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Resumen

La contaminacion por metales pesados (Cu, Zn, Pb, Cd, Cr, Ni, Hg, Co, Ag, Au) ha venido
incrementandose por el gran numeros de industrias que los descargan al medio ambiente. En
el caso particular de los acuiferos y aguas superficiales, los metales pueden comprometer
seriamente su uso debido a la biodisponibilidad que presentan para los organismos acuaticos
y posteriormente para el consumo humano. Algunos sistemas microbianos con tolerancia a
metales tienen el potencial de ser utilizados en procesos biotecnologicos para la
biorremediacién de suelos y aguas contaminadas con metales pesados de importancia
ambiental. Asi, se ofrece una alternativa potencial a los métodos ya existentes para la
descontaminacion y recuperacion de metales toxicos. En este trabajo se evalud la factibilidad
de un método indirecto para la cuantificacién rapida de biomasa bacteriana en aguas
residuales que contengan metales pesados u otros contaminantes xenobidticos. En este
sentido, las cepas usadas en el presente estudio fueron caracterizadas morfolégicamente, por
tincion de Gram y presencia de esporas y se estudiaron los requerimientos de oxigeno
idéneos para cada una de las cepas. Posteriormente, se evaluaron con pruebas bioquimicas
relacionadas con los contaminantes tipicos de un agua residual municipal, entre los que
destacaron la asimilacion de proteinas (para el nitrégeno), asi como asimilacién de grasas.
Los metales sujetos a estudio que podrian estar presentes en aguas residuales son mercurio
(Hg*), plomo (Pb®*) y cromo (Cr®), debido a que son generados en grandes cantidades por
varias industrias en el pais, ademas de que presentan un alto nivel de toxicidad. En relacion a
esto, en recientes estudios se evaluo la resistencia de los aislados bacterianos a utilizar hacia
los tres metales pesados mencionados. Con base en el nivel de tolerancia hacia los metales
pesados, se propuso un método indirecto de cuantificacion bacteriana en diferentes aguas
residuales, en el cual se evalué la certidumbre estadistica mediante la elaboracion de curvas
de calibracion utilizando un consorcio bacteriano conformado por cepas resistentes a metales
pesados y cuantificando el numero de microorganismos por UFC mL”’ registrando sus
respectivas absorbancias (los grados de inhibicion se realizaron con diferentes
concentraciones de metales pesados). Con base en los resultados obtenidos, con lo arriba
descrito, se analiz6 la factibilidad técnica de utilizar esta metodologia para el personal de los
sistemas de tratamiento de aguas residuales municipales con y sin presencia de metales u
otros compuestos xenobidticos.

Palabras clave: Cepas tolerantes a metales pesados, tratamiento de aguas residuales



Abstract
The pollution caused by heavy metals (Cu, Zn, Pb, Cd, Cr, Ni, Hg, Co, Ag, Au) has been

increasing by the metal waste that is being thrown into the environment by a large number
of industries. In the case of groundwater and surface water, metals can seriously
compromise their use because of the bioavailability having to aquatic organisms and later
for human consumption. Some heavy-metal-resistance microbial systems have the
potential to being used in biotechnological processes such as soil bioremediation and
heavy metal contaminated water. Thus, they offer a potential alternative to the existing
methods for decontamination and recovery of toxic metals. On this research, the feasibility
of an indirect method for rapid quantification of bacterial biomass in wastewaters
containing heavy metals or other contaminants is assessed xenobiotics was evaluated. In
this regard, the strains used on the actual study were morphologically characterized using
the Gram stain and presence of spores and s requirements for each was studied strains
oxygen . The metals under study were mercury (Hg®), lead (Pb?*), and chrome (Cr®"),
due to the fact that they present a high toxicity and are generated in large quantities by
several industries in Mexico. In addition, on recent studies, the resistance of bacterial
isolates to the metals above mentioned has been evaluated. Afterwards, they were
evaluated using biochemical tests related with typical contaminants of a municipal
wastewater, such as uptake of proteins (for nitrogen) and cholesterol and other fats (for
fats and oils). The importance of bacterial density in artificial wetlands for the removal of
heavy metals was studied, as well as the effect of the presence of heavy metal on the
kinetics of microbial growth and assimilation of organic matter. An it was proposed an
indirect method of bacterial quantification on different wastewaters, in which statistical
certainty was evaluated through the construction of calibration curves using a bacterial
consortium formed with heavy metal resistant strains. It included quantification of the
number of microorganisms as CFU mL", recording their respective absorbance. Based on
the results obtained, under the conditions described above, technical feasibility of using
heavy metals tolerant strains for treating municipal wastewater with and without the

presence of metals was observed.

Key Words: Heavy metals tolerant strains, wastewaters treatment



1. PROBLEMATICA

1.1. Introduccién

En los ultimos ainos, los problemas derivados de la contaminacion han adquirido
gran relevancia por la magnitud y diversidad que presentan. Esto ha provocado
que la sociedad, en general, vaya tomando cada vez mayor conciencia de los
riesgos actuales y, mas aun, de los potenciales que pueden suscitarse si no se

toman medidas correctivas y preventivas.

Dentro de este ambito, las aguas residuales se caracterizan por generar grandes
impactos negativos a los ecosistemas y al sector de salud publica. Todo esto
derivado de su amplia gama de componentes fisicos, quimicos y biolégicos, entre
los que se encuentran los so6lidos suspendidos, compuestos organicos
biodegradables, solidos inorganicos como los metales pesados, nutrientes,
plaguicidas, patogenos, etc., que alteran las condiciones naturales de un

ecosistema (Crites y Tchobanoglous, 2000).

De los contaminantes arriba mencionados, los metales pesados tales como Cd,
Cr, Pb, Hg, As y Zn, se consideran de las sustancias mas peligrosas presentes en
aguas residuales, ya que propician graves efectos sobre la salud humana,
incluyendo del tipo toxico, teratogénico, carcindgeno y mutagénico (Dickson,
2006), aunado a su negativo impacto sobre los ecosistemas al ser toxicos para la
biota y potencialmente bioacumulables (Brown y col.,, 2000; Manahan, 2007).
Ademas de esto, su naturaleza inorganica da lugar a su persistencia en los
diversos compartimientos ambientales de los ecosistemas ya que, a diferencia de
los compuestos organicos, no pueden ser degradados. En efecto, los sistemas de
tratamiento de aguas residuales convencionales no pueden tratarlos por la
toxicidad hacia el sistema bioldgico. Actualmente existen métodos fisicoquimicos
para su remocion como la adsorcidon con carbon activado, intercambio i6nico con

resinas, filtracion con membranas y precipitacion quimica que son sumamente

-7-



costosos o de compleja operacion e implementacion, por lo que esta lejos de ser

asequible a un gran numero de comunidades (Barakat, 2011).

En paralelo a lo anterior, recientemente se han realizado estudios sobre
aislamientos bacterianos expuestos a soluciones con metales pesados con el fin
de proponer alternativas biotecnolégicas que sean eficientes y accesibles a todo
tipo de poblaciones (Carballo-Valdés y col., 2009; Rathnayake y col., 2010;
Rodriguez y Rodriguez, 2002; Salgado-Bernal y col., 2012; Xie y col., 2010). Entre
las investigaciones, destaca la de Salgado y col. (2012) quienes encontraron tanto
tolerancia como remocién de metales pesados de la fase acuosa por parte de
varias cepas aisladas provenientes de un humedal natural. Esto ha llevado a
utilizar los mencionados organismos tolerantes en sistemas de tratamiento de
aguas residuales a escala de laboratorio, como los humedales artificiales, para la
remocién de mercurio, plomo y cromo (Amabilis y col., 2015). En este orden de
ideas, resulta importante evaluar la viabilidad de utilizar un consorcio microbiano
tolerante a metales pesados, en el tratamiento de aguas residuales que los
contienen y que ademas, existen con diversos contaminantes organicos. Asi, los
resultados del presente estudio microbiano contribuiran a conocer la factibilidad

técnica de llevar el mencionado tratamiento a una mayor escala.

1.2. Objetivos

1.2.1. Objetivo general
Evaluar la viabilidad de un consorcio microbiano tolerante, a metales

pesados, durante el tratamiento de aguas residuales.

1.2.2. Objetivos particulares
- Evaluar las caracteristicas bioquimicas del consorcio microbiano tolerante
en funcién de los contaminantes caracteristicos de un agua residual.
- Evaluar un método indirecto para la cuantificacion rapida de bacterias en

aguas residuales.



- ldentificar la influencia de la densidad bacteriana en humedales artificiales

sobre la remocion de metales pesados.

1.3. Hipétesis

El consorcio bacteriano tolerante a metales pesados es capaz de degradar las
proteinas, acidos grasos y carbohidratos que, presentes en las aguas residuales,
provocan contaminacion por materia organica. Esto en conjunto con sus
requerimientos de oxigeno y caracteristicas fisiologicas, hace factible el empleo de
los organismos metalolerantes en sistemas de tratamiento, como los humedales

artificiales, para tratar aguas residuales con contenido de metales pesados.

Por otra parte, el consorcio bacteriano tolerante a metales pesados, al ser
expuesto a diferentes concentraciones de estos contaminantes, permitira construir
una curva de calibracion de la densidad bacteriana, con la que se podra
cuantificar, de manera rapida, la concentracion de bacterias en diferentes tipos de
aguas residuales a través de la absorbancia. Esto, a su vez se deriva de la
relacion entre la densidad poblacional bacteriana y la remocion de metales

pesados.

1.4. Alcances

El presente trabajo se circunscribe a la caracterizacién fisiologica y de
requerimientos metabdlicos enfocados al tratamiento de aguas residuales de un
consorcio bacteriano tolerante a metales pesados. Asi mismo, se relacionaran los
datos de concentracion bacteriana con los de remocion de metales pesados en
humedales artificiales a escala de laboratorio previamente inoculados con los

microorganismos tolerantes.

