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INTRODUCCION

La disponibilidad de agua potable y el acceso a los alimentos constituyen uno de
los mayores problemas de gran parte de la poblacion mundial. Por ello, la
agricultura es un componente dominante de la economia global. Asi, la necesidad
de producir alimentos en cantidad suficiente repercute en las practicas agricolas
de todo el mundo. En muchos paises esta presion origina una expansion hacia
tierras marginales, y en otros, a la expansion del riego y a una utilizacién cada vez
mayor de fertilizantes y plaguicidas con el fin de lograr y mantener rendimientos
superiores (CISAN, 2018 a-b).

Actualmente los plaguicidas (herbicidas, fungicidas, insecticidas) son ampliamente
utilizados en la agricultura y la industria en todo el mundo debido a su alta
actividad. Mas del 55% de la tierra que se usa para la producciéon agricola en
paises en vias de desarrollo, emplea cerca del 26% del total de plaguicidas
producidos en el mundo. Sin embargo, el coeficiente de incremento en el uso de
estos dentro de paises en vias de desarrollo es considerablemente mas alto que el
de los paises desarrollados. Los plaguicidas son necesarios para proteger las
cosechas, las pérdidas ascienden cerca del 45% de la produccién de alimentos
total mundial. Existen varias clases de plaguicidas entre los que se encuentran los
piretroides, estos se reconocen como uno de los grupos mas importantes (Cycon
et al., 2013; Mendoza et al., 2011).

La presencia de residuos y metabolitos de plaguicidas en el alimento, agua y suelo
representa actualmente uno de los temas importantes para la quimica ambiental
(Ramirez y Torres, 2014). Existe una gran variedad de métodos fisicos y quimicos
para tratar los suelos y mantos acuiferos contaminados, pero muchos de estos
procedimientos no destruyen los compuestos peligrosos sino que los transfieren
de una fase a otra, por lo que el proceso biolégico en el que se transforman estos
compuestos peligrosos en compuestos mas simples son un desafio importante en
la actualidad. Estos ofrecen las ventajas del funcionamiento a temperatura y

presién ambiental, reducen gastos del capital y de operacion.
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Sin embargo, una limitacion de los sistemas de biotratamiento, es el potencial
toxico de agentes xenobioticos. En la practica, esto significa que se debe tener un
gran cuidado con los microorganismos que se usen ya que pueden ser inhibidos o
causar su muerte por los efectos toxicos de los contaminantes organicos (Nieblas,
2016). Para la biodegradacion, el plaguicida podra servir idealmente como la Unica
fuente de carbono y energia para los microorganismos, donde se incluye la
sintesis de las enzimas apropiadas para la transformacién de este, lo que
proporciona un mecanismo importante en la degradacion de compuestos

xenobidticos en el ambiente (Yu et al.,2015).

Actualmente, se conocen muchas técnicas para mejorar la calidad de los suelos y
el agua, entre las que se encuentra la biorremediacién. Esta consiste en la
potenciacion de aquellos microorganismos naturales, principalmente bacterias,
que degradan los compuestos contaminantes transformandolos en moléculas de
agua, didxido de carbono y otros metabolitos mucho menos contaminantes que los

que les dieron origen, inocuas para los seres vivos (Alvarez, 2015; Portilla, 2016).

Con el desarrollo de las investigaciones, en este campo el concepto de
biorremediacion se transforma y profundiza. Se define como cualquier proceso
que utilice microorganismos, hongos, plantas o las enzimas derivadas de ellos
para retornar a un medio ambiente alterado por contaminantes a su condicion
natural. Esta se aprovecha para atacar contaminantes especificos del suelo, por
ejemplo en la degradacion bacteriana de compuestos organoclorados o de

hidrocarburos (Alvarez, 2015; Hernandez -Ruiz et al., 2017).

La aplicacion de esta técnica no dafia en absoluto la estructura del ecosistema y
elimina la contaminacion sin provocar efectos secundarios. Esto lleva a pensar en
la biorremediaciébn como una técnica efectiva en la descontaminacion (Portilla,
2016) por medio de la degradacion microbiana y enzimatica asi como la utilizacion
de estrategias como la bioestimulacion de microorganismos nativos, y el
bioaumento (Boullosa, 2011), el que se basa en la inoculacion de cepas,
consorcios microbianos de laboratorio o mezclas de enzimas (Alarcén y Ferrera,
2015).
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En los ambientes contaminados existen abundantes especies con estas
capacidades metabolicas especificas, debido a la adaptacion de la microflora
presente en el contaminante (Alvarez, 2015). Cepas de Bacillus, Lactobacillus,
levaduras y actinomicetos son una opcidbn muy viable, ya que son
microorganismos capaces de utilizar contaminantes como fuente de carbono y
energia (Velasquez, 2017) necesarios para su crecimiento, donde se generan

productos mas sencillos.

En Cuba, la contaminacion de los suelos y el agua se identifican como uno de los
principales problemas ambientales. La provincia de Matanzas no se encuentra
excluida de esta problemética, con aplicacion de productos quimicos en los suelos
en un rango del 100%, lo que hace que se identifique como una problematica

medio ambiental.

En la Universidad de Matanzas, Portilla (2016) aisl6 microorganismos de uno de
los rios emblematicos de esta provincia: El rio Yumuri. En él se reportan niveles
elevados de materia organica, amonio, fosfato y metales pesados como
consecuencia de vertimientos de los residuales a los suelos, cavernas o
directamente a corrientes superficiales. Estos residuos sobrepasan los limites de
autodepuracion e influyen negativamente sobre la calidad de sus aguas. La autora
demostré que los microorganismos aislados, seleccionados e identificados fueron
capaces en condiciones de laboratorio de mostrar un efecto biorremediador. Sin
embargo; estos estudios no se han realizado en otros ecosistemas donde

pudieran tener un efecto positivo.

Problema Cientifico: La contaminacidon ambiental se posiciona como uno de los
mas importantes problemas que afectan a la sociedad del siglo XXI. La pérdida de
calidad del aire, del recurso hidrico y de suelos disponibles para actividades
agricolas se incrementa exponencialmente. El uso indiscriminado de productos
quimicos y mal manejo de las aguas en los sistemas agropecuarios en el territorio

matancero, constituye una fuente contaminante por excelencia.

Sobre la base de los antecedentes expuestos y el problema cientifico, esta

investigacion se propuso como hipotesis la siguiente:
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El aislamiento, identificaciobn y evaluacion de bacterias seleccionadas de
ecosistemas agricolas y acuiferos contaminados por la incorporacion de productos
quimicos u otro procesos, aporta criterios de seleccion para el uso de las mismas

como agentes biorremediadores.
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1.1.- Ecosistemas

Un ecosistema, es el conjunto formado por los seres vivos y los elementos no
vivos del ambiente y la relacién vital que se establece entre ellos (figura 1). La
ciencia encargada de estudiar los ecosistemas y estas relaciones es la llamada
ecologia. Los ecosistemas pueden ser de dos tipos: terrestres (bosques, selvas,
sabanas, desiertos, polos, etc.) y acuaticos (comprenden desde un charco hasta
los océanos, mares, lagos, lagunas, manglares, arrecifes coralinos, etc.)
(Martinez, 2015).

Esgueleto
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Figura 1. Niveles ecologicos (Fuente: Martinez, 2015)

La mayoria de los ecosistemas de nuestro planeta son acuéticos, ya que sus tres
cuartas partes estan cubiertas por agua. Sin embargo, los ecosistemas terrestres
son los mas conocidos por nosotros debido a que no requiere un equipo especial
para su observacion (Martinez, 2015). Estos se caracterizan por la presencia de
componentes vivos 0 bioticos (plantas, animales, bacterias, algas y hongos) y de
componentes no vivos o abiéticos (luz, sombra, temperatura, agua, humedad, aire,

suelo, presion, viento y pH).

Los ecosistemas mantienen un intercambio constante de materia y energia que

pasan de un ser viviente a otro, a través de las llamadas cadenas alimentarias.



http://conceptodefinicion.de/algas/
http://conceptodefinicion.de/suelo/
http://conceptodefinicion.de/viento/
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Las plantas (organismos productores) captan la energia solar y sintetizan materia
organica (alimentos), tanto para ellas como para los organismos consumidores
(animales) que la aprovechan, los cuales ademas; pueden luego alimentarse unos
de otros. Al morir estos organismos actian los descomponedores (bacterias y
hongos) y los transforman en nutrientes que enriquecen el suelo, los cuales seran

aprovechados por las plantas, iniciandose asi un nuevo ciclo.

Cabe resaltar, que actualmente los ecosistemas se enfrentan a una dificultad sin
precedentes: la Humanidad. La accion incontrolada del ser humano sobre los
ecosistemas como la destruccion y fragmentacion de hébitats (incendios, tala
indiscriminada, la caza, y pesca sin control y el uso de productos quimicos), el
cambio climatico, la contaminacién del suelo y del agua, afecta su estado de
“equilibrio natural” y; el normal desarrollo y crecimiento de los organismos en una
poblacion. Por ello, se crean los decretos y leyes para la proteccién del ambiente
(Martinez, 2015).

La Ley de Aguas en su articulo 6, inciso 20 de la Ley General del Ambiente en
Honduras define la contaminacion del agua como “la accion y efecto de introducir
materias o formas de energia o inducir condiciones en el agua que, de modo
directo o indirecto, impliquen una alteracion perjudicial de su calidad en relacién

con sus usos posteriores o con su funcién ecolégica” (Sanchez, 2011).

La ley de los suelos define que “los suelos deben usarse de acuerdo con su
capacidad agrolégica especifica. Estos deben clasificarse basados en la
pendiente, grado de erosion, fertilidad del suelo y factores del clima. Los suelos
deben ser usados de forma tal que se mantenga su integridad fisica, y su
capacidad productora, su fertilidad, inclinacién, grado de erosion y otros factores”.

