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1. RESUMEN

El elevado grado de compactacion del suelo arcilloso de la Amazonia Ecuatoriana
constituye un serio problema a la hora de biorremediarlo. Un suelo compactado hace que la tasa
de difusion de diéxido de carbono y oxigeno sea muy baja o hasta inexistente, lo que reduce a
su vez, la actividad microbiana aerdbica participante. Los exopolisacaridos (EPS) microbianos
mejoran la agregacion de las particulas del suelo y por ende su estructura. Curiosamente el
género Bacillus es uno de los mas conocidos por producir biofilmes y EPS. En este contexto,
esta investigacion se centré en evaluar la capacidad productora de EPS de cuatro aislados
autoctonos. Se analizaron como fuentes de carbono a distintas concentraciones, la sacarosa y la
melaza de cafia de azUcar. Esta tultima indujo una mayor produccion del metabolito en la mayoria
de los aislados. Asi también, se probaron el extracto de levadura y la triptona como fuentes de
nitrogeno. Aquella que aumentd significativamente la produccion fue el extracto de levadura.
En cuanto al estrés acido/alcalino, no se observé una influencia directa sobre la produccion, sin
embargo, cada uno de los aislados present6 preferencia de pH. En relacion con el estrés salino,
la concentracién ideal de NaCl también dependi6 del microorganismo productor. Los resultados
de esta investigacion reafirmaron la hipdtesis de que el tipo de sustrato optimo dependera de
cada microorganismo Y sus caracteristicas intrinsecas. Los aislados bacterianos que destacaron
fueron BCL-SA-004 y BCL-SA-010, este ultimo demostro ser un buen productor de EPS en la
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mayoria de los ensayos. Ambos microorganismos tienen potencial biotecnoldgico para ser
empleados en el mejoramiento de la estructura de los suelos contaminados con hidrocarburos

que estan siendo sometidos a procesos de biorremediacion en la Amazonia Ecuatoriana.

Palabras clave: Bacillus, biorremediacién, exopolisacéridos, agregados del suelo, melaza de

cafia de azUcar.

2. ABSTRACT

The high degree of compaction of clay soil in the Ecuadorian Amazon is a serious
problem for bioremediation. A compacted soil causes the diffusion rate of carbon dioxide and
oxygen very low or even non-existent, which in turn reduces the aerobic microbial activity
involved. Microbial exopolysaccharides (EPS) improve soil particle aggregation and thus soil
structure. Interestingly, the genus Bacillus is one of the best-known genera for producing
biofilms and EPS. In this context, this research focused on evaluating the EPS-producing
capacity of four indigenous isolates. Sucrose and sugar cane molasses were analysed as carbon
sources at different concentrations. The latter induced a higher production of the metabolite in
most of the isolates. Yeast extract and tryptone were also tested as nitrogen sources. The one
that significantly increased production was yeast extract. As for acid/alkaline stress, no direct
influence on yield was observed, however, each of the isolates showed pH preference. In relation
to salt stress, the ideal NaCl concentration also depended on the producing microorganism. The
results of this research reaffirmed the hypothesis that the optimal substrate type will depend on
each microorganism and its intrinsic characteristics. The bacterial isolates that stood out were
BCL-SA-004 and BCL-SA-010, the latter proved to be a good EPS producer in most of the
assays. Both microorganisms have biotechnological potential to be used to improve the structure
of hydrocarbon-contaminated soils that are undergoing bioremediation processes in the

Ecuadorian Amazon.

Keywords: Bacillus, bioremediation, exopolysaccharides, soil aggregates, sugar cane molasses.



3. INTRODUCCION

Uno de los mas grandes problemas ambientales en la Amazonia Ecuatoriana es la
contaminacion del suelo como consecuencia de la operacion rutinaria hidrocarburifera (San
Sebastian y Hurtig 2004; Benavides et al. 2006). En efecto, el registro de derrames de
hidrocarburos continGa en estas zonas (Ministerio del Ambiente de Ecuador 2017; Gomez 2019
17 de mayo; Paz 2020 30 de abril). Esto, sin tomar en consideracion las, al menos, 2 millones
de hectareas de suelo que han sido contaminadas con crudo o sus derivados por la transnacional
Chevron-Texaco entre 1964 y 1990 (Ministerio de Relaciones Exteriores y Movilidad Humana
2015).

En efecto, la limpieza, remediacién, reconformacion y reforestacion de aquellas areas
donde se encuentran fuentes contaminadas derivadas de la actividad hidrocarburifera anterior a
2013 es realizada por el Proyecto Amazonia Viva, que desde el 2021 forma parte de la Empresa
Publica de Hidrocarburos EP Petroecuador (Moreno 2021). Hasta el momento, este proyecto ha
limpiado mas de 1000 fuentes de contaminacion y ha remediado alrededor de 1.200.098 m? de
suelo contaminado, cifra que constituye un récord histérico en la remediacion ambiental del pais
(PETROAMAZONAS EP 2018).

La biorremediacion es un proceso basado en mecanismos bioldgicos que tiene como
objetivo reducir (degradar, desintoxicar, mineralizar o transformar) la concentracién de ciertos
contaminantes a un estado inocuo (Ying 2018). La técnica utilizada por EP Petroecuador es la
biorremediacion ex situ, que consiste en extraer el suelo contaminado y trasladarlo a otros
lugares (biopilas) para su tratamiento (Ying 2018; PETROAMAZONAS EP 2019). Uno de los
factores que inciden sobre estos procesos de biorremediacion es la estructura del suelo arcilloso
de la Amazonia, en donde su alto grado de compactacion constituye un serio problema (Silva et
al. 2011; Calvache 2015; Campafia s.f.). Esta caracteristica hace que la tasa de difusion de
dioxido de carbono (CO>) y oxigeno (O2) sea relativamente baja o inexistente (Silva et al. 2011).
Lo que reduce la actividad microbiana aerdbica que participa en la biorremediacion.

Las unidades basicas de la estructura del suelo son los agregados. La presencia de
agregados estables define una buena estructura porque establece propiedades mecanicas y
fisicas como la retencion y el movimiento del agua, la temperatura y, sobre todo, la aireacion

(Alami et al. 2000). Los agregados estdn compuestos por particulas de arena, limo o arcilla



unidas a particulas organicas, entre las que destacan células microbianas y ciertos metabolitos
con propiedades adhesivas (Arfarita et al. 2016). Entre estos ultimos, sobresalen las sustancias
poliméricas extracelulares o exopolisacaridos (EPS) que aportan caracteristicas adicionales para

el acondicionamiento y mejora de la estructura del suelo (Qurashi y Sabri 2012).

Los EPS son polimeros biosintetizados por una amplia variedad de microorganismos y
estan involucrados en procesos esenciales para el desarrollo de comunidades microbianas (Costa
et al. 2018; Henao y Mazeau 2009). En ese sentido, la modificacion del suelo con estos ha
jugado un papel clave en el mejoramiento de su estructura debido a su capacidad para agregar
particulas (Acosta et al. 2005; Sandhya et al. 2009; Colica et al. 2014; Raliya et al. 2014; Arfarita
et al. 2016). Segun Alami et al. (2000) existe un notorio aumento de la estabilidad de los
agregados del suelo rizosférico al adicionar inoculantes bacterianos productores de EPS. Otro
estudio demostrd que la inoculacion de Pseudomonas putida GAP-P45 en suelos sometidos a
condiciones de sequia, altas temperaturas y altas concentraciones de sal aumento la estabilidad
de los agregados en mas del 50 %, a méas de proteger a otras bacterias nativas del estrés hidrico
(Sandhya y Ali 2015). Estos estudios demuestran el uso potencial de microorganismos
productores de EPS en la recuperacion de la estructura del suelo, especialmente aquellos bajo
condiciones limitadas de oxigeno y agua, como es el caso de los suelos sometidos a procesos de
biorremediacion en la Amazonia; mas aln si se trata de suelos arcillosos. De ahi la importancia
del presente estudio: se requiere proporcionar una estrategia de mejoramiento de la estructura
del suelo arcilloso contaminado con hidrocarburos y una complementacién de los procesos de

biorremediacion para incrementar su tasa de recuperacion y reducir costos de operacion.

A pesar de que existen investigaciones con el mismo fin basados en otros géneros
bacterianos (Gonzalez et al. 2019; Molina y Luna 2020; Zaldumbide et al. 2020), el presente
estudio se enfoca en el género Bacillus debido a que son grandes productoras de EPS, presentan
estructuras de resistencia, son biorremediadoras, son facilmente cultivables y tienen bajos
requerimientos nutricionales (Marvasi et al. 2010; Arfarita et al. 2016). Esto las hace potenciales

candidatas para un posible uso industrial.