Se desarrollé y evalué un método de cuantificacién rapida bacteriana en aguas
residuales, fundamentado en la disminucion de la absorbancia en funcién de la

poblacion bacteriana presente en una muestra.
-9.



2. FUNDAMENTOS TEORICOS

2.1. Contaminacion del agua en México

Los recursos hidricos en México, al igual que en el resto del mundo, se encuentran
bajo una creciente presidén. El crecimiento demografico, la urbanizacién y el
incremento en el consumo de agua en los hogares, la agricultura y la industria,

han aumentado significativamente el uso global del agua.

La contaminacion de las aguas superficiales es un problema que puede ocasionar
alteracién y destruccion de habitats, efectos nocivos para la salud, eutrofizacion,
disminucién de poblaciones de peces y en general afectaciones en el ciclo
hidrolégico (Escobar, 2002).

La principal fuente de contaminacioén son las descargas de aguas residuales, que
se definen como aguas de composicion variada provenientes de los usos
municipales, industriales, comerciales, de servicios, agricolas, pecuarios,
domésticos, incluyendo fraccionamientos y en general, de cualquier otro uso, asi

como la mezcla de ellas (Rodriguez-Monroy y Duran-de-Bazua, 2006).

En el ultimo reporte de CONAGUA (2014), las entidades del pais que en el 2013
generaron las mayores descargas de aguas residuales municipales fueron el
estado de México (26.17 m?/s), el Distrito Federal (22.46 m>/s) y Veracruz (16.41
m>/s) que, en conjunto, contabilizaron 27.5% del volumen nacional generado, tal y

como se muestra en la Figura 1.

En cuanto a las aguas residuales, en 2003, las industrias en todo el pais
descargaron alrededor de 8 km?® (258 m®/s). Esto equivale a mas de 9.5 millones
de toneladas de DBO (aproximadamente 6.5 millones de toneladas de DQO), de
las cuales solo el 18% se removieron mediante los sistemas de tratamiento.
(CONAGUA, 2014).

-10 -



Agua residual generada
(m3/s)

1.65-3.00

B :o01-7.00
B 7.01-10.00
B 10.01-15.00
B 15012617

Figural. Generacidn de aguas residuales municipales por entidad federativa,
2013. Fuente: CONAGUA (2014)

Como se puede observar en la Figura 2, a diciembre de 2004 el pais contaba con
1,875 plantas de tratamiento de aguas residuales industriales, las cuales
procesaban cerca de 27.4 m%s (10.6% del volumen generado). (CONAGUA,
2014).

En funcién de la fuente del agua residual, esta puede contener contaminantes
como nutrimentos (nitrégeno y fésforo), organismos patégenos (bacterias y virus),
ademas de otros microorganismos no patdgenos, metales pesados, plaguicidas,
detergentes, compuestos farmacéuticos y materia organica, ademas de la mezcla

de cualquiera de ellos (Kraemer y col., 2001).

En la Tabla 1 se expone una descripcion mas detallada de los contaminantes que

afectan los cuerpos de agua.
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Los metales pesados deberian encontrarse solo en ciertos tipos particulares de
efluentes industriales; sin embargo, han sido cuantificados en numerosas
descargas de aguas de tipo municipal, dado su amplio uso en el mercado, aunado
a los inapropiados sistemas de drenaje, hecho que se ha venido incrementando en

los ultimos anos.

L o
i -

250-500
500-1 000
I 000-5 000
5 000-10 000
Figura 2. Tratamiento de agua residual industrial, 2004 (L/s). Fuente: CONAGUA

(2004)

La contaminacion por metales pesados puede derivar en diversos efectos a la
salud y al ambiente, dependiendo del metal de que se trate. Todos estos
compuestos son peligrosos porque tienden a bioacumularse en diferentes
compartimientos ambientales. La bioacumulacion significa un aumento en la
concentracion de un producto quimico en un organismo vivo en un cierto plazo de
tiempo, comparada con la concentracion de dicho producto quimico en el

ambiente (Angelova y col., 2004).
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Tabla 1. Contaminantes, procesos y fuentes que afectan la calidad del agua

(modificada de Kraemer y col., 2001; Pérez y Ganado, 2013)

Contaminantes

Descripcion

Fuentes

Contaminantes
organicos no
persistentes

Se descomponen en el agua y
disminuyen el oxigeno disuelto,
contribuyendo con la eutrofizacién

Efluentes industriales,
domésticos y
asentamientos humanos

Nutrientes

Incluyen principalmente formas quimicas
del nitrégeno y fésforo, que se
relacionan intermitentemente con el
fendmeno de eutrofizacion. Se originan
de desechos humanos y animales,
detergentes y escorrentias

Efluentes domésticos,
industriales y escorrentia
agricola

Microorganismos

Se debe a microorganismos patdégenos
como coliformes fecales, amebas y
huevos de helmintos

Pseudomonas , Thiobacillus, Bacillus,
Serratia, Aspergillus fumigatus, A. Niger,
A. terreus, y Rhizopus microsporus var
microsporis, Euglena gracilis

Efluentes municipales
desechos domésticos no
tratados y

criaderos de animales

Compuestos toxicos
organicos

Compuestos quimicos industriales
dioxinas, plasticos, plaguicidas
agricolas, hidrocarburos de petroleo,
hidrocarburos aromaticos policiclicos,
compuestos organicos persistentes,
disruptores endocrinos, cianotoxinas y
compuestos organo-estanicos de
pinturas anti-incrustantes

Fuentes industriales
provenientes de la
fabricacion de explosivos,
plaguicidas, pinturas y
plasticos, entre otras.
Otras fuentes de estos
contaminantes son los
asentamientos humanos y
la escorrentia agricola

Compuestos
guimicos trazay
compuestos
farmacéuticos

Son sustancias peligrosas no removidas
necesariamente por los tratamientos
convencionales

Industria quimica y
farmacia. Desechos
hospitalarios

Metales pesados

Son contaminantes inorganicos de suma
importancia por ser recalcitrantes a los
tratamientos tradicionales precisamente
por su alta toxicidad. Se originan del
rapido desarrollo industrial,
principalmente alrededor de centros
industriales y mineros. También pueden
provenir de actividades militares,
escorrentias agricolas y fuentes no
puntuales

Efluentes industriales,
centros mineros,
cromadoras,
asentamientos humanos,
actividades militares,
industria del papel,
curtiduria, galvanoplastia,
fertilizantes y plaguicidas
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Los metales pesados pueden incorporarse a un sistema de abastecimiento de
agua por medio de residuos industriales que son vertidos sin previos tratamientos,
y posteriormente son depositados en lagos, rios y distintos sistemas acuiferos
(Garcia, 2005).

Se consideran entre los metales pesados elementos como el plomo, el cadmio, el
cromo, el mercurio, el zinc, el cobre y la plata, entre otros, los cuales constituyen
un grupo de gran importancia, ya que algunos de ellos son esenciales para las
células, pero en altas concentraciones pueden resultar toxicos para los seres

vivos, organismos del suelo, plantas y animales, incluido el ser humano.

En el siguiente apartado se detallan las caracteristicas fisicoquimicas que
describen a los metales pesados, asi como las implicaciones ambientales y de
salud publica que genera su presencia en efluentes industriales sin un adecuado

tratamiento.
2.2 Problemética de los metales pesados

El uso del recurso hidrico provoca una disminucion en su calidad y, en muchos
casos, un deterioro ambiental al ser reincorporado al medio receptor sin un
tratamiento posterior a su utilizacién; de ahi la importancia de realizar un correcto
tratamiento al agua residual de acuerdo con sus caracteristicas quimicas y

biolégicas antes de ser vertida.

Los metales pesados constituyen un grupo cercano a los 40 elementos de la Tabla
Periddica, que poseen una densidad mayor a 5 g cm™. Sin embargo, desde el
punto de vista ecotoxicoldgico, el rango distintivo es que a pesar de que muchos
de ellos son esenciales para el metabolismo, también tienen efectos toxicos sobre
las células, principalmente como resultado de su capacidad para alterar o

desnaturalizar las proteinas. (Barakat, 2011).
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Algunos efectos sobre la salud son caracteristicos de cada compuesto, como el
arsénico que es un metaloide ampliamente encontrado en la metalurgia del cobre,
sus compuestos trivalentes tienen tendencia acumulativa en el organismo: en

queratina de unas, pelo y piel. (Huato, 1998).

Por otro lado, el cadmio ingresa al organismo via respiratoria y gastrointestinal. En
sangre, el 70% esta en los hematies. Se acumula en rifiones e higado y ya se ha
determinado su carcinogenicidad. (Ochial, 1195).En lo que respecta al cromo (Cr),
su absorcion, distribucion y excrecidn es muy variable y depende principalmente
de sus caracteristicas fisicoquimicas y de la solubilidad del metal. Algunos
compuestos trivalentes se absorben rapidamente y su concentracion urinaria es
elevada, pero es su forma hexavalente, que es sumamente téxica,
desafortunadamente es la especie quimica requerida y utilizada en los procesos
industriales. (Corey, 1989).

En lo que respecta a la exposicion ocupacional del plomo, su principal via de
ingreso es el pulmén y el 50% del Pb proveniente de esta via se absorbe y
distribuye a todo el organismo, mientras que un 75% es excretado por los rifiones.
(Corey, 1989).

Por ultimo, la peligrosidad del mercurio metalico (Hg) radica en que se evapora a
temperatura ambiental y es absorbido facilmente por la via respiratoria. En
pulmones, los vapores de Hg son oxidados a Hg Il, ligandose inmediatamente a
las proteinas, consiguiendo asi su forma organometalica para ser acumulada en
rinones, higado, bazo, huesos y células relacionadas con el sistema nervioso
central (SNC). (Ramirez, 2006).

