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RESUMEN

Todos los organismos vivos estan expuestos en la naturaleza a diversos metales

pesados, principalmente los que estan dispersos en formas de iones.

Estas formas ionizadas tienen una alta capacidad de producir diferentes efectos
toxicos en los microorganismos. Por el contrario, la exposicion de las variedades
microbianas a metales pesados que actian de forma selectiva, generan una alta

capacidad para tolerar los efectos nocivos generados por estos.

Mediante investigaciones cientificas se han logrado identificar diversos
mecanismos eficientes de resistencias en diferentes especies de bacterias,

levaduras y hongos.

El estudio de las interacciones de los microorganismos y los metales puede ser
util para el entendimiento de las relaciones de los metales téxicos con organismos
superiores como mamiferos y plantas. Algunos sistemas microbianos de tolerancia
a metales tienen el potencial para ser utilizados en procesos biotecnoldgicos,
como la biorremediacién de la contaminacién ambiental por metales téxicos, o la

recuperacion de metales valiosos.

Por lo que el propésito principal de este trabajo de investigacion fue dirigido a
identificar las principales especies de microorganismos provenientes de agua y
suelos contaminados con metales pesados, para determinar la capacidad de

tolerancia.



Las cepas fueron aisladas a partir de muestras de suelo y agua contaminadas
provenientes del Vertedero Municipal de David y 3 talleres automotrices. Estos
suelos y aguas han sido sometidos a derrames de residuos generados por la

deposicion de basura y derrames de hidrocarburos.

Se obtuvo como resultado que las 54 cepas aisladas  presentaron
multirresistencia a la mayoria de los metales pesados a los que fueron expuesto.
Logrando tolerar concentraciones mayores a 3800 mg.L-1 de plomo, zinc, cobalto,
manganeso y cobre. A su vez, se demostro la incapacidad de estos
microorganismos de poseer un mecanismo de resistencia cuando estan expuestas
a iones de plata, los cuales no pudieron tolerar a concentraciones superiores a
475 mg.L-1 de este metal. Se concluye que a partir de los datos obtenidos se
abren las puertas a futuras investigaciones que permitirdn la generacion de

nuevos conocimientos con el fin de mejorar las condiciones ambientales.
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1. INTRODUCCION

La contaminacion de aguas y suelos por metales pesados es un problema
ambiental cada vez mayor, incluso cuando estan presentes en pequefias
cantidades, debido a la persistencia y al fendmeno de bioacumulacion. El
concepto de bioacumulacion se refiere a la acumulacién de contaminantes en los
organismos y el indice de bioacumulacion se expresa por la relacion entre la
cantidad de un contaminante en el organismo y la concentracion de ese

contaminante en el suelo. (Hudson, 2006).

Aproximadamente el 10% de la basura esta compuesta de metales. Uno de los
problemas mas serios de las sociedades modernas es como deshacerse de este
volumen de basuras. Las dos alternativas son enterrar o incinerar. El
enterramiento puede contaminar las aguas subterraneas, mientras que la
incineracion puede contaminar la atmosfera al liberar algunos de los metales

volatiles (Valdés, 2005).

La biotecnologia ofrece nuevas posibilidades para eliminar iones metalicos,
empleando la capacidad que tiene diferentes bacterias y otros microorganismos de
captar cationes, a este proceso se llama biosorcién de metales. Frente a las
tecnologias tradicionales, la biosorcion se presenta como una alternativa eficiente

y de bajo costo, especialmente a bajas concentraciones (Mufioz ef al 2012).
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2. ANTECEDENTES

Un problema creciente mundial son las descargas de grandes cantidades de
metales pesados directamente a los medios acuaticos y sistemas sanitarios,
problema que se ha incrementado por el crecimiento demografico e industrial.
Elementos metalicos tales como arsénico, mercurio, cadmio, cromo, niquel, zinc,
cobre, plomo y otros, son peligrosos para el medio ambiente debido a sus efectos
toxicos. La piramide alimentaria los recibe como consecuencia de la actividad
humana. A diferencia de los compuestos organicos, los metales no son
biodegradables, trayendo como consecuencia su acumulaciéon en la naturaleza y
como en la cuspide de la piramide se encuentra el hombre, este es quien recibe

los metales de forma preconcentrada (Volesky, 1999).

Existe un variado numero de métodos quimicos para la eliminacion de metales
pesados contaminantes de medios liquidos. Estos incluyen: precipitacion,
evaporacion, intercambio ionico, tratamiento electroquimico y tecnologias de
membrana. Estos procesos suelen ser costosos e inefectivos, especialmente
cuando se aplican en ambientes con concentraciones de metales por debajo de

100 mgL-1 (Zhou, 1991).

Los metodos biologicos son mas eficientes, rapidos y econdémicos que los
métodos quimicos y pueden ser aplicados a sistemas con bajas concentraciones

de metales. Los métodos biolégicos minimizan la generacién de desechos toxicos
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y permiten la recuperacién del metal, lo que significa un ahorro econémico (Wase,

1997).

A pesar de la toxicidad, en la naturaleza existen organismos que tienen la
capacidad de crecer en medios que contienen contaminantes peligrosos, de
transformarlos en sustancias menos téxicas e incluso de acumularias dentro de
sus ceélulas, ello permite disminuir la concentracion del contaminante en el medio

(Pena, 2001).

El empleo de los niveles de resistencia bacteriana a metales como bioindicadores
del efecto de la contaminacion metalica a corto y medio plazo sobre las
comunidades biolégicas del suelo se ha descrito ampliamente (Barkay, 1988;
Burton et al, 1987). La biorremediacion consiste en emplear microorganismos y
manipular sus actividades metabdlicas, para eliminar los contaminantes o al
menos convertirlos en especies quimicas menos agresivas, minimizando el
compromiso ambiental y facilitando la continuidad de los procesos biodegradativos

enzimaticos responsables de la accién autodepurativa del ambiente (Pefia, 2001).

De los metales pesados biolégicamente relevantes se consideran que el arsénico
(As), plata (Ag), cadmio (Cd), mercurio (Hg) y plomo (Pb) tienen una actividad
biolégica muy limitada por lo que son considerados basicamente como

contaminantes toxicos (He et al., 2005).

Estudios anteriores sobre el contenido de plomo en muestras de orina de una

poblacion en Panama y estudios sobre la determinacién de plomo en sangre en
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ninos menores de 10 afos en dos sitios (La escuela San Antonio del Distrito de
San Miguelito y la Escuela Tomas Gabriel Altamirano Duque del Distrito de
Chepo), indican el grado de contaminaciéon con metales pesados y la necesidad de
realizar investigaciones sobre las nuevas tecnologias para remediar ambientes

contaminados (Guerra, 1984).

En el Golfo de México, especialmente en la Laguna de Campeche, Tamaulipas,
Tabasco y Veracruz; se han encontrado concentraciones elevadas de algunos
metales como: plomo, cromo, niquel, zinc, cadmio y cobre (Botello ef al,, 1998), lo
que ha conducido a un deterioro de los recursos acuiferos en la medida que la

poblacién ha crecido.
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3. DEFINICION DEL PROBLEMA

En la provincia de Chiriqui hay una urgente necesidad de reducir los crecientes
dafios producidos por la contaminacion industrial con metales, sin embargo, aun
no se ha concretado una estrategia integral para controlar los principales

contaminantes atmosféricos.

A diario se observa en cualquier punto del distrito de David gran cantidad de
chatarras a orillas de la interamericana y en las riberas de los rios; desechos que
emanan de los hospitales y que desembocan en las quebradas que pasan por la
parte trasera de los mismos; las malas condiciones de los vertederos; la erosién

de los suelos; el humo que despiden los medios de transporte viejos, entre otros.

Los vertederos urbanos suelen estar formados por desechos de papel, vidrio,
metal, madera, etc., siendo su composicion 55-65% doméstico y 35-45%
comercial en los cuales se depositan de forma esporadica y furtiva, materiales
toxicos y peligrosos altamente contaminantes. En algunos casos se ha detectado
la presencia de metales pesados como mercurio (Hg), cromo (Cr), niquel (Ni),
plomo (Pb), aluminio (Al), cadmio (Cd), zinc (Zn), pinturas y amalgamas dentales,

debido a vertidos no controlados (Daughton, 2001).

