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RESUMEN

El Plomo (Pb) es un contaminante ambiental potencialmente toxico y comun en el suelo que
no tiene una funcién bioldgica en los microorganismos del suelo. Sin embargo, éstos son
capaces de llevar el metal a formas menos peligrosas e incluso eliminarlo del suelo mediante
procesos de biorremediacion. En el presente trabajo de investigacion se aislaron 73
microorganismos (53 bacterias y 20 hongos) de un suelo contaminado con Pb del municipio
de Mexicali, B. C. Se ensayd la tolerancia de los 53 aislados bacterianos, a distintas
concentraciones de Pb (500, 600, 700, 800, 900 y 1000 mg L™ de Pb(C2H302),) y se les
caracterizdé microbiol6gicamente. Ademas, se evalu6 su capacidad para fijar N2, solubilizar
fosfatos, y su capacidad para producir metabolitos secundarios como biosurfactantes y
auxinas. El 73.58% de los aislados bacterianos analizados mostraron tolerancia a Pb a una
concentracion de 500 mg L. EI 56% de los aislados microbianos mostraron capacidad para
fijar N2, mientras que sélo el 5.66% de éstos fueron capaces de solubilizar fosfatos. Para el
caso de produccion de metabolitos secundarios microbianos, el 11.32% y el 33.96%, del total
de los 53 aislados microbianos trabajados, produjeron auxinas y biosurfactantes
respectivamente. Se evalud la posible actividad biocida de los 20 aislados flngicos, sin
embargo, bajo las condiciones ensayadas, ninguno presento actividad biocida. Los resultados
sugieren que algunos de los aislados microbianos trabajados poseen potencial para su

posterior utilizacion en procesos de biorremediacion de suelos contaminados por Pb.



1. INTRODUCCION

Se conoce una gran variedad de elementos metalicos, alguno de estos metales suelen ser
esenciales para plantas y animales. El término “metal pesado” se utiliza de forma globalizada
para referirse a aquellos metales que son clasificados como contaminantes ambientales. Se
consideran elementos esenciales al Fe, Mn, Zn, Cu, Co y Mo, como elementos benéficos al
Ni, y Cr, y algunos de los elementos que no contribuyen en las funciones bioldgicas son el
Cd, Hg, Pb y As (Bowen, 1979; Brady & Weil, 2002, citado en: Diez, 2008). Los elementos,
esenciales 0 no, cuando se encuentran en altas concentraciones pueden llegar a ser toxicos
puesto que afectan el crecimiento y reproduccién de los organismos vivos (incluyendo al ser
humano); ademas de que pueden afectar el suelo y toda vida que dependa de él.

La falta de conocimiento y concientizacion de los ciudadanos sobre la contaminacién de
suelos por metales pesados (ya sea por un mal manejo de los residuos metalicos, desechos
industriales o urbanizacién) ha generado que la ciudad de Mexicali, B. C, presente graves
problemas de contaminacion ambiental. Para conseguir minimizar el problema de suelos
contaminados pueden aplicarse diversas metodologias, muchas de las cuales no pretenden
eliminar directamente el metal pesado sino llevar dicho metal a formas no peligrosas (Garcia
y col., 2002).

El objetivo de este estudio fue aislar y caracterizar parcialmente microorganismos de un
suelo, contaminado con Pb, de una fundidora de metales en la ciudad de Mexicali, B. C. Este
metal estaba presente en altas concentraciones (1,885 mg kg™) en el sitio de estudio.
Encontrar microorganismos resistentes a altas concentraciones de metales pesados (en este
caso Pb) es interesante para su uso en técnicas de biorremediacion. Algunos de estos
microorganismos, gracias a las condiciones de estrés que ofrece el suelo contaminado donde
habitan, suelen ser méas tolerantes a condiciones extremas e incluso generar metabolitos
secundarios de interés. También pueden ser utilizados en técnicas de bioaumentacion y/o
fitorremediacion con la ayuda de plantas nativas de la region resistentes a metales pesados,
creando una simbiosis entre planta y microorganismo. Una gran variedad de
microorganismos (bacterias, actinomicetos y hongos) son capaces de producir compuestos
biologicos conocidos como sustancias bioactivas que son metabolitos secundarios con

actividades bioldgicas importantes y diversas en el suelo (pueden contribuir a la nutricion del



suelo y plantas, incluso coadyuvar a la transformacion de contaminantes a compuestos menos

nocivos, entre otras actividades).

2. ANTECEDENTES

2.1 El suelo y sus funciones.
El suelo es un cuerpo natural conformado por un medio poroso ubicado en la superficie

terrestre y es formado debido al proceso de meteorizacion. Este posee cuatro componentes
importantes: minerales, materia organica, aire y agua. La fase solida (mineral y organica)
ocupa hasta el 50% de su volumen total. El resto corresponde a la fase liquida (agua) y la
fase gaseosa (aire), las que mantienen una proporcion complementaria al llenar los poros que
se originan entre los agregados y las particulas de la fase sélida (Fassbender, 1975).
El suelo constituye el 29% de la superficie del planeta y por su dinamismo se encuentra en
constante cambio (Bautista, 1999). Es un sistema abierto, con entradas de tipo atmosféricas
y salidas que pueden ser superficiales, en forma de escurrimiento y erosion. En él también se
producen transformaciones que involucran la presencia de microorganismos, agua, raices de
plantas, intercambio de gases, descomposicion y neoformaciones, entre muchos otros
procesos (Cotler y col., 2007). En la capa superficial del suelo crecen las plantas, se obtienen
los alimentos, agua, se construyen casas, edificios, puentes, etc., por lo cual es considerado
uno de los recursos naturales mas importantes (Cando, 2011; Jiménez, 2017). Valtuefia en el
2002, clasifica las funciones del suelo como siguen:
e Funcion Bioldgica: acoger una enorme variedad de especies animales y vegetales, y
en servir de estrato fundamental para numerosos ciclos bioldgicos.
e Funcion Nutritiva: albergar elementos indispensables para la vida como las sales
minerales y el agua.
e Funcion de Filtro: retencion de sustancias nocivas que, al pasar a las fuentes de agua,
podrian contaminarlas.
e Funcidn de Aporte de materiales: directa o indirectamente, obtencion de materias
primas destinadas a la construccién de edificios, carreteras, puentes, la ropa, los

alimentos, etc.



El suelo es de gran importancia para la supervivencia de los seres vivos y el medio ambiente.
La alimentacion de los seres vivos (plantas, animales, humanos y microorganismos) depende
del suelo; también aporta beneficios en algunos ciclos biogeoquimicos para el reciclaje de
compuestos organicos (como el ciclo del agua). Sin embargo, debido a las grandes
poblaciones y a la urbanizacion, incluyendo factores como la deforestacion, contaminacion
por materia orgénica e inorgénica, desechos de procesos industriales y agropecuarios, entre
otros, el suelo se ha ido deteriorando a través del tiempo.

2.2 Fuentes de contaminacion de suelo en México.
La diversa actividad industrial que existe en México (mineria, industria quimica basica,

petroquimica y refinerias de petréleo, entre otras); han generado residuos peligrosos en
cantidades exuberantes dificiles de cuantificar. Ademas, accidentes en el proceso de
almacenamiento, transporte o envasado de sustancias (fugas, derrames e incendios) y la
disposicion clandestina e incontrolada de residuos, han contribuido a la contaminacién de
suelos de nuestro pais (SEMARNAT, 2002 en Volke y col., 2002).

Entre los contaminantes altamente tdxicos y que se encuentran facilmente en el ambiente
estan: dioxinas, furanos, hexaclorobenceno, bifenilos policlorados (BPC), plaguicidas
organoclorados, compuestos toxicos atmosféricos, hidrocarburos poliaromaticos (HAP) y

metales pesados como Hg, Cr, Cd y Pb (Volke y col., 2002).

En la tabla 1 se muestra una relacion de sitios ilegales y/o abandonados, detectados por La
Procuraduria Federal de Proteccién al Ambiente (PROFEPA) entre 1995 y 1997, donde se
han desechado residuos peligrosos generados por la actividad de diversas industrias (Kreiner,
2002). Como puede apreciarse, se encontraron alrededor de 166 sitios con residuos peligrosos

para el bienestar de los seres vivos y el medio ambiente.

Tabla 1. Tipos de residuos peligrosos que se encuentran como principales contaminantes en

sitios abandonados y/o ilegales en varias entidades federativas

Estado Numero de Sitios Principales Residuos
Baja California 8 Solventes, metales pesados,
polvo de fundicién, aceites

Baja California Sur | 2 Escorias de fundicion, jales



Campeche

Chiapas

Chihuahua

Coahuila

Durango
Estado de México

Guanajuato

Hidalgo

Jalisco

Morelos

Nayarit

Nuevo Ledn

Oaxaca

17

13

15

10

10

22

Aceite  quema, residuos
biolégico-infecciosos, lodos
de perforacion

Hidrocarburos,  plaguicidas,

residuos hospitalarios,
solventes
Aceites, hidrocarburos,

compuestos quimicos

Gastado, aceite  residual,
hidrocarburos, jales, metales

pesados, compuestos
quimicos, biolégico-
infecciosos

Hidrocarburos, insecticidas
Aceites, escorias de fundicion,

compuestos quimicos,
biolégico-infecciosos,
lubricantes

Aceites, escorias de fundicion,
lodos, metales pesados,
compuestos  organoclorados,
aceite gastado

Escorias de fundicion, natas de
pinturas

Tierras de blanqueo, tierra
contaminada con diésel y
combustible, residuos de
baterias, lodos, compuestos
quimicos, tetracloroetileno

Tambores metéalicos vacios y
Ilenos sin identificacion

Hidrocarburos, jales, residuos
hospitalarios

Aceite, cianuros, escorias de
fundicion, hidrocarburos,
aluminio, plomo, cadmio,
niquel, cianuros

Hidrocarburos industriales
peligrosos



San Luis Potosi 10 Residuos hospitalarios,
asbesto, escoria de fundicion,
niquel, lodos, botes de pintura

Sinaloa 4 Envases de agroguimicos

Tamaulipas 8 Aceites, escorias de fundicion,
compuestos quimicos, arena
silica, fenoles, recipientes

vacios
Veracruz 8 Azufre, bioldgico-infecciosos
Zacatecas 9 Jales, metales pesados,
guimicos

TOTAL 166
Fuente: PROFEPA, 1998.

En lo que respecta al municipio de Mexicali, B. C., de los afios sesentas a la fecha, han
surgido diversos factores que contaminan el suelo, entre los cuales se pueden mencionar: la
contaminacion de origen salino por aguas salobres entregadas por los Estados Unidos como
parte de la cuota del Tratado de Aguas de 1944, la intensificacion de la actividad agricola y
el uso de agroquimicos en el distrito de riego; la depuracién de crecientes voliumenes de aguas
residuales derivadas del uso doméstico e industrial; el uso de aguas residuales sobre suelo
agricola y la exploracion del subsuelo con fines de la explotacion de la energia geotérmica
de Cerro Prieto (Lazaro y col., 2006 en Atlas de riesgos del municipio de Mexicali, 2011).
En un estudio realizado para evaluar la contaminacion por metales pesados en sedimentos de
caminos urbanos en la ciudad de Mexicali, se encontrd que el Pb era uno de los contaminantes
predominantes (Meza, 2013). Las concentraciones de Pb maés altas estaban en el suelo del
centro de la ciudad (180 mg kg™l). Se cree que esta contaminacion por Pb se debe al desgaste
de los neumaticos, los frenos y el embrague, ademas de otros metales que los vehiculos
pueden aportar al medio ambiente (Zn, Cu, Cr, Ni, Cd, entre otros) que pueden afectar

gravemente a la salud de los seres vivos.

2.3 Metales en el medio ambiente.
Se denominan metales pesados a aquellos elementos quimicos que poseen un peso atomico

comprendido entre 63.55 (Cu) y 200.59 (Hg), y presentan un peso especifico superior a 4 (g

cm3): Pb, Cd, Cr, Hg, Zn, Cu, Ag y As, y en altas concentraciones pueden resultar toxicos



para los seres vivos (incluido el ser humano, organismos del suelo, plantas, animales) y el
agua (Rodriguez y col., 2006).

Los metales son un problema de contaminacion muy diferente a los orgénicos ya que los
metales no pueden degradarse por medios bioldgicos, quimicos o fisicos a un subproducto
inofensivo. En consecuencia, los metales son persistentes en el medio ambiente y, ademas,

son dificiles de eliminar (Pepper y col., 2009).

2.4 Efectos del Pb en la salud.
El Pb es un metal de coloraciéon gris, blando y maleable, es usualmente obtenido por

fundicion o refinamiento de las minas, aunque también puede obtenerse como producto
secundario del reciclamiento de materiales de desecho que lo contengan, un ejemplo de esto
son las baterias de los automoviles (Valdivia, 2005).

El Pb es uno de los elementos toxicos mas persistentes que se encuentran en el ambiente (el
tiempo medio de residencia en el ser humano es de 5 afios en general, de méas de 20 afios en
los huesos, y de 20 a 30 dias en tejidos blandos) y cada afio origina miles de envenenamientos,
especialmente en nifios de areas urbanas. Al contrario que otros contaminantes comunes,
como el Cd, el Pb no se acumula en el interior de las plantas (Rodriguez y col., 2005).

El Pb puede ser inhalado y absorbido a través del sistema respiratorio o ingerido y absorbido
por el tracto gastrointestinal; la absorcién percutanea del Pb inorganico es minima, pero su
forma organica se absorbe bien por esta via. Después de la ingestion de Pb, éste se absorbe
activamente, dependiendo de la forma, tamafio, transito gastrointestinal, estado nutricional y
la edad. En nifios la absorcién de Pb es de 30 a 50% mientras que en el adulto es de 10%
(Valdivia, 2005). Ademas, el Pb es un veneno acumulativo, que desde el torrente sanguineo
llega a los tejidos blandos y se deposita facilmente en los huesos, donde desplaza al Ca?*,
que tiene un radio i6nico muy parecido. Una parte del Pb ingerido se acumula en el pelo. El
contenido de Pb en los huesos aumenta con la edad y puede ser movilizado nuevamente,
pasando a la sangre, lo que da lugar a efectos toxicos adicionales. EI Pb también disminuye
la velocidad de la transmision nerviosa y provoca, a concentraciones elevadas, la
degeneracion del sistema nervioso. EI mecanismo bioquimico de la actuacion de este metal
pesado no se conoce con exactitud, pero se encuentra ligado a su capacidad para unirse al S
o al N de las proteinas, interfiriendo su actividad (Rodriguez y col., 2005).

En la tabla 2, se observan algunos efectos causados por el Pb en la salud humana.



Tabla 2. Efectos del Pb en distintas zonas del cuerpo humano.

Sistema Toxicidad

Sistema nervioso central Fatiga, malestar, irritabilidad, &nimo deprimido,
disminucion de la libido, alteracion de la
funcion neuropsicolégica, cefalea, tremor y
encefalopatia (delirio, ataxia, convulsién,
estupor, coma).

Sistema nervioso periférico Debilidad motora.

Gastrointestinal Anorexia, nausea, constipacion, pérdida de
peso, dolor abdominal y ribete de Burton.

Sangre (hem) Anemia (hipocroénica; micética o normocitica),
punteado baséfilo.

Renal Insuficiencia renal cronica, nefiritis intersticial
y proteinuria leve.

Reumatolégico Mialgias, artralgias y gota.

Cardiovascular Hipertension

Reproductivo Oligospermia

Fuente: Valdivia, 2005.

En cuanto a los efectos de los metales pesados en células de tipo procariético, se sabe que
exposiciones prolongadas a altas concentraciones de estos contaminantes (como el Pb)
pueden desarrollar resistencia a €éstos y a su vez generar diferentes estrategias para
contrarrestar el estrés inducido por los compuestos toxicos. Las estrategias de adaptacion a
las que se someten los microorganismos hacen que aquellos que son resistentes a los metales
sean bioindicadores potenciales para la remediacion de sitios contaminados (Caputo, 2019).
Ademas, al estar en un ambiente estresante, éstos pueden producir sustancias bioactivas de
interés biotecnolégico que podrian ayudar al aporte de nutrientes en el suelo y plantas,

inmovilizar o acumular contaminantes evitando su dispersién por el ambiente.

2.5 Biodisponibilidad de los metales pesados en suelos.

Al hablar de los metales debe considerarse su biodisponibilidad. Un metal biodisponible es
aquel que puede ser absorbido por una célula microbiana, planta o animal. Esta
biodisponibilidad generalmente consiste en la especie ionica libre o especie que se puede
transformar facilmente a la especie idnica libre en solucion. De acuerdo a esta definicion,
los metales pueden existir en dos formas: disponibles y biodisponibles en el medio ambiente
y es solamente la porcidn biodisponible la que ejerce toxicidad (Pepper y col., 2009). Dada
la toxicidad proporcionada por los metales en el medio ambiente, los microorganismos han
desarrollado mdltiples formas de interactuar tanto con los metales toxicos esenciales como
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con los no deseados. Se sabe que las células necesitan metales esenciales tales como el Cu,
Fe, Mn y Zn para mantener sus funciones. La forma méas comun de tratar los
microorganismos con el exceso de metal es bombear los iones metalicos y restringir la
absorcion al mismo tiempo. Ademas, algunos microorganismos tienen mecanismos para
secuestrar e inmovilizar metales, mientras que otros mejoran la solubilidad del metal en el
ambiente (Pepper y col., 2009).

Las bacterias han desarrollado diversos mecanismos de resistencia para tolerar los efectos
nocivos de los metales toxicos (Silver y col., 2005), entre ellos se encuentran (Cervantes y
col., 2006):

a) Componentes celulares que capturan los iones, neutralizando su toxicidad,
b) Enzimas que modifican el estado redox de los metales o metaloides, convirtiéndolos en
formas menos toxicas, y

c) Transportadores de la membrana que expulsan las especies nocivas del citoplasma celular.

La resistencia microbiana a metales en general es determinada por elementos genéticos
moviles como lo son los plasmidos y transposones. La resistencia microbiana del metal se

puede dividir en tres categorias (Pepper y col., 2009):

e Mecanismos generales de resistencia que no requieren estrés metalico
e Mecanismos generales de resistencia que son activados por el estrés del metal

e Mecanismos de resistencia que dependen de un metal especifico para la activacion

A través del tiempo, se ha observado que existen microorganismos capaces de tolerar la
toxicidad de diversos metales pesados. Por ejemplo, estudios a principios de 1980 explican
coémo Bacillus subtilis interactia con una variedad de metales toxicos tales como el Cu, He,
Mg, Au y Pb. En este estudio, se encontro que la tolerancia del microorganismo al metal se
debia a las diferencias entre la carga negativa neta de las bacterias y la carga cationica de los
metales. Es decir, se teorizaba que los sitios de nucleacion en la superficie celular tenian la

capacidad de unirse a metales de carga opuesta. Una vez unido a la pared celular del



microorganismo, resultaba un sitio de nucleacion donde una gran concentracion de metales
puede unirse y precipitar en la pared celular (Monachese y col., 2012).

Como ya se menciond, la biodisponibilidad se encuentra intimamente relacionado con
metales pesados de un ambiente, conocer su biodisponibilidad, es decir, la concentracion de
metal libre y labil presente en la muestra (Brown y col., 1999; Kim y col, 2002; Krishnamurti
y col, 2000; Lussier y col, 1999; Manson y col., 1999 en: Vullo D., 2003).

Dicho de otra forma, se entiende por biodisponibilidad la cantidad de metales pesados
disponible para la absorcion por las plantas o microorganismos. La biodisponibilidad
depende de la solubilidad y movilidad de los metales en la solucion del suelo (Cargua, 2010).
Los metales pesados estan asociados a varios componentes del suelo, dando lugar a diversas
formas quimicas que determinan su movilidad y disponibilidad (Ahumada y col., 1999 en:
Fernandez, 2011). Los complejos que forman los metales con los distintos componentes del
suelo son: estructuras solubles e intercambiables, metales complejados o adsorbidos en la
materia organica, ocluidos en 6xidos, asociados a minerales de arcilla'y a minerales primarios
del suelo. El metal en las formas de carbonato e intercambiable es considerado labil y
disponible para las plantas. A altos pH, los metales pesados se precipitan y en este caso se
garantiza su inmovilidad. Por su baja cristalinidad y pequefio tamarfio de particula, los metales
divalentes tienen una alta capacidad sortiva, especialmente el Cu, Pb y en menos grado Zn,
Co, Cr, Mo, Niy As. Por otro lado, la materia organica del suelo interacciona con los metales,
formando complejos de intercambio o quelatos (Ahumada y col., 2004; Jamali y col., 2007,
en: Fernandez, 2011).