De ahi la necesidad de proteccion de los mismos como una alternativa viable a la
solucion de los problemas de hambruna que acarrea la humanidad.
1.2.- Contaminacion. Situacion actual en Cuba, Matanzas

La contaminacion del suelo es el resultado de la deposicién final sin tratamientos

previos de una cantidad increible de sustancias contaminantes, ademas de los



http://conceptodefinicion.de/ciclo/
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guimicos que se utilizan en otras tareas que también terminan en este sustrato
(Zhang et al., 2014).
Segun esta definicion, la contaminacion puede ser:
= Natural: resultado del equilibrio dinamico de la tierra, actividad geofisica y
fases del ciclo natural del agua.
= Artificial (antropogénica): resultado de la actividad humana que genera
sustancias ajenas a la composicion natural del agua o de los suelos
(Herrera et al., 2013).
En general, y dado que la palabra contaminacion suele ir asociada a la artificial,
dejaremos a un lado la natural, mas aceptada, y entenderemos por procesos

contaminantes los provocados o derivados por la accién del hombre.

La contaminacion de los suelos por vertimiento de aguas residuales, mal uso de
fertilizantes, desechos de hidrocarburos, metales pesados y complejos quimicos,
entre otros, hace que la metodologia a seguir para lograr su recuperacion no esté
desarrollada a plenitud, lo que provoca con ello, que la efectividad de las
tecnologias aplicadas, en muchas ocasiones sea insuficiente (Jaramillo et
al.,2016).

Reyes et al., (2016) define el suelo”... como algo maravilloso. Por estériles y
aburridos y en ocasiones cenagosos que puedan parecer, la delgada capa que
forma y que cubre la superficie del planeta, es el basamento de la biosfera,
nuestro principal recurso repleto de vida bajo de miles de formas, el suelo merece
ser calificado como un ecosistema por derecho propio o con mas propiedad como

una multitud de ecosistemas”.

El origen de la contaminacion de las aguas esta ligado a varias actividades dentro
de las que se destacan las actividades urbanas, agricolas, ganaderas e
industriales (Cobos, 2002). La contaminacion de las aguas debido a las
actividades urbanas, es consecuencia de la inadecuada eliminacion y ubicacion de
los residuos. Las aguas residuales urbanas contienen fundamentalmente
contaminantes organicos procedentes de vertidos de residuos solidos, efluentes

liguidos domésticos, lavado diario, fugas de colectores y alcantarillas, fosas
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sépticas, asi como papeles, detergentes, aceites y restos de plasticos; ademas
también pueden presentar bacterias, virus y otros microorganismos que

acompafian a los contaminantes anteriores (Polomé et al., 2016).

La contaminacion de las aguas por practicas agricolas es debida
fundamentalmente a la utilizacion de fertilizantes y biocidas en exceso (Agarwal et
al., 2015). Los fertilizantes son ricos en compuestos nitrogenados y fosforados, por
lo que son lavados y arrastrados de la superficie por lluvias y escorrentias, que los
conducen a cauces de rios y de ahi a lagos o embalses lo que favorece su
eutrofizacion. Por otra parte, muchos de los biocidas que se utlizan en la
agricultura presentan una alta toxicidad y persistencia, con alta capacidad de

acumulacion en los organismos vivos (Rashid y Romshoo, 2013).

La contaminacion de aguas por explotaciones ganaderas es debida a compuestos
organicos y biologicos procedentes de residuos de instalaciones ganaderas y
purines de animales estabulados. Las aguas utilizadas en las explotaciones
ganaderas, sobre todo para operaciones de limpieza, pueden arrastrar el estiércol,
los purines producidos, asi como restos de plaguicidas de origen ganadero (Gu et
al., 2008).

La contaminacion del agua se considera como una de las actividades industriales
mas compleja y en muchos casos dificil de eliminar. Al mismo tiempo es la
actividad mas contaminante de las aguas. El agua es un elemento fundamental en
las actividades industriales, como vehiculo energético, de transporte, disolvente,
en operaciones de lavado, base para reacciones, intercambiadores de calor, vy,
como materia prima (Popescu et al., 2015).

Todos estos procesos contaminantes, independientemente de su origen, afectan
en cantidad e importancia las caracteristicas del medio receptor y los usos del

agua y calidades exigidas del recurso. (Coronel y Tenesaca, 2013).
Situacion de la contaminacion en Cuba, Matanzas

La situacion ambiental del pais no puede dejar de enmarcarse dentro del proceso
histérico, econdmico y social por el transito, por su vinculacion y efectos

producidos sobre el medio ambiente. Durante el periodo colonial y ya en este

10
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siglo, bajo la condicibn impuesta de Republica Mediatizada, el desarrollo
econdmico que se logra alcanzar se sustentd principalmente en la produccion
agricola extensiva, con un uso y manejo inadecuado de los suelos y una intensa

destruccion de las areas boscosas (Pérez et al., 2009).

Las profundas transformaciones econdmicas y sociales logradas por el proceso
revolucionario, condujeron a cambios favorables en las condiciones de vida de la
poblacidén y consecuentemente un incremento en las acciones encaminadas a la
proteccion y conservacion de los recursos naturales, los que son considerados

como patrimonio de todo el pueblo (Diaz-Asencio et al., 2011).

Paralelamente a estos logros existen errores y deficiencias, dados en lo
fundamental por la insuficiente conciencia, conocimientos y educacion ambiental,
la carencia de una mayor exigencia en la gestion, la limitada introduccién y
generalizacion de los resultados de la ciencia y tecnologia, la aun insuficiente
incorporacion de la dimension ambiental en las politicas, planes y programas de
desarrollo, y la ausencia de un sistema juridico lo suficientemente integrador y
coherente. Por otra parte, la carencia de recursos materiales y financieros impide
alcanzar niveles superiores de proteccion ambiental, lo que se agudiza en los
ultimos afios por la situacion econdémica en la cual se ve inmerso el pais, debido a
la pérdida de las relaciones comerciales y el sostenido e incremento del bloqueo

econdmico de Estados Unidos.

Actualmente la contaminacion en Cuba esta enfocada en las aguas residuales
urbanas, ganaderia, agricultura, vertederos de residuos sélidos, aguas
superficiales y actividades industriales (mineria). A nivel nacional, las acciones van
dirigidas desde el CITMA y apoyada por los programas nacionales como:
Programa de Asociacion de Pais (OP-15), el Fondo Mundial para el Medio

Ambiente (GEF) y el Programa de Naciones Unidas para el Desarrollo (PNUD).

Hoy se trabaja con mayor énfasis en la zona mas occidental y extremoriental, en
las cuales se promueve el manejo sostenible de tierras (MST). Muchas de las
acciones se encaminan a disminuir la pérdida de los suelos causada por la

erosion, rehabilitacion y estabilizacion de carcavas, se impulsa la fertilizacion con

11



|. FUNDAMENTACION

materia organica, y la construccion de canales de drenaje y tranques de agua para
el riego. Se suma la siembra de especies forestales y frutales, y otras protectoras
del suelo, cuerpo natural que contiene todos los elementos quimicos de la tabla
periodica del cientifico ruso Dimitri Mendeleev, con el fin de disminuir la presencia

de metales pesados en los suelos (ONE, 2011).

La provincia de Matanzas, no se encuentra ajena a estos programas de proteccion
del medio ambiente. De ahi, que exista una definicion de sus principales
problemas ambientales, los que se recogen en la Estrategia Ambiental de la
provincia (CITMA, 2015).

De los lugares identificados en la provincia con alta contaminacion se encuentra el
rio Yumuri, uno de los tres rios mas importantes de la ciudad de Matanzas. De
menos longitud y caudal que los otros dos (el rio San Juan y Canimar), el rio
separa los barrios de Versalles y Matanzas, sin embargo, la belleza natural del
paisaje se ve empafiada por las condiciones higiénico-ambientales de sus
margenes y el vertimiento de residuales, a lo largo de su cauce, desde su
nacimiento hasta desembocadura. Tiene mdultiples fuentes contaminantes, debido

a la accién del hombre, y los asentamientos humanos (Portilla, 2016).

Los ultimos datos de la carga contaminante reducida de la cuenca hidrografica,
informan un nimero de 7 fuentes emisoras. La carga contaminante generada es
de 411 t/afio, [calculada como: demanda bioquimica de oxigeno (DBO)] y la carga
contaminante dispuesta del97 t/afio (calculada como DBO). A esto se suman los
albafales de la ciudad y los micro-vertederos (CITMA, 2013; Portilla, 2016). Estos
informes demuestran el uso indiscriminado de los rios como sumideros para los
desechos de la agricultura, urbanos y de la industria, lo cual repercute

negativamente en el ecosistema.

Las areas cultivables de la provincia exponen niveles de contaminacion en un
100%, ya que se conoce que todos los cultivares reciben la aplicacion de

productos quimicos como parte de las cartas tecnoldgicas de los cultivos.
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1.3.- Principales agentes contaminantes de los suelos
Plaguicidas

Representan el primer agente contaminante del suelo, no solo por afectarlo
directamente, sino que ademas extermina tanto a la plaga como a otras especies,
lo que genera un desequilibrio ambiental, y favorece a la contaminacion de los

productos que son ingeridos por el hombre (Portilla, 2016).
Mineria

Las aguas de relave producidas en la actividad minera depositan en el suelo
grandes cantidades de elementos quimicos como el mercurio (Hg), arsénico (As),
plomo (Pb), cadmio (Cd), cobre (Cu), entre otros. Todos estos elementos
productos de diferentes industrias, como la del papel, la del cloro, la del cemento o
directamente la minera, entre otras, produce graves problemas.