El rendimiento y la composicion de los EPS microbianos estan principalmente
influenciados por las condiciones de cultivo como la temperatura, el pH y la composicion del

medio (Ergene y Avci 2017). Generalmente, la produccion de EPS esta determinada por grandes



concentraciones de carbono y bajas concentraciones de nitrégeno (Borgio et al. 2009). Los
azucares son los componentes més utilizados como fuente de carbono entre estos destacan la
glucosa y sacarosa (Razack et al. 2013a). Sin embargo, los altos costos de estos y de las fuentes
de nitrégeno, presentan un impacto directo en el costo de produccidn y, por consiguiente, limitan
el potencial mercado de estos biopolimeros (Trindade et al. 2018). Por ello, en la actualidad para
la produccion de EPS a escala industrial, el reemplazar estos componentes por subproductos de
desechos industriales esta en auge (Ergene y Avci 2017). Esto resolveria no solo el problema de
acumulacién de materias primas secundarias, sino, también, abarataria el costo de biosintesis de
estos y otros metabolitos de interés, a mas de ser amigables con el medio ambiente (Morillo et
al. 2007; Pirog et al. 2016; Ergene y Avci 2017).

Finalmente, la produccion de EPS requiere intensivas actividades de investigacion para
la aplicacion de ideas innovadoras a gran escala (Moghannem et al. 2018). En este contexto, se
propuso determinar las condiciones de cultivo dptimas de Bacillus spp. aisladas a partir de
suelos contaminados con hidrocarburos que permitan una mayor produccion de EPS. Esto
permitira, a través de futuros estudios, evaluar su papel en la mejora de la estructura de suelos

contaminados con hidrocarburos sometidos a procesos de biorremediacion.

4. MATERIALES Y METODOS

4.1 Toma de muestras

El muestreo se llevé a cabo en seis biopilas de los Centros de Gestion de Pasivos
ambientales (CGP) del bloque 60 ubicado en el cantén La Joya de los Sachas, provincia de
Orellana, Amazonia Ecuatoriana, entre los 0°18'S 76°51'0 (Figura 1). Estos son operados por

EP Petroecuador.

La toma de muestras se realizo en la parte superficial de cada biopila de manera aleatoria
con un recorrido en zigzag y a una profundidad de 10-15 cm, tal como lo recomienda Schweizer
(2011) del Instituto Nacional de Innovaciéon y Transferencia en Tecnologia Agropecuaria
(INTA) de Costa Rica.



Se obtuvieron seis muestras compuestas, conformadas por 10 submuestras simples que
se juntaron y homogenizaron previamente. Cada una de estas se transportd a 4°C en oscuridad

para ser procesadas rapidamente en el laboratorio de Micologia de la PUCE campus Nayon.

CGP_134
20_1S3

Figura 1. Lugar de muestreo. Biopilas donde se realiza la biorremediacién de suelos
contaminados con hidrocarburos totales de petréleo. Centros de Gestion de Pasivos ambientales
(CGP), blogue 60-Sacha, Petroecuador. Cantén Joya de los Sachas, Orellana, Ecuador.

4.2 Aislamiento y mantenimiento de cepas de Bacillus spp.

El aislamiento se llevé a cabo a partir de diluciones de suelo. Para esto, se realiz6 una
suspension de 10 g de cada muestra en 90 mL de agua peptonada al 0.1 % estéril y/o una solucion
estéril de Tween 80 al 0,1 % (v/v) (Gordillo 2018). Esta constituyé la dilucion 10
Posteriormente, se hicieron diluciones decimales seriadas en base 10 hasta 10 y se agitaron
vigorosamente en vértex por 20 segundos (Alef 1995).

A continuacién, los tubos de dilucion se sometieron a bafio Maria a 80 °C durante 30

minutos y, luego, se dejaron en hielo por el mismo tiempo con el objetivo de seleccionar



bacterias productoras de esporas, en este caso del grupo Bacillus, presentes en las diluciones
(Tejeraet al. 2013).

Tras estos procedimientos, 0,1 mL de las diluciones se sembraron en superficie en medio

agar triptona soya (TSA) y se incubaron en aerobiosis a 27 °C por 48 horas.

De las placas de TSA sembradas se tomaron aquellas colonias que cumplieron con las
caracteristicas de crecimiento propias del género Bacillus de acuerdo con el manual de
Bacteriologia Determinativa de Bergey y Holt (1994) y Ramirez y Sdnchez (2011). Los aislados
que presentaron estas caracteristicas fueron verificados mediante tincion Gram para comprobar
su morfologia bacilar Gram positiva y presencia de endospora, a partir de cultivos puros (Anexo
1) (Argianas 2015).

Finalmente, cada aislado sospechoso de pertenecer al género de interés fue conservado
por triplicado mediante crio preservacion en microtubos con caldo infusion cerebro corazon

(BHI) y glicerol al 20 % y almacenados a -80 °C (Ramirez y Sanchez 2011).

4.3 Screening cualitativo y cuantitativo de cepas potencialmente productoras de
EPS

Los aislados crio-preservados fueron reactivados en placas TSA a 27 °C por 24 horas
(Ergene y Avci 2017). Para seleccionar aquellos potencialmente productores de EPS se tomé en
cuenta la textura de sus colonias con la prueba del corddn. Asi también, se realizé un screening
cuantitativo; para esto, cada cepa se cultivd en un medio basal liquido (MBL) compuesto de: 20
g de sacarosa, 5 g de extracto de levadura, 1,5 g de fosfato dipotasico (KoHPO4) y 1 g de sulfato
de magnesio (MgSQs) en 1000 mL de agua desionizada. EI pH del medio fue ajustado a 7 previa
su esterilizacion a 121°C durante 15 minutos (Kumar et al. 2004; Abou et al. 2014). Los ensayos
de produccion se realizaron por triplicado en tubos con 4 mL de MBL a los que se inoculé 1 mL
de los cultivos frescos de cada aislado con turbidez equivalente al 0,5 de la escala de MacFarland
(inéculos de 20 % v/v) y fueron incubados a 27 °C durante 48 horas (Ergene y Avci 2017). Los
EPS producidos se extrajeron como se describe méas adelante en la Seccion 4.7. segun Kilig y
Donmez (2008) y se determinaron las cantidades de azucares totales mediante el método de

fenol &cido-sulfarico (Dubois et al. 1956).



De esta manera, se seleccionaron cuatro aislados bacterianos que, segun el analisis
estadistico realizado en el programa SPSS y el screening cualitativo, produjeron la mayor

cantidad de EPS. Estos fueron utilizados en ensayos posteriores.

4.4 ldentificacion fenotipica de Bacillus spp. potencialmente productoras de EPS

Para los aislados potencialmente productores de EPS, se realiz6, a mas de la
identificacion microscépica previa (Argianas 2015), una caracterizacion bioquimica, mediante
pruebas de catalasa y oxidasa y la bateria de identificacion APl 50 CHB, segun el manual de

Bacteriologia Determinativa de Bergey y Holt (1994) y la casa comercial.

4.5 ldentificacion molecular de Bacillus spp. potencialmente productoras de EPS

45.1 Extraccion de ADN. -

La extraccion se realizo con el kit AccuPrep® Genomic DNA Extraction Kit (Bioneer
Corporation, Corea del Sur) para bacterias Gram positivas, de acuerdo con los protocolos
establecidos por la casa comercial. La concentracién del ADN extraido se obtuvo mediante
fluorometria con el kit QuantiFluor® dsDNA System (Promega, USA). Posteriormente este se

almaceno a -20 °C para los andlisis moleculares futuros.

4.5.2 Reaccion en Cadena de la Polimerasa. -

Para la identificacion molecular de las cepas, se usé el gen ARNr 16S. La amplificacion
se realizo6 segun lo descrito por Goto et al (2000) con los siguientes cebadores: HVc_F 5-TGT
AAA ACG ACG GCC AGT GCC TAA TAC ATG CAA GTC GAG CG-3y HVc_R 5-CAG
GAA ACA GCT ATG ACC ACT GCT GCC TCC CGT AGG AGT-3.

Cada mezcla de PCR tuvo un volumen final de 25 pL. Se utilizo la premezcla GoTag®
Green Master Mix (Promega, Madison, WI, USA) y se adecuaron los voliumenes de cada
componente de la reaccion conforme lo describe el fabricante. La PCR se realiz6 con el siguiente
programa: 95 °C por 2 minutos (desnaturalizacidn inicial), 30 ciclos de 95 °C por 30 segundos,
seguida de 58 °C por 1 minuto (hibridacién de los cebadores) y una fase de extension final a 72
°C durante 2 minutos (ispirli y Dertli 2018). Los amplicones fueron separados mediante

electroforesis en gel de agarosa al 1.6 % (p/v) a 95 V durante 1,5 horas.

45.3 Secuenciacion. -



El producto de PCR fue purificado enzimaticamente con exonucleasa | y fosfatasa
alcalina para su posterior secuenciacion por electroforesis capilar-método de Sanger en los

Laboratorios de Investigacion de la Universidad de las Américas UDLA.

Finalmente, las secuencias obtenidas se compararon en la base de datos del Centro
Nacional para Informacion Biotecnoldgica (NCBI, por sus siglas en inglés) mediante la
herramienta informatica basica de busqueda de alineacion local (BLAST, por sus siglas en
inglés) (Altschul et al. 1990).

