nl..:NT.\tl 
• Dcltalcpsilon subdivisions 
• Gammnprotcohactcria 

Entcrobactcriaccac group 
Eschcrichin 

Eschcrichin coli 
l·:.,du·rkhi:1 t·nli 01:'7:117 El>l. 1JJJ 

unclassificd Protcobactcrin 
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ANEXOS 

TABLA A. 2. Clasificación de las bacterias empleadas para la construcción de los árboles 

filogenéticos de la cepa SEHMA (Tomada del GenBnnk (Nntionnl Center of Bioteclmology 

informntion; (http://www.ncbi.nlm.nih.govfl·axonomy/Browscr/wwwtax.cgi?namc=Eubactcria) 

lhtl'lc1·i11 ( Euhal'IL·ria > 

Proh.•11hnl'1l•1·i11 (purph• h;H'll'ra 1111cl nhtlin•!") 

• A lphaprotcobactcrin 
Rhizobialcs (rhizobactcria) 

Bruccllaccac 
Ochrobactrum 

<kltroh11c11·11m\p. l'l<li 
Sphingomonmlalcs 

Sphingo111onadaccac 
Sphingomonas 

,\'¡11li11,:,•1111101111\ .\JI • • \ T< '(. 21-123 
Bctaprotcobactcri<l 

Burkholdcrialcs 
Alcaligcnaccac 

Alcaligcncs 
·llntli;.:1•11t'.\ 'I'· ~H\NT.\I 

Burkholdcrinccac 
Burkholdcria 

Uurf../111/tlc•riu cc•1md11 l'\\"J 
dclla/cpsilon suhdivisions 

delta subdivision 
Desulfobactcr 

/Jc•\t1(/t1b11c11•r 1•i11ril~fi1r11u• u:;.¡ 
cpsilon subdivision 

Campylobactcr group 
Campylobactcr 

Campylobactcr íctus 
<'11m¡1y/ohm·1,•r.ft•t1u sul,~11. l'e11,•ri.•a//.\· 

Gnmmaprotcobncleria 
Acromonadaccac/Succinivibrionaccac group 

Acromonas 
lt•romo1111\ \ft l'<;-1-1 

Pscudomonadales 
Pseudomonadaccae 

Pscudomonas 
l'.\i'1tdomo11m.\¡1.:;,\ 
f 1\1•11do111011m\¡1 •• ll'l.-I 
Pscudomonas stutzcri group 

/
1\1•11,/0111011"\ lmh•tlffrt1 ·1 <i-J 

Pscu<lomonas stutzcri 
1•,,·11do11101t11\ ,1111~..ri \ 1 e ·e l 7<•S2 
f',e11do11101t11\\t11t:1•ri.l.I 

Pscudomonas pulida group 
Pscudomonas pulida 

I'"'""°'""""' ¡1111id11 l>l .l .-E-1 
• unclnssificd Protcobactcria 



ANEXOS 

Anexo B. Caracterización fenotípica de las cepas de estudio y filogenia 

TABLA B.l. Resultados de las pruebas bioquímicas realizadas a las cepas RPA y SEHMA 

Caractoristlcas para la ldontlflcaclón Copa bactorlana RPA 

Reaccción de Gram 

Forma Bacilar 

Cadena de cClu1as 

Copa bactorlana 
SEHMA 

Bacilar 

Posición y formad~ la espora ______ ·------~~-- -------
Catalasa 

Oxidasa 

Sulfuro 1 

lndol 

Motilidad 

Crecimiento a SOQ C 

Crecimiento a 60~ e 

Crecimiento a en 6.5%1 de NaCI ---,--
TSI 1 KIK 

Glucosa 

Lactosa 
----r 

Carbahidratos, acido a partir de· 

Glucosa 

Rafinosa ------- ·--- -- - ----
Xilosa 

Salicin 

Ramnosa : 
sacarosa 

melobiosa 

lnocitol 

arabinosa 

sorbitol 

Manosa 

Reducción de nitralos 

Ureasa 

VP 

RM 
Utilización de citrato 

Crecimiento de Agar Mac Conkey 

Hidrólisis de caseina 

Arginina 

Utilización de gelatina-------+---------+---------! 

OF 
Oxidación 

Fermentación 

1 
V: Espora central I sublerrrnnal 

X: Espora aval (elipsoidal) 
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ANEXOS 

ANEXO C. Análisis estadístico 

Análisis estadístico de los datos obtenidos de la evaluación realizada en la 

etapa preliminar referente a la respuesta de crecimiento de las bacterias 

prcsclccionadas (A, By D) ante el IHAK 

Se realizó un análisis de varianza (ANOVA) Prueba de comparación múltiple LSD (Leas! 

significan! diffcrcnce) a= 0.05. La variable dependiente corresponde a los datos de UFC/mL. La 

evaluación se hizo entre los medios ME y MEI y entre las bacterias A. By D. 

