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1. RESUMEN

La Amazonia Ecuatoriana es la regién mas afectada por derrames de petréleo, siendo los suelos
arcillosos uno de los mas comprometidos. Los derrames en suelos arcillosos son un grave
problema, debido a que se compacta y limita la aireacion, dificultando su biorremediacion.
Debido a esta problematica, en el presente trabajo se estudié Azotobacter spp., una bacteria del
suelo que produce compuestos extracelulares, que incrementan la porosidad y estructura del
suelo, aisladas de suelos contaminados por hidrocarburos o en proceso de biorremediacion. Sé
obtuvieron cuatro aislados: tres identificados como Azotobacter chrocooccum y uno
comoAzotobacter vinelandii. Se determinaron las condiciones nutricionales que favorecen la
produccion de exopolisacaridos (EPS). Al evaluar la fuente de carbono, se determiné que la
melaza y la sacarosa favorecen la produccion de EPS. En cuanto a las sales de magnesio y
nitrogeno, depende del aislado. Estos resultados corroboran el potencial uso de esta bacteria

cultivada en condiciones especificas para la agregacién del suelo.

Palabras clave: Azotobacter, biorremediacion, exopolisacaridos, estructura del suelo, sulfato de

magnesio.
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2. ABSTRACT

The Ecuadorian Amazon is the most affected region by oil spills, with clay soils being one of
the most affected. The spills in clayey soils are a serious problem, because it is compacted and
limits the aeration, making difficult its bioremediation. Due to this problem, in this work
Azotobacter spp., a soil bacterium that produces extracellular compounds, which increase the
porosity and structure of the soil, isolated from soils contaminated by hydrocarbons or soils in
process of bioremediation, was studied. Four isolates were obtained: three identified as
Azotobacter chrocooccum and the fourth as Azotobacter vinelandii. The nutritional conditions
that enhance the production of exopolysaccharides (EPS) were determined. When evaluating
the carbon source, it was determined that molasses and sucrose favor the production of EPS.
And for magnesium and nitrogen salts, it depends on the isolate. These results corroborate the
potential use of this bacteria grown under specific conditions, of soil inoculation for

aggregation.

Key words: Azotobacter, bioremediation, exopolysaccharides, magnesium sulphate, porosity.

3. INTRODUCCION

Los derrames de hidrocarburos en zonas de explotacion petrolera son comunes en Ecuador,
siendo la Amazonia la regién més afectada (Ponce 2014; Berr0 et al. 2017). Estos derrames
datan mayormente de 1972 a 1992, y se estima que se han descargado 17 000 millones de
galones de petrdleo y 30 000 millones de galones de hidrocarburos toxicos en el suelo y en
flujos de agua de la region amazonica (Navarrete et al. 2013). Los derrames de hidrocarburos
repercuten en la salud humana, el medio ambiente y las propiedades fisicoquimicas del suelo
(Anza et al. 2016; Monsalve 2017). Ademaés, afectan principalmente la estructura del suelo,

siendo un desafio especial remediar suelos arcillosos que, ante la presencia de hidrocarburos,



aumentan su capacidad de compresién, disminuyen su sistema de drenado (Martinez et al. 2016;
Monsalve 2017), lo que a su vez interfiere con la disponibilidad de nutrientes y limita el
desarrollo de la microbiota del suelo (Gamez et al. 2017). Justamente, este tipo de suelos son
los que prevalecen en la Amazonia Ecuatoriana por lo que hay que aplicar técnicas de manejo
de suelo para incrementar la cantidad de materia organica y de esta forma mejorar las
propiedades fisicoquimicas y microbioldgicas de los suelos arcillosos (Ponce 2014), incluida la
capacidad de absorcién de liquidos y la asimilacion de nutrientes de manera que se facilite la

biorremediacion (Nufiez 2001, Das y Chandran 2011).

Una de las técnicas ex situ mas utilizadas para la remediacion de suelos contaminados con
carburantes son las biopilas, en donde los microorganismos degradan y mineralizan los
compuestos carbonados, reduciendo las concentraciones de hidrocarburos totales de petroleo
(TPH) en el suelo (Laray Vega 2017). No obstante, en el caso de suelos arcillosos, la actividad
bioldgica en las biopilas se encuentra limitada debido a una aireacién deficiente y la
compactacién. Por ende, para aumentar la eficiencia de este tratamiento es necesario mejorar la

estructura de esos suelos (Thompson y Troeh 1988).

