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Resumen

Analizando la situacion a nivel mundial de contaminacion, y viendo el gran
auge que corresponde al descarte de los cauchos es desusos se buscaron
nuevas alternativas de biorremediacién para el descarte y reciclaje de los
mismos, por lo tanto, se recolectaron muestras del suelo de diferentes
caucheras y se inocularon en el medio tripticasa soya a temperatura ambiente,
se obtuvieron microorganismos y se sometieron a crecimiento en un medio
restrictivo conocido como M9 suplementado con caucho biodisponible y
caucho lijado, se observé crecimiento de 4 muestras las cuales, mediante
tincion de Gram, resultaron ser bacterias grampositivas con diferentes
morfologias. Teniendo que la muestra N°9, eran bacilos grampositivos,
muestra N°11 cocos grampositivos, muestra N°12 bacilos grampositivos y
finalmente la muestra N°22 bacilos grampositivos. Todos estos
microorganismos fueron sometidos a pruebas bioguimicas y se concluyé que
la muestra N°9 correspondia a bacilos grampositivos, catalasa positivo no
esporulados, muestra N°11Micrococcus spp, muestra N°12 Bacillus sppl y
muestra N°22 Bacillus spp2. Para verificar el crecimiento de las bacterias a
partir del carbono del caucho, se realizé espectroscopia infrarroja sobre los
medios inoculados y sin inocular, obteniendo que las bacterias utilizan las
sustancias formadas de la unién de las sales con el caucho, demostrando de
esta manera y confirmando que existen bacterias capaces de crecer utilizando
como Unica fuente de carbono el caucho y pudiendo ser clasificados como

microrganismos extremofilos con capacidad biodegradadora del caucho.



INTRODUCCION.

En la actualidad a nivel mundial la industria automotriz ha agrandado su auge
teniendo un alcance de 1.2 billones de vehiculos aproximadamente?, y esto ha
traido como consecuencia beneficios de transporte, movilidad y comodidad
para la sociedad, pero este avance ha ocasionado grandes problemas de
contaminacion ambiental; ya que cada vehiculo al pasar por el proceso de la
combustion de la gasolina, gasoil o gas generan monoéxido de carbono el cual
es un contaminante muy potente para la atmosfera, ademas cada vehiculo
necesita cambio de aceite y neuméticos cada cierto tiempo, en muchas
industrias reutilizan el aceite para darle una segunda vida util, pero la cantidad
de neumaticos que se descartan por automévil es mas grande y las técnicas
de reutilizacion o degradacién aun no son suficientes para evitar que los

cauchos generen contaminacion y deterioro del ambiente.

Como bien se sabe, el caucho es un material que no es biodegradable, es un
producto obtenido por medio de la coagulaciéon del latex emanado de algunas
plantas, en especial del arbol de caucho Hevea brasiliensis?. El latex obtenido
del sangrado de los arboles es procesado, con lo que se obtienen las distintas
calidades de caucho natural®. El caucho natural, solo o mezclado con el
caucho sintético, o mezclas de ambos, es utilizado por la industria para la
elaboracion de semi productos o formas basicas como por ejemplo caucho sin
vulcanizar, hilos y cuerdas de caucho vulcanizado y otros articulos de diverso
uso. Estos, a su vez, se utilizan en la produccion de numerosos productos
como llantas neumaticas para camiones, neumaticos para vehiculos de

pasajeros y de produccién agricola, guantes, impermeables y otrosS.



En Venezuela se le conoce al neumatico como caucho, sin tomar en cuenta si
son elaborados a partir de caucho natural o sintético, nuestro pais posee una
gran cantidad de caucheras, que se dedican a reparar neumaticos o al cambio
y venta de los mismos, observando el descarte de muchos de ellos. En muchas
partes se reciclan los cauchos, y se les usa usan de diferentes maneras; la
forma de los neuméticos favorece el crecimiento de microorganismos y
organismos patdégenos y esto conlleva a generar con el tiempo enfermedades

gue deterioran la salud de la sociedad.

El Bioanalisis permite identificar microorganismos y patrticipar en el desarrollo
de nuevos productos y en la produccion de farmacos y vacunas entonces
trabajando de la mano con la biorremediacion, se plantea poder identificar
algun microorganismo extremafilos que degrade el caucho y sirva como una
posible solucion para el descarte de los mismos. Actualmente se utilizan
técnicas avanzadas que normalmente no se utlizan en procesos
microbiolégicos como es la espectroscopia infrarroja la cual detecta los
movimientos vibracionales de los grupos moleculares presentes en muestras
quimicas y biol6gicas?, se usa normalmente para elucidar y determinar
compuestos quimicos, ademas de, clasificar microorganismos, en el presente
trabajo se utiliza como herramienta para verificar la modificacion de los medios

de cultivo utilizados para crecer los microorganismos aislados.



CAPITULO |

Planteamiento del problema

En la actualidad el problema de contaminaciéon ambiental ha ocasionado
grandes problemas en el cambio climéatico a nivel mundial. EI hombre en su
afan de crear mejor calidad de vida, lo ha llevado a utilizar materiales que son
altamente contaminantes, y que en su caso tardan miles de afios para que se
degraden. Sin tomar en cuenta que estos materiales aparte de contaminar el
medio ambiente dafian ecosistemas y alteran el equilibrio tanto de la flora

como de la fauna.

Existen miles de contaminantes a nivel mundial, unos agregan sustancias
toxicas al medio, otros alteran el estado nutricional del agua y la tierra, y otros
favorecen el crecimientos de microorganismos que afectan a otros seres vivos,
en este Ultimo grupo corresponde el caucho (neumatico), que luego de cumplir
su vida util son descartados de manera inadecuada, dando usos pocos
favorables para el medio ambiente, en muchas ciudades el caucho
(neumético) se utiliza para realizar muros de contencion, arrecifes en el mar,

pisos, paredes, y se le dan otros usos que permitan su reciclado®.

Sin embargo, el exceso de neumaticos en un ambiente determinado evita el
uso adecuado de este medio y favorece la contaminacion por otros agentes
debido al disefio del neumético que cuando cae agua de lluvia reiteradamente
es dificilisimo sacarla una vez que ha entrado en ella y siempre quedara un
fondo dentro de la cubierta. Esa agua es el caldo de cultivo ideal para que

aniden ratas, insectos y otros animales o microorganismos que pueden



resultar mas peligrosos que los que se multiplican en una charca que puedan
contribuir al dafio y destruccion de dicho espacio. Aun cuando los avances
cientificos son de tan gran magnitud, estos no se dan abasto para solucionar

este problema que afecta la ecologia.

En muchos casos para descartar el caucho(neumatico) los incineran, pero al
ser sometidos a dicho proceso este genera productos altamente toxicos, que
crean un problema ambiental de otro ambito, debido a este problema con el
pasar de los afios se buscaron nuevas alternativas que generaran soluciones
y alrededor de la década de los 80 observaron que era posible aplicar
estrategias de remediacion que fuesen bioldgicas, basadas en la capacidad
de los microorganismos de realizar procesos degradativos, y le dieron el

nombre de biorremediacién siendo una rama de la biotecnologia®.

Esta ciencia ha generado grandes soluciones a los problemas de
contaminacion, y tomando en cuenta la gran cantidad de neumaticos y de
productos derivados del caucho nace el enfoque de esta investigacion, que

nos lleva a formular las siguientes interrogantes:

¢, Seran capaces algunos microorganismos de degradar el caucho utilizandolo

como Unica fuente de carbono?

¢Modificara las condiciones del medio de cultivo con caucho los

microorganismos?



Justificacion

Anualmente la fabricacién de caucho (neumatico) a nivel nacional es enorme
y debido a esta gran cantidad resulta un gran problema cuando deben ser
desechados ya que muchos terminan en lotes baldios, rios, carreteras, dicha
situacién no solo arruina nuestros paisajes, sino que se convierte en un factor
generador de incendios. Este Ultimo es el problema més serio ya que ocasiona
severos dafos a nuestra salud, pues como se ha verificado, varios estudios
técnicos han demostrado que la quema de llantas libera sustancias de maxima
peligrosidad para el ser humano, tales como monoxido de carbono, diéxido de
azufre, furanos, tolueno, benceno y 6xido de plomo, los efectos dafinos que

estos pueden ocasionar a nuestra salud son irreversibles’.

Aun cuando se conocen muchas maneras de reciclar los neumaticos
sumamente interesantes y que logran éxitos parciales de suma importancia
este sigue siendo un gran factor de contaminacion, la falta de conciencia por
parte del ser humano y la poca informacion que es trasmitida, lleva a la
poblacién a darle usos que no son los mejores, generando un problema medio

ambiental de primer orden en todo el mundo.

Si bien es conocido que en la actualidad el caucho neumético se encuentra
compuesto de un polimero del isopreno o metil butadieno, su peso molecular
es muy elevado y se estima superior a 10.000 Daltons por lo que su
combustién en presencia de escaso aire es dificultosa y emite gran cantidad
de sustancias de naturaleza carbo-alquitranosas®, ademas dependiendo de la
compafia son agregadas otras sustancias que favorecen a la formacion del

neumatico y su duracién, todos estos compuestos y componentes si no son



degradados o descartados de la manera adecuada, ocasionan efectos
secundarios altamente peligrosos.

En Mérida uno de los usos mas comunes de los neumaticos para ser
reciclados es en la fabricacion de muros de contencion, y aun cuando son muy
buenos y efectivos, la alta demanda de neumaticos fuera de uso es mas

grande, generando un problema de gran magnitud.

Hipotesis

Si se colocan a crecer microorganismos recolectados de suelos de caucheras
y se someten al crecimiento en un medio restrictivo con caucho, entonces se
observardn microorganismos capaces de utilizar el caucho como Unica fuente

de carbono, demostrando su capacidad de biodegradacion sobre el mismo.

Objetivos

Objetivo General

Evaluar la capacidad de degradacion de caucho de los microorganismos
aislados de diferentes caucheras del Estado Mérida.



Objetivos especificos.

Aislar microorganismos tomados a partir de muestras del suelo de las
caucheras del Estado Mérida.

Caracterizar los microorganismos tomados a partir de muestras del
suelo de las caucheras del Estado Mérida.

Comprobar la capacidad de los microorganismos de degradar el caucho
al exponerlo a medio minimo suplementado con caucho y verificar con
espectroscopia infrarroja.

Clasificar los microorganismos capaces de degradar el caucho.

Alcances

El trabajo de investigacion explorara los microorganismos presentes en
los suelos de las caucheras del estado Mérida con capacidad de
biodegradar el caucho.

La investigacion permitira identificar por género los microorganismos

con dicha capacidad.

Limitaciones

El poco acceso a material microbioldgico limitara la toma de muestra de
las caucheras, solo aquellas cercanas a la Facultad de Farmacia y
Bioanalisis

La poca informacion de espectroscopia infrarrojo con respecto al

crecimiento de microorganismos en el medio M9.



CAPITULO Il

Mundo microbiano

En 1674 el bidlogo holandés Antén Van Leeuwenhoek cuando examind con
sus lentes de microscopio una gota de agua y descubri6 un mundo formado
por millones de diminutos «animaculos», conocidos actualmente como
microorganismos. Los microorganismos son los seres mas primitivos y
numerosos que existen en la Tierra, colonizan todo ambiente: suelo, agua y
aire, participan de forma vital en todos los ecosistemas y estan en interaccion
continua con las plantas, los animales y el hombre. Los microorganismos son
clave para el funcionamiento de los sistemas biolégicos y el mantenimiento de
la vida sobre el planeta, pues participan en procesos metabdlicos, ecoldgicos
y biotecnoldgicos de los cuales dependemos para sobrevivir y enfrentar los
retos del futuro. Estos retos son gigantescos para la continuidad de la vida, en
particular, para satisfacer la demanda de alimentos y medicamentos y resolver

problemas ecolégicos y de contaminaciéon ambiental®.

Aproximadamente cien afios después el bidlogo danés Otto Muller ampli6 los
estudios de van Leeuwenhoek y, siguié los métodos de clasificacién de Carlos
Linneo, organizé a las bacterias en géneros y especies. Se traté del inicio de
la clasificacion taxondémica de los microorganismos. En 1840, el
anatomopatélogo aleman Friedrich Henle propuso unos criterios para
demostrar que los microorganismos eran responsables de la aparicion de

enfermedades en el ser humano?°.



El mundo descubierto por Van Leeuwenhoek era complejo y estaba formado
por protozoos y bacterias de todas las formas y tamafios. Sin embargo, la
complejidad de la microbiologia médica actual se acerca al limite de la
imaginacion. Asi, en la actualidad se sabe que existen miles de diferentes tipos
de microorganismos que viven en el interior, la superficie o alrededor del ser
humano y, asimismo, pueden contarse por centenares los que son capaces de
provocar en €l enfermedades graves. Para entender esta informacion y
organizaria de una forma util, es importante conocer algunos de los aspectos
bésicos de la microbiologia. En principio, los microorganismos pueden
subdividirse en cuatro grupos: virus, bacterias, hongos y parasitos (dotado

cada uno de ellos de su propia complejidad)*°.