La toxicidad de los metales pesados descritos es muy alta. Su accion directa sobre
los seres vivos ocurre a través del bloqueo de las actividades bioldgicas, es decir,
la inactivacion enzimatica por la formaciéon de enlaces entre el metal y los grupos
—SH (sulfhidrilos) de las proteinas, causando dafios irreversibles en los diferentes

organismos (Vullo, 2003).
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Existe vasta informacién sobre los efectos a la salud que pueden causar los
metales pesados, incluyendo un incorrecto desarrollo del cuerpo humano, cancer,
dano a los érganos internos y trastornos al sistema nervioso. En altas dosis, los
metales pesados pueden causar dafios a diferentes partes del cerebro y en casos

extremos la muerte (Barakat, 2011).

A pesar de todo lo anterior, las descargas de aguas residuales con metales
pesados han ido en aumento, en los Uultimos afos, debido a la rapida

industrializacién, pero sin el tratamiento apropiado.

2.2.1 Uso de bacterias tolerantes en el tratamiento de aguas residuales con

contenido de metales pesados

El objetivo de los tratamientos de un agua residual es el de separar, concentrar y/o
transformar los diferentes tipos de contaminantes presentes en el agua, para
garantizar la calidad que exige la legislacion y asi poder verter el agua al cuerpo

receptor final.

Existen muchas tecnologias para el tratamiento de aguas residuales municipales e
industriales. Para estas Uultimas, el propésito particular es modificar las
propiedades fisicas y/o quimicas de sus compuestos, ademas de disminuir o
eliminar la toxicidad de estos elementos y lograr un vertimiento que cumpla con los

requerimientos legales ambientales.

La remediacion es usada para solucionar problemas generados por la dispersion
de contaminantes en el ambiente. Se define como el uso intencional de procesos
de degradacion quimicos o biolégicos para eliminar sustancias contaminantes que
han sido vertidos con conocimiento o accidentalmente en el ambiente. Los
procesos de remediacion pueden efectuarse in situ, o sea en el mismo lugar
donde ha ocurrido la contaminacion, o bien ex situ, separando la porcion

contaminada y trasladandola a un reactor (Vullo, 2003).
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En especifico, los microorganismos son considerados como contaminantes porque
algunas especies son patdgenas para el humano. No obstante, no soélo son
perjudiciales para la salud, sino que realizan procesos que sustentan la vida y son
utilizados en beneficio de la humanidad a través de desarrollos biotecnolégicos.
En efecto, los métodos mas usados para el tratamiento de aguas residuales son
los llamados sistemas bioldgicos, en los cuales los microorganismos son la parte
fundamental del funcionamiento de los biorreactores, ya que de ellos depende la
eficiencia en la remocion de los contaminantes al degradar la materia organica y
transformar compuestos de nitrégeno y fésforo presentes en las aguas residuales
(Knobelsdorf, 2005).

Asi, la eficiencia de remocién de los contaminantes se encuentra en funcion, en
gran medida, de la presencia de los organismos procariéticos. En este sentido, su
tratamiento y certera cuantificacion son procedimientos obligados y de suma

importancia en el tratamiento de cualquier agua residual.

A los procesos de descontaminacion de aguas y suelos donde intervienen
elementos vivos (plantas, microorganismos, etc.) se les denomina procesos de
biorremediacidén y surgen como una rama de la biotecnologia que busca resolver
los problemas de contaminacion mediante el uso de seres vivos capaces de

degradar compuestos que provocan desequilibrio en el ambiente.

En 1988 los cientificos comenzaron a utilizar microorganismos para eliminar
contaminantes y desechos toxicos producidos por diversos procesos industriales.
Por ejemplo, algunas bacterias pueden usar realmente contaminantes como
fuentes de energia; otras producen enzimas que degradan toxinas en sustancias

menos daninas (Tortora y col., 2007).

Los mecanismos de accidn bacteriana para la remocion de contaminantes son tan
eficientes que incluso se utilizan enzimas bacterianas para la limpieza de sistemas

hidraulicos que presentan obstrucciones, lo cual evita el uso de sustancias
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quimicas perjudiciales para el ambiente. Segun la problematica a resolver, en
algunos casos se utilizan microorganismos autéctonos del ambiente; en otros se
emplean organismos procaridticos genéticamente modificados. Por diversas
circunstancias, en la mayoria de los casos es mejor usar las bacterias nativas del
sitio, principalmente por su adaptacién natural a las condiciones climatolégicas
(Adams y col., 1999).

Entre las bacterias mas empleadas para la biorremediacion destacan ciertas
especies de los géneros Pseudomonas y Bacillus por la versatilidad y tolerancia

que presentan (Tortora y col, 2007).

2.2.2 Humedales artificiales inoculados con cepas tolerantes para el
tratamiento de metales pesados

Existen diversos sistemas de tratamiento de aguas residuales, entre los cuales
destacan los de tipo biolégico como los de lodos activados, los filtros percoladores,
los reactores secuenciales por lotes, los digestores o reactores anaerobios y los
humedales artificiales, siendo en efecto los mas utilizados para el tratamiento de
los efluentes municipales. Dentro del tren de tratamiento de aguas residuales, el
sistema bioldgico (tratamiento secundario) se caracteriza por transformar la mayor
cantidad de materia organica en CO; y agua, asi como la asimilacion y conversiéon
de nutrientes a formas asimilables o liberadas del medio acuoso (hacia la
atmdésfera). Todo esto se realiza por mecanismos de accidén bacteriana propios de
su metabolismo. Se presentan algunos ejemplos en el siguiente apartado. (Duran-
de-Bazua, 1995).

En especifico, los sistemas de humedales artificiales presentan altas eficiencias de
remocidén de compuestos tanto organicos como de metales pesados, debido a los
procesos que resultan de las interacciones entre la vegetacion, el medio de
empaque Yy las bacterias (DeLaune y Pezeshki, 2001; Vymazal y Kropfelova,
2009). De los dos primeros, se han realizado numerosos estudios con el fin de
entender y optimizar los procesos que permiten la remocién de los metales

pesados presentes en el agua residual. Sin embargo, para un completo
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entendimiento y optimizacion, resulta conveniente investigar, también, sobre la
intervencidon de las bacterias en el proceso, ya que desempeinan el papel mas
importante en la remocidn de los mencionados contaminantes inorganicos, lo cual
se ha indagado de pruebas de aislamientos bacterianos expuesto a soluciones
con metales pesados (Carballo-Valdés y col., 2009; Rodriguez y Rodriguez, 2002;
Ruiz-Lopez y col. 2010; Xie y col., 2010).

Asi mismo, existen trabajos con bacterias tolerantes a metales pesados presentes
en aguas residuales. Al respecto, se han realizado estudios recientes como el de
Rathnayake y col. (2010) y el de Salgado-Bernal y col. (2012), en los cuales se
han encontrado bacterias rizosféricas con tolerancia a altas concentraciones de
metales pesados. Dichas bacterias se han estudiado ampliamente con el objetivo
de evaluar el efecto de organismos tolerantes sobre la eficiencia de remocién de
cromo y otros metales pesados en humedales artificiales a escala de laboratorio
(Amabilis-Sosa y col., 2015; Pérez y Ganado, 2013).

Estos estudios sugieren la posibilidad de la remocién de metales pesados en
sistemas de tratamiento secundario, en especial en los humedales artificiales de
flujo subsuperficial por las caracteristicas funcionales y constructivas que poseen.
La remocion esta sustentada en tres principios basicos: la actividad bioquimica de
microorganismos, el aporte de oxigeno a través de la vegetaciéon durante el dia y
el apoyo fisico de un lecho inerte que sirve como soporte (medio de empaque)
para el enraizamiento de las hidrdfitas, y para el desarrollo de los microorganismo

en forma de biopelicula (Kadlec y Wallace, 2009).

A pesar de los resultados positivos que se han reportado a lo expuesto acerca de
los metales pesados, los organismos bacterianos requieren remover los
contaminantes convencionales de un agua residual municipal como materia
organica proveniente de moléculas de carbohidratos, lipidos y proteinas. Asi como
nutrientes inorganicos disueltos y subsistir a las condiciones de oxigeno propias

de los humedales artificiales. Todo esto se debe cumplir para considerarlas en el

-19 -



tratamiento de aguas residuales municipales, independientemente de la tolerancia
a los metales pesados.
En este sentido, en el siguiente apartado se elucida acerca del metabolismo

bacteriano en funcion del tipo de contaminante presente en las aguas residuales.

2.3 Metabolismo bacteriano en laremocion de contaminantes de las aguas

2.3.1 Remocién de materia organica

Las bacterias pueden asimilar varios compuestos organicos carbonosos y usarlos
para sus funciones metabdlicas y sintesis de nuevo material celular. Los
aminoacidos, los acidos grasos, los acidos organicos, los glucidos, las bases
nitrogenadas e incluso compuestos aromaticos pueden ser usados por unas u

otras especies bacterianas. (Duran-de-Bazua, 1995).

Las aguas residuales a tratar puede contener constituyentes fisicos, quimicos y
biolégicos, asi como una mezcla de sustancias organicas e inorganicas,
suspendidas o disueltas. Las sustancias organicas constituyen la principal fracciéon
de contaminantes en la mayoria de las plantas de tratamiento. El carbono organico
predomina como una numerosa mezcla de sustancias disueltas y suspendidas
que estan formadas como base, por combinaciones de carbono, de hidrogeno y de
hierro. En la mayor parte de las aguas residuales la fraccidon organica corresponde
al 70% de la cantidad de materia sdlida existente (Metcalf & Eddy, 2003; Tebuitt,
1977) y el 30% restante es inorganico. La Tabla 2 muestra la composicion de esta

materia organica presente, ya sea disuelta o suspendida.