También aunado a esto la gran mayoria de los talleres mecanicos, no estan

regularizados debido a que descargan aceites con metales pesados y residuos
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peligrosos a los alcantarillados, lo que genera un grave problema de

contaminacion al medio ambiente.

Recientemente, se ha establecido bien el potencial de adaptacion de algunos
microorganismos en zonas contaminadas con metales pesados, y el uso de su
biomasa viva y/o muerta para tratar de eliminarios de los diferentes nichos

acuaticos contaminados (Caiizares, 2000).

Cervantes et al., (1990) reporta el aislamiento de microorganismos resistentes a

metales pesados procedentes de ambientes contaminados como los géneros

Pseudomonas, Alcaligenes y Bacillus.
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4.1. JUSTIFICACION E IMPORTANCIA

Algunos microorganismos son capaces de resistir y reproducirse en ambientes con
elevados contenidos de metales pesados. Esta capacidad puede ser aprovechada
por el hombre para el desarrollo de procesos biotecnolégicos y constituyen en la
actualidad un reto para la comunidad cientifica, en su intento de mitigar al maximo

el impacto ambiental que ocasionan los metales pesados (Volesky, 1999).

En algunas partes de Panama3, principalmente en la Zona del Canal, el desarrolio
industrial y el manejo inadecuado de los residuos que contienen metales pesados,
ha generado una problematica muy grave, por ende es necesario investigar la
capacidad de microorganismos de tolerar concentraciones elevadas de metales
pesados y utilizar estas caracteristicas para futuros proyectos de biorremediacion

de sitios altamente contaminados con estos elementos (Garcias, 2002).

Nuestra propuesta radica en generar datos sobre la efectividad del empleo de los
niveles de resistencia bacteriana a metales como bioindicadores de la capacidad
de remocion de los mismos. Ademas, de su utilizacion como elementos

determinantes para la seleccion de cepas con capacidad biorremediadora.

El impacto socioeconémico y ambiental de este proyecto se podré constatar al
implementar las posibles tecnologias de biorremediacién que seran probadas en
futuras investigaciones. Al aislar y caracterizar microorganismos capaces de
acumular y degradar metales pesados y su posible utilizacién en la remocién de

estos de diferentes ecosistemas, nos abre las puertas a una nueva era de manejo
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de desechos potencialmente peligrosos y la posibilidad que permitan reducir la
contaminacién ambiental por desechos sélidos en un porcentaje considerable de

la generacion actual.

Con el desarrollo de esta investigacion se establecera una coleccién microbiana
autoctona con valor académico y de investigacion con potencialidad de uso en el

campo de la interaccidon microorganismo — metal.

El proyecto beneficiara primeramente a los habitantes de la ciudad de David por la
reduccion de la contaminacion ambiental y los riesgos de enfermedades asociados

a la exposicion con metales pesados y luego a toda la poblacion del pais.

26



4.2. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Evaluar la resistencia y posible capacidad de microorganismos de remover

metales pesados de ambientes contaminados.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
= Aislar microorganismos de diferentes sitios con contaminacién aparente por
metales pesados.

= Determinar la susceptibilidad de los microorganismos aislados a seis sales de

metales pesados, mediante el método de difusiéon en pocillo.

- Establecer los patrones de susceptibilidad y resistencia (resistotipos) que

pudieran presentarse.
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5. MARCO TEORICO
5.1. Contaminacion

Las actividades industriales generan diariamente distintos productos que por
descuido y mal manejo de ellos, trae como consecuencia una acumulacién de

estos, provocando dafios al ambiente y a la salud.

Una sustancia toxica, es un componente que se encuentra en cantidades mayores
a lo que el ambiente tiene capacidad de controlar; su definicion esta relacionada

con aspectos que involucran dosis y tiempo.

Tanto los compuestos quimicos naturales como sintéticos, traen consigo
problemas de contaminacion. Segun Peterle (1991), existen varios tipos de

contaminantes:

1. Compuestos quimicos naturales, los cuales se encuentran naturalmente en la
tierra; nitritos, nitratos, elementos como metales pesados y minerales. Muchos
compuestos inorganicos, como los metales pesados, pueden acumularse en las
plantas u otros organismos, trayendo consigo efectos téxicos en animales y

humanos.
2. Toxinas naturales de plantas y hongos, como aflotoxinas.
3. Mezclas organicas e inorganicas en el aire, agua y sustancias volatiles.

4. Compuestos quimicos sintéticos como los utilizados en la agricultura:

pesticidas, aditivos alimenticios y compuestos quimicos industriales.
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Tabla 1. Fuentes de elementos téxicos

Elemento/Compuesto

Fuente

Arsénico

Asbestos

Bario

Berilio

Cadmio

Cromo

Cobre

Plomo

Manganeso

Mercurio

Niquel

Selenio

Zinc

Mineria,fundidora, pesticidas

Industria, carton de yeso, aislamiento

Pruebas clinicas y pruebas de radiacion

Industria, naturaleza

Industria, mineria y pesticidas

Industria

Industria

Mineria, industria automovilistica

Mineria

Mineria, fuentes naturales

Mineria, polvo de oxido

Descargas agricolas y mineria

Industria

(Datos obtenidos de Peterle, 1991).



5.2. Suelos contaminados

En sintesis, un suelo contaminado es aquel que representa una amenaza para la
salud humana y el medio ambiente, debido a las sustancias presentes en o bajo el
suelo, generalmente debido a un mal uso previo. Ademas se puede decir que un
sitio contaminado es “aquel con presencia de componentes que no son atribuibles
a la condicion natural del sitio”. (Volke et al., 2002).

La introduccion de contaminantes o material exégeno al suelo puede traducirse en
un dafo o pérdida de algunas o varias de las funciones antes mencionadas,
repercutiendo directamente en la calidad del suelo y su funcién. Ademas no solo
perjudica al suelo, sino también puede tener implicancias en aguas superficiales y
subterraneas al ser arrastrados los contaminantes de ese lugar ya sea por medio
de lluvias o simple infiltracion. (Volke et al., 2002).

Ademas, la presencia de contaminantes por sobre ciertos niveles implica multiples
consecuencias negativas para la cadena alimenticia y por lo tanto para la salud
humana. Existe también un efecto estético de la contaminacion, mas alla de la
pérdida de capacidad de soporte al crecimiento vegetal, que impacta
negativamente sobre el valor econémico, debido a que el uso que se le dara a
este suelo esta restringido a la capacidad de éste, y si esta contaminado, su
calidad y por tanto capacidad, se ve disminuida.( Volke et al., 2002).

La contaminacién de suelos donde se desarrollan actividades industriales,
agricolas y humanas en general, es consecuencia directa de una inadecuada

utilizacion del mismo. (Volke et al., 2002).
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5.3. Contaminacidn del agua

La contaminacién del agua es la adicion de sustancias extranas que se diluyen o
filtran y producen un cambio que impiden su uso como recurso. Las aguas
contaminadas se depositan en los llamados cuerpos de agua (rios, cuencas,
cauces, aguas marinas, etc.) y provocan la degradacion de sus condiciones
naturales con el consiguiente riesgo para la salud y el bienestar de la poblacién
(Felix y Sevilla, 2003).

El agua disuelve lo soluble, diluye lo téxico, desplaza todo aquello que flota y
disimula lo que se hunde; por ello se emplea para eliminar cuanto molesta en el
hogar, la industria, comercio, oficinas, etc., y se transforma en agua residual (Félix
y Sevilla, 2003).

El indiscriminado uso del agua por las industrias, de las cuales la mayoria,
necesitan grandes cantidades de agua limpia en sus procesos de produccion; trae
consigo la contaminacion del vital liquido.

Muchos de los contaminantes encontrados en la atmésfera o el suelo también se
pueden hallar en el agua. Entre los venenos que pueden contaminar el agua estan
los metales pesados, como el arsénico (que procede de muchos tipos de
insecticidas), el cadmio (plantas eléctricas), cromatos (procesos industriales),
mercurio (produccion de fertilizantes y otros), cianuro, selenio, cobre, cinc, plomo.