Basura

La gran generacion de desperdicios diarios representa uno de los agentes
contaminantes del suelo mas alarmantes, sobre todo cuando se elimina sin ningun
tipo de criterio medioambiental. La basura organica arrojada al aire libre sin
tratamiento se fermenta, genera gases toxicos y mal olor, ademas de sustancias
gue pueden filtrarse en suelos permeables, contaminando no solo ese sector, sino
ademas las aguas superficiales y subterrdneas, lo que trasciende en las cadenas

alimenticias.

Hemos de distinguir entre contaminacion natural, frecuentemente endogena, y

contaminacion antrdpica, siempre exdgena.

La contaminacién natural es el proceso de concentracion y toxicidad que muestran
determinados elementos metalicos, presentes en los minerales originales de

algunas rocas a medida que el suelo evoluciona.

Un caso significativo se produce sobre rocas serpentinizadas con altos contenidos
de elementos como Cr, Ni, Cu, Mn, cuya edafogénesis en suelos con fuertes
lavados origina la pérdida de los elementos mas moviles, practicamente todo el

Mg, Ca y, en ocasiones hasta gran parte del Si, con lo que los suelos residuales
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fuertemente evolucionados presentan elevadisimas concentraciones de aquellos
elementos metdalicos, que hacen a estos suelos susceptibles de ser utilizados
como minas metalicas. Obviamente, a medida que avanza el proceso de
concentracion residual de los metales pesados se produce el paso de estos
elementos desde los minerales primarios, es decir desde formas no asimilables, a
especies de mayor actividad e influencia sobre los vegetales y el entorno. De esta
forma, la presencia de una fuerte toxicidad para muchas plantas s6lo se manifiesta
a partir de un cierto grado de evolucion edafica, y por tanto es maxima en

condiciones tropicales humedas (Portilla, 2016).

Otro ejemplo de aparicion natural de una anomalia de alta concentracién de una
forma toxica se produce en la evolucion acidificante de los suelos por la acciéon
conjunta de la hidrdlisis, lavado de cationes, presion de CO:2 y acidos organicos
que, progresivamente, conducen a una mayor concentracion de Al disuelto y a un
predominio de especies nocivas como Al*3® o las formas AI-OH escasamente

polimerizadas.

Los fendmenos naturales pueden ser causas de importantes contaminaciones en
el suelo. Asi es bien conocido el hecho de que un solo volcan activo puede aportar
mayores cantidades de sustancias externas y contaminantes, como cenizas,
metales pesados, H+ y SO42, que varias centrales térmicas de carbén (Portilla,
2016).

Pero las causas mas frecuentes de contaminacion son debidas a la actuacion
antrépica, que al desarrollarse sin la necesaria planificacion producen un cambio

negativo de las propiedades del suelo.

En los estudios de contaminacién, no basta con detectar la presencia de
contaminantes sino que se debe definir los maximos niveles admisibles y ademas
se analizan los posibles factores que puedan influir en la respuesta del suelo a los
agentes contaminantes, como son: vulnerabilidad, poder de amortiguacion,
movilidad, biodisponibilidad, persistencia y carga critica, que pueden modificar los

denominados umbrales generales de la toxicidad para la estimacion de los
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impactos potenciales y la planificacion de las actividades permitidas y prohibidas
en cada tipo de medio (Portilla, 2016).

1.4.- Principales contaminantes de los ecosistemas acuéticos y terrestres
Materia organica disuelta

El carbono organico disuelto frecuentemente se mide como materia orgénica
disuelta (MOD), la cual representa un importante reservorio de carbono organico
en los ecosistemas acuaticos. La dinamica de la MOD tiene un papel importante
en diferentes procesos ecoldgicos y biogeoquimicos. La actividad humana es una
fuente abundante de MOD (Hudson et al., 2007) como lo es la materia organica
particulada, mucha de la cual entra en los cuerpos de agua a través de descargas
directas. Entre un 40 y 60% de la materia organica disuelta produce fluorescencia,
este material fluorescente se compone principalmente de proteinas y de &cidos
organicos derivados de la descomposicion de materia de plantas y animales (Nie
et al., 2016).

Materia organica en los sedimentos

Una consecuencia de la eutrofizaciéon es la acumulacion de materia organica de
los sedimentos, lo cual conlleva un aumento dramatico en la densidad de bacterias
heterotréficas. Este fendmeno ocasiona un aumento en la actividad respiratoria
como consecuencia de la degradacién bacteriana de la materia organica y una
disminucién considerable del oxigeno disuelto (Pearl, 1998). Debido a la relativa
solubilidad del oxigeno en el agua, con la presencia mantenida de materia
organica, la demanda de oxigeno acaba excediendo a la disolucion de este por

aireacion y el sedimento se transforma en anéxico (Murueta, 2014).
Compuestos inorganicos
Nitrégeno

El ciclo biogeoquimico del nitrogeno involucra diversas transformaciones de este
elemento, lo que lleva asociado su circulacion a través del ambiente, y determina
en gran medida la productividad biol6gica de los ecosistemas. El ciclo del

nitrégeno en los ecosistemas acuaticos es de naturaleza microbiana debido a que
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los compuestos de nitrégeno son en su mayoria, solubles y desde ese punto de
vista més accesibles para los microorganismos (Lomas y Mulholland, 2008; Zhang
et al., 2015).

La materia organica viva y muerta representa una pequefia reserva de nitrégeno
organico que incluye los materiales naturales como proteinas, péptidos, acidos
nucleicos y urea principalmente. Las formas i6nicas mas comunes de nitrdgeno
inorganico disuelto en el agua son el amonio (NH4"), nitrito (NO27) y nitrato (NO3")
(Murueta, 2014; Tang et al., 2011).

La actividad humana altera sustancialmente el ciclo global del nitrégeno, a través
del aumento de las concentraciones de compuestos inorganicos nitrogenados en
aguas superficiales y especialmente en los suelos subterrdneos, lo que provoca
efectos significativos en muchos organismos acuaticos y de esta forma contribuye
a la degradacion de ecosistemas acuaticos (Copetti et al., 2015; Pillay et al.,
2015).

Fosforo

El fosforo es un elemento extremadamente importante que controla el estado
tréfico de muchos ecosistemas acuéticos, fundamentalmente, dulceacuicolas
(Zhang et al., 2011). Para estudiar su dinAmica es fundamental tomar en cuenta
los sedimentos, los cuales representan el principal sumidero de este nutriente.

El impacto de los sedimentos en el ciclo del fosforo depende de su tendencia a
retener o liberar este nutriente, esto a su vez se relaciona con las condiciones
fisicoquimicas de cada sedimento (Gonzalez-Chavez, 2005), entre las que se
incluyen: 1) naturaleza y cantidad de é6xidos e hidréxidos de hierro y aluminio; 2)
potencial redox; 3) contenido de materia organica; 4) distribucién y tamafo de las
particulas del sedimento; 5) contenido de apatito o precipitados de carbonatos; 6)
contenido de arcillas (Davies y Reynolds , 2001) y 7) pH (Yoo et al., 2006).

La concentracion de fosforo en el sedimento puede ser de varios Ordenes de
magnitud superior a la del agua. Cuando la acumulacién de fésforo es excesiva en
el sedimento, se puede llegar a superar la capacidad de carga interna del sistema,

lo que provoca una liberacion de fosforo en la forma de fosfatos lo que causa una
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eutrofizacidbn severa de manera que los sedimentos pueden ser considerados

como una fuente de contaminacion por fosforo (Sulu-Gambari et al., 2016).
Metales pesados

Segun los autores Avifio et al. (2007) y Gélvez (2003) se definen como metales
pesados (MP) aquellos elementos quimicos que presentan una densidad igual o
superior a 5 g/cm® cuando estan en forma elemental o cuyo nimero atémico es
superior a 20 (donde se excluyen a los metales alcalinos y alcalinos térreos). Su
presencia en la corteza terrestre es inferior al 0,1% y casi siempre menor de
0,01%.

Los metales pesados se clasifican en:

v" Oligoelementos o micronutrientes: los elementos que son necesarios en
pequefias cantidades para los organismos, pero toéxicos una vez pasado
cierto umbral. Incluyen: Arsénico (As), Boro (B), Cobalto (Co), Cromo (Cr),
Cobre (Cu), Molibdeno (Mo), Manganeso (Mn), Niquel (Ni), Selenio (Se) y
Zinc (Zn).

v Los elementos sin funcién biolégica conocida: estos son altamente toxicos e
incluyen: Bario (Ba), Cadmio (Cd), Mercurio (Hg), Plomo (Pb), Antimonio
(Sb), Bismuto (Bi) (Doan, 2010).

Los metales pesados son elementos potencialmente toxicos, cuya presencia en el
medio ambiente se incrementan notablemente en las Ultimas décadas,
fundamentalmente por la accién del hombre. (Covarrubias y Pefia, 2017; Xu et al.,
2016; Wijesiri et al., 2016).

En un informe del Centro de Ingenieria y Manejo Ambiental de Bahias y Costas,
se expone la situacion de la contaminacién en las costas y Bahias de Cuba. Se
declara que Santiago de Cuba y especialmente La Habana constituyen las areas
mas contaminadas de Cuba. Sin embargo, para los metales Cobalto (Co), Hierro
(Fe), Manganeso (Mn) y Niquel (Ni), la situacion es diferente, donde las bahias de
Carbénico, Nipe y Levisa, son las de mayor contaminacién, esta situacion esta

dada por las actividades minero metalurgico del niguel (Doan, 2010). Teniendo en
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cuenta estos datos el grado de contaminacion general es: La Habana > Santiago
de Cuba > Cienfuegos > Matanzas > Levisa > Nipe > Cardenas > Carbonico.