2.6 Microorganismos del suelo y su importancia.
La importancia de los microorganismos en diferentes habitats naturales depende de la

cantidad y diversidad de organismos que reside en dichos ambientes, principalmente de una
amplia variedad de actividades que estos microorganismos aporten en el ambiente en el que
se encuentren. En el suelo, los microorganismos pueden generar una amplia gama de acciones
que intervienen en el desarrollo y la nutricion vegetal. Sin embargo, comunmente el nivel de
actividad de las poblaciones microbianas en los suelos es bajo, a excepcion del microhabitat
donde hay suficiente cantidad de fuente de carbono metabolizable. Al utilizar plantas en un
sistema, la situacion de los microorganismos cambia drasticamente ya que las plantas son la

fuente principal de sustratos energéticos en el suelo tomado por los microorganismos que se
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encuentran en la zona proxima de la raiz y proliferan en ella (Barea 1998 en Acufia y col.,
2006). Ya que el suelo es rico en microorganismos, este potencial podria resolver problemas
ambientales, de salud o alimenticios. Sin embargo, aun se realizan diversas investigaciones
para identificarlos, preservarlos y conocer sus aplicaciones (Montafio y col., 2010), como es
el caso de la presente investigacion.

Debido a su historia evolutiva y a su rapida capacidad para adaptarse a los cambios
ambientales, los microorganismos son méas diversos y versatiles que los macroorganismos.
Estos participan en procesos ecoldgicos que permiten el funcionamiento de los ecosistemas,
y en procesos biotecnologicos que son esenciales para la industria farmacéutica, alimenticia
y médica (Montafio y col., 2010), ademas de ser utilizados en la industria agricola (control
de plagas, recuperacion de suelos y vegetacion de ecosistemas degradados), entre otros.

A la fecha se desconoce la relacion entre la diversidad microbiana del suelo y la diversidad
funcional, pero se cree que diversas comunidades del suelo aumentan la estabilidad del
ecosistema, la productividad y la resistencia a distintos tipos de estrés (Torsvik y col., 2002,
en Pepper y col., 2009). También es importante tomar en cuenta que el uso de
microorganismos y la simbiosis de éstos con plantas tolerantes a contaminantes tales como
los metales pesados pueden ser beneficiosos para recuperar suelos no sélo de usos agricolas
o forestales sino para la recuperacion de suelos con una gran cantidad de contaminantes como
los presentes en minas, zonas metallrgicas, industriales y urbanas o donde el suelo se
encuentra en condiciones extremas de pH, alcalinidad, temperaturas altas, sequia, entre otras.
Segun Salamanca (1998), la microbiota del suelo esta conformada por una gran y dispersa
variedad de algas, bacterias, hongos y actinomicetos juntos con los virus y componentes de
la microfauna como: amebas, artrépodos, flagelados, nematodos y otros (Baquero y col.,
2001).

Los actinomicetos, son bacterias ampliamente distribuidas en el suelo (90% del total de
microorganismos presentes) que producen estructuras parecidas al micelio de los hongos
(Blasco, 1970). Su metabolismo es complejo, secretar un amplio rango de enzimas que les
permiten descomponer materia organica de baja labilidad (conformada por polimeros
complejos como lignina, lignocelulosa y quitina). Estos microorganismos producen esporas,
lo que les permite colonizar y sobrevivir en diferentes ambientes. A nivel del suelo, pueden

facilitar la descomposicion de moléculas recalcitrantes y desempefiar un papel importante en
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la degradacion de agroquimicos (Williams y col., 1984 en: Barrera y col., 2011). Ademas,
algunos actinomicetos producen antibiéticos (Heuer y col., 1997 en: Barrera y col., 2011),
desempefiando un papel regulador de poblaciones fitopatgenas en el suelo.

2.7 Microorganismos de ambientes extremos.
Los ambientes extremos pueden albergar microorganismos con actividades y caracteristicas

unicas que podrian ser aprovechados no sélo con fines cientificos sino que también pueden
tener un alto potencial comercial, por lo cual este tipo de ambientes se consideran de alta
importancia. Las comunidades microbianas que se encuentran en esta clase de ambientes se
han adaptado a niveles asombrosos de estrés. EI considerar estas adaptaciones puede ayudar
en el desarrollo de enfoques de remediacidn en sitios contaminados, incluyendo sitios acidos
de drenaje de minas y sitios de desechos radiactivos (Pepper y col., 2009).

Es frecuente que estos organismos vivan en biotopos que combinan dos o mas factores
extremos, por ejemplo, altas temperaturas y condiciones acidas, o temperatura baja y alta
presion. Bajo la denominacidn de extreméfilos se incluyen diferentes taxones de procariotas
(Bacteria y Archea) y eucariotas. Entre los procariotas destacan las arqueobacterias como los
microorganismos mas abundantes en estos ambientes extremos (Castillo y col., 2005).
Segun Ninfa y col., 2006, los microorganismos extremofilos se clasifican dependiendo de su
ambiente extremo en:

e Termofilos: su crecimiento se da a temperaturas por encima de 65°C, la temperatura
Optima de éstos se encuentra entre 70-80°C y la méxima entre 80-113°C.
Dependiendo de su temperatura éptima de crecimiento estos microorganismos se
dividen en (Tabla 3):

Tabla 3. Clasificacion de los microorganismos en funcién de su temperatura 6ptima de
crecimiento.

Temperatura Descripcion
Hipertermofilos Su temperatura éptima de crecimiento esta
por encima de los 80°C y el maximo
crecimiento de cultivos puros se ha llegado a
dar entre 110 y 113°C.

Termofilos Crece por encima de los 45°C.
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Mesofilos Temperatura Optima alrededor de 37°C.

Frecuentemente son capaces de crecer en
rangos alrededor de 25 a 45°C.

Psicrofilos Capaces de crecer por debajo de 5°C y con

temperaturas méaximas de 20°C.
Frecuentemente son capaces de crecer en
rangos alrededor de 10°C.

Psicrdfilos facultativos Temperatura Optima de 15°C llegando a

alcanzar los 20°C y también capaces de crecer
hasta por debajo de 0°C.

Fuente: Ninfa y col., 2006.
Psicrofilos: sobreviven principalmente con agua y ésta debe estar presente en estado

liquido para que los microorganismos alcancen su supervivencia. El limite para el
crecimiento de estos organismos se encuentra por debajo de los 0°C, ya que pueden
crecer en temperaturas por debajo de los 5°C, aunque su rango de temperaturas de
crecimiento pueden ir desde los 20°C hasta menos de 0°C. Los principales ambientes
que habitan incluyen regiones polares, montafias altas, glaciares, entre otros.
Algunos ejemplos de género de microorganismos  psicrofilos  son
Pseudoalteromonas, Moraxella, Vicrio, Bacillus, Micrococcus, Halorubrum,
Methanococcoides, entre otros.

Alcaldfilos: sobreviven en ambientes con pH arriba de 9. Los lugares donde se
desarrollan estos microorganismos son muy basicos, estos pueden ser lagos sédicos,
suelos muy carbonatados, etc. Entre algunas de sus aplicaciones se encuentran la
realizacion de detergentes, alimentos, industria farmacéutica, etc.

Aciddfilos: estos microorganismos son capaces de sobrevivir en medios con pH
menor a 5. EI ambiente de éstos surge naturalmente de actividades geoquimicas,
como la produccion de gases sulfurosos de emanaciones volcéanicas, desechos de
minas, etc. La mayoria de microorganismos que crecen en estos ambientes son del
dominio arquea.

Xerdfilos: su supervivencia puede darse en climas extremadamente secos incluso por
largos periodos de tiempo. Los microorganismos especializados que pertenecen a los
hongos liquenes y algas tienen la capacidad de crecer en tales condiciones.

Generalmente las colonias de bacterias sobreviven mejor en las rocas expuestas al
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sol. Se conocen algunos tipos de bacterias xerofilas tales como Metallogenium y
Pedomicrobium.

Metaldfilos: estos microorganismos son considerados de importancia ya que pueden
crecer en la presencia de altas concentraciones de metales. Estos organismos,
incluyendo varios miembros del género Ralstonia, colonizan los sedimentos, los
suelos o basura industrial con alto contenido de metales pesados. Pueden aplicarse a
sistemas que puedan remover o neutralizar los efectos toxicos de metales pesados en
suelos, sedimentos y aguas residuales.

Piezofilos: Antes conocidos como barofilos, requieren condiciones de alta presion
(superior a 1 atm) para su desarrollo y crecimiento. Se han obtenido barofilos en
profundidades mayores a 6,000 m; mientras que a profundidades mayores de 10,000
m se han obtenido baro6filos extremos; cominmente los piezéfilos se encuentran a
profundidades marinas donde la presion atmosférica es mayor. Algunos géneros de
microorganismos piezéfilos son: Shewanella, Moritella, Phyrococcus, entre otros.
Halofilos: Son aquellos microorganismos que para su Optimo desarrollo y
crecimiento requieren cierta concentracion de NaCl. Estos microorganismos se
desarrollan en dos habitats variadas, muchos de ellos han sido aislados de sitios con
alta salinidad ubicados en diferentes partes del mundo; se encontran generalmente en
zonas calientes y secas, como los lagos salinos, salinas marinas y alimentos salados
(salsa de soya, pescado, etc.). Algunos géneros encontrados de estos
microorganismos  son:  Flavobacterium, Pseudomonas, Chromobacterium,

Halomonas, Volcaniella, entre otros.

Gracias a diversos estudios sobre este tipo de microorganismos extremos, se ha podido llegar

a la conclusion de que hay vida en zonas o habitats donde tiempo atras no se creia que podria

desarrollarse vida alguna debido a tales condiciones extremas; algunos microorganismos de

condiciones extremas pueden propagarse a nivel laboratorio, dependiendo de las condiciones

que éstos requieren, y ser utilizados en procesos o tratamientos en los que se emplean dichas

condiciones extremas (recuperacion de suelos en presencia de ambientes aridos, ya que estos

microorganismos pueden soportar altas condiciones ya sea de temperatura, pH, salinidad,
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cierta toxicidad a metales pesados, alcalinidad o acidez, pudiendo asi contribuir a la

produccion de sustancias bioactivas y recuperacion de suelos contaminados).

2.8 Metabolitos secundarios microbianos.
En los microorganismos, como en cualquier célula, ocurre una serie de reacciones quimicas

que en conjunto se denominan metabolismo; las sustancias que se producen se conocen como
metabolitos que a su vez se dividen en primarios y secundarios. Los metabolitos primarios
son los compuestos esenciales para el crecimiento del microorganismo, mientras que los
productos sintetizados no relacionados con su crecimiento se conocen como metabolitos
secundarios (Hernandez y col. 2003).

Durante la trotofase, que es la fase en la que los microorganismos se encuentran en
crecimiento, no hay produccién de metabolitos secundarios, sino durante la idiofase, que es
cuando los microorganismos han dejado de crecer pero siguen metab6licamente activos.
Para obtener la produccion de metabolitos secundarios es necesario asegurar condiciones
Optimas durante la trofofase ya que como mecanismo de defensa éstos no se producen
inmediatamente al concluir la trofofase. Los metabolitos primarios (Fig. 1 a) se producen al
mismo tiempo que se da el crecimiento del microorganismo, mientras que los metabolitos
secundarios (Fig. 1 b) se producen generalmente cuando la velocidad de crecimiento de los

microorganismos es igual a su velocidad de muerte (Hernandez y col., 2003).

=== Metabolitos
Crecimiento
celular

Concentracion
Concentracién

Tiempo Tiempo
a) b)

Fig. 1. Relacion entre el comportamiento de la concentracion celular (crecimiento) y la concentracion
de metabolitos, a través del tiempo. a) Metabolitos primarios. b) Metabolitos Secundarios.
Fuente: Madison 1996 en: Hernandez y col. 2003

Segun Parés y col., 2002; los metabolitos secundarios se definen por las siguientes

caracteristicas:
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a) Son productos naturales que tienen una distribucion taxondmica restringida
b) Se forman una vez que el crecimiento se ha detenido
c) Suelen sintetizarse como una mezcla de compuestos quimicamente relacionados

d) No son esenciales para el crecimiento y la reproduccion

La investigacion del metabolismo secundario producido por microorganismos se centrd en
la década de los afios cuarenta, particularmente en la produccidén de sustancias toxicas
(antibioticos) que contribuyeran a la eliminacién de microorganismos patdgenos. Durante la
década de los sesenta, en la produccion de sustancias con efectos especiales sobre animales
y vegetales (toxinas y promotores del crecimiento) (Parés y col., 2002).

Los metabolitos quelantes de hierro (moléculas de pequefio tamafio con estructuras basadas
en el 2,3-hidroxamato o hidroxiamato que quelan hierro y son excretadas por diferentes
microorganismos del suelo) son de los mas destacados entre una gran variedad de metabolitos
secundarios. La formacion de sideroforos también juega un papel importante en las
interacciones microbianas que tienen lugar en la rizésfera (Parés y col, 2002).

Dentro del grupo de metabolitos con actividad en plantas se encuentran productos que o bien
inhiben el crecimiento del vegetal o lo activan (Parés y col. 2002), tal es el caso de la
produccion de auxinas como el &cido indolacético (AlA) que aporta beneficios al desarrollo

de las plantas.

2.8.1 Auxinas.
Las hormonas vegetales o fitohormonas son moléculas que ayudan en el crecimiento y

desarrollo y respuesta a condiciones ambientales cambiantes de las plantas (Gémez y col.,
2006). Los grupos de fitohormonas que mas se conocen son: auxinas, giberelinas, citosinas,
acido abscisico y etileno (Vazquez y col., 2016).

Las auxinas, como el AlA, participan en el alargamiento y division celular, formacion de
pared celular y ladominancia del crecimiento apical en las plantas. Dichas sustancias también
promueven el crecimiento radicular en los vegetales (Vazquez y col., 2016). Algunos
microorganismos como las rizobacterias, producen compuestos indélicos contribuyendo asi
al desarrollo y mayor rendimiento de especies vegetales (Biswas y col., 1993 en: Lemos y

col., 1999); otros microorganismos pertenecientes a los géneros bacterianos Pseudomoneae,
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Arthrobacter, Bacillus, Azospirillum y Rhizobium que habitan en el suelo, producen AlA,
alteran la sintesis de RNA vy proteinas en plantas (Carvajal y col., 1995 en: Lemos y col.,
1999), causando incrementos en el desarrollo de las mismas. El uso constante de estas
hormonas de crecimiento puede incrementar la productividad de suelo, reducir la fertilizacion
y favorecer la produccidon en suelos pobres (Cauci y col., 1993 en: Lemos y col. 1999; Benito

y col., 1986 en: Lemos y col., 1999).

2.8.2 Biosurfactantes.
Otro tipo de metabolitos secundarios de origen microbiano son los biosurfactantes, éstos son

sustancias anfipaticas pues presentan una parte hidrofébica y otra hidrofilica dentro de la
misma molécula. Estas moléculas son tensoactivas y tienen un mayor impacto en el medio
ambiente en comparacién con los surfactantes convencionales debido a que pueden
producirse a base de sustratos renovables. Los biosurfactantes son de facil biodegradabilidad
y son menos tdxicos que los surfactantes sintéticos (De la Rosa y col, 2014; Henkel y col.,
2017).

En el area ambiental, este tipo de biomolécuas son utilizadas principalmente en la industria
del petrdleo (limpieza de derrames de petrdleo, eliminan los residuos de aceite de tanques de
almacenamiento) y biodegradacion de plaguicidas. También pueden ser empleados en la
biorremediacion de suelo y agua (Silva y col, 2014).

Segun Neu 1996, los biosurfactantes se clasifican por su peso molecular en bajo peso
molecular y alto peso molecular. Aquellos de bajo peso molecular incluyen a los glicolipidos
(ramnolipidos, lipidos de trealosa, soforolipidos y lipidos de fructosa) o lipopéptidos
(surfactina, gramidicina y polimixina), los cuales son eficientes en la disminucion de la
tension superficial e interfacial. Sin embargo, a los polimeros de alto peso molecular se les
definen como bioemulsificadores (Roseberg y col., 1997 en De la Rosa y col., 2014); éstos
incluyen a polisacaridos anfipaticos, lipoproteinas 0 mezclas complejas de los dos anteriores,
los cuales son buenos estabilizadores de emulsiones hidrocarburo-agua (De la Rosa y col,
2014).

Actualmente se encuentran diversas patentes de biosurfactantes producidos por
microorganismos, entre los méas estudiados y utilizados en el proceso de produccion y
aplicaciones industriales se encuentran los producidos por Pseudomonas spp., Acinetobacter

spp., Bacillus spp. y Candida spp. (Sachdev y col., 2013, en Silva y col., 2014).
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Ademas de los biosurfactantes una amplia gama de agentes de lavados se han utilizado a lo
largo del tiempo para recuperar metales pesados de los suelos, entre estos estan tensoactivos
sintéticos, &cido etilendiaminotetracético (EDTA), agentes organicos e inorganicos
quelantes, entre otros. Sin embargo, la utilizacioén de productos sintéticos pueden convertirse
en contaminantes secundarios ya que suelen presentar toxicidad y resistencia a la
biodegradacion; es por eso, que los biosurfactantes son mas eficientes y amigables con el
medio ambiente en comparacion con los surfactantes de origen sintético (Qi, 2018).

2.9 Bacterias fijadoras de Nitrdgeno (N2).
El proceso de convertir el gas N2 en amoniaco es conocido como fijacion de nitrégeno (N2).

Algunas bacterias poseen una enzima llamada nitrogenasa (se inhibe en presencia de O2) que
les permite fijar N2. Se conocen dos tipos de microorganismos capaces de fijar el No:
microorganismos libres y simbiontes.

Bacterias libres fijadoras de N2: presentes en cantidades abundantes en la rizosfera (Tortora
y col., 2007). Algunos microorganismos capaces de llevar a cabo la fijacion de N2 en
condiciones no simbidticas son: cianobacterias (Nostoc, Anabaena, Calothric), bacterias
aerdbicas como Azotobacter, Beijerinckia, Derxia, etc., bacterias facultativas como Bacillus
y Klebsiella, bacterias anaerobias no fotosintéticas como Clostridium, Methanococcus
(archaebacterias) y bacterias fotosintéticas como Rhodospirillum y Chromatium (Anaya,
2003).

Bacterias simbioticas fijadoras de N2: Desempefian un papel importante en la produccion
de cultivos. Estas se encargan de colonizar simbiGticamente raices de leguminosas tales como
la soja, judias, guisantes, cacahuates, alfalfa y el trébol, su clasificacion incluye especies del
género Rhizobium y Bradyrhizobium; quienes forman nodulos en las raices de las plantas. En
este tipo de asociacion simbidtica, la planta aporta a la bacteria condiciones anaerobias y
nutrientes, mientras que la bacteria fija N> para que la planta pueda incorporarlo a las
proteinas (Tortora y col., 2007).

Algunas especies vegetales capaces de llevar a cabo la fijaciébn de N2 en condiciones
simbioticas son: familia Leguminosae con Rhizobium y Bradyrhizobium, Alnus, Ceonothus
y Casuarina con Frankia (actinomiceto), pastos tropicales con Azospirillum (actinomiceto),
y Azolla (helecho acuéatico) con Anabaena (Cyanobacteria) (Anaya, 2003). Las bacterias
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fijadoras de N> pueden emplearse como biofertilizantes alternativos o complementarios de
plantas (Xu y col., 2018).

Microorganismos como Rhizobium habitan en la rizésfera de las plantas y son capaces de
mejorar la fitorremediacion de un sitio a través de la fijacion del N2 y la produccion de
factores que promueven el crecimiento vegetal. Estas condiciones aportan una mayor
captacion y translocacion de algunos metales presentes en el suelo a las plantas debido a que
hay un cambio en la biodisponibilidad del metal. Ademaés, el metabolismo de los
microorganismos como la produccion de sustancias poliméricas extracelulares y sus
actividades enzimaticas pueden llegar a inmovilizar o cambiar el estado redox de los metales
para disminuir la toxicidad de éstos al momento de interactuar con las plantas. Algunas cepas
de Rhizobium también pueden adsorber y acumuluar metales ayudando a la fitoestabilizacién
(Hao y col., 2013).

2.10 Microorganismos solubilizadores de fésforo (P).
El fosforo (P) es considerado un nutriente esencial e importante para las plantas, éste no se

encuentra disponible en el suelo ya que esta en su forma insoluble ocasionando que no pueda
adquirirse como una fuente atmosférica en comparacion con el N.. El P se absorbe por las
plantas como de iones HoPO4 y HPO4?%, A éstos se les conoce como fésforo labil y son
absorbidos facilmente a través de las raices de las plantas. Sin embargo, no se encuentran
disponibles para las plantas al interactuar con el entorno por lo que requieren la aplicacion
repetida de fertilizantes (Tomer y col., 2017).