(Felix y Sevilla, 2003).
5.4. Metales pesados

Todos los materiales que nos rodean, incluyendo a los seres vivos, estan

constituidos de atomos derivados de los elementos quimicos presentes en la
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naturaleza. De aqui se derivan los esenciales para la vida; encontrando en mayor
proporcion los siguientes: carbono (C), hidrégeno (H), oxigeno (O) y nitrégeno (N);
y en proporcion menor al calcio (Ca), hierro (Fe), cobre (Cu) y aluminio (Al).

Junto a ellos hay otros elementos que, aunque son metales ligeros o no metales,
se suelen englobar con ellos por origenes y comportamientos téxicos asociados;
es este el caso de arsénico (As), boro (B), bario (Ba) y selenio (Se).

De acuerdo a los requerimientos en la célula, los metales pesados se clasifican en
dos grupos:

» Oligoelementos o micronutrientes. Necesarios en pequefias cantidades para los
organismos, pero téxicos una vez pasado cierto umbral. Incluyen As, B, cobalto
(Co), cromo (Cr), Cu, molibdeno (Mo), manganeso (Mn), niquel (Ni), Se y zinc
(Zn).

« Sin funcion biolégica conocida. Son altamente toxicos, e incluyen Ba, Cd,
mercurio (Hg), plomo (Pb), antimonio (Sb), bismuto (Bi). (Navarro-Avifié ef al.,

2007).

Sin embargo aunque los metales estan presentes naturalmente en el medio
ambiente, las aportaciones mas importantes de estos al medio, especialmente a
suelo son causadas por actividades antropogénicas, como actividades industriales
y practicas agricolas; abono con residuos urbanos, aguas residuales, residuos

ganaderos productos fitosanitarias.(Pomares,1998).

Gran parte de los rios ricos en metales pesados, estan relacionados con
descargas de aguas contaminadas provenientes de minas, o bien, descargas de

desechos viejos contaminados. (Mance, 1987). Otra de las principales fuentes de
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descarga de metales son las aguas de desechos industriales; asi mismo como

aguas que provienen de la salida de vertederos urbanos de basura sélida.

Es muy frecuente que el agua proveniente de estas fuentes, sea utilizada para
riego de campos agricolas, con lo que se logra una posterior contaminacion de

estos suelos.

Segun Peterle (1991), existen 14 elementos de los que se tiene gran preocupacion
debido a su toxicidad y disponibilidad en el ambiente. Estos incluyen arsénico,
boro, cromo, cobalto, cobre, niquel, aluminio y vanadio; ademas del antimonio,
berilio, cadmio, plomo, mercurio y selenio que son considerados elementos con

mayor toxicidad.

Tabla 2. Elementos téxicos en el ambiente

No criticos Altamente téxicos y muy Toxicos,pero poco disponibles o
accesibles insolubles

Na C F Be As Au Ti Ga Hf

K P Li Co Se Hg La Zr Os
Mg Fe Rb Ni Te Cu W Rh Nb
Ca S Sr Pd Pb Zn I Ta Ru

H Cl Al Ag Bi Sn Re Ba

O Br Si Cd Sh Pt

N

(Datos obtenidos de Peterle, 1991).
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El registro continuo mediante monitoreo de estos elementos, ayuda a obtener
informacion respecto a una amenaza de alarma en efectos téxicos provocados por
distintos ecosistemas; asi como areas de impacto y distintos sitios donde las
concentraciones comienzan a ser elevadas, con el fin de prevenir dafos

irreversibles en el medio ambiente.

5.5. Las Bacterias y su capacidad de adaptacion

La creciente preocupacion de la contaminacién ambiental, ha dado como resultado
un aumento en la investigacion y el desarrollo de tecnologias sustentables, asi
como una normativa cada vez mas estricta. Como resultado, la introduccién de
tecnologias limpias en los procesos industriales ha logrado disminuir las
descargas de sustancias contaminantes al medio ambiente (Reyes et al., 2006).

A partir de la década de los ochentas se empezaron a demostrar las capacidades
que tienen varios microorganismos para remover grandes cantidades de metales
pesados de efluentes liquidos. Estas capacidades han sido estudiadas con la
finalidad de desarrollar nuevos sistemas de tratamiento que puedan reemplazar de
una manera eficiente a los métodos de tratamiento convencionales. (Waste y
Forester, 1997).

Las bacterias se encuentran en el ambiente en exposicion permanente con los
metales, unos buenos y otros malos (esenciales y toxicos). Las cantidades de
metales pesados presentes en ciertos sitios pueden ser tan elevadas que no
permiten la subsistencia de ningin ser vivo. Esto ha forzado a los
microorganismos, a desarrollar estrategias variadas y eficientes para resistir la

toxicidad de los metales nocivos (Cervantes, 2006).
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Un solo mecanismo de resistencia quiza no sea suficiente para la supervivencia
microbiana en entornos hostiles. Es comin entonces encontrar bacterias que
combinan mas de una estrategia de defensa, entre estas estrategias (Cervantes,
2006) menciona tres; la primera, en donde las células, para tolerar la presencia de
metales los transforman en formas menos toxicas , no se pretende decir que esta
transformacion sea de un metal a otro, los microorganismos aprovechan que
algunos metales existen en distintas formas, o especies quimicas es decir como
iones con carga positiva o forma metalica carente de carga , la cual es menos
reactiva y toéxica, algunas veces inocua. No obstante, algunos metales dafinos,
como se comentd antes, comparten propiedades quimicas con los metales
esenciales, como su tamafio o sus cargas eléctricas.

Otra estrategia que menciona consiste en emplear el sistema de transporte de la
membrana para expulsar los compuestos toxicos, impidiendo danar los
compuestos celulares.

La ultima que menciona es la produccién de compuestos quimicos por parte de las
bacterias, que atrapan los metales intrusos. En esta técnica se emplea el principio

en el que cargas opuestas se atraen.
5.6. Biorremediacion

La remediacion de sitios contaminados con metales, puede realizarse a través de
métodos fisicoquimicos, térmicos y/o biolégicos.

El término biorremediacién se utiliza para describir una variedad de sistemas que
utilizan organismos vivos (plantas, hongos, bacterias, etc.) para degradar,

transformar o remover compuestos organicos toxicos a productos metabélicos
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inocuos o menos toxicos. Esta estrategia depende de las actividades catabélicas
de los organismos, y por consiguiente de su capacidad para utilizar los
contaminantes como fuente de alimento y energia (Van Deuren ef al., 1997).

Dentro de la amplia diversidad microbiana, existen microorganismos resistentes y
tolerantes a los metales. Los primeros, se caracterizan por poseer mecanismos de
detoxificacion codificados genéticamente, e inducidos por la presencia de un
metal; los microorganismos tolerantes, son indiferentes a la presencia o ausencia
de metal. Ambos tipos de microorganismos son de particular interés como
captores de metales en sitios contaminados, debido a que ambos pueden extraer

los contaminantes de una matriz contaminada. (Volesky y Holan, 1995).
En el proceso de biorremediacion, existen distintos objetivos a evaluar:

e Se busca evitar un efecto nocivo a largo plazo a otros organismos asi como

a recursos naturales.
e Se busca recuperar el equilibrio ecolégico existente en el medio ambiente.

e Se busca lograr que la zona contaminada, con un posterior tratamiento
mediante dichos procesos biolégicos, puede ser reutilizada con fines

recreativos o productivos.

Para ello no solo se propone el aislamiento fisico de la zona en estudio que pueda
provocar danos a distintas especies, ademas se espera lograra la correccion del

efecto contaminante (Bonetto y Lopez, 2001).

Segun Bonetto y Lépez (2001), ademas de metabolizar y degradar compuestos

organicos, los microorganismos tienen la capacidad de absorber compuestos
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inorganicos toxicos, inmovilizandolos, asi como de inhibir o catalizar diversas

reacciones redox.

Segun Vance (2002), existen distintas técnicas de inmovilizacion de metales

pesados entre los que se encuentran:
1. Activas.
Este tipo de mecanismos opera directamente con el metal.

a. Precipitacion. Como ejemplo, puede haber formacion de sulfuros insolubles de

ciertos metales, a partir de metales solubles, precipitando dichos sulfuros.

b.Acumulacién intracelular. En este proceso ocurren dos pasos: primero existe
una union pasiva de los iones metalicos a la superficie de la pared celular por
procesos fisicos o quimicos. Posteriormente estos iones son transportados al

interior de la célula por sistemas energéticos microbianos.

c. Oxidacidon y reduccion. Existen distintas reacciones redox de metales que son

mediados por microorganismos.
2) pasivas.

a. Formacion de quelatos extracelulares. La formacion de quelatos ocurre a
parte de interacciones de metales con polimeros extracelulares, como pueden ser
proteinas y acidos nucleicos, que son excretados por las bacterias o bien de

materia organica acumulada a partir de microorganismos muertos.