En la provincia de Matanzas a pesar de no encontrar los mayores reportes de
concentraciones de metales, se encuentran afectadas las zona de Varadero,
Cérdenas y Matanzas por el mal tratamiento de residuales principalmente de
origen agricola. En correspondencia a los dafios que la acumulacion de estos
metales puede ocasionar a los sistemas biologicos, es vital la remocion de estos

contaminantes de ecosistemas acuaticos y terrestres (Portilla, 2016).

1.5.- Biorremediacién. Origenes. Concepto
Origenes-concepto

El término biorremediacion fue acufiado a principios de la década de los '80. Los
cientificos observaron que era posible aplicar estrategias de remediacién que
fuesen biologicas, basadas en la capacidad de los microorganismos de realizar
procesos degradativos. Uno de los muchos reporteros enviados a Alaska meditaba
sobre el dafio provocado por el vertido del Exxon Valdéz. Pensaba que el petroleo,
sustancia natural, no provocaria un dafio ambiental irreparable y tal como se
observé durante décadas, el crudo después de un largo tiempo es diluido y

asimilado por el medio ambiente.

De esta intrinseca capacidad de la naturaleza para superar algunos desequilibrios
en el ecosistema, surge la biorremediacion, como una tecnologia que usa un
elemento biolégico, en la mayoria de los casos microorganismos, para eliminar
contaminantes de un lugar, sea este suelo, sedimento, fango o mar. Esta
tecnologia se transforma en la colaboradora directa de la naturaleza, que no
siempre es capaz de superar por si sola grandes desequilibrios. La
biorremediacion le da una ayuda al medio ambiente en la mejora de los
ecosistemas dafiados, donde se aceleran dichos procesos naturales. Lo que
hacen los microorganismos es degradar los desechos en productos menos
toxicos, ademas de concentrar e inmovilizar sustancias toxicas, metales pesados;
minimizar desechos industriales y rehabilitar areas afectadas con diversos

contaminantes.
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La biorremediacién microbiana hace referencia a todos los procesos bioldgicos
que se pueden usar para minimizar un impacto negativo en el ambiente;
usualmente, es la remocion de un contaminante presente en el suelo, el agua o el
aire mediante el empleo de microorganismos. Algunos microorganismos,
especialmente ciertas bacterias tienen la habilidad de convertir las moléculas de
un contaminante organico en diéxido de carbono, agua e iones inorganicos
necesarios para los ciclos biogeoquimicos, como también oxidar o reducir los
agentes inorganicos que contaminan un ambiente, esto permite que se regeneren
los ecosistemas que son afectados por el vertimiento de sustancias organicas
como el petréleo y sus derivados (hidrocarburos), plaguicidas (compuestos
alifaticos y aromaticos halogenados); sustancias inorganicas (compuestos

nitrogenados), y también algunos contaminantes metalicos (Dash, 2015).

Estudios referativos definen que la biorremediacién surge como una alternativa
para transformar los plaguicidas en compuestos mas simples y poco
contaminantes mediante el uso del potencial metabdlico de los microorganismos.
Los microorganismos que mas se utilizan como biorremediadores son los géneros
Serratia, Bacillus y Pseudomonas. La biorremediacion depende de la capacidad
competitiva de los microorganismos, de la biodisponibilidad y la concentracién del
organofosforado, del pH, la temperatura y el tipo de suelo, asi como de la

presencia de suplementos nutricionales (Hernandez- Ruiz et al., 2017).

La tierra estd cada dia mas enferma por la gran cantidad de contaminantes que
son liberados al ambiente. Esto perjudica a los ecosistemas, lo que provoca
severos dafios a todos los seres vivos, donde se incluye al hombre. La
biorremediacion, rama de la biotecnologia que utiliza un elemento biolégico para
mejorar el dafio, ofrece excelentes soluciones y es en si un buen negocio, pero la
falta de regulacion juega en contra de su utilizacion como un remedio para sanar

la tierra y como una oportunidad para salvar el planeta (Ayesa, 2018).

1.6.- Métodos de biorremediacion

La biotecnologia ambiental emplea los procesos biolégicos modernos en la

proteccion y restauracion de la calidad del ambiente. A través de ella se puede
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evaluar el estado de los ecosistemas, transformar los contaminantes en sustancias
no toxicas, generar materiales biodegradables a partir de recursos renovables y
desarrollar procesos de manufactura y manejo de desechos ambientalmente
seguros (Barrios, 2011; Portilla, 2016).

Actualmente, una de las principales aplicaciones de la biotecnologia ambiental es
la biorremediacién, considerada como una tecnologia emergente. Se define como
una tecnologia de biorrestauracion de ambientes naturales previamente
contaminados, por eliminacion, atenuacion o transformacion de los compuestos
contaminantes (Ali et al., 2016). Para ello se emplea la capacidad metabdlica de
los microorganismos (bacterias, hongos, levaduras y algas), también se pueden
emplear plantas, oxigeno y nutrientes, para acelerar los procesos de
biodegradacion natural. La transformacién puede ser parcial, por obtencién de un
compuesto menos toxico que el parental, mientras que la mineralizacion o
transformacion total es la degradacion hasta dioxido de carbono y agua (procesos

aerobios), agua y metano (condiciones anaerobias) (Dash y Das, 2015).

El uso de la biorremediacidén recibe especial atencion, por ser de bajo costo y
ambientalmente amigable, comparado con los procedimientos quimicos vy fisicos.
Sin embargo, este procedimiento puede llevar afios para completar la restauracion
y recuperacion de las areas impactadas, dependiendo entre otros factores, de la
cantidad de contaminante y de condiciones ambientales que favorezcan la

proliferacion y actividad de los organismos que se utilicen (Bradley et al., 2015).

Gbomez et al. (2006) sefialan que el proceso de biorremediacién puede
clasificarse de acuerdo al organismo que efectle la degradacion del compuesto

en los siguientes tipos:

Fitorremediacién. Consiste en el uso de plantas verdes para contener, remover o

neutralizar compuestos organicos, metales pesados o radionucleidos (Delgadillo-
Lépez et al., 2011; Lucero et al., 2016).

Biorremediacidn microbiana. Es el uso de bacterias que presentan la propiedad de

acumular o metabolizar compuestos recalcitrantes. La utilizacion de

microorganismos que transforman diferentes compuestos nocivos en otros de
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menor impacto ambiental experimenta un gran desarrollo reciente. Aunque las
bacterias son las mas empleadas en el proceso de biorremediacion, también se
emplean otros microorganismos como hongos, algas, cianobacterias vy

actinomicetos para la degradacion de compuestos téxicos (Ruffini et al., 2016).

La biorremediacion microbiana se define como la remocion de un contaminante
presente en el suelo, el agua o el aire mediante el empleo de microorganismos.
Algunos microorganismos, especialmente ciertas bacterias tienen la habilidad de
convertir las moléculas de un contaminante organico en dioxido de carbono, agua
e iones inorganicos necesarios para los ciclos biogeoquimicos, como también
oxidar o reducir los agentes inorganicos que contaminan un ambiente, esto
permite que se regeneren los ecosistemas que se afectaron por el vertimiento de
sustancias organicas como el petroleo y sus derivados (hidrocarburos),
plaguicidas (compuestos alifaticos y aromaticos halogenados); sustancias
inorganicas (ej. compuestos nitrogenados y del fosforo), y también algunos
contaminantes metéalicos (Andreolli et al., 2016; Hernandez-Ruiz et al., 2017).

Para que las bacterias puedan remover los contaminantes a gran escala existen
diferentes técnicas de biorremediacion, a continuacién se mencionan algunas de

ellas:

= Bioestimulacién
= Bioaumentacion
@ Landfarming

@ Compostaje

1.7.- Principales microorganismos con efecto biorremediador

Los ecosistemas contaminados se caracterizan por contener una gran diversidad
de microorganismos aclimatados a los contaminantes que normalmente son
liberados de los procesos de origen. Frecuentemente estos microorganismos son
efectivos para degradar los compuestos contaminantes debido a los cambios que
se producen a nivel genémico durante largos periodos de aclimatacion. La presion

selectiva de los contaminantes sobre los microorganismos, permite la
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supervivencia Unicamente de aquellos que son capaces de adaptar sus

mecanismos metabdlicos para sobrevivir en esas condiciones (Portilla, 2016).

El éxito de la biorremediacion consiste en la seleccidbn de microorganismos que
puedan degradar materiales contaminados a diferentes temperaturas, pH,
salinidad y concentracion de nutrientes. Muchos tipos de microorganismos son
aislados para mejorar procesos de biorremediacion de ambientes contaminados
con hidrocarburos u otros compuestos recalcitrantes, por ejemplo Bacillus spp.,
Rhodococcus, Mycobacterias, levaduras, Micromycetes y Pseudomonas, los
cuales utilizan como fuente de energia compuestos organicos simples y complejos
y tienen la capacidad de producir enzimas extracelulares capaces de degradar un
gran numero de compuestos que constituyen contaminantes de los ecosistemas
(Echeverri et al., 2011).

Existe una gran variedad de microorganismos identificados en la degradacion de
compuestos recalcitrantes que constituyen contaminantes de mudltiples
ecosistemas. Hasta el presente los géneros que mas se utlizan son:
Pseudomonas, Achromobacter, Arthrobacter, Brevibacterium, Corynebacterium,
Micrococcus, Nocardia, Bacillus, Brevibacillus, Vibrio, Acinetobacter vy
Flavobacterium (Gomez et al., 2006; Portilla, 2016).

1.8.- Resultados sobre el uso de microorganismos como biorremediadores

Son muchas las soluciones ambientales que existen para recuperar los suelos que
se ven afectados por la contaminacion de compuestos organicos, lo cual depende
de las caracteristicas propias del recurso suelo, magnitud de la contaminacion,
tipo de contaminante entre otros. Hoy una de las tecnologias mas usada es la

biorremediacién (Alvarez, 2015).