Los compuestos de P no disponibles para la planta pueden estarlo con la ayuda de bacterias
solubilizadoras de P. Algunos de los géneros bacterianos que realizan este proceso son
Pseudomonas, Mycobacterium, Micrococcus, Bacillus, Flavobacterium, Rhizobium,
Mesorhizobium y Sinorhizobium, que en su mayoria abundan en las raices de las plantas.
Este tipo de microorganismos modifican la nutricion del suelo aumentando la solubilidad del
P mediante muchos procesos, en algunos casos pueden llegar a disminuir el pH del suelo
produciendo &cidos organicos y minerales, fitohormonas o produccion de sideroforos que
promueven la solubilizacién del P en el suelo. La utilizacion de estos microorganismos es
una alternativa amigable ya que puede evitar la adicidn frecuente de fertilizantes sintéticos
en el suelo reduciendo costos de produccion y evitando dafios al medio ambiente por la
utilizacion de productos quimicos. Se puede promover el crecimiento de las plantas de
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diversas maneras, aumentar su resistencia a estres abidtico, protegerlas de enfermedades y
mejorar la morfologia de sus raices utilizando microorganismos solubilizadores de P (Adnan
y col., 2017).
3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La contaminacion por metales pesados, es un problema que aqueja a las sociedades a nivel
global y México no es la excepcion pues la cada vez mayor industrializacion y el flujo
vehicular de las zonas urbanas han contribuido enormemente a la contaminacion por metales
pesados. Mexicali, B. C., es considerada una de las ciudades mas contaminadas del pais y
del mundo, ocupando la séptima posicion entre la lista de las ciudades del continente
americano que presentan mayor contaminacion en el aire (OMS, 2018). La contaminacion
de la ciudad ha ido aumentando, debido tanto a su ubicacion geografica como a su basta
actividad industrial; se tienen problemas de contaminacion por metales pesados
principalmente debido a la quema de materiales, muchos de ellos provenientes de la actividad
industrial de la region. Entre los metales pesados mas persistentes se encuentra el Pb, el cual
en grandes cantidades puede provocar problemas de salud en grupos vulnerables (adultos de
la tercera edad y nifios). EI Pb tiene la peculiaridad de adherirse facilmente al subsuelo,
residuos de lodo o simplemente volar por el aire, exponiendo a la poblacion a adquirir
mayores riesgos de salud. Por otro lado, la presencia de Pb en suelos impide el desarrollo y
crecimiento adecuado de muchas especies vegetales. Por lo que, debido a los problemas de
riesgo a la salud y de contaminacién asociados al medio ambiente y la ecologia que traen
consigo la presencia de Pb, es imperativo atender esta situacion.

4. JUSTIFICACION
La busqueda de microorganismos tolerantes a metales pesados y que ademas producen

metabolitos secundarios como biosurfactantes, auxinas, sider6foros, entre otros, representa
una opcion viable para la utilizacion de estos microorganismos o sus metabolitos secundarios
en sitios contaminados por metales pesados como el Pb, pues se sabe que algunas sustancias
bioactivas (biosurfactantes y siderdforos) son capaces de inmovilizar o simplemente
transformar a los metales pesados en compuestos menos nocivos, mientras que las auxinas
contribuyen a procesos de fitorremediacion.  La incorporacion de este tipo de
microorganismos como bioinoculantes, puede contribuir a un mejor desarrollo de plantas

presentes en un sitio contaminado por metales pesados.
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En este trabajo se utilizaron muestras de suelo contaminado por Pb, provenientes de un sitio
ubicado en la ciudad de Mexicali, B. C., con la finalidad de aislar microorganismos e
identificar sus capacidades metabdlicas que coadyuven procesos de biorremediacion que
pueden implementarse en un futuro en el sitio de estudio u otros sitios impactados con este

metal pesado.

5. OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION
5.1 Objetivo General

e Identificar capacidades metabolicas (tolerancia méaxima a Pb, fijacion de N,
solubilizacion de P, produccion de biosurfactantes y auxinas) de aislados microbianos

provenientes de un suelo arido contaminado con Pb.

5.2 Objetivos Especificos

e Aislar microorganismos de un suelo arido impactado por Pb para seleccionar aquellos
con capacidad maxima de tolerancia al Pb.

e Caracterizar, mediante técnicas microbioldgicas, aislados microbianos resistentes al
Pb.

e Evaluar la capacidad de los aislados microbianos resistentes al Pb para producir
metabolitos secundarios (auxinas y biosurfactantes).

e Evaluar la capacidad de los aislados microbianos resistentes al Pb para fijar N2 y

solubilizar P.

. HIPOTESIS
e Algunos microorganismos cultivables presentes en el sitio contaminado con Pb

poseen resistencia al metal, ademas de la capacidad de producir metabolitos
secundarios de interés biotecnoldgico.

7. METODOLOGIA
7.1 Descripcion del sitio de estudio.
El sitio de estudio (Figura 2) se encuentra en la ciudad de Mexicali, B. C. Dado que éste es

propiedad privada, su ubicacion fue conservada en el anonimato. El terreno es de forma
rectangular, cuenta con 49.63 m de largo y 374.91 m de ancho, se encuentra cercado

perimetralmente contando con 845.899 m de perimetro y esta en constante remodelacion por
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sus propietarios. En el pasado, el sitio era utilizado como una fundidora de metales, se llevaba
a cabo quema de metales para su posterior reciclamiento, lo cual trajo problemas de
contaminacion por distintos metales pesados en el suelo entre los que destaca el Pb.

7.2 Muestreo del suelo bajo estudio.
Se realizaron muestreos de suelo contaminado en colaboracion con el grupo de Quimica

Ambiental dirigido por la Dra. M. Socorro Romero Hernandez del Instituto de Ingenieria de
la Universidad Autonoma de Baja California, Campus Mexicali. Se consideré realizar los
muestreos del suelo en los puntos de estudio previamente seleccionados y marcados, con una
P seguida de la numeracion correspondiente, por el grupo de Investigacion ya mencionado.
Los puntos muestreados para el analisis microbioldgico del suelo se indican en la figura 3.
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Figura 3. Ubicacion de los puntos muestreados del sitio de estudio (Fuente: Google Earth,
2017).

Los puntos marcados en color rojo (Fig. 3) indican las zonas con mayor contaminacién con
Pb, mientras que los puntos de muestreo marcados en color amarillo (Fig. 3) indican las zonas

con menor contaminacion. Se realizd el muestreo a detalle del sitio bajo especificaciones de
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la norma oficial mexicana NMX-AA-132-SCFI-2006. Se tomaron 50 g de muestra por punto
con una pala limpia y sanitizada y se depositaron en bolsas estériles, se obtuvo un total de 12
muestras provenientes de 6 puntos diferentes a dos profundidades distintas (de 0-15 cm y 15-
30 cm) por cada punto seleccionado y se marcaron como P12, P13, P14, P15, P16 y P17;
cada uno de estos puntos se muestrearon a las dos profundidades diferentes mencionadas
anteriormente. Para realizar las perforaciones a las dos diferentes profundidades se utiliz6
una barrena Riverside y palas (Fig. 4a), posteriormente con una cinta métrica se midié la
profundidad del suelo (Fig. 4b).

Figura 4. Realizacién de las perforaciones (a) y mediciones del suelo (b) a
profundidades de 0-15 cm y 15-30 cm.

Las muestras de suelo, ya colocadas en bolsas estériles, fueron rotuladas y guardadas en una
hielera para su transporte al laboratorio donde fueron almacenadas a 4 °C hasta su posterior

procesamiento para ensayos microbiologicos.

7.3 Determinacion de las caracteristicas fisicoquimicas del suelo.

7.3.1 Textura del suelo.

El andlisis de textura de suelo se realizd de acuerdo a la NOM-021-RECNAT-2000, mediante
el método del hidrometro de Bouyoucos. Debido a que en el sitio de estudio se efectuaron
modificaciones (remocidn de suelo contaminado y sustitucion de éste por suelo agricola), se
observo gue se encontraban tres tipos de suelo diferentes, los cuales fueron seleccionados y
marcados como: P12, P15y P17.

Las muestras de suelo fueron secadas a la sombra a temperatura ambiente y tamizadas (sin
pulverizar) en malla de 2 mm. Se pesaron 50 g de suelo y se colocaron en un vaso de
precipitado de 250 ml. Se adicionaron 100 ml de agente dispersante (solucion de calgon:

disolver 50 g de hexametafosfato de sodio en agua destilada y se aforaa 1 L) y se dejo reposar
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por 24 horas. Luego se vacio a una copa de dispersion (previamente enjuagada con agua
destilada). La copa de dispersion se llen6 con agua destilada dejando un espacio libre (6 cm?®
aproximadamente) para evitar derrames. La copa conteniendo la mezcla ya mencionada se
colocd en un aparato dispersor y se agitdé durante 5 minutos. Se retird la copa del aparato
dispersor y se vacio su contenido a una probeta de 1000 ml lavando la copa con agua destilada
(el lavado de la copa se vacio en la misma probeta) y se afor6 a 1000 ml con agua destilada.
La probeta fue tapada con un tapon de hule y se agitd de manera ascendente y descendente y
viceversa 20 veces. La probeta se colocd rapidamente en una superficie plana. A los 15
segundos de haber agitado la muestra, se introdujo el hidrometro dentro de la suspension y
se realiz6 la primera lectura a los 40 segundos y se midi6 la temperatura de la suspension.
Una hora después, se introdujo nuevamente el hidrometro y se tomé una segunda lectura y
se registrd la temperatura. A las dos horas, se tomo la tercera lectura del hidrémetro y se
registr6 la temperatura. Se realizaron los célculos correspondientes de acuerdo a las

especificaciones del método de Bouyoucos y se registraron los resultados.

7.3.2 Medicion de pH.
Se midi6 el pH de cada una de las muestras de suelo a las dos distintas profundidades (0-15

y 15-30 cm), segun la especificacion de la Norma Oficial Mexicana NOM-021-RECNAT-
2000. Esta determinacion se realiz6 por triplicado. Se tomaron 10 g de suelo y se colocaron
en un vaso de precipitado. Se afiadieron 2 volimenes de agua desionizada (20 ml). La mezcla
se agito hasta quedar completamente homogeénea y se dejo reposar por 30 minutos. Se volvio
a agitar y reposar la muestra por 30 minutos. Posteriormente, se tomaron las mediciones de
pH para cada muestra de suelo con un pH-metro HI 112 programable marca Hanna.

Se obtuvo un promedio del valor del pH de todas las repeticiones de las muestras de suelo
(n=3) para ajustar un valor de éste al momento de propagar y conservar los microorganismos

en condiciones de laboratorio.

7.3.3 Conductividad Eléctrica (CE).
Esta determinacion se realiz6 por quintuplicado para cada una de las 12 muestras de suelo

colectadas. Se pesaron 20 g de suelo, previamente secado a temperatura ambiente, que fueron

depositados en un tubo de fondo cénico de 50 ml marca Falcon. Posteriormente, se afiadieron
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20 ml de agua destilada y se mezclé con un vortex (Vortex Maxi Mix Il, Thermo Scientific)
por 30 segundos o hasta que la muestra quedara completamente homogenea. La mezcla
contenida en los tubos se puso en agitacion oscilatoria de 100 revoluciones por minuto (rpm)
por 24 horas. La muestra se agité con un vortex por 1 minuto y se dejé reposar por 2 horas.
El total de los sobrenadante de los quintuplicados (aproximadamente 20 ml) se filtro
utilizando un filtro de papel cuantitativo, endurecido sin cenizas grado 40 (8 um de
porosidad) y de 110 mm de diametro; se transfirié a un tubo de fondo conico nuevo donde se
midié la CE con un conductimetro (HQ430d flexi, HACH) (Hayes y col., 2009), los valores

obtenidos de CE fueron registrados para su posterior analisis.

7.3.4 Determinacion de Materia Orgéanica (%MO).
Este ensayo se realiz6 de acuerdo a la metodologia descrita por Dean en 1974. Se pesaron 2

g de muestra de suelo y se colocaron en crisoles, previamente secados a 105 °C por 2 horas
y enfriados por 3 horas en un desecador, posteriormente se calentaron en una mufla
(SIBRON, Thermodyne) a 450 °C por 4 horas y se dejaron enfriar por 8 horas dentro de la
mufla. Los crisoles fueron colocados en el desecador por 3 horas y se procedié a pesar las
cenizas resultantes. Se registraron los datos obtenidos y con éstos se calculd el %MO

contenido en cada muestra de suelo.

7.3.5 Determinacion de Nitrogeno (N2) total en las muestras de suelo.

Este analisis se realizéd por duplicado bajo las especificaciones de la norma NOM-021-
RECNAT-2000. Las muestras de suelo fueron tamizadas en mallas de 60 mm y pesadas
dependiendo del %MO contenida (5, 2.5 y 1.25 g de muestra para suelos con 2, 4 y 8 %MO
respectivamente). Se agregaron 20 ml de agua destilada a la muestra de suelo contenida en
un matraz Kjeldahl, se dejé reposar durante 30 minutos. Después se adicionaron 5.5 g de
mezcla de catalizadores K2SO4, CuSO45H20 y Selenio metélico y 20 ml de H2SOs4, se calentd
lentamente la mezcla contenida en el matraz en un equipo macro Kjeldahl (combinado
destilacion y digestion) hasta el cese de desprendimiento de vapores. Se increment6 la
temperatura a 390 °C hasta la clarificacion de la mezcla. Posteriormente, la muestra se dejo
en ebullicién lenta por 1 hora y una vez terminada la digestion se dejé enfriar para luego
afiadir 100 ml de agua destilada. La mezcla se dejo reposar hasta que los solidos precipitaran

y el sobrenadante se decantdé a un matraz de destilacion. Los residuos solidos se lavaron
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cuatro veces con 50 ml de agua destilada y se transfirié el liquido de lavado al matraz de
destilacién donde se colocaron perlas de ebullicion. Por las paredes del matraz y con mucha
precaucion, se adicionaron 150 ml de NaOH 10N vy se procedio a destilar. EI producto de
destilacion (aproximadamente 150 ml) se recuperd en distintos matraces que contenian 50
ml de una solucién de acido borico con indicadores (verde bromocresol, rojo metilo y alcohol
etilico al 95%). El producto de la destilacién mezclado con los indicadores fue titulado con
H>SO4 0.001N. Un viraje en la coloracion de verde a rosa intenso correspondia al fin de la
titulacion. Se registro el volumen utilizado de la solucidn tituladora y se determiné el % de
N total mediante la siguiente formula:
(Vm —Vb)(N)(14)

N = a0

Donde:

Vm= Volumen de H2SO4 empleado en titular muestra
Vb= Volumen de H2SO4 empleado en titular el blanco
N= Normalidad del H2SO4

14= peso equivalente del N

10= Factor de conversion %

p= peso de la muestra en g

7.3.6 Andlisis de Fésforo (P) en suelo.
Para determinar el P total en el suelo bajo estudio, se realizé una mezcla mixta del suelo y se

mandd a analizar a un laboratorio privado (Quimical, S.A. de C.V.).

7.4 Concentracion de Pb en el suelo del sitio en estudio.
La concentracion de Pb en el suelo se obtuvo por espectrofotometria de absorcion atomica

(modelo 3100, Perkin Elmer) y fueron proporcionados por el grupo de trabajo de la Dra. M.
Socorro Romero Herndndez del Instituto de Ingenieria de la UABC. Se calcul6 el valor
promedio de los datos obtenidos (entre la zona donde se observé mayor contaminacion y la

zona donde se observé menor contaminacién).
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7.5 Aislamiento de microorganismos cultivables.
Para el aislamiento de microorganismos presentes en el suelo del sitio de estudio se

emplearon las técnicas microbioldgicas de diluciones seriadas y sembrado en placa por
extension con varilla. En condiciones de esterilidad, se pesaron 10 g de suelo y se adicionaron
a frascos estériles conteniendo 90 ml de agua destilada. La mezcla se agitd hasta
homogeneizar, se tom6 1ml de mezcla y se agregd a un tubo de ensaye estéril con 9 ml de
agua destilada, se mezclo vigorosamente y de esta mezcla se transfirio 1 ml a otro tubo de
ensaye conteniendo 9 ml de agua destilada. Esta operacion se efectud hasta obtener la
dilucion seriada adecuada (diluciones 10°a 10 para bacterias y 10° y 102 para levaduras y
hongos). Por duplicado, se sembraron por extension con varilla 100 pl de dilucidn; para
bacterias, sobre agar R2A contenido en placas Petri y para el caso de hongos sobre Agar Papa
Dextrosa (PDA) contenido en placas. Posteriormente, las placas inoculadas, fueron
incubadas a 35 °C hasta observar crecimiento microbiano en la superficie de placas (en
promedio de 1 a 6 dias). Se determiné el nimero de unidades formadoras de colonias (UFC)

por gramo de suelo mediante la siguiente formula:

(No. de colonias por placa)(factor de dilucién)

UFC/g =
/9 ml de la muestra sembrada

7.6 Escrutinio y seleccion de microorganismos aislados de las muestras de suelo.
Se obtuvo un gran nimero de microorganismos cultivables en los medios de cultivo R2A 'y

PDA, por lo que se realiz6 un tamizaje o escrutinio para descartar microorganismos que se
repitieran en las distintas muestras para lo cual se compararon las caracteristicas de

morfologia colonial y los resultados de la tincién de Gram.

7.6.1 Morfologia colonial.
De los microorganismos obtenidos con las técnicas descritas en el apartado anterior, de cada

placa y en condiciones de esterilidad, se seleccionaron las colonias diferenciales y se
sembraron por separado en medio R2A o PDA segln correspondiera. Se realizd la
descripcion de la morfologia colonial, por observacion y registro de caracteristicas (color,
forma, elevacion, borde, consistencia, etc.), y se les asigné una clave de identificacion. A los
microorganismos obtenidos en R2A se les asigné un nombre clave iniciando con la letra “P”

y un nimero (en mencion a la palabra punto de muestreo y el nimero del area de donde se

27



tomo la muestra), seguido por la letra “B” y su nimero correspondiente (en mencién a la
palabra “bacteria” y el nimero de aislado). A los microorganismos aislados en medio PDA
se les asigné un nombre clave se inicid con la letra “P” y su nimero correspondiente seguido
por la letra “M” y el numero correspondiente (en mencion a la palabra “microorganismo” y

el nimero de aislado).

7.6.2 Tincion Gram.
Como parte de la identificacion microscopica de las colonias diferenciales obtenidas, se

realizo tincion de Gram. Para esto, se realizaron frotis de las distintas colonias microbianas
obtenidas; Se afiadié una gota de agua destilada estéril en un portaobjetos, después se tomo
una asada de la colonia bacteriana, se esparcio la mezcla de colonia con agua a lo largo y
ancho del portaobjetos y se fijé por calor con a la flama de un mechero. Una vez obtenidos
los frotis, se afiadio cristal violeta durante 1 minuto cubriendo todo el porta objetos con el
reactivo, se enjuagod con agua corriente, se cubrié la muestra con Yodo Lugol por 1 minuto
y se enjuagd con agua corriente, posteriormente se afiadieron de 5 a 10 gotas de alcohol
acetona dejando esperar 30 segundos y se enjuagd con agua corriente, se cubrié la muestra
con safranina durante 45 segundos y se enjuag6 con agua corriente. Las muestras se dejaron
secar y se observaron al microscopio (Zeiss, Primo Star) con los objetivos de 40X y 100X.
Los microorganismos Gram negativos se tifien de un color rosado o rojo mientras que los
microorganismos Gram positivos se tifien de un color azul oscuro o violeta. Esta distincion
de color es debido a las diferencias en los componentes de las paredes celulares de los
microorganismos (Forbes, 2009). Se capturaron las imagenes correspondientes para su

documentaciéon y analisis.

7.7 Microorganismos tolerantes al Pb.
De los distintos microorganismos seleccionados, se realizaron precultivos. Para esto, se

inoculé por separado una asada de cada uno de los microorganismos diferenciales obtenidos
en 7 ml de medio LB (pH 7.5+0.2) contenidos en tubos de ensaye, el medio contenido en los
tubos ya inoculado, se incubd a 35 °C con agitacion oscilatoria de 100 rpm por 1 o 2 dias, se
separ0 el paquete celular por centrifugacidn a 4000 rpm por 15 min., se retir6 el sobrenadante
y se lavo el paquete celular dos veces con 7 ml de agua destilada estéril cada vez. Las células

fueron resuspendidas en 7 ml de agua destilada estéril y se midié la absorbancia a 600 nm
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con un espectrofotometro (SmartSpec Plus Spectophotometer, BIO-RAD) para determinar la
densidad dptica (DO). Basados en la curva de Mcfarland, se inocularon los cultivos
microbianos con valores de DO en el rango de (0.200 a 1.100) a una longitud de onda de 600
nm. Los cultivos microbianos con DO a partir de 1.150 fueron diluidos con agua destilada
estéril hasta obtener un valor de DO cercana a 1.00. Posteriormente, se tomaron 150 pl del
cultivo o dilucion (aproximadamente 1305.5x10% UFC/mI) y se inocularon 7ml de LB (pH
7.520.2) contenidos en tubos de ensaye estériles. Para cada aislado microbiano trabajado, se
inoculé un blanco (LB sin Pb) y por triplicado 7 ml de LB con Pb utilizando la sal
Pb(C2H302). en concentraciones de 500, 600, 700, 800, 900 y 1000 mg L en tubos de ensaye
estériles. Se prepard LB al 50% con una concentracion de 500 mg L de Pb. Al aumentar
la concentracion del metal se adiciond un 10% mas de LB vy asi evitar la precipitacion del
metal. Los cultivos se incubaron a 35 °C con agitacion oscilatoria de 120 rpm de 24 a 72
horas, segun el tiempo de crecimiento del microorganismo. Se contrasto el crecimiento de
los microorganismos en el blanco con el crecimiento obtenido en el medio con Pb y se midié
la absorbancia de los cultivos que presentaron crecimiento en el medio con Pb. Utilizando la

curva de Mcfarland se determind las UFC en cada cultivo en presencia de Pb.