Bacterias

Las bacterias poseen una estructura relativamente simple. Son
microorganismos procariotas, es decir, unos microorganismos unicelulares
sencillos, sin membrana nuclear, mitocondrias, aparato de Golgi ni reticulo
endoplasmico que se reproducen por divisidn asexual. La pared celular que
rodea a las bacterias es compleja, y existen dos formas basicas: una pared
celular grampositiva con una gruesa capa de peptidoglucano y una pared
celular gramnegativa con una delgada capa de peptidoglucano, asi como una
membrana externa. Algunas bacterias carecen de pared celular y compensan
su ausencia sobreviviendo tan sélo en el interior de células del organismo

anfitrion o en un ambiente hiperténico?!.

Para realizar una clasificacion preliminar de las bacterias se utiliza su tamafio
(de 1 a 20 um o mas), forma (esferas, bastoncillos, espirales) y disposicion

espacial (células aisladas, en cadenas y formando camulos); mientras que su
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clasificacion definitiva se refiere a sus propiedades fenotipicas y genotipicas.
El organismo humano est4 habitado por miles de especies bacterianas
distintas; mientras algunas mantienen una relacion parasitaria temporal, otras

habitan en el ser humano de manera permanente??,

También se encuentran bacterias en el ambiente, como el aire que se respira,
el agua que se bebe y los alimentos que se comen; aunque muchas de ellas
son relativamente avirulentas, otras son capaces de provocar enfermedades
potencialmente mortales. La enfermedad puede deberse a los efectos tdxicos
de los productos bacterianos (toxinas) o bien a la invasién de regiones

corporales que acostumbran a ser estériles!!.

Hongos

A diferencia de las bacterias, la estructura celular de los hongos es mas
compleja. Son microorganismos eucariotas que poseen un nudcleo bien
definido, mitocondrias, aparato de Golgi y reticulo endoplasmico. Los hongos
pueden existir en una forma unicelular (levadura) capaz de replicarse de
manera asexual, o en una forma filamentosa (moho), capaz de replicarse de
forma tanto asexual como sexual. La mayor parte de los hongos existen en
forma de levadura o bien en forma de moho. Sin embargo, algunos de ellos
pueden adoptar ambas morfologias; se trata de los llamados hongos

dimérficos, como Histoplasma, Blastomyces y Coccidioides!!.
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Parésitos

Los parasitos son los microorganismos con mayor grado de complejidad.
Aunque todos los parasitos se clasifican como eucariotas, algunos son
unicelulares y otros son pluricelulares. Su tamafo oscila desde diminutos
protozoos de 1-2 um de diametro (es decir, el tamafio de muchas bacterias) a
los artrépodos y cestodos que llegan a medir hasta 10 m de largo. De hecho,
resulta dificil imaginar como pudo clasificarse a estos microorganismos como
«microbios» teniendo en cuenta el tamafio de algunos de ellos. Su ciclo de
vida es, igualmente, complejo, de forma que algunos establecen una relacion
permanente con el ser humano y otros atraviesan un conjunto de etapas de

desarrollo en una serie de anfitriones animales!,

Virus

Los virus son las particulas infecciosas de menor tamafio, con un diametro que
oscila entre los 18 hasta casi los 300 nm (el tamafio de la mayor parte de los
virus es inferior a 200 nm y no pueden visualizarse mediante el microscopio
Optico). Se han descrito mas de 25 familias viricas que contienen mas de 1.550
especies de virus, muchas de las cuales se asocian a enfermedad en el ser
humano. Los virus estan formados por acido desoxirribonucleico (ADN) o acido
ribonucleico (ARN) (no por ambos a la vez) asi como por las proteinas
necesarias para su replicacion y patogenia. Estos componentes se encuentran
rodeados por una capa de proteinas, asociada o no a una envoltura

membranosa lipidicall.
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Microorganismos extremofilos

La participacion activa de los microbios en la vida diaria se debe a su
versatilidad, diversidad y rapidez de crecimiento afectan a casi todas las
esferas de nuestra vida, desde la agricultura hasta la industria y del medio
ambiente a la salud. En vista de su papel en la sociedad humana, los microbios
han sido el centro de atraccion para los investigadores y durante el siglo
pasado varios puntos de inflexion y se establecieron hitos. Sin embargo, a
pesar de la significativa desarrollos en la biologia molecular, las actividades
microbianas siguen estando bajo un conjunto limitado de condiciones debido
a diferentes restricciones en el cultivo de la poblacién natural, solo se conoce

la fraccion (1-10%) del mundo microbiano®?.

La supervivencia de los microbios en condiciones extremas proporcionaria
pistas importantes sobre el origen y evolucion de la vida. Los microorganismos
extremofilos son los seres vivos mas antiguos de la tierra. Los extremdfilos
pueden ser bastante (tiles para predecir y buscar vida en otros planetas. Los
habitats extremos constituyen un componente importante del vasto potencial
bioldgico inexplorado. Los entornos extremos pueden clasificarse segun la
naturaleza de sus propiedades fisicas y quimicas, tomando en cuenta con
respecto a sus propiedades microbianas, incluyendo ambientes altamente

salinos con salinidad variable, temperaturas extremas®?.

Tipos de microorganismos extremofilos:

e Aciddfilo: vive a pH igual o menor que 3*2.
e Alcaldfilo: vive a pH igual o mayor que 9.12

e Bardfilo o piezdfilo: vive en ambientes con alta presion liquida o

13



gaseosal?,

Endolito: vive en espacios microscépicos en rocas?!?.

Haldfilo: requiere al menos 2M de sales (NaCl) para vivir.
Hipertermofilo: vive a temperaturas mayores a 80-121 °C, como los
sistemas hidrotermales®?.

Hipolito: vive dentro de las rocas de los desiertos frios'.

Litoautotrofo: pueden obtener energia por reducciéon de compuestos
minerales como la pirita, por ejemplo*?.

Metalotolerante: capaz de tolerar altas concentraciones de metales
pesados en solucién, como cobre, cadmio, arsénico, y zinc'?.
Oligotrofo: que puede crecer en ambientes con nutrientes limitados*.
Osmofilo: que puede crecer en ambientes con alta concentracion de
azucares?'?,

Poliextremofilo: extremdfilo para mas de una categorial?.

Psicréfilo o criéfilo: que vive a temperaturas de 15 °C o menos*?.
Radio-resistente: que resiste a altos niveles de radiaciones ionizantes,
como UV, o radiaciéon nuclear®?.

Termofilo: que vive a temperaturas entre 60 y 80 °C*2,

Xerdfilo: que puede vivir en ambientes extremadamente secos, como

los desiertos?!?.

Microbiota del suelo

La microbiota del suelo tiene una gran variedad de microorganismos formada

por una mezcla microscopica de miles y millones de bacterias, actinomicetos,

hongos, protozoos, y otros, por cada gramo de suelo, que cumplen un rol

esencial en los procesos biogeoquimicos de la materia. Existen muchos

microorganismos del suelo reportados como productores de metabolitos
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biolégicamente activos, se tiene a los hongos, a las bacterias y Actinomycetos;
ademas hay muchos microorganismos antagonicos que existen naturalmente
en los suelos de los campos de cultivo y ejercen cierto grado de control

biolégico sobre uno o muchos fitopatégenos?3.

Los microorganismos del suelo contribuyen al mantenimiento de la fertilidad
quimica, fisica y biolégica del suelo. Transforman nutrientes inorganicos, que
de otra forma no pueden ser absorbidos por la planta; ademas favorecen la
descomposicién y mineralizacion de la materia organica'4 La mayoria de la
poblacién bacteriana organotréfica aerobia de gran parte de los suelos esta
compuesta por géneros Gram positivos. No se generaliza los porcentajes de
varios grupos, pero no es extrafio que hasta el 70% de la totalidad de los
aislamientos bacterianos del suelo se clasifican dentro de las denominadas
bacterias grampositivas del género Arthrobacter sp, siendo la mayoria de la

microflora restante Bacillus sp y Micrococcus sp?®.

La poblacion Gram negativa generalmente estd compuesta en su mayor parte
por Pseudomonas sp y Flavobacterium sp. Otros géneros relativamente
frecuentes considerados nativos incluyen a Acinetobacter sp, Agrobacterium
sp, Alcaligenes sp y Nocardia sp. La variabilidad de las comunidades
microbianas del suelo depende mayormente de la viabilidad para metabolizar
una fuente de carbono, la disponibilidad de macro y microelementos, el
contenido de agua, el pH y el tamafio de las particulas. Cuando estas
caracteristicas se alternan producen ambientes anaerobios, saturados o
toxicos segun sea el nivel de presencia, ahi es donde se encuentran especies
bacterianas con propiedades metabdlicas incomparables y procesos

adaptativos regidos por componente enzimaticos desconocidos?®.
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Muchos géneros de bacterias aisladas de climas extremos se han utilizados
en biorremediacion de hidrocarburos en diferentes tipos de terrenos con un
optimo resultado frente a otros mecanismos fisicos o quimicos, mas
demorados, costosos o con residuos no tan toxicos, pero de dificil
degradacion. De estos géneros se han creado diferentes indculos de varios
tipos de microorganismos que interaccionan de forma mas insuperable y

cémodo control?®.

Ciertos hongos que degradan la celulosa, la quitina y el fésforo que se
encuentran como microbiota del suelo son Trichoderma, Penicillium,
Aspergillus, Fusarium, Verticillum, y Chaetomium, algunas bacterias como
Bacillus, Clostridium, Nocardia, Streptomyces y otros hongos como
Aspergillus, Fusarium, Penicilium ayudan a reducir la acumulacion de
agroquimicos en el suelo, ya que pueden utilizar algunos de ellos como fuente
de carbono'®. Entre algunos paréasitos aislados a partir de muestras de suelo

se encuentran Trichuris sp., Ascaris lumbricoides y otros'’.

Caracteristicas de algunos microorganismos del suelo.

e Arthrobacter spp.. Bacilos aerobios. Bastante resistentes a la
desecacion y falta de nutrientes. Ciclo de vida en el que alternan las
formas de coco y bacilo. Son bacterias del suelo. Degradan moléculas
de dificil degradacion, tales como herbicidas, pesticidas y derivados del
petr6leo (Mineralizacion)?!8,

e Bacillus spp: Las bacterias del género Bacillus tipicamente son bacilos

grampositivos que producen endosporas. Se les encuentra con
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frecuencia en el suelo y s6lo algunas son patdgenas para los seres
humanos. Varias especies producen antibiéticos?:.

Micrococcus spp: Son cocos grampositivos, aerobios estrictos, forman
asociaciones en pareja, tétradas o racimos, tienen presencia de
carotenoides amarillo, naranja o rojo. Ampliamente distribuidos en la
superficie de objetos inanimados, particulas de polvo y suelos. No son
patdgenos?é.

Pseudomonas spp. Este género es muy importante, consiste en bacilos
gramnegativos aerobios que se mueven por medio de flagelos polares,
sean unicos 0 en mechones. Estos microorganismos son muy comunes
en el suelo y en otros ambientes naturales. Muchas especies de
Pseudomonas segregan pigmentos hidrosolubles extracelulares que se
difunden en el medio!?.

Flavobacterium spp: Son bacterias gramnegativas en forma de bacilos,
se encuentran en el suelo y en agua dulce. Causantes de las
enfermedades en los salménidos?*?.

Acinetobacter spp: son bacilos o cocobacilos gramnegativos, muchas
veces dispuestos en parejas. No fermentan la glucosa y son aerobios
estrictos, inméviles, catalasa positivos y oxidasa negativos. Crecen bien
en todos los medios de cultivo de rutina, siendo su temperatura 6ptima
de crecimiento de 33 a 35° C, su hébitat natural son las aguas y el
suelo®®.

Agrobacterium spp: bacilos gramnegativos no esporulantes, méviles,
qgue crecen en el suelo. Es una bacteria fitopatdbgena capaz de
ocasionar la aparicion de agallas y tumores?’.

Clostridium spp: Los miembros de este género son anaerobios estrictos.
Las células con forma de bacilo contienen endosporas que suelen
distenderlas son grampositivas. Su habitat natural son el suelo, el

intestino de los animales y el hombre?l.
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Alcaligenes spp: Bacilos gramnegativos, con flagelos, aerobios. Habitan
en el suelo y agua?’.

Nocardia spp: sus miembros son aerobias, bacilos grampositivos,
filamentoso ramificado, aerobio, inmovil, catalasa positiva, Las especies
de Nocardia son habituales en el suelo*?.

Streptomyces: el género mejor conocido de los actinomicetos, es una
de las bacterias grampositivas micelio aereo, filamentos ramificados, y
cadenas de conidias largas, aisladas con mayor frecuencia del suelo.
Las esporas reproductivas asexuales de Strepromyces se forman en los
extremos de los filamentos aéreos. Estos microorganismos son
aerobios estrictos??.