Estudios realizados por (Balderas-Le6n et al., 2015) en un suelo contaminado en
alta concentracion de aceite residual automotriz (ARA) aplicaron los criterios de la
biorremediacion (BR) por doble y secuencial bioestimulacion (BS) y posterior
fitorremediacion (FR) con Sorghum vulgare y Bacillus cereus/Burkholderia cepacia
o0 bacterias promotoras de crecimiento vegetal (BPCV) para reducir el ARA

remanente. Los resultados indicaron que la biorremediacion del suelo por doble y
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secuencial BS: con SM el ARA decrecié a 32500 ppm/30 dias y con Proteus.
Vulgaris; lo que disminuyd hasta 10100 ppm/90 dias. Su fitorremediacion para
minimizar el ARA remanente con S. vulgare y BPCV a floracion lo redujo de 2500
ppm a 800 ppm.

Investigaciones reportadas por Benitez y Miranda (2013), recogen los niveles de
contaminacion de los cuerpos de aguas superficiales a partir de la utilizacion
inadecuada y excesiva de plaguicidas en la agricultura. Los mismos informaron la
presencia de residuos de plaguicidas organofosforados, carbamatos, triazinas y
piretroides, entre otros, en aguas superficiales cercanas a zonas de produccion
agricola en Venezuela, Colombia, Ecuador y México. En la mayoria de los casos,
las concentraciones encontradas sobrepasan los limites establecidos por las

normativas nacionales e internacionales establecidas.

Otros estudios fueron reportados por Herrera et al., (2013), cuando evaluaron la
presencia de metales pesados en aguas. Los mismos encontraron: Cd, Ag, Se,
Sn, Ni, Cr, Cu, B, Zn, Hg, Ba, Pb, Mn, As y Al en los sedimentos superficiales del
sector medio del rio Pirro, lo que afecta la calidad del agua que se utiliza para

aplicar en los cultivos agricolas.

Roa y Cafiizares (2012), biorremediaron con el uso de algas aguas que contenian
fosfatos y nitratos, los que obtuvieron una remocién del 60% de la cantidad inicial
de nitratos, mientras que los fosfatos disminuyeron en un 47%. Ademas
alcanzaron la mayor produccién de clorofila a (6.5 mg/L) y para carotenos el valor
mas alto. El examen de viabilidad de la microalga mostr6 resultados positivos al
observarse al microscopio formacién de un namero importante de cenobios, tres
dias después de la inoculacién en medio Bold de las células extraidas de las

microesferas, concordante con un color verde intenso en los cultivos.

Portilla (2016), evalud 32 cepas, de ellas, solo cuatro fueron capaces de remover
la materia organica, amonio, fosfato, Cr, Pl, Cu, Co y Zn. Las especies que
predominaron fueron B. licheniformis y B. subtilis, lo que presenta al género
Bacillus como uno de los mas destacados para ser empleado en procesos de

biorremediacioén microbiana.
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Il.- OBJETIVOS

II. OBJETIVOS

Objetivo general

Obtenciéon de microorganismos con actividad biorremediadora en sistemas

agropecuarios.

Objetivos especificos

1.
2.

Identificar las fuentes contaminantes de los sistemas agropecuarios.
Identificar los principales agentes contaminantes de los sistemas
agropecuarios.

Aislar, seleccionar e identificar microorganismos autéctonos de suelos
contaminados y de las areas de abasto de agua para riego y consumo
animal con potencial actividad biorremediadora.

Formular  biopreparados  microbianos estables con capacidad
biorremediadora.

Evaluar la actividad biorremediadora de los biopreparados seleccionados in

vitro e in situ.
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[1.- RESULTADOS ESPERADOS

¢
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lll. RESULTADOS ESPERADOS

Lograr identificar los principales suelos de interés agricola contaminados
por la accién de agentes quimicos y la causa de la contaminacion.
Identificar en los sistemas de abasto de agua para regadio y consumo
animal los principales agentes contaminantes.

Aislar, identificar y seleccionar microorganismos con posible efecto
biorremediador.

Proponer un nuevo producto biolégico con efecto biorremediador.

Evaluar el producto obtenido en condiciones in vitro e in situ.

La formacion de nuevos estudiantes de culminacion estudios.

Aportaria 2 publicaciones del Grupo llI.

Presentacion en eventos y jornadas cientificas de la facultad.

Capacitacion de los trabajadores involucrados en la evaluacion en el
terreno del producto obtenido.
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IV. METODOS Y PROCEDIMIENTOS: CRONOGRAMA
El proyecto se desarrollara en el Centro de Estudios Biotecnoldgicos de la
Facultad de Ciencias Agropecuarias de la Universidad de Matanzas de conjunto
con el Departamento de carrera. El desarrollo del cronograma de trabajo se

presenta en la figura 2.

Formular el

\ B/ microrganismos ;
/‘\ Estado del arte g biopreparado
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Identificar los
#X
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i microrganismos
s O™ sistemas S proceso de las
ﬂ agropecuarios ‘ con accioén entidades cxlemas 5
contaminados 1 biorremediadora
, la UM
A J J \ J

Evaluar la actividad
i | biorremediadora

ﬂ in vitro e in situ

Figura 2. Cronograma de trabajo (Fuente: Elaboracion propia)

Identificar los agentes I
contaminantes Aol

microorganismos

1¢2 Etapa: Estado del arte

En esta etapa se conformara el equipo que trabajara en el futuro proyecto, con
experiencia en la temética. Para su conformacion se tendrdn en cuenta los
investigadores del CEBIO que poseen experiencias en la teméatica, los profesores
investigadores del Departamento de Carrera que estan vinculados con la
asignatura de Manejo y Suelo, asi como, los estudiantes que pertenecen al Grupo

cientifico estudiantil del Grupo de Aditivos Nutricionales del CEBIO.

Labores a desarrollar en esta etapa.

@ Revision de bibliografia actualizada del tema

* Biorremediacion.
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@ Principales microorganismos biorremediadores.

= Accion de los quimicos sobre los suelos.

@ Existencias de productos biorremediadores sobre los suelos.

@ Principales agentes de contaminacion en las fuentes de abastos de los

sistemas de regadios y consumo animal.

292 Ftapa: Identificar los sistemas agropecuarios contaminados
Para el desarrollo de esta etapa se dividira en dos partes:
- ldentificar los suelos contaminados
- ldentificar las fuentes de abasto de agua para regadio y consumo animal.

Se realizara una visita al Laboratorio Provincial de Suelo de la provincia de
Matanzas, con el objetivo de conocer los principales suelos que se encuentren
afectados por compuestos quimicos u otros agentes contaminantes que afecten la
calidad de los suelos y tengan una incidencia colateral en los cultivos que se
desarrollen. Asi como, a entidades de la Empresa Pecuaria Genética de Matanzas
y a la delegacién de la Agricultura para conocer las fuentes de abastos y la calidad
para su uso en los sistemas de regadio y para ser consumidas por los animales

de interés zootécnicos en las unidades de produccion pecuarias.

3¢8 Etapa: Identificar los principales agentes contaminantes en los suelos y en los
sistemas de abastos de agua para uso en los sistemas de regadios y consumo

animal.

4ta Etapa: Aislar, seleccionar e identificar microorganismos con posible efecto
biorremediador. Para esta etapa se procedera segun la metodologia de trabajo

expuesta en la figura 3.
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Primera | - Aislamiento #+ Suelos serggfs‘c::]e;SE JEL N I N N N}
erapa de cepas (100 g (Stanier, 1996)
cepas). (Frascos  de 500mL 1071/'105
capacidad)
Tincion de Gram (Prescott, 2002)
Conteo de Bacterias, hongos y
actinomicetos.
SE—— . . . . Pruebas morfologicas
(" 11.1.-Seleccion “ Asimilacién de materia organica Tincién simple (Harrigan y McCance, 1968), tincion
preliminar de . (Atlas, 291 0) de Gram (Frobisher, 1969), tincién de endosporas
cepas por su - F’roducclon S’e proteasas y (Harrigan y McCance, 1968) y cultivo de colonia
posible efecto lipasas  (Harrigan y Mc Cance, gigante (Pelczar y Reid, 1966).
| biorremediador 1968) » Pruebas bioquimicas
Segunda ~— @@/ < Interaccion con fuentes de Hidrolisis de la caseina
etapa nitrégeno y fosforo (Harrigan y produccion de Indol, !
. McCance, 1968) fermentacion de carbohidratos (glucosa, fructosa,
% Resistencia a metales pesados lactosa, manitol y xilosa) (Frobisher, 1969),
(Anisimova et al.,1993) hidrdlisis del almidén, produccion de catalasa,
produccién de acetil metil carbinol o Voges
— Proskauer, reduccion de nitratos (Harrigan y
( . R McCance,1968),
n2.- % Meétodos tradicionales utilizacién del citrato (Cappusino, 2001),
Identificacién N (morfolégicas y bioquimicas) crecimiento a 45, 50y 65 °C (Beatle y Wilians,
‘ - API- 50 CHB Medium 1996)y el crecimiento en presencia de NaCl al 2, 4
[ # PCR y7 % (Fields, 1978).
111. 1.- Obtencion del biopreparado (Miian et al., 2017)
Tercera IIl.- Evaluacién 111.2.- Evaluacion in vitro (Mendoza et al., 2011; Yu et al., 2015)
etapa in vitro e in situ 111.3.- Biodegradacién bacteriana in situ (Mendoza et al., 2011; Yu et
al., 2015)

Figura 3. Secuencia experimental para la obtencion de cepas con posible efecto
biorremediador. (Fuente: Elaboracién propia)

| Etapa: Aislamiento de cepas, esta investigacion se realizara en el Centro de
Estudios Biotecnoldgicos (CEBIO) de la Facultad de Ciencias Agropecuarias,

Universidad de Matanzas.
Toma de muestras

De acuerdo a la extension y forma del terreno, se eligen las zonas donde se
efectuara la toma de muestra, limpiandose estas de toda vegetacion superficial y
sustancias ajenas al suelo. Se tomara 1g de muestra de suelo y en el caso de las
muestras liquidas se tomara 1mL de agua, se adicionard a un tubo que contiene
solucion salina estéril (SSE), y se realizara la técnica de las diluciones seriadas de
Stanier (1996). De las diluciones de 10: * -5Y -6 se tomara 1 mL y se afiade en la

placa.
Para la siembra de la muestra de suelo se realizara de la siguiente manera:

x> Placa con el medio Agar Saboraud (BIOCEN): Hongos 104.
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@ Placa con el medio Agar Actinomicetos (BIOCEN): Actinomicetos 10.
@ Placa con el medio Agar Nutriente (BIOCEN): Bacterias 10.