7.8 Produccion de metabolitos secundarios.
7.8.1 Andlisis para bacterias fijadoras de Na.
Los aislados microbianos fijadores de N2 fueron identificados sembrandolos por triplicado

en 5 ml de medio malato sacarosa semisolido (Nautiyal, 1999) en condiciones de esterilidad.
Para esto, los aislados microbianos fueron preinoculados por separado en 7 ml de los medios
de cultivo LB y Soja tripticasa. Estos preindculos se incubaron a 35 °C con agitacion
oscilatoria de 120 rpm por 24 horas para la mayoria de las bacterias a excepcion de los
actinomicetos que requirieron de 48 a 72 horas para su crecimiento. Una vez obtenido el
crecimiento bacteriano se centrifugo, se retird el sobrenadante y las células bacterianas se
lavaron con 5 ml de agua destilada de dos a tres veces. Los microorganismos fueron
resuspendidos en agua destilada estéril con la ayuda de un vortex. Se tomaron 100 pl de las
suspensiones microbianas para inocular medio malato-sacarosa contenido en tubos de ensaye
y se cerrd con parafilm la tapa de los tubos; esto ayuda a evitar falsos positivos por efecto del

O2 del aire. Se incubd a 35 °C y en total oscuridad por 5 dias para posteriormente observar y
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registrar cambios en la coloracion del medio (viraje de azul a amarillo o verde claro), lo cual

indica metabolismo microbiano positivo para fijacion de Na.

7.8.2 Solubilizacién de Faésforo (P).
Se utiliz6 el medio de cultivo NBRIP por sus siglas en inglés “National Botanical Research

Institute’s Phosphate growth médium” (Nautiyal, 1999). Para preparar 1L de este medio se
adicionaron 109 de glucosa, 59 de Cas(POa4)2, 59 de MgCl2.6H-0, 0.25g de MgSO4.7H20,
0.2g de KCI, 0.1g de (NH4)2SO4 y 15¢g de agar bacterioldgico. En condiciones de esterilidad,
se vacio el medio en placas Petri y se dejo a prueba de esterilidad por 24 horas. Debido a
que los fosfatos se precipitan, con la ayuda de un horadador y en condiciones de esterilidad
se hicieron orificios de 60 mm de diametro en el medio y asi permitir que los
microorganismos solubilizadores de fosfatos accedieran a éstos. Una vez realizados los
orificios al medio de cultivo, se volvio a dejar a prueba de esterilidad durante 24 horas. Se
hicieron dos pocillos para cada microorganismo analizado ya que esta prueba fue realizada
por duplicado.

Se inocularon y cultivaron los microorganismos de interés por duplicado en 7 ml de medio
LB y Soja tripticasa pH=7.5 contenidos en tubos de ensaye estériles. Los indculos fueron
incubados a 35 °C con agitacion oscilatoria de 120 rpm por 24 horas a excepcion de los
actinomicetos que se incubaron de 48 a 72 horas. Los cultivos se centrifugaron a 4000 rpm
por 15 minutos y se retird el sobrenadante por decantacién; los microorganismos fueron
lavados dos veces con 5 ml de agua destilada estéril (se centrifugd durante este paso) y se
resuspendieron entre cada lavado. Se tomaron 80 pl de los cultivos y se introdujeron en los
pocillos realizados en el medio NBRIP contenido en placas. Las placas se cubrieron en su
totalidad con papel aluminio y se incubaron a 35°C por 15 dias. Los microorganismos
positivos a la prueba (solubilizadores de fosfatos) mostraron un halo transparente alrededor
de los pocillos (Figura 5), se midi6 el radio del halo con un vernier y se registraron los valores

colectados.
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Figura 5. Placa con medio NBRIP donde se indica actividad microbiana solubilizadora de
fosfatos por presencia de halo. Microorganismo positivo a la prueba por formacién de halo
(izquierda) y microorganismo negativo a la prueba (derecha).

7.8.3 Determinacion de la Auxina Acido Indolacético (AIA).
Para esta determinacion, se utilizé como indicador de produccion de auxinas el reactivo de

Salkowsky: 12g L de FeClsz en 7.9 M de H2SO4 (Glickmann y col., 1995). Se adicionaron 7
ml de medio King B en tubos de fondo conico de 15 ml marca Falcon. Los aislados
microbianos fueron sembrados por triplicado y se incubaron a 35 °C con agitacion oscilatoria
de 200 rpm de 48 a 72 horas, dependiendo de la velocidad de crecimiento del
microorganismo. Los tubos se centrifugaron a 4000 rpm por 15 minutos. 1ml de
sobrenadante se transfirio a un tubo de ensaye limpio donde se afiadié 1ml del reactivo de
Salkowsky y se agitd cuidadosamente para homogeneizar la muestra. Los tubos fueron
incubados en total oscuridad por 30 minutos. Por comparacion de un control negativo (1ml
de medio King B sin inocular afiadido con 1 ml de reactivo de Salkowsky) se identificaron
cambios de coloracién en el medio de cultivo inoculado con los distintos microorganismos.
Una coloracion rojiza indica positivo para la producciéon de auxinas. Se registraron los

resultados.

7.8.4 Determinacion de produccion de biosurfactantes en los aislados microbianos.
Para comprobar la produccion de biosurfactantes se utilizd el medio de cultivo MSM

(Mineral Salts Medium) glucosa 2% como unica fuente de carbono y energia. Este medio de
cultivo se basa en una solucion A que para 1L requiere: 2.5 g NaNOs, 0.4 g MgSQO4.7H20, 1
g NaCl, 1 g KCl, 0.05 g CaCl,.2H20 y 10 ml de H3POs. La solucion debe ajustarse a un
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pH=7.2 con pellets de KOH, y una solucién B que para 1L requiere: 0.5 g FeS04.7H.0, 1.5
g ZnS04.7H20, 1.5 g MnSO4.7H20, 0.56 g H3BO3, 0.42 g CoClz, 0.15 g CuS04.5H20 y 0.1
g NaMO204.2H20. Se debe afiadir 1 ml de solucion B a 1 L de solucién A. Se prepard un
stock de glucosa al 20 %. Las soluciones A y B se mezclan para su posterior esterilizacion
mientras que la solucién de glucosa debe afiadirse a la mezcla (A y B) después de haber sido
esterilizada. En condiciones de esterilidad, se colocaron 30 ml de medio MSM glucosa 2 %
en matraces estériles, se dejé a prueba de esterilidad por 24 horas para luego inocular el
medio contenido en los distintos matraces con los aislados microbianos. Para esto, se
hicieron preindculos (por duplicado) en 7 ml de medio LB contenido en tubos de ensaye, se
incubd a 35 °C con agitacion oscilatoria de 200 rpm durante 24 horas. Posteriormente, 200
ul de los preindculos se sembraron por duplicado en 30 ml de MSM glucosa 2 % contenidos
en matraces y se incubo bajo las condiciones antes mencionadas por 7 dias; en el caso de los
actinomicetos el tiempo de incubacion fue alrededor de 10 dias. Posteriormente, se tomaron
15 ml cada uno de los cultivos y se transfirieron de forma individual a tubos conicos de 15
ml estériles marca Falcon, se centrifugd a 4000 rpm. Los sobrenadantes se guardaron en tubos
de 15 ml estériles y se almacenaron a 4 °C para su posterior analisis. Para determinar si habia
produccién de biosurfactantes por los distintos aislados microbianos, se midio la tension
superficial (TS) de los sobrenadantes por el método del anillo de Du Notly con ayuda de un
tensiometro (CSC Scientific 70535 Tensiometer). Las distintas lecturas de TS se registraron
en (mN/m) y se contrastaron con un control negativo (medio MSM sin inocular). Las lecturas

de TS menores al control negativo son positivas a la produccion de biosurfactantes.

7.8.5 Prueba de Indice de Emulsificacion (IE) 24.

Se analizo la capacidad de los caldos microbianos (sobrenadantes de los cultivos) para formar
emulsiones estables mediante la prueba del indice de emulsificacion (IE) a las 24 horas de
acuerdo a Cooper y col., (1987). Se colocaron 7 ml del medio MSM glucosa 2% en tubos
estériles. Todas las pruebas fueron realizadas por triplicado. Se propagaron los aislados
microbianos en placas de R2A y PDA para obtener indculos jovenes. Posteriormente, los
microorganismos fueron sembrados por triplicado en 7 ml de LB contenidos en tubos de
ensaye y se incubaron a 35 °C con agitacion oscilatoria de 120 rpm por 24 horas. Estos

cultivos se utilizaron como preinoculos para el medio MSM glucosa 2% contenido en tubos

32



de ensaye. Se incubo en las condiciones ya mencionadas de temperatura y agitacion por 5
dias. En el caso de los actinomicetos el tiempo de incubacion fue de 15 dias debido a que su
crecimiento era mas lento. Los cultivos microbianos en MSM glucosa 2%, después de su
tiempo de incubacion, se transfirieron a tubos conicos estériles marca Falcon y se centrifugo
a 4000 rpm por 30 minutos. Se tomaron 2 ml de los sobrenadantes y se afiadieron por
separado a tubos de ensayo estéril, después se afiadieron 3 ml de diésel y se agitaron en vortex
por 2 minutos. Las muestras de sobrenadante con diésel se dejaron reposar en posicion
vertical durante 24 horas (Figura 6) a temperatura ambiente. El IE24 se calcul6 dividiendo la
altura de la capa emulsificada entre la altura total de las fases (acuosa y no acuosa) y

multiplicada por 100. Los datos fueron registrados para su posterior analisis.

Figura 6. Prueba negativa (izquierda) y prueba positiva (derecha) al IE24.

7.9. Actividad biocida de hongos.
Se inocularon 50 ml de medio PDB (Potato Dextrose Broth) contenido en matraces

Erlenmeyer de 125 ml, los distintos aislados fungicos obtenidos en el presente trabajo de
investigacion. Para ello, con ayuda de un sacabocados estéril se tomé un fragmento de cada
hongo obtenido y se colocaron en el medio antes mencionado en condiciones de esterilidad,
se incubacion a 35 °C con agitacién oscilatoria de 100 rpm de 25 a 30 dias. Se recupero el
sobrenadante de los distintos cultivos fungicos por filtracion con vacio y se almacenaron los

distintos sobrenadantes a 4 °C para su posterior utilizacion.

En placas con agar Mueller Hinton se inocularon, por extension con varilla y por triplicado,
100 pl de cultivo de Escherichia coli, posteriormente se embebieron discos de papel filtro
estériles, de 60 mm de didmetro, en los distintos sobrenadantes flngicos y se colocaron sobre

las placas ya inoculadas. Se incubaron las placas a 35 °C por 24 a 48 horas. La presencia de
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un halo transparente alrededor de los discos de papel indican que la prueba es positiva a la
actividad biocida contra E. coli. En caso de la presencia del halo transparente alrededor de
los discos de papel se toma la medida del halo (radio o diametro) con un vernier.

7.10 Andlisis estadisticos.
Se realizaron analisis estadisticos de los resultados de tolerancia microbiana a diferentes

concentraciones de Pb empleando el método de t-student con un nivel de significancia a=0.05
entre el crecimiento (UFC mlI?) de los microorganismos en presencia y ausencia de Pb (ver
tablas en anexos) utilizando el programa MINITAB. Para los datos con una diferencia
significativa entre el crecimiento microbiano en presencia y ausencia de Pb se utilizo el

Cesk

simbolo y para el crecimiento microbiano que no present6 diferencia estadisticamente

significativa se utilizaron las iniciales “NS”.
7.11 Conservacion de los aislados microbianos.
Cada microorganismo aislado fue conservado en glicerol. En condiciones de esterilidad, se
tomd una asada de cada uno de los distintos microorganismo trabajados y se inocularon por
separado 6 ml de caldo de cultivo contenidos en tubos de ensaye, posteriormente los caldos
inoculados se incubaron a 35 °C con una agitacion oscilatoria de 100 rpm de 24 a 72 horas,
segun el tipo de microorganismo. Se tomaron 50 pl de cada cultivo y se depositaron por
separado en microtubos estériles de 2 ml marca Eppendorff, posteriormente se afiadieron 50
ul de glicerol al 30% a cada tubo conteniendo los cultivos. Se agité suavemente y se
almacenaron y conservaron a -20 °C. Los medios de cultivo utilizados para la conservacién
de los microorganismos fueron caldos Luria Bertani (LB) para bacterias y PDB (Potato
Dextrose Broth) y PYD (Peptone Yeast Dextrose) para levaduras y hongos.

8. RESULTADOS
8.1 Caracteristicas fisicoquimicas del suelo.

8.1.1 Textura.
En la tabla 4 se muestran los resultados del analisis de textura del suelo bajo estudio; puede

observarse que la textura predominante fue la arenosa. Los suelos con textura arenosa se
caracterizan por contener una permeabilidad al agua elevada por lo que retienen muy poca
humedad en comparacién con los suelos arcillosos. La arena puede proporcionar un buen
dren al suelo facilitando los cultivos sin embargo, también tienden a secarse facilmente y a
perder nutrientes por lixiviacion (Gliessman, 2002). Por el contrario, los suelos con textura

arcillosa, como el encontrado en el punto de muestreo P15, se caracterizan por una mayor
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retencion de agua y nutrientes, favoreciendo asi la produccion de biomasa y por lo tanto el
contenido de materia organica (MO). El suelo franco, considerado ideal para cultivos en
campo, contienen una mezcla equilibrada entre arena, limo y arcilla; lo que permite una

buena permeabilidad y retencion del agua y nutrientes.

Tabla 4. Tipos de textura del suelo analizado (método del hidrémetro de Bouyoucos).

Clave % de % Arcilla Total | % Limo Tipo de suelo
Muestra Arenas

P12 66.76 28.24 5 Arcilloarenoso
P13 94.2 4 1.8 Arenoso

P14 94.2 3 2 Arenoso

P15 1.48 75.52 23 Arcilloso

P16 95.2 4.2 0.6 Arenoso

P17 68.6 22.52 8.88 Francoarenoso

8.1.2 pH del suelo en estudio.
El suelo en estudio tiene un pH moderadamente alcalino. EI promedio (pH 8.3), de los datos

de pH se establecié para emular las condiciones de cultivo de los aislados microbianos en el
laboratorio. Los valores de pH obtenido a las dos distintas profundidades de suelo, de los
puntos de muestreo seleccionados en el sitio, son muy similares (Tabla 4); las muestras de
suelo tomadas de 0 a 15 cm de profundidad mostraron un rango de pH entre 7.96 y 8.94
mientras que las muestras de suelo tomadas de 15 a 30 cm de profundidad mostraron un
rango de pH de 7.94 a 8.21. Los valores de pH mas elevados: 8.94 y 8.84 a profundidad de
0 a 15 cm y profundidad de 15 a 30 cm respectivamente, se encontraron en el punto de
muestreo 13, y los valores de pH maés bajos: 7.96 a profundidad de 0 a 15 cm y pH 7.94 a
una profundidad de 15 a 30 cm, en los punto de muestreo 16 y 15 respectivamente.

Los valores de pH encontrados pueden estar directamente relacionados con el tipo de rocas
y materiales presentes en el sitio, deberse a la falta de lluvias (pues el sitio esta en una zona
arida). Ademas, tratdndose de un suelo impactado por metales pesados, el pH es un factor
preponderante a considerar para la movilidad y biodisponibilidad de éstos. La mayoria de los
metales, entre ellos el Pb, tienden a estar mas disponibles a pH acido, con excepcion del As,

Mo, Se y Cr, que estan mas disponibles a pH alcalino (Kabata, 2000 en Prieto y col., 2009).
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McGrath y col. (2000) encontraron que la biodisponibilidad del Pb es mayor durante los

primeros tres afios siguientes a la aplicacion de materia organica en el suelo impactado por

dicho metal, seguida por una mas baja pero sostenida biodisponibilidad.

Tabla 5. Caracteristicas fisicoquimicas de muestras de suelo en estudio (nimero de muestra

n=3).

Muestra CE Nitrégenos| Fosforo

(profundidad | %MO ms/em pH Totales P20s
en cm) Kg/Ha

P12 0-15 0.6310+.04| 3.3633+.09| 8.49+.00(0.0016+.00| 219.2

P12 15-30 1.3491+.07| 7.5200+.04| 8.21+.01]0.0337+.00

P13 0-15 1.1962+.37| 1.2463+.00| 8.94+.00|0.0047+.00

P13 15-30 1.2015+.33| 1.5620+.00| 8.84+.00|0.0056+.00

P14 0-15 1.2229+.14| 9.3266+.17| 8.02+.03]0.0322+.00

P14 15-30 2.2735+.15| 8.5133+.15| 7.95+.010.0439+.00

P15 0-15 4.8436+.18| 12.5200+.18| 8.01+.02[0.2119+.00

P15 15-30 6.2851+.09 | 12.4266+.17| 7.94+.000.2189+.00

P16 0-15 4.6780+.21| 10.1133+.03| 7.96+.02 | 0.1400+.00

P16 15-30 5.2939+.51( 10.7200+.11| 7.95+.01(0.1274+.00

P17 0-15 2.6149+.21| 2.0696+.07| 8.25+.00 |0.0403+.00

P17 15-30 0.6057+.00| 2.1313+.00| 8.80+.010.0182+.00

8.1.3 Porcentaje de Materia Organica (%0MO).
Los suelos aridos, como el utilizado en la presente investigacion, se caracterizan por su bajo

contenido de materia organica (MO). Sin embargo, los resultados de %MO, en los dos
perfiles de suelo trabajados (Tabla 5), van desde 0.60 %MO hasta 6.28 %MO, lo cual puede
deberse a la sustitucion de suelo contaminado por suelo agricola en algunos puntos del sitio
de estudio. El suelo de los puntos P15 y P16 presentd mayor %MO seguido de los puntos
P17, P14, P13y P12 (Figura 3).

La determinacion de %MO en suelos es importante ya que el contenido de MO es critico para
controlar la solubilidad de los metales, experimentalmente hablando, la adsorcion de los
suelos algunas veces no revela la fuerte correlacion entre el contenido de MO y la solubilidad
o0 capacidad de absorcion del metal. Esto es por varias razones, primero debido a que el pH

controla la variacion de la complejizacion del metal por materia organica, no existe una forma
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satisfactoria para desacoplar la variable pH del % MO asi que el efecto de estas dos variables

en la absorcion del metal puede determinarse por separado.

8.1.4 Conductividad Eléctrica (CE).

Como se indica en la seccidn de materiales y métodos, para cada muestra de suelo se hicieron
por triplicado las mediciones de CE para luego promediarlas. Con este pardmetro se
determind indirectamente la presencia de sales en el suelo; el suelo del punto de muestreo
13(P13) (0 a 15 cm de profundidad) mostré una CE promedio de 1.24 mS/cm (la mas baja
de los puntos de muestreo), indicando se trata de un suelo ligeramente salino (1.1 a 2.0
mS/cm), mientras que para el suelo del punto de muestreo 15 (P15) a la misma profundidad,
se obtuvo el valor promedio mas alto de CE (12.52 mS/cm), indicando un suelo altamente
salino (rangos de 8.1 a 16 mS/cm) (Tabla 5). Esta variacién de CE puede deberse en gran

medida a la adicién de suelo agricola en el sitio de estudio.

8.1.5 Nitrogeno (N) total.

De acuerdo a laNOM-021-RECNAT-2000, el N2 total es muy bajo en los puntos de muestreo
P12 0-15, P12 15-30, P13 0-15, P14 0-15, P14 15-30, P17 0-15 y P17 15 (<0.05) (Tabla 5).
Mientras que el N total para P13 15-30 fue bajo (0.05-0.10), valor de N2 total medio (0.10-
0.15) en los puntos P16 0-15, P16 15-30 y N> total alto (0.15-0.25) en P15 0-15 y P15 15-30.
Estos niveles de variacion en el suelo pueden deberse a la adicidn de suelo agricola en el sitio

de estudio.

8.2 Microorganismos cultivables.
En las figuras 7 y 8 se observa la cantidad de células microbianas obtenidas de la siembra en

R2A de las muestras de suelo del sitio en estudio. Se encontraron bacterias, hongos, posibles
levaduras y actinomicetos. EI mayor contenido de microorganismos cultivables de las
muestras de suelo correspondi6 a P17 15-30 cm y P12 0-15 cm, el sitio mas contaminado y
uno de los menos contaminados respectivamente. No se obtuvo crecimiento microbiano de

la siembra de las muestras de suelo P13 15-30 cm (Figura 7).
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Figura 7. UFC para bacterias y algunos actinomicetos en placas Petri con agar R2A.