Trichoderma: hongos, sus conidios presentan un tamafo regular, son
esféricos y firmemente arracimados, habitan en el suelo®®.

Penicillium: son hongos y sus colonias son granulares, de bordes lisos,
por lo general con varias tonalidades de verde, aunque a veces se
encuentran variantes amarillas y amarillo castafias.Como se observa
con el microscopio, el "penicilio” (cepillo) se produce por la bifurcacion
del conidiéforo en la metula primaria y las fialides secundarias, a partir
de cuyos extremos se originan cadenas de conidios*®.

Aspergillus: Las especies de Aspergillus estan extensamente
distribuidas en la naturaleza; se encuentran en el suelo, en la
vegetacion en descomposicion y en una amplia variedad de materia
organica, son hongos filamentosos con hifas relativamente pequefias
(3-6 um) de tamafio regular que se ramifican en forma dicotébmica en
angulos de 45° con tabiques diferenciados transversales, se encuentran
facilmente en la materia organica distribuidos por todo el mundo,*®.
Fusarium: son hongos casi siempre algodonosos o vellosos y tienen
una superficie lavanda, rosada a roja o magenta distintiva vy

pigmentacién en el reverso, De los hongos filamentosos hialinos, las
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especies de Fusarium son las Unicas que producen microconidias y
macroconidias, habitan en el suelo®®.

Verticillum: es un hongo saprdfito vive en el suelo y atacan las plantas
cuyas raices estan bajo condiciones de estrés?'®.

Chaetomium: son hongos, sus colonias al comienzo son blancas, pero
pueden tornarse amarillas, amarillo verdosas o cobre en la madurez. En
la microscopia pueden observarse hifas especuladas y grandes que se
extienden a través de la pared de las estructuras saculares que
constituyen los cleistotecios, dando el aspecto de patas de una arafia
que se extienden'®.

Trichuris sp: son parésitos, los huevos miden alrededor de 54 x 22 pm,
estan entre las formas que se reconocen con mas facilidad en las
preparaciones microscépicas por su forma de barril caracteristica y los
“tapones” polares hialinos, convexos y refringentes en cada extremo, se
encuentran en el suelo®®.

Ascaris lumbricoides: es un parasito, nematodo, parasitos adultos
Miden entre 15 y 35 cm de longitud, los machos son méas pequefios y
pueden identificarse por su cola curva (lamina en color 22-5A). La
cuticula es lisa y carece de las estriaciones musculares anulares
caracteristicas de las lombrices de la tierra. Los huevos fecundados
miden entre 45 y 60 um y los huevos no fecundados, entre 90 x 40 um.
Son amarillo castafio (tenidos con bilis), ovales o esféricos y presentan
una cascara gruesa, transparente y hialina recubierta por una capa

albuminoide. Habitan en el suelo?®.
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Historia del caucho

El caucho era conocido por los pueblos indigenas de América mucho antes de
la llegada de los exploradores europeos en 1525, el Padre d' Anghieria informo
que habia visto tribus jugando con pelotas elasticas. EI primer estudio
cientifico del caucho lo realizo Charles de la Condamine, cuando lo encontré
durante su viaje a Pert en 1735. El ingeniero francés que se reunié con
Condamine en Guayana, Fresnau estudio el caucho en su casa, llegando a la
conclusién de que esto no era mas que un "tipo de aceite resinoso

condensado"?°,

La palabra para goma en portugués era borracha: se originoé a partir de una de
las primeras aplicaciones para este producto, cuando se usé para hacer jarras
reemplazando las borrachas de cuero que usaban los portugueses para enviar
vino. Volviendo a las obras de Condamine, Macquer sugirié que el caucho
podria usarse para producir tubos flexibles. Desde entonces, innumerables
artesanos se han involucraron con el caucho. En 1820, el industrial britanico
Nadier produjo hilos de goma e intentdé usarlos en accesorios para la ropa.
Este fue el momento en que América fue capturada por la fiebre del caucho, y
la del calzado impermeable usado por los pueblos indigenas se convirtié en

un éxito2°.

Después de un largo periodo de intentos desarrollar un proceso para mejorar
las cualidades del caucho (como la inclusion del acido nitrico) que casi lo
arruing, en 1840 Goodyear descubrio la vulcanizacién, por accidente. En 1815,
un humilde aserrador, Hancock, se convirtié en uno de los lideres fabricantes
en el Reino Unido, habia inventado un colchon de goma y por medio de una

asociacién con Mac Intosh produjo la famosa capa impermeable conocida
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como "macintosh”. Ademas, descubrié como cortar, enrollar y prensar caucho
a escala industrial, el también noté la importancia del calor durante el proceso
de prensado, y construyé una maquina para este proposito. Mac Intosh
descubrié el uso de benceno como disolvente, mientras que Hancock
descubrié que se requirieron de astillado previo y calentamiento para asegurar
que el caucho se disolviera completamente. Hancock también descubrié cémo

fabricar bolas elasticas?°.

Finalmente, en 1842, Hancock tomd posesion del caucho vulcanizado
producido por Goodyear, buscando encontrar el secreto de la vulcanizacion
que le trajo una gran fortuna. En 1845, RW Thomson inventd el neumatico, el
tubo interior e incluso la textura. En 1850 se fabricaban juguetes de goma,
bolas sdlidas y huecas para golf y tenis. La invencion del velocipede por
Michaux en 1869 condujo a la invencion del sélido caucho, seguido de caucho
hueco y, finalmente, la reinvencion del neumatico, porque el invento de

Thomson habia sido olvidado?°.

Se estudiaron las propiedades fisicas del caucho por Payen, asi como
Graham, Wiesner y Gérard. Finalmente, Bouchardt descubri6 cémo
polimerizar el isopreno entre 1879 y 1882. El primer neumatico de bicicleta se
remonta a 1830, y en 1895, Michelin tuvo la atrevida idea de adaptar el
neumatico al automdévil. Desde entonces, el caucho ha ocupado una posicién

destacada en el mercado global?®.

Como el caucho es una materia prima importante que desempefia un papel
importante en la civilizacion moderna, los quimicos pronto sintieron curiosidad
por aprender mas sobre su composicion para sintetizar. En el siglo XIX, el

trabajo se centrd en este objetivo, descubriendo pronto que el caucho es un
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polimero de isopreno. Los rusos y los alemanes abrieron nuevos caminos en
sus esfuerzos por sintetizar el caucho. Pero los productos resultantes no
pudieron competir con el caucho natural. Fue solo durante la primera Guerra
Mundial que Alemania, presionada por las circunstancias, tuvo que desarrollar
en version industrializada de este producto sintético. Este fue el trampolin para
el masivo desarrollo de la industria del caucho sintético en todo el mundo,

produciendo elastémeros?.

Historia del caucho natural

El caucho natural es un producto sdlido obtenido mediante la coagulacion del
latex producido por ciertas plantas, particularmente el arbol de caucho
brasilefio Hevea brasiliensis. Este material crudo generalmente se extrae del
arbol del caucho, gue es nativo de la Amazonia. A pesar de que hay una gran
cantidad de especies que exudan secreciones similares al latex cuando la
corteza se corta, solo unos pocos producen cantidades suficientes de una
calidad adecuada para la explotacién. La historia del caucho natural en Brasil
es una historia tan emocionante como la fiebre del oro en Brasil. En Brasil la
revolucion industrial se estaba expandiendo rapidamente, como el mundo vivio
un tiempo de prosperidad y descubrimientos que se reflej6 en todos los

sectores, automoviles, tranvias, teléfonos, luz eléctrica y otras innovaciones?0.

Gracias a sus multiples aplicaciones, particularmente en la creciente industria
del automdvil, el caucho producido a partir de latex extraido de arboles se
convirtié6 en un producto de gran demanda en todo el mundo. Esto trajo un
auge en el norte de Brasil, gue en ese momento era uno de los mas pobres y

menos poblados del pais. Con ganas de trabajar los huertos de Amazonia, los
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principales bancos extranjeros y las empresas establecieron tiendas en las

ciudades de Belém y Manaus?®.

La capital del estado de Amazonas se convierte en el corazén econdémico de
Brasil. Estaba equipado con suministros de agua y electricidad, ademas de
teléfonos y grandes edificios como el teatro Amazonas, todavia hoy un simbolo
de la riqueza traida por el auge del caucho en Brasil. Durante la década de
1870, invadieron el bosque para aprovechar el latex y convertirlo en caucho.

La produccion de la Amazonia alcanz6 las 42,000 toneladas por afio?.

Esta euforia durdé hasta 1910, cuando la situacion comenz6 a cambiar: las
exportaciones de caucho comenzaron a aparecer en el mercado desde las
colonias britdnicas y Brasil no pudo soportar esta feroz competencia. En 1876,
los britanicos sacaron de contrabando semillas de arboles de caucho de la
Amazonia a la botanica jardines en Londres. A través del injerto, desarrollaron
variedades mas resistentes que fueron mas tarde enviados a las colonias en
Asia, donde se establecieron masivas plantaciones de caucho,

particularmente en Malasia, Ceilan y Singapur?°.

La diferencia entre las técnicas de produccion de latex en Brasil y Asia fue
significativa en el desarrollo de este negocio, la goma los arboles de Asia
estaban separados por cuatro metros, a veces era necesario caminar millas
entre un arbol y el siguiente en Amazonia, limitando la cantidad de latex
recolectado y aumentando su precio. Obviamente, las plantaciones bien
organizadas del lejano Oriente dieron lugar a un aumento significativo de la

productividad, haciéndolos mas competitivos°.
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En Brasil, el gobierno no estaba dispuesto a cambiar estos métodos creia que
aprovechar estos arboles de caucho aseguraria la presencia de brasilefios en
la region del Amazonas, garantizando la soberania nacional sobre esta area
en gran parte despoblada. La produccion comenzé a disminuir, lo que puso
fin a las décadas de auge en gran parte del norte Brasil. Las empresas que se
habian instalado en Manaus y Belém se fueron en busca de otras regiones
mas productivas. Los inmigrantes se fueron a casa, esta edad de oro de la

opulencia se desliz6 en la historia?.

Caucho Natural, estructura y composicion.

El caucho natural estéd constituido por cadenas largas y flexibles, el cual esta
conectado por enlaces intermoleculares con capacidad suficiente para evitar
el deslizamiento de las moléculas y con la flexibilidad necesaria para
extenderse con facilidad y volver al desorden. Debido a que las cadenas
lineales se deslizan con facilidad unas sobre otras, el caucho natural se
convierte en un material viscoso y pegajoso, y al enfriarse se torna quebradizo
(10-11) EI caucho es cis-1,4-poliisopreno y corresponde a un elastomero, el
cual es capaz de ser estirado o deformado y volver a su forma original. La
sucesién de unidades isopreno en la cadena polimérica es perfectamente
regular y cada cuatro atomos de carbono presenta un grupo metilo como grupo
lateral (11). El poliisopreno es un polimero dieno, es decir esta formado a partir

de un monémero que contiene dos enlaces dobles carbono-carbono??.
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Isopreno

Figura N°1: Estructura del caucho natural.

Propiedades fisicas y quimicas del caucho natural

En su estado natural es un elastémero blanco o incoloro. Las propiedades
fisicas del caucho bruto (sin vulcanizar) varian de acuerdo a la temperatura.
Cuando se expone a -195°C se presenta como un caucho duro y transparente.
A la temperatura de 0 a 10°C, el caucho se torna fragil y opaco, y por encima
de los 20°C se vuelve blando, flexible y translucido. Cuando se expone a 50°C
adquiere una textura de plastico pegajoso y si la temperatura se eleva hasta
los 250°C, los enlaces dobles se separan y se da la formacién de anillos. La
densidad del caucho a 0° es de 0,950 y a 20°C es de 0,934 y su punto de
fusion es de 180°C. El caucho puro o bruto es insoluble en agua, éalcalis o
acidos débiles y es soluble en benceno, petroleo, hidrocarburos clorados y
disulfuro de carbono. Se oxida rapidamente a la exposicion de agentes

oxidantes quimicos, pero con el Oz de la atmosfera es relativamente lento?*.
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Caucho sintético

Los cauchos sintéticos (elastbmeros) son polimeros de cadena larga con
propiedades quimicas, fisicas y mecénicas especiales. Estos materiales tienen
estabilidad quimica, alta resistencia a la abrasion, resistencia y buena
estabilidad dimensional. Muchas de estas propiedades se imparten al polimero

original a través de agentes de reticulacion y aditivos?2.