Para esparcir la muestra se auxiliara de la espatula de Drigalsky. Incubar a 30°C

y realizar observaciones diarias efectuando el conteo (tincion de Gram):

Bacterias: 24 horas.

Hongos: 6 dias.

Actinomicetos: 14 dias.
Para conocer la calidad del agua para regadio y consumo animal se seguira la
metodologia de determinacion de la concentracion de Escherichia coli y coliformes
termotolerantes. Para ello se utilizara la técnica de Filtracion por Membrana (FM),
se empleardn membranas estériles de nitrato de celulosa (Sartorius, con un
tamano de poro de 0,45 ym y 47 mm de didmetro) y un equipo de filtracion
Sartorius. Se utilizardn placas Petri plasticas estériles (47 mm) con los medios
Agar Lactosa Tergitol (concentraciéon final 0,095 %opeso/volumen) con cloruro de
trifenil- 2,3,5-tetrazolio (TTC) (concentracion final 0,024 %o [peso/volumen])
(Merck) y agar Chromocult para coliformes (Merck) para la enumeracion de los
coliformes termotolerantes y E. coli respectivamente. Se siguié la metodologia
establecida por AFNOR (2001). En el medio agar Lactosa Tergitol con TTC, se
consideraran bacterias coliformes termotolerantes a las colonias amarillo-naranja
con un halo amarillo alrededor después de 24 h de incubacion a una temperatura
de 44 + 0,5 °C. En el caso de E. coli se consideraran como colonias de esta
especie a las que presentaron una coloracién azul oscuro o violeta en el agar
Chromocult para coliformes después de 24 h de incubacion a 37 = 0,5 °C. El
conteo se expresara como unidades formadoras de colonias (UFC) por 100 mL de
muestra y se sembraran tres réplicas por cada punto (Larrea-Murrell et al., 2013;
Romeu-Alvarez et al., 2012).

Il. Etapa:
I1.1. Seleccion preliminar de cepas por su posible efecto biorremediador

Asimilacién de materia organica
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Los aislados se sembraran por estria en placas Petri con un medio sélido, Medio
para Asimilacién de Carbono (Atlas, 2010). Los carbohidratos que se utilizaran

son:

monosacaridos: glucosa, manosa y xilosa

disacaridos: lactosa

polisacaridos: almidon

Los cultivos se incubaran a 30 °C por 48 horas; posteriormente se observaréa la

ocurrencia o no de crecimiento en presencia de cada carbohidrato.
Produccion de proteasas

Se evaluara la capacidad de hidrolisis de dos proteinas: caseina y gelatina, de
acuerdo a la metodologia descrita por Harrigan y McCance (1968). La hidrélisis de
la caseina se comprueba mediante la siembra de los aislados en un medio con
esta proteina y la hidrélisis de la gelatina se determina en el medio Gelatina - Agar
de Frazier modificado. Ambos ensayos se incubaran a 30 °C durante cinco dias.
La prueba de la gelatina se revelara con una solucion de cloruro mercurico (8 a 10
mL del reactivo). Ambas actividades hidroliticas se verificaran por la aparicion de

una zona transparente alrededor del crecimiento bacteriano (halo de hidrolisis).
Produccién de lipasas

Se evaluara en el medio Agar - Tween (Harrigan y McCance, 1968). Los aislados
se sembrardn y se incubaran a 30 °C durante cinco dias; cada 24 h se verifica la
aparicion de un precipitado alrededor del desarrollo bacteriano, producto de la
combinacion del calcio y los acidos grasos liberados por la hidrdlisis. La seleccién
de este medio se sustenta al tener en cuenta que las lipasas son generalmente
producidas en carbono lipidico como aceites, acidos grasos, glicerol o Tweens
(Gupta et al., 2004).

Interacciéon con fuentes de nitrégeno

Se emplearan diferentes medios de cultivo, segun el tipo de interaccion a
determinar. La reduccion desasimilativa del nitrato se evaluara en el medio Agua

de peptona nitrato (Harrigan y McCance, 1968); para el revelado se utilizaran los
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reactivos | y Il de Griessllosvay, zinc en polvo y se realizard la observacion de la
campana de Durhan contenida en cada tubo de prueba. Se emplearan los medios:
Medio para Bacterias Oxidadoras de Amonio, Medio para Bacterias Oxidadoras de
Nitrito y Medio para Bacterias Amonificantes (Merck), para la deteccion de estas
caracteristicas, segun las metodologias informadas por Atlas (2010). Los
microorganismos inoculados en cada medio se incubaran a 30 °C durante una
semana. Para la deteccibn de amonificacion se medird la absorbancia por
espectrofotometria a 640 nm, para evaluar la proliferacion bacteriana. Para la
deteccion de amonio se empleara el reactivo de Nessler, la aparicion de un
precipitado carmelita en el medio indicara un resultado positivo. Los iones nitrato y

nitrito se detectaran mediante el reactivo de Griess y zinc en polvo.
Interaccion con fuentes de fosforo

Se evaluara la acumulacion de fosfato en un medio base liquido (Atlas, 2010), se
inocularén los aislados y se mantendran en interaccion con el medio a 30 °C y 100
r.min’t durante 72 h. La capacidad de las bacterias de acumular este compuesto
se constatara por el método analitico del cloruro estafioso (APHA-AWWA-WPCF,
2001).

Se realizard un ensayo in vitro donde se emple6 como muestra el suelo afectado,
el agua y cada uno de los aislados por separados. Se prepararan erlenmeyers
con 5g de suelo proveniente de los diferentes cultivos que recibieron productos
quimicos y 5mL de los diferentes lugares de agua que se muestrearon y se
realizardn suspensiones a partir de cada aislamiento hasta obtener una
concentracion de 600 células/mL (turbidez similar al patrén #2 de la escala de
MacFarland), luego se inocularan las muestras de agua y suelo, hasta obtener una
muestra total de 10mL. Luego se medira la capacidad de este aislado de acumular

fosfato mediante el método del cloruro estafioso.
Ensayo de resistencia a metales

Se realiz6 segun la metodologia empleada por Anisimova et al. (1993).
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Preparacioén de las soluciones de metales

Se prepararan disoluciones a una concentracion de 5 mM y pH 7 de los metales
cromo (Cr¢%) plomo (Pb?*), cobalto (Co?*), zinc (Zn?*) y cobre (Cu 2*) en las que se
utilizaran las sales: dicromato de potasio (K2Cr207), nitrato de plomo (Pb(NO3)2),
cloruro de cobalto CoClz, sulfato de zinc (ZnSOa4) y sulfato de cobre (CuSOa),
respectivamente. Estas disoluciones concentradas servirdn de partida para la
preparacion de los medios con las diferentes concentraciones de metales a

estudiar.
Preparacion de los medios de cultivo

Para cada metal se ensayaran 3 concentraciones: Pb?*, Cré*, Co?*, Zn?*, Cu?*: 1,0;

2,0; 3,0 mM respectivamente.

Se prepararan erlenmeyers con medio agar nutriente (BioCen 28g de agar para
1000 mL de agua destilada) y cada medio se suplementarda con un determinado
volumen de la disolucién de concentracion 5 mM de cada metal, de manera
individual, para lograr las diferentes concentraciones deseadas. Posteriormente, el
medio se agitara para mezclar el metal afiadido con el agar y se vertera en placas
Petri.

Siembra de los aislados

Se partird de un pre - indculo preparado en Caldo nutriente, con un crecimiento de
24 horas, se realizara la siembra de los aislados por estria en placas Petri con
agar nutriente suplementado con el metal, cada una con su réplica. La siembra se

incubara a 30°C, 72 horas.

Como controles se emplearan: medio agar nutriente sin los metales, donde se
inoculara cada muestra para verificar su crecimiento en condiciones normales,
medio con agar nutriente con la concentracién estudiada para cada metal, sin
inoculacion, para la verificacion de la esterilidad de los medios empleados y agar
nutriente con la concentracion estudiada para cada metal, inoculados con cepas
de resistencia conocida a estos metales, pertenecientes a la coleccion de

microorganismos del Departamento de Fisiologia, del Instituto de Ciencia Animal

35



IV.- METODOS Y PROCEDIMIENTOS: CRONOGRAMA

(ICA) y del cepario del Centro de Higiene y Epidemiolégico de la provincia de
Matanzas.

Lectura de los resultados

Se realizaran 3 lecturas del crecimiento, a las 24, 48 y 72 horas. Se observara si
hay crecimiento o no del aislado bacteriano en el medio suplementado con la
solucién de metal. Se clasificara la presencia de crecimiento como resistencia (R)

y la ausencia de crecimiento como sensibilidad (S).