En la figura 8 los puntos 12 y 15 destacaron en cuanto al crecimiento de microorganismos.
También se obtuvo que el punto 17 de 15-30 cm de profundidad fue el mas destacado en
cuanto a crecimiento de microorganismos, lo cual fue de suma importancia, ya que se observo

durante el muestreo del sitio, que el punto 17 es uno de los puntos méas contaminados.
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Figura 8. UFC para Levaduras y algunas bacterias y actinomicetos en placas Petri con
PDA.
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En la figura 9 se observa la cantidad de UFC flngicas obtenidas de la siembra de las muestras
de los diferentes puntos. Las muestras con mayor cantidad de microorganismos fueron las
correspondientes a P16 15-30 cm y P17 0-15 cm. No se encontrd crecimiento microbiano
para las muestras de P13 0-15 cm, P14 0-15 y 15-30 cm, P15 0-15 y 15-30 cm por lo que no

se incluyeron en la gréafica de la figura 9.
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Figura 9. Crecimiento de UFC para Hongos.

8.3 Seleccion de microorganismos.
Se obtuvieron alrededor de 78 aislados microbianos en medio R2A. En la tabla 6 se indican

los grupos microbianos en los que se clasificaron los aislados similares o parecidos segun su
morfologia colonial y celular asi como los resultados de tincion Gram. Se selecciond un

aislado microbiano por cada grupo generado.

Tabla 6. Agrupacion de aislados bacterianos con caracteristicas similares.

Grupos Microorganismos similares Microorganismo
seleccionado

1 P15B6, P14B7, P14B10, P14B5
P14B15, P14B14, P14B4,
P14B8

2 P12B4, P16B5 P12B4

3 P12B3, P16B17 P12B3

4 P16B1, P16B4 P16B1

5 P13B1, P13B2, P13B3, P13B4, P14B9
P14B9, P14B16
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6 P13B5, P13B8 P13B5
7 P13B7, P14B16, P17B6, P17B6
P15B15, P15B3, P15B16
8 P14B3, P17B4 P17B4
9 P14B9, P16B12, P16B15 P14B9
10 P15B10, P16B11 P15B10
11 P15B1, P15B2, P15B3, P16B13 P15B2
12 P15B4, P15B16 P15B4
13 P16B17, P16B19 P16B19
14 P15B5, P15B7 P15B5
15 P16B1, P16B4 P16B1
16 P15B14, P16B12 P15B14
17 P16B3, P17B5 P17B5
18 P16B18, P16B20 P16B18
19 P17B3, P17B9 P17B3

Para el caso de los aislados fungicos, se realizé el mismo criterio de seleccion empleado para

las bacterias, se consideré morfologia celular y coloracion para agruparlos (Tabla 7).

Tabla 7. Agrupacion de aislados microbianos con caracteristicas similares.

Grupo Microorganismos iguales Microorganismo
seleccionado
1 P12MS5, P12M6, P12M10, P17M38
P12M12, P12M13, P12M17,
P12M19, P12M19, P12M20,
P12M24, P12M25, P13M1,
P13M4, P13MS8, P13M9,
P13M10, Pl14M2, P14Ms3,
P14M5, P14M8, P14M10,
P15M1, P15M3, P15M4,
P15M6, P15M9, P15M10,
P15M11, P15M12, P15M13,
P15M15, P15M18, P15M22,
P16M17, P16M18, P16M19,
P16M29, P16M31, P17M27,
P17M34, P17M36, P17M38
2 P14M14, P14M15, P15M8, P14M14
P15M20, P15M24, P15M25,
P15M26, P15M27, P15M28,
P15M29, P15M30, P16Ms3,
P16M4,
3 P14M16, P16M14, P14M16
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4 P17M18, P17M19, P17TM21 P17M18
5 P12M7, P14M9, P14M12, P14M9
P14M13, P14M17, P15M23,
P16M5, P16M9, P16M11,
P16M13, P16M28,
6 P12M8, P12M14, P12M18, P14M6
P12M21, P12M27, P13M3,
P13MS5, P14M6, P14M7,
P14M11, P15M17, P16M26,
P16M32
7 P12M9, P13M2, P13M14, P17M37
P16M34, P17M37
8 P16M16, P16M21 P16M21
9 P16M6, P16M15 P16M6
10 P12M16, P12M26. P12M16
11 P13M12, P17M14, P17M16, P17M14
P17M22, P17TM25
12 P15M2, P17M20 P17M20
13 P13M11, P17M4 P17M4
14 P12M4, P16M22 P12M4
15 P16M1, P16M24 P16M24
16 P17M1, P17M32 P17M1

8.4 Seleccidén de microorganismos para pruebas de tolerancia al Pb y produccion de

metabolitos secundarios.

Para el analisis de tolerancia a Pb, los microorganismos aislados se inocularon en el medio

seleccionado (LB sin Pb) ya que en éste no precipitd el Pb a concentraciones por arriba de

500 mg L. Los aislados microbianos que crecieron en LB se utilizaron para determinar su

tolerancia a Pb asi como evaluar su capacidad para producir metabolitos secundarios (Tabla

8).

Tala 8. Total de microorganismos seleccionados para el andlisis de tolerancia al Pb y

produccién de metabolitos secundarios.

Puntos de muestreo (0-15y 15-30 cm) Microorganismos seleccionados

P12 P12B1, P12B2, P12B4, P12B5, P12B6,
P12M11, P12M16

P13 P13M6, P13M7
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P14

P14B5, P14B9, P14B13, P14B15, P14B17,
P14M6, P14M9, P14M14, P14M16,
P14M18, P14M19

P15

P15B2, P15B11, P15B12, P15B14, P15M5,
P15M7, P15M14, P15M16, P15M19,
P15M21

P16

P16B1, P16B7, P16B8, P16B10, P16B14,
P16B16, P16B18, P16B19, P16B21,
P16B23, P16M7, P16M10, P16MZ21,
P16M34

P17

P17B2, P17B3, P17B4, P17B6, P17B7,
P17B8, P17M6, P17M14, P17M18,
P17M37

8.5 Caracteristicas microbioldgicas de los aislados.
En latabla 9 se muestran las caracteristicas morfologicas de los aislados microbianos en R2A

y su morfologia celular y tincién Gram.

De los 53 aislados trabajados El 75.47% fueron Gram — mientras que el 20.75% corresponden

a células Gram + (Tablas 9 y 10).

Tabla 9. Morfologia colonial bacteriana para los aislados en placas R2A.

Microorganismo
P12B1

P12B4

Foto del aislado

Tincion de Gram Morfologia

& Forma

Circular
Elevacion
Planoconvexa
Margen
o Ondulado con
Actinomicetos  consistencia dura
Gram (+) Color

100x Crema con blanco

en el medio

Forma

Irregular
Elevacion
Elevada

Margen

Dentado con
consistencia
pastosa

Color

Cocos Gram (-)
40x
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P12B5

P12B6

P14B5

P14B9

Cocos Gram (-)

100x

Amarillo-crema
semi opaco

Forma

Irregular
Elevacion
Convexa

Margen
Ondulado con
consistencia
gomosa

Color

Amarillo semi
transparente

Cocos Gram (-)

Actinomicetos

40x

Forma

Irregular
Elevacion

Plana

Margen
Ondulado con
consistencia
pastosa

Color

Blanco opaco

Forma: Circular
Elevacion:
Convexa
Margen: Elevado
con consistencia
suave

Gram (+) Color: Crema con
100x blanco

» '."“@‘{' -_.l':'.$ * ?_

Co

(]

bs‘éram (i-')_ '
100x

- Forma: Irregular

Elevacion: Plana
Margen:
Ondulado con
consistencia

~ pastosa

Color: Blanco-
crema
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P14B13

P14B17

P15B2

& AT,
Cocos Gram (-)
100x

Forma:
Puntiforme
Elevacion:
Convexa
Margen: Entero
con consistencia
gomosa

Color: Blanco

Actinomicets
Gram (+)

Forma: Circular
Elevacion: Plana
Margen: Entero
con consistencia
semi dura

Color: Crema
semi transparente

100x |

Cocos Ga )
100x

Forma: Irregular
Elevacion:
Planoconvexa
Margen:
Lobulado con
consistencia
pastosa

Color: Crema

P15B11

7w N Forma: Irregular

hs‘_'w*“?‘--'
4"" \" ({\‘/
'E 'W ~.—}}5
Bacﬂos Gram (-)
100x

Elevacion: Plana
Margen:

Ondulado con
consistencia
pastosa

Color: Crema
semi transparente

P15B12

§ ol
- 3

A Coéos Gram O]
40x

" Forma: Circular
" Elevacion:
- Pluvinada

Margen: Entero
con consistencia
gomosa

Color: Amarillo
semi transparente
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P15B14 Forma: Circular
Elevacion:
Elevada
Margen: Entero
con consistencia
pastosa

Color:  Blanco-

crema

Cocos Gram (-)

P16B1 Forma: Circular
Elevacion:
Convexa

Margen: Entero
con consistencia
gomosa

Color: Amarillo

40x

P16B7 . &‘mwu

i "’:"2;’4 Elevacion:

‘ 7&/\« ‘,_d - Convexa

75 ‘.f:rf;j.r".’_\. Margen: ~Entero

. 1 . ~. con consistencia

i ~ 5 ' . gomosa

Cocos Gram (-)  Color: Blanco
40x

- Forma: Circular
4

P16B8 Geoele |« Forma:
- . Puntiforme

N Elevacion:
.- . Convexa
. Margen: Entero
con consistencia
40X gomosa

Color: Crema

P16B10 Forma: Circular
Elevacion:
Planoconvexa
Margen:
Ondulado

con consistencia
semi dura

Color: Amarillo-

naranja

Cocos Gram (-)
100x
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P16B14

P16B16

P16B18

P16B19

P16B21

Forma:

A Puntiforme

 Elevacion: Plana
- Margen: Entero

con consistencia

~ pastosa

0x

£

" Cocos Gram )

40x

Cocos Gram (-)
40x

Cocos Gram (-)
40x

Cocos Gram (-)
40x

Color: Crema
semi transparente

* Forma: Circular

Elevacion:

. Convexa

Margen: Entero
con consistencia
gomosa

Color: Blanco

Forma: Circular
Elevacion:
Planoconvexa
Margen: Entero
con consistencia
gomosa

Color: Amarillo-
crema con bordes
semi transparentes

Forma: Irregular
Elevacion: Plana
Margen:
Ondulado

con consistencia
pastosa

Color:  Blanco-
crema

Forma:
Puntiforme
Elevacion:
Planoconvexa
Margen:
Ondulado

con consistencia
pastosa

Color: Blanco
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P16B23

Cocos Gram (-)
40x

Forma: Circular
Elevacion:
Convexa

Margen:
Ondulado con
consistencia
gomosa

Color: Amarillo
semi transparente

P17B2

P17B3

_’C'focos Gram (-)
40x

Forma: Circular
Elevacion:
Pluvinada
Margen: Entero
con consistencia
gomosa

Color: Blanco

Form: Circular
Elevacion:
Convexa
Margen: Entero
con consistencia
pastosa

" Color: Rosado-

naranja

P17B4

v ¥
’ o

-

Cocos Gram (;) N
100x

Forma: Irregular
Elevacion: Plana
Margen:
Ondulado con
consistencia
gomosa

Color:
Transparente

P17B6

" Cocos Gram ()

100x

Forma: circular
Elevacion: Plana
Margen: Entero
con consistencia
gomosa

Color:
Transparente
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Forma: Circular
Elevacion:
Convexa
Margen: Entero
con consistencia
pastosa

Color: Rosa

P17B7

Forma: Circular
Elevacion: Plana
Margen: Entero
con consistencia
pastosa

Color: Amarillo

P17B8

Cocos Gram (-
40x

Tabla 10. Morfologia caracteristica de los aislados microbianos en medio PDA. P= punto de

muestreo, M= nimero de microorganismo.

Microorganismo Foto aislado Tincién de Gram o vista al Morfologia
microscopio (para
hongos)
P12M11 N T4 Forma: circular
4. . Superficie: elevada
o ‘g\ RV R Consistencia: suave
i '%' “ . Margen: entero
: P - X Color: amarillo con café
y WP ek

% ('E
gE %
»

'Actinomicegds Gram (+)
40x

Forma: circular
Superficie: elevada
Consistencia: dura
Margen: entero
Color: transparente

P12M16

Cocos Gram (-)
PH=2, 100x
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P13M6

P13M7

Forma: circular
Superficie: plana
Consistencia: suave
Margen: entero
Color: amarillo

P14M6

Forma: circular
Superficie: elevada
Consistencia: suave
Margen: entero
Color: blanco

P14M9

Cocos Gram ( )
100x

Forma: circular
Superficie: plana
Consistencia: gomosa
Margen: entero

Color: blanco-crema

P14M14

Cocos Gram (-)
40x

Nota: extremadamente

pequenos

Forma: puntiforme
Superficie: plana
Consistencia: suave
Margen: ondulado

Color: blanco-crema semi
transparente

R '~’ 0¥
i, \
f v.

g ?f'
y f'
<
Co::os Gram (-)
40x

gw@, y

Forma: circular

Superficie: plana
Consistencia: suave
Margen: entero

Color: blanco con bordes
blancos semi transparentes
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P14M16 Forma: irregular
Superficie: plana
Consistencia: suave
Margen: ondulado
Color: blanco con bordes
: blancos semi transparentes
Bacnos Gram (+)
40x
P14M18 - Forma: circular
Superficie: Plana
Consistencia: suave
Margen: entero
Color: amarillo
Actinomicetos Gram (+)
40x
P14M19 Forma: irregular
Superficie: Plana
Consistencia: suave
Margen: entero
Color: blanco-crema
Cocos Gram (-)
100x
P15M5 T J "R E Forma: irregular
i SRR Ty Ty Superficie: elevada
§ kin#%v""; | Consistencia: gomosa
e a7 X : Margen: entero
‘,,, ,_.@' . } Color: transparente
- S T A
Cocos Gram (-)
40x
P15M7 Forma: pusiforme
Superficie: Plana
Consistencia: gomosa
Margen: ondulado
Color: transparente
Cocos Gram (+)
40x
P15M14 Forma: circular

Superficie: Plana
Consistencia: semi dura
Margen: entero

Color: semi transparente

Cocos Gram (-)
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Forma: circular
Superficie: plana
Consistencia: suave
Margen: entero
Color: blanco

Forma: circular

Superficie: planoconvexa
Consistencia: gomosa
Margen: entero

Color: crema con bordes
transparentes

Forma: circular

Superficie: plana
Consistencia: suave
Margen: entero

Color: blanco-crema con
bordes semi transparentes

Forma: circular

Superficie: plana
Consistencia: suave
Margen: entero

Color: blanco al centro con
bordes blancos semi
transparentes

Forma: circular
Superficie: plana
Consistencia: gomosa
Margen: entero

Color: transparente

P15M16 .
Cocos Gram ()
100x
P15M19
Cocos Gram (-)
40x
P15M21
Cocos Gram (-)
40x
P16M7
Cocos Gram (+)
40x
P16M10 | e RN
s
e ,'." Aot
| I .‘-_ o' -b
1 :\'}_‘f vl ‘A
Bacilos Gram (-)
100x
P16M21

Levaduras

40x

Forma: circular

Superficie: pluvinada
Consistencia: gomosa
Margen: entero

Color: rosa; se vuelve mas
pigmentada al madurar
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P16M34

Actinomicetos Gram (+)
100x

P17M6

Forma: puntiforme
Superficie: plana
Consistencia: suave
Margen: entero
Color: crema

Levaduras

P17M14

Forma: circular
Superficie: elevada
Consistencia: gomosa
Margen: entero

Color: blanco

40x

-
.

Cocbs Grarh )

P17M17

Forma: irregular
Superficie: planoconvexa
Consistencia: gomosa
Margen: ondulado

Color: blanco con bordes
blancos mate

100x

Cos Gram (-)
40x

P17M18

Forma: circular
Superficie: elevada
Consistencia: gomosa
Margen: entero

Color: blanco

-

. ! .‘\".,.'.'
A, AN

MY
. ] INeeR
Bacilos Gram (+)
100x

P17M33

Forma: circular

Superficie: plana
Consistencia: gomosa
Margen: ondulado

Color: crema semi
transparente

Cocos Gram (-)

40x

Forma: circular
Superficie: plana
Consistencia: suave
Margen: entero
Color: blanco
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P17M37 | = ; = Forma: puntiforme

R o Superficie: elevada

f \ T . .
AN Consistencia: suave

- 2% Margen: entero

./,' 2 53 -\ e Color: blanco

4 .
| . k’“ ."».- L
Actinomicetos Gram (+)
40x

8.6 Resultado de microorganismos tolerantes al Pb
Los 53 microorganismos trabajados presentaron crecimiento en el medio Luria Bertani (LB),

ademas este medio no mostro problemas de precipitacion al adicionar Pb(C2H30.)2 a las
siguientes concentraciones: 500, 600, 700, 800, 900 y 1000 mg L*, por lo que fue
seleccionado para las pruebas de tolerancia microbiana a Pb. Para la preparacion de este
medio, se ajustd el pH a 7.5 ya que éste fue el mas cercano al detectado en el suelo en estudio
(pH 8.3) que no afectd la solubilidad de la sal de Pb utilizada; por arriba de este valor de pH

el Pb se precipitaba en el medio de cultivo.

El 73.58% de los aislados microbianos ensayados mostraron crecimiento en el medio LB
suplementado con Pb a una concentracion de 500 mg L™ (Tabla 11). Dicha concentracion
estd por arriba del limite permisible segun la Norma Oficial Mexicana NOM-147-
SEMARNAT/SSA1-2004 que indica un maximo de 400 mg Kg* de Pb en suelo para uso
agricola, residencial o comercial. En la tabla 11 se observa que la concentracion minima
inhibitoria (CMI) de Pb para los aislados P12B5, P12B6, P15B11, P16B10, P16B18,
P16B19, P16B21, P16B23, P17B4, P12M22, P14M18, P16M34 y P17M6 fue de 500 mg L-
! Los aislados P12M22 y P17M37 no mostraron crecimiento en el medio LB (Tabla 11) lo
cual puede deberse a que los nutrientes presentes en dicho medio y/o las condiciones de
cultivo y manipulacion utilizadas no fueron las adecuadas para el crecimiento y desarrollo de

estos dos aislados.
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Tabla 11. Tolerancia de los aislados microbianos al Pb a [500 mg L™].

Clave Numero de células Tolerancia
identificacion (UFC ml?) al Pb
microorganismo Inicial Final
Sin Pb Con Pb

P12B1 3.95E+08 7.91E+08 4.34E+08 +
P12B4 1.03E+09 1.94E+09 2.02E+09 +
P12B5 1.08E+09 2.01E+09 - -
P12B6 1.05E+09 1.84E+09 - -
P14B5 3.51E+08 9.47E+08 4.28E+08 +
P14B9 1.19E+09 3.91E+09 4.34E+09 +
P14B13 1.38E+09 4.00E+09 4. 47E+09 +
P14B17 1.12E+09 1.22E+09 4,73E+08 +
P15B2 1.15E+09 2.40E+09 2.52E+09 +
P15B11 5.16E+08 1.46E+09 - -
P15B12 1.22E+09 1.08E+09 1.08E+09 +
P15B14 1.22E+09 2.75E+09 2.31E+09 +
P16B1 1.34E+09 3.74E+09 3.75E+09 +
P16B7 1.17E+09 3.11E+09 2.80E+09 +
P16B8 5.54E+08 3.75E+09 1.13E+08 +
P16B10 6.82E+08 1.95E+09 - -
P16B14 1.49E+09 3.96E+09 1.33E+09 +
P16B16 1.36E+09 3.26E+09 6.31E+08 +
P16B18 3.59E+08 1.24E+09 - -
P16B19 6.43E+08 1.58E+09 - -
P16B21 9.70E+08 1.93E+09 - -
P16B23 1.43E+09 3.07E+09 - -
P17B2 1.33E+09 4.22E+09 1.49E+09 +
P17B3 3.56E+08 4 59E+08 6.51E+08 +
P17B4 1.13E+09 1.46E+09 - -
P17B6 9.38E+08 2.16E+09 1.65E+09 +
P17B7 4.17E+08 4 55E+08 4.64E+08 +
P17B8 7.67E+08 1.972E+09 5.59E+08 +
P12M11 5.20E+08 1.579E+09 1.10E+09 +
P12M16 1.21E+09 2.06E+09 2.16E+09 +
P12M22 0 - - -
P13M6 1.11E+09 3.93E+09 1.89E+09 +
P13M7 1.29E+09 3.65E+09 1.91E+09 +
P14M6 6.85E+08 2.31E+09 2.20E+09 +
P14M9 1.20E+09 2.68E+09 2.51E+09 +
P14M14 8.39E+08 2.099E+09 2.47E+09 +
P14M16 1.13E+09 2.06E+09 1.78E+09 +

54




P14M18 4.05E+08 9.80E+08 - -
P14M19 1.31E+09 2.22E+09 1.31E+09 +
P15M5 1.06E+09 2.22E+09 1.96E+09 +
P15M7 1.67E+09 3.66E+09 2.07E+09 +
P15M14 1.39E+09 2.03E+09 1.91E+09 +
P15M16 1.46E+09 2.10E+09 1.40E+09 +
P15M19 1.58E+09 3.10E+09 2.45E+09 +
P15M21 9.96+08 2.06E+09 2.14E+09 +
P16M7 5.70E+08 1.92E+09 1.96E+09 +
P16M10 1.32E+09 2.58E+09 2.95E+09 +
P16M21 1.32E+09 2.63E+09 1.91E+09 +
P16M34 4.81E+08 1.14E+09 - -
P17M6 9.34E+08 1.77E+09 - -
P17/M14 1.30E+09 2.06E+09 1.49E+09 +
P17M18 1.24E+09 2.80E+09 6.64E+08 +
P17M37 0 - - -

58.49% de los microorganismos trabajados fueron tolerantes a una concentracion de Pb de

600 mg L en medio LB (Tabla 12) bajo las condiciones de cultivo utilizadas.