4.6 Ensayos de produccion de EPS en condiciones definidas
4.6.1 Preparacion de inoculos. -
Las cuatro cepas crio-preservadas fueron reactivadas en placas de TSA a 27 °C durante
24 horas. Posteriormente, las colonias aisladas se inocularon en tubos con 5 mL de caldo BHI
ajustandolos a una turbidez equivalente al 0,5 de la escala de MacFarland (aproximadamente
1,5 x 108 UFC/mL). La turbidez de los indculos de cada cepa se compar6 visualmente con el
estandar al colocar los tubos frente a la tarjeta de Wickerham. Estos fueron usados como

indculos para los ensayos de produccion de EPS (Ergene y Avci 2017; Hassan y Ibrahim 2017).

4.6.2 Produccién de EPS en funcidn de parametros nutricionales. -
Para la produccion de EPS por parte de Bacillus spp., se emple6 el MBL descrito en la
Seccion 4.3. La formulacion de este medio se modifico con las distintas concentraciones de las

fuentes de carbono y nitrégeno que fueron evaluadas de manera individual.

Para evaluar la mejor fuente de carbono en la produccion de EPS se utilizd la
metodologia aplicada por Ergene y Avci (2017). Al MBL se le agreg6 la fuente de carbono en
concentraciones de: 20, 30 y 50 g/L, con pH final de 7. Las fuentes de carbono probadas fueron:
melaza y glicerol. Como testigo se evalu6 20 g/L de sacarosa, que es la fuente de carbono y

concentracion usual en el MBL propuesto (Razack et al. 2013a).

Por otro lado, para evaluar las mejores fuentes organicas de nitrégeno se probaron el
extracto de levadura y triptona y estas se agregaron al MBL en concentraciones de 0,5, 1,0 y
3,0 g/L con pH final de 7. Como testigo se evalud 5 g/L de extracto de levadura que es la fuente

de nitrogeno y concentracion usual en el MBL (Razack et al. 2013a).
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4.6.3 Produccion de EPS en funcion del pH. -
Para determinar el efecto del pH en la produccién de EPS se prepararon tubos con MBL
y se ajusto el pH a 4, 6 y 8. Para esto se usaron soluciones de hidroxido de sodio (Na (OH)2 2M)
y acido clorhidrico (HCI 2M) segun fue necesario (Abou et al. 2014; Hassan y Ibrahim 2017).
Como testigo, se prepard el MBL con un pH de 7.

4.6.4 Produccion de EPS en funcion de salinidad. -
Este ensayo se basO en la metodologia propuesta por Razack etal. (2013b).
El MBL fue preparado con las siguientes concentraciones de cloruro de sodio (NaCl): 0.3 %,

0.7 % y 1 %. Como testigo se utilizd el MBL sin afiadir NaCl.

Para montar los ensayos respectivos, se emplearon los indculos descritos en la Seccion
4.6.1. Cada cepa bacteriana fue inoculada (in6culos de 20 % v/v) en 4 mL de MBL estéril con
la fuente nutricional respectiva y los distintos valores de pH o salinidad, segun fuera el caso.
Los tubos se incubaron a 27 °C por 48 horas (Trindade et al. 2018). Los tratamientos se

realizaron por triplicado para obtener resultados estadisticamente significativos (Sanchez 2002).

4.7 Determinacion de EPS

4.7.1 Extraccion y cuantificacion. -
La extraccion de EPS de los cultivos bacterianos se realizd por el método de
precipitacion con etanol frio a 4 °C de acuerdo con Kilig y Dénmez (2008) con ciertas

modificaciones (Anexo 2).

Para los analisis cuantitativos, en términos de carbohidratos totales, se aplicé el método
fenol &cido-sulfurico modificado propuesto por Dubois et al. (1956) con el uso de glucosa como
estandar y descrito por Goh et al. (2005). La absorbancia se midi6 a una longitud de onda de
485 nm mediante el espectrofotémetro VIS GENESYS SERIE 10; con el fin de medir la
reaccion colorimétrica producida por la combinacién de los azlcares de la muestra, el fenol y el
acido sulfurico (Dubois et al. 1956), como blanco se utilizd H.SO4 1M. Los resultados se
registraron en una tabla de Excel y se interpretaron con la ayuda de una curva de calibracion

estandar, efectuada con antelaciéon (Anexo 3).
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4.8 Analisis estadistico de los datos

Se condujeron un total de cuatro ANOVA’s bifactoriales de manera individual con el fin
de estudiar simultdneamente los efectos de dos fuentes de variacion, en este caso las variables
independientes (fuentes de carbono y nitrégeno y factores de estrés) (Anexo 4) y cada uno de
los aislados bacterianos (asi como su posible interaccion) sobre la produccion de EPS. Las
diferencias significativas entre las medias de cada tratamiento fueron determinadas mediante la
prueba de Tukey. De modo complementario, para todas las variables de estudio se calculo el
Coeficiente de Variacion (CV), que estuvo dentro del limite aceptable (<20 %) (S&nchez 2002).

5. RESULTADOS

5.1 Aislamiento de Bacillus spp. aisladas de suelos arcillosos de la Amazonia
Ecuatoriana sometidos a procesos de biorremediacion.

Tras aplicar las técnicas microbioldgicas apropiadas se aislaron 12 cepas bacterianas que

cumplieron con las caracteristicas de crecimiento propias del género Bacillus, de acuerdo con

el manual de Bacteriologia Determinativa de Bergey y Holt (1994) y Ramirez y Sanchez (2011).

Estas caracteristicas fueron descritas como corresponde en el Anexo 5.

5.2 Screening cualitativo y cuantitativo de cepas potencialmente productoras de
EPS
Los datos medios de concentracion de EPS pg/mL producidos por los 12 aislados
bacterianos (Tabla 1) fueron analizados mediante ANOVA de un factor previa su
transformacion logaritmica. Los resultados indicaron diferencias altamente significativas entre
cada aislado (p<0,05) (Anexo 6). Destacaron: BCL-SA-004, BCL-SA-005 y BCL-SA-010
como aquellos que produjeron méas EPS, con un promedio de: 157 pg/mL, 132,5 pg/mL y 530,2
pug/mL respectivamente. De manera adicional, se incluyo la cepa BCL-SA-014 debido a la

textura altamente mucoide de sus colonias, esta seleccion fue de tipo cualitativa.

Tabla 1. Screening cuantitativo. Concentracion de EPS (ug/mL) producidos por los aislados

bacterianos.

Concentracion de EPS

Caddigo de aislado
(Hg/mL)




(Continuacion...)

BCL-SA-002 104,26 + 3,15
BCL-SA-003 59,65 + 1,92
BCL-SA-004 157,04 £ 2,77"
BCL-SA-005 132,55+ 3"
BCL-SA-006 87,4+231"
BCL-SA-008 60,19 + 0,46
BCL-SA-009 104,81 £ 0,31"
BCL-SA-010 530,26 + 10,77"
BCL-SA-011 87,94 + 0,08"
BCL-SA-013 73,25+ 1,69
BCL-SA-014 70,53 + 4,23
BCL-SA-015 75,43 £ 0,92

12

* Desviacion estandar

5.3 Identificacion fenotipica de Bacillus spp. potencialmente productoras de EPS

En cada cepa se describieron tanto caracteristicas macro y microscépicas tal y como se
menciond con anterioridad. Mediante pruebas complementarias se establecié que todas son
productoras de la enzima catalasa a excepcion de BCL-SA-014; por otro lado, todas produjeron
la enzima oxidasa. Gracias a los sistemas miniaturizados APl 50CHB y API 20E se establecid
que son capaces de metabolizar distintas fuentes de carbono y producir ciertas enzimas o
metabolitos (Anexo 7). Los perfiles bioquimicos obtenidos tras el analisis en la base de datos
suministrada por el fabricante, arrojaron que el aislado BCL-SA-004 corresponderia a
Brevibacillus laterosporus con un porcentaje de identidad del 99,9 %, BCL-SA-005 a Bacillus
cereus con un 83,8 % de identidad y el perfil bioquimico de BCL-SA-010 coincidi6 en un 99,8
% con el de Bacillus licheniformis. Los datos del aislado BCL-SA-014 no coincidieron con la

base de datos analizada, por tal motivo no se logré determinar su posible identificacion.

5.4 Identificacién molecular de Bacillus spp. potencialmente productoras de EPS
Lamentablemente no logro extraerse el ADN de las cepas BCL-SA-004 y BCL-SA-014

y por motivos de tiempo, no se consiguio la identificacion molecular de estas. Por otro lado, con
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la amplificacion del gen ARNr 16S de los dos aislados restantes se obtuvieron amplicones de
peso molecular de aproximadamente 315 pb. El analisis de las secuencias consenso mediante la
herramienta BLAST determiné que el aislado BCL-SA-005 presenta un porcentaje de identidad
del 98.39% con la especie Bacillus cereus y BCL-SA-010 corresponde a Bacillus licheniformis

con un porcentaje del 100%.

5.5 Ensayos de produccion de EPS en condiciones definidas
5.5.1 Fuentes de carbono. -
En la tabla y figura 2 se muestran los resultados obtenidos en cuanto a la cantidad media

de EPS producidos cuando se utiliza melaza o glicerol en distintas concentraciones.