Antes de la Segunda Guerra Mundial, los desarrollos se perseguian
activamente en Alemania en la produccién de un polimero como reemplazo
del caucho natural, es decir, para fines generales. A través de contactos
comerciales entre fabricantes alemanes y estadounidenses, muchos de los
detalles de estos materiales y su fabricacién fueron conocidos en los Estados
Unidos. En tiempos de guerra, para compensar la deficiencia de los
suministros de caucho natural a los aliados, comenz¢ la fabricacion a gran
escala de los polimeros de estireno-butadieno con un 25% de estireno y un

75% de contenido de butadina en los EE. UUZ,

Desde entonces, entrd en el mercado una serie de elastomeros sintéticos,
tanto de uso general como especial. Los cauchos para fines especiales son
aguellos producidos en cantidades mucho mas pequefias y que tienen un
grado diferente de resistencia al aceite y solvente y / o resistencia al calor de
aguellos en la clase de propdsito general, que se producen en grandes
cantidades para complementar y reemplazar el caucho natural con el que
estan comparable en propiedades no resistentes al aceite. Los cauchos para
propoésitos especiales desarrollados inicialmente son los cauchos de neopreno

y acrilonitrilo-butadieno, que siguen siendo los caballos de batalla debido a su
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costo y su resistencia al aceite. El mercado del neopreno?.

Las gomas se han ampliado mucho por la explotacion de su excelente
resistencia al ozono y al clima, y por su uso en aplicaciones resistentes al
fuego, como el revestimiento de cables y las bandas transportadoras para
minas. Las salidas mas grandes para cauchos de nitrilo se encuentran en las
industrias de ingenieria para sellos de aceite, juntas téricas, juntas y
mangueras de combustible y aceite. Posteriormente, se desarrollaron y
establecieron gomas de polietileno clorosulfonado para aplicaciones en las
gue se requieren disolventes, sustancias quimicas, ozono y resistencia a la

intemperie?°,

Los cauchos de fluorocarbono, con propiedades inferiores a las bajas
temperaturas que el caucho de nitrilo, pero con una resistencia superior al
aceite y al calor, representan mejoras, que han sido aceptables en el Industrias
aeronauticas y automouvilisticas. El alto precio del caucho de fluorocarbono y
los cauchos de silicona restringe su uso generalizado, aunque los cauchos de
silicona son uUnicos en su amplio rango de temperatura de servicio. Los
cauchos de poliuretano poseen ciertas propiedades destacadas. Pueden tener
resistencias a la traccibn mas altas que cualquier otro caucho, excelente
resistencia al desgarro y la abrasion, y sobresaliente resistencia al ozono,

oxigeno e hidrocarburos alifaticos?.

Los elastdmeros termoplasticos son una nueva clase Unica de polimeros en
los que las propiedades de uso final de los elastbmeros vulcanizados se
combinan con las ventajas de procesamiento de termoplasticos. Estos

polimeros producen articulos utiles que tienen verdaderas propiedades
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elastoméricas sin composicion ni vulcanizacion. Por lo tanto, es evidente que
los compositores de caucho tienen ahora un amplio espectro de elastomeros
para elegir, para cumplir con uno o mas de los requisitos para el uso final

especifico?.

Trabajos de investigacion realizados con caucho

Desde hace muchos afios se han realizados trabajos de investigacion que
buscan la degradacion del caucho o sus derivados entre los cuales estas las
siguientes: En 2000 Berekaa y colaboradores, “Efecto del tratamiento previo
del material de caucho en su biodegradabilidad por varias bacterias que
degradan el caucho”, ellos examinaron el efecto del tratamiento previo de
varios cauchos que contienen cis -1,4-poliisopreno en su biodegradabilidad.
Se realizaron pruebas con seis bacterias recientemente aisladas y
caracterizadas que degradan el caucho perteneciente a los géneros Gordonia
(cepas Kb2, Kd2 y VH2), Mycobacterium, Micromonospora y Pseudomonas.
Todas las cepas pudieron usar caucho natural (NR) y guantes de latex NR
como Unica fuente de carbono. Por otro lado, el crecimiento de Gordonia sp.
(cepa Kb2 y Kd2), Mycobacterium fortuitum NF4 y Micromonospora aurantiaca
W2b sobre cis -1,4-poliisopreno sintético solo ocurrio después de la
eliminacién de los antioxidantes, que generalmente se agregan durante la
fabricacion para prevenir el envejecimiento de los materiales. Estudios
detallados de degradacion realizados con Gordonia sp. Kb2 revel6 una
mineralizacion mejorada de los guantes de latex NR pretratados y la
mineralizacion del caucho natural purificado (NR), lo que indica la
mineralizacion real del componente de caucho de cis -1,4-poliisopreno incluso
después de la eliminacion del componente no de caucho que puede actuar

como sustrato co-metabdlico y apoyar el crecimiento microbiano. Analisis
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adicionales mediante microscopia electronica de barrido (SEM) demostro
claramente la mayor eficiencia de colonizacion de estas bacterias hacia los
guantes de latex NR pretratados. La colonizacion se visualizo adicionalmente
mediante la tincion de los guantes de latex NR demasiado crecidos con
reactivo de Schiff, y el color parpura producido en el area de degradacién fue
una evidencia de la acumulaciéon de aldehidos que contienen oligomeros. Se
podria lograr una mayor mejora de la degradacién de los guantes de latex
después de la sustitucién sucesiva del medio de sales minerales durante el
cultivo. Por lo tanto, una rapida desintegracion del material de los guantes de

latex NR sin tratar se llevé a cabo por Gordonia sp.cepa VH2%,

En 2001, Arenskotter y colaboradores, investigaron sobre “Caracterizacion
taxondémica de dos bacterias degradadoras del caucho que pertenecen a la
especie Gordonia polyisoprenivorans y analisis de regiones hiper variables de
secuencias de ADNr 16S”. Identificaron dos bacterias degradantes del cis -1,4-
poliisopreno (caucho de isopreno), cepas VH2 y Y2K, como cepas de la
especie Gordonia polyisoprenivorans pertenecientes a Corynebacteriaceae,
un suborden del orden Actinomycetales. Ambos mostraron un crecimiento y
degradacion caracteristicos del caucho de isopreno). Para la cepa VH2,
investigaron las propiedades quimiotaxonomicas, y los experimentos de
hibridacion ADN-ADN con la cepa, revelaron la afiliacion a la especie G.
polyisoprenivorans. La comparacién de las secuencias de 16S rDNA, y
especialmente las regiones hiper variables de estos, condujeron a la
clasificacion de la cepa Y2K a la misma especie. En la actualidad, la especie
G. polyisoprenivorans comprende tres aislamientos diferentes que comparten
la capacidad de degradar el caucho de isopreno de manera potente, pero que

se obtuvieron de diferentes regiones geograficas?*

29



“‘Degradacion oxidativa de cis y trans -1,4-poliisoprenos y caucho natural
vulcanizado con sistemas mediador de enzimas” (2003) dicha investigacion
consistio en la degradacion oxidativa de cis y trans-1,4-poliisoprenos por dos
tipos de sistemas de enzima mediadora, lipoxigenasa / acido linoleico y
peroxidasa de rdbano picante / 1-hidroxibenzotriazol, se investigaron a 37 ° C
en medios acuosos y se analizaron mediante cromatografia de permeacion de
gel. La lipoxigenasa y la peroxidasa de rabano activan sus sustratos, acido
linoleico y 1-hidroxibenzotriazol, respectivamente, para la escision de las
cadenas principales de ambos 1,4-poliisoprenos. Los pesos moleculares de
1,4-poliisoprenos disminuyeron durante el tratamiento con ambos sistemas de
enzima mediadora, y la despolimerizacion se inhibié completamente mediante
la adicion de hidroxi tolueno butilado. Cuando se omitié la enzima o el
mediador de un sistema de reaccion, la despolimerizacion no progreso, lo que
indica que la escision de la cadena de polimero se induce por los radicales
generados solo en presencia de la enzima y el mediador. El reactivo de Fenton
con acido linoleico también fue eficaz contra la degradacion de ambos 1,4-
poliisoprenos. Los guantes de latex de caucho natural vulcanizados se trataron
con estos tres métodos y se observd una degradacion de la superficie con

formacioén de orificios con una micrografia electrénica de barrido.

En el 2012 Moncada Yandy realiz6 un trabajo de investigaciéon titulado
“‘Biorremediacion de aguas contaminadas con compuestos nitrogenados en la
F107D, NPK y F105D de PEQUIVEN, ubicada en Morén Estado Carabobo”,
con el objeto de disminuir los niveles de compuestos nitrogenados, en aguas
colectadas de la Planta, disefiaron ensayos ex situ a escala de laboratorio y
escalamiento intermedio de biorremediacién. Los ensayos FD107D y F107DA
disminuyeron sus concentraciones por debajo de 100ppm, que es el limite de
deteccion del método; los ensayos NPKA, disminuyeron la concentracion de
nitrogeno en 70,59% (E1) y 41,18% (E2), la biomasa disminuyo el 100% en

30



todos los F107DB y para NPKA 11,82 (E1) y 44,44% (E2); para F105D
aumentaron a razén de 101,2% (E1) y 173, 33% (E2). Hubo un incremento de
los sélidos en la mayoria de los ensayos, siendo la excepcion el FD105DA (E2)
que disminuyo 100%, concluyeron que la concentracion de nitrogeno, de las
aguas ensayadas disminuyd, con la consecuente biorremediacion de las

mismas?6.

Durante ese mismo afio Hernandez Gregory realizo una investigacion titulada
“Capacidad de Biorremediacion de Bacterias aerdbicas aisladas de muestras
provenientes de la industria petrolera”, aislaron y caracterizaron bacterias
provenientes del petréleo, con especial énfasis en aquellas que fueran termo
y baro resistentes, ademas de tener la capacidad de degradar fracciones de
hidrocarburos. Se tomaron muestras de crudo Morichal, se aislaron
microorganismos en medios de composicion indefinida (Agar Tripticasa Soya)
y composiciéon definida (Medio Minimo M2/MM2 y Bushnell-Hass/BH), se
evalué su capacidad de degradar sustratos hidrocarbonados y su termo y baro
resistencia luego de ser cultivados en medio BH con parafina, clasificando
preliminarmente los microorganismos por técnicas convencionales tales como
Gram, Kin Young y pruebas metabdlicas y enzimaticas. Los microorganismos
aislados resultaron fundamentalmente resistentes a temperatura y presion de
2,5 psi, que crecen en presencia de petréleo, asfaltenos y naftaleno, de
manera metabodlica y/o cometabolica. La presencia de bacilos Gram+, la
disposicion de los filamentos, ramificacion y fragmentacion, ademas de la
caracteristica de ser negativos para bacilo-alcohol-resistencia, permitio
caracterizar los principales microorganismos como pertenecientes al Orden
Actinomicetales, con un posible Thermoactinomyces spp Se concluye que es
importante el pasaje por petrdleo en condiciones de biocompatibilidad, para

poder aislar y reproducir microorganismos del petréleo?”’.
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En el 2015 Reyes Eugenio otro trabajo de investigacién titulado
“Biodegradaciéon del caucho por Alternaria alternata”, dicha investigacion
empleé el microorganismo A. alternata como potencial microorganismo
degradador de caucho, el objetivo del estudio era evaluar el crecimiento y la
actividad degradativa de A. alternata frente al caucho natural y mezcla
comercial (caucho natural y sintético). La metodologia se realizé mediante la
medicion del peso del caucho natural y mezcla comercial en condiciones de
aerobiosis sin agua, con agua y anaerobiosis por 33 dias, se evalud el
crecimiento de A. alternata sobre la superficie del caucho natural y mezcla
comercial mediante microscopia Optica y ademas se evalud cualitativamente
los productos del caucho natural y mezcla comercial mediante el uso del
reactivo de Schiff. Los resultados de la medicion del peso mostraron que en
aerobiosis sin agua no presentd disminucion del peso; aerobiosis con agua
una disminucion que oscild entre 11,62% a 15.50%; anaerobiosis una
disminucion entre 0,3%-1,19%. En la evaluacion del crecimiento de A.
alternata, la mezcla comercial presenté un desarrollo escaso a nulo en la
mezcla comercial y en caucho natural presenté un desarrollo abundante (+++).
El reactivo de Schiff presenté reaccion positiva en caucho natural en aerobiosis
con agua y negativa en mezcla comercial, caucho natural en aerobiosis sin
agua y anaerobiosis. Se concluyé que A. alternata es capaz de degradar
caucho natural y mezcla comercial, presentando un mayor potencial de
degradacion en el caucho natural en condiciones de aerobiosis con agua
(15,50%)2.