Las bacterias autoéctonas pueden ser estimuladas para produccion de

polisacaridos extracelulares.
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b.Biosorcién a la superficie celular. Uno de los mecanismos se lleva a cabo por
reacciones de intercambio idnico con peptidoglicanos y acidos teicoicos, que son
componentes bioquimicos importantes de la pared celular. Las bacterias Gram +,
especialmente especies del género Bacillus, tienen una alta capacidad de
adsorcion debido a la concentracion tan alta de peptidoglicano y acidos teicoicos
existentes en su pared celular. Debido al bajo contenido de estos componentes en
las paredes celulares de las bacterias Gram -exhiben poca capacidad de

adsorcion metalica.

c.Destruccion de complejos ligandos. Algunos metales que estan asociados
con procesos de mineria e industrias nucleares, son secretados al medio ambiente
como complejos con ligandos organicos. Estos pueden ser biodegradaddos,

destruyendo los ligandos e inmovilizando el metal.
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6. MATERIALES Y METODOS
6.1. Area de estudio

El presente estudio se realizo en el distrito de David, el cual tiene una poblacion de
120,000 habitantes (MINSA, 2008) y esta situada sobre una planicie costera,
llamada la Llanura de Chiriqui, en las coordenadas 8° 26' 0" N, 82° 26' 0" O

(Google maps, 2012).

El clima del area en estudio, segin la clasificacion de Koppen, es el tropical
himedo, con una estacién seca (diciembre a abril) y una lluviosa (abril a
diciembre) con una temperatura promedio anual de 31 °C durante el dia y 26 °C

durante la noche.

El muestreo se realizé de septiembre a noviembre; con una sola visita al mes

para colectar una muestra de agua y dos de suelo en las siguientes localidades:

= Vertedero Municipal de David (Fig.1).

= Talleres automotrices

= Taller Electro y taller la Feria (Fig.2).

= Taller Nuevo Canada (Fig.3).
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Primer punto de muestreo.

Segundo punto de muestreo.

+ Tercer punto de muestreo.

Figura 1. Mapa del Vertedero Municipal de David. (Fuente: Google Maps, 2012).
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Figura 2. Talleres automotrices Electro y La Feria (David). (Fuente: Google

Maps, 2012). Editado por: Aura Chavez.
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Figura 3. Tallér Nuevo Canada'; (David). (Fuente: Google Maps, 2012). Editado

por: Aura Chavez.

6.2. Toma de muestra

En cada lugar de muestreo se delimitaron 3 tridngulos (25 m x 2.5 m),

seleccionados en puntos especificos de forma que estuvieran cerca de las fuentes

de contaminacion con metales. Por cada triangulo se tomaron asépticamente 3

submuestras (vértices y centro), en los 2 primeros se tomaron muestras de suelo

utilizando un barreno de torsién a una profundidad aproximada de 15 cm y en el

tercero se tomaron muestras de agua utilizando envases estériles de 100 mL. De

cada submuestra de suelo aproximadamente 500 g fueron depositados en bolsas

plasticas resellables estériles, debidamente rotuladas (fecha y numero de

cuadrante). El total de muestras de suelo en un evento de muestreo fue de 12 y

de agua fue de 6.
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6.3. Procesamiento de las muestras

Las muestras fueron procesadas antes de 24 horas, de acuerdo a las normas

internacionales (ISO 10381-1).

Cada muestra fue sembrada por triplicado en tubos que contenian 3 mL de caldo
de infusién de Cerebro Corazén (BHI), tomando para ello aproximadamente 2 g de
sueloy 2 mL de agua, se incubaron durante 24 horas a 35- 37 °C y se procedié
con un asa estéril y previa flameada del tubo a sembrarlas en agar Sangre/Mac

Conkey y Sabouraud incubandolas nuevamente a 24 horas de 35- 37 °C.
6.4. Aislamiento de las colonias

Posteriormente al crecimiento de los microorganismos en los medios de agar
mencionados, se procedié al aislamiento de las colonias mediante el método de
agotamiento que consiste en desplazar el asa por los medios de agar Sangre/
Mac Conkey para bacterias y Sabouraud Dextrosa para hongos, levaduras y
algas,haciendo un movimiento en forma de zeta desde un borde de la placa hacia
el opuesto y cuando se llega al centro de la placa, se levanta el asa y se repite el

movimiento empezando por el otro extremo de la misma.

Cada colonia se sembr6 por triplicado en cada medio selectivo con un asa estéril y
previa flameada entre cada siembra. Los cultivos de bacterias se incubaron 24
horas a 35-37 °C y los hongos se incubaron a temperatura ambiente, durante 8 -

10 dias.
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6.5. Identificacion de los aislados
6.5.1. Bacterias

La identificacion de los aislados de bacterias se realizo atendiendo las
caracteristicas macroscopicas de las colonias, asi como por tincion de Gram y
mediante baterias de identificacion del panel CIM/Combo de MicroScan tanto

para las bacterias Gram positivas y Gram negativas .

6.5.2. Método de identificacion mediante paneles de MicroScan® para
bacterias

1) Preparacion de la suspension: Se debe mantener el tubo de inoculaciéon del
sistema Prompt, perpendicular a la superficie del agar y tocar tres colonias
aisladas grandes o mas grandes que la punta del tubito. Se retira el collar y se
coloca el tubito de inoculacion en la botella del sistema Prompt luego de haber
desprendido el tapén de la botella. Se agita vigorosamente la botella para crear
una suspension de bacterias en los 30 mL de Pluronic-D acuosa estabilizada.
(Siemens, 2006).

2) Rehidratacién de los paneles: Con una micropipeta se anade a cada pocillo
del panel de identificacion 100 pL de la suspension de Pluronic-D acuosa
estabilizada. Debe lograrse una concentracién final en pocillo de 3-7x10° UFC/mL.
(Siemens, 2006).

3) Cubiertas bioquimicas para pocillos: Se recubre los pocillos GLU, URE, H2S,
LYS, ARG, ORN y DCB con 3 gotas de aceite mineral, en los paneles para Gram

negativos. (Siemens, 2008). Los pocillos ARG y URE se recubren con 3 gotas de
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aceite mineral, en los paneles para Gram positivos. (Estos pocillos aparecen
subrayados en el panel). El medio de los pocillos debe cubrirse completamente
con aceite mineral, pero el aceite no debe rebasar los pocillos en si. (Siemens,
2009).

4) Incubacién: Para asegurar una distribucion homogénea durante la incubacién,
se apilan los paneles en grupos de 3 a 5. Coloque una tapa limpia en la parte
superior de cada grupo de paneles para evitar la evaporacion. (Siemens, 2008).

5) Lectura de los paneles Gram negativos: Al cabo de 16 a 20 horas de
incubacién a 37 °C, se extraen los paneles de la incubadora. Antes de la lectura,
afnada los reactivos de la siguiente manera:

= Afada 1 gota del reactivo VP1 (hidréxido potasico 40%) y después una gota
del reactivo VP2 (alfa-naftol 5%) al pocillo VP. Espere al menos 20 minutos
para que se desarrolle la reaccién VP.

* Afada 1 gota del reactivo TDA (cloruro férrico 10%) al pocillo TDA. El color
se desarrollara inmediatamente.

*= Afada 3 gotas del reactivo IND (Kovac) al pocillo IND. El color se
desarrollara inmediatamente.

* Para todos los no fermentadores de CC y clinicos, afiada 1 gota de NIT1
(acido sulfanilico 0.8%), seguida de 1 gota de NIT2 (N, N-dimetil-alfa-
naftilamina 0.5%) al pocillo NIT. Espere al menos 5 minutos antes de leer,
para que se desarrolle la reaccién NIT.