CEPAS
Il BCL-54-004
I BCL-54-005
] BCL-54-010
W BCL-5A-014

00,000

400,000

EPS ug/mL

200,000+

0,000~
MEL  MEL  MEL  Testizn GLI20g/L GLI 30gL GLI 50giL
Mgl  30gl  S0gl SAC 20gl

Fuentes de carbono en distintas concentraciones

Figura 2. Produccion de EPS bajo distintas fuentes de carbono.
Cantidad media de EPS pg/mL producida por cada cepa. MEL: melaza,
GLI: glicerol y SAC: sacarosa.



14

Tabla 2. Efecto de distintas fuentes de carbono en la produccion de EPS por parte de Bacillus
spp.

CONCENTRACION DE EPS (ug/mL)

CODIGO DE Fuentes de carbono
AISLADO MELAZA GLICEROL TESTIGO
A B C A B C X
BCL-SA-004  2434:1091° 6619+ 380,4" 526,6 + 280,5" 77,2 £ 44" 663,7+520,4" 3631+189,6° 2013+ 206,1"
BCL-SA-005  1705+248 4182+ 1083 3765+ 31,6" 1262 +67,3° 1850+1545"  2557+1536°  150,9+32,6"
BCL-SA-010  5023+10L9°  527,7+1369" 3732 +433" 1505+794"  1364+281°  3543+491°  856+144°
BCL-SA-014  3754+1892°  2658+275 404,4 £135,7 " 3192+449°  1139+340°  247,0£605  3261%2103"

(A): 20 (g/L). (B): 30 (g/L). (C): 50 (g/L). (X): sacarosa 20 (g/L) (testigo). Los datos estan
representados por el promedio de las tres réplicas + la desviacion estandar”.

Los resultados del ANOVA bifactorial (Anexo 8) muestran que la concentracion de EPS
dependid tanto de la fuente de carbono empleada y su concentracion como de la cepa en la que
se probaron dichas fuentes (p<0,05). Tras el andlisis con la prueba de Tukey (Figura 3) se
determiné que el uso de melaza, especialmente a una concentracién de 30 g/L, aumento
considerablemente la produccién de EPS con respecto a la sacarosa (testigo) que es la fuente de
carbono usual en el MBL. Por otro lado, no se observaron diferencias significativas cuando se
uso glicerol en concentraciones de 20 y 30 g/L como fuente de carbono con respecto al testigo
(Figura 3).

Frenmx de carhans en &ctintas concenirscianes

T 1 T T T
MEL 20l MEL30gl MEL Mgl TestigoSAC GLINpL CGL gl GU 0gl
gl

Figura 3. Efectos principales en la produccion de EPS por parte de
las distintas fuentes de carbono: melaza y glicerol con 20, 30 y 50
g/L. Testigo: sacarosa. Las letras diferentes indican diferencias
significativas (basadas en la prueba HSD de Tukey p < 0,05) entre los
niveles del factor analizado.
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Igualmente, se detectd con qué fuente de carbono cada una de las cepas indujo una mayor
produccion. En BCL-SA-004, 005 y 010 la melaza, a una concentracion de 30 g/L, es la mejor
fuente de carbono. Con respecto a la cepa BCL-SA-014 la fuente de carbono que indujo una

mayor produccion asi mismo fue la melaza, pero a una concentracion de 50 g/L (Anexo 9).

5.5.2 Fuentes de nitrogeno. -
En la tabla 3 y figura 4 se muestran los resultados obtenidos en cuanto a la cantidad
media de EPS producidos por Bacillus spp., cuando se agrega extracto de levadura o triptona en

distintas concentraciones al MBL.

CEPAS

B BCL-54-004
500,000 I ECL-5A-005
[ BCL-54-010
B BCL-54-014

500,000 m

400,000

EPS ug/mL

300,000

200,000

100,000

0,000~
EL0.5gl ELlgl EL 3gl Testigo 54 TRIP 0.5 TRIP 1gLTRIP 3gL
5glL gl

Fuentes de nitrogeno en distintas concentraciones

Figura 4. Produccion de EPS bajo distintas fuentes de nitrogeno. Cantidad
media de EPS pg/mL producida por cada cepa. EL: extracto de levadura, TRIP:
triptona.
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Tabla 3. Efecto de distintas fuentes organicas de nitrogeno en la produccién de EPS por parte de

Bacillus spp.
CONCENTRACION DE EPS (ug/mL)

CODIGO DE Fuentes de nitrogeno

AISLADO EXTRACTO DE LEVADURA TRIPTONA TESTIGO

A B C A B C X

BCL-SA-004 89,2 +21,2° 91,451,107 75,4+ 89" 384+17,1 85,2 +22,6" 92,1+57,1° 80,9+ 21,8
BCL-SA-005 69,6 + 12,8 754 +28,1" 76,2+ 24,9 66,4 + 22,2 23,2+ 15" 334+131" 55,1+29,1"
BCL-SA-010 241,5 + 99,2" 335,1 +78,2" 501,2 + 126,0 200,6 + 6,6 294,9 +113,7° 261,5+52,9° 327,9+132,2
BCL-SA-014  1541+284"  1465%16,9° 187,5+ 68,17 104,8+8,7° 1382+ 1,7 169,4 * 65,6 221,2 + 106,6"

(A): 0,5 (g/L), (B): 1,0 (g/L), (C): 3,0 (g/L), (X): extracto de levadura 5 (g/L) (testigo). Los datos estan
representados por el promedio de las tres réplicas + la desviacion estandar”.

Con el ANOVA bifactorial (Anexo 10) se determind que el comportamiento de los
cuatro aislados bacterianos fue significativamente diferente entre si y que la produccion de EPS
dependid tanto de la fuente de nitrogeno empleada y su concentracion como de las caracteristicas
intrinsecas de cada cepa (p<0,05). Sin embargo, en términos generales, el uso de extracto de
levadura como fuente de nitrégeno aumentd significativamente la produccion de EPS en
comparacion con la triptona (Figura 5A); inclusive esta ultima disminuye la produccion con

respecto al tratamiento testigo (extracto de levadura 5 g/L).

—— Fuente de nitrédgeno y concentracion Cepa

A) B)

1150~ ™\

1,100+

1 o0~

T o o T ‘ ‘ oy T . — . —
ELO‘L  EL gt PL3L  Tete kL THRPOSGL TRIPIgt  THIF 3ot Lo LA Lo L0
=

Figura 5. Efectos principales en la produccion de EPS por la fuente de nitrégeno (A): extracto de levadura
(EL) y triptona (TRIP) 0,5, 1y 3 g/L y por la cepa (B): BCL-SA-004, BCL-SA-005, BCL-SA-010 y BCL-SA-
014. Las letras diferentes indican diferencias significativas (basadas en la prueba HSD de Tukey, p < 0,05) entre
los niveles de cada factor.
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Entre todas las cepas estudiadas, la que mas produjo EPS en todos los tratamientos fue
BCL-SA-010, seguida de BCL-SA-014 y BCL-SA-004, la cepa menos productora fue BCL-
SA-005 (Figura 5B) La fuente de nitrégeno que indujo una mayor produccion de EPS en BCL-
SA-010y BCL-SA-005 fue el extracto de levadura 3 g/L, en BCL-SA-014 se observo una mayor
produccion de EPS con el tratamiento testigo (extracto de levadura 5 g/L) y en BCL-SA-004 el
extracto de levadura 1 g/L (Anexo 11).

5.5.3 Valores de pH.-
La cantidad media de EPS producidos en este ensayo por parte de Bacillus spp. bajo

pH’s de 4, 6, 7 y 8 se muestra en la tabla 4 y en la figura 6.

Los distintos valores de pH evaluados no tuvieron un efecto significativo en la
produccion (p>0,05) (Anexo 12). A pesar de estos resultados, tras un analisis de comparativo,
se observo que cuando el MBL tuvo un pH &cido (4) la produccion de EPS fue baja, y cuando
se trabajo con un pH neutro y alcalino esta aumentd considerablemente (Figura 7A). Ademas,
se determind que BCL-SA-010 fue la cepa que mas produjo EPS en el ensayo (Figura 7B) tras
compararla con las demas. Cada cepa mostr6 su preferencia de pH, asi BCL-SA-004 y 010
produjeron mas del metabolito cuando el MBL tuvo un pH de 6; mientras que la cepa BCL-SA-
005 con un pH de 8 y BCL-SA-014 cuando el MBL tuvo un pH de 7 que es el usual en el medio
de cultivo (testigo) (Anexo 13).