La compactacion de los suelos arcillosos se soluciona principalmente a través de procesos
fisicos o quimicos. Los procesos fisicos mejoran la estructura del suelo al formar canales de
aire (Hernandez et al. 2008). El aire fomenta la actividad de los microorganismos del suelo,
aunque la aireacion puede causar endurecimiento en las capas profundas de este, si no se calcula
el volumen de aire que se suministra al suelo (Aldas 2014). El volteo mecanico a través de
maquinaria pesada también promueve la aireacion, no obstante, estos procesos son costosos y

requieren personal altamente capacitado (Navarro 2018).

Una alternativa para evitar la compactacion y mejorar la permeabilidad del suelo es el uso de

bacterias productoras de mucopolisacaridos (Gamez et al. 2017) las cuales actian como



cementantes de las particulas de suelo para formar agregados. Los exopolisacaridos son largas
cadenas lineales de azucares complejos sintetizados por varios microorganismos, entre los
cuales destacan, Pseudomonas, Azotobacter, Citrobacter y Rhizobium (Mathews et al. 2013).
El presente estudio se realiz6 como una colaboracion entre Petroamazonas EP y la PUCE y se
enfoca en la utilizacion de Azotobacter para mejorar la estructura de suelos arcillosos
contaminados con hidrocarburos, gracias a su capacidad de produccion de exopolisacaridos
(EPS) (Reginawanti et al. 2017). Ademas, se ha se ha reportado que este género bacteriano tiene
la capacidad de modificar hidrocarburos policiclicos y transformarlos en bioelementos

primarios como nitrégeno, fosforo, azufre y carbono (Meza et al. 2016).

La produccion de EPS en Azotobacter spp. es abundante, siendo los alginatos,
polihidroxibutiratos (pululanos y beijerinkanos), también una amplia variedad de fitohormonas
entre las cuales se encuentra el &cido indolacético, atil para crecimiento de plantas en sitios con
alto indice de contaminacion (Castillo 2017). Estas moléculas favorecen el desarrollo de
macroporos, incrementan la velocidad de infiltracion, la permeabilidad, la aireacion, reducen la
plasticidad y la compactacion del suelo (Thompson y Troeh 1988; Nufiez 2001) y sirven como
mecanismo de defensa para evitar la intoxicacion por hidrocarburos o metales pesados
(Reginawanti et al. 2017). Ademas, se ha comprobado la capacidad de Azotobacter spp. de
formar mucopolisacaridos en condiciones in vitro, bajo diferentes condiciones controladas de
cultivo en un laboratorio (fuentes de carbono, pH, humedad, sales de magnesio y concentracion
de nitr6geno) (Mata 2006; Escobar et al. 2011; Quezada 2012). También es capaz de
producirlos en condiciones in vivo, bajo condiciones adversas de crecimiento (Vu et al. 2009).
Por lo tanto, se considera la posibilidad de que Azotobacter spp. aislado de biopilas o zonas
contaminadas de suelo arcilloso sea capaz de modificar la estructura del suelo por su capacidad

de producir EPS (Quezada 2012). La inoculacion de Azotobacter spp. es una alternativa viable
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e innovadora, por su bajo costo de produccién y su potencial para mejorar la estructura de suelos

arcillosos contaminados con hidrocarburos en el Ecuador (Molina et al. 2009).
4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Area de muestreo de Azotobacter spp.- Para el aislamiento de Azotobacter spp. se
tomaron muestras de suelo hasta 10 cm de profundidad (Thompson y Troeh 1998), tanto en
biopilas en proceso de biorremediacién como en suelos contaminados con hidrocarburos. Se
recolectaron al menos 15 submuestras en diferentes puntos de cada biopila o suelo contaminado
para formar una muestra compuesta, que fue homogenizada en un balde con la ayuda de una
pala (Carter y Gregorich 2007; Mau et al. 2012). Se transportaron aproximadamente 500 g de
suelo a 4°C en oscuridad para ser analizados en el laboratorio de Microbiologia PUCE campus

Nayon.

4.2. Aislamiento de Azotobacter spp. de muestras de suelo.- Para el aislamiento de
Azotobacter spp., se utilizo el método de granulos de suelo (Jiménez 2007). Se tomaron 10 a
20 granulos de un tamafio aproximado de 2mm de didmetro, y se depositaron en la superficie
del agar Ashby, distribuidos de forma homogénea. Estas cajas Petri se incubaron durante 2-3
dias a 28°C. Las colonias sospechosas de pertenecer a este género bacteriano se reaislaron en

otra caja de agar Ashby (Jiménez 2007).