Tabla 12. Tolerancia de los aislados microbianos al Pb a [600 mg L™].

Clave Numero de células Tolerancia
identificacion (UFC ml?) al Pb
microorganismo Inicial Final
Sin Pb Con Pb

P12B1 7.60E+08 1.19E+09 3.68E+08 +
P12B4 1.06E+09 2.10E+09 - -
P14B5 1.09E+09 1.09E+09 6.44E+08 +
P14B9 1.29E+09 4.29E+09 4.48E+09 +
P14B13 1.44E+09 4.19E+09 4.24E+09 +
P14B17 9.55E+08 1.04E+09 - -
P15B2 9.73E+08 2.05E+09 2.01E+09 +
P15B12 7.63E+08 9.73E+08 3.76E+08 +
P15B14 1.20E+09 2.85E+09 1.90E+09 +
P16B1 1.28E+09 3.73E+09 6.17E+08 +
P16B7 8.38E+08 2.15E+09 - -
P16B8 4.41E+08 2.93E+09 - -
P16B14 1.24E+09 5.24E+08 4.43E+08 +
P16B16 1.29E+09 2.80E+09 1.03E+09 +
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P17B2 1.35E+09 3.51E+09 4.52E+08 +
P17B3 4.49E+08 4.99E+08 - -
P17B6 1.07E+09 1.62E+09 1.69E+09 +
P17/B7 5.85E+08 1.11E+09 5.75E+08 +
P17B8 7.81E+08 1.96E+09 - -
P12M11 9.71E+08 2.39E+09 - -
P12M16 7.82E+08 1.66E+09 1.29E+09 +
P13M6 7.74E+08 2.75E+09 2.06E+09 +
P13M7 1.17E+09 3.35E+09 1.55E+09 +
P14M6 6.36E+08 1.76E+09 1.46E+09 +
P14M9 1.24E+09 2.59E+09 1.32E+09 +
P14M14 9.99E+08 2.31E+09 1.64E+09 +
P14M16 6.86E+08 1.64E+09 1.14E+09 +
P14M19 7.60E+08 2.65E+09 1.65E+09 +
P15M5 8.75E+08 1.79E+09 2.20E+09 +
P15M7 1.02E+09 3.88E+09 2.60E+09 +
P15M14 5.52E+08 2.51E+09 1.53E+09 +
P15M16 9.53E+08 1.87E+09 2.83E+08 +
P15M19 1.00E+09 2.90E+09 2.03E+09 +
P15M21 5.04E+08 2.55E+09 1.51E+09 +
P16M7 8.75E+08 1.32E+09 2.18E+09 +
P16M10 1.27E+09 2.75E+09 2.07E+09 +
P16M21 1.25E+09 2.57E+09 1.98E+09 +
P17M14 1.23E+09 2.61E+09 1.67E+09 +
P17M18 1.25E+09 2.29E+09 5.67E+08 +

Los aislados microbianos P12B4, P14B17, P16B7, P16B8, P17B4, P17B8 y P12M11 (Tabla
12) no mostraron tolerancia al Pb a una concentracion de 600 mg L %, lo cual indica que para
estos aislados la CMI de Pb son 600 mg L.

El 49.05% de los aislados microbianos fue tolerante a una concentracion de Pb de 700 mg L
! La presencia de Pb a 700 mg L™ en el medio fue la CMI para los cultivos microbianos
P12B1, P14B9, P14B13, P15B12, P16B1, P17B2 y P17B8 (Tabla 13).
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Tabla 13. Tolerancia de los aislados microbianos al Pb a [700 mg L.

Clave Numero de células Tolerancia al
identificacion (UFC ml?) Pb
microorganismo Inicial Final
Sin Pb Con Pb

P12B1 8.13E+08 1.47E+09 - -
P14B5 9.25E+08 9.11E+08 4.06E+08 +
P14B9 1.45E+09 4.58E+09 - -
P14B13 1.34E+09 4.17E+09 - -
P15B2 6.32E+08 1.37E+09 1.92E+09 +
P15B12 6.01E+08 7.94E+08 - -
P15B14 8.39E+08 2.01E+09 9.53E+08 +
P16B1 1.25E+09 3.46E+09 - -
P16B14 9.38E+08 1.33E+09 3.09E+08 +
P16B16 1.05E+09 1.63E+09 9.30E+08 +
P17B2 1.31E+09 3.47E+09 - -
P17B6 1.06E+09 3.02E+09 2.28E+09 +
P17B7 3.75E+08 1.08E+09 5.58E+08 +
P12M16 8.09E+08 2.88E+09 2.28E+09 +
P13M6 1.10E+09 4.60E+09 2.45E+09 +
P13M7 1.17E+09 4. 70E+09 1.69E+09 +
P14M6 6.85E+08 2.87E+09 1.61E+09 +
P14M9 8.39E+08 3.34E+09 1.85E+09 +
P14M14 1.06E+09 3.16E+09 3.02E+09 +
P14M16 1.37E+09 2.75E+09 1.99E+09 +
P14M19 1.27E+09 2.53E+09 1.91E+09 +
P15M5 1.40E+09 2.54E+09 2.11E+09 +
P15M7 1.32E+09 3.82E+09 2.03E+09 +
P15M14 8.16E+08 3.36E+09 2.58E+09 +
P15M16 7.05E+08 3.28E+09 2.27E+09 +
P15M19 9.02E+08 3.55E+09 3.18E+09 +
P15M21 1.24E+09 3.50E+09 3.13E+09 +
P16M7 9.69E+08 3.17E+09 2.34E+09 +
P16M10 8.36E+08 3.51E+09 3.30E+09 +
P16M21 1.35E+09 2.30E+09 2.71E+09 +
P17M14 9.50E+08 2.81E+09 2.53E+09 +
P17M18 1.19E+09 2.62E+09 2.25E+09 +
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Un 35.84% de los aislados mostraron la capacidad de crecer a una concentracion de Pb de
800 mg L* (Tabla 14) que es el limite establecido en la NOM-147-SEMARNAT/SSA1-2004
para suelos de uso industrial.

Tabla 14. Tolerancia de los aislados microbianos al Pb a [800 mg L™].

Clave Numero de células Tolerancia al

identificacion (UFC ml?) Pb

microorganismo Inicial Final
Sin Pb Con Pb

P14B5 1.09E+09 1.11E+09 - -
P15B2 5.81E+08 2.35E+09 1.73E+09 +
P15B14 7.56E+08 4 55E+09 3.72E+09 +
P16B14 9.02E+08 1.30E+09 - -
P16B16 1.06E+09 1.72E+09 - -
P17B6 6.86E+08 3.44E+09 1.73E+09 +
P17B7 4.26E+08 4.62E+08 - -
P12M16 9.04E+08 3.05E+09 - -
P13M6 1.34E+09 4.20E+09 3.04E+09 +
P13M7 1.40E+09 4.81E+09 2.04E+09 +
P14M6 1.35E+09 3.24E+09 2.89E+09 +
P14M9 9.32E+08 2.92E+09 3.27E+09 +
P14M14 1.27E+09 3.22E+09 2.82E+09 +
P14M16 1.20E+09 3.62E+09 2.54E+09 +
P14M19 1.26E+09 3.77E+09 3.22E+09 +
P15M5 1.20E+09 3.06E+09 3.30E+09 +
P15M7 1.19E+09 4.20E+09 3.26E+09 +
P15M14 9.20E+08 3.67E+09 - -
P15M16 1.16E+09 3.70E+09 3.24E+09 +
P15M19 8.28E+08 4.39E+09 - -
P15M21 1.24E+09 3.38E+09 2.99E+09 +
P16M7 5.91E+08 3.50E+09 1.31E+09 +
P16M10 8.19E+08 3.45E+09 - -
P16M21 1.21E+09 3.08E+09 3.50E+09 +
P17M14 1.35E+09 4.04E+09 3.39E+09 +
P17M18 8.94E+08 3.70E+09 2.55E+09 +

Los aislados (P15B14, P13M6, P14M6, P14M9, P14M14, P14M19, P15M5, P15M7,
P15M14, P15M16, P15M19, P15M21, P16M21, P17M14 y P17M18) mostraron crecimiento
en agregados esféricos (pellets) por lo que fue imposible determinar su densidad poblacional
por absorbancia. Ademas los aislados (P15B14, P13M6, P14M6, P14M16, P14M18, P15M5,
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P15M7, P15M16, P15M21, P16M21, P17M14 y P17M18) aumentaron el pH del medio de
cultivo, por actividad metabolica, lo que a su vez generd precipitacion de la sal de Pb. Estos
aislados microbianos fueron descartados para determinar la CMI de Pb en sus cultivos.

9.43% de los aislados mostraron tolerancia al Pb a concentraciones de 900 y 1000 mg L
(Tablas 15 y 16).

Tabla 15. Tolerancia de los aislados microbianos al Pb a [900 mg L™].

Clave Namero de células Tolerancia al

identificacion (UFC mlY) Pb

microorganismo Inicial Final
Sin Pb Con Pb

P15B2 1.08E+09 1.75E+09 1.90E+09 +
P17B6 1.01E+09 2.89E+09 2.01E+09 +
P13M7 1.34E+09 5.10E+09 2.75E+09 +
P14M16 8.13E+08 3.99E+09 3.27E+09 +
P16M7 6.93E+08 3.42E+09 3.54E+09 +

Tabla 16. Tolerancia de los aislados microbianos al Pb a [1000 mg L™].

Clave Numero de células Tolerancia al

identificacion (UFC mlY) Pb

microorganismo Inicial Final
Sin Pb Con Pb

P15B2 1.08E+09 1.75E+09 2.71E+09 +
P17B6 1.01E+09 2.89E+09 2.62E+09 +
P13M7 1.34E+09 5.10E+09 3.24E+09 +
P14M16 8.13E+08 3.99E+09 3.45E+09 +
P16M7 6.93E+08 3.42E+09 3.07E+09 +

Los resultados aqui reportados indican que los microorganismos tolerantes al Pb son
potencialmente viables para ser utilizados en procesos de biorremediacion de suelos
contaminados con dicho metal pesado y asi contribuir a los ciclos biogeoquimicos de éstos.
Ademaés, la resistencia bacteriana a metales pesados es un indicador biologico de la

contaminacion por dichos metales (Rahman & Singh, 2016).
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El condensado de los resultados de tolerancia microbiana a las diferentes concentraciones de

Pb ensayadas se muestra en la tabla 17.

Tabla 17. Resultados resumidos sobre la tolerancia a distintas concentraciones de Pb de los

aislados microbianos analizados.

Clave
identificacion
microorganismo

CMI de Pb (mg L)

500

600

700

800

900

1000

P12B1

P12B4

+

P12B5

P12B6

P14B5

P14B9

P14B13

P14B17

P15B2

+ |+ |+ +]+

P15B11

P15B12

P15B14

P16B1

P16B7

P16B8

|+ +]+

P16B10

P16B14

P16B16

+|+

P16B18

P16B19

P16B21

P16B23

P17B2

P17B3

P17B4

P17B6

P17B7

P17B8

P12M11

P12M16

P13M6

P13M7

P14M6

[+ [+ ]+ +]|+

+|+|+|+

+|+|+|+
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P14M9 + + + + - -
P14M14 + + + + - -
P14M16 + + + + + +
P14M18 - - - - - -
P14M19 + + + + : :
P15M5 + + + + - -
P15M7 ¥ i i ¥ - -
P15M14 - i i - - -
P15M16 + + + + - -
P15M19 + + + : - -
P15M21 + + + + - -
P16M7 + + + + + +
P16M10 + + + - - -
P16M21 + + + + - -
P16M34 - - - - - -
P17M6 - - - - - -
P17M14 + - i + - -
P17M18 + + + + - -

(+) Tolerancia a determinada concentracién de Pb
(-) Nula tolerancia a determinada concentracion de Pb.

8.7 Analisis estadisticos de resistencia a Pb por los cultivos microbianos.
Se realizaron pruebas de t student con un valor de significancia 0=0.05 para determinar la

diferencia estadisticamente significativa entre el crecimiento microbiano en presencia y
ausencia de Pb (ver tablas en anexos). Se encontrd una diferencia estadistica significativa
para el 60.37% de los cultivos microbianos no expuestos y expuestos al Pb a una
concentracion de 500 mg L. El 15.09% de los microorganismos cultivados a la misma
concentracion de Pb fueron no significativos en las dos condiciones ensayadas. Para el caso
de los cultivos, en presencia de Pb a una concentracion de 600 mg L, el 47.16% mostro
diferencia significativa mientras que el 7.54% no mostré diferencia significativa. A 700 mg
Lt el 41.50% fue diferentemente significativo y el 5.66% fue no significativo. A la
concentracion de 800 mg L™ todos los microorganismos analizados fueron diferentemente
significativos (33.96% de los 53 microorganismos analizados). Para las concentraciones de
900 mg Ly 1000 mg L™ el 7.54% y 9.43% fueron diferentemente significativos; el 1.88%
fue no significativo para 900 mg L™, mientras que para la concentracion de 1000 mg L no

hubo significancia.
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8.8 Bacterias productoras de metabolitos secundarios.

8.8.1 Fijacion de Na.
El 56.60% de los 53 microorganismos analizados fueron positivos para la prueba de fijacion

de Ny, (Tabla 18).

Tabla 18. Resumen de la actividad metabolica microbiana evaluada: fijacion de No,

solubilizacion de P, produccion de auxinas y biosurfactantes.

Clave Fijacion | Solubilizacién de P | Produccion Produccion de

identificacién de N4 de auxinas biosurfactantes

microorganismo Radio del halo (AIA) TS 1E24 (%)
(mm) (MmN/m)

P12B1 - - - 55.66 0
P12B4 - - + 67.08 0
P12B5 - - - - -
P12B6 - - - 66.80 0
P14B5 + - - - -
P14B9 + - - -
P14B13 + - - 70.50 0
P14B17 - - - - -
P15B2 + - - 32.25 12.28
P15B11 + - - - -
P15B12 + - - 67.83 0
P15B14 - - - 48.15 0
P16B1 + - - - -
P16B7 - - - -
P16B8 - - - - -
P16B10 - - - - -
P16B14 - - + 69.83 0
P16B16 - - - 70.16 0
P16B18 - - - - -
P16B19 - - - 57.40 11.42
P16B21 - - + 65.16 0
P16B23 - - + 53.66 0
P17B2 + - + 58.33 5.71
P17B3 - - - - -
P17B4 - - - - -
P17B6 + - - 32.18 18
P17B7 - - - - -
P17B8 + - + - -
P12M11 + - - - 0
P12M16 + - - 38.25 3.71
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P12M22 + 30 mm - -
P13M6 + - 66.26 5.71
P13M7 + - 69.98 2.85
P14M6 + - 33.16 22.85
P14M9 + - 48.83 29.42
P14M14 + - 32.30 14.28
P14M16 + - 36.70 0
P14M18 - - 70 0
P14M19 + - 29.16 15.14
P15M5 + - 29.91 20
P15M7 + - 43.23 5.71
P15M14 + - 31.11 0
P15M16 + - 29 42.85
P15M19 + - 30.58 17.14
P15M21 + - 50.75 0
P16M7 + - 41.41 5.71
P16M10 + - 48 0
P16M21 - 20 mm 68.83 0
P16M34 - - 69.65 0
P17M6 - 35 mm 70.50 0
P17M14 + - 40.16 3.71
P17M18 + - 30.01 20
P17M37 - - - 0

8.8.2 Solubilizacion de fosfatos.
El 5.66% de los 53 microorganismos analizados fueron positivos a la prueba de

solubilizacion de fosfatos (Tabla 18). La utilizacion de microorganismos solubilizadores de
fosfatos es una alternativa viable en la utilizacién de biofertilizantes ya que éstos se
concentran en alta proporcion en la rizésfera de las plantas y son metabdlicamente mas
activos. En los suelos, las bacterias solubilizadoras de fosfatos podrian producir acidos
organicos y enzimas de fosfato para mejorar la solubilizacion de los compuestos de fosfato
insolubles; gracias a esto se han utilizado ampliamente como inoculantes para aumentar los
contenidos de fosfato disponibles en el suelo y mantener un buen rendimiento en los cultivos.
También, estos microorganismos prometen remediar suelos contaminados con metales
pesados (por ejemplo el plomo) reduciendo en algunos casos la movilidad y disponibilidad
del metal (Yuany col., 2017).
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8.8.3 Produccion de Auxinas.

Se analiz6 igualmente los 53 microorganismos para determinar si producian &cido
indolacético (auxinas); los resultados arrojaron un porcentaje de 11.32% de microorganismos
capaces de producir el metabolito (Tabla 18). So6lo hubo un microorganismo que presento
una mayor coloracion rojiza (indicador de positivo) al momento de realizar la prueba con el

reactivo de Salkowsky y este fue P16B16, del cual se observd una coloracion rojo intenso.

8.8.4 Produccion de biosurfactantes.
La tension superficial (TS) y el indice de emulsificacion (IE24) son parametros esenciales que

reflejan indirectamente la produccion de biosurfactantes. Es importante determinarlos ya que
la reduccion de la TS no asegura que una emulsificacion sea estable. Como se indica en la
seccion de materiales y métodos, para el % IE24 se utilizé diesel como agente dispersante y
la TS se evalu6 mediante el método de Du nouy, esto se hizo para los sobrenadantes
recuperados de 36 de los cultivos microbianos (Tabla 18). El 33.96% de los sobrenadantes
obtenidos redujeron la TS por debajo de 51.33 mN/m (valor obtenido para el control
negativo: medio MSM sin inocular). Los sobrenadantes de los aislados P15M16 y P14M19
tuvieron un valor de TS de 29.0 mN/m y 29.16 mN/m respectivamente; seguidos de los
sobrenadantes de los aislados P15M5, P17M18, P15M19, P15M14, P17B6, P15B2, P14M14,
P14M6, P14M16, P12M16, P17M14, P16M7, P15M7 y P15B14 con valores de TS de 29.91
mN/m, 30.01 mN/m, 30.58 mN/m, 31.11 mN/m, 32.18 mN/m, 32.25 mN/m, 32.30 mN/m,
33.16 mN/m, 36.70 mN/m, 38.25 mN/m, 40.16 mN/m, 41.41 mN/m, 43.23 mN/m y 48.15
mN/m respectivamente (Tabla 18). Los aislados P12B5, P14B5, P14B9, P14B17, P15B11,
P16B1, P16B7, P16B8, P16B10, P16B18, P17B3, P17B4, P17B7, P17B8 y P12M22 no
crecieron en MSM 2% glucosa por lo que fueron registrados como negativo (-) para la
determinacion de TS y % (IEz4) (Tabla 18).

El 32.07% de los 53 microorganismos analizados fueron positivos a la prueba (IE24). El
sobrenadante del cultivo P15M16 mostr6 el mayor IE24 (42.85%) y la menor TS (29 mN/m)
bajo las condiciones ensayas. Los valores IE24 para los sobrenadantes de los aislados P14M9,
P14M6, P15M5, P17M18, P17B6, P15M19, P14M19, P14M14, P15B2, P16B19, fueron
29.42%, 22.85%, 20%, 20%, 18%, 17.14%, 15.14% 14.28%, 12.28%, 11.42%
respectivamente, mientras que los sobrenadantes de los cuatro aislados P17B2, P13M6,
P15M7 y P16M7 mostraron un IEzs de 5.71%. Los sobrenadantes P12M16 y P17M14
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mostraron un 1Ez4 de 3.71%. El valor mas bajo de IE (2.85) se detecto en el sobrenadante del
aislado P13M7.

9. CONCLUSIONES
Se observo que hubo variedad de microorganismos en los puntos de mayor contaminacion;

el punto 17 fue considerado de gran importancia debido a que es uno de los que se encuentran
mas cercanos al area contaminada, pues de estos microorganismos se esperaba obtener la
capacidad de contribuir a la eliminacién o retencion de metales pesados y producir sustancias

bioactivas que puedan ayudar en futuros proyectos de interés biotecnolégico.