BCL-SA-004
400,000 BCL-5A-00 5
BGL-SA-010
BCL-ZA-DL4

EFS ug'mL

108,000+

Fl [ E 7 Taxiga)
[Mstintos valeres de pH

Figura 6. Produccion de EPS bajo distintos
valores de pH. Cantidad media de EPS pg/mL
producida por cada cepa.
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Tabla 4. Efecto de los distintos factores de estrés en la produccién de EPS por parte de Bacillus

Spp.
P CONCENTRACION DE EPS /mL
CODIGO =PS (lg/mL)
DE Factores de estrés
AISLADO ACIDO/ALCALINO SALINO
pH 4 pH 6 pH 8 pH 7T 0,3 % NaCl 0,7 % NaCl 1,1 % NaCl 0 % NaCIT
BCL-SA-004  170,8%54,6" 237,2 83,7 2085 +67,6°  214,7+688 150,5 + 16 261,9 + 1215 261,9 £ 42,17 170,5 + 25,87
BCL-SA-005  139,3%19,7° 170,8 + 34,07 1835+525  1527+20,7 186,8 + 79,87 167,6 8,97 151,6 £ 3,37 196,6 + 11,97
BCL-SA-010  2049+183°  366,7+339,2°  260,1+525  2332+37,9° 3152 £ 84,7 375,7 £ 100,17 3754 £ 14,27 2212+95
BCL-SA-014 1356224 174,4 30,3 216,9£79,2° 3290+196,0° | 186,1%47,3" 148,3 £89,7° 223,0 £89,1° 372,5 + 201,3°
T testigo

Los datos estan representados por el promedio de las tres réplicas + la desviacién estandar”.
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Figura 7. (A) Produccion de EPS bajo distintos valores de pH. (B) Efectos principales en la produccién de EPS
por parte del tipo de cepa: BCL-SA-004, BCL-SA-005, BCL-SA-010 y BCL-SA-014. Las letras diferentes indican
diferencias significativas (basadas en la prueba HSD de Tukey (p < 0,05) entre los niveles del factor analizado.

5.5.4 Concentraciones de NaCl. -
La cantidad media de EPS producidos por parte de las cuatro cepas de Bacillus spp. en

este ensayo se observa en la tabla 4 y figura 8.
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CEPAS
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Figura 8. Produccién de EPS bajo distintas concentraciones de
NaCl. Cantidad media de EPS pg/mL producida por cada cepa.

El andlisis bifactorial mostré que la cantidad de EPS dependié de la concentracion de
NaCl en el MBL vy la cepa en la que se probaron dichas concentraciones (p<0,05) (Anexo 14).
Las cepas BCL-SA-004, 005 y 014 produjeron mas cuando el medio no tenia NaCl (testigo),
mientras que la cepa BCL-SA-010 produjo més del metabolito cuando el MBL tenia NaCl al 1
%. De hecho, esta fue la que mas produjo EPS en todos los ensayos a comparacion con las otras;
tal y como se observa en el anexo 15 al realizar las comparaciones multiples con la prueba de

Tukey.

6. DISCUSION
6.1 Aislamiento e identificacion de Bacillus spp. potencialmente productoras de EPS
Una de las funciones de los EPS microbianos que ha sido ampliamente explorada es su
capacidad de agregar particulas de suelo y participar directamente en su estructura, salud y
fertilidad (Costa et al. 2018). Entre los productores bacterianos, mas investigados por su

potencial de agregacion del suelo, se encuentran Bacillus spp. (Hassan y Ibrahim 2017; Costa
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et al. 2018). Las bacterias pertenecientes a este género son excelentes degradadoras de
compuestos hidrocarbonados; su eficacia en la biorremediacion de matrices contaminadas ha
sido reportada en varios estudios (Sorkhoh et al. 1993; Prado et al. 2005; Darsa et al. 2014;
Masika et al. 2020). Estos microorganismos se encuentran ampliamente distribuidos en el
ecosistema, sin embargo, estudios cientificos reportan que los microorganismos autoctonos y
adaptados son mucho mas eficientes en las funciones requeridas ya que tienen la habilidad de
sobrevivir en los lugares de los que fueron aislados (Akhavan et al. 2008; Majumder et al. 2013;
Kumar y Gopal 2015; Arfarita et al. 2016; Mandree et al. 2021).

En esta investigacion, se lograron aislar cuatro cepas nativas de Bacillus productoras de
EPS a partir de los suelos contaminados con hidrocarburos totales de petréleo sometidos a
procesos de biorremediacion. Los resultados del perfil fenotipico, bioguimico y morfolégico
identificado en cada una de ellas permitieron determinar que estas podrian pertenecer a los
géneros Brevibacillus y Bacillus. Este supuesto se confirmé posteriormente, en dos de las cepas,
con el uso de herramientas moleculares, las mismas que ratificaron los resultados preliminares

y corresponden a: Bacillus cereus, Bacillus licheniformis.

6.2 Ensayos de produccion de EPS en condiciones definidas

Efecto de distintas fuentes de carbono. -

Se sabe que la produccién de EPS es estimulada por grandes cantidades de azUcares en
el medio de cultivo (Abou et al. 2014); estos son utilizados principalmente como fuentes de
carbono, sin embargo, sustratos mas baratos como los residuos o subproductos agroalimentarios
o0 industriales han demostrado ser excelentes fuentes de carbono para la produccion de EPS
(Goksungur et al. 2004; Freitas et al. 2011; Seesuriyachan et al. 2011; Ogidi et al. 2020). La
melaza de cafia de azUcar es un subproducto de la industria azucarera con un alto contenido de
azucares (aproximadamente el 50 %) que pueden ser facilmente fermentados por los
microorganismos; esta caracteristica la convierte en un potencial sustrato para la fermentacion
microbiana biotecnoldgica (Carioca y Leal 2011). Precisamente en este estudio se evalud el
efecto de distintas concentraciones de melaza de cafia de azUcar en la produccion de EPS por
parte de los cuatro aislados bacterianos.
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El levano es el EPS mas conocido que produce Bacillus spp; es sintetizado por la enzima
levansacarasa a partir de la sacarosa (Rojas 2020); dado que el principal azGcar que se encuentra
en la melaza es la sacarosa (Clarke 2003); lo mas probable es que los aislados bacterianos
produjeron este tipo de EPS. Contrariamente, cuando se utilizo la sacarosa pura como fuente de
carbono, la produccién disminuyé notoriamente; estos resultados pueden sugerir que la
presencia de otros nutrientes en la melaza como aminoécidos, vitaminas y minerales
promovieron significativamente esta produccion (Jeyaram et al. 2018). Resultados similares
fueron obtenidos por Razack et al. (2013b) quienes evaluaron la produccion de EPS por parte
de B. subtilis a partir de melaza de cafia de azucar y sacarosa con 4,86 y 2,98 (g/L) de EPS,
respectivamente. Otro estudio realizado por Ergene y Avci (2017) demostro que Bacillus sp.
ZBP4 produjo méas EPS cuando se usaron como sustrato el suero de leche (que contiene lactosa
y proteinas) y melaza con las que obtuvieron 452 y 505 (mg/L) respectivamente; en comparacion

con la sacarosa y la lactosa puras con la que se obtuvieron 243 y 220 (mg/L) de EPS.

La otra fuente de carbono evaluada en este estudio fue el glicerol. Los resultados
indicaron que este y la sacarosa no tuvieron diferencias significativas en cuanto a la produccion
de EPS. La ruta metabolica del glicerol consume gran cantidad de energia a comparacion con
las rutas metabdlicas de la sacarosa o glucosa (Entner-Duodoroff o fosfogluconato) para la
biosintesis de EPS (Rosalam y England 2006; Li et al. 2015). Esta podria ser la razén por la que
no se obtuvieron cantidades significativas de EPS cuando se uso esta fuente de carbono tras 48
horas de incubacion. Probablemente, si se prolonga més el tiempo de fermentacion se lograrian
obtener cantidades significativas del biopolimero. Estas hip6tesis coinciden con los informes de
Bretz (2015), Swinnen et al. (2013) y Wang et al. (2016) con respecto al uso de glicerol como
fuente de carbono para sintetizar productos mediante fermentacion. Por otro lado, evidencia de
la posible inhibicion de la produccion de EPS por parte del glicerol ha sido también reportada
en el cultivo de Lactobacillus helveticus ATCC 15807 y Pediococcus parvulus; sin embargo, se

requieren mas estudios enfocados en este tema (Torino et al. 2005; Jeyaram et al. 2018).

Como se observé en el andlisis estadistico la produccion de EPS dependio tanto de la
fuente de carbono y concentracion como de la cepa en la que se probo dicha fuente. Este
argumento concuerda con una serie de investigaciones sobre el efecto de la concentracién del

sustrato y sugieren que el tipo y la concentracién éptima varia en funcién de cada
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microorganismo. Por ejemplo, Mata et al. (2006) establecieron que Halomonas anticariensis
produce gran cantidad de EPS con una concentracion de glucosa al 1 %. Bacillus licheniformis
produce la cantidad méaxima de EPS (~600 mg/L) con sacarosa al 2 % (Larpin et al. 2002). Por
otro lado, existen microorganismos que requieren concentraciones de sustrato mucho mas altas
como Paenibacillus jamilae que produjo 5,1 g/L de EPS con un 80 % de aguas residuales de
almazaras (industria del aceite de oliva) como fuente de carbono (Morillo et al. 2007) y
Rhizobium rodiobacter que produjo 2 834 mg/L de EPS con un 10 % de suero de leche (Zhou
et al. 2014).