4.3. ldentificacion de aislados de Azotobacter spp.- Se seleccionaron colonias grandes
viscosas, blanquecinas o levemente amarillentas, a las que se les realizd una tincién Gram
(Thaweenut et al. 2011). Se realizé la identificacion fenotipica mediante las siguientes pruebas
bioquimicas: catalasa, oxidasa, hidrolisis de almidoén, utilizacion de glucosa, maltosa, manitol
y prueba de desnitrificacion (Escobar et al. 2011). Ademaés, se complemento la identificacion
fenotipica mediante la galeria APl 20NE, siguiendo las instrucciones del fabricante (Evstatieva

etal. 2017).
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4.4. ldentificacién molecular de los aislados. - La extraccion de ADN de Azotobacter spp. se
llevo a cabo mediante el kit AccuPrep Genomic DNA Extraction (K-3032) de BioNEER para
bacterias Gram negativas, siguiendo el protocolo sugerido por el fabricante. La concentracion
y pureza del ADN fue obtenida por espectrofotometria usando el equipo NanoDrop 2000
(Thermo Scientific) (Mau et al 2012). EI ADN extraido de cada aislado se diluyo hasta alcanzar

una concentracion de 5 ng/ul.

Se realiz6 una reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) tradicional y se utilizaron los primers
16S-27 forward: 5’-GCTCAAGATTGAACGCTGGCG 3’ y el cebador 1655R reverse: 5°-
CGGTTACCTTGTTACGACTTCACC 3’. Posteriormente, se sigui0 el protocolo determinado
por Koohi et al. en 2014, para la PCR donde se modific6 la temperatura de annealing para
mejorar la especificidad,,por lo cual, se decidid hacer una gradiente con las siguientes
temperaturas 63, 64, 65, 66, 67 y 68°C, mostrando mejores resultados y una sola banda definida
al emplear una temperatura de 65°C, detallando el protocolo establecido con una temperatura
de denaturacion de 94°C por 10 minutos, seguido de temperaturas de 94°C por 30 segundos,
65°C por 1 minuto, 72°C por 1 minuto 30 segundos durante 48 ciclos para la fase de annealing

y una temperatura de 72°C por 10 minutos para extension (Koohi et al. 2014).

Los productos obtenidos de la PCR fueron sometidos a electroforesis en gel de agarosa al 1%
durante 60 minutos a 95 voltios, con su respectiva escalera molecular 100 pb DNA Ladder
(Invitrogen) y controles negativos. Las reacciones de la PCR que mostraron la banda deseada

fueron purificadas y secuenciadas mediante el método de Sanger por Macrogen Inc.

Las secuencias obtenidas se limpiaron y alinearon mediante el programa MEGA version X.
Finalmente, las secuencias consenso obtenidas se compararon en la base de datos del Centro

Nacional para Informacion Biotecnologica (NCBI, por sus siglas en inglés) mediante la
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herramienta informatica basica de busqueda de alineacion local (BLAST, por sus siglas en

inglés) (Altschul et al. 1990; Kumar et al. 2016).

4.5. Preservacion de los aislados de Azotobacter spp.- Los aislados de Azotobacter spp. se

crio-preservaron en caldo BHI con 20 % de glicerol a -80°C (Carter y Gregorich 2007).

4.6. Evaluacion de la produccion de EPS.- Se evalu6 la produccion de EPS en caldo Ashby-
Sacarosa, en tubos con 10 mL de medio, que se incubd a temperatura ambiente durante 60
horas. Para esto, se realiz6 una suspension de la bacteria en el medio de cultivo para obtener
una turbidez de tubo 0,05 Mc Farland. Luego, se cuantificd la produccion de EPS modificando
las fuentes de carbono, la concentracion de nitrogeno y la concentracion de sales de magnesio,
siempre trabajando con el caldo Ashby como medio de cultivo base y una solucién de 20 g L

de glucosa como blanco (Moreno et al. 2001; Mata 2006). Cada ensayo se realizo por triplicado.

4.6.1. Evaluacion de produccion de EPS con distintas fuentes de carbono.- Se evalud la
produccion de EPS, reemplazando la sacarosa del medio liquido Ashby con 20 g L™ de manitol
0 melaza respectivamente como fuentes de carbono y manteniendo las condiciones de cultivo

antes mencionadas (Escobar et al. 2011).

4.6.2. Evaluacion de produccion de EPS frente a diferentes concentraciones sales de
magnesio.- Se prepardé caldo Ashby-Sacarosa con sulfato de magnesio (MgSOa4) en
concentraciones de 0,12 g L2, 0,16 g Ly 0,2 g L. En este caldo se inoculd la bacteria y se

mantuvieron las mismas condiciones de cultivo (Mata 2006).