Leer todos los sustratos de identificacion usando un fondo blanco, excepto la CET
y los antimicrobianos usados para la identificacion (Cl4, Cf8, P4, K4, Fd64, To4),

los cuales deben leerse usando un fondo negro (luz indirecta). (Siemens, 2008).
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6) Lectura de los paneles Gram positivos: Al cabo de 16 a 20 horas de
incubacion a 37 °C, se extraen los paneles de la incubadora. Antes de la lectura,
afiada los reactivos de la siguiente manera:
= Agregar 1 gota del reactivo VP1 (hidréxido potasico 40%) y después una
gota del reactivo VP2 (alfa-naftol 5%) al pocillo VP. Espere al menos 20
minutos para que se desarrolle la reacciéon VP.
= Agregar 1 gota de NIT1 (acido sulfanilico 0.8%) y 1 gota de NIT2 (N, N-
dimetil-alfa-naftilamina 0.5%) al pocillo NIT. Espere al menos 5 minutos
antes de leer, para que se desarrolle la reaccién NIT.
= Agregar 2 gotas de PEP (peptidasa) al pocillo de PYR. Esperar 2 minutos
antes de la lectura.
Leer todos los sustratos de identificacion usando un fondo blanco, excepto la CV,
MS, NOV, OPT, NACL y BAC, que s6lo deben leerse frente a un fondo negro
(iluminado indirectamente). (Siemens, 2009).

6.5.3. Hongos filamentosos y levaduras

La ubicacion taxonomica de los hongos se basa en la caracterizacién de los
aislados segun caracteristicas macroscépicas de las colonias. Se prepararon
montajes en azul de lactofenol y se realizaron microcultivos para definir las
caracteristicas de hifas, esporas y estructuras especializadas de las cepas.
Posteriormente se consultaron los manuales de identificacion (Bamett, 1999). Las
levaduras se identificaron también por las caracteristicas culturales, morfologicas,
presencia de capsulas, pruebas bioquimicas (Barnett, 2000) y mediante baterias

de identificacién del panel CIM/Combo de MicroScan para las levaduras.
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6.5.4. Método de identificacion mediante paneles de MicroScan® para
levaduras.

1) Preparacién del inoculo: Sacar una muestra de la placa de agar con un
hisopo y emulsionar en 3 mL de agua para inéculo (agua desionizada esterilizada
en un tubo de 13x 84 mm).Cada suspension debe compararse y ser equivalente al
patréon de turbidez de levaduras de MicroScan luego se mezcla la suspension
hasta que sea homogénea (Siemens, 2008).

2) Inoculacion del panel: Se afiade 50 pL de suspensién de levaduras en cada
pocillo que contenga sustrato y en los pocillos control BNAC (control B-naftilamida)
y NPC (control nitrofenilo), luego golpear suavemente en cada esquina del panel
para conseguir una correcta homogeneizaciéon del sustrato.

3) Incubacidn: Apilar los paneles en grupos de 3 a 5 con una bandeja cubridora
encima para evitar la evaporacién e incubarlos por 4 horas a 35- 37 °C en un
incubador sin CO»,

4) Lectura de los paneles: Al cabo de 4 horas de incubacion, se afade una gota
del reactivo de peptidasa a los pocillos BNAC, HPR, ILE, PRO, TYR, GLY, GGLY,
GLAR, GLPR, AARG, LYAL, ALA, STY e HIS y dejar que se desarrolle el color
durante 30 segundos antes de registrar los resultados, debe interpretarse como
positivo la presencia de cualquier tono rosa o rojo en todo el pocillo o en parte del
mismo.

Anadir una gota de NaOH (hidréxido de sodio) 0,005 normal a los pocillos AGL2,
BDF, AGAL, NPC, NAG, CELL y NGAL y esperar un minimo de 5 segundos, sin
exceder los 5 minutos para leer los resultados, debe interpretarse como positivo

cualquier tono amarillo (Siemens,2008).
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6.6. Método de difusion en pocillo

Con el objetivo de hacer una pre-seleccion de bacterias y hongos capaces de
crecer en presencia de plomo (I1), cobre (ll), zinc (I1), cobalto (lll), manganeso (VII)
y plata (I) se utilizo el método de difusion en pocillo (Madigan et al., 2003). Para
ello se tomo 0.1 mL de suspensién bacteriana y se inoculo en placas Petri con 15
mL de Agar Mueller Hinton (bacterias) o en Agar Saboraud Dextrosa (hongos) vy,
se procedio a perforar pocillos en el agar donde se le colocaron 50 yL de cada
disolucion metalica a concentraciones de 200 mg.L-1 para bacterias y 500 mg.L-1

para hongos.

Luego se incubaron segun acapite anterior y el criterio de selecciéon de tolerancia
se estimara sobre la base de la intensidad del crecimiento alrededor de los

pocillos.
6.7. Determinaci6n de la CMI de Pb+2, Cu+2, Co+2, Zn+2, Mn+7 y Ag+1

La CMI se determina como la concentracién minima del elemento metalico que
inhiba el crecimiento microbiano (Madigan et al., 2003). Se prepararon diluciones
en tubos de ensayos con concentraciones crecientes de las sales de metales
pesados desde 475 mglL-1 hasta 3800 mg.L-1 (bacterias, hongos, levaduras y

algas).

Se tomo 0.1 mL de suspension bacteriana y se inoculo en placas Petri con 15 mL
de Agar Mueller Hinton (bacterias) o en Agar Saboraud Dextrosa (hongos,

levaduras y algas) y, se procedié a perforar pocillos en el agar donde se le
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colocaron 50 pL de cada dilucion. Luego se incubo por 24 horas 37 °C (bacterias)

y por 8 - 10 dias a temperatura ambiente (hongos, levaduras y algas).

Transcurrido este periodo de tiempo, se determino la CMI de cada metal midiendo
el halo de crecimiento alrededor de la colonia (bacterias, hongos, levaduras y

algas).

6.8. Andlisis Estadisticos

Las variables medibles en el estudio fueron: la susceptibilidad de las especies
bacterianas a la plata Ag(l) (cuantitativa) y Tipo de Sitio (cualitativa). Los datos
obtenidos del muestreo se ordenaron y se elaboré una base de datos para las
variables medibles utilizando el software Statistix ® 8.0. Se comprobara si los
sitios de muestreos son un factor que influye sobre la susceptibilidad de las
bacterias. Se analizaran los datos con el Analisis de Varianza de Kruskall-Wallis al

95% de confianza y se interpretaran en resultados y discusion.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

La aplicacion del protocolo de busqueda y seleccion permitié el aislamiento de 54
cepas (38 bacterias, 11 hongos, 4 levaduras y 1 alga). Siendo el numero de

aislados mayor en el vertedero (grafico 1).

Tabla 3. Cepas colectadas en los distintos sitios de muestreos.

Sitios de  Bacterias Hongos Levaduras Algas Total Porcentaje
muestreo

Vertedero 19 7 2 1 29 53.7
Taller 1 7 2 1 0 10 18.5
Taller 2 6 1 0 0 i 13.0
Taller 3 6 1 1 0 8 14.8

Total 38 1" 4 1 54 100.0

En esta tabla (3), se aprecia la cantidad de cepas colectadas de los diferentes
sitios de muestreos, en donde se observa que el mayor nimero de aislados de
microorganismos se obtuvo en el Vertedero Municipal de David lo que representa
un 53.7%, siendo las diferencias escasas para el resto de los sitios de muestreos.
Este resultado se da por posicion geografica y la acumulacién de residuos sélidos
en este sitio, que posibilitan el desarrollo de un gran numero de especies de
microorganismos, generando efectos negativos tanto para el ambiente como para

la salud humana.
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Grafico 1. Cepas colectadas en los distintos sitios de muestreos.

7.1.Determinaciéon de los niveles de tolerancia de los microorganismos
aislados a metales pesados, Plomo (ll), Zinc (I1), Cobre (ll), Cobalto (1), Plata
(1), Manganeso (VII).

En el presente trabajo se estudiaron seis metales pesados los cuales fueron
expuestos a todas las cepas aisladas en distintas concentraciones con el objetivo
de determinar la concentracion minima inhibitoria (CMI) de estos metales sobre las

bacterias, hongos, levaduras y alga utilizando el método de difusion en pocillo.