Tabla 2. Compuestos organicos presentes en aguas residuales domésticas,

expresados como porcentaje

COMPUESTO SCOTTI TEBUTT METCALF & EDDY
ORGANICO (1968) (1977) (2003)
Proteinas 40 65 40 - 60
Carbohidratos 50 25 25-50
Lipidos 10 10 10
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A pesar de que la materia organica biodegradable no es perjudicial requiere de
oxigeno disuelto para ser degradada, por lo que si se encuentra en exceso
generara condiciones anoxicas O anaerobias, lo cual es perjudicial para las
especies acuaticas que habitan en los cuerpos de agua ya que, ademas, crea
condiciones favorables para el desarrollo de microorganismos patdégenos. (Duran-
de-Bazua, 1995).

En la Figura 3 se muestra que, en el 2003, las industrias que contribuyeron con
mayor carga de contaminantes en México a las aguas residuales fueron la
azucarera, la petrolera y la agropecuaria (64% en conjunto) siendo el estado de
Veracruz el que generé mayores descargas aguas residuales industriales (cerca
del 40% del total nacional). (CONAGUA, 2014).

Destileria y
Vitivinicultura
0 Otras
4%
19%
Alimenticia
Cerveza Azucarera,
y malta petroleray
4% agropecuaria
64%

Figura 3. Materia organica descargada en aguas residuales por giro industrial.
Modificado de CONAGUA (2004)

Las proteinas presentes en las aguas residuales son generalmente las albuminas

y globulinas. Todas las proteinas contienen carbono, comun a todas las sustancias
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organicas, oxigeno e hidrogeno. Ademas, como caracteristica distintiva, contienen
una elevada cantidad de nitrégeno. Asi, la urea y las proteinas son los principales
responsables de la presencia de nitrégeno en las aguas residuales y en grandes
cantidades se relacionan con los procesos de eutrofizacion, ya que el nitrégeno es
uno de los nutrientes esenciales para el desarrollo de los organismos
fotosintéticos. Ademas, el exceso de proteinas es fuente de olores fuertes y
desagradables (alteraciéon de caracteristicas organolépticas) (Metcalf & Eddy,
2003).

Por su parte, los carbohidratos se encuentran ampliamente distribuidos en la
naturaleza y, en particular, en las aguas residuales se encuentra presente en sus
formas mas comunes, tales como glucosa, sacarosa, almidén y celulosa.
Contienen carbono, oxigeno e hidrégeno. Los mas comunes contienen seis
atomos de carbono por molécula (o un multiplo de seis), y oxigeno e hidrégeno en
las mismas proporciones en las que ambos elementos se hallan presentes en el
agua residual; algunos, como la glucosa y la sacarosa, son solubles en agua y

mas facilmente degradados por los microorganismos.

Los hidratos de carbono tienen tendencia a descomponerse por procesos
enzimaticos. Los almidones, por otro lado, son mas estables, pero se convierten
en glucidos de baja masa molecular por la actividad bacteriana asi como por la
accion de acidos minerales diluidos. Desde el punto de vista del volumen y la
resistencia a la descomposicidon, la celulosa es el hidrato de carbono cuya
presencia en el agua residual es mas importante por su mas lenta o dificil
biodegradacion (Blundi, 1988).

Los lipidos son el tercer componente organico presente en las aguas residuales,
provenientes de los alimentos como carnes, mantequilla, manteca de cerdo,
margarina, gérmenes de cereales y semillas en general, nueces, del uso de
aceites vegetales y ciertas frutas (Metcalf & Eddy y, 2003). Las membranas
citoplasmaticas de todas las células contienen lipidos y muchos organismos

producen materiales de reserva lipidicos y los contienen en su pared celular. Estas
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sustancias son biodegradables y son sustratos excelentes para el metabolismo
microbiano productor de energia, ya que se obtiene una alta eficiencia energética
de ellas. De la misma forma, cuando las células mueren, su contenido de lipidos
es catabolizado para generar CO, y agua como producto final del catabolismo
(Madigan y col., 2009).

El término grasa, de uso extendido, engloba las grasas animales, aceites, ceras y
otros constituyentes presentes en las aguas residuales. Las grasas animales y los
aceites son compuestos de alcohol (ésteres) o glicerol (glicerina) y acidos grasos.
Quimicamente son muy parecidos y estan compuestos por carbono, oxigeno e

hidrogeno en diferentes proporciones. (Badui-Dergal, 1993).

Los compuestos lipidicos se hallan entre los compuestos organicos de mayor
estabilidad, y su descomposicion por accidén bacteriana es mas complicada que la
de los carbohidratos y proteinas. La mayor parte de estos aceites flotan en el agua
residual, aunque una fraccién de ellos se incorpora al lodo residual como sélidos
flotantes. Las particulas de estos compuestos interfieren en el normal desarrollo
de la actividad biolégica y son causa de problemas de mantenimiento y operacion

en las plantas de tratamiento. (Metcalf & Eddy, 2003).

Como ha sido descrito, la presencia de grasas y aceites en el agua residual puede
provocar problemas, tanto en la red de alcantarillado como en las plantas de
tratamiento. Ademas, si no se elimina el contenido de grasas antes del vertido del
agua residual, puede interferir con la vida acuatica de las aguas superficiales y
crear peliculas y acumulaciones de materia flotante perjudiciales. (Duran-de-
Bazua, 1995).

Se pueden utilizar una variedad de parametros para determinar el contenido de
materia organica de las aguas residuales en una muestra dada. Los métodos mas
usados son las medidas indirectas que miden el déficit de oxigeno. Estas son la
demanda bioquimica de oxigeno (DBO) y la demanda quimica de oxigeno (DQO).

La DBO se encuentra relacionada con la cantidad de oxigeno disuelto que
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consumen los microorganismos aerobios para degradar la materia organica
presente en el agua residual. Por su parte, La DQO se refiere a la cantidad
estequiométrica de oxigeno contenido en el ion Cr,O;” necesario para oxidar la
materia organica presente en el agua residual, por lo que brinda una medida mas
real de la cantidad de carbono organico disuelto, ya que el dicromato tiene un
potencial oxidante mas alto que el metabolismo bacteriano aerobio. (Duran-de-
Bazua, 1995).

2.3.2 Remocién de nitrégeno

Después del carbono, el nitrégeno es el elemento mas abundante en las células,
al ser constituyente primordial de las proteinas, de los acidos nucleicos y de otros
organelos celulares. Asi mismo, es uno de los contaminantes mas importantes del
agua, ya que las actividades agricolas e industriales han propiciado el incremento
casi en un 100%, de la concentracién de nitrégeno fijado anualmente en la
biosfera (Berks y col., 1995; Bock y col., 1995).

Por una parte, el amoniaco (NH3) presente en aguas residuales municipales se
deriva principalmente de la orina y se forma en el sistema de alcantarillado
mediante accion enzimatica sobre la urea por la ureasa. Parte importante de este
nitrogeno llega a los diferentes cuerpos de agua en la forma de amonio (NH,),
nitrato (NO3"), nitrito (NOz’) o dinitrégeno (N2), creando problemas de toxicidad
para los organismos acuaticos, principalmente, sobre aquellos relacionados con la
eutrofizacion de lagos (Laws, 1993), de la cual ya se habia mencionado. La mayor
parte de las bacterias son capaces de usar amonio como unica fuente de

nitrégeno y otras muchas pueden usar las formas oxidadas nitratos y nitritos.

Existen métodos fisicoquimicos y biolégicos para la eliminaciéon de compuestos de
nitrogeno del agua. Los primeros, en la mayoria de los casos, no resuelven el
problema ya que trasladan el contaminante de un ambiente a otro. Los métodos
biolégicos si eliminan al contaminante y, en condiciones idoneas, sus productos

finales son CO, y N,. (Soto-Esquivel y col., 2013).
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Los compuestos nitrogenados constituyen nutrimentos clave para el crecimiento
de los seres vivos, asi que el nitrdgeno puede ser eliminado del agua si es
asimilado por microorganismos, pero el manejo de la biomasa producida de este
modo resulta en si un problema. Por ello, los procesos biolégicos no asimilativos,
como la nitrificacion y la desnitrificacion, han constituido la forma mas efectiva,
sostenible y econémicamente factible de eliminacién de nitrogeno de las aguas

residuales (Halling-Sérensen y Jérgensen, 1993).

Para la eliminacion del nitrogeno en los sistemas de tratamiento de aguas
residuales se requiere la nitrificacion y posterior desnitrificacion. La transformacion
se da tanto en los suelos como en las aguas a través de la accion de las bacterias
y NoO se conoce ninguna bacteria que sea capaz de transformar directamente el
amonio a nitrato. En esta oxidacién participan mas bien dos grupos de bacterias
para que haya primero una oxidacion de amonio a nitritos y posteriormente de
nitritos a nitratos. En cada una de ellas participan microorganismos de géneros
diferentes, como Nitrosomonas, Nitrosococcus, Nitrosolobus, Nitrosospira y
Nitrosovibri. Las bacterias nitrificantes quimioautotrofas son las responsables de la
conversion del amoniaco en nitritos y posteriormente en nitratos (Parés y Juarez,
1997).