4.6.3. Evaluacion de produccion de EPS en diferentes concentraciones de nitrogeno.- Se
ensayaron diferentes concentraciones de nitrégeno (10, 15y 20 g L™ de extracto de levadura)
afiadidas al caldo Ashby-Sacarosa (medio libre de nitrégeno), manteniendo las condiciones de

cultivo antes mencionadas (Escobar et al. 2011).
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4.7. Extraccién de mucopolisacaridos de aislados de Azotobacter spp.- Se empled la técnica
de Jarman et al. (1978). Una vez transcurrido el tiempo de incubacion se centrifugaron los
cultivos a 10 000 rpm durante 30 minutos. Al sobrenadante se le afiadio etanol al 96%, frio, en
proporcién 3:1 y se lo almacen6 a 4°C durante 12 horas. Se recolect6 el precipitado y se
centrifugdé a 7 000 rpm durante 10 minutos. Se dejé evaporar los residuos de alcohol en el
precipitado y se diluyd en agua destilada. Luego, se centrifugd a 20 000 rpm durante 30 minutos

para eliminar los residuos de alcohol.

4.8. Cuantificacion de los exopolisacaridos (EPS).- Primero, se realizd una curva de
calibracion de carbohidratos, utilizando glucosa como estandar (Dubois et al 1956). La
cuantificacion de los exopolisacaridos se llevé a cabo con el método de fenol-acido sulfdrico
desarrollado por Dubois et al. (1956). Se colocd 1 mL de la suspension de EPS en un tubo de
vidrio, al cual se agregd 1 mL de fenol al 5%, se dejo reposar 45 minutos. Una vez transcurrido
el tiempo, se le agregd gota a gota 5 mL de H2SO4 concentrado, en una campana de extraccion.
La cuantificacion de los EPS se realiz6 mediante espectrofotometria (espectrofotdmetro

Pharmacia Biotech, modelo Ultrospec 2000) con una longitud de onda de 485 nm.

4.9. Analisis Estadistico.- Se llevd a cabo un analisis de varianzas (ANOVA) de una sola via.
Para ello se tomaron en cuenta los supuestos del ANOVA, mediante el test de normalidad
(Shapiro-Wilk), homogeneidad de varianzas y pruebas post hoc, para confirmar o rechazar si

existen diferencias significativas entre los tratamientos evaluados (Carter y Gregorich 2007).

5. RESULTADOS
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5.1. Aislamiento de Azotobacter spp. de muestras de suelo.- Se muestrearon cinco centros de
acopio del proyecto de Amazonia Viva, ubicada en La Joya de los Sachas en la provincia de
Orellana y cinco suelos con derrames recientes en la region.

A partir de las muestras obtenidas se aislaron seis colonias sospechosas a las que se aplicaron
las pruebas de identificacion antes mencionadas obteniéndose 4 aislados de Azotobacter spp.

detalladas en la (Tabla 1).

Tabla 1. Codificacion de las cepas y lugares de muestreo.

Cddigo de campo Cddigo de Coordenadas de las Localizacion
estudio biopilas
Joya de los
Centro de acopio CGP- Aztb 001 0°18'S 76°51'0 Sachas
Shushufindi-2
Joya de los
Centro de Acopio Aztb 002 0°18'S 76°51'0 Sachas
Shushufindi 1
Shushufindi
Centro de acopio Aztb 003 0°11'14"S 76°38'42"0
CGP_landfarming
Suelo con derrame Aztb 004 0°56'S 75°40"0 Yuca

CGP_SHS RWS3

5.2. ldentificacion fenotipica de Azotobacter spp.- Se seleccionaron colonias blancas,
transparentes o levemente amarillentas con aspecto mucoide y tamafio de 3 a 5 mm de diametro.
Microscopicamente se observaron bacilos largos, pleomérficos Gram negativos, con presencia
de quistes en colonias envejecidas. Los aislados identificados como Azotobacter spp. fueron
aquellos que presentaron quistes y dieron resultados positivos a las siguientes pruebas
bioquimicas: catalasa, oxidasa, hidrélisis de almidon, prueba de desnitrificacion y fermentacion

de glucosa, maltosa y manitol (Tabla 2).

Tabla 2. Pruebas bioguimicas de identificacion

Prueba Fenotipica Aztb 001 Aztb 002 Aztb 003 Aztb 004
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Gram

Enquistamiento

Catalasa

Oxidasa

Hidrolisis de
almidon

Prueba
desnitrificacién

Asimilacién de
manitol

Asimilacion de
glucosa

Asimilacién de
maltosa

Bacilo G-
pleomorfico

Positiva

Bacilo G-
largo

Positiva

+/-

células
levaduriformes G-.

