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RESUMEN

Se escogieron talleres de mecénica de autos de la regién que tenian suelos contaminados
con aceites usados. De las muestras de suelos se aislaron cepas bacterianas en medios de
cultivo, las cuales fueron analizadas para determinar su sobrevivencia y actividad degradadora
en aceites usados. Para el andlisis se sembraron las bacterias aisladas en recipientes de vidrio
estériles con caldo nutritivo, sobre lo cual se coloc6 una peguefia cantidad de aceite usado y este
sistema se incub6 a temperatura ambiente (25—-32 °C) hasta observar degradacion del aceite en
la superficie. Se observaron cambios en varios de los recipientes que se dejaron hasta por dos
meses en estas condiciones. Para tratar de identificar las cepas que dieron resultados positivos,
se emplearon las pruebas de tincion de Gram, tincion de esporas y la prueba de catalasa. Los
resultados mostraron bacilos Gram positivos, tincion de esporas resulté negativa, crecimiento
aerobio y catalasa positiva. Segun los resultados obtenidos, en los tres talleres se obtuvieron
bacteria con caracteristicas similares. Estas bacterias podrian ser Utiles en procesos de
biodegradacion de ambientes contaminados con estos quimicos.
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ABSTRACT

Three auto repair shops that had contaminated soil, because of the waste oil, were chosen
in the region. Of soil samples were isolated bacterial strains in culture media, that were analyzed
to determine their survival and degrading activity in oils. For the analysis, isolated bacteria with
broth nutrient were planted in sterile glass containers and a small amount of waste oil was placed
all over the samples. This system was incubated at room temperature (25-32 °C), until that the
degradation of the oil in the surface was observed. In several of the vessels, which were left for
up to two months at this condition, changes were observed. To try to identify strains that were
positive, evidence of Gram staining, spores staining, and catalase test, were used. The results
showed Gram-positive bacilli, spore staining was negative, aerobic growth and catalase positive.
According to the results, in the three workshops, bacteria were obtained with similar
characteristics. These bacteria may be useful in the biodegradation processes of contaminated
environments with these chemicals.
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INTRODUCCION

Uno de los mayores problemas ambientales de contaminacion es la causada por hidrocarburos
resultantes de la industria petroquimica. Uno de esos problemas es el vertido de aceites
automotrices en suelos. Existen intentos por lograr la recuperacion de esos suelos por
biorremediacion (Barrios Ziolo, Robayo Gémez, Prieto Cadavid, & Cardona Gallo, 2015; Dos
Santos Alves, R.; Soares de Souza, A., 2014; Covarrubias et al., 2015; Lorenzetti et al., 2012;
Maroto y Rogel, 2004; Volke, 2012).

Una revision de las tecnologias utilizadas para el tratamiento de suelos contaminados, las
clasifica en bioldgicas, fisicoquimicas y térmicas (Volke Sepulveda y Velasco Trejo, 2002).
Dentro de las biologicas, los sistemas de biorremediacion consisten principalmente en el uso de
los microorganismos naturales existentes en el medio para descomponer o degradar sustancias
peligrosas en sustancias menos toxicas o, mejor aun, inocuas para el ambiente y la salud de los
seres vivos (Maroto y Rogel, 2004).

El caso de los suelos contaminados con aceites utilizados por la industria automotriz también
ha tenido cierto interés. Los vertidos de estos desechos dafian tremendamente los suelos, evitando
el desarrollo normal de la fauna, flora y microbiota normales (Das y Chandran, 2011,(Joaquin et
al., 2006; Schroeder, Dominguez, & Garcia, 1999; Volke et al., 2006). La biorremediacion es la
tecnologia que promete mejores resultados para el tratamiento de sitios contaminados por estos
compuestos. Muchos microorganismos indigenas en aguas y suelos son capaces de degradar
contaminantes de hidrocarburos (Das y Chandran, 2011; Gibson, 1982) y se han aislado varias
especies de bacterias capaces de degradar hidrocarburos en lugares en que se han aplicado técnicas
de biorremediacion (Altamirano y Pozzo 2000). Los resultados obtenidos con microorganismos
degradadores de hidrocarburos en suelos son alentadores (Araujo et al., 2004; Ferrera-Cerrato,
Rojas-Avelizapa, Poggi-Varaldo, Alarcon, & Cafiizares-Villanueva, 2006; Ibarra, D. & Redondo,
2011; Schroeder et al., 1999; Vifias & Solanas, 2005).

Este trabajo se realiz6 con el proposito de detectar microorganismos en suelos que han sido
afectados por el vertido de aceites automotrices en suelos de Veraguas y comprobar si estos
microorganismos tenian alguna capacidad en la degradacién de hidrocarburos, para que puedan
ser utilizados como biorremediadores en ambientes similares.