En el 2016 Molgina Eduardo y colaboradores, realizaron una evaluacion
preliminar como una alternativa microbiana para el tratamiento de neumaticos

en desuso, durante la primera fase se realizd la recolecciéon de los
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microorganismos Yy fueron aislados en medios nutritivos, para ser sembrados
posteriormente en otros medios de sales minerales y caucho (Caldo caucho)
como Uunica fuente de carbono, dispuestos en un birreactor a escala de
laboratorio con agitacion orbital a 150 rpm y una temperatura de 28,2°C, de
donde se seleccionaron las cepas que mostraron mayor adaptabilidad al
medio. La segunda fase consisti6 en elegir los microorganismos que
generaron mayores cambios en el material, teniendo en cuenta el cambio de
peso sufrido por las laminas de caucho y los cambios en su textura, observada
mediante microscopio de fluorescencia. A partir de estas pruebas se eligieron
dos cepas para realizar los ensayos de biodegradabilidad de la lamina de
caucho, evaluando el crecimiento microbiano mediante conteo de viables para
el hongo Penicillim citrinumy espectofotometria para la bacteria Ochro-
bactrumtritici, por un periodo de 20 dias, con el fin de determinar la cinética
microbiana, se identific6 que ambas especies son capaces de biodegradar el

caucho natural y sintético?®

Biotecnologia

La palabra biotecnologia empezé a utilizar en la década de los 60 y resulta de
la combinacién de “bio” que significa vida y “tecnologia” que se refiere a la
aplicacion de conocimientos para la solucion de un problema e incluye la
utilizacién de seres vivos. Segun el convenio sobre diversidad biolégica del
afo1992, la biotecnologia se refiere a “toda aplicacién tecnoldgica que utilice
sistemas biologicos y organismos vivos o0 sus derivados para la creacion y

modificacidon de productos o procesos para usos especificos”?.

La biotecnologia tiene una larga historia que se remonta a cuando los seres
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humanos descubrieron que pudieron obtener vino de la fermentacién de la uva,
asi como transformar la leche en queso o en yogurt o hacer cerveza
fermentando soluciones de malta y lipulo. Durante miles de afios las mujeres
y los hombres de todas las poblaciones del mundo practicaron esas técnicas,
sin saber los detalles de los procesos que les permitia obtener esos productos.
Mucho tiempo después, en la segunda mitad del siglo XIX, las investigaciones
realizadas por Louis Pasteur permitieron demostrar que los procesos de
fermentacidon son consecuencia de la actividad microbiana. Los trabajos de

Mendel permitieron el desarrollo de la genética y con ella la biotecnologia®.

En el momento que se empezaron a utilizar microorganismos seleccionados,
tales como: bacterias, protozoarios algas y hongos se comenzé a considerar
a la fermentacion tradicional como biotecnologia tradicional. Las aplicaciones
del conocimiento cientifico, cualquiera sea esta, mas tarde o mas temprano
repercute en la vida del individuo y de su comunidad. Con las aplicaciones
biotecnoldgicas modernas los cientificos estdn manipulando la naturaleza en

una forma tal que los futurélogos del siglo XIX nunca se lo imaginaron®°,

Hay muchos ejemplos de aplicacion biotecnologica algunos beneficiosos
porque han mejorado la calidad de vida de los humanos, en cambio, otros
pueden ser dafiinos o potencialmente peligrosos. Mientras mayor es el
conocimiento que se tenga sobre una situacion mayor es la probabilidad que
la decisibn que se tome sea la mas acertada. En consecuencia, como
ciudadanas y ciudadanos que formamos parte de una sociedad que cada dia
estd mas tecnificada, hay que estar muy bien informado y asomarse con
mucho cuidado a las posibilidades de las aplicaciones biotecnol6gicas ya que
pueden repercutir en el bienestar de la humanidad, interpretandose bienestar
no solo desde el punto de vista de la salud humana, sino desde el punto de
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vista de la salud ambiental y del planeta3.

Tipos de Biotecnologia.

Existe una gran variedad de biotecnologias como, por ejemplo:

e Biotecnologia roja: comprende las aplicaciones terapéuticas
diagnosticas de salud animal y de investigacion medica, biotecnologia
verde se encarga de las aplicaciones relacionadas con las mejoras de
plantas y cultivos vegetales.

e Biotecnologia blanca: aplicada a procesos industriales, que emplean
organismos Vivos y enzimas para obtener productos de intgeres
reemplazando tecnologia contaminantes.

e Biotecnologia azul: se ocupa de la exploracion y explotacion de
organismos marinos (0 de aguas dulces) con objeto de crear nuevos
productos

e Biotecnologia gris: se centra en la creacion de soluciones tecnologicas
gue ayuden a la proteccion del medio ambiente.

e Biotecnologia dorada: se encarga del desarrollo y procesos
bioinformaticos , aplicaciéon de metodos informaticos y computacion en
el analisis de datos experimentales y simulacion de sistemas
biologicos.

e Biotecnologia marron: aplicaciones veterinarias como farmacos
veterinarios, vacunas, pruebas de dianostico, clonacion, biofactorias y
otros.

e Biotecnologia naranja: divulgacion y formacion en Biotecnologia.

e Biotecnologia purpura: engloba las medidas de seguridad, la

legislacion y los valores y principios eticos-morales establecidos por la
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sociedad en materias y aplicaciones biotecnologicas.
e Biotecnologia amarilla: biotecnologia nutricional enfocada en
alimentos.

e Biotecnologia negra: prevencion del bioterrorismo32.

Biorremediacion.

La biorremediacion es la utilizacién de organismos vivos para reducir o eliminar
riesgos medioambientales resultantes de la acumulacion de compuestos
guimicos toxicos y otros residuos peligrosos. El ambito de aplicabilidad de la
biorremediacion es amplio, pudiendo considerarse como objeto cada uno de

los estados de la materia33.

Las aplicaciones mas importantes de la biorremediacién han sido aquellas que
modifican el ambiente para estimular la actividad de los organismos que alli se
encuentran. El empleo de cultivos de microorganismos (muchas compafiias
venden preparados de éstos, ya sea como esporas, liofilizados u otros
formulados, para favorecer la degradacién de distintos contaminantes) parece

no producir ninguna ayuda o ventaja en el proceso®*.

El uso de microorganismos mejorados genéticamente, que pueden ser
protegidos bajo patente, puede optimizar algunos procesos de degradacion de
moléculas especialmente resistentes (como los PAHs o compuestos muy
clorados), pero debido a que las legislaciones aun no establecen el
procedimiento a seguir o bien prohiben la Iliberacion masiva de

microorganismos recombinantes al medio ambiente, las compafiias no han
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desarrollado estrategias para su uso en biorremediacion in situ®*.

Las técnicas de biorremediacion son una buena estrategia de limpieza para
ciertos tipos de contaminacion, como la producida por el petroleo y otros
compuestos organicos no demasiado téxicos. Cuando existe una acumulacion
de sustancias toxicas o no biodegradables la biorremediacion no funciona, ya
que la colonizacién y crecimiento de los microorganismos se encuentra

inhibida3*,

Espectroscopia infrarroja.

Cuando la materia es expuesta a la radiacion electromagnética, ésta pude ser
absorbida, transmitida, reflejada, dispersada, o bien puede producirse
fotoluminiscencia. Este dltimo término es utilizado para designar diferentes
efectos como fluorescencia, fosforescencia y dispersion®®> Cuando la luz
incidente interactta con la materia y es absorbida surge lo que se conoce como
espectroscopia de absorcion, que puede ser ultravioleta (UV), visible (V), o
espectroscopia de absorcidon infrarroja (IR), segun la energia de la luz
incidente. La espectroscopia infrarroja media (MIR) se basa entonces, en la
absorcion de luz infrarroja (4000 a 400 cm-1) por parte de las

moléculas®®(Figura N°2).
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Figura N°2: Espectro electromagnético. La region infrarroja esta dividida en
tres intervalos espectrales: infrarrojo cercano (NIR), mediano (MIR) y lejano
(FIR). Las fronteras entre uno y otros son algo arbitrarias, pero estan
determinadas principalmente por el tipo de tecnologia que emplean los
detectores y los efectos producidos sobre la materia. La espectroscopia FT-IR

emplea la radiacion MIR35.

Esta absorcidon produce la excitacibn de los estados vibracionales,
estiramientos y balanceos y estados rotacionales de algunas moléculas, que
poseen una frecuencia de vibracion en el rango infrarrojo del espectro el
electromagnético, como las de vapor de agua. Los espectros infrarrojos
medios presentaran entonces, bandas debidas a las vibraciones
correspondientes a los estiramientos, que ocurren a alta energia y bandas
debidas a vibraciones correspondientes al balanceo de los enlaces que

ocurren a baja energia®®.
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La espectroscopia infrarroja transformada de Fourier (FT-IR) aplicada a
materiales biolégicos proporciona un reflejo de la composicién quimica y
estructural de los mismos. Los espectros de absorcion de los materiales
bioldgicos complejos estan representados por bandas constituidas por una
superposicion de picos originados por la absorcion de sus constituyentes
(proteinas, carbohidratos, lipidos y otros compuestos de bajo peso
molecular), representando “huellas digitales” altamente especificas de los
mismos3*FT-IR ha sido empleada a nivel mundial en el andlisis de fluidos
humanos (sangre, suero, orina, liquido sinovial, liquido amniético, etc.)
bacterias, hongos, virus, células individuales, tejidos, secciones de tejidos,
etc., lo que ha permitido el diagndstico de diversas enfermedades infecciosas,

procesos oncolégicos y odontologia®-37,

En el caso del estudio de microorganismos los espectros FT-IR revelan una
imagen de la composicion quimica de la pared celular, membranas
plasmaticas, citoplasma, biopolimeros y moléculas pequefias intracelulares.
Estos constituyen entonces, una representacion del fenotipo, el cual resulta
altamente especifico y reproducible bajo las mismas condiciones de
operacion. Para facilitar la interpretacion de los espectros de materiales
biol6gicos complejos se puede hacer una division de los mismos en lo que se

denominan ventanas espectrales (Wi)’.

La figura n°3 muestra un espectro tipico de una suspension microbiana
deshidratada formando un film sobre una celda de ZnSe en el cual se indican
dichas ventanas espectrales y las correspondientes asignaciones a

macromoléculas y grupos funcionales mas importantes.
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Figura N°3: Asignacibn de los principales grupos funcionales vy
macromoléculas encontrados en espectros FT-IR de microorganismos. Se
indican las seis ventanas espectrales (W1 a W6) en las que es posible
dividir un espectro IR para facilitar su anélisis®’.

A continuacion se seflalan los grupos funcionales vy las principales
macromoléculas que son posibles identificar en cada una de las ventanas

espectrales:

e WI1.- Es la regién entre 4000 y 3100 cm-1. Estd dominada
principalmente por una banda muy ancha debida al grupo O-H (3400
cm-1) y a la absorcion de dos modos vibracionales del estiramiento de
N-H?36,

e W2- La region 3100 a 2800 cm-1, Exhibe las vibraciones
correspondientes a los estiramientos y balanceos de C-H en los grupos
funcionales CH3 y CH2. Aunque dicha region es atribuida por lo general

a la absorcion de las cadenas de acidos grasos de membranas y a
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fosfolipidos, también se le puede atribuir a vibraciones de cadenas
laterales de algunos amino&cidos y carbohidratos3®-

Wa3.- Laregién entre 1800 y 1500 cm-1, es la region denominada Amida
I 'y Il. En dicha region se distinguen 3 bandas principales, 1745, 1650 y
1542 cm-1correspondiente a ésteres, Amida | y Amida |II,
respectivamente. La banda Amida | (1700-1600 cm-1) corresponde al
estiramiento del grupo >C=0 del enlace peptidico. Esta es la banda mas
intensa, por lo general, en los espectros de microorganismos (por ser
las proteinas un componente importante en la biomasa celular).
Ademas, por ser sensible a los cambios conformacionales del grupo
>C=0 dentro del enlace peptidico es indicativa de la estructura
secundaria de las proteinas en el pool de proteinas totales de los
microorganismos. Segun la forma que adopte la banda de Amida I, es
posible determinar la composicion porcentual de proteinas en estructura
alfa hélice o hoja beta. En esta ventana se observa la banda
correspondiente al estiramiento del grupo >C=0 de ésteres (~1740 cm-
1) presente en lipidos y otras moléculas, y también, aunque de mucha
menor intensidad, las bandas debidas a los estiramientos de los
enlaces >C=0, >C=N, >C=C< presentes en las bases
heterociclicas de los &cidos nucleicos, ADN y ARN36.