Positiva

+/-

+/-

Bacilo G-
corto

Positiva

+: positivo, -: negativo, +/-: Variable

5.3. Identificacion mediante APl 20 NE.- Los cddigos obtenidos a las 24 horas fueron

analizados mediante la base de datos API 20NE (Figura 1).
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Figura 5. Esquina superior izquierda, API 20 NE para aislado Aztb 001, esquina superior derecha, APl 20 NE
para aislado Aztb 002, Esquina inferior derecha, APl 20 NE para aislado Aztb 003, Esquina inferior derecha,
API 20 NE para aislado Aztb 004

5.4. Caracterizacion molecular. Al realizar la lectura en NanoDrop se obtuvieron
concentraciones de 155,6; 1407,6; 68,1y 57,4 nm/uL; de los aislados Aztb 004, Aztb 001, Aztb
002y Aztb 003, respectivamente y valores de pureza de 1,82; 1,87; 1,79y 1,92 respectivamente,
que se encuentran dentro del rango permitido (1,80-2,00).

De los 4 aislados se obtuvieron las bandasde un peso molecular de 600 pb (Figura 2).

Figura 2. Bandas obtenidas mediante electroforesis en gel de agarosa al 1%.

Las secuencias consenso, de cada uno de los aislados fueron analizadas mediante la herramienta
BLAST, las cuales mostraron un porcentaje de identidad de > 99 % con la bacteria Azotobacter

chroococcum, para 3 de los aislados y Azotobacter vinelandii para la una (Tabla 3).

Tabla 3. Identificacion molecular de o aislados (programa BLAST).

Cddigo  Numero de Porcentajede E Porcentaje Bacteria
acceso cobertura Value de identidad identificada
(%) (%)
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Aztb 001 EF100162. 100 0.0 99 Azotobacter

1 chroococcu
m 001
Aztb 002 EF100162. 99 0.0 99 Azotobacter
1 chroococcu
m 002
Aztb 003 EF100170. 99 0.0 99 Azotobacter
1 chroococcu
m 003
Aztb 004 EF100171. 100 0.0 99 Azotobacter
1 vinelandii
004

5.5. Evaluacion de la produccion de exopolisacaridos:

5.5.1. Fuentes de carbono.- Al evaluar tres fuentes de carbono para la produccion de EPS, se
observa diferencias significativas entre los tratamientos empleados con un valor p de 0,01. Con
las tres fuentes de carbono, la cepa A. chroococcum 001 fue la que produjo mayor cantidad de
mucopolisacarido: 168,80 pg/mL con melaza, 153,8 pg/mL con manitol y 147,20 pg/mL con
sacarosa (Figura 3). Al analizar estadisticamente los resultados por cepa y por fuente de
carbono, se determind que la fuente de carbono que induce a una mayor produccién de EPS fue
la melaza, sacarosa y por ultimo el manitol, siendo los aislado que produce mayor cantidad de

EPS Azotobacter chroococcum 001 y Azotobacter vinelandii 004.
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Concentracion de EPS vs. Cepas

H Sacarosa
= Manitol
= Melaza

A. chroococcum 001 A. chroococcum 002 A. chroococcum 003 A. vinelandii 004

200,000

150,000

100,000

50,000

0,000

Concentracién EPS ug/mL

-50,000 .
Aislados

Figura 3. Produccion de EPS con diferentes fuentes de carbono

5.5.2. Concentracion de sales de magnesio.- Al evaluar tres concentraciones de sulfato de
magnesio (MgSOa4) para determinar qué tratamiento permite la obtencion de una mayor
concentracion de mucopolisacaridos se observo que, cada aislado tiene un comportamiento
diferente: el aislado 001 y 003 no tienen diferencias significativas entre concentraciones,
(p=0,012) el aislado 2 produce mayor cantidad de EPS con el 0,16 g L™ de MgSQy, el aislado
004 tiene elevada produccion de EPS con 0,12 g L de MgSOs, y no hubo diferencia

significativa entre 0,16 g Ly 0,2 g L™ de concentracion del compuesto empleado (Figura 3).

Concentracion de EPS vs. Cepas

180
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140

120

10 m0,12
8

6 =0,16
4 m0,2
2

A. chroococcum 001  A. chroococcum 002  A. chroococcum 003 A. vinelandii 004
Aislados

Concentracion EPS ug/mL
O O O © o o

Figura 4. Produccidn de EPS en diferentes concentraciones de magnesio
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5.5.3. Concentracién de nitrogeno.- Se evaluaron tres cantidades de nitrégeno afiadidas al
medio para determinar cudl favorece la produccion de mucopolisacaridos, evidenciando
diferencia significativa (p=0,08), para el aislado Aztb 003, tras analizar los datos con la prueba
de ANOVA de una via, en el que, la adicién de nitrégeno, si mejora la produccion de EPS. Al
comparar entre aislados, el Aztb 001 y el Aztb 004 producen méas EPS que el Aztb 002 y Aztb

003. (Figura 5).