De un total de 38 aislados bacterianos, 32 corresponden a bacterias Gram
negativas, de las cuales 8 fueron no fermentadoras, pertenecientes al género de
las Pseudomonas y Acinetobacter, 23 fermentadoras, pertenecientes a los
géneros Escherichia, Klebsiella, Enterobacter, Providencia, Cedeceae ,7 bacterias
Gram positivas como Micrococus sp Y Bacillus sp, 11 hongos filamentosos, &
levaduras y una alga, fueron capaces de tolerar las concentraciones maximas de

metales utilizados en esta investigacion.Las cuales se demostraron por el
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crecimiento alrededor del pocillo que contenian concentraciones crecientes de

475 mglL-1 hasta 3800 mgL-1.

La CMI de las cepas estudiadas demostré que los niveles de resistencia frente a
los metales pesados ensayados fueron iguales para cada cepa. Los resultados
obtenidos nos indican que las especies que toleraron los metales pesados,
pueden presentar mecanismos que les permiten resistir cuando estas se
encuentran en presencia de dichos elementos. Asi, tanto bacterias, ya sean Gram
negativas o positivas, como hongos, disponen de componentes superficiales que
pueden propiciar la adsorcién/absorcion de elementos metalicos (Gadd, 2004; Joo

et al., 2010).

De las cepas estudiadas, el 100% fue resistente al plomo (11), zinc (lI), cobre (11),
cobalto (Ill), manganeso (VIl) y 0% a la plata (l). Se establecieron patrones de
resistencia, los cuales pueden ser clasificados en cuatro biotipos principales.
Mediante estos resultados obtenidos se observé que todas las cepas analizadas

presentaron multirresistencia a casi todos los metales (Ver ANEXO, tabla 9).

Las cepas fueron aisladas de sitios en donde la exposicion a metales pesados era
evidente, por la segregacion de desechos solidos, el derrame de aceites y
productos derivados de la actividad automotriz. Las cuales presentaron alta
capacidad de tolerancia los que nos indica que pueden ser utilizadas como una
herramienta importante en el tratamiento biolégico de desechos contaminados con
estos elementos. Por lo tanto estos microorganismos aislados constituyen una

base la cual abre las puertas para el desarrollo de otros proyectos de investigacion
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que promueven la generacion y aporte de nuevos conocimientos que permitan
disminuir los efectos negativos de la contaminacion ambiental que afectan la salud
humana.

Investigaciones en el campo de la biotecnologia ambiental indican que bacterias,
hongos, levaduras y microalgas pueden remover metales pesados por biosorcion

(Garcia-Meza y col., 2005).

7.2. Determinacion de la sensibilidad de los microorganismos a la plata Ag (1))

No obstante, se apreciaron diferencias en el comportamiento de las cepas
ensayadas, destacando especialmente la inferior capacidad en términos generales
para tolerar la plata Ag (I) en comparacién con los otros tipos de metales donde

hubo resistencia por parte de ellas.

Ciertos metales funcionan como “venenos’ metabblicos, ya que pueden reaccionar
e inhibir una serie de sistemas enzimaticos; algunos iones de estos elementos
(Hg2+, Cd2+ y plata (Ag+)) forman complejos téxicos inespecificos en la célula, lo

que produce efectos toxicos para cualquier funcion biolégica (Volke et al., 2005).

Los resultados obtenidos en este proceso indican que las cepas aisladas no han

generado un mecanismo de resistencia lo suficientemente capaz para permitir la

supervivencia microbiana en ambientes hostiles contaminados con plata Ag (I).
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Para estudios estadisticos se procedioé a medir los halos de inhibicién en todos los
pocillos donde era evidente la sensibilidad por parte de las cepas para tolerar la
plata (ver ANEXO, figura 4). Se observo que a medida gque aumentaba la
concentracion del metal el halo de inhibicion se hacia mas grande indicandonos
que a una mayor concentracién disminuia la capacidad de los microorganismos

para tolerar este metal.

Tabla 4. Diametro del halo de inhibicién en especies de levadura que no toleraron

la plata Ag (I) en mm.

Sitio de Género 3800 1900 950 475
muestreo mgL-1 mgL-1 mgL-1 mglL-1
Vertedero Geotrichum sp. 1.6 15 1.5 1.4
Vertedero T.beigelli L 1.0 0.8 0.7

Taller 1 C. parapsilosis 2.1 2.0 2.0 1.6

Taller 3 P. farinosa 1D 14 %1 1.0

En esta tabla (4), se aprecia el diametro del halo de inhibicién producto de la
sensibilidad de las especies de levaduras en presencia de la plata Ag(l) a distintas

concentraciones de dicho metal (ver ANEXO , figura 6).

Como se puede observar este cuadro, muestra el grado de tolerancia de
Geotrichum sp, T.beigelli C. parapsilosis y P. farinosa que mediante los
resultados obtenidos se determino que dichas especies de levaduras son capaces
de tolerar concentraciones superiores de 475 mgL-1 de Ag(l). Es decir que estas
cepas son capaces de secuestrar y de acumular este tipo de metal por procesos

fundamentales de tolerancia.
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Los papeles fisiologicos y metabdlicos de metales como el mercurio, cadmio, plata
y otros, aun no han sido dilucidados completamente. A altas concentraciones los
metales pesados resultan ser toxicos para cualquier organismo (Sag y Kutsal,
2011), y el interés sobre ellos se incrementa continuamente debido a la

contaminacion del aire, suelo y agua.

Tabla 5. Diametro del halo de inhibicién en especies de hongos sensibles a la

plata Ag(l) en mm.

Sitios de Género 3800 mgL-1 1900 mgL-1 950 mgL-1 475 mgL-1
muestreo
Vertedero Penicillium sp. 1.0 1.0 1.0 1.0
Vertedero Penicillium sp. 1.0 1.0 1.0 1.0
Vertedero Geotrichum sp. 0.7 0.7 0.7 0.7
Vertedero Geotrichum sp. 0.7 0.7 0.7 0.7
Vertedero Cladosporium 0.9 0.9 0.9 0.9
sp.
Vertedero Thieloviopsis 0.8 0.8 0.8 0.8
bacicola
Taller 1 Penicillium sp. 1.0 1.0 1.0 1.0
Taller 2 Thielaviopsis 0.8 0.8 0.8 0.8
bacicola
Taller 2 Penicillium sp. 1.2 1.2 1.2 1.2
Taller 3 Penicillium sp. 1.0 1.0 1.0 1.0

Como se observa en esta tabla (5), se aprecia el efecto de las altas
concentraciones de la plata () sobre el crecimiento micelial del Penicillium sp,
Geotrichum sp, Cladosporium sp, Thielaviopsis bacicola. El criterio que se utilizo
para determinar el grado de toxicidad de la plata fue el efecto del crecimiento,
midiendo el diametro en mm alrededor de los pocillos después de un periodo de

incubacion de 8 dias a temperatura ambiente. Asi que el estudio se enfoco en
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determinar la concentracion minima inhibitoria de dicho metal en el cual se inhibe
el crecimiento del microorganismo. Los resultados obtenidos nos indica que las
especies de hongos utilizados en esta investigacion para determinar el grado de
tolerancia son susceptibles a concentraciones superiores de 475 mgL-1 Ag (1) (ver

ANEXO, figura 8).

El hongo, en este periodo, no pudo sintetizar componentes que lo protegen contra
la toxicidad del metal, tal como la sintesis intracelular de metalotioninas, proteinas
que tienen una funcién en la desintoxicacion, almacenamiento y regulaciéon de la
concentracion interna del metal (Cortés et al., 1993; Volesky, 1995).

Tabla 6. Diametro del halo de inhibicién en especie de alga sensibles a la plata

Ag(l) en mm.
Sitio de Género 3800 mgL- 1900 950 475
muestreo 1 mgL-1 mglL-1 mglL-1
Vertedero Protothecasp. 1.2 14 1.0 0.9

En esta tabla (6), se aprecia el ensayo realizado para conocer la posibilidad de
una cepa del alga Prototheca sp aislada mediante los procedimientos de cultivo
en agar Sabouraud con cloranfenicol. La cual fue sometida a distintas
concentraciones de plata Ag(l) con el fin de determinar la capacidad de este

microorganismo de tolerar dicho metal.

Después de un periodo de incubacion de 24 horas a 37°c se determino la
sensibilidad de la Prototheca sp mediante la observacion de los halos de inhibicion
en cada pocillo donde fue colocado el metal a distintas concentraciones.