W4.- Laregién correspondiente al intervalo 1300 y 1500 cm-1 es la que
se denomina regidbn mixta, ya que involucra grupos funcionales
presentes en lipidos, proteinas carbohidratos y acidos nucleicos. En la
regién de mayor energia de esta ventana, cercana a 1450-1460 cm-
1 se encuentran, como se mencioné previamente, los estados
vibracionales de balanceo del C-H correspondientes al CH2 y CH3. En
1400 cm-1 es posible observar una banda tipica correspondiente al
estiramiento simétrico del -COO-. Este grupo funcional puede ser
indicativo de la presencia de carbohidratos acidos, asi como también a

acidos grasos libres, o cadenas laterales de aminoacidos. Por ultimo,
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en la zona de menor energia de esta ventana, cercana a 1240 cm-
1,se encuentra una banda ancha debido al estiramiento asimétrico
del enlace >P=0, que constituye una superposicién de bandas tipicas
que podrian provenir de fosfodiésteres, monoésteres, y fosfatos libress®.
WH5.- La region espectral entre 1200 y 900 cm-1, es generalmente
dominada por el estiramiento simétrico del grupo PO2-
correspondiente a acidos nucleicos (1080 cm-1) y fosfolipidos y por
una secuencia compleja de picos debidos principalmente a un fuerte
acoplamiento de los estiramientos C-C y C-O y de las
deformaciones C-O-C y C-O-H de diversos oligo y polisacaridos.
Es una region de intensidad significativamente alta en los espectros de
hongos (debido a su composicion macromolecular), muchas veces méas
intensa que Amida I3,

W6.- El intervalo de frecuencias entre 900 y 750 cm-1, region de
fingerprint (huella dactilar) exhibe una gran variedad de picos de relativa
baja intensidad, pero extremadamente caracteristicos. En esta region
resulta muy poco probable poder efectuar una asignaciéon de
determinados grupos funcionales a frecuencias de vibracion, ya que se
encuentran las bandas correspondientes a movimientos de las
macromoléculas. Sélo se puede asignar con certeza el pico
correspondiente a 720 cm-1 por tratarse de una frecuencia de vibracién
caracteristica de los modos vibracionales de torsion del >CH2 de &cidos
grasos. Debido a la complejidad que surge por la superposicion
de bandas espectrales provenientes de los distintos componentes
celulares mencionados arriba, es necesario aplicar técnicas de aumento
de resolucion como son la derivada primera o segunda sobre los
espectros (se discutiran posteriormente) a fin de lograr una mejor
discriminacion de los picos que componen las bandas anchas de los
espectros de materiales biolégicos complejos. Aplicando estas técnicas

es posible diferenciar de un espectro con aproximadamente 10-15
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bandas anchas como el arriba descripto, un total de 50-70 bandas mas

pequeias que sumadas representan el espectro total®’.

La aplicacion de las técnicas de aumento de resolucion sobre los espectros
FT-IR han permitido ademas de llevar a cabo una correcta asignacion de
bandas espectrales a grupos funcionales (Figura N°3), conocer la proporcion
relativa de las principales macromoléculas, componentes de los
microorganismos o células, y determinar y analizar la presencia de diferentes
componentes intracelulares presentes en los mismos¢. Sin embargo, una de
las principales aplicaciones del uso de estas técnicas es la discriminacion de

organismos a nivel de género, especie y cepa®®.
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CAPITULO Il

Marco Metodoldgico

Disefio de la investigacion

La investigacion es de disefio experimental segln Fidias Arias38, define la
investigacion experimental como un proceso que consiste en someter a un
objeto o grupo de individuos, a determinadas condiciones, estimulos o
tratamiento, para observar los efectos o reacciones que se producen,

formando parte del ambito de investigacion experimental.

Tipo de investigacion

Segun Hernandez et al., los estudios de tipo correlacionales miden dos o mas
variables que se desea conocer si estan o no relacionadas® y asi analizar la
correlacion, la presente investigacion se enfocd en verificar si existia algin
microorganismo aislado del suelo de caucheras del Estado Mérida, con

capacidad de biodegradar el caucho.
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Unidad de investigacion.

Para la realizacion del trabajo de investigacion se contd con el apoyo del
Laboratorio de diagndstico e investigaciones microbiologias “Dra. Celina

Araujo de Pérez’.

Poblacién

La poblacién de estudio de investigacion fueron las caucheras del Estado
Mérida.

Muestra

Se tomaron muestras del suelo de tres diferentes caucheras del Estado Mérida
alrededor de la Facultad de Farmacia y Bioanalisis durante el tercer trimestre
del 2018, utilizando hisopos para la recoleccién siendo almacenados en tubos

con agua peptonada para evitar la contaminacién con otros agentes externos.

Variable independiente

Segun Hernandez et al®®., es un fendmeno al cual se le va a evaluar su
capacidad para influir, incidir o afectar a otras variables, en dicho caso nuestra

variable independiente fue el caucho.
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Variable dependiente

Segln Hernandez et al**., son cambios sufridos por los sujetos como
consecuencia de la manipulacion de la variable independiente por parte del
experimentador. En este caso el nombre lo dice de manera explicita, va a
depender de algo que la hace variar, utilizando este fundamento la variable

dependiente fueron los microorganismos.

Procedimiento o Metodologia

Al ser tomadas las muestras se transportan al laboratorio para ser sembradas
en un ambiente aséptico y en un medio de cultivo rico agar tripticasa soya*°
(Anexo N°1). Después de ser recolectadas las muestras de 3 diferentes
caucheras y sembradas en el medio de cultivo tripticasa soya (Anexo N°2), se
procedié a observar en un periodo de 48 a 72 horas en temperatura ambiente
el crecimiento de los microorganismos, obteniendo una gran variedad de
microorganismos (Anexo N°3), aleatoriamente se procede a aislar cada
colonia (23) de microorganismos en el mismo medio de cultivo para obtener

colonias puras.

Luego de ser tomadas e inoculadas las muestras se procede a realizar la
coloracién o tincién de Gram (Anexo N°4), dicha tincion es uno de los métodos
de tincion mas importantes en el laboratorio bacterioldgico, su técnica consiste:
fijar el extendido por calor el portaobjeto a través de la llama del mechero,
aplicar el colorante violeta de genciana por un minuto lavar con agua corriente
aplicar el mordiente de Lugol por un minuto, lavar con agua corriente aplicar el

decolorante alcohol-acetona durante 10 segundos, lavar con agua corriente
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aplicar el colorante secundario safranina por 30 segundos, finalmente lavar

con agua, secar al aire y observar al microscopio*?.

Seguidamente se somete a las bacterias y al hongo a un medio de cultivo mas
restrictivo, agregando como unica fuente de carbono el caucho. Se utiliza el

medio de cultivo M9 medio mineral*? (Anexo N°5).

Para la realizacion de este medio de cultivo se sustituyd la glucosa por el
caucho y no se agrego el cloruro de calcio 1M, biotina, tiamina y elementos
traza, esta medida se tomd para evitar la presencia de algun otro compuesto
que podria ser utilizado por los microorganismos como fuente de carbono.
Para realizar el cultivo de los microorganismos en dicho medio se realizaron
dos experimentos los cuales tenian como finalidad observar el posible

crecimiento o inhibicion de los microorganismos.

Experimento N°1.

Teniendo en cuenta las instrucciones para realizar el medio M9, se procede a
crear una solucion biodisponible de caucho la cual se obtiene agregando
tween, metanol y caucho lijado (Anexo N°6), se deja actuar los tres
compuestos por un periodo de 24 a 72 horas, luego de tener el caucho
biodisponible se procede a utilizar como sustituto de la glucosa y se realiza de
manera normal el medio agregando agar para solidificar el medio (Anexo N°7).
Se inocularon cada uno de los microorganismos, al cabo de 7 dias en
temperatura ambiente, y en condiciones de aerobiosis se realizd la

observacién directa, para verificar si hubo algin crecimiento.
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Experimento N°2:

Tomando en cuenta los pasos para realizar el medio M9, se procede a utilizar
como sustituto de la glucosa el caucho lijado y se realiza de manera normal el
medio agregando agar para solidificar el medio (Anexo N°8). Se inocularon
cada uno de los microorganismos, al cabo de 7 dias a temperatura ambiente
y en condiciones de aerobiosis, se realizo la observacion directa, para verificar

si hubo algun crecimiento.

Como resultado de ambos experimentos se observa crecimiento bacteriano,
se realiza coloracion de Gram (Anexo N°9), y las pruebas bioquimicas para la
identificacion de las bacterias, es importante resaltar que se necesito tener las
bacterias inoculadas en un medio rico (Tripticasa soya), teniendo un periodo
de crecimiento de 24 horas, esto se realizd para evitar falsos positivos o
resultados muy débiles que no permitan interpretar de manera adecuada los
resultados, para la incubacion de las bacterias se realizaron a 37° C y se
interpretaron entre las 24 y 48 horas de inoculacion, las pruebas realizadas

fueron:

e Prueba de la catalasa: los microorganismos que producen la enzima
catalasa descomponen el perdxido de hidrogeno (H202) liberando
oxigeno y agua. Para realizar esta prueba se toma una lamina, y se
agrega una gota de peroxido de hidrogeno posteriormente con un palillo
plano de madera tomar un poco de bacteria a partir de una colonia
aislada, si se observa el burbujeo generalmente intenso significa que
hay produccion de oxigeno por lo tanto se entiende que hay presencia

de la enzima catalasa, se debe reportar positiva (+)*L.
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Determinacion de hemdlisis (Agar sangre): las hemolisinas son
proteinas citoliticas producidas por algunos microorganismos pueden
destruir parcial o totalmente los eritrocitos las a-hemolisinas producen
una lisis parcial de los eritrocitos mientras las - hemolisinas los lisan
totalmente, cuando el microorganismo no produce ninguna hemolisis se
denomina y- hemolitico. Para realizar estas pruebas se necesit6 tomar
una colonia aislada y sembrar en una placa con agar sangre para
identificar si las bacterias presentaban algun tipo de hemdlisis, se toman
en cuenta lo siguientes aspectos a- hemolisis es una hemalisis parcial y
la zona de crecimiento aparece rodeada de un halo de color verdoso,
B-hemolisis en este caso la hemolisis es total y el halo que rodea a las
colonias es totalmente transparente y finalmente y-hemdlisis el
microorganismo en cuestion no es capaz de realizar la hemolisis y por
tanto no existe halo alrededor de la colonia*!.

Prueba de la oxidasa: esta prueba se basa en la produccién bacteriana
de una enzima citocromo oxidasa la cual transfiere electrones al
oxigeno, se realizdé colocando un trozo de papel de filtro sobre una
lamina, se afiadié una gota del reactivo de oxidasa, luego se afiadio
masa bacteriana con un palillo de madera, y se esperd uno segundos,
la reaccién positiva la indica un color azul-violeta, se reporta positiva
(+)41.

Prueba del manitol: se encarga de detectar la capacidad que tienen
las bacterias para fermentar el manitol, un subproducto acido es creado
que hace que el rojo de fenol cambie a amarillo, para su realizacién se
necesitd una placa con agar manitol y con un asa en aro se toma una
colonia aislada de las bacterias y se procede a sembrar con la técnica
de estria. Si hay crecimiento bacteriano y el medio vira a amarillo se
debe reportar positiva (+)**.

Prueba de Hugh y Leifson (O/F): esta prueba determina el

metabolismo oxidativo o fermentativo de un hidrato de carbono o su
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falta de utilizacion se utiliza el rojo de fenol como indicador y en términos
generales se pueden usar cualquier tipo de carbohidrato (glucosa,
maltosa, sacarosa, fructosa y otros), para su realizacion se toman dos
tubos por cada cepa a ensayar, la inoculacion se realiz6 con asa en
aguja y se tomo una colonia aislada y se inocula hasta el fondo del tubo,
luego uno de los tubos es cubierto con una capa de 1.0cm de parafina
liquida estéril, para asi generar las condiciones de anaerobiosis
necesarias para el metabolismo fermentativo, para reportar si existe
oxidacion o fermentacion el medio cuenta con el rojo de fenol como
indicador, el cual debe virar a amarillo para reportar de manera
positiva(+) la presencia de oxidacion o fermentacion por parte de las
bacterias**.

Prueba arginina dihidrolasa: La lisina, la arginina y la ornitina son
enzimas descarboxilasas que generalmente se forman y se activan en
condiciones de acidez y anaerobiosis, cuando hay fermentacién de la
arginina hay produccion de la amina putrescina. En un tubo con un
medio de cultivo con glucosa que incorpora la arginina, y el indicador
purpura de bromocresol, se inocula la bacteria, y se agrega 1 cm de
parafina estéril a cada tubo, si esta bacteria es capaz de fermentar la
glucosa, se produce acido que baja el pH del medio y cambia el color
del medio de purpura a amarillo, la condicion acida estimula la actividad
descarboxilasa y si el organismo produce la enzima apropiada
(descarboxilasa), el aminoacido es degradado a su correspondiente
amina. La formacion de estas aminas (cadaverina o putrescina), eleva
el pH del medio de amatrillo a purpura o violeta, si el organismo no
produce la enzima apropiada, el medio permanece amarillo, para
reportar se debe color positivo (+) si el medio es purpura y negativo (-)
si es de color amarillo*!.