Concentracion de EPS vs. Cepas
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Figura 5. Produccion de EPS en diferentes concentraciones de nitrégeno

6. DISCUSION

El aislamiento de Azotobacter spp. se realizé mediante la técnica de granulos de suelo, debido
a que es la técnica gold standard para la obtencion de este microorganismo (Aquilanti et al.
2004). Estos granulos almacenan nitrégeno mineral, que es consumido por bacterias fijadoras
de nitrégeno para su crecimiento, produccion de pigmentos y productos extracelulares. Cuando
el nitrégeno mineral de los granulos de suelo se agota, la prevalencia de los fijadores no
simbidticos de nitrégeno atmosférico como Azotobacter spp. (Aquilanti et al. 2004) se debe a
que puede utilizar el nitrogeno atmosférico como fuente de este elemento. En esta investigacion

se utilizo el agar Ashby, que es un medio utilizado para el cultivo selectivo de especies de
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Azotobacter spp. ya que utiliza el manitol como fuente de carbono y el nitrégeno atmosférico
como fuente de nitrogeno y la composicion de este medio favorece la produccion de compuestos

extracelulares (Escobar et al 2011).

De acuerdo con el manual de Bergey de bacteriologia determinativa (Garrity et al. 2001), las
colonias de Azotobacter spp. en medio Ashby son viscosas, transparentes y, tras 24 horas de
incubacidn, adquieren un color marron. Las bacterias son Gram negativas con un tamafio
promedio de 3 um, con formas levaduriformes o pleomorficas, como bacilos cortos y largos,
también presentan quistes, siendo una caracteristica distintiva de Azotobacter sp. para su
identificaciébn microscopica. Las caracteristicas mencionadas concuerdan con los cuatro

aislados.

Para completar la identificacion fenotipica se llevaron a cabo cinco de pruebas bioquimicas
(hidrolisis de almiddn, catalasa, oxidasa y prueba de desnitrificacion), las cuales dieron un
resultado positivo. Efectivamente, Azotobacter spp. posee la enzima catalasa por lo que
descompone el peroxido de hidrégeno en oxigeno y agua, evidenciandose como efervescencia
(Tejera et al. 2005). Por otro lado, Azotobacter spp. también posee la enzima citocromo C
oxidasa, que transporta electrones hacia el compuesto N, N, N", N tetrametil-p-fenilendiamina
presente en el disco de oxidasa, el cual dara lugar a una reaccion redox que implica un cambio
de color a purpura (Jiménez 2007). Un resultado positivo para la hidrolisis de almidon
demuestra la capacidad de Azotobacter spp. de degradar este carbohidrato con la ayuda de las
enzimas glucosidasas beta 1-4 y alfa 1-6 que rompen los enlaces de las cadenas ramificadas y
lineales de glucosa (Gonzales et al. 2013). La identificacion de Azotobacter spp. se
complement6 mediante la asimilacion de azucares, fuentes de carbono organicas que estimulan
la actividad nitrogenasa de las bacterias de la familia Azotobacteriaceae y de esta forma
promueve su potencial de fijacion de nitrégeno, produccion de compuestos extracelulares y el

crecimiento celular (Valderrama 2013).
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Para completar la identificacion fenotipica se utilizo la galeria API 20 NE, el cual es una serie
de pruebas bioquimicas, que corroboraron la identificacién realizada mediante pruebas
convencionales. La identificacion por galerias API, pese a ser una galeria de pruebas
bioquimicas tienen un porcentaje mas elevado de identificacion (54%) que equipos
automatizados como Vitek (46%), siendo una alternativa viable la utilizacion de este sistema
para la determinacidn de género de bacterias Gram negativas (Bosshard et al. 2016). Evstatieva
et al. (2017) realizo la estandarizacién de galerias APl 20 NE para identificacion de bacterias
del género Azotobacter (Evstatieva et al. 2017) y en este estudio lo utilizamos para comprobar
la presencia de este género. Efectivamente, en este trabajo se identificaron las 4 aislados a nivel

de género con el sistema APl 20 NE.