Obteniéndose como resultado que esta alga puede tolerar concentraciones
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superiores a 475 mgL-1 Ag(l), lo que nos indica que ha sido capaz de generar un
mecanismo que le permita secuestrar y acumular la plata Ag(l) por procesos ya

sea de absorcién o adsorcion (ver ANEXO |, figura 7).
Analisis de Varianza de Kruskall-Wallis (K-W)

Se comparé las medias de las variables tipo de especies vs la susceptibilidad
utilizando la prueba de K-W al 95 % de confianza para determinar si existe una

diferencia estadistica significativa entre ellas.
Hipétesis Estadisticas:
Ho= Todas las medias de las muestras son iguales.
Ha= Algunas de las medias muéstrales son diferentes.
Criterios de Aceptacion y Rechazo:
Se acepta la Ho, si la Probabilidad es mayor de 0.05.
Se rechaza la Ho y se acepta la Ha, si la probabilidad es menor de 0.05.

Analisis y conclusion

Kruskal-Wallis One-Way Nonparametric AOV for Medicion by Especie

Mean Sample
Especie Rank Size
A iwoffii 76.1 8

K.rinoscler 541 4

BacillusG+ 61.1 20

56



E. coli 459 24
Pseudomona 928 24

E.gergoviae 35.6 4
E.aerogenes 26.0 8
E.vulneris 411 4
P.rettgeri 54 1 4
Klebsiella 991 4
Cedecea sp 260 4
K. pneumonia 820 12
Micrococcus sp 929 4
E.fergusoni 735 4
Total 645 128
|
Kruskal-Wallis Statistic 47.9578

l
P-Value, Using Chi-Squared Approximation 0.0000

Tabla 7. Resultados de la prueba de Kruskal-wallis entre los tipos de especies y

la susceptibilidad.

Conclusion: Se registré una probabilidad de 0.0000 que permite rechazar la
hipbtesis nula y aceptar la hipétesis alterna. De tal manera que las medias

comparadas de las variables concentracion e inhibicién son distintas.
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Para comprobar el grado de homogeneidad entre grupos de medias se aplico la

prueba de Scheffé de comparacién de grupos que a continuacion se presenta.

Prueba de Scheffé para determinar si las medias son diferentes.

Kruskal-Wallis All-Pairwise Comparisons Test of MEDICION by SITIO

Concentration Mean Homogeneous Groups
3800 mgL-1 85.266 A

1900 mgL-1 67.969 AB

950 mgL-1 60.438 “

450 mgL-1 44.328 B

Alpha 0.05

Critical Z Value 2.638 Critical Value for Comparison 42.267

There are 2 groups (A and B) in which the means are not significantly different
from one another.

Tabla 8. Efecto de la concentracién sobre la inhibicion de las especies

bacterianas.

Conclusion:En la prueba de Scheffé de comparacion de grupos se registra dos
grupos homogéneos A y B para la inhibicion donde se observa un grupo de alta
concentracion 3800 mglL-1 |, un grupo intermedio 1900 mgL-1 vy las
concentraciones que tuvieron una baja inhibicion fueron 950 mg-L1 y 450 mgL-1.
Se encontré que la concentracién 3800 mgL-1 tiene un mayor efecto sobre la

inhibicion de las especies bacterianas aisladas.
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8. CONCLUSIONES

Se registré una alta capacidad para tolerar concentraciones superiores a
3800 mg.L-1 de metales pesados incorporados en el medio de cultivo, con
especial intensidad en el caso del plomo, cobre, manganeso, cobalto y zinc

en los aislados ensayados.

Los microorganismos aislados a partir de ambientes contaminados que
fueron utilizados para esta investigacion, toleran las disoluciones de los
metales a intervalos de tiempo relativamente cortos al entrar en contacto

con estos.

De las 54 cepas aisladas: 38 bacterias, 11 hongos, 4 levaduras y 1 alga
todas presentaron concentracion minima inhibitoria de plomo, cobalto,

manganeso, zinc, cobre superiores a 3800 mg.L-1.

La sensibilidad de las 54 cepas aisladas expuestas directamente a
diluciones de plata presentaron concentracién minima inhibitoria inferiores a

475 mg.L-1.

Todas las bacterias ensayadas tienen alta capacidad para tolerar metales
pesados por lo que es util para ser utilizadas en procesos de

biorremediacion.
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La prueba de Scheffé de comparacion de los sitios de almacenamiento
registra dos grupos homogéneos, lo que indica un grupo de alta inhibicion y

el otro de baja inhibicion.

Los resultados obtenidos permiten senalar posibles cepas capaces de

funcionar en procesos de biorremediacion.

La obtencion de cepas tolerantes a metales pesados, indican un alto grado de
contaminacion producto de los desechos generados durante las actividades
automotrices y la acumulaciéon de basura, siendo un riesgo para la salud

humana.
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9. RECOMENDACIONES

Evaluar la capacidad de las bacterias ensayadas para determinar si son
capaces de tolerar otros tipos de metales no utilizados en esta
investigacion.

Determinar la concentracién minima inhibitoria de las cepas aisladas en
esta investigacién para conocer si son capaces de tolerar concentraciones
superiores de 3800 mg.L-1 de metales como plomo, zinc, cobalto, cobre y
manganeso.

Acondicionar la temperatura 6ptima de incubacion para que sea mas
adecuado el crecimiento de los hongos.

Implementar la técnica de recuento en placa para facilitar un mejor
aislamiento de las colonias.

Los géneros bacterianos tolerantes identificados, asi como las
caracteristicas del suelo y agua, tienen que ser tomadas como base para
un proceso de biorremediacion.

Para ampliar y establecer condiciones 6ptimas de degradaciéon de metales
pesados, se debe realizar el estudio de biodegradacion en suelos
contaminados de diferentes clases texturales, utilizando las cepas
identificadas en la presente investigacion.

Investigar los mecanismos de resistencias utilizados por los

microorganismos para tolerar diferentes tipos de metales.
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11. ANEXOS

Tabla 9. Determinacion de la concentracién minima inhibitoria de metales pesados
en especies bacterianas.

Concentracion Minima Inhibitoria

(CMI mgL-1)
Sitios de Especies Co Mn Zn () Pb(l) Cu(lll Ag
muestreos (111) (Vi) U]
BACTERIAS
Vertedero A.iwoffij >3800 >3800 >3800 >3800 >3800 <475

Vertedero K.rhinoscler >3800 >3800 >3800 >3800 >3800 <475
Vertedero Bacillus G+ >3800 >3800 >3800 >3800 >3800 <475

Vertedero E coli >3800 >3800 >3800 >3800 >3800 <475

Vertedero Pseudomona  >3800 >3800 >3800 >3800 >3800 <475
sp.

Vertedero Pseudomona sp >3800 >3800 >3800 >3800 >3800 <475

Vertedero E coli >3800 >3800 >3800 >3800 >3800 <475

Vertedero E.gergoviae >3800 >3800 >3800 >3800 >3800 <475
Vertedero Bacillus G+ >3800 >3800 >3800 >3800 >3800 <475
Vertedero Pseudomona >3800 >3800 >3800 >3800 >3800 <475
sp.

Vertedero E.aerogenes  >3800 >3800 >3800 >3800 >3800 <475
Vertedero E.vulneris >3800 >3800 >3800 >3800 >3800 <475
Vertedero P.rettger >3800 >3800 >3800 >3800 >3800 <475
Vertedero E.coli >3800 >3800 >3800 >3800 >3800 <475
Vertedero Klebsiella sp. ~ >3800 >3800 >3800 >3800 >3800 <475
Vertedero E.aerogenes  >3800 >3800 >3800 >3800 >3800 <475
Vertedero Bacillus G+ >3800 >3800 >3800 >3800 >3800 <475
Vertedero A.iwoffii >3800 >3800 >3800 >3800 >3800 <475

Taller 1 Cedecea sp >3800 >3800 >3800 >3800 >3800 <475

Taller 1 k.pneumoniae = >3800 >3800 >3800 >3800 >3800 <475

Taller 1 Pseudomona  >3800 >3800 >3800 >3800 >3800 <475

sp.
Taller 1 Microccocus sp  >3800 >3800 >3800 >3800 >3800 <475
Taller 1 E.coli >3800 >3800 >3800 >3800 >3800 <475
Taller 2 E.coli >3800 >3800 >3800 >3800 >3800 <475
Taller 2 Pseudomona  >3800 >3800 >3800 >3800 >3800 <475
sp.
Taller 2 Bacillus G+ >3800 @ >3800 >3800 >3800 >3800 <475
Taller 2 E.fergusonii >3800 >3800 >3800 >3800 >3800 <475
Taller 2 K.pneumoniae = >3800 >3800 >3800 >3800 >3800 <475
Taller 3 Bacillus G+ >3800 >3800 >3800 >3800 >3800 <475
Taller 3 Pseudomona >3800 =>3800 >3800 >3800 >3800 <475
Sp.
Taller 3 E.coli >3800 >3800 >3800 >3800 >3800 <475

Taller 3 K.pneumoniae = >3800 >3800 >3800 >3800 >3800 <475
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Tabla 10: Determinaciéon de la concentracién minima inhibitoria de metales
pesados en especies de Hongos.