Se obtuvo una gran variedad de microorganismos capaces de tolerar altas concentraciones de
metales pesados; de éstos se observé que a las concentraciones de Pb de 500 a 800 mg L
hubo mas microorganismos tolerantes al metal, aunque a las concentraciones de 900 y 1000
mg.L* alin se presentd tolerancia por 14 microorganismos que fueron descartados ya que su
medicién era imprecisa por la formacioén de pellets y precipitacién del metal debido a
cambios de pH realizados por éstos. Se demostré que los 11.32% para microorganismos
productores de auxinas y 33.96% para microorganismos productores de biosurfactantes)
microorganismos aislados del sitio contaminado con Pb producen los metabolitos
secundarios auxinas y biosurfactantes. Los metabolitos donde se presentd mas resultados de
parte de los microorganismos fueron las fijadoras de N2 y los productores de biosurfactantes.
Los biosurfactantes fueron considerados de importancia ya que éstos han sido utilizados para
remover metales pesados y podrian ser utilizados a futuro para analizar sus capacidades para
remover distintos contaminantes; ademas, la utilizacion de microorganismos productores de
algunos metabolitos secundarios de interés biotecnologicos con altas capacidades de tolerar
el Pb podria ser una opcion factible en procesos de bioaumentacion ya que aseguraria una
posible tolerancia y supervivencia para adaptarse a ambientes extremos como es en este caso

la presencia del metal como contaminante.

La prueba realizada a los hongos para actividad biocida no arrojé algun resultado favorecedor
y no pudieron analizar su resistencia al plomo debido a que no se encontré un medio de

cultivo disponible que no se precipitara ante altas concentraciones de plomo.
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ANEXQOS

Pruebas de t student para la comparacion de crecimiento de microorganismos a

diferentes concentraciones de Pb y sin Pb.

P12B1
[Pb] | Media | Desviacién | Media | Diferencia | IC 95% | Valor | Valor | GL | Significancia
estandar del C1l-C2 parala deT | deP
error diferencia
estandar
500 | Ci= Cl= Cl= 0.2680 0.2279 | 28.75 | 0.001 | 2 *
9.9062 0.0073 0.0043
C2= C2= C2= 0.3081
8.6383 0.0144 0.0083
600 | Ci= Cl= Cl= 0.5157 0.3454 1303 | 0.006 | 2 *
9.0791 0.0042 0.0025
C2= C2= C2= 0.6859
8.5635 0.0684 0.0390
C1= UFC de microorganismos crecidos sin Pb
C2= UFC de microorganismos crecidos con Pb
[Pb]= Concentracién de plomo
GL= Grados de libertad
*= diferencia significativa
N. S= No diferencia significativa
IC= Intervalo de confianza
P12B4
[Pb] | Media | Desviacién | Media | Diferencia | IC 95% | Valor | Valor | GL | Significancia
estandar del C1l-C2 para la deT | deP
error diferencia
estandar
500 | Ci= Cl= Cl= -0.0300 -0.0665 | -2.61 | 0.079 | 3 N.S
9.2752 0.0135 0.0078
C2= C2= C2= 0.0665
9.3052 0.0145 0.0084

C1= UFC de microorganismos crecidos sin Pb
C2= UFC de microorganismos crecidos con Pb

[Pb]= Concentracién de plomo

GL= Grados de libertad

*= diferencia significativa
N. S= No diferencia significativa
IC= Intervalo de confianza
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P14B5

[Pb] | Media | Desviacion | Media | Diferencia | IC 95% | Valor | Valor | GL | Significancia
estandar del C1l-C2 parala deT | deP
error diferencia
estandar
500 | Ci= Cl= Cl= 0.3558 0.2787 19.87 | 0.003 | 2 *
8.9873 0.0299 0.0170
C2= C2= C2= 0.4328
8.6315 0.0082 0.0048
600 | Ci= Cl= Cl= 0.2242 0.1906 | 28.71 | 0.001 | 2 *
9.0335 0.0122 0.0070
C2= C2= C2= 0.0034
8.8092 0.0059 0.0034
700 | Ci= Cl= Cl= 0.3580 0.2764 | 18.86 | 0.003 | 2 *
8.9658 0.0072 0.0042
C2= C2= C2= 0.4397
8.6079 0.0321 0.0190
C1= UFC de microorganismos crecidos sin Pb
C2= UFC de microorganismos crecidos con Pb
[Pb]= Concentracion de plomo
GL= Grados de libertad
*= diferencia significativa
N. S= No diferencia significativa
IC= Intervalo de confianza
P14B9
[Pb] | Media | Desviacion | Media | Diferencia | IC 95% | Valor | Valor | GL | Significancia
estandar del Ci1-c2 para la deT | deP
error diferencia
estandar
500 | Ci= Cl= Cl= -0.0474 -0.0612 | -14.78 | 0.005 | 2 *
9.5905 0.0017 0.0010
C2= C2= C2= -0.0336
9.6379 0.0052 0.0030
600 | Ci= Cl= Cl= -0.0176 -0.0383 -3.65 | 0.067 | 2 N.S
9.6333 0.0034 0.0020
C2= C2= C2= 0.0031
9.6509 0.0076 0.0044

C1= UFC de microorganismos crecidos sin Pb
C2= UFC de microorganismos crecidos con Pb

[Pb]= Concentracion de plomo

GL= Grados de libertad

*= diferencia significativa
N. S= No diferencia significativa
IC= Intervalo de confianza
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P14B13
[Pb] | Media | Desviacién | Media | Diferencia | IC95% | Valor | Valor | GL | Significancia
estandar del C1-C2 parala deT deP
error diferencia
estandar
500 | Ci= Cl= Cl= -0.0468 -0.0542 | -27.45 | 0.001 | 2 *
9.6016 0.0009 0.0005
C2= C2= C2= -0.0395
9.6485 0.0027 0.0016
600 | Ci= Cl= Cl= -0.0042 -0.0168 -146 | 0.282 | 2 N.S
9.6232 0.0014 0.0008
C2= C2= C2= 0.0083
9.6275 0.0048 0.0048
C1= UFC de microorganismos crecidos sin Pb
C2= UFC de microorganismos crecidos con Pb
[Pb]= Concentracion de plomo
GL= Grados de libertad
*= diferencia significativa
N. S= No diferencia significativa
IC= Intervalo de confianza
P14B17
[Pb] | Media | Desviacién | Media | Diferencia | IC 95% | Valor | Valor | GL | Significancia
estandar del C1l-C2 para la deT | deP
error diferencia
estandar
500 | Ci= Cl= Cl= 0.4188 0.3797 | 46.07 | 0.000 | 2 *
9.0937 0.0059 0.0035
C2= C2= C2= 0.4579
8.6749 0.0146 0.0084
C1= UFC de microorganismos crecidos sin Pb
C2= UFC de microorganismos crecidos con Pb
[Pb]= Concentracién de plomo
GL= Grados de libertad
*= diferencia significativa
N. S= No diferencia significativa
IC= Intervalo de confianza
P15B2
[Pb] | Media | Desviacion | Media | Diferencia | IC 95% | Valor | Valor | GL | Significancia
estandar del C1-C2 parala deT deP
error diferencia
estandar
500 | Ci= Cl= Cl= -0.0308 -0.0600 -456 | 0.045 | 2 *
9.3774 0.0039 0.0023
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C2= C2= C2= -0.0017
9.4083 0.0111 0.0064
600 | Ci= Cl= Cl= -0.0396 -0.0884 -3.49 | 0.073 | 2 N.S
9.3043 0.0083 0.0048
C2= C2= C2= 0.0092
9.3439 0.0178 0.0100
700 | Ci= Cl= Cl= -0.1461 -0.1692 | -20.16 | 0.000 | 3 *
9.1378 0.0102 0.0059
C2= C2= C2= -0.1231
9.2839 0.0073 0.0042
800 | Ci= Cl= Cl= 0.1228 0.0997 16.93 | 0.000 | 3 *
9.3703 0.0060 0.0035
C2= C2= C2= 0.1459
9.2475 0.0110 0.0064
900 | Ci= Cl= Cl= -0.0357 -0.0716 -427 | 0.051 | 2 N. S
9.2420 0.0011 0.0006
C2= C2= C2= 0.0002
9.2778 0.0144 0.0083
1000 | Ci= Cl= Cl= -0.2126 -0.2428 | -30.29 | 0.001 | 2 *
9.2420 0.0011 0.0006
C2= C2= C2= -0.1824
9.4547 0.0121 0.0070
C1= UFC de microorganismos crecidos sin Pb
C2= UFC de microorganismos crecidos con Pb
[Pb]= Concentracién de plomo
GL= Grados de libertad
*= diferencia significativa
N. S= No diferencia significativa
IC= Intervalo de confianza
P15B12
[Pb] | Media | Desviacién | Media | Diferencia | IC 95% | Valor | Valor | GL | Significancia
estandar del Ci1-Cc2 parala | deT | deP
error diferencia
estandar
500 | Ci= Cl= Cl= 0.0118 -0.0198 1.61 | 0.249 | 2 N. S
9.0467 0.0127 0.0073
C2= C2= C2= 0.0434
9.0348 0.0009 0.0005
600 | Ci= Cl= Cl= 0.4088 0.3042 16.81 | 0.004 | 2 *
8.9790 0.0144 0.0083
C2= C2= C2= 0.5135
8.5701 0.0396 0.0230
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P15B14

[Pb] | Media | Desviacion | Media | Diferencia | IC 95% | Valor | Valor | GL | Significancia
estandar del C1l-C2 parala deT | deP
error diferencia
estandar
500 | Ci= Cl= Cl= 0.0799 0.0559 14.36 | 0.005 | 2 *
9.4437 0.0028 0.0016
C2= C2= C2= 0.1038
9.3637 0.0092 0.0053
600 | Ci= Cl= Cl= 0.1665 0.1410 | 28.10 | 0.001 | 2 *
9.4549 0.0016 0.0009
C2= C2= C2= 0.1920
9.2884 0.0101 0.0058
700 | Ci= Cl= Cl= 0.3246 0.2948 | 46.74 | 0.000 | 2 *
9.3039 0.0032 0.0019
C2= C2= C2= 0.3545
8.9792 0.0116 0.0067
800 | Ci= Cl= Cl= 0.0721 0.0617 | 29.92 | 0.001 | 2 *
9.6579 0.0003 0.0001
C2= C2= C2= 0.0825
9.5858 0.0041 0.0024
C1= UFC de microorganismos crecidos sin Pb
C2= UFC de microorganismos crecidos con Pb
[Pb]= Concentracion de plomo
GL= Grados de libertad
*= diferencia significativa
N. S= No diferencia significativa
IC= Intervalo de confianza
P16B1
[Pb] | Media | Desviacion | Media | Diferencia | IC 95% | Valor | Valor | GL | Significancia
estandar del C1l-C2 para la deT | deP
error diferencia
estandar
500 | Ci= Cl= Cl= -0.0041 -0.0250 | -0.62 | 0.577 | 3 N.S
9.5701 0.0064 0.0037
C2= C2= C2= 0.0168
9.5742 0.0093 0.0054
600 | Ci= Cl= Cl= 0.7797 0.7201 | 56.31 | 0.000 | 2 *
9.5708 0.0011 0.0006
C2= C2= C2= 0.8393
9.7912 0.0240 0.0140

C1= UFC de microorganismos crecidos sin Pb
C2= UFC de microorganismos crecidos con Pb

[Pb]= Concentracion de plomo

GL= Grados de libertad
*= diferencia significativa
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N. S= No diferencia significativa
IC= Intervalo de confianza

P16B7
[Pb] | Media | Desviacion | Media | Diferencia | IC 95% | Valor | Valor | GL | Significancia
estandar del C1l-C2 parala deT | deP
error diferencia
estandar
500 | Ci= Cl= Cl= 0.0418 0.0151 6.73 | 0.021 | 2 *
9.4892 0.0103 0.0060
C2= C2= C2= 0.0686
9.4472 0.0031 0.0018
C1= UFC de microorganismos crecidos sin Pb
C2= UFC de microorganismos crecidos con Pb
[Pb]= Concentracion de plomo
GL= Grados de libertad
*= diferencia significativa
N. S= No diferencia significativa
IC= Intervalo de confianza
P16B8
[Pb] | Media | Desviacién | Media | Diferencia | IC 95% | Valor | Valor | GL | Significancia
estandar del C1-C2 parala deT | deP
error diferencia
estandar
500 | Ci= Cl= Cl= 1.5210 1.3615 | 41.02 | 0.001 | 2 *
9.5711 0.0073 0.0042
C2= C2= C2= 1.6806
8.0501 0.0638 0.0370
C1= UFC de microorganismos crecidos sin Pb
C2= UFC de microorganismos crecidos con Pb
[Pb]= Concentracién de plomo
GL= Grados de libertad
*= diferencia significativa
N. S= No diferencia significativa
IC= Intervalo de confianza
P16B14
[Pb] | Media | Desviacion | Media | Diferencia | IC 95% | Valor | Valor | GL | Significancia
estandar del C1-C2 parala deT | deP
error diferencia
estandar
500 | Ci= Cl= Cl= 0.4850 0.4756 | 164.09 | 0.000 | 3 *
9.5669 0.0028 0.0016
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C2= C2= C2= 0.4945
9.1118 0.0042 0.0025
600 | Ci= Cl= Cl= 0.0889 0.0542 11.03 | 0.008 | 2 *
8.7194 0.0028 0.0016
C2= C2= C2= 0.1236
8.6306 0.0137 0.0079
700 | Ci= Cl= Cl= 0.6332 0.5750 46.82 | 0.000 | 2 *
9.1223 0.0040 0.0023
C2= C2= C2= 0.6914
8.4891 0.0231 0.0130
C1= UFC de microorganismos crecidos sin Pb
C2= UFC de microorganismos crecidos con Pb
[Pb]= Concentracion de plomo
GL= Grados de libertad
*= diferencia significativa
N. S= No diferencia significativa
IC= Intervalo de confianza
P16B16
[Pb] | Media | Desviacion | Media | Diferencia | IC 95% | Valor | Valor | GL | Significancia
estandar del C1l-C2 para la deT | deP
error diferencia
estandar
500 | Ci= Cl= Cl= 0.7151 0.5881 | 24.23 | 0.002 | 2 *
9.5128 0.0022 0.0013
C2= C2= C2= 0.8421
8.7978 0.0511 0.0290
600 | Ci= Cl= Cl= 0.0370 0.0013 447 | 0.047 | 2 *
8.6645 0.0051 0.0030
C2= C2= C2= 0.0726
8.6306 0.0134 0.0077
700 | Ci= Cl= Cl= 0.1436 -0.1345 222 | 0.156 | 2 N.S
9.1440 0.1120 0.0650
C2= C2= C2= 0.4216
9.0001 0.0049 0.0029

C1= UFC de microorganismos crecidos sin Pb
C2= UFC de microorganismos crecidos con Pb

[Pb]= Concentracion de plomo

GL= Grados de libertad

*= diferencia significativa
N. S= No diferencia significativa
IC= Intervalo de confianza
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P17B2
[Pb] | Media | Desviacion | Media | Diferencia | IC 95% | Valor | Valor | GL | Significancia
estandar del C1l-C2 parala deT | deP
error diferencia
estandar
500 | Ci= Cl= Cl= 0.4520 0.4300 | 88.15 | 0.000 | 2 *
9.6269 0.0080 0.0047
C2= C2= C2= 0.4741
9.1748 0.0037 0.0022
600 | Ci= Cl= Cl= 0.8906 0.8163 | 51.60 | 0.000 | 2 *
9.5450 0.0009 0.0005
C2= C2= C2= 0.9648
8.6545 0.0299 0.0170
C1= UFC de microorganismos crecidos sin Pb
C2= UFC de microorganismos crecidos con Pb
[Pb]= Concentracion de plomo
GL= Grados de libertad
*= diferencia significativa
N. S= No diferencia significativa
IC= Intervalo de confianza
P17B3
[Pb] | Media | Desviacion | Media | Diferencia | IC 95% | Valor | Valor | GL | Significancia
estandar del C1-C2 parala deT deP
error diferencia
estandar
500 | Ci= Cl= Cl= -0.1497 -0.1866 | -17.49 | 0.003 | 2 *
8.6641 0.0043 0.0025
C2= C2= C2= -0.1129
8.8139 0.0142 0.0082
C1= UFC de microorganismos crecidos sin Pb
C2= UFC de microorganismos crecidos con Pb
[Pb]= Concentracién de plomo
GL= Grados de libertad
*= diferencia significativa
N. S= No diferencia significativa
IC= Intervalo de confianza
P17B6
[Pb] | Media | Desviacion | Media | Diferencia | IC 95% | Valor | Valor | GL | Significancia
estandar del C1l-C2 parala deT | deP
error diferencia
estandar
500 | Ci= Cl= Cl= 0.1152 0.1005 24,99 | 0.000 | 3 *
9.3332 0.0042 0.0025
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C2= C2= C2= 0.1298
9.2180 0.0067 0.0039
600 | Ci= Cl= Cl= -0.0334 -0.0748 -257 | 0.083 | 3 N.S
9.2179 0.0136 0.0079
C2= C2= C2= 0.0080
9.2513 0.0180 0.0100
700 | Ci= Cl= Cl= 0.1219 0.1051 31.24 | 0.001 | 2 *
9.4800 0.0024 0.0014
C2= C2= C2= 0.1387
9.3580 0.0063 0.0036
800 | Ci= Cl= Cl= 0.3345 0.3302 | 246.31 | 0.000 | 3 *
9.5362 0.0017 0.0010
C2= C2= C2= 0.3388
9.2017 0.0015 0.0009
900 | Ci= Cl= Cl= 0.1492 0.1313 35.88 | 0.001 | 2 *
9.4617 0.0028 0.0016
C2= C2= C2= 0.1671
9.3124 0.0066 0.0038
1000 | C1= Cl= Cl= 0.0438 0.0103 563 | 0030 | 2 *
9.4617 0.0028 0.0016
C2= C2= C2= 0.0773
9.4179 0.0132 0.0076
C1= UFC de microorganismos crecidos sin Pb
C2= UFC de microorganismos crecidos con Pb
[Pb]= Concentracién de plomo
GL= Grados de libertad
*= diferencia significativa
N. S= No diferencia significativa
IC= Intervalo de confianza
P17B7
[Pb] | Media | Desviacién | Media | Diferencia | IC 95% | Valor | Valor | GL | Significancia
estandar del C1l-C2 para la deT | deP
error diferencia
estandar
500 | Ci= Cl= Cl= 0.0035 -0.1051 0.14 | 0902 | 2 N.S
8.6692 0.0070 0.0040
C2= C2= C2= 0.1122
8.6657 0.0432 0.0250
600 | Ci= Cl= Cl= 0.3034 0.2466 23 | 0.002 | 2 *
9.0400 0.0073 0.0042
C2= C2= C2= 0.3602
8.7367 0.0216 0.0120

C1= UFC de microorganismos crecidos sin Pb
C2= UFC de microorganismos crecidos con Pb

[Pb]= Concentracién de plomo

GL= Grados de libertad
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*= diferencia significativa
N. S= No diferencia significativa
IC= Intervalo de confianza

P12M11
[Pb] | Media | Desviacién | Media | Diferencia | IC 95% | Valor | Valor | GL | Significancia
estandar del C1-C2 parala deT | deP
error diferencia
estandar
500 | Ci= Cl= Cl= 0.1252 0.0736 | 10.44 | 0.009 | 2 *
9.1671 0.0063 0.0037
C2= C2= C2= 0.1768
9.0420 0.0198 0.0110
C1= UFC de microorganismos crecidos sin Pb
C2= UFC de microorganismos crecidos con Pb
[Pb]= Concentracion de plomo
GL= Grados de libertad
*= diferencia significativa
N. S= No diferencia significativa
IC= Intervalo de confianza
P12M16
[Pb] | Media | Desviacién | Media | Diferencia | IC 95% | Valor | Valor | GL | Significancia
estandar del C1l-C2 para la deT | deP
error diferencia
estandar
500 | Ci= Cl= Cl= -0.0217 -0.0575 | -2.62 | 0.120 | 2 N.S
9.3130 0.0043 0.0025
C2= C2= C2= 0.0140
9.3348 0.0137 0.0079
600 | Ci= Cl= Cl= 0.1160 0.0632 9.46 | 0.011 | 2 *
9.2172 0.0092 0.0053
C2= C2= C2= 0.1687
9.1013 0.0191 0.0110
700 | Ci= Cl= Cl= 0.1009 0.0732 15.65 | 0.004 | 2 *
9.4593 0.0022 0.0013
C2= C2= C2= 0.1287
9.3584 0.0109 0.0063

C1= UFC de microorganismos crecidos sin Pb
C2= UFC de microorganismos crecidos con Pb

[Pb]= Concentracién de plomo

GL= Grados de libertad

*= diferencia significativa
N. S= No diferencia significativa
IC= Intervalo de confianza
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P13M6