Efecto de distintas fuentes de nitrogeno. -

Existen reportes que sugieren que una limitacion de nitrégeno en el medio de cultivo
tiende a aumentar la produccion de EPS (Goksungur et al. 2004; Razack et al. 2012; Hassan y
Ibrahim 2017; Malick et al. 2017); basados en estos estudios se evaluaron concentraciones bajas
de extracto de levadura y triptona entre 0,5y 3 g/L.

Los resultados mostraron que el uso de extracto de levadura como fuente de nitrégeno
aumenta significativamente la produccion de EPS a comparacion con la triptona. En las
investigaciones realizadas por Abou et al. (2014) se obtuvieron resultados similares; en este
caso, el extracto de levadura fue la fuente de nitrégeno que producia el maximo rendimiento de
EPS en Bacillus subtilis a comparacion con otras fuentes como la peptona, extracto de carne,
triptona, sulfato de amonio y la combinacion de estos. Asi mismo, Razack et al. (2013b)
establecieron que el extracto de levadura indujo la maxima produccién en Bacillus subtilis (1,38
g/L) a comparacion con el extracto de carne, peptona, cloruro de amonio y nitrato de sodio.
Bacillus zhangzhouensis BZ16 mostré una mayor productividad (11,22 g/L) con el uso de
extracto de levadura como Unica fuente de nitrdgeno; inclusive resultd mejor que al ser mezclada

con peptona proteica (Miri et al. 2021).

El extracto de levadura no solo acttiia como fuente de nitrogeno, este suplemento contiene
a su vez vitaminas y factores de crecimiento que desempefian un rol importante en la induccién
del crecimiento bacteriano y la produccion de EPS (Sivakumar et al. 2012; Biswas et al. 2017).

Algunas de estas son las sales de magnesio y manganeso que por ejemplo, en lactobacilos
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promovieron la produccién de EPS uniéndose a enzimas catalizadoras de azucares (Grobben et
al. 1998; Seesuriyachan et al. 2011).

En cuanto a la triptona, Abou et al. (2014) también obtuvieron una produccién minima
de EPS cuando se uso esta fuente de nitrogeno en B. subtilis. Un estudio realizado por Ahn et al.
(2020), en donde se evalud el efecto de la triptona en el metabolismo del piruvato en
Streptococcus mutans, sugiere que esta podria proporcionar una condicion desfavorable para la
conversion de la glucosa en piruvato (glucdlisis) con la acumulacion este Gltimo y disminucién
del nivel de acetil-CoA en la célula, sin embargo, mas estudios enfocados en el efecto de la
triptona sobre la produccién de EPS son necesarios. Contrariamente, la bacteria Frateuria
aurentia produjo mayor cantidad de la sustancia de interés cuando se uso triptona en el medio
de cultivo con respecto a la urea, glicina, sulfato de amonio y cloruro de amonio (Sivakumar et
al. 2012). Asi también, Ergene y Avci (2017) demostraron que la triptona es un excelente
ingrediente para que Bacillus sp. ZBP4 produzca la mayor cantidad de EPS (974 + 72 mg/L);
de hecho, al utilizar extracto de levadura se obtuvo una menor concentracion (525 + 2 mg/L).
El estudio realizado por Ko etal. (2000) describe que la triptona promovié una mayor
produccion de EPS (8 g/L) en la bacteria Hahella chejuensis, a comparacion con el extracto de
levadura, peptona de soya, caseina, extracto de malta y otros.

Todos estos estudios reafirman la hipotesis de que el tipo de sustrato dptimo para la

produccion de EPS dependera de cada microorganismo y sus caracteristicas intrinsecas.
Efecto de distintos valores de pH. -

El pH es un factor importante a tomar cuenta para la produccion de metabolitos de interés
biotecnoldgico ya que esta involucrado en la actividad quimica de los protones y por lo tanto
influye directamente en reacciones de oxido-reduccion, actividad enzimatica, composicion de
la membrana celular y la consecuente formacion de subproductos (Jin y Kirk 2018). La
produccion de EPS por las cuatro cepas aisladas se evaluo en distintos valores de pH. Al
observar los estadisticos descriptivos se observo que los valores de pH entre 6 y 8 tuvieron una
influencia positiva en la produccion; mientras que con un pH muy acido (4) esta se vio afectada
significativamente. Resultados similares se obtuvieron en B. subtilis SH1 que aumento la

cantidad de EPS de 19 g/L con un pH de 5 a 19,8 g/L con un pH de 7; ademas, su mayor
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produccion se obtuvo a un pH de 9 con 24 g/L, esto indica que fue favorable a un nivel alcalino
(Hassan y Ibrahim 2017).

El estrés alcalino o acido puede inducir a las células bacterianas una maxima produccién
de EPS para protegerse de condiciones adversas (Trindade et al. 2018); esta puede ser la razén
por la que en estos ensayos también se obtuvieron cantidades considerables con pH 6 y 8. Para
aquellos ensayos en donde se obtuvo mayor produccién de EPS con pH 7 puede explicarse por
la facilidad enzimatica de conversion de los azucares a un pH neutro (Hereher et al. 2018). Por
ejemplo, un estudio demostrd que la mayor produccion de EPS por parte de Bacillus subtilis
ocurrié a un pH de 7 (Abou et al. 2014). Asi también, los resultados reportados por Ko et al.
(2000) indican que Bacillus sp. produjo altas cantidades de EPS con valores de pH entre 7y 8
y esta produccion disminuyé con valores de pH bajos. EI mismo caso se presenta en B. polymyxa
que obtuvo la mayor produccion de EPS (33 g/L) con valores de pH 7 y 8 y esta cantidad
disminuyo relativamente a medida que el medio de cultivo se tornd &cido (Lee et al. 1997).

El pH muy acido pudo haber causado condiciones desfavorables para el crecimiento de
la poblacion bacteriana y la reduccion de la expresion de ciertos genes involucrados en la
biosintesis de EPS (Zisu y Shah 2003; Nguyen et al. 2020); esto explica el posible efecto

negativo de un pH muy acido evaluado en la presente investigacion.

La mayoria de los estudios demuestran que el efecto del pH en la produccion de EPS es
altamente variable y dependiente del microorganismo estudiado en los ensayos experimentales.
Asi pues, la influencia del pH en el crecimiento y produccion de EPS revel6 claramente la
naturaleza neutrofilica de la cepa BCL-SA-014, ligeramente aciddfila de las cepas BCL-SA-004
y 010 y la naturaleza bésica de BCL-SA-005.

Efecto de distintas concentraciones de NaCl. —

Una de las funciones de los EPS es proteger a las células bacterianas de condiciones de
estrés osmotico (Costa et al. 2018). Se sabe que estos biopolimeros actuan reteniendo el agua
del ambiente circundante para mantener la homeostasis celular (Piuri 2003). Con el fin de
evaluar el potencial efecto osmatico del NaCl como factor estimulante de la produccion de EPS
se evaluaron diferentes concentraciones. En los ensayos con las cepas BCL-SA-005 y 014 se

evidencid que la concentracion mas alta de NaCl tuvo un impacto negativo en cuanto la cantidad
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de EPS producidos. Resultados similares se evidenciaron en Lactobacillus helveticus ATCC
15807, en donde el aumento de la concentracion de NaCl en el medio de cultivo provocd una
inestabilidad de la presion osmotica y reduccion la actividad del agua, una consecuente
deshidratacion de las células y baja produccion de EPS (Torino et al. 2005). Estudios demuestran
que un estrés hiperosmotico puede resultar un impacto negativo en el crecimiento microbiano
con consecuencias perjudiciales en la eficacia de reacciones bioquimicas (como aquellas de
biosintesis de polimeros), plasmolisis y muerte celular (Seesuriyachan et al. 2011; Cesar et al.
2020); esta puede ser una razon por las que estas cepas no produjeron altas concentraciones de
EPS.

En contraste, la salinidad fue un pardmetro de cultivo importante para la produccion de
EPS en la cepa BCL-SA-010 (Bacillus licheniformis). En esta la mayor cantidad de EPS se
obtuvo con NaCl a una concentracion de 1 %. Estos resultados indicarian que, en este caso, bajo
estrés salino las células bacterianas produjeron mas EPS como una medida de proteccion frente
a un medio hiperténico (Piuri 2003; Qurashi y Sabri 2012). De hecho, existen reportes que
demuestran que esta especie es halotolerante y que existe un efecto de la concentracién de sal
en las propiedades fisicas de los EPS producidos por esta bacteria, especialmente en su nivel de
viscosidad (Singh y Jha 2016; Fan et al. 2020).

Asi también, existe evidencia sobre el efecto de la inoculacion de bacterias productoras
de EPS en la agregacion del suelo bajo estrés salino; y estas han demostrado un impacto positivo
en la formacion de agregados, el mantenimiento de la humedad de plantulas, la proteccion de
las semillas durante su etapa de germinacion y la estimulacion de su crecimiento (Upadhyay et
al. 2011; Qurashi y Sabri 2012; Alaa 2018). Investigaciones previas muestran que los EPS
bacterianos, bajo un elevado estrés salino, tienen la capacidad de quelar los iones de sodio y
disminuir su toxicidad en el suelo (Arora et al. 2010). Estos datos indicarian un potencial uso
de la cepa BCL-SA-010 que produjo altas cantidades de EPS bajo la concentracion mas alta de

NaCl evaluada en la presente investigacion.