Debido a la versatilidad metabolica de Azotobacter spp. y su rapida asimilacion de
carbohidratos, se modificaron las fuentes de carbono empleadas en el medio (Marrero et al.
2012). El caldo de cultivo Ashby-Sacarosa empleado para la cuantificacion de EPS tiene
sacarosa como fuente de carbono. Al reemplazarla por manitol o melaza, esta Gltima aumenta
la cantidad del precursor denominado GDP 4&cido manurdnico, que es utilizado para la
produccion de alginato, un EPS excretado que contribuye a la agregacion del suelo (Gauri et al.
2012). Los resultados obtenidos demostraron que la melaza y sacarosa son la fuente de carbono
que induce la mayor cantidad de EPS. Estos compuestos favorecen el crecimiento exponencial
prolongado de Azotobacter spp., lo que contribuye la mayor produccion de compuestos
extracelulares (Godoy y Diaz 2015). Segin Gonzales et al. (2013); Azotobacter vinelandii
asimila de mejor manera fuentes de carbono como la melaza y sacarosa en medios modificados.
Esto es lo que sucedi6 con los aislados Azotobacter chroococcum 001 y Azotobacter vinelandii
004 por lo que resultaria eficaz la modificacion de las fuentes de carbono para su produccion

masiva, siendo una mejor alternativa la melaza por su costo beneficio (Gonzéles et al 2013).
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Las sales presentes en el medio de cultivo Ashby-Sacarosa son cofactores enzimaticos
indispensables para produccién de compuestos extracelulares. El aumento de sales de magnesio
induce estrés metabolico sobre Azotobacter spp. lo cual vuelve menos eficientes las vias
metabdlicas del carbono y nitrogeno por lo tanto limita la produccion de EPS (Page y
Tigerstrom 1979). Mientras que, si se hace una reduccion de la concentracién de la sal de
magnesio en el medio, la bacteria entra en un estado de regulacién metabdlica y por lo tanto de
estrés, lo que conlleva que la bacteria produzca compuestos extracelulares como los
exopolisacaridos en mayor cantidad para formar un estadio de proteccion y de esta manera
utilizar otros compuestos en respuesta a su falta de sales en el medio (Vermani et al 1995). Una
vez mas, cada aislado se comporta de manera diferente frente a condiciones similares (Gonzélez
et al 2016). Gauri et al. (2016) sefiala que los suelos contaminados limitan la cantidad de sales
presentes en el suelo lo que estresa metab6licamente a las especies fijadoras de nitrdgeno como
Azotobacter, las cuales producen mayor cantidad de productos extracelulares al estar en
ambientes no favorables. En efecto, en este estudio, la cepa proveniente de un suelo
contaminado es la que produce mayor cantidad de EPS, posiblemente por provenir de un

ambiente estresante (Gauri et al 2016).

Reginawanti et al. (2017), sefialan que Azotobacter spp. al estar en suelos que tienen baja
cantidad de nitrato puede fijar nitrégeno atmosférico de manera mas efectiva, producir una
mayor cantidad de polisacaridos extracelulares y pigmentos. La enzima nitrogenasa es la que
permite que fijadores de nitrogeno pueden asimilar el nitrégeno atmosférico, pero esta enzima
es sensible al oxigeno y los EPS contribuyen a proteger a la nitrogenasa del oxigeno y bajo
condiciones adversas (suelos contaminados o déficit nutricional) (lafiez 2005), pues el costo
energético de este proceso es demasiado alto, por lo que limita otras funciones metabdlicas.
Algunos estudios sefialan que la adicion de nitrégeno al medio de cultivo Ashby-Sacarosa es

una alternativa viable para reducir el consumo de adenosin trifosfato (ATP) empleado por
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Azotobacter spp. y favorecer la produccion de EPS, esto es lo que sucede con el aislado Aztb
003 (Vargas et al. 2001, Berru y Quispe 2017). Otros, sostienen que la incorporacion de
nitrogeno al medio de cultivo no altera la produccion de EPS, siendo similar a los valores
obtenidos en el medio sin nitrégeno (Rubio 2013), que es lo que se corrobord en este estudio

en los aislados Aztb 001, 002 y 004.

La identificacion molecular realizada mediante PCR con los cebadores especificos: 16S-27
forward, que es propio de bacterias fijadoras de nitrégeno y 1655 reverse, que es propio de las
bacterias de la familia Azotobacteriaceae, mostraron amplicones inespecificos, por lo que se
realiz6 una gradiente de temperatura, en la que se probaron temperaturas de 62°C como lo
indica el fabricante y temperaturas de: 63, 64, 65, 66, 67 y 68, como lo describe (Bolivar et al.
2017). Este autor sefiala que los amplicones de las bacterias del género Azotobacter reaccionan
de mejor manera a una temperatura de 65 0 66 °C, debido a que su genoma es termoestable a
temperaturas de 60-66°C y si se sube o disminuye esa temperatura, tienden a destruirse o
dafarse. De esta manera se el resultado obtenido tiene una explicacion, debido a que con la
temperatura de 65°C se obtuvo una banda méas definida al momento de realizar la PCR y se
visualizaron bandas de 600 pares de bases en un gel de agarosa, lo que permitié llegar a la
identificacion de las cuatro cepas: Azotobacter chrococcum 001, Azotobacter chrococcum 002,

Azotobacter chrococcum 003 y Azotobacter vinelandii 004.