[Pb] | Media | Desviacion | Media | Diferencia | IC 95% | Valor | Valor | GL | Significancia
estandar del C1l-C2 parala deT | deP
error diferencia
estandar
500 | Ci= Cl= Cl= 0.3197 0.2985 64.92 | 0.000 | 2 *
9.5982 0.0009 0.0005
C2= C2= C2= 0.3409
9.2785 0.0084 0.0049
600 | Ci= Cl= Cl= 0.1262 0.1144 46.29 | 0.000 | 2 *
9.4401 0.0042 0.0025
C2= C2= C2= 0.1379
9.3139 0.0020 0.0012
700 | Ci= Cl= Cl= 0.2653 0.2563 | 126.92 | 0.000 | 2 *
9.6631 0.0006 0.0003
C2= C2= C2= 0.2743
9.3977 0.0035 0.0021
800 | Ci= Cl= Cl= 0.1399 0.1298 59.75 | 0.000 | 2 *
9.6235 | 0.00007 0.00004
C2= C2= C2= 0.1499
9.4836 0.0040 0.0023
C1= UFC de microorganismos crecidos sin Pb
C2= UFC de microorganismos crecidos con Pb
[Pb]= Concentracion de plomo
GL= Grados de libertad
*= diferencia significativa
N. S= No diferencia significativa
IC= Intervalo de confianza
P13M7
[Pb] | Media | Desviacion | Media | Diferencia | IC 95% | Valor | Valor | GL | Significancia
estandar del C1l-C2 para la deT | deP
error diferencia
estandar
500 | Ci= Cl= Cl= 0.2821 0.2477 35.33 | 0.001 | 2 *
9.5633 0.0003 0.0001
C2= C2= C2= 0.3164
9.2812 0.0138 0.0080
600 | Ci= Cl= Cl= 0.3318 0.3213 | 135.67 | 0.000 | 2 *
9.5235 0.0040 0.0024
C2= C2= C2= 0.3424
9.1916 0.0011 0.0006
700 | Ci= Cl= Cl= 0.4302 0.3936 50.46 | 0.000 | 2 *
9.6718 0.0024 0.0014
C2= C2= C2= 0.4669
9.2415 0.0146 0.0084
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800 | Ci= Cl= Cl= 0.3880 0.3849 | 399.14 | 0.000 | 3 *
9.6815 0.0013 0.0007
C2= C2= C2= 0.3911
9.2934 0.0009 0.0005
900 | C1= Cl= Cl= 0.2825 0.2596 53.11 | 0.000 | 2 *
9.7073 0.0014 0.0008
C2= C2= C2= 0.3054
9.4247 0.0091 0.0053
1000 | Ci= Cl= Cl= 0.1792 0.1631 47.85 | 0.000 | 2 *
9.7073 0.0014 0.0008
C2= C2= C2= 0.1953
9.5281 0.0063 0.0037
C1= UFC de microorganismos crecidos sin Pb
C2= UFC de microorganismos crecidos con Pb
[Pb]= Concentracion de plomo
GL= Grados de libertad
*= diferencia significativa
N. S= No diferencia significativa
IC= Intervalo de confianza
P14M6
[Pb] | Media | Desviacién | Media | Diferencia | IC 95% | Valor | Valor | GL | Significancia
estandar del C1-C2 parala deT | deP
error diferencia
estandar
500 | Ci= Cl= Cl= 0.0240 0.0077 6.35 | 0.024 | 2 *
9.3673 0.0028 0.0016
C2= C2= C2= 0.0403
9.3432 0.0059 0.0034
600 | Ci= Cl= Cl= 0.0804 0.0710 | 36.87 | 0.001 | 2 *
9.2456 0.0016 0.0009
C2= C2= C2= 0.0898
9.1651 0.0033 0.0020
700 | Ci= Cl= Cl= 0.2766 0.2194 | 20.82 | 0.002 | 2 *
9.4572 0.0017 0.0010
C2= C2= C2= 0.3337
9.1807 0.0229 0.0130
800 | Ci= Cl= Cl= 0.0484 0.0398 | 24.37 | 0.002 | 2 *
9.5099 0.0005 0.0003
C2= C2= C2= 0.0569
9.4615 0.0034 0.0020

C1= UFC de microorganismos crecidos sin Pb
C2= UFC de microorganismos crecidos con Pb

[Pb]= Concentracién de plomo

GL= Grados de libertad
*= diferencia significativa
N. S= No diferencia significativa
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IC= Intervalo de confianza

P14M9
[Pb] | Media | Desviacién | Media | Diferencia | I1C 95% | Valor | Valor | GL | Significancia
estandar del C1l-C2 parala deT | deP
error diferencia
estandar
500 | Ci= Cl= Cl= 0.0323 0.0179 7.14 | 0.006 | 3 *
9.4303 0.0054 0.0032
C2= C2= C2= 0.0467
9.3980 0.0056 0.0032
600 | Ci= Cl= Cl= 0.2692 0.2015 | 17.11 | 0.003 | 2 *
9.3899 0.0051 0.0029
C2= C2= C2= 0.3369
9.1207 0.0268 0.0150
700 | Ci= Cl= Cl= 0.2770 0.2438 | 3582 | 0.001 | 2 *
9.5231 0.0013 0.0007
C2= C2= C2= 0.3103
9.2460 0.0133 0.0077
800 | Ci= Cl= Cl= -0.01493 -0.0842 | -6.09 | 0.026 | 2 *
9.4654 0.0004 0.0002
C2= C2= C2= -0.0144
9.5148 0.0140 0.0081
C1= UFC de microorganismos crecidos sin Pb
C2= UFC de microorganismos crecidos con Pb
[Pb]= Concentracién de plomo
GL= Grados de libertad
*= diferencia significativa
N. S= No diferencia significativa
IC= Intervalo de confianza
P14M14
[Pb] | Media | Desviacion | Media | Diferencia | IC 95% | Valor | Valor | GL | Significancia
estandar del C1l-C2 para la deT | deP
error diferencia
estandar
500 | Ci= Cl= Cl= -0.0723 -0.0946 -14 | 0.005 | 2 *
9.3200 0.0038 0.0022
C2= C2= C2= -0.0501
9.3924 0.0080 0.0047

C1= UFC de microorganismos crecidos sin Pb
C2= UFC de microorganismos crecidos con Pb

[Pb]= Concentracion de plomo

GL= Grados de libertad
*= diferencia significativa
N. S= No diferencia significativa
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IC= Intervalo de confianza

P14M16
[Pb] | Media | Desviacion | Media | Diferencia | IC 95% | Valor | Valor | GL | Significancia
estandar del C1l-C2 parala deT | deP
error diferencia
estandar
500 | Ci= Cl= Cl= 0.0650 0.0309 821 | 0.014 | 2 *
9.3164 0.0025 0.0015
C2= C2= C2= 0.0990
9.2515 0.0135 0.0078
C1= UFC de microorganismos crecidos sin Pb
C2= UFC de microorganismos crecidos con Pb
[Pb]= Concentracion de plomo
GL= Grados de libertad
*= diferencia significativa
N. S= No diferencia significativa
IC= Intervalo de confianza
P14M19
[Pb] | Media | Desviacion | Media | Diferencia | IC 95% | Valor | Valor | GL | Significancia
estandar del C1-C2 parala deT | deP
error diferencia
estandar
500 | Ci= Cl= Cl= 0.1109 0.0970 | 34.23 | 0.001 | 2 *
9.2292 0.0053 0.0031
C2= C2= C2= 0.1248
9.1183 0.0018 0.0010
C1= UFC de microorganismos crecidos sin Pb
C2= UFC de microorganismos crecidos con Pb
[Pb]= Concentracion de plomo
GL= Grados de libertad
*= diferencia significativa
N. S= No diferencia significativa
IC= Intervalo de confianza
P15M5
[Pb] | Media | Desviacion | Media | Diferencia | IC 95% | Valor | Valor | GL | Significancia
estandar del C1l-C2 parala deT deP
error diferencia
estandar
500 | Ci= Cl= Cl= 0.0547 0.0360 12.64 | 0.006 | 2 *
9.3486 0.0032 0.0019
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C2= C2= C2= 0.0733
9.2939 0.0067 0.0039
600 | Ci= Cl= Cl= -0.0905 -0.1152 | -15.76 | 0.004 | 2 *
9.2520 0.0025 0.0015
C2= C2= C2= -0.0658
9.3426 0.0096 0.0056
700 | Ci= Cl= Cl= 0.0810 0.0641 20.58 | 0.002 | 2 *
9.4038 0.0017 0.0010
C2= C2= C2= 0.0980
9.3228 0.0065 0.0038
800 | Ci= Cl= Cl= -0.0198 -0.0287 -959 | 0.011 | 2 *
9.4849 0.0035 0.0021
C2= C2= C2= -0.0109
9.5048 0.0003 0.0002
C1= UFC de microorganismos crecidos sin Pb
C2= UFC de microorganismos crecidos con Pb
[Pb]= Concentracion de plomo
GL= Grados de libertad
*= diferencia significativa
N. S= No diferencia significativa
IC= Intervalo de confianza
P15M7
[Pb] | Media | Desviacion | Media | Diferencia | IC 95% | Valor | Valor | GL | Significancia
estandar del C1l-C2 para la deT | deP
error diferencia
estandar
500 | Ci= Cl= Cl= 0.2477 0.2313 | 64.98 | 0.000 | 2 *
9.5654 0.0024 0.0014
C2= C2= C2= 0.2641
9.3177 0.0061 0.0035
600 | Ci= Cl= Cl= 0.1738 0.1615 | 60.76 | 0.000 | 2 *
9.5882 0.0009 0.0005
C2= C2= C2= 0.1861
9.4144 0.0048 0.0028
700 | Ci= Cl= Cl= 0.2748 0.2529 | 53.89 | 0.000 | 2 *
9.5816 0.0010 0.0006
C2= C2= C2= 0.2668
9.3067 0.0087 0.0051
800 | Ci= Cl= Cl= 0.1133 0.0768 | 13.36 | 0.006 | 2 *
9.6221 0.0024 0.0014
C2= C2= C2= 0.1498
9.5088 0.0145 0.0084

C1= UFC de microorganismos crecidos sin Pb
C2= UFC de microorganismos crecidos con Pb

[Pb]= Concentracion de plomo
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GL= Grados de libertad

*= diferencia significativa
N. S= No diferencia significativa
IC= Intervalo de confianza

P15M14
[Pb] | Media | Desviacion | Media | Diferencia | IC 95% | Valor | Valor | GL | Significancia
estandar del C1-C2 parala deT deP
error diferencia
estandar
500 | Ci= Cl= Cl= 0.0249 -0.0014 4.06 | 0.056 2 N.S
9.3076 0.0021 0.0012
C2= C2= C2= 0.0514
9.2827 0.0104 0.0060
600 | Ci= Cl= Cl= 0.7569 0.6056 | 21.53 | 0.002 2 *
9.4031 0.0024 0.0014
C2= C2= C2= 0.9082
8.6462 0.0608 0.0350
700 | Ci= Cl= Cl= 0.1204 0.1143 | 84.30 | 0.000 2 *
9.5264 0.0008 0.0005
C2= C2= C2= 0.1266
9.4059 0.0023 0.0013
C1= UFC de microorganismos crecidos sin Pb
C2= UFC de microorganismos crecidos con Pb
[Pb]= Concentracion de plomo
GL= Grados de libertad
*= diferencia significativa
N. S= No diferencia significativa
IC= Intervalo de confianza
P15M16
[Pb] | Media | Desviacién | Media | Diferencia | IC 95% | Valor | Valor | GL | Significancia
estandar del C1l-C2 para la deT | deP
error diferencia
estandar
500 | Ci= Cl= Cl= 0.1803 0.1619 | 31.30 | 0.000 | 3 *
9.3264 0.0051 0.0030
C2= C2= C2= 0.1986
9.1461 0.0085 0.0049
600 | Ci= Cl= Cl= 0.8317 0.5039 10.92 | 0.008 | 2 *
9.2695 0.0039 0.0023
C2= C2= C2= 1.1595
8.4380 0.1320 0.0760
700 | Ci= Cl= Cl= 0.1595 0.1531 | 78.74 | 0.000 | 3 *
9.5160 0.0017 0.0010
C2= C2= C2= 0.1660
9.3564 0.0030 0.0017
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800 | Ci= Cl= Cl= 0.0577 0.0246 750 | 0.017 | 2 *
9.5678 0.0015 0.0009
C2= C2= C2= 0.0909
9.5101 0.0132 0.0076
C1= UFC de microorganismos crecidos sin Pb
C2= UFC de microorganismos crecidos con Pb
[Pb]= Concentracién de plomo
GL= Grados de libertad
*= diferencia significativa
N. S= No diferencia significativa
IC= Intervalo de confianza
P15M19
[Pb] | Media | Desviacién | Media | Diferencia | IC 95% | Valor | Valor | GL | Significancia
estandar del C1-C2 parala deT | deP
error diferencia
estandar
500 | Ci= Cl= Cl= 0.1007 0.0774 | 18.58 | 0.003 | 2 *
9.4937 0.0019 0.0011
C2= C2= C2= 0.1241
9.3929 0.0091 0.0053
600 | Ci= Cl= Cl= 0.1551 0.1192 18.58 | 0.003 | 2 *
9.4626 0.0031 0.0018
C2= C2= C2= 0.1910
9.3075 0.0141 0.0081
700 | Ci= Cl= Cl= 0.0460 0.0373 | 22.63 | 0.002 | 2 *
9.5488 0.0034 0.0020
C2= C2= C2= 0.0548
9.5027 0.0005 0.0003
C1= UFC de microorganismos crecidos sin Pb
C2= UFC de microorganismos crecidos con Pb
[Pb]= Concentracién de plomo
GL= Grados de libertad
*= diferencia significativa
N. S= No diferencia significativa
IC= Intervalo de confianza
P15M21
[Pb] | Media | Desviacion | Media | Diferencia | IC 95% | Valor | Valor | GL | Significancia
estandar del C1-C2 parala deT | deP
error diferencia
estandar
500 | Ci= Cl= Cl= -0.0181 -0.0364 | -4.27 | 0.051 | 2 N.S
9.3130 0.0030 0.0018
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C2= C2= C2= 0.0001
9.3312 0.0066 0.0039
600 | Ci= Cl= Cl= 0.2368 0.1915 | 22,53 | 0.002 | 2 *
9.4155 0.0045 0.0026
C2= C2= C2= 0.2820
9.1788 0.0176 0.0100
700 | Ci= Cl= Cl= 0.0363 0.0249 | 10.18 | 0.002 | 3 *
9.5409 0.0052 0.0030
C2= C2= C2= 0.0477
9.5045 0.0032 0.0019
800 | Ci= Cl= Cl= 0.0876 0.0763 | 33.33 | 0.001 | 2 *
9.5288 0.0009 0.0005
C2= C2= C2= 0.0989
9.4412 0.0044 0.0026
C1= UFC de microorganismos crecidos sin Pb
C2= UFC de microorganismos crecidos con Pb
[Pb]= Concentracion de plomo
GL= Grados de libertad
*= diferencia significativa
N. S= No diferencia significativa
IC= Intervalo de confianza
P16M7
[Pb] | Media | Desviacion | Media | Diferencia | IC 95% | Valor | Valor | GL | Significancia
estandar del C1l-C2 para la deT deP
error diferencia
estandar
500 | Ci= Cl= Cl= -0.0481 -0.0675 -7.89 | 0.004 | 3 *
9.2830 0.0081 0.0047
C2= C2= C2= -0.0287
9.3312 0.0066 0.0039
600 | Ci= Cl= Cl= -0.2133 -0.2680 | -16.76 | 0.004 | 2 *
9.1255 0.0213 0.0120
C2= C2= C2= -0.1585
9.3387 0.0056 0.0033
700 | Ci= Cl= Cl= 0.1412 0.1111 20.18 | 0.002 | 2 *
9.5008 0.0018 0.0011
C2= C2= C2= 0.1713
9.3596 0.0120 0.0069
800 | Ci= Cl= Cl= 0.4277 0.3290 18.64 | 0.003 | 2 *
9.5443 0.0068 0.0039
C2= C2= C2= 0.5265
9.1167 0.0392 0.0230
900 | Ci= Cl= Cl= -0.0162 -0.0255 -5.57 | 0.011 | 3 *
9.5328 0.0042 0.0025
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C2= C2= C2= -0.0069
9.5490 0.0027 0.0016
1000 | Ci= Cl= Cl= 0.0421 0.0047 485 | 0.040 | 2 *
9.5328 0.0042 0.0025
C2= C2= C2= 0.0795
9.4907 0.0144 0.0083
C1= UFC de microorganismos crecidos sin Pb
C2= UFC de microorganismos crecidos con Pb
[Pb]= Concentracion de plomo
GL= Grados de libertad
*= diferencia significativa
N. S= No diferencia significativa
IC= Intervalo de confianza
P16M10
[Pb] | Media | Desviacion | Media | Diferencia | I1C 95% | Valor | Valor | GL | Significancia
estandar del C1l-C2 para la deT | deP
error diferencia
estandar
500 | Ci= Cl= Cl= -0.0760 -0.1649 | -3.68 | 0.067 | 2 N.S
9.4134 0.0040 0.0024
C2= C2= C2= 0.0129
9.4895 0.0356 0.0210
600 | Ci= Cl= Cl= 0.1291 0.1153 | 29.87 | 0.000 | 3 *
9.4441 0.0047 0.0028
C2= C2= C2= 0.1428
9.3150 0.0057 0.0033
700 | Ci= Cl= Cl= 0.0278 -0.0079 335 | 0079 | 2 N.S
9.5457 0.0025 0.0015
C2= C2= C2= 0.0636
9.5178 0.0142 0.0082
C1= UFC de microorganismos crecidos sin Pb
C2= UFC de microorganismos crecidos con Pb
[Pb]= Concentracion de plomo
GL= Grados de libertad
*= diferencia significativa
N. S= No diferencia significativa
IC= Intervalo de confianza
P16M21
[Pb] | Media | Desviacion | Media | Diferencia | IC 95% | Valor | Valor | GL | Significancia
estandar del C1l-C2 parala deT deP
error diferencia
estandar
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500 | Ci= Cl= Cl= 0.1393 0.1114 21.47 | 0.002 | 2 *
9.4215 0.0019 0.0011
C2= C2= C2= 0.1672
9.2822 0.0111 0.0064
600 | Ci= Cl= Cl= 0.0854 0.0737 3140 | 0.001 | 2 *
9.4104 0.0006 0.0003
C2= C2= C2= 0.0971
9.3249 0.0046 0.0027
700 | Ci= Cl= Cl= -0.0751 -0.1023 | -11.91 | 0.007 | 2 *
9.3611 0.0006 0.0003
C2= C2= C2= -0.0480
9.4363 0.0109 0.0063
800 | Ci= Cl= Cl= -0.0660 -0.0759 | -2859 | 0.001 | 2 *
9.4891 0.0010 0.0006
C2= C2= C2= -0.0561
9.5552 0.0038 0.0022
C1= UFC de microorganismos crecidos sin Pb
C2= UFC de microorganismos crecidos con Pb
[Pb]= Concentracion de plomo
GL= Grados de libertad
*= diferencia significativa
N. S= No diferencia significativa
IC= Intervalo de confianza
P17M14
[Pb] | Media | Desviacién | Media | Diferencia | IC 95% | Valor | Valor | GL | Significancia
estandar del Ci1-Cc2 parala | deT | deP
error diferencia
estandar
500 | Ci= Cl= Cl= 0.1460 0.1183 | 22.68 | 0.002 | 2 *
9.3210 0.0109 0.0063
C2= C2= C2= 0.1337
9.1749 0.0024 0.0014
600 | Ci= Cl= Cl= 0.2011 0.1046 896 | 0.012 | 2 *
9.4216 0.0047 0.0028
C2= C2= C2= 0.2976
9.2206 0.0386 0.0220
700 | Ci= Cl= Cl= 0.0466 0.0397 | 21.62 | 0.000 | 3 *
9.4491 0.0028 0.0016
C2= C2= C2= 0.0534
9.4024 0.0024 0.0014
800 | Ci= Cl= Cl= 0.0832 0.0262 6.29 | 0.024 | 2 *
9.6076 0.0025 0.0015
C2= C2= C2= 0.1401
9.5245 0.0228 0.0130

C1= UFC de microorganismos crecidos sin Pb
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C2= UFC de microorganismos crecidos con Pb

[Pb]= Concentracion de plomo

GL= Grados de libertad

*= diferencia significativa
N. S= No diferencia significativa
IC= Intervalo de confianza

P17M18
[Pb] | Media | Desviacién | Media | Diferencia | IC 95% | Valor | Valor | GL | Significancia
estandar del C1-C2 parala deT | deP
error diferencia
estandar
500 | Ci= Cl= Cl= 0.6281 0.5777 53.72 | 0.000 | 2 *
9.4505 0.0080 0.0046
C2= C2= C2= 0.6784
8.8225 0.0186 0.0110
600 | Ci= Cl= Cl= 0.6044 0.5626 62.23 | 0.000 | 2 *
9.3578 0.0016 0.0009
C2= C2= C2= 0.6462
8.7534 0.0167 0.0097
700 | Ci= Cl= Cl= 0.0642 0.0511 1558 | 0.001 | 3 *
9.4198 0.0055 0.0032
C2= C2= C2= 0.0773
9.3556 0.0044 0.0026
800 | Ci= Cl= Cl= 0.1684 0.1638 | 116.06 | 0.000 | 3 *
9.5673 0.0013 0.0007
C2= C2= C2= 0.1731
9.3989 0.0021 0.0012

C1= UFC de microorganismos crecidos sin Pb
C2= UFC de microorganismos crecidos con Pb

[Pb]= Concentracién de plomo

GL= Grados de libertad

*= diferencia significativa
N. S= No diferencia significativa
IC= Intervalo de confianza
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