TABLA C. l. Análisis estadistico realizado para el medio 1 (ME) 

Fuonto do Grados do Suma do Cuadrados 
F calculada variación libertad cuadrados modios 

Tratamiento 2 00 12755631 63778.16 2.99 

Error 3 00 64054 53 21351 51 

Total ajustado 5 00 191610.54 

R-cuadr.1da C. V. RootMSE prom. UFC 

o 67 5 20 146.12 2810.90 

Fuonto do Grados do 
Tipo 1 SS 

Cuadrados 
F calculada variación libertad modios 

Modio o 00 0.00 

Bacteria 2.00 12755631 63778.16 2.99 

Fuente do Grados do 
Tipo 111 SS 

Cuadrados 
F calculada variación libertad medios 

Modio 0.00 0.00 

Bacteria 2.00 127556 31 63778.16 2.99 

Prueba T (LSD) para variable UFC/mL. a = 0.05., G.I.= 3., MSE= 21351.51. 

Valor crítico de T= 3.18 

LSD=465.02 

MAESTldA EN CIENCIAS lltOLÓGtCAS 

Prob> F 

0.19 

Prob> F 

0.19 

Prob> F 

0.19 
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Medias con la misma letra no tienen diferencia si~nijicativa 

Grupo de T Promedio N Bacteria 

A 2983.2 A 

A 2822.9 8 

A 2626.6 o 

Conclusión: no hay diferencia significativa entre las bacterias con el medio ME 

TABLA C. 2. Análisis estadístico realizado para el medio 2 (MEI) 

Fuonto de Grados do Suma de Cuadrados 
F calculada 

variación Hbortad cuadrados medios 

Tratamiento 2 00 263920.48 131960 24 22 97 

Error 3 00 17235.26 5745.09 

Total ajustado 5 00 281155.76 

R-cuadrnd.1 e v. RootMSE prom UFC 

0.94 2 22 75.60 341606 

Fuonto de Grados do 
Tipo 1 SS 

Cuadrados 
F calculada 

variación libertad modios 

Medio 0.00 0.00 

Bacteria 2.00 263920.48 13196024 22 97 

Fuonto do Grados do 
Tipo 111 SS 

Cuadrados 
F calculada 

variación libertad modios 

Medio o 00 0.00 

Bacteria 2.00 263920.48 131960.24 22.97 

Prueba T (LSD) para variable UFC/mL. a= 0.05., G.I.= 3., MSE= 5745.093. 

Valor crítico de T= 3.18 

LSD=241.22 

Prob> F 

0.02 

Prob> F 

0.02 

Prob> F 

0.02 
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Medias con la misma letra no tienen diferencia signijicativa 

Grupo do T 

A 

B 

B 

Promedio 
3707.9 

3316 

3224.28 

N Bacteria 

A 

D 

B 

Conclusión: Existe diferencia significativa entre los bncterins con el medio ME!. El promedio 

más nito de UFC/mL es de la bacteria A 

TABLA C. 3. Análisis estadístico realizado para la Bacteria A 

Fuente do Grados do Suma do Cuadrados 
F calculada 

variación libertad cuadrados medios 

Tratamiento 1 00 783313.50 783313.50 24.09 

Error 2 00 65035 63 32517.81 

Total ajustado 3 00 848349.43 

R-cuadrada C V. RoolMSE prom. UFC 

0.92 5.52 180 33 3265 38 

Fuente do Grados do 
Tipo 1 SS 

Cuadrados 
F calculada 

variación llbcrtad modios 

Modio 100 783313.50 783313.50 24.09 

Bacteria 0.00 0.00 

Fuonto do Grados de 
Tipo 111 SS 

Cuadrados 
F calculada 

variación libertad modios 

Medio 100 783313 50 783313.50 24 09 

Bacteria 0.00 o 00 

Prueba T (LSD) para variablc UFC/mL. u= 0.05., G.l.= 2., MSE= 32517.81. 