I1.2. Identificacion microbiana convencional se llevara a cabo en el Centro de
Estudios Biotecnoldgicos (CEBIO) de la Facultad de Ciencias Agropecuarias,
Universidad de Matanzas /2019.

Identificacion microbiana convencional
Caracterizacion morfo-tintoriales y fisioldgica - bioquimica de los aislados

A partir de la siembra por agotamiento en medio Agar nutriente, se determinaran
las caracteristicas culturales de cada aislado. La determinacion de las
caracteristicas morfoldgicas y tintoriales se realizara a través de la Tincion de
Gram y observacion de las preparaciones en un microscopio Optico (ocular 16x,
objetivo 100x). Adicionalmente, en el caso de las bacterias Gram positivas se
realizara la técnica de Tincidn con verde malaquita (Harrigan y McCance, 1968)
para la observacion de la presencia o ausencia de endosporas. Las bacterias
Gram negativas se sembraran por puncion en tubos con medio Agar nutriente sin
inclinacion (Agar anaerobio) (Prescott, 2002), para la evaluacion del crecimiento

en funcion del oxigeno. Metodologia descrita por Milian et al. (2014).

Ademas se realizaran pruebas fisioldgicas y bioguimicas que permitieran en su
conjunto ubicar los aislados microbianos en grupos taxondmicos generales, segun

el Bergey's Manual of Systematic Bacteriology (2001).

Para determinar las especies de Bacillus se usara la clave de identificacion de

Fields (1978) (Anexo 2). Las técnicas que se utilizaran seran las siguientes:
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Pruebas morfologicas: Tincion simple y tincion de endosporas (Harrigan y
McCance, 1968), tincibn de Gram (Frobisher, 1969), y cultivo de colonia gigante
(Pelczar y Reid, 1966).

Pruebas bioquimicas: Hidrdlisis de la caseina, produccion de Indol, fermentacion
de carbohidratos (glucosa, fructosa, lactosa, manitol y xilosa) (Frobisher, 1969),
hidrolisis del almidon, produccion de catalasa, produccion de acetil metil carbinol o
Voges Proskauer, reduccion de nitratos (Harrigan y McCance, 1968), utilizacion
del citrato (Cappusino, 2001), crecimiento a 45, 50 y 65 °C (Beatle y Wilians, 1996)
y el crecimiento en presencia de NaCl al 2, 4y 7 % (Fields, 1978).

Determinacion de los perfiles de fermentacion de carbohidratos: Se seguira la
metodologia para el empleo del APl 50 CHB Medium y las Galerias APl 50 CH
(BioMérieux, S. A., France). La identificaciéon de las cepas se llevara a cabo
mediante la utilizacion del Apilab Plus Software, Version 3.3.3. Esta investigacion

se realizard a través de algun proyecto de intercambio internacional.

Identificacién por biologia molecular: Reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR):

Se sembraran las cepas que presentaron potencialidades en la biorremediacion
frente a la caracterizacion realizada en condiciones in vitro. Estos aislados se
sembraron en Caldo nutriente y se incubaron a 37°C durante 24 horas. Las
muestras seran secuenciadas en universidades externas con apoyo de algun

proyecto internacional.

Etapa lll: Evaluacién in vitro e in situ de las posibles cepas con efecto

biorremediador: esta etapa constara de dos fases:

1¢2 Fase: Elaboracion del producto: tradicionalmente los medios cultivos son
sumamente costos, por lo que se propone para la obtencion del biopreparado
trabajar con medios de cultivos modificados (Milian et al., 2017) por el Grupo de
Aditivos nutricionales pertenecientes al CEBIO formulados con componentes
nacionales los que se abaratan mucho mas, lo que favorece la factibilidad del

mismo bajo las condiciones técnico- materiales de Cuba.
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Se incluira en esta etapa los estudios de caracterizacion y estabilidad del
biopreparado (tabla 2), segun las normas vigentes, descritas para los estudios de
calidad Microbiologica de los Alimentos de Consumo Humano y Animal NC-ISO
(Bennett y Lancette, 2007).

Tabla 2. Pruebas microbiologicas para la determinacion de microorganismos

contaminantes

Recuento de coliformes fecales y totales 4832: 2010
Recuento de Pseudomonas aeruginosa 4833-1: 2014
Recuento de Staphylococcus aureus 6888-1: 2003
Recuento de Bacillus cereus 4833-1: 2014
Conteo de Salmonella en 25 mL 6579: 2008
Conteo de Enterobacterias 4832: 2010
Recuento de levaduras viables por mL 7954:2002
Recuento de hongos 7954:2002

292 Fase: Microorganismos: las cepas seleccionadas e identificadas con posible
efecto biorremediador. Se procedera segun la metodologia descrita por (Mendoza
et al., 2011; Yu et al., 2015).

3¢2 Fase: se dividira en dos partes:

Parte |: Capacitacion: Incluye la capacitacion en las diferentes entidades donde se

aplicara el producto y se medira el impacto ambiental sobre el ecosistema.

La capacitacion se hara a través de talleres en las diferentes recrias, directo con el
productor y el resto del personal que ahi labora, donde se incluye como elementos

importantes el productor, administrador y el médico veterinario.

La capacitacion contemplara dos tipos de talleres de trabajo: primeramente con
funcionarios de la empresa y segundo con los productores directos. Estos talleres

permitiran difundir la importancia de trabajo en equipo y la conciencia de que es
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necesario tener un ecosistema seguro lo que permitird de forma directa —indirecta

el incremento de los indices productivos en el territorio.

Parte Il: Evaluacion: Se evaluara el producto obtenido en condiciones de
laboratorio y en los lugares muestreados inicialmente. Se procedera segun la

metodologia descrita por (Mendoza et al., 2011; Yu et al., 2015).
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V. RECURSOS NECESARIOS Y PRESUPUESTO GLOBAL DEL
PROYECTO

Los estudios de factibilidad son una parte del proceso inversionista y constituye la
culminacién de los estudios de pre inversion y por lo tanto de la formulacion y
preparacion de un proyecto, lo que constituye la base de la decisidon respecto a su
ejecucion. Los estudios de pre inversion, pueden pasar por las etapas previas de
ideas, perfil (oportunidades) y prefactibilidad con independencia de la complejidad
y caracteristicas del proyecto y de los estudios que requiera. En el afio 2006 el
Ministerio de Economia y Planificacion (MEP) dicto la Resolucién 91, que
establece las indicaciones para el proceso inversionista con enfoque a la Direccion
Integrada de Proyecto (DIP) (Hidalgo, 2010). Dando respuesta a lo establecido en
esta resolucion es preciso demostrar la factibilidad econémica de la obtencion de
microorganismos con actividad biorremediadora en sistemas agropecuarios, de

ahi que se prosigue a exponer la factibilidad de realizar el proyecto.

En la tabla 3, se presentan los recursos humanos para llevar a cabo el proyecto;
en la tabla 4, los recursos materiales; en la tabla 5, el presupuesto global del
proyecto y en la tabla 6, la planificacion de los resultados segun la metodologia
propuesta por la Direccion de Ciencia y Técnica de la Universidad de Matanzas,

para los Proyectos Institucionales.

Tabla 3.- Recurso humanos principales

Grethel Milian Florido X Dr.C PT UM 15
Ana Ronddn Castillo X Dr.C PT UM 15
Marlene Martinez Mora X MSc. PA UM 15
Yasmari Rubio Fontanils - PI UM 15
Caridad Diaz Boffil MSc. PA UM 5
Jorge L. Alvarez Marques MSc. PA UM 5
Idania Rodriguez Martinez MSc. Pa UM 5
Loreta Brito Pérez - TL UM 15
Efop deucgz:i(;s;a de la X - EP Empresas 10
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PT: profesora titular, PA: profesora auxiliar, Pl: Profesor instructor, TL: técnico de laboratorio y EP:

especialista de la produccién

Tabla 4.- Recursos necesarios que aportan las instituciones involucradas

Medios de cultivo
Cristaleria y miscelanea
Agua destilada y corriente
Balanza digital
Autoclave
Refrigerador
Incubadora
Universidad de Matanzas Flujo laminar
Zaranda termostatada
pH digital
Microscopio optico
Erlenmeyer de diferentes
capacidades
Frascos de cristal
Placas petri
Garantizar las areas donde se
aislaran los microorganismos
Participar en la:

= capacitacion

=+ aplicacion de los

productos

Conjuntos Medir el Impacto Ambiental

Especialistas de la produccion
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Tabla 5.- Presupuesto global del proyecto

Gastos Bienes y servicios 3 4 6 10 | 11 | 12

2.01 Viaticos
2.01.02 Alimentacion
2.01.02 Transportacién 500
2.01.03 Alojamiento
2.01.04 Gastos de Bolsillo
2.02 Alimentacion
2.02.01 Alimentos consumo humano
2.02.02 Bebidas
2.02.03 Productos Agropecuarios
2.02.05 Servicios gastronémicos Contratados
2.02.06 Alimento Consumo Animal
2.03 Vestuario y Lenceria
2.05 Medicamentos y Materiales Afines
2.08 Energia Combustibles y Lubricantes
2.10 Otros Consumos Materiales 500
2.10.01 Libros Revistas Periédicos
2.10.02 Papel de escritorio 100
2.10.03 Papel para computadora
2.10.04 Articulos de limpieza 100
2.10.05 | Utiles de escritorio
2.10.06 Utiles de materiales elécrtricos
2.10.07 Utiles de herramientas
2.10.08 Materias primas y materiales 300
2.10.99 Otros no especificados previamente
2.11 Servicios Profesionales
2.11.01 Servicios Juridicos
2.11.02 Servicios de contabilidad y auditoria
2.11.03 Servicios de Procesamiento de Datos
2.11.04 Servicios de Ingenieria y arquitecténicos
2.11.05 Servicios de capacitacion
2.11.06 Servicios de lavanderia y tintoreria
2.11.07 Servicios de seguridad y proteccion
2.11.99 Otros no especificados previamente(colegiatura eventos)
212 Servicios Contratados a Privados
2.13 Otros servicios contratados
2.13.01 Agua
2.13.02 Teléfono
2.13.03 Otros servicios de telecomunicaciones
2.13.04 Transportacion
2.13.99 Otros no especificados previamente
2.14 Otros gastos
2.14.02 Efecto econémico y social innovacioén y racionalizacién
2.14.05 Indemnizaciones

Total 400 | 1000 100
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V.- RECURSOS NECESARIOS Y PRESUPUESTO GLOBAL DEL PRYECTO

Tabla 6.- Resultados y planificacion de las actividades principales

Actualizacion del
estado del arte

UM

Revisién de bibliografia actualizada
del tema.