Ademas de su potencial para la produccién de EPS, Azotobacter spp. tienen una gran capacidad
de biorremediacion, como lo sefiala Benitez et al. (2014). En efecto, Azotobacter vinelandii
tiene la capacidad de remover casi en su totalidad remanentes de gasolina 0 compuestos
hidrocarbonados de suelos que se encuentran contaminados gracias a la produccién de
compuestos extracelulares; sin embargo, es necesario un previo tratamiento con otro tipo de

biorremediacion en suelos que se encuentren con un porcentaje superior al 60% de
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contaminacion total por hidrocarburos o compuestos aromaticos (Benitez et al. 2014). De esta
forma, la utilizacion de Azotobacter spp. para la biorremediacion de suelos es una alternativa
viable y de bajo costo y, debido a que los aislados Azotobacter chrococcum 001 y Azotobacter
vinelandii 004 son las cepas que mayor cantidad de EPS producen, serian la alternativa ideal

para produccion a gran escala empleando las condiciones establecidas.

Otra de las caracteristicas interesantes de Azotobacter spp. es su potencial como rizobacterias
promotora de crecimiento vegetal (PGPR), (Gonzales y Yolanda 2019) no solo por su capacidad
de fijacion de nitrégeno atmosférico, sino por otros mecanismos como produccién de hormonas
vegetales y otros compuestos bioactivos (Berrd y Quishpe 2017) El proceso de fijacion
bioldgica representada por géneros bacterianos como (Azotobacter spp., Beijerinckia spp.,
Rhizobium spp., entre otros), capta alrededor del 60% de nitrogeno disponible del suelo siendo
la alternativa bioldgica y econdmica para el reemplazo de fuentes de nitrégeno contaminantes
de suelo como lo son los fertilizantes quimicos (Gonzales y Yolanda 2019). De esta manera la
utilizacion de Azotobacter spp. en procesos de biorremediacion de suelos contaminados con
hidrocarburos constituye es una alternativa sumamente atractiva, si se considera que esos suelos

seran revegetados de forma natural o utilizados para la agricultura.

7. CONCLUSIONES

e A partir de biopilas y suelos arcillosos contaminados con hidrocarburos se obtuvieron
cuatro aislados de bacterias del género Azotobacter spp. con la capacidad de producir
compuestos extracelulares y que pueden ser candidatos para ser agregantes de suelo.

e Mediante técnicas fenotipicas y moleculares como PCR se lograron identificar a nivel

de género y especie los cuatro aislados obtenidos de Azotobacter spp.
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e Lainformacion proporcionada durante el estudio indicd que, para el caso de Azotobacter
spp., el nitrégeno no es un factor que altera la produccion de exopolisacaridos, pues su
ausencia o presencia hasta una concentracion de 20 g L™ no afecta la sintesis de EPS.

e Por otro lado, la produccion de EPS, por parte de algunos aislados, si se ve afectada por
la disminucion de las sales de magnesio, logrando una produccién elevada de los
mismos, lo que resulta una opcion interesante a nivel industrial.

e De los tratamientos evaluados, la melaza y la sacarosa son los nutrientes que de mejor
manera contribuyen a la produccion de EPS. Por su bajo costo y disponibilidad, estas
fuentes de carbono son una buena alternativa para inducir la produccion de EPS a gran
escala.

e Azotobacter chroococcum 001 y Azotobacter vinelandii 004, son los aislados que
pueden ser de gran utilidad para utilizarse como agregantes de suelo y posibles
biorremediadores, ya que tienen un porcentaje elevado de produccion de EPS. Su
produccion a escala industrial, para el mejoramiento de la estructura de suelos arcillosos
en biopilas deberia realizarse tomando en cuenta las condiciones establecidas para una

mayor produccion de EPS.
RECOMENDACIONES:

e Evaluar la actividad biorremediadora de los aislados Azotobacter 001 y 004.
e Producir biomasa de estos aislados con melaza y sacarosa como fuentes de carbono y

evaluar su efectividad para la agregacion del suelo arcilloso.
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