Concentracién Minima Inhibitoria
(CMI mgL-1)
Sitios de Co(lll) Mn Zn (ll) Pb(ll) Cu(ll) Ag
muestreos Especies (V1) (n

Hongos filamentosos
Vertedero  Penicillium >3800 >3800 >3800 >3800 >3800 <475

sp.

Vertedero Penicillium >3800 >3800 >3800 >3800 >3800 <475
sp.

Vertedero  Geotrichum  >3800 >3800 >3800 >3800 >3800 <475
sp.

Vertedero  Geofrichum  >3800 >3800 >3800 >3800 >3800 <475
sp.

Vertedero Cladosporium >3800 >3800 >3800 >3800 >3800 <475
sp.

Vertedero Thieloviopsis >3800 >3800 >3800 >3800 >3800 <475
bacicola

Taller 1 Penicillium >3800 >3800 >3800 >3800 >3800 <475
sp.

Taller 2 Thielaviopsis  >3800 >3800 >3800 >3800 >3800 <475
bacicola

Taller 2 Penicillium >3800 >3800 >3800 >3800 >3800 <475
sp.

Taller 3 Penicillium >3800 >3800 >3800 >3800 >3800 <475
sp.
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Tabla 11. Determinacién de la concentracion minima inhibitoria de metales
pesados en especies de levaduras.

Concentracion Minima Inhibitoria

(CMI mglL-1)

Sitio de Co Mn Zn Pb(ll) Cu(ll) Ag
muestreos Especies (lll) (V1) (1) ()]
Levaduras
Vertedero Geotrichum >3800 >3800 >3800 >3800 >3800 <475

sp.
Vertedero T.beigelli >3800 >3800 >3800 >3800 >3800 <950
Taller 1 C. >3800 >3800 >3800 >3800 >3800 <475
parapsilosis

Taller3  P.farinosa >3800 >3800 >3800 >3800 >3800 <475

Tabla 12: Determinacion de la concentracion minima inhibitoria de metales
pesados en especies de algas.

Concentracion Minima Inhibitoria

(CMI mgL-1)
Sitio de Especie  Co (lll) Mn Zn Pb(ll) Cu(ll) Ag(l)
muestreo (V1) (I

Algas
Vertedero Prototheca >3800 >3800 >380 >3800 >3800 <475
0
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Figura 4. Escherichia coli.

© 0o ® »

Panel de MicroScan reacciones bioquimicas.

Colonias aisladas en agar Mac Conkey.

Halos de sensibilidad a la plata.

Tolerancia de metales pesados como el plomo, cobalto, zinc, manganeso y

cobre.
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Figura 5. Pseudomona sp.

A. Panel de MicroScan reacciones bioquimicas.

B. Colonias aisladas en agar Mac Conkey y reaccién oxidasa positiva.

C. Halos de sensibilidad a la plata.

D. Tolerancia de metales pesados como el plomo, cobalto, zinc, manganeso y

cobre.
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Figura 6. Candida paralopsis.

A. Panel de MicroScan para la identificacion de levaduras mediantes pruebas
bioquimicas.

B. Colonias de levaduras cremosas de color blanco amarillento en agar
Sabouraud.

C. Vista microscopica que muestra células redondas u ovaladas. Frotis fresco
100x.

D. Halos de sensibilidad a la plata.

E. Tolerancia de metales pesados como el plomo, cobalto, zinc, manganeso y
cobre.
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Figura 7 : Prototheca sp.

A. Reacciones bioquimicas en el panel de MicroScan.

B. Colonias de levadura en agar Sabouraud colonias suaves, himedas de color

blanco.

C. Halos de sensibilidad a la plata.

D. Tolerancia de metales pesados como el plomo, cobalto, zinc, manganeso y

cobre.
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Figura 8. Penicillium sp.

A. Colonias de crecimiento rapido, pulverulentas de color verde.

B y C. Vista microscopica que muestra conidiéforos rectos, hialinos, con

fialides que nacen sobre métulas. Azul de lacto fenol, 40x.

D. Halo de sensibilidad a la plata.
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Figura 8.Geotrichum sp.

A. Colonias blancas a beige, aterciopeladas, con el tiempo pueden tomar un

aspecto velloso oscuro, radiado, plegado y humedas.

B. Vista microscopica de Hifas septadas, fragmentadas en artroconidias

rectangulares, dispuestas una tras otra. Azul de lacto fenol, 40x.

C. Halo de sensibilidad a la plata.
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Figura 10. Cladosporium sp.

A. Las colonias son de crecimiento lento, llegando a 3-4 cm diametro, con un
compacto de gamuza gusta superficie suave y son olivaceo a negro en
color.

B. Vista microscopica de hifas gruesas, septadas, dematiaceas. Conidiéforos
indiferenciados. Conidias unicelulares, dematiaceas, en cadenas. Azul de
lacto fenol, 40x.

C. Tolerante a metales pesados como el plomo, zinc, cobalto, cobre,

magnesio.
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12. GLOSARIO

1. Agar: es un elemento solidificante empleado para la preparaciéon de medios de
cultivo y por lo tanto no tiene efecto sobre el crecimiento de las bacterias y no es

atacado por aquellas que crecen en él.

2. Bioacumulacién: es el proceso de acumulacion de sustancias quimicas en
organismos vivos de forma que estos alcanzan concentraciones mas elevadas que

las concentraciones en el medio ambiente o en los alimentos.

3. Bioindicador: es un indicador consistente en una especie vegetal, hongo o
animal; o formado por un grupo de especies o agrupacién vegetal cuya presencia
o estado nos da informacién sobre ciertas caracteristicas ecolbgicas, es decir,
(fisico-quimicas, micro-climaticas, biologicas y funcionales), del medio ambiente, o

sobre el impacto de ciertas practicas en el medio.

4. Biosorcion: es la propiedad de ciertas biomoléculas para fijlar y concentrar

iones selectos como metales pesados u otras moléculas.

5. Cepa: es una variante fenotipica de una especie o, incluso, de un taxén inferior,
usualmente propagada clonalmente, debido al interés en la conservaciéon de sus

cualidades definitorias.

6. Crecimiento microbiano: es el aumento del nimero de microorganismos a lo

largo del tiempo.

7. Cultivo: es el crecimiento de los microorganismos.
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8. Detoxificacidon biolégica: es la limpieza de un sistema u organismo que
contiene sustancias nocivas para la vida mediante seres vivientes, pueden ser

bacterias, mohos, hongos e incluso algas.

9. Enriquecimiento: proceso que incrementa los nimeros de un agente patoégeno

desde menos de 10 células hasta cantidades detectables.

10. Inéculo: suspension de microorganismos que se transfieren a un ser vivo o a

un medio de cultivo a través de la inoculacién.

11. Microorganismo: organismos microscépicos pertenecientes por regla general

a virus, bacterias, algas, hongos o protozoos.

12. Medio de Cultivo: es el material alimenticio en el que crecen los
microorganismos y debe contener los nutrientes y factores de crecimiento

necesarios.

13. Medios selectivos: Son aquellos que favorecen por su disefio el crecimiento

especifico de un microorganismo particular o grupo de microorganismos.

14. Siembra por agotamiento: tipo de siembra cuya finalidad es obtener colonias

aisladas del microorganismo o microorganismos sobre el medio de cultivo sélido.

15. Suspension bacteriana: es un lisado de gérmenes en medio acuoso que

presenta una composicion cualitativa y cuantitativa establecida.
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