Para eliminar completamente los compuestos de nitrégeno del agua, es necesario
el proceso de desnitrificacion, que es la reduccion de las formas oxidadas (nitratos
y nitritos), previamente formadas a partir del nitrégeno amoniacal. Sin embargo, la
capacidad de realizar este proceso metabdlico, esta limitada a algunas bacterias.
En efecto, las especies activas se encuentran restringidas a los géneros
Pseudomonas, Bacillus y Paracoccus, aunque Thiobacillus desnitrificans y
ocasionalmente especies como Chromobacterium, Corynebacterium,
Hyphomicrobium o Serratia pueden realizar también este proceso (Parés y Juarez,
1997).
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El primer paso de la desnitrificacion es la reduccion de NO3s™ a NO,, seguido de la
reduccion de NO; a NO y de la reduccién de NO a N;O, siendo la ultima etapa la
reduccion del NoO a Nj, (forma gaseosa del nitrégeno que es transferida a la
atmdsfera) en donde cada reduccion tiene una velocidad especifica de reaccion

que depende de las caracteristicas cinéticas de cada enzima participante.

En la Figura 4 se puede observar la ruta de eliminacion del nitrogeno de las aguas

residuales, basada en los procesos antes descritos de nitrificacion-desnitrificacion
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NHs*— » NOz; 1 » NO:y |— » NOr— NO _ » N2O Nz
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Corynebacterium, Hyphomicrobium o Semratia
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Figura 4. Ruta de eliminacion bioldgica del nitrégeno de las aguas residuales

(construccion de la autora)

Los altos niveles de compuestos de nitrdgeno en las descargas de aguas
residuales ocasionan impactos negativos en la calidad del agua al relacionarse
con el fendmeno de eutrofizacion. Por esta razén deben ser eliminados junto con
el carbono organico durante el tratamiento de aguas residuales, aunado a que sus
niveles maximos de concentracidén se encuentran indicados en la normativa

mexicana e internacionales.
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Acorde con esto es importante conocer la viabilidad del uso de las cepas
tolerantes estudiadas en funcion de su contribucion a la remocioén de nitrégeno ya
que, a diferencia de los compuestos hasta ahora descritos, el nitrégeno no es
asimilado de manera directa (sélo una pequefia cantidad de amonio para la
sintesis de proteinas). En efecto, la remocion del nitrégeno implica dos procesos
acoplados entre si que, como ya se menciono arriba en términos generales, se
denominan nitrificacion y desnitrificacion.

Por otra parte, el fosforo en aguas residuales se encuentra principalmente como
fosfatos y en formas organicas (ya asimilado por los organismos). La
contaminacion de agua por este elemento tiene su fuente principal en el uso de
productos de limpieza con compuestos fosfatados (efecto surfactante). Es esencial
para el desarrollo de los organismos y puede ser un nutrimento limitante de la
productividad primaria. La incorporacién de aguas residuales o tratadas en los
cuerpos de agua provoca un incremento en sus concentraciones, lo cual a la vez
estimula el crecimiento acelerado de macro y microorganismos, provocando
eutrofizacion (por el decaimiento de oxigeno disuelto) con la desventaja, a
diferencia del nitrégeno, que no esta presente como una especie quimica gaseosa
que pueda para ser transferida a la atmdésfera (Chapra, 1997). Sin embargo al ser
asimilado de forma organica e inorganica para la sintesis celular, de material
genético y de ATP por parte de los microorganismos procarioticos, es susceptible
de ser removido de las aguas residuales con un adecuado tren de tratamiento y

control operacional (Masters y Ela, 2008).

2.3.3 Requerimientos de oxigeno de los microorganismos y su importancia

en el tratamiento de aguas residuales

La limpieza y depuracion de las aguas residuales, implica operaciones unitarias
como son la sedimentacion vy la filtracion para los materiales en suspension, pero
los procesos bioldgicos que se llevan a cabo en el proceso de tratamiento son los
de mayor importancia ya que transforman el material disuelto en suspendido

siendo los microorganismos el reactivo, el reactor y el producto. Por eso es
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primordial entender los mecanismos de los microorganismos que son

precisamente los que realizan la parte clave del proceso. (Duran-de-Bazua, 1995).

Los microorganismos, para desarrollar sus funciones metabdlicas, requieren
nutrientes que provean energia y condiciones fisicas entre las que destaca el
suministro de oxigeno. Esto es tan importante, que en el ambito del tratamiento de
aguas residuales los sistemas son clasificados segun el nivel de oxigeno con el

que trabajen (aerobios, facultativos y anaerobios). (Duran-de-Bazua, 1995).

La degradacién aerobia implica, en presencia de oxigeno, la oxidaciéon de las
proteinas, las grasas y carbohidratos en una secuencia sumamente compleja
(incluyendo por hidrdlisis, glucdlisis y ciclo de Krebs) que, finalmente, producen
agua y diéxido de carbono (CO,). Ademas, si persisten las condiciones oxidantes,
el nitrégeno amoniacal producido por la hidrdlisis de los compuestos nitrogenados
y que no escapa a la atmdsfera en forma de gas, se oxida a nitritos vy

posteriormente a nitratos. (Duran-de-Bazua, 1995).

Por su parte la degradacion anaerobia de la materia organica también tiene como
productos finales el CO; y agua, pero también metano y sulfuro de hidrégeno dada
la presencia de bacterias acidogénicas y arqueas metanogénicas aunque en este
caso los compuestos que promueven las reacciones de oxidacién-reduccién son

los sulfatos, entre otros. (Duran-de-Bazua, 1995).

Con lo anterior, se denota la importancia de la presencia de oxigeno en los
procesos de tratamiento de aguas residuales, ya que determinan el tipo de
microorganismos que degradan la materia organica. Desde otra perspectiva, un
consorcio bacteriano determina el tipo de sistema de tratamiento a utilizar

dependiendo de sus requerimientos de oxigeno o sustancias oxidantes.
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2.3.4 Interaccion entre microorganismos y metales pesados

Todas las interacciones entre los microorganismos y los metales u otros
elementos como carbono, nitrégeno, azufre y fosforo son componentes

fundamentales de los ciclos biogeoquimicos. (Manahan, 2007).

La toxicidad de los metales pesados se encuentra en funcion de mecanismos
moleculares como el desplazamiento de iones metalicos esenciales de
biomoléculas y bloqueo de sus grupos funcionales, la modificacion de la
conformacion activa de biomoléculas, especialmente enzimas y polinucleétidos, la
ruptura de la integridad de biomoléculas y modificacion de otros agentes

bioldgicamente activos. (Cervantes, 2001).

Dependiendo del estado de oxidacion que presente un metal y la especie que esté
conformando, un microorganismo puede realizar dos transformaciones posibles.
Una corresponderia a la movilizacion del metal, es decir el paso de un estado
insoluble inicial correspondiente a una fase sélida, a un estado soluble final, en
fase acuosa. Este proceso se conoce como el nombre de lixiviacion microbiana.
En contraste, el otro corresponde a la inmovilizacion del metal, es decir, el paso de
un estado soluble inicial en fase acuosa a uno insoluble final en fase sdlida.
(Cervantes, 2001).

Dentro de la amplia diversidad microbiana, existen organismos resistentes y
organismos tolerantes a metales. Los resistentes se caracterizan por poseer
mecanismos de desintoxicacion codificados genéticamente, inducidos por la

presencia del metal (Silver y Phung, 2005).

En cambio, los tolerantes son indiferentes a la presencia o ausencia del metal.
Tanto los microorganismos resistentes como tolerantes son de particular interés
como captores de metales en sitios contaminados, debido a que ambos pueden
extraer los contaminantes. La resistencia o tolerancia experimentada por

microorganismos es posible gracias a la accion de diferentes mecanismos como la
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biosorcion, bioacumulacion, biomineralizacion, biotransformacion y quimiosorcion,
los cuales don descritos a través de la Figura 5 y que se detallaran mas adelante
(Vullo, 2003).

2.3.4.1 Biosorcidén

La biosorcidon es un fendmeno ampliamente estudiado en la biorremediaciéon de
diversos metales pesados como el cromo y plomo. Se trata de utilizar biomasa
“‘muerta” en la que los microorganismos son utilizados como biosorbentes, por lo

general aislados a partir de ecosistemas contaminados. (Vullo, 2003).

s BIOACUMULACION
BICSORCION  paa. L SIOMINERALIZ ACTON
- v
B D ‘ v HS - M s
- .
M2 > L- M
-l oo 2H 41 e ’Co;"’ > m,
+ OH M(OH),
M :‘ N
BIOTRANS FORM ACTON “ Wéi NMEDIADA MOR MICROORSANISMOS
v 4
b HPO2- + M —» [ MPO,

HPO - + M7 —» | MPO,

Figura 5. Mecanismos de interaccion entre metales pesados y microorganismos
(Vullo, 2003)

Se caracteriza por retener los metales pesados en intervalos de tiempo
relativamente cortos al entrar en contacto con el medio acuoso. Esto minimiza los
costos en un proceso de remediacion, ya que no requiere la adicidén de nutrientes
al sistema, al no requerir un metabolismo microbiano activo. La biomasa capaz de
participar en estos procesos es facilmente extraible de los sistemas acuosos como
cursos de aguas o efluentes de diversos origenes, por lo que el proceso global de

biorremediaciéon resulta rentable. Es por ello que la busqueda de este tipo de
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microorganismos se encuentra en crecimiento constante, junto con el estudio de
sistemas biosorbentes, basados en el uso de consorcios microbianos o sistemas
mixtos, formados por microorganismos y macromoléculas (polimeros) sorbentes,
que incrementarian los rendimientos en la captacion de mezclas de metales
pesados (Vullo, 2003).

Los fendmenos de biosorcidn se caracterizan por la retencién del metal mediante
una interaccion fisicoquimica del metal con ligandos pertenecientes a la superficie
celular. Esta interaccion se produce con grupos funcionales expuestos hacia el
exterior de la célula perteneciente a partes de moléculas componentes de las
paredes celulares, como por ejemplo carboxilo, amino, hidroxilo, fosfato y
sulfhidrilo. En efecto, las bacterias han desarrollado diversos mecanismos de
resistencia para tolerar los efectos nocivos de los metales toxicos (Silver y Phung,
2005).