Por otro lado, varios autores han publicado resultados similares con otros
microorganismos: Lactobacillus confusus TISTR 1498 demostré una sobreproduccién de EPS
(86,36 g/L) cuando en el medio de cultivo se afiadié NaCl, a comparacion del medio sin este

con el que produjo 33,4 g/L de EPS (Seesuriyachan et al. 2012). Asi también, especies de
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Pseudomonas incrementaron la produccién de EPS a medida que se aumentaba la concentracion
de sal en el medio de cultivo (Alaa 2018). Qurashi y Sabri (2012) demostraron que Planococcus

rifietoensis RT4 también incremento su produccion con un elevado estrés salino.

El presente estudio sugiere el hecho de que los suelos de la Amazonia Ecuatoriana
sometidos a procesos de biorremediacion son habitats inexplorados con gran diversidad de
bacterias productoras de EPS, a las cuales se les pueden atribuir grandes funciones ecoldgicas
como el mejoramiento de la estructura del suelo con la formacién de agregados y la proteccion
de celulas bacterianas frente a condiciones adversas. En efecto, Bacillus licheniformis ha sido
ampliamente estudiada por el mismo motivo (Larpin et al. 2002; Liu et al. 2010; Malick et al.
2017; Petrova et al. 2021). Debido a su estatus “GRAS” (Generally Regarded as Safe, por sus
siglas en inglés); es decir no es un microorganismo patdgeno (Sewalt et al. 2016; Lii et al. 2020),
esta especie bacteriana puede ser tomada en cuenta como una fuente industrial valiosa de EPS;
a los cuales también se les ha atribuido propiedades antibacteriales, antifungicas y antioxidantes
(Petrova et al. 2021). Ademas, se ha reportado que tiene la capacidad de degradar una amplia
gama de hidrocarburos de petréleo con longitudes de cadena de C12-C36 y reduce la viscosidad
del crudo hasta en un 40 % (Fan et al. 2020).

Por otro lado, Brevibacillus laterosporus, especie también identificada en este trabajo,
es en la actualidad un microorganismo de gran interés debido a que produce compuestos
antimicrobianos y antifungicos y otros metabolitos secundarios de gran aplicacion
biotecnoldgica (Ruiu 2013). Se ha reportado su capacidad entomopatogena frente a varios
insectos, nematodos y moluscos (Bone y Singer 1991; Singer et al. 1997; Ruiu et al. 2020).
Adicionalmente, se ha reportado que el género Brevibacillus tiene la capacidad de degradar
hidrocarburos (She et al. 2011); seguramente esta es la razén por la cual fue aislada de los suelos
sometidos a procesos de biorremediacion. Todas las caracteristicas anteriormente mencionadas
hacen que este microorganismo también sea utilizado como una fébrica celular muy

prometedora para la produccién microbiana de EPS.

7. CONCLUSIONES
Tras la realizacion de este estudio se logro el aislamiento de cuatro cepas de bacilos

productores de EPS a partir de suelos arcillosos contaminados con hidrocarburos totales de
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petroleo. Gracias a la determinacidn de caracteristicas fenotipicas, fisioldgicas y moleculares se
identificaron como Brevibacillus laterosporus (BCL-SA-004), Bacillus cereus (BCL-SA-005)
y Bacillus licheniformis (BCL-SA-010); BCL-SA-014 no logro ser identificada.

Los resultados de esta investigacion destacan el hecho de que la produccion de EPS no
depende unicamente del tipo de sustrato (utilizados como fuente de carbono y nitrégeno) y su
concentracion, ni de los factores de estrés salino y acido/alcalino aplicados. Si bien, estos
factores pueden manipularse para lograr altos rendimientos, dichas manipulaciones dependeran
de la caracterizacion y el estudio fisioldgico de cada microorganismo productor. Asi, dos de los
aislados demostraron ser de interés industrial para la produccion de EPS debido a su inocuidad
y potencial biotecnoldgico: Brevibacillus laterosporus (BCL-SA-004) y Bacillus licheniformis
(BCL-SA-010), este ultimo mostré buena produccion del polimero de interés en la mayoria de

los ensayos.

De manera general, el rendimiento de EPS estuvo en su maximo cuando se utilizé la
melaza de cafia de azucar como fuente de carbono. Justamente, B. laterosporus produjo 661,9
pg/mL y B. licheniformis 527,7 ug/mL de EPS; ambos con una concentracion de melaza de 30
g/L. Por otro lado, el uso de extracto de levadura como fuente de nitrégeno también favorecio
la produccién de EPS. EI mejor rendimiento en B. laterosporus se obtuvo con una concentracion
de extracto de levadura de 1 g/L con la produccion de 91,4 ug/mL de EPS; mientras que, B.

licheniformis produjo 501,2 pg/mL de EPS con 3 g/L de extracto de levadura.

Dado que el precio de un producto obtenido por biotecnologia industrial esta definido
en gran medida por los sustratos de fermentacion, las observaciones de este estudio demuestran
que los microorganismos mayormente productores de EPS, aislados a partir de los suelos
sometidos a procesos de biorremediacion, pueden utilizar sustratos baratos, renovables y
asequibles como la melaza; lo que hace que el medio de cultivo formulado para la fermentacién

sea rentable.

Sin lugar a duda, los EPS microbianos son recursos renovables, inocuos y
biodegradables que pueden ser empleados en la recuperacion de la agregacion y el mejoramiento
de la estructura de los suelos que estan siendo sometidos a procesos de biorremediacion por
parte de EP Petroecuador. El presente estudio supone una contribucion para que el papel de los

microorganismos productores de EPS, aislados en esta investigacion, sea evaluado en ensayos
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posteriores; tanto en su papel para el mejoramiento de la estructura de suelos arcillosos como

en su capacidad de biodegradacion de hidrocarburos.
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ANEXOS

ANEXO 1. Aislados bacterianos sospechosos de pertenecer al género
Bacillus. Se obtuvieron cultivos puros de aquellos aislados que presentaron
caracteristicas de crecimiento propias del género de interés.

10 000 rpm H sobrenadante sc transficre a
Hervrrlos por 15 I° ambrente un tubo kmpio
mmnutos 20 mmutos

Recolkectar los PSS Desechar el Adadir dos
precipiados cn sobrenadante 10000 rpm volimenes de ctanol

tubos eppendorf I* ambxate frio al 96% y
(EPS en crudo) 30 mmutos almcenar durante

una noche a 4°C

ANEXO 2. Extraccion de EPS. Método de precipitacion modificado de
acuerdo con Kilig y Donmez (2008). Autoria propia. Creado en
Wondershare Edraw max \% 11.1.2.
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CURVA DE CALIBRACION BASADA EN GLUCOSA

14
y = 0,0092x + 0,0497
12 R? = 0,9793
.
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<
40 60 80 100 120 140

0 20

Concentracion de glucosa (pg/mL)

ANEXO 3. Curva de calibracion de glucosa empleada para la cuantificacion de EPS
(ng/mL). Se emple6 el método fenol-acido sulfarico modificado y la ecuacion de la recta

para los célculos respectivos de concentracion.

ANEXO 4. Variables independientes analizadas en la investigacion.

Variables independientes Niveles
1 2 3 4 (testigo)
Fuentesde Melaza
. 20 (g/L) 30 (g/L) 50 (g/L) 20 (g/L) sacarosa
carbono  Glicerol
Fuentes de Extracto de levadura 5 (g/L) extracto de
) ) 0.5 (g/L) 1 (g/L) 3 (g/L)
nitrégeno  Triptona levadura
pH 4 6 8 7
Salinidad 0.3% 0.7% 1% 0%

Cada cepa aislada se someti6 a un total de 22 tratamientos. Cada uno de estos se realiz6 por triplicado.
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ANEXO 5. Identificacion fenotipica de las cepas bacterianas aisladas de los suelos contaminados con hidrocarburos sometidos a procesos

de biorremediacion.

CODIGO
AISLADO

BCL-SA-002

BCL-SA-003
BCL-SA-004
BCL-SA-005
BCL-SA-006
BCL-SA-008
BCL-SA-009
BCL-SA-010
BCL-SA-011
BCL-SA-013
BCL-SA-014
BCL-SA-015

MORFOLOGIA MACROSCOPICA

MORFOLOGIA
MICROSCOPICA

Agar Triptona-Soya

Tincion Gram

Forma

circular

irregular
circular
irregular
circular
irregular
circular
irregular
circular
circular
irregular

irregular

Tamafio
(mm)
la?2
3a4
2a3
5a7
la?2
5a7
2a3
4as
2a3
la?2
4as
4a5

Elevacion Borde Color
convexa entero blanco amarillento
plana entero blanco crema
convexa entero blanco amarillento
plana entero blanco crema

convexa entero blanco crema
plana ondulado blanco crema
papilada entero blanco amarillento
plana filamentoso blanco crema
convexa entero blanco crema
convexa entero blanco amarillento
pulvinada entero blanco crema
convexa ondulado blanco crema

Aspecto

brillante

brillante
brillante
opaco
brillante
brillante
rugoso, brillante
rugoso, brillante
brillante
brillante
brillante

brillante

Textura

mucosa

cremosa
mucosa
cremosa
mucosa
cremosa
cremosa
cremosa
mucosa
cremosa
acuosa

acuosa

Tincién
Espora

Gram
+ +
+ +
+ +
+ +
+ +
+ +
+ +
+ +
+ +
+ +
+ +
+ +




ANEXO 6. Comparacion de las concentraciones de EPS pg/mL producidos por los 12 aislados

durante el screening cuantitativo, mediante ANOVA.