Valor crítico de T= 4.30 

LSD= 775.88 

MAESTRfA EN CIENCIAS lllOLÓGICAS 

Prob> F 

0.04 

Prob> F 

0.04 

Prob> F 

0.04 
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Medias con la misma/e/rano tienen diferencia significativa 

GrupodoT 

A 

B 

Promedio 

3707.9 

2822.9 

N Modio 

MEI 

ME 

Conclusión: Existe diferencia significativa entre los medios de cultivo ME y MEI para la 

bacteria A. El promedio más alto de UFC/mL es del medio MEI 

TABLA C. 4. Análisis estadístico realizado para la Bacteria B 

Fuonto do Grados do Suma de Cuadrados 
F calculada variación libertad cuadrados modios 

Tratamiento 1.00 357167.59 357167.59 84.86 

Error 2 00 8417 53 4208 76 

Total ajustado 3 00 365585 12 

R-cu,1drada C V Root MSE prom. UFC 

o 98 2 22 64 87 2925 47 

Fuente de Grados do 
Tipo 1 SS 

Cuadrados 
F calculada variación libertad medios 

Modio 1.00 357167.59 357167.59 84.86 

Bacteria O.DO o 00 

Fuente de Grados do 
Tipo 111 SS 

Cuadrados 
F calculada variación libertad medios 

Modio 1.00 357167.59 357167.59 84.86 

Bacteria O.DO O.DO 

Prueba T (LSD) para variable UFC/mL. a= 0.05., G.I.= 2., MSE= 4208.763. 

Valor crítico de T= 4.30 

LSD=279.13 

MAESTRiA EN CIENCIAS BIOLÓGICAS 

Prob> F 

0.01 

Prob> F 

0.01 

Prob> F 

0.01 
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Medias con la misma letra no tienen diferencia significativa 

Grupo deT 

A 

B 

Promodlo 

3224.28 

2626 65 

N Medio 

MEI 

ME 

Conclusión: Existe diferencia significativa entre los medios de cultivo ME y ME! para In 

bacteria B. El promedio más alto de UFC/mL es del medio MEI 

TABLA C. S. Análisis estadístico realizado para la Bacteria D 

Fuente do Grados do Suma do Cuadrados F calculada Prob> F 
variación libertad cuadrados modios 

Tratamiento 1.00 110755.64 110755.84 28.27 0.03 

Error 2 00 7836.66 3918 33 

Total ajustado 3.00 118592.50 

R-cuadrada c. v. Root MSE prom. UFC 

o 93 1.99 62 60 3149.60 

Fuente do Grados de 
Tipo 1 SS 

Cuadrados 
F calculada Prob> F 

variación ~ ·ubortad medios 

Modio 1.00 110755.64 110755.64 26.27 0.03 

Bacteria o.oc o.oc 

Fuente do Grados do 
Tipo 111 SS 

Cuadrados 
F calculada Prob> F variación libertad modios 

Modio 1.00 110755.64 110755 84 28.27 0.03 

Bacteria 0.00 o.oc 

Prueba T (LSD) para variable UFC/mL. a.= O.OS., G.l.= 2., MSE= 3918.33. 

Valor crítico de T= 4.30 

LSD= 269.33 
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Medias con la misma lelra no lienen diferencia significa/iva 

Grupo do T Promedio 

A 3316 

B 2983.2 

N Modio 

MEI 
ME 

Conclusión: Existe diferencia significativa entre los medios de cultivo ME y MEI para la 

bacteria D. El promedio más alto de UFC/mL es del .medio MEI 

Conclusión general del Análisis estadístico de los datos obtenidos de la evaluación realizada en la 
. . 

etapa preliminar referente a la respuesta de crecimiento de las bacterias preselecionadas (A, B y 

D) ante el II-IAK: 

Existe una diferencia significativa en cuanto al medio de cultivo ME y MEI, este último 

proporcionó los promedios más altos de UFC/mL con las tres.bacterias (A, By D). A nivel de 

bacterias, la A es la bacteria con promedio más alto de UFC/mL en el medio MEI respecto a las 

bacterias B y D. 

TESIS CON 
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Análisis estadístico de los datos obtenidos de la prueba de biodegradación de 

las cepas RPA y SEHMA ante el IHAK al 0.1 y 0.5% 

TABLA C. 6. Tabla obtenida mediante el análisis de varianza ANOV A 11 (SAS for 

Windows Vcrsion 8.2, SAS lnstilutc lnc., Cary, NC, EUA) 

Fuente de Grados de Suma do Cuadrados 
F calculada Prob> F variación libertad cuadrados modios 

Tratamlonto 46640940.66 46640940.66 176.13 < .0001 

Error 190 50314895 86 26481524 

Total ajustado 191 96955836 52 

R·clJCJdtada C V Rool MSE prom. UFC 

o 481053 77 23381 514 602 666.2911 

Fuente do Grados do 
Tipo 1 SS 

Cuadrados 
F calculada Prob> F variación libertad modios 

Grupo 46640940 66 46640940.66 176.13 < .0001 

Resultados de la prueba múltiple de medias con el método de Duncan (a.= O.OS) 

La variable dependiente correspondió a los datos de COT. Las pruebas se realizaron entre grupos 

(0.1 % y 0.5%), entre bacterias (A y MA), entre cada uno de los tratamientos o matraces 

empicados ( 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 y 8) y entre cada uno de los tiempos de muestreo ( 1, 3 y 7). 