MATERIALES Y METODOS

Area de estudio

Este estudio se realizo con muestras obtenidas de tres talleres mecénicos ubicados en la region
central del pais en la provincia de Veraguas, distrito de Santiago. Los talleres escogidos fueron
designados con los cddigos TE, TP y TM (su ubicacion se presenta en el Cuadro 1). Sus datos
fueron obtenidos del programa de coordenadas geograficas en Google Earth.
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Cuadro 1. Coordenadas geograficas de los talleres, con sus respectivas iniciales como identificador.

Talleres Coordenadas Geograficas.
TE 8°05'48.72" N. 80° 57' 21.72" O.
TP 8°05'43.90" N. 80° 58'34.9" O.
™ 8°06' 34.12" N. 80° 58' 07.24" O.

Se escogieron estos talleres porque presentaron las caracteristicas buscadas como por ejemplo:
suelos con vertidos de aceites de desecho, degradacion del terreno circundante, todos tenian mucho
tiempo de funcionar y haber vertido el aceite usado de los motores directamente al suelo.

Toma de muestras

Para la recoleccion de las muestras se utilizaron palas metalicas de jardineria esterilizadas. Se
tomoO una muestra de cada sitio en zonas donde era mas notoria la contaminacion; para esto se
extrajeron porciones de suelo de areas contaminadas y se colocaron en bolsas plésticas
debidamente rotuladas. Luego las muestras fueron trasladadas al laboratorio de microbiologia del
Centro Regional Universitario de Veraguas (CRUV) para su procesamiento y analisis
microbiologico.

Analisis de la muestra en laboratorio
Aislamiento de cepas.

En laboratorio se pesaron 50 g. de cada muestra de suelo en una bolsa de plastico estéril y se
le agregaron 500 mL de agua peptonada estéril. La bolsa se agité manualmente (25 veces) para
que se disolvieran las particulas mas gruesas del suelo. Luego de reposada, se tom6 1 mL por
triplicado, los cuales fueron vertidos en sendos tubos de ensayo con caldo nutritivo. Luego se
incubo por 48 h a 30 °C. Pasadas las 48 horas se observo el crecimiento mediante la coloracion y
turbiedad en cada uno de los tubos. Con el asa bacteriol6gica se tomé una muestra de estos tubos
y se sembraron por estriado en platos Petri con agar para recuento de aerobios (APC), los que se
incubaron por 48 hs a 30 °C. Todo este proceso fue ejecutado en una cdmara de flujo laminar para
garantizar la esterilidad de las muestras. Después de la incubacion se observo el crecimiento de
colonias, las cuales fueron descritas por sus caracteristicas fisicas. Cada colonia, con caracteristicas
definidas de coloracion, formay tamafio, fue picada con el asa microbioldgica y sembrada en caldo
nutritivo, incubandola por 24 h a 30 °C. Estas cepas aisladas fueron utilizadas para observar su
capacidad degradadora en aceites usados.

Analisis de degradacién de aceites

Las cepas aisladas fueron trasferidas a tubos de ensayo con caldo nutritivo. Transcurrido el
tiempo de crecimiento de los cultivos en los tubos de ensayo del proceso anterior, se tomo 1mL de
cada tubo y se repartieron en frascos de vidrio con tapa de rosca que contenia caldo nutritivo; y
luego, a cada frasco se le verti6 aceite usado que habia sido obtenido de los talleres en estudio. La
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cantidad vertida era lo suficiente para hacer una pelicula uniforme sobre el caldo de cultivo en
estudio. Este sistema se incubd a temperatura ambiente (entre 25 a 32 °C) en una incubadora, para
hacer las observaciones. Durante las primeras semanas se observo diariamente el cambio que
presentd cada frasco y se anotaron los resultados que involucraron cambios en la pelicula de aceite
(esto fue por un lapso de dos meses, aproximadamente). Los resultados anotados fueron: cambio
en la apariencia del aceite, formacion a aberturas en el aceite. Esto se realiz6 hasta notar que en
algunas de las pruebas se disipara o disminuyera la capa de aceite, lo que fue atribuido al desarrollo

de los microorganismos presentes

El mismo procedimiento se repitio, pero remplazando el caldo nutritivo por agua peptonada.
Esto con el propdsito de observar si habia alguna diferencia en el comportamiento de las cepas en
un medio con menos nutrientes.

Identificacion

Las cepas que presentaron mejor desemperio (capacidad de formar espacios en el aceite) en la
prueba de degradacién de aceites fueron sometidas a un proceso de identificacion basico. Para
esto, se ray6 cada cepa en agar nutritivo y se incubd por 48 h a 30°C. Las colonias de estos platos
fueron analizadas por crecimiento aerobio en agar nutritivo, morfologia de colonias, tincién de
Gram, tincién de esporas y la prueba de catalasa.