Entre ellos se encuentran principalmente los que involucran: componentes
celulares que capturan a los iones y neutralizan su toxicidad, enzimas que
modifican el estado redox de los metales o metaloides convirtiéndolos en formas
menos téxicas y transportadores de la membrana que expulsan las especies

nocivas del citoplasma celular (Vullo, 2003).

2.3.4.2 Bioacumulacion

Este mecanismo celular involucra un sistema de transporte de membrana que se
en carga de introducir el metal pesado que se encuentra en el entorno celular
(alrededores) hacia la célula, a cambio de un considerable gasto de energia. Este
consumo energético se genera a través del sistema H+ -ATPasa. Una vez
incorporado el metal pesado al citoplasma, es secuestrado por la presencia de
proteinas ricas en grupos sulfhidrilos llamadas metalotioneinas o también puede
ser dirigido a una vacuola, como ocurre en los hongos y plantas. Algunos ejemplos

de este proceso son muy interesantes, como el caso de acumulacién de uranio por
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la bacteria Pseudomonas aeruginosa, el cual fue detectado integramente en el

citoplasma, al igual que en la levadura Saccaromyces cerevisiae (Lovley, 2000).

2.3.4.3 Biomineralizacion

Los microorganismos son capaces de precipitar metales y radionuclidos en formas
quimicas como carbonatos e/o hidréxidos, mediante un mecanismo de resistencia
basado en la codificacion de plasmidos. En términos generales, este mecanismo
se basa en expulsar el metal toxico presente en el citoplasma hacia el exterior
celular en contracorriente a un flujo de H* (que ingresan hacia el interior celular).
Practicamente funciona como un sistema de bombeo a contracorriente. La
expulsion de los metales va acompanada con sustancias extracelulares (restos de
ADN) que da lugar a una alcalinizacidon localizada sobre la superficie celular

externa y por lo tanto la precipitacion del metal pesado (Vullo, 2003).

Otra forma de precipitar los metales es a través de la formacion de sulfuros o
fosfatos, como resultado de alguna actividad enzimatica celular. Un ejemplo de
ello es la precipitacion de sulfuros metalicos en reactores con cultivos mixtos de
bacterias reductoras de sulfato (Lovley, 2000) o la acumulacién de CdS en la
pared celular de las bacterias Klebsiella planticola y Pseudomonas aeruginosa
(Sharmay col., 2000; Wang y col., 1997).

2.3.4.4 Biotransformacioén

Este es un proceso que involucra un cambio quimico del metal pesado,
provocando por la accion metabdlica de la bacteria. Los mas evidenciados son el
cambio del estado de oxidacion o metilacién. Esta transformacion bioldgica de los
metales pesados que resultan toxicos mediada por enzimas microbianas puede
dar como resultado compuestos poco solubles en agua o bien compuestos
volatiles. El ejemplo mas claro es el ciclo del Hg en la naturaleza, donde la

bacteria Pseudomonas aeruginosa puede reducir el cation Hg** a Hg° y otros
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organismos pueden luego metilarlo dando como producto el CHsHg" y (CH3).Hg,

que son volatiles y aun mas toxicos que el propio Hg elemental. (Cervantes, 2001).

Las reducciones de V(V) a V(lII), Au(lll) a Au(0) y Cr(VI) a Cr(lll) conducen a la
precipitacion del metal bajo condiciones fisiologicas. Entre estos ultimos, el Cr es
el metal mas ampliamente utilizado en la industria de aceros, automoviles,
equipamiento de hospitales y curtiembres, entre otras. EI Cr(Vl) es un
contaminante de prioridad 1 catalogado por la Agencia de Proteccion Ambiental de
los Estados Unidos, ya que es estable en solucidén acuosa y por lo tanto de alta
movilidad en diferentes ambientes, con un alto potencial mutagénico y
carcinogénico. El paso a Cr(lll) produce la inmovilizacién por precipitaciéon de
hidroxidos y la disminucion en el grado de mutacion. La utilizacion de
microorganismos resistentes a Cr con capacidad de bioconversién del Cr (VI) en
Cr(lll) es de fundamental importancia en el tratamiento biolégico de efluentes
industriales (Lovley, 2000; Srinath y col., 2002).

2.3.4.5 Quimiosorcion mediada por microorganismos

Dentro de este término se pueden describir aquella clase de reacciones en donde
los microorganismos biomineralizan un metal, formando un depésito primario. Este
depdsito funciona como nucleo de cristalizacién, con la subsecuente deposicion
del metal de interés, promoviendo y acelerando asi el mecanismo de

mineralizacion.

Un ejemplo de este proceso es la adicion de Fe a un efluente a tratar en presencia
de bacterias reductoras del sulfato. Estos microorganismos producen sulfuros que
precipitan en forma de FeS, sobre la superficie celular. Los otros metales
contaminantes utilizan el FeS formado como soporte y cristalizan sobre sus
cristales. Luego, aprovechando las propiedades magnéticas del Fe, pueden
separarse facilmente de la fase soluble, descontaminando asi el material (Lovley,
2000).
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Cualquiera de los mecanismos microbianos arriba mencionados, posibilita la
remocion de los metales pesados presentes en efluentes contaminados. En
paralelo, los microorganismos autdctonos que sobreviven en sitios contaminados
han desarrollado mecanismos de resistencia y/o tolerancia que son utiles a la hora
de la implementacion de procesos de biorremediacion. Los microorganismos vy
sus productos pueden ser bioacumuladores muy eficientes de metales solubles y
particulados, En efecto, las tecnologias basadas en los microorganismos ofrecen
una alternativa para el tratamiento y/o recuperacion de diversos metales (Lovley,
2000).

Una de las ventajas del uso de las bacterias en el tratamiento de las aguas
residuales, es que al final del proceso se generan biosodlidos (lodos residuales)
que precisamente son los microorganismos pero como biomasa muerta, la cual
puede ser empleada como un bioadsorbente, eliminando el problema de la
toxicidad, provocada no solo por metales disueltos, sino también por las
condiciones adversas de postoperacion. Sin embargo, el uso de células no vivas
solamente remueve metales por biosorcion, a diferencia de la utilizacion de
microorganismos vivos, los cuales presentan mas de un mecanismo de los
mencionados en este apartado. En cualquier caso, ambos aspectos son ventajas
del uso de bacterias tolerantes a metales pesados en el tratamiento de aguas

residuales (Lovley, 2000).

2.4 Cuantificacion bacteriana

Es importante contar con un método de cuantificacion bacteriana, para conocer el
funcionamiento de cualquier tecnologia de biorremediacion, es por eso que el
siguiente apartado se detalla las caracteristicas de metodologias conocidas para

el conteo de microorganismos.

En general, los ensayos de cuantificacion microbiana se agrupan en métodos

directos y métodos indirectos. Con los primeros se determina la cantidad total de
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microorganismos (vivos y muertos), en tanto que con los segundos se cuantifica

unicamente a los microorganismos vivos (viables) (Ramirez-Gama y col., 2011).

El “crecimiento” microbiano hace referencia al aumento del numero de
microorganismos a lo largo del tiempo y no al aumento de tamafio de un
microorganismo y el aumento del numero de microorganismos permite la
formacion de colonias o de poblaciones. Es por eso que en microbiologia, la
palabra growth en inglés se tradujo como “crecimiento” para estudiar por
poblaciones y no en microorganismos individuales, ya que las bacterias se
reproducen generalmente por fision binaria. El resultado de la fisidn binaria son
dos células hijas por cada célula madre, asi, una célula se divide en dos, dos en
cuatro y cuatro en ocho y asi sucesivamente, dando una cinética de reproduccion

de “crecimiento” de tipo exponencial.

2.4.1 Métodos directos para el recuento de células totales

Mediante los métodos directos se establece la poblacidn total de microorganismos
existentes en una muestra. Tienen la ventaja de ser rapidos; sin embargo, a través
de ellos es imposible diferenciar a las células vivas de las muertas. La estimacion
del numero total de microorganismos se realiza por turbidimetria,

microscopicamente o con contadores electronicos (Ramirez-Gama y col., 2011).

2.4.1.1 Recuento microscopico

En el método de recuento directo se puede determinar el numero de células de
una poblacién, mediante el uso de un microscopio, en muestras fijadas sobre un

portaobjeto y para muestras liquidas se emplean camaras de recuento especiales.

El recuento directo por microscopia es un método rapido para conocer el numero
de células. Sin embargo, presenta ciertas limitaciones; en primer lugar no
distingue las células vivas de las muertas, las células pequefias son dificiles de ver

en el microscopio y algunas posiblemente se pierden en el recuento. Ademas, en
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ocasiones la precision es dificil, se requiere de un microscopio de contraste de
fases cuando la muestras no se tifien. El método no suele ser adecuado para
suspensiones con baja densidad celular y las células méviles se deben inmovilizar

antes del recuento (Madigan y col., 2009).

2.4.1.2 Turbidimetria

En una suspension microbiana, la cantidad de microorganismos esta directamente
relacionada con su turbiedad o densidad optica e inversamente relacionada con la
cantidad de luz que pasa por la misma. De este modo, se puede precisar con
bastante exactitud el numero de microorganismos presentes en una suspension
mediante la determinacion de la turbiedad. Para ello se emplean nefelémetros o

espectrofotometros (Figura 6).

La suspension microbiana se deposita en un tubo claro, se dirige una fuente de luz
constante hacia la suspension (luz incidente) y mediante una celda fotoeléctrica se
registra la intensidad de luz transmitida que sale de la celda de cuarzo u otro
material transparente (cubeta, por traduccion literal del inglés o el francés). La
metodologia es util con suspensiones de densidad microbiana baja y con cultivos,
en donde los microorganismos son unicelulares y con un tamano de unos cuantos
micrometros, caracteristicas que les permiten mantenerse suspendidos vy
homogéneamente distribuidos; en tanto que con microorganismos de mayor
tamano, asi como aquellos productores de polisacaridos, este tipo de metodologia

no es adecuada (Ramirez-Gama y col., 2011).
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Figura 6. Medidas turbidimétricas del desarollo microbiano realizadas en un

espectrofotometro o un fotémetro (Madigan y col., 2009).