La descripción de la composición de cada uno de los matraces se encuentra en la Tabla 1 del 

documento de tesis 
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ANEXOS 

TABLA C. 7. Resultados de la prueba múltiple de medias con el método de Duncan (a= O.OS) 

oependent 

EFECTOS 

The GLM Procedure 

class Level Informat:ion 

class 

bacteria 

grupo 

tiempo 

replica 

matraz 

Number 

variable: dato dato 

Level s values 

1 3 

1 2 

1 2 

of observations 
GLOBAL 

EFECTOS 

The GLM Procedure 

sum of 

5 6 7 8 

192 

source OF Squares Mean Square 

Model 82 96269711. 31 1174020.87 

Error 109 686125 .21 6294. 73 

corrected Total 191 96955836. 52 

R-Square coeff var Root MSE dato Mean 

0.992923 11. 90760 79. 33931 666.2911 

source OF Type III SS Mean square 

bacteria 1 135028.07 135028.07 
grupo 1 46640940.66 46640940. 66 
matraz 7 28630456.60 4090065.23 

i~~~~~a 1 8.17 8.17 
2 140251.15 70125.58 

bacteria*grupo 1 142821. 83 142821.83 
bacteri a*matraz 7 1366319.41 195188.49 
bacteri a*ti empo 2 194908.46 97454.23 
grupo*matraz 7 15030164. 52 2147166. 36 
grupo*ti empo 2 69997 .15 34998. 58 
ti empo*matraz 14 818485. 90 58463. 28 
bacteri *grupo*marraz 7 15204 71. 52 217210.22 
bacteri •9rupo*ti empo 2 130628. 54 65314. 27 
bacter*t1 empo*matraz 14 836134. 78 59723.91 
grupo*ti empo*matraz 14 613094. 54 43792 .47 

GLOBAL 

F value Pr > F 

186. 51 <.0001 

F value Pr> F 

21.45 <.0001 
7409. 53 <.0001 
649. 76 <.0001 

o.oo 0.9713 
11.14 <.0001 
22.69 < .0001 
31.01 <.0001 
15.48 <.0001 

341.11 <.0001 
s. 56 o.coso 
9.29 <.0001 

34. 51 <.0001 
10.38 <.0001 

9 .49 <.0001 
6.96 <.0001 



ANEXOS 

Continunción: TABLA C. 7. Resultados de la prueba múltiple de medias con el método de 

Duncan (a= 0.05) 

EFECTOS 

The GLM Procedure 

ouncan•s Multiple Range Test for dato 

NOTE: This test controls the Type I comparisonwise error rate, 
not the experimentwise error rate. 

Alpha O.OS 
Error oegrees of Freedom 109 
Error Mean Square 6294. 727 

Number of Means 
critical Range 

2 
22. 70 

Means with the same letter are not significantly diffcrent. 

cunean Groupi ng 

A 

Mean 

692 .81 96 

8 639.77 96 
GLOBAL 

EFECTOS 

bacteria 

The GLM Procedure 

cunean' s Mul tiple Range Test far dato 

NOTE: This test controls the Type I compadsonwise error rate, 
not the experimentwise error rate. 

Alpha O.OS 
Error oeg re es of Free dom 109 
Error Mean square 6294. 727 

Number of Means 
Critical Range 

2 
22. 70 

Means with the same letter are not significantly different. 

cunean Grouping 

A 

MAF.STn A EN CIENCIAS BIOL GICAS 

Mean 

11S9.16 

N 

96 

grupo 

173.42 96 l 
GLOBAL 
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ANEXOS 

Continuación: TABLA C. 7. Resultados de la prueba múltiple de medias con el método de 

Duncan (a= 0.05) 

EFECTOS 

The GLM Procedurc 

ouncan's Multiple Range Test for dato 

NOTE: Thi s test control s the Type I compari sonwi se error rate, 
not the experimentwi se error rate. 