RESULTADOS

Aislamiento de cepas

Las cepas aisladas de los diferentes talleres se presentan en el Cuadro 2, con sus caracteristicas
principales. Algunas de estas colonias presentaron formas muy similares en su borde y elevacion;
sin embargo, otras mostraron distinta coloracion y tamafio. La colonia mas llamativa, por su
coloracion cremosa y roja muy brillante fue la del TE2.
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Cuadro 2. Caracteristicas de crecimiento de las colonias en agar nutritivo.

Talleres Colonia
TE1
TE
TE 2
TP1
TP
TP 2
T™M 1
™
T™M 2

Borde

liso

liso

liso

liso

liso

liso

Longitud

2 milimetros

3 milimetros
1 milimetro
0.5 milimetro
1 milimetro

0.5 milimetro

Coloracion Elevacion
Cremosa No
Roja muy Si
brillante

Cremosa, muy
brillante Si
cremosa No
Cremosa, mu
y No
opaca.
Con brillo, poco
P No
cremosa

En la Figura 1, se muestra el crecimiento de las colonias en el agar nutritivo aislada de cada
taller. Las muestras de los tres talleres presentaron un gran crecimiento en los medios de cultivo,

Figura 1. Crecimiento de colonias aisladas de los diferntes talleres en agar nutritivo, (a) TE1, (b)
TE2, (c) TP1, (d) TP2, (e) TM1, (f) TM2.



Rev. Col. Ciencia. Vol. 1, no. 1. Octubre, 2019 - marzo, 2020 ISBN pp. 30-42

en especial el TE, pues su incremento en el agar nutritivo fue mas notorio, presentando una
coloracion roja propia del mismo. Esta coloracion prevalecio en el crecimiento de las colonias

10 dias 20 dias

30 dias 40 dias

50 dias 60 dias

Figura 2. Observaciones en intervalos de 10 dias de la superficie del sistema para detectar
degradacion de aceite con la cepa TP2. Las imagenes corresponden a la observacién de la
superficie.
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Analisis de degradacion de aceite

El objetivo de realizar esta prueba era observar si las cepas aisladas eran capaces de degradar
el aceite de motor usado a través del tiempo, y las observaciones demostraron un cambio muy
lento durante las primeras semanas (primer mes), después del cual se notaron cambios notorios en
algunas muestras. La secuencia en tiempo de la colonia TP2 desde la primera etapa se observa en
la Figura 2. Esta mostr6 cambios obvios en la coloracion, caldo nutritivo y el compuesto de aceite.
Fue esta colonia la que produjo un proceso degradador mas visible; sin embargo, al final de la
etapa otras cepas manifestaron cambios, como fue el caso de TE2 y TM1 (Figura 3).

a b

Figura 3. Resultados de pruebas de degradacion de aceite. Las cepas TE2 (a) y TM 1 (b)
también mostraron capacidad degradadora.

Las muestras que estaban en agua peptonada no dieron los mismos resultados. Su degradacion
fue muy poca; ninguno de los frascos tuvo el cambio que ocurrié con el caldo nutritivo. Los
nutrientes estimulan el crecimiento microbiano y si no hay ciertos nutrientes, las bacterias no se
pueden desarrollar. El caldo nutritivo es un medio que contiene todos los nutrientes adecuados
para un mejor crecimiento; sin embargo, el agua peptonada se prepara con peptona que es una
proteina con particulas pequefias y resulta en un medio que no tiene otro elemento ni minerales.
Esta preparacion se utiliza con el propésito de ajustar el pH del agua donde se colocan los cultivos,
y al no contener otros nutrientes, hacen que no sea un medio nutritivo completo para las bacterias.
Las cepas TM2 y TP1 no presentaron cambios en ninguna de las etapas correspondientes (Figura
4).

Prueba de identificacion

En la tincién de Gram, todas las bacterias presentaban las mismas caracteristicas de color
moradas y en forma de bacilos, aunque en diferentes tamafios. La tincion de esporas en todos los
casos resultd negativa.
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Figura 4. Resultados negativos con las pruebas de degradacion de aceites. Las cepas TM2 (a) y TP1
(b) no mostraron cambios significativos en la pelicula de aceite.

La prueba de catalasa resulto positiva en todos los casos. Las cepas que presentaron resultados
positivos en la degradacion de aceites fueron bacilos Gram positivos, aerobios y catalasa positivas.
En la tincion de esporas no se obtuvieron resultados positivos.