La longitudes de onda mas utilizadas para medir la turbidez bacteriana son 540
nm (verde), 600 nm (naranja) y 660 nm (rojo). Los espectrofotometros miden
solamente luz no dispersada y las unidades se expresan en unidades fotométricas

como unidades de densidad 6ptica (DO) (Madigan y col., 2009).

2.4.1.3 Obtencién de una curva estandar

En el caso de organismos unicelulares, la densidad éptica es proporcional (dentro
de ciertos limites) al numero de células. Por consiguiente, las lecturas de turbidez
pueden usarse como un sustituto de los métodos de recuento directo. Sin
embargo, antes de utilizar la turbidez como sistema para estimar el numero de
células, se debe preparar primero para cada microorganismo a estudiar una curva
estandar relacionando alguna medida directa del numero de células (microscépica
o recuento de viables) o de la masa (masa seca) con la medida indirecta obtenida
con la turbidez. Tal curva de calibracion puede contener datos, tanto del numero
de células como de la masa celular, permitiendo una estimacién de ambos

parametros a partir de una simple lectura de la turbidez (Madigan y col., 2009).
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Las medidas de turbidez pueden ser razonablemente precisas y tienen la virtud de
ser rapidas y faciles de realizar. Ademas, estas determinaciones se pueden hacer
normalmente sin destruir o modificar significativamente la muestra. Por estos
motivos, las medidas de turbidez se usan con frecuencia para seguir la velocidad
de crecimiento en los cultivos microbianos. La misma muestra puede medirse
repetidamente y los resultados se puede representar semilogaritmicamente con
respecto al tiempo y usarse para calcular el tiempo de generacién de un cultivo en

crecimiento (Madigan y col., 2009).

2.4.1.4 Contadores electrénicos

Existen varios modelos para efectuar el recuento de microorganismos. En éstos se
hace pasar un volumen conocido de la muestra a través de un pequeiio orificio de
5 a 10 um de diametro, mediante manipulacion con una micropipeta de mercurio.
La resistencia a través del orificio esta normalizada y se altera cada vez que un
microorganismo pasa a través de él, la modificacion de la resistencia se amplifica
y ese registra electronicamente. Con estos métodos se valora la poblacién total,
que incluye células vivas y muertas. Este dato es util pero en ocasiones es
necesario conocer la poblacion de microorganismos vivos y activos. Con tal fin se
aplican otros métodos conocidos como recuento de organismos viables que no
son muy exactos, pero proporcionan la forma de estimar la cantidad de ciertos
grupos fisioldgicos en una muestra dada. El método usual para realizar una
determinacion de células viables se basa en contar el numero de células de la
muestra que es capaz de formar colonias sobre un medio sélido adecuado. Por
esta razon, el recuento de células viables también se llama recuento en placa o
recuento de colonias. En este procedimiento se supone que cada célula viable

puede formar una colonia (Ramirez-Gama y col., 2011).
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2.4.2 Métodos indirectos de recuento de células viables

2.4.2. 1 Método de dilucién y vertido en placa

El método de dilucion y vertido en placa involucra la dispersién de la muestra que
se estudia en un medio con agar. Se basa en el supuesto de que cada célula
bacteriana, incluida en el medio con agar o en su superficie, al multiplicarse dara
origen a un cumulo de células que producen una colonia. Se realiza en recuento
en aquéllas que se presenten entre 30 y 300 colonias, las que se reportan como
Unidades Formadoras de Colonias (UFC). El principal inconveniente de este
meétodo es que no existe ningun medio de cultivo o grupo de condiciones de
incubacion que permitan el desarrollo de todos los grupos microbianos. Esto indica
que el estudio de muestras con poblaciones heterogéneas involucra el recuento de
cada grupo microbiano o fisiolégico por separado, en donde el microbiélogo
empleara tantos medios de cultivo y condiciones de incubacion como grupos

microbianos le interese cuantificar (Madigan y col., 2009).

Los cuidados que se deben tener siempre presentes al desarrollar esta
metodologia, corresponde a efectuar la medicion exacta y precisa del volumen del
diluyente y de la muestra y en agitar y mezclar bien todas las suspensiones
microbianas. En la inoculacién y vertido en placa se debe medir el volumen exacto
de la muestra, mantener el medio de cultivo a la temperatura recomendada y
efectuar la homogeneizacion de la muestra y el medio de cultivo con rapidez

(Ramirez-Gama y col., 2011).
En la Figura 7 puede observarse un esquema del procedimiento de diluciones de

1:10 a 1:100.000 a partir de tubos de ensaye, en donde cada tubo de ensaye

contiene 1 mL del in6culo (Tortora y col., 2007).
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Figura 7. Método de diluciones seriadas para recuento en placa de colonias

(Tortora y col., 2007)

2.4.2.2 Método de la gota o de Miles y Misra

Se emplean pipetas Pasteur previamente calibradas o agujas hipodérmicas del
namero 19 (1.06 mm), de las que se eliminan los biseles y las puntas, se
desengrasan con cloroformo y se procede a comprobar su exactitud. En este tipo
de conteo se liberan de 48 a 52 gotas por mililitro. EI método consiste en colocar
un numero determinado de gotas de la muestra diluida sobre las placas de agar
con superficie seca. Después de que las gotas son totalmente absorbidas por el
agar, se invierten las placas y se incuban. Después de la incubacidén se
seleccionan las placas que tengan colonias aisladas en el area en que se
colocaron las gotas, de preferencia, aquéllas que contengan menos de 40 colonias

por gota.
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2.4.2.3 Recuento por filtro de membrana

Este procedimiento es muy util para establecer el numero de microorganismos en
muestras que contienen una poblacion muy reducida de microorganismos. En este
caso, volumenes grandes de aire o liquido se filtran a través de una membrana
porosa, en donde se concentran los microorganismos. La membrana con los
microorganismos retenidos se coloca en una placa sobre una almohadilla saturada
con el medio de cultivo adecuado y se procede a la incubacion. Los portafiltros
estan hechos de metal o de vidrio y se componen de un embudo inferior acoplado
a uno superior. Ambos, se sujetan mediante pinzas o anillo empalmador. Por su
parte, los filtros son discos delgados de éster de celulosa poroso, de unos 120 uym
de grueso y, principalmente, con una porosidad de 0.45um. Los poros de las
capas superiores son mas pequefios que los de la cara inferior. De esta forma, los
microorganismos quedan retenidos en la parte superior y el medio de cultivo

asciende facilmente hasta ellos por capilaridad (Madigan y col., 2009).

A ciertos medios de cultivo se les adicionan colorantes, los que al ser absorbidos
por los microorganismos, facilitan el recuento de las UFC desarrolladas sobre la

cuadricula de la membrana.

2.4.2.4 Numero mas probable

El método conocido como del Numero Mas Probable (NMP) es especifico para
organismos coliformes y se clasifica como un técnica de recuento de células
viables, fundamentado en la teoria de la probabilidad, donde la enumeracion de
organismos coliformes puede realizarse mediante el empleo de medios de cultivo
liquidos y sdlidos con caracteristicas selectivas y diferenciales. El principal
inconveniente en la utilizacion de la técnica NMP es su especificidad para
microorganismos patogenos por lo que el resto de los organismos procarioticos no
son cuantificados. En el caso que ocupa esta investigacion, que es el de las aguas
residuales, existen ambos tipos y el método solamente cuantifica a los primeros,

limitando su utilidad.
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2.4.3 Consideraciones sobre el recuento bacteriano

El conteo directo empleando el método conocido como de Unidades Formadoras
de Colonias (UFC) es aceptado y avalado internacionalmente, con la ventaja es
que genera certidumbre en los resultados al contar células viables. Su desventaja
es que se requiere de un mayor numero de materiales ya que por la misma
certidumbre requiere el uso de un minimo de siete diluciones de la muestra a

analizar, ademas del tiempo que implica.

Para concluir esta parte de los fundamentos, puede decirse que la estimacion del
numero total de microorganismos realizada por turbidimetria podria precisar con
exactitud el numero de microorganismos totales, viables y no viables, presentes en
una suspensidon mediante la determinacién de la turbiedad, empleando

nefelédmetros o espectrofotometros (Madigan y col., 2009).

Ademas, como se habia mencionado, la densidad Oéptica es proporcional al
numero de células bacterianas, por lo que, las lecturas de turbidez pueden usarse
como un sustituto de los métodos de recuento directo. Sin embargo, antes de
utilizar la turbidez con este fin, primero se debe preparar una curva de calibracion,
que permita relacionar la medida indirecta obtenida con la turbidez con una
medida directa del numero de células (microscépica o mediante recuento de
organismos viables) que se encuentre normada o estandarizada
internacionalmente. Aunado a esto, las medidas de turbidez pueden ser precisas y

tienen la virtud de ser rapidas y faciles de realizar.

Con base en lo anterior, resulta conveniente, establecer un método de
cuantificacion rapida calibrado estadisticamente en cuanto a precisiéon y exactitud
para la determinacion del numero de células microbianas presentes en algun(os)

tipo(s) de agua residual.