Fuente de Suma de Grados de Cuadrado Probabilidad
o ) ) F calculado
variacion cuadrados libertad medio (valor-p)
Inter-grupos 1,510 11 0,137 9,861 0,000207*
Intra-grupos 0,167 12 0,014 1,340
Total 1,677 23 0,143 6,747
*p<w0,05

Existen diferencias altamente significativas entre cepas.
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ANEXO 7. Caracterizacién bioguimica de los aislados bacterianos mediante los sistemas API

50CH y API 20E y pruebas complementarias.

Pruebas bioquimicas

Aislados bacterianos

BCL-SA-004 BCL-SA-005 BCL-SA-010 BCL-SA-014
Tincion de Gram + + + +
Endospora + + + +
Catalasa + + + -
Oxidasa + + + +
API1 50 CH
Glicerol - + i +
Eritritol - - - -
D-arabinosa - - - -
L-arabinosa - - + +
D-ribosa - + + +
D-xilosa - - + +
L-xilosa - - - +
D-adonitol - - - -
Metil-B-D xilopiranoésido - - - -
D-galactosa - - - -
D-glucosa + + + ¥



(Continuacion...)
D-fructosa
D-manosa
L-sorbosa
L-ramnosa

Dulcitol

Inositol

D-manitol
D-sorbitol
Metil-a-D-
manopiranésido
Metil-a-D-
glucopiranésido
N-acetilglucosamina
Amigdalina
Arbutina

Citrato férrico de esculina
Salicina
D-celobiosa
D-maltosa

D-lactosa (origen bovino)

(Continuacion...)

D-melobiosa
D-sacarosa (sucrosa)
D-trehalosa

Inulina
D-melezitosa
D-rafinosa

Almidon

Glicogeno

Xilitol

Gentiobiosa

D-turanosa
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(Continuacion...)
D-lixosa
D-tagatosa
D-fucosa
L-fucosa
D-arabitol
L-arabitol

Gluconato potésico
2-cetogluconato potasico
5-cetogluconato de

potasio

API 20 E

ONPG

ADH (arginina)
LDC (lisina
descarboxilasa)
ODC (ornitina
descarboxilasa)
Citrato

H.S

(Continuacion...)

Urea

TDA (triptéfano)
Indol

VP (acetoina)
Gelatinasa

NO;

N
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ANEXO 8. Anadlisis de varianza bifactorial: fuente de carbono y concentracion (a) y cepa (b).

48

Fuente de Suma de Grados de Cuadrado F Probabilidad
variacion cuadrados libertad medio calculado (valor-p)
Modelo corregido 5,098 27 0,189 3,387 0,000058
Efecto (a) 2,914 6 0,486 8,713 0,000001*
Efecto (b) 0,165 3 0,055 0,984 0,40
Efecto axb 2,019 18 0,112 2,012 0,024*
Error 3,122 56 0,056
Total 168,753 84
Total corregido 8,220 83

cv=(,/0,056 /1,382) « 100 = 17 %

*p<w0,05
Existe un efecto significativo en la produccién de EPS por parte del tipo de fuente de carbono y su
concentracién, asi como de su interaccion con el tipo de cepa en donde se probaron dichas fuentes.

Fuente: Autor

INTERACCION DE FACTORES (axh) PARA EPS ug/mL

1,800 CEEAS

— BCL-SA-004
BCL-SA-005
BCL-SA-010

1,600 — BCL-5A-014

1,400

1,200

Log [EPS ug/mL]

1,000

800

) 1 I 1
= = = L c @ Q@
= = = 2 E S =
€ & & p ® ® ¥
Q

(8

1208

Fuentes de carbono en distintas concentraciones

ANEXO 9. Comparacion de medias marginales de cada tratamiento.
Interaccion de factores: fuente de carbono x cepa. Para BCL-SA-004, 005 y 010
la melaza 30 g/L indujo una mayor produccion de EPS; mientras que para BCL-
SA-014 fue la melaza a una concentracion de 50 g/L.
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ANEXO 10. Andlisis de varianza bifactorial: fuente de nitrégeno y concentracion (a) y cepa (b).

Fuente de Suma de Grados de Cuadrado Probabilidad
variacion cuadrados libertad medio F caleulado (valor-p)
Modelo 8,924 27 0,331 12,752 1,9732E™
corregido
Efecto (a) 0,616 6 0,103 3,959 0,002*
Efecto (b) 7,316 3 2,439 94,091 7,4T73E 2%
Efecto axb 0,992 18 0,055 2,126 0,016*
Error 1,451 56 0,026
Total 102,748 84
Total corregido 10,375 83

CV =(10,026 /1,049) 100 = 15 %

*p < 0,05

Existe un efecto significativo en la produccién de EPS por parte del factor a, factor b y de la
interaccion entre ambos.

Fuente: Autor

INTERACCION DE FACTORES (axb) PARA EPS ug/mL

CEPAS
~—BCL-5A-004
—— BCL-5A-005

BCL-5A-010
1,500+ —— BCL-5A-014

1,000+

Log [EPS ug/mL]

,500+

1 ] 1 T 1 T 1
ELO.5gL EL1gl EL 3g/l Testigo EL TRIP 0.5 TRIP 1g/L TRIP 3g/L
Sg/lL gL

Fuentes de nitrogeno en distintas concentraciones

ANEXO 11. Comparacion de medias marginales de cada tratamiento. Interaccion de
factores: fuente de nitrogeno x cepa. Para BCL-SA-004 el extracto de levadura 1g/L indujo una mayor
produccion de EPS, mientras que para las cepas BCL-SA-005 y 010 asi mismo el extracto de levadura,
pero a una concentracion de 3g/L. En el caso de la cepa BCL-SA-014 fue el tratamiento testigo.



ANEXO 12. Andlisis de varianza bifactorial: pH (a) y cepa (b).

Fuente de Suma de Grados de Cuadrado lculad Probabilidad
variacion cuadrados libertad medio F calculado (valor-p)
Modelo 0,481 15 0,032 1,440 0,188

corregido
Efecto (a) 0,144 3 0,048 2,154 0,113
Efecto (b) 0,207 3 0,069 3,101 0,040*
Efecto axb 0,130 9 0,014 0,649 0,747
Error 0,712 32 0,022
Total 81,521 48
Total corregido 1,192 47

CV=(1/0,022 /1,294) x100 = 11 %

*p <o 0,05
Existe un efecto significativo en la produccién de EPS s6lo por parte del factor b (cepas).

Fuente: Autor

CEPAS
~— BCL-5A-004
——BCL-5A-005

BCL-5A-010
—— BCL-5A-014

1,500+

1,400

1,300+

Log [EPS ug/mL]

1,200+

1,100+

I
4 6 8 7
Distintos valores de pH
ANEXO 13. Comparacion de medias marginales de cada tratamiento.

Las cepas BCL-SA-004 y10 produjeron més EPS cuando el medio tuvo
un pH de 6. BCL-SA-005 con un pH de 8 y BCL-SA-014 con un pH 7.
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ANEXO 14. Analisis de varianza bifactorial: concentracion de NaCl (a) y cepa (b).

Fuente de Suma de Gradosde Cuadrado Probabilidad
o X . F calculado
variacion cuadrados libertad medio (valor-p)
Modelo 0,973 15 0,065 3,072 0,004
corregido
Efecto (a) 0,085 3 0,028 1,340 0,279
Efecto (b) 0,428 3 0,143 6,747 0,001*
Efecto axb 0,461 9 0,051 2,425 0,031*
Error 0,676 32 0,021
Total 88,417 48
Total 1,649 47
corregido

CV=(1/0,021/1,344) 100 =10 %

*p <o 0,05

Existe un efecto significativo en la produccion de EPS por parte del tipo de cepa y de su interaccion

con la concentracion de NaCl en el medio.

Log [EPS ug/mL]

1,600+

1,500+

1,400+

1,300+

1,200+

1,100+

1,000+

INTERACCION DE FACTORES (axh) PARA EPS ug/mL

CEPAS
~—BCL-5A-004
~— BCL-5A-005

BCL-5A-010
— BCL-5A-014

T T
03% 0.7%

T
1%

Distintas concentraciones de NaCl

1
0%
Testigo

ANEXO 15. Comparacion de medias marginales de cada
tratamiento. Interaccion de factores: concentracion de NaCl x cepa. Las
cepas BCL-SA-004, 005 y 014 produjeron méas EPS cuando el medio
estaba libre de NaCl; mientras que, BCL-SA-010 (cepa mas productora)
fue més efectiva cuando el medio tuvo 1 % de NaCl.

Fuente: Autor