Prueba agar kligler (KIA): el agar KIA es un medio diferencial en tubo

gue cumple de doble propdsito a) la determinacién de la fermentacién
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de hidratos de carbono (glucosa y lactosa) y b) la determinacién de la
produccion H2S. Se utiliza un tubo que contenga agar Kligler, se inocula
el medio con una colonia aislada con asa en aguja por puncion y estria,
la pruebas KIS siempre se leen en forma estandar: primero, el bisel:
luego el taco, finalmente la produccién de gas y H2S. Para reportar
positiva fermentacion de la lactosa o glucosa se utilizan las siglas A/A,
en el caso de gas se dice positivo (+) y para el H2S positivo (+). En caso
de ser negativas para ambas la no fermentacion se expresa con las
letras K, y seria entonces K/K --41,

Prueba de Voges Proskauer: algunas bacterias utilizan una via distinta
a la de los acidos mixtos permite detectar aquellos microorganismos
que tienen la capacidad de utilizar la via del butilenglicol. En esta via se
produce el acetilmetilcarbinol (acetoina) el cual en presencia de KOH y
oxigeno atmosférico es convertido es diacetilo. Para la realizacion de
esta prueba se inocula un tubo de caldo glucosado con la bacteria
usando el asa en punta, luego de 24 horas se agrega 0,6 mL de a-naftol
al 5%, seguido de 0,2 mL de KOH al 40%, se agita bien la mezcla y se
deja reposar el tubo entre 10 y 15 minutos. Una prueba positiva (+)
desarrollard un anillo color rojo 15 minutos después de agregar los
reactivos*!.

Hidrolisis de la gelatina: determina la capacidad de algunos
microorganismos de producir enzimas proteoliticas (proteinasas)
detectadas por digestion o licuefaccién de la gelatina. Para realizar la
prueba se toma un tubo con el medio para licuefaccion de la gelatina y
con ayuda del asa en aguja, tomar un inéculo espeso de las bacterias
y hacer una puncién en el medio hasta una profundidad de 1.5cm a 2.5
cm, observar a la 24 y 48 horas simultaneamente, una prueba positiva
presenta un medio licuado con crecimiento, si se observa el medio con

crecimiento, pero sin licuar se interpreta negativa (-)**.
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Crecimiento NaCl 6,5%, 8%: Se basa en la capacidad de la bacteria
de desarrollarse en presencia de cantidades variadas de cloruro de
sodio (NaCl). Es una propiedad que ha sido utilizada para caracterizar
varios géneros y especies bacterianas, en este caso se utiliza la
concentracion de Cloruro de Sodio al 6,5%, 8%. Para realizar esta
prueba con el asa en punta se toma una colonia aislada y se inocula en
un tubo con caldo nutritivo que contenga NaCl al 6,5 %, 8 %, si la
bacteria es capaz de crecer en dicho caldo se observara turbidez y se
reportara positiva (+)*L.

Agar nutriente: es un medio de uso general para el cultivo de una
amplia variedad de organismos bacterianos este medio se utiliza para
detectar mediante la coloracion de capsulas y esporas, para su
realizacion se toma un tubo con el medio y con el asa en aguja se
inocula una colonia aislada, si el microorganismo es capaz de crecer se
observara crecimiento a las 48 horas, se reporta positiva (+).El
crecimiento de estas bacterias en dicho permite realizar coloracion de
capsula, esporas y granulos metacromaticos. Para la coloracién de
esporas se prepara un frotis de la bacteria y se fija al calor, se coloca
papel de filtro sobre el frotis, se cubre el frotis con verde de malaquita
al 7,6% y calentar por 10 minutos, observar el desprendimiento de humo
blanco, se deja enfriar y lavar con agua corriente, agregar solucion de
safranina al 0,25 % por 1 minuto, lavar con agua corriente y secar al
aire libre, observar al microscopio, si se observan esporas tefidas de
verde se debe reportar positivo. La coloracion de capsula segun la
técnica de Anthony se prepara el frotis y se deja secar al aire libre,
aplicar solucién de cristal-violeta al 1% durante 2 minutos, se lava el
preparado con solucion de Sulfato de Cobre al 20%, escurrir y dejar
secar al aire libre, se observa al microscopio con lente de inmersion, si
se observa una zona clara sobre un fondo morado en las bacterias, se

reporta positivo para capsula, en caso contrario seria negativo (-)*L.
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e Prueba de la bilis-esculina: esta prueba permite demostrar aquellos
microorganismos capaces de desarrollarse en presencia de sales
biliares y producir la enzima esculinasa que producen la hidrolisis de la
esculina dando como resultado la formacion de glucosa y un compuesto
denominado esculetina. Para su realizacion, se toma un tubo con el
medio que contenga bilis- esculina y se inocula una colonia de bacterias
aisladas usando el asa en punta por estria, se incuba, si el tubo vira de
color a castafio oscuro o negro se reporta la prueba como positiva (+),
si no hay cambios es negativo (-)*!.

Espectroscopia infrarroja.

Utilizando el medio M9 en estado liquido se inoculé en tubos separados los
microorganismos que crecieron en el medio sélido y un medio sin inocular se
utilizé como blanco, y se procedi6 a dejar crecer durante 7 dias en temperatura
ambiente, cumplido el tiempo se centrifugaron las muestras y el blanco por 20
minutos a 3000rpm, se sirvi6 el liquido en placas de Petriy se llevé a la estufa
a 45°C por 24 horas. Luego de que las muestras estuvieran secas se realiz0
espectrometria infrarroja por la técnica FTIR con el equipo (Spectrum 2 Perkin
Elmer), se obtuvieron espectros con patrones que proporcionan informacion
estructural, que permitié analizar si el medio fue modificado por cada uno de

los microorganismos (demostrando asi la presencia de los mismos).
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CAPITULO IV

Resultados y discusiones.

Después de sembrar las muestras en el medio rico Tripticasa soya, se
seleccionaron 23 colonias a las cuales se les realizo la tincion de Gram, y se

obtuvieron los siguientes resultados

Muestra N°1: Bacilos grampositivos.

Muestra N° 2:
Muestra N° 3:
Muestra N° 4:
Muestra N° 5:
Muestra N° 6:
Muestra N° 7:
Muestra N° 8:
Muestra N° 9:

Muestra N° 10:
Muestra N° 11:
Muestra N° 12:
Muestra N° 13:
Muestra N° 14:
Muestra N° 15:
Muestra N° 16:
Muestra N° 17:
Muestra N° 18:
Muestra N° 19:
Muestra N° 20:

Cocos grampositivos.
Bacilos gramnegativos.
Bacilos grampositivos.
Cocos gramnegativos.
Bacilos grampositivos.
Cocos grampositivos.

Cocos grampositivos.
Bacilos grampositivos.
Cocobacilos grampositivos.
Cocos grampositivos.
Cocobacilos grampositivos.
Cocos grampositivos.
Cocos grampositivos.
Cocos grampositivos.
Cocos grampositivos.
Hongo.

Cocos grampositivos.
Cocobacilos grampositivos.

Cocos grampositivos.
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e Muestra N° 21: Cocos grampositivos.
e Muestra N° 22: Bacilos grampositivos

e Muestra N° 23: Cocos grampositivos.

A los efectos de esto se decidid6 sembrar en el medio M9 utilizando dos
métodos, las 22 bacterias y el hongo con caucho biodisponible y caucho
aleatoriamente, y al cabo de 7 dias se observé crecimiento bacteriano de 4
muestras, las cuales fueron, muestra N° 9, 11,12y 22, el resto de las muestras
inhibieron su crecimiento muriendo el dicho medio. Seguidamente se decidié
repicar en dos sesiones por separado utilizando las bacterias que crecieron
inicialmente en el medio suplementado con caucho, para verificar que crecen
tomando el caucho como unica fuente de carbono, al comprobar dicha
conjetura se realiza la coloracion de Gram, para verificar la pureza de las cepas
y que se trate de los mismos microorganismos que se obtuvieron del

crecimiento en el medio tripticasa soya, y los resultados fueron los siguientes:

e Muestra N° 9: Bacilos grampositivos (Anexo N°10).
e Muestra N° 11: Cocos grampositivos (Anexo N°11).
e Muestra N° 12: Bacilos grampositivos (Anexo N°12).

e Muestra N° 22: Bacilos grampositivos (Anexo N°13).
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Tabla N°1: Resultados de las pruebas bioquimicas

Prueba Muestra N°9 | Muestra Muestra Muestra
N°11 N°12 N°22

Disposicion Bacilos Cocos Bacilos Bacilos
morfologica cortos tétrada largos cortos
Morfologia Blanca Amarilla Blanca sirop Blanca
colonial cremosa cremosa cremosa
Catalasa + + + +
Agar Sangre Y Y Y B
Oxidasa - + - -
Manitol - - - +
Agar + + + +
nutriente
Esporas - - + +
Céapsula - - - -

(+): Ijlcisitivo; (-): Negativo; (y): El microorganismo en cuestion no es capaz de realizar la hemolisis; (8): Hemolisis

total; " .

Tomando los resultados de las pruebas bioquimicas y comparando con el

manual de Bergey's*?, se deduce que en la muestra N°9 existe la presencia

de bacilos grampositivos, catalasa positiva, no esporulados, a su vez en la

muestra N°11, se confirma la presencia de un Micrococcus spp, mientras que

en las muestras N°12 y N°22 se corrobora la existencia de Bacillus spp y se

denominaron Bacillus sppl y Bacillus spp2. A su vez se realizaron otras

pruebas bioquimicas que permitieron observar ciertas caracteristicas de cada

una de las bacterias presentes.

Es por eso que en la muestra N°9 conformada por los bacilos grampositivos,

catalasa positiva, no esporulados, demostraron fermentacion de la glucosa,
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negativo para la oxidacion de la glucosa, oxidacién negativa de la maltosa,
sacarosa Y fructosa, negativo fermentacion de la lactosa, no produccion de
H2S, ni gas, Voges Proskauer negativo, hidrolisis de la esculina y licuefaccion

de la gelatina negativa.

Mientras que el Micrococcus spp demostré oxidacion y fermentacion de la
glucosa, oxidacion de la maltosa y fructosa, negativo para oxidacion de la
sacarosa, Voges Proskauer negativo, licuefaccion de la gelatina y crecimiento
en NacCl 6,5%, 8% positivo.

El Bacillus sppl fermenté la glucosa, no oxido la glucosa, maltosa, sacarosay
fructosa, no fermenta la lactosa, no produce H2S, ni gas, Voges Proskauer

negativo, hidrolisis de la esculina y licuefaccion de la gelatina negativa.

Finalmente, el Bacillus spp2 ferment6 la glucosa, no oxido la glucosa ni la
maltosa, oxido la sacarosa y la fructosa, fermenta la lactosa, pero no produce
H2S, ni gas, Voges Proskauer positivo, hidrolisis de la esculina negativa y

licuefaccion de la gelatina positiva.

En el trabajo de investigacion se lograron identificar bacterias pertenecientes
al grupo grampositivos, especificamente a bacilos grampositivos, catalasa
positiva no esporulados, al Micrococcus spp y a los Bacillus sppl y Bacillus
spp2, estos nuevos hallazgos no permiten hacer comparacién con respecto a
los microorganismos que han sido objeto de estudio y han demostrado tener

la capacidad de biodegradar el caucho.
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En EEUU, demostraron que las bacterias Gordonia, Mycobacterium,
Micromonospora y Pseudomonas degradaban el caucho natural, los guantes
de latex y el caucho sintético cuando se eliminaban los antioxidantes presentes
en los neumaticos. Para el 2004 en Alemania identifican dos nuevas cepas de
Gordonia polyisoprenivorans capaces de degradar el caucho de isopreno. En
el 2015 en Chile identifican a un hongo capaz de degradar el caucho natural y
sintético en condiciones de aerobiosis con agua el cual fue identificado como
Alternaria alternata, finalmente en Colombia descubren una nueva bacteria
Ochro-bactrumtritici y un hongo Penicillim citrinumy capaz de degradar el

caucho natural y sintético.

Cada uno de estos trabajos ofrecieron una nueva alternativa para el descarte
de los cauchos, pero el presente trabajo de investigacion, da inicio al uso de
bacilos grampositivos, catalasa positiva, no esporulados, Micrococcus spp y
Bacillus spp, los cuales demostraron utilizar el caucho lijado como Unica fuente
de carbono sin necesidad de eliminar compuestos secundarios, ademas
crecen en condiciones de aerobiosis y a temperatura ambiente facilitando la

degradacion del mismo.

Por lo tanto, se clasifican como microorganismos extremofilos capaz de
biodegradar el caucho, ademas la toma de muestras de suelo de caucheras
permiti6 demostrar que tanto los bacilos grampositivos, catalasa positiva, no
esporulados, el Micrococcus spp como el Bacillus spp se encuentran en dicho
espacio, y esto genera una ventaja ya que pueden ser recolectados de forma
mas accesible y utilizados para degradar el caucho y mejorar el deterioro y

contaminacion de nuestro ambiente.
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Grafico N°1: Resultados de la espectroscopia de infrarrojo
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Se analizé la grafica, inicialmente se le realizo espectro al blanco (medio de
cultivo sin inocular) el cual arrojo 9 picos, de los nueve picos se hizo una tabla
donde se confronta la existencia o0 ausencia de los diferentes picos
(croméforos) con respecto a las muestras crecidas con los microorganismos,
se observo que hubo ausencia de varios picos, esto debido a que las bacterias

tomaron esa sustancia que forma ese croméforo degradandolo o
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disminuyendo su concentracion a tal punto que no se detecta (Ver Anexo
N°14).