Los resultados resumidos en el Cuadro 3. muestran que todas las cepas son bacilos
grampositivos aerdbicos, sin presencia de esporas, catalasa positiva.

Cuadro 3. Resultados de pruebas de identificacion aplicadas a las cepas.

TE1 TE2 TP 1 TP 2 T™M 1 T™ 2
CEPAS
PRUEBAS
Crecimiento Aerébico + + + + + +
Tincién de Gram + + + + 4 +
Tincion de Esporas - - - - - -
Catalasa + + + 4 + +

DISCUSION

Las muestras de los tres talleres escogidos dieron resultados favorables pues se pudo observar
perfectamente el crecimiento de bacterias y realizar el aislamiento de estas cepas.

Las cepas que presentaron rasgos positivos en la degradacion de aceite pueden ser de gran
ayuda, ya que se ha visto que las mejores cepas en los procesos de biorremediacién son aquellas
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gue son autoctonas del ambiente a tratar (Menezes Bento, De Oliveira Camargo, Okeke, &
Frankenberger, 2003).

La tincion de esporas negativas aplicada a las cepas puede deberse a que estas bacterias
estaban en franco crecimiento al momento de tefiirlas y por esto no presentaban esporulacion. La
ausencia de esporas en la tincién podria deberse a que los cultivos utilizados para las tinciones
eran frescos y las bacterias no se encontraban en esporulacién. De poderse demostrar la presencia
de esporas, seria seguro que se trata de bacterias pertenecientes al género Bacillus (Calvo &
Zuiiga, 2010). Resultados similares se encontraron en Long Beach (California) donde
descubrieron consorcios bacterianos degradadores de hidrocarburos identificados por
secuenciacion de genes 16S-ARN, demostrando la presencia de Bacillus cereus, Bacillus
sphaericus, Bacillus fusiformis, Bacillus pumilis, Acinetobacter junii, y Pseudomonas sp (Menezes
Bento et al., 2003). Sin embargo estudios realizados demuestran que Flavobacterium y
Pseudomonas son los microorganismos mas aislados en la fase de degradacion de los TPH
(Hidrocarburos Totales); generalmente, la mayoria de bacterias aisladas de estos ambientes
pertenecen a bacterias bacilares Gram positivos (Rivera-Cruz et al., 2004).

Existe una gran variedad de microorganismos relacionados con la degradacion de fracciones
especificas de hidrocarburos del petréleo y aunque no han sido caracterizados en su totalidad,
muchos poseen peroxidasas y oxigenasas, que permiten la oxidacion mas o menos especifica de
algunas fracciones del petréleo (Joaquin et al., 2006). Proceso muy importante para la
biorremediacion de los suelos contaminados.

Es importante sefialar que el desempefio de los microorganismos degradadores de
hidrocarburos es Optimo cuando en el medio se presentan las condiciones ambientales
nutricionales adecuadas, las cuales generan en los microorganismos una capacidad de respuesta
rapida a eventos de contaminacion. En los suelos normales, los organismos capaces de utilizar
contaminantes suelen constituir menos del 0,1% de la comunidad microbiana, mientras que los
degradadores pueden llegar a constituir el 100% de la riqueza microbioldgica de un suelo
contaminado. Cuando se produce un estrés ambiental o un cambio en la fuente de carbono
organico, la composicion de la comunidad microbiana se modifica, para favorecer a las especies
que pueden tolerar ese estrés o utilizar el nuevo substrato (Joaquin et al., 2006). Ese es el caso de
las bacterias que han podido desarrollarse en estos suelos muy alterados por la gran concentracion
de aceites vertidos en ellos.

CONCLUSION

En todos los talleres muestreados aparecieron cepas bacterianas que se pudieron aislar
satisfactoriamente, siendo un resultado que demuestra que se pueden encontrar microorganismos
en estos ambientes poco amigables.

Algunas de las cepas obtenidas presentaron capacidad degradador de aceites usados en las
pruebas de laboratorio. El mejoramiento de estas cepas podria servir para tratar suelos
contaminados con hidrocarburos. Al desarrollar la prueba de analisis de metabolismo de aceite con
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un medio de caldo nutritivo, algunas cepas mostraron cambios desde las primeras semanas, entre
ellas: TE 1, TM 1 y TP 2. Una prueba similar, pero con agua peptonada, mostrd resultados
negativos en todos los casos; lo que puede deberse a la falta de algunos requerimientos
nutricionales necesarios para estas bacterias. Estas cepas tienen potencial para usarse como
biorremediadores de ambientes alterados por aceites usados.

Las bacterias aisladas presentaron forma bacilar, crecimiento aerobio, Gram positivas, sin
esporas y son catalasa positivas.
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