Enero/18

Febrero/18

Monografia (1)

Identificar las fuentes
contaminantes

UM

Realizar el muestreo (agua y suelo)
en distintos puntos.

Febrero/18

Marzo/18

Visitar las instalaciones estatales de
las areas muestreadas y conocer
sus principales productos de
desechos para evaluarlos.

Marzo/18

Abril/18

Identificar las principales zonas de
contaminacion.

Mayo/18

Junio/18

Publicacion (1:
Rev: Avanzada
Cientifica)
Eventos Cientificos
Informe Parcial

Identificar los agentes
contaminantes

UM

Aislar posibles contaminantes
presentes en las muestras tomadas.

Octubre/18

Diciembre/1
8

Identificar los agentes
contaminantes de origen quimico y
bioldgico.

Enero/19

Abril/19

Eventos Cientificos
Informe parcial

Aislar e identificar
microorganismos
autdctonos con
potencial actividad
biorremediadora

UM

Aislar microorganismos autdctonos e
inocuos para el hombre y el
ecosistema.

Mayo /19

Julio/19

Identificar los microorganismos
aislados.

Septiembre/
19

Enero/20

Valorar la utilizacién de especies
previamente identificadas que
forman parte de la coleccién de
cepas del CEBIO con capacidad
biorremediadora.

Febrero/20

Marzo/20

Publicacion (1:
bases de datos
internacionales)

Eventos Cientificos
Informe parcial

Seleccionar los cultivos
microbianos
atendiendo a su
eficiencia
biorremediadora

UM

Evaluar la capacidad
biorremediadora de los
microorganismos para cada uno de
los agentes contaminantes.
Conservar los microorganismos

Abril/20

Junio/20

Publicacion (1:
bases de datos
internacionales)

Informe parcial

Formular
biopreparados
microbianos estables
con capacidad
biorremediadora

UM

Establecer consorcios o simbiosis
entre los microorganismos mas
eficientes en la biorremediacion.

Octubre/20

Enero/21

Evaluar la capacidad
biorremediadora de los mismos.

Enero/21

Abril/21

Establecer las condiciones
fisiol6gicas adecuadas para el
biopreparado formulado.

Abril/21

Mayo/21

Realizar ensayos de estabilidad a
dichas formulaciones con capacidad
biorremediadora.

Mayo/21

Junio/21

Publicacion (1:
bases de datos
internacionales)

Informe parcial

Evaluar la actividad
biorremediadora de los
biopreparados
seleccionados in vitro e
in situ

UM/ Entidades del
territorio
vinculadas con la
investigacion

Evaluar in vitro la capacidad de
descomposicién de contaminantes
del biopreparado.

Aplicar el biopreparado en las zonas
de mayor indice de contaminacion y
evaluar su efecto biorremediador.

Capacitacion a los trabajadores
externos vinculados.

Septiembre/
21

Diciembre/2
1

Informe final de la investigacion

Diciembre/21

Informe final
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ANEXOS

Anexo 1.- Puntos de muestreos para el aislamiento de los microorganismos

Figura 5.- Toma de muestra de agua para consumo animal (Empresa Pecuaria
Genética de Matanzas).

Figura 7.- Toma de muestra de los sitios de abasto para el regadio
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Anexo 2-. Clave para la identificacion del género Bacillus spp. (Fields, 1978).

1. Catalasa.

+ 2

- —> 16

N

Voges Proskauer.

+ — 3

- —— 9

3. Crecimiento en anaerobiosis en agar.
+ —_— 4

- 5 8
4. Crecimiento a 50°C.

+ —3 5
- - 5 6
5. Crecimiento en NaCl al 7%.
+ —— B. licheniformis

- —» B.coagulans

»

Acido y gas de la glucosa.
+ ___ B.polimixa
- I

7. Crecimiento en pH: 5.7

+ ____ 5 B.cereus

- — 5 B.alvis

8. Hidrdlisis del almidén

+ — 5 B.subtilis

56



Anexos

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

- ——» B.pumilus

Crecimiento a 65°C.

+ ——» B. stearothermophyllus

. — 10
Hidrolisis del almidon
+ — 11
- > 14
Acido y gas de la glucosa.
+ _____, B.macerans
-, 12
Utilizacion del citrato.
+ 5 B.megatherium
-, 13
pH del caldo V. Proskauer < 6.0.

+ » B.circulans

- —» B. phumicus

Crecimiento en anaerobiosis en agar.

+ » B. lenthunporus
-, 15
Acido de la glucosa.

+ 5 B.brevis

- » B. sphaericus

Crecimiento a 65°C.
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+ —— 5 B.larvae

- — 17
17. Descomposicion de la caseina.

+ — 5 B.larvae

- —» 18
18. Cuerpo parasporal en esporangio.
+ ——» B. popilliae

- —»B. lentinorbus
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Anexo 3. Propuesta de proyecto al Programa de Ciencias Basicas de la Facultad
de Ciencias Agropecuarias, Universidad de Matanzas.

TITULO DEL PROGRAMA Ganaderia y Pesca: Obtencidn, produccion y aplicacion de alimentos y
farmacos por vias biotecnoldgicas.

TITULO DEL PROYECTO
Obtencion de microorganismos con actividad biorremediadora en sistemas agropecuarios.

ENTIDAD EJECUTORA

Universidad de Matanzas

Director: Dr. C. Edgar Borot

Vicerrector de Investigacion y Postgrado.

Direccion: Carretera Varadero Km 3 . Matanzas.

Teléfono: 45256808 Fax E-mail edgar.borot@umcc.cu

ENTIDAD PARTICIPANTE (incluyendo entidades productoras de bienes y servicios)
Empresa Pecuaria Genética de Matanzas

Director: Sergio Miguel Acosta Camaraza

Direccidn: Carretera Central

Teléfono: 047 599433 Fax: E-mail:

Firma Director:

ENTIDAD PARTICIPANTE (incluyendo entidades productoras de bienes y servicios)
Delegacion de la Agricultura

Director: Sergio Miguel Acosta Camaraza

Direccién: Autopista Varadero

Teléfono: 047 599433 Fax: E-mail:

Firma Director

JEFE DEL PROYECTO (Nombre y apellidos)

Ing. Grethel Milian Florido, Dr.C.

Entidad: Universidad de Matanzas

Teléfono: 45-256767 Fax Email grethel.milian@umcc.cu

USUARIOS o CLIENTES

Universidad de Matanzas

Director: Dr. C. Edgar Borot. Vicerrector de Investigacion y Postgrado.
Direccion: Carretera Varadero Km 3 2. Matanzas.

Teléfono: 261251 Fax E-mail edgar.borot@umcc.cu
Nombre y Firma Director Dr. C. Edgar Borot

DURACION

Fecha de Inicio Enero 2019 Fecha Terminacion Enero 2021

AVAL DEL CONSEJO CIENTIFICO o TECNICO DE LA ENTIDAD

PROBLEMA A RESOLVER. ANTECEDENTES Y JUSTIFICACION

Antecedente

Existen en la actualidad un grupo de productos que se comercializan mundialmente con efecto
biorremediador de los ecosistemas con resultados satisfactorios. Con anterioridad en el CEBIO se trabajo
en el Proyecto de Investigacion, perteneciente al Programa de Ciencias basicas, titulado: “Evaluacion de
microorganismos con efecto biorremediador en la cuenca hidrografica del rio Yumuri”. Proyecto aprobado
por la UM/2014 en el que se obtuvieron resultados satisfactorios.

Problema a resolver

Lograr disminuir los niveles de contaminacion en ecosistemas de la provincia de Matanzas de conjuntos
con otras entidades del territorio a partir de la obtencion: de  Productos de elevado valor
biorremediador capaz de mejorar la calidad de los suelos vy el agua para uso en la alimentacion
animal y regadio.

OBJETIVO GENERAL

59



mailto:edgar.borot@umcc.cu
mailto:grethel.milian@umcc.cu
mailto:edgar.borot@umcc.cu

Anexos

Obtener microorganismos con actividad biorremediadora en sistemas agropecuarios.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Identificar las fuentes contaminantes de los sistemas agropecuarios.
Identificar los principales agentes contaminantes de los sistemas agropecuarios.
e Aislar, seleccionar e identificar microorganismos autéctonos de suelos contaminados y de las
areas de abasto de agua para riego y consumo animal con potencial actividad biorremediadora.
e Formular biopreparados microbianos estables con capacidad biorremediadora.
Evaluar la actividad biorremediadora de los biopreparados seleccionados in vitro e in situ.

METODOLOGIA A UTILIZAR PARA ENFRENTAR EL PROBLEMA. (que garantiza la calidad en la
ejecucion y los resultados). Se describen en el acapite de cronograma de trabajo.

Aislamiento de microrganismo

Analisis quimico,

Analisis microbiologico,

Obtencién de biopreparados y evaluacion in vitro e in situ y
Estabilidad en el tiempo del producto biolégico obtenido
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