Analizando la tabla y comparando los resultados con el material bibliografico
se encontrd que a la longitud de onda 1376-1444 cm™ hay presencia de una
deformacién simétrica y asimétrica del C-H en el grupo metilo*?, a 1140- 1150
cm™ hay presencia del fosfato de sodio dibasico (NazHPOa4 . 2H20) 4y a la
longitud de onda 950- 953 cm! hay un compuesto denominado tiosulfato de
amonio ((NH4)2S202)** por lo tanto el bacilo grampositivo, catalasa positivo no
esporulado, utilizé el C-H del grupo metilo, el Micrococcus spp degradé el C-H
del grupo metilo, el fosfato de sodio dibasico, el tiosulfato de amonio y el ién
fosfato, mientras que el Bacillus sppl degradd el C-H del grupo metilo y el
fosfato de sodio dibasico, finalmente el Bacillus spp2 degradé el C-H del grupo
metilo, esto nos lleva a deducir que de la union de las sales junto con el caucho
y los elementos que lo componen las bacterias degradaron y utilizaron dichos
compuestos para crecer y desarrollarse.

Para el 2017 en Colombia®® utilizan la espectroscopia de infrarrojo para
caracterizar los exudados gomosos de cinco especies del eje cafetalero y
dicha investigacion les permitio demostrar que el pH de las muestras tiene
tendencia &cida, lo que se asocia con los grupos funcionales caracteristicos
de los &cidos carboxilicos presentando espectros de FT-IR con longitudes de
onda entre 3424 y 3584 cm. Estos datos permiten afianzar y demostrar que
la espectroscopia de infrarrojo cada dia evoluciona y permite identificar la

presencia de ciertos compuestos a una longitud de onda determinada.

En el trabajo de investigacion se demostré mediante el uso de espectroscopia

de infrarrojo utilizando el medio M9 suplementado con caucho lijado que las
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bacterias utilizan el carbono presente en el grupo metilo de la molécula de
isopreno, ademas algunos usaron los compuestos formados por la union de

las sales para crecer y desarrollarse en el medio con pocos nutrientes.
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CAPITULO V

Conclusiones

Los microorganismos se encuentran distribuidos al nivel mundial, muchos
forman parte de la microbiota ambiental y de la microbiota del ser humano
creando un intercambio al estar en contacto unos con otros, los suelos de las
caucheras estudiadas demostraron tener un medio propicio para el desarrollo
de un gran numero de microorganismos, con esto se logré alcanzar los

objetivos propuestos desde el inicio del trabajo investigativo.

Ademas, permitié comprobar la hipotesis formulada demostrando que existen
microorganismos que tienen la capacidad de crecer en un medio restrictivo
como el M9 suplementado con caucho biodisponible y caucho lijado. Entonces
a efecto de los dos experimentos realizados, los microorganismos presentes
en las muestras 9, 11, 12 y 22 crecen a temperatura ambiente en un periodo
de 7 dias, formando parte de la familia bacteriana. La muestra N°9 demostré
la existencia de bacilos grampositivos, catalasa positiva, no esporulados,
muestra N°11 Micrococcus spp, muestra N° 12 Bacillus sppl y finalmente en

la muestra N°22 se encuentra un Bacillus spp2.

Cada una de estas bacterias manifestaron tener la capacidad de crecer
utilizando como unica fuente de carbono el caucho, por lo tanto, al utilizar la
espectroscopia infrarroja, se demostré que las bacterias modifican las
condiciones del medio, utilizando las sustancias formadas a partir de la unién

de las sales con el caucho.
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Comparando el nombre de las bacterias con capacidad degradadora del
caucho obtenida en la investigacion y teniendo en cuenta su habitat, cabe
resaltar que estos forman parte dela microbiota habitual de dichos espacios y
del ser humano en algunos casos. Conociendo la definicibn de
microorganismos extremofilos, se determina que por tener la capacidad de
utilizar el caucho como unica fuente de carbono serian incluidos en tal término
y considerados microorganismos de estudio para la biorremediacion del
ambiente por parte de compuestos realizados a partir de caucho natural o

sintético.
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Recomendaciones

e Utilizar técnicas y pruebas bioquimicas que permitan identificar las
bacterias descrita en el trabajo de investigacion por género y especie.

e Aplicar las mismas técnicas de estudio utilizando como sustituto del
caucho lijado, guantes de latex o algun otro compuesto derivado de
caucho natural y sintético.

e Crear nuevas técnicas que permitan obtener particulas mas pequefias
del caucho, para facilitar la degradacién por parte de las bacterias.

e Someter a los bacilos grampositivos, catalasa positiva, no esporulados,
Micrococcus spp, Bacillus spp al crecimiento directo sobre el caucho

agregando las sales utilizadas en el medio M9.
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ANEXOS
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AGAR TRIPTICASA DE SOYA

Medio de cultivo Agar Tripticasa de Soya

INTRODUCCION:

Es un medio de cultivo recomendado para la
recuperaci¥n y aislamiento de toda clase de
bacterias, grampositivas y  gramnegativas
aerobias.

COMPONENTES

1. Caja por 10 unidades
2. Inserto

MATERIALES
SUMINISTRADOS

REQUERIDOS NO

1. Asas Bactenoldgicas
2. Guantes Estériles
3.Tapabocas

4.Estufa a 37

5. Mechero de Bunsen.

METODOLOGIA:
Principio del método:

El agar tripticasa de soya garantiza el crecimiento de
fodos los microorganismos de importancia
microblologica  tanto  grampositivos  como
gramnegativos, hongos y levaduras, este medio
tiene miltiples usos puede ser utilizado para el
monitoreo microbioldgico de areas y superficies,
para el mantenimiento de cepas ATCC y para el
andlisis de aguas y alimentos.

El agar tripticasa de soya conligne caseina
digerida con enzimas pancredticas 5.0 g. caseina
digerida con papaina 5.0 g. Cloruro de Na 5.0 g
Agar 15.0 g pH final (7.3 +/-0.2).

Anexo N°1. Medio agar tripticasa soya.

CRITERIOS DE DESEMPENO Y

LIMITACIONES DEL METODO

El agar Triplticasa de Soya debe permitir el
crecimiento abundante de todos los
microorganismos en estudio después de 18 horas
de incubacién en aimdsfera de aerobiosis.

PREPARACION DE LOS REACTIVOS:

La placa de agar triplicasa de Soya viene lista
para ser utilizada.

CONDICIONES DE ALMACENAMIENTO Y
ESTABILIDAD DE LOS REACTIVOS:

El medio agar tripticasa de soya debe
consearvarse a T°de 4-8 T colocando las placas en
posicidn invertida para ewitar que el agua de
condensaciin pueda caer sobre la superficie del
madio. Esle producto debe manipularse con
cuidado evitando movimientos bruscos o caidas
que puedan resquebrajar la capa del medio.

La congelacion arruina totalmente el medio.
Conservado en condiciones dptimas el medio es
eslable hasta la fecha de expiraciin senalada.

PROCEDIMIENTO:

Cuakquier muestra puede ser procesada en este
madio y puede sembrarse por diferentes métodos
asi:

1-Con asa bacteriokigica estéri trabajando
siempre a la llama del mechero, tomar una
minima muestra.

2. Sembrar suavemente sobre la superficie tersa del
madio por el procedmento de agotamento.
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Anexo N°2: Preparacion del medio de cultivo tripticasa soya.

Anexo N°3: Microorganismos recolectados de las muestras de caucheras en
medio tripticasa soya.
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Anexo N°4: Tincién de Gram.

M9 mineral medium

For 1 liter M9 mineral medium add to 867 ml sterile water:

100 ml MO salt solution (10X) Na.HPO, 33.7 mM
KH.PO, 22.0 mM
NaCl £.55 mM

LNHCL 835 M

L20ml T 20% glucose T elucose 04 %
TUOEml T UM CaCl, T A, T g A M

LAl biotin (Lmg/mby  biotim

10 ml " irace elements solution (100X) " trace elements 7 IX

Anexo N°5: Medio M9.
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Anexo N°6: Proceso de lijado del caucho.

Anexo N°7: M9 con caucho biodispoinible
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Anexo N°8: M9 con caucho lijado.

Anexo N°9: Tincion de Gram para los microorganismos que crecieron en el

medio M9 con caucho biodisponible y lijado.
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Anexo N°10: Microorganismo muestra N°9

Anexo N°11: Microorganismo muestra N°11
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Anexo N°12: Microorganismo muestra N°12

Anexo N°13: Microorganismo muestra N°22
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BLANCO MUESTRA 9 MUESTRA MUESTRA MUESTRA
11 12 22
cm-1 | %T | cm-1 | %T | cm-1 | %T | cm-1 | %T | cm-1 |%T
20286 | 11,8 20217 14,8 29251 |26,0 |2923,1 |239 |2920,9 | 12,8
3 3 ’ 8 1 3 5 5 8 1
24481 | 11,7 | 24475 | 14,4 26,0 | 2451,9 2437,1 | 12,3
2442 2 23,7
7 7 6 4 3 1 6 2
1724,7 | 10,7 |1791,9 |13,7 | 17280 |253 |1788,1 |229 |17858 | 11,5
9 4 1 5 4 4 3 5 3 9
1397,8
10,7
4
1149,4 1154,1 1149,0
5,96 10,4 8,93
7 4 5
1079,7 10,1 | 1079,5 | 22,0 |1079,5 | 17,5 | 1079,5
5,7 1078,8 8,81
2 5 8 2 2 4 3
11,8 19,7 10,1
952,83 | 7,54 | 953,7 993,25 993,03
2 8 9
11,3 | 858,79 | 235 |859,22 |194
858,92 | 6,74 | 859,34 859,66 | 9,92
2 4 1
543,65 | 11,6 |543,72 | 23,8 |543,29 | 19,9 |543,44 | 104
543,19 | 7,04 g o X o

Anexo N°14. Tabla de espectroscopia de infrarrojo.
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Differentiation via Gram stains and cell morphology.

Gram Statn & Morphological
Flowchart

Some Examples

Cocel

Gram Positive

Bacill

Round in clusters || Oval shape in
& tefrads: (hains:
Staphylococcus Streptacoccus

Micrococcus Peptostreptococcus
Peptococcus Enterococcus

(lub-shaped and/or in
palisades:
Corynebacterium
Listeria
Enysipelothrix
Mycobacterium (Acid Fast)
Propionobacterium

Spore-hearing,
large, uniform;

Bacillus
Clostridium

Filamentous

FI_?

Extensive Branching rudi-
branching; mentry or absent:
Actinomyees Erysipelothrix
A’r “d"'"“ Lactobacillus
Nocardia (orialy 1| Fubgcterium
acidfast)
Streptomyces
—

Anexo N°15: Esquema de identificacion de las bacterias grampositivas segun

manual de Bergey 's*.
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Gram Positive Rods ID Flowchart

Gram Positive Rods

Bacillus spp.
Clostrididium spp.
Corynebacterium spp.

Lactobacillus spp.
Mycobacterium spp.

Mycobacterium smegmatis

Spore Forming

Corynebacterium spp.
Lactobacillus spp.
Mycobacterium spp.

P Acid Fast

-
Bacillus spp.
Clostridium spp

Strict Anaerobes

Corynebacterium spp
Lactobacillus spp.
+ -
Clostridium spp. Bacillus spp.
You sure you have this? See separate flowchart
Go to Bergey's. Catalase

+ -

IC orynebacterium SRE I |Laclobacillus sgg I

Anexo N°16: Esquema de identificacion de las bacilos grampositivos segun

manual de Bergey s*2.
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Gram Positive Cocci ID Flowchart

Gram Positive Coccl

Micracaccus spp.
Staphylococcus spp.

Strepiocaccus spp.
(see Bergey's)
Streplococeus spp. Bile Esculin

EAemCOces S (srowth with esculin hydrolysi) Enteracoceus faecalis

Enterococcus faectum

Enterococcus hirae
Enterococcus mundii

Catalase

Streptococcus pneumoniae
Streptococcus miis
Streptocaccus pyogenes Group A
+ Streptococeus spp. Group B
Enterococcus spp. Enteracoceus spp.
Micrococeus spp. Streptococcus spp. Streptococeus spy.

Staphvlococcus spp.

Growth w/ Tellurite

Mannitol Fermentation
Hemolysis

Enteracoceus faectum
(mannitol pos., white colony)

+
| Smﬁhiiuc'nﬂms aurets

Staphylococcus spp. . ‘
Mierocaceus spp. E”;;::;th:lfe :J)raf

Enteracoccus mundtit
(mannitol pos., yellow colony)

Yellow Pigment (Colony)
Alpha ()
Streptococeus pyogenes Group A

+ ’ Streptococeus spp. Group B

| Micrococcus SW | .S'raﬁ!n'l'umﬂ‘m' QEE

Anexo N°17: Esquema de identificacion de las bacilos grampositivos segun

manual de Bergey's*?
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