Number of Means 2 
critical Range 4S.39 

Alpha O.OS 
Error oegrees of Frcedom 109 
Error Mean square 6294. 727 

3 
47. 77 

4 
49. 3S 

s 
so. 51 

6 
51.41 

7 
S2 .14 

Means with t:he same letter are not significantly different. 

ouncan Grouping Mean N matraz 

A 1019. S6 24 
A 
A 1019, 33 24 6 

938.60 24 7 

934. 86 24 

e 727 .99 24 

o 613.00 24 

72. S3 24-

4 .46 24 

EFECTOS 

The GLM Procedure 

ouncan' s Mul tiple Range Test far dato 

NOTE: This test controls the Type r comparisonwise error rate, 
not the experimentwise error rate. 

Alpha O.OS 
Error oegrees of Freedom 109 
Error Mean square 6294. 727 

Number of Means 
critica 1 Range 

2 
27 .so 

3 
29.26 

Means with the same letter are not significantly different. 

cunean Groupi ng 

A 

B 
B 
B 

MAESTlt A EN CIENCIAS lllOL GICAS 

Mean 

704 .49 

648. 28 

646.10 

N 

64 

64 

64 

tiempo 

1 

i.) 

8 
S2. 74 
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ANEXOS 

Resultados de la prueba múltiple de medias con el método de Tukcy (a.= O.OS) 

La variable dependiente correspondió a los datos de COT. Las pruebas se realizaron entre grupos 

(0.1 % y 0.5%), entre bacterias (A y MA), entre cada uno de los tratamientos o matraces 

empicados(!, 2, 3, 4, 5, 6, 7 y 8) y entre cada uno de los tiempos de muestreo(!, 3 y 7). 

La descripción de la composición de cada uno de los matraces se encuentra en la Tabla 1 del 

documento de tesis 

TABLA C. 8. Resultados de la prueba múltiple de medias con el método de Tukey (a.= 0.05). 

EFECTOS 

The GLM Procedure 

Tukey 1 s Studentized Range (HSD) Test for dato 

NOTE: This test controls the Type I experimentwise error rate, 
but it generally has a higher Type II error rate than REGWQ. 

Alpha 
Error oegrees of Freedom 
Error Mean square 
cri ti cal val ue of Studenti zed Range 
Minimum significant oifference 

o.os 
109 

6294. 727 
2. 80293 

22. 697 

Meaos with the same letter are not significantly different. 

Tukey Groupi ng 

A 

Mean N 

692. 81 96 

639. 77 96 

EFECTOS 

The GLM Procedure 

bacteria 

Tukey's studentized Range (HSO) Test for dato 

NOTE: This test controls the Type I experimentwise error rate, 
but it generally has a higher Type II error rate than REGWQ. 

Alpha 
Error oegrees of Freedom 
Error Mean square 
critical value of studentized Range 
Mi nimum Signi fi cant q,i fference 

o.os 
109 

6294. 727 
2. 80293 

22. 697 

Means with the same letter are not significantly different. 

Tukey Groupi ng 

A 

MAESTR A EN CIENCIAS lllOL GICAS 

Mean 

11S9.16 

N 

96 

173.42 96 

grupo 
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ANEXOS 

Continuación: TABLA C. 8. Resultados de la prueba múltiple de medias con el método de 

Tukey (a= 0.05). 

EFECTOS 

The GLM Procedure 

Tukey's Studentized Range (HSO) Test for dato 

NOTE: This test controls the Type 1 experimentwise error rate, 
but it generally has a higher Type II error rate than REGWQ, 

Alpha 
Error ocgrees of Freedom 
Error Mean square 
critical value of Studentized Range 
Mi ni mum si gni fi cant oi fference 

0.05 
109 

6294. 727 
4. 37084 

70. 786 

Means with the same letter are not significantly different. 

Tukey Groupi ng 

A 
A 
A 

B 
B 
B 

e 
o 

E 
E 
E 

Mean 

1019. 56 

1019.33 

938.60 

934 .86 

727.99 

613.00 

72.53 

4.46 

GLOBAL 

EFECTOS 

N 

24 

24 

24 

24 

24 

24 

24 

24 

The GLM Procedure 

matraz 

6 

1 

Tukey' s Studentized Range (HSD) Test far dato 

NOTE: This test controls the Type I experimentwise error rate, 
but it generally has a higher Type II error rate than REGWQ. 

Alpha 0.05 
error oegrees of Freedom 109 
Error Mean square 6294.727 
critical value of studentized Range 3.36043 
Minimum Significant oifference 33.327 

Means with the same letter are not significant1y different. 

Tukey Groupi ng 

A 

B 
B 
B 

Mean 

704.49 

648. 28 

646.10 

N 

64 

64 

64 
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