A continuacion se presenta la metodologia seguida en esta investigacion.
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3. METODOLOGIA

3.1 Caracterizacion bacteriana

3.1.1 Aislados bacterianos

Las cepas bacterianas utilizadas en el presente trabajo provienen de la
investigaciéon conducida por Salgado y col. (2012), quienes las aislaron de la
rizosfera de plantas hidréfitas de la especie Typha dominguensis, seleccionadas
de tres humedales naturales pertenecientes a la cuenca hidrografica Almendares-
Vento, en la Ciudad de La Habana, Cuba, para posteriormente evaluar su
tolerancia hacia diversos metales pesados. Los autores aislaron 58 cepas, de las
cuales se seleccionaron cinco denominadas como TAN117, TAN119, TAN217,
TAN 1113 y TAN 1115, que actualmente se encuentran bajo registro del GenBank
(simultaneamente disponibles en EMBL, Europa y DNA Data Bank, Japon), bajo la
referencia de Salgado y col. (2012). La seleccién se realiz6 con base en su mayor
capacidad para tolerar metales pesados, ademas de que fueron las Unicas que

exhibieron la habilidad de disminuir su concentraciéon de la fase acuosa.

Las cepas con las que se trabajé se encontraban en medio con agar nutritivo a
4°C en posicion inclinada. Estas se resembraron en nuevo medio previamente
preparado y esterilizado. De cada cepa inoculada en medio solido con agar
nutritivo, se prepard un frotis con ayuda de un asa bacteriolégica sobre un porta-
objetos con una gota de agua destilada. Se dej6é secar a condiciones ambientales
y, finalmente, las preparaciones fueron fijadas con calor del mechero (Ramirez-
Gamay col., 2011).

3.1.2 Caracterizacion morfoldgica y de requerimientos de oxigeno

La tincion de Gram es un procedimiento de gran utilidad empleado en los

laboratorios de microbiologia. Se define como una tincién diferencial, ya que utiliza
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dos colorantes y clasifica a las bacterias en dos grandes grupos: bacterias Gram

negativas y bacterias Gram positivas (Madigan y col., 2009).

Acorde con lo anterior, se hizo una tincion diferencial para cada cepa aislada
utilizando Cristal Violeta como primer colorante, seguida de una solucion de yodo
para, posteriormente, decolorar la muestra con una mezcla de alcohol etilico-
acetona vy, finalmente, se aplicdé Safranina como colorante de contraste. Asi, con
ayuda del microscopio 6ptico (Olympus Official Modelo CH30), se realizaron las
observaciones morfoldgicas con objetivo de 100x, adicionando a la preparacién

una gota de aceite de inmersion (Ramirez-Gama y col., 2011).

Una de las caracteristicas de las especies de Bacillus, que es exclusiva entre
todos los microorganismos aerobios de importancia ambiental, es la capacidad de
producir esporas. Dichos componentes celulares no se tifien con los métodos
comunes, como la tinciéon simple y la tincion de Gram, porque estos colorantes no

atraviesan sus paredes (Madigan y col., 2009).

Dado que la presencia de endosporas es importante para indagar sobre los
mecanismos de remocion de metales pesados en aguas residuales, se procedio a
utilizar la tincion Schaeffer y Fulton descrita en el Manual de Microbiologia
(Ramirez-Gama y col., 2011). En este orden de ideas, se aplicd el colorante
primario Verde de Malaquita a una pelicula seca fijada con calor y se calentd
nuevamente hasta la emision de vapores durante aproximadamente 5 minutos. El
calor ayudd a que el colorante atravesara la pared de la endospora. Luego se lavo
el preparado con agua durante aproximadamente 30 segundos para eliminar el
exceso de Verde de Malaquita de todas las partes de las células salvo de las
endosporas. A continuacion se aplicé safranina sobre la pelicula seca presente en
el portaobjetos, conocida coloquialmente como “extendido”. La safranina es un
colorante de contraste para tefir las porciones de la célula distintas de las
endosporas. En un extendido preparado de modo adecuado, las endosporas

aparecen verdes dentro de células rojas o rosadas (Tortora y col.,, 2007);
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posteriormente, se hicieron la observaciones con el microscopio 6ptico antes
mencionado.

Por otro lado, se determiné el efecto del oxigeno sobre el desarrollo de las cepas
microbianas mediante el medio tioglicolato (Figura 8) para conocer, por una parte,
si las cepas seleccionadas cuentan con la caracteristica necesaria para subsistir
bajo las condiciones de oxigeno de las aguas residuales, en las que por lo general
se presentan condiciones andxicas-anaerobias (Madigan y col., 2009) vy, por la
otra, para conocer si el método indirecto de cuantificacion bacteriana, detallado
mas adelante, es aplicable a dichas aguas residuales. Este método fue elegido por
la completa informacion que proporciona, ya que también indica si la bacteria es
facultativa con preferencias aerobias o facultativa con preferencias anaerobias

(Ramirez-Gama y col., 2011).

3
3
8

Figura 8. Medio con tioglicolato donde se pueden apreciar las dos zonas

principales, 6xica y andxica
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3.2 Caracterizaciéon bioguimica bacteriana

La caracterizacién bioquimica de las cepas bacterianas se realizé en funcion de la
remocion de materia organica disuelta de las aguas residuales. Esto es, la
capacidad de metabolizar a CO, y agua, las macromoléculas de carbohidratos,
proteinas y lipidos que, en las aguas residuales, son expresadas como materia

organica y constituyen el contaminante mayoritario (Madigan y col., 2009).

3.2.1 Degradacion de la caseina

Para determinar si los microorganismos estudiados son capaces de degradar
proteinas, como la caseina, se prepararon tubos con caldo nutritivo y leche
descremada en polvo con campana de Durham, en los cuales se inocularon
aproximadamente 0.5 mL de las cepas aisladas previamente puestas en desarrollo
24 horas en caldo nutritivo. Se dejaron en incubacién por 24 horas a 30°C y
posteriormente se les midié el pH y se realizaron las observaciones pertinentes

(Ramirez-Gama y col., 2011).

3.2.2 Biodegradacion de carbohidratos

La utilizacion de hidratos de carbono por parte de los microorganismos estudiados
se corrobora experimentalmente mediante la prueba de biodegradaciéon de
carbohidratos en tubos con medio base Rojo de Fenol y sacarosa como hidrato de
carbono biodegradable. Por lo tanto, la degradacion del compuesto organico se
observa por la acidez en el medio de cultivo y la formacion de gas capturado en la

campana de biodegradacion (Ramirez-Gama y col., 2011).

Aunado a lo anterior, mediante la técnica analitica de la demanda quimica de
oxigeno (DQO) descrita en la NMX-AA-030-SCFI1-2001 (DOF, 2013), se cuantifico
la asimilacién de la materia organica por parte de los microorganismos. El método
se basa en que una gran cantidad de compuestos organicos e inorganicos son

oxidados por accion de dicromato de potasio en solucidn acida. Acorde con esto,
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se prepararon muestras de agua residual sintética con contenido inicial de DQO
conocido (a partir de sacarosa) y se introdujeron las cepas en estudio. Una vez
transcurrido el tiempo de residencia hidraulico o de contacto sugerido por
Amabilis-Sosa y col. (2015), se les determiné la concentracion final de DQO, que
es equivalente a la cantidad de carbohidratos asimilados por el consorcio
bacteriano. Cabe mencionar que en las aguas residuales municipales, la materia
organica equivale a la cantidad de carbohidratos, lipidos y proteinas presentes en

el medio acuoso.

3.2.3 Hidrdlisis de lipidos

Esta prueba se realiza para determinar la capacidad de los microorganismos para
producir la enzima lecitinasa, evidenciada por la aparicion de la opacidad en el
medio con yema de huevo, siendo una prueba tipica requerida para la
identificacion de especies de Bacillus. En este orden de ideas, se sembraron los
microorganismos estudiados mediante una estria recta en una placa de agar yema
de huevo y se incubaron durante 48 horas a 30°C para, posteriormente realizar las

observaciones. La prueba se hizo segun lo descrito por McFaddin (2003).

3.2.4 Reduccién de nitratos

La nitrificacibn solamente la realizan cierto grupo de bacterias que
afortunadamente se encuentran en aguas residuales municipales y que no es
ninguna de las cepas utilizadas en el presente estudio. En contraparte, la
desnitrificacion puede ser conducida por un mayor numero de bacterias
facultativas y/o anaerobias en ausencia de oxigeno molecular. Asi, la prueba de
desnitrificacion fue realizada para determinar la capacidad de los microorganismos
de reducir nitratos y nitritos, ya que junto con el carbono, el nitrégeno se encuentra
en exceso en las aguas residuales siendo un riesgo para los cuerpos de agua a
los que son descargadas (Metcalf & Eddy, 2003).
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La parte analitica consiste en preparar tubos con caldo nitrito por cada cepa
aislada y después de su incubacién se anaden los reactivos A y B de Griess-
llosvay en cantidades iguales, en donde el nitrito reacciona con dos reactivos
afiadidos: acido sulfanilico y dimetil-a-naftilamina (o a-naftilamina), lo cual revela la

presencia de nitritos a partir de nitratos reducidos.

La reaccion de color se debe a la formacion de un compuesto diazonio,
psulfobenceno-azo-a-naftilamina. Cuando la prueba resulta negativa se utiliza la
prueba del zinc para forzar a reducir quimicamente los nitratos presentes a nitritos
y formar el compuesto colorido a partir de los reactivos de Griess-llosvay

(Ramirez-Gama y col., 2011).

3.3 Utilizacién de un método indirecto para cuantificar las bacterias en aguas

residuales

Con la finalidad de proponer un método para la cuantificacion rapida bacteriana, a
continuacion se detallan los pasos seguidos basados, por una parte, en la
tolerancia del consorcio bacteriano utilizado, lo que permitié que se cuente con un
amplio rango de concentracion bacteriana a cuantificar y, por otro lado, el
procedimiento se fundamenta en un analisis estadistico utilizado para validar

métodos analiticos, en los que es primordial la precisién y exactitud.
3.3.1. Curva de calibracion y cuantificacion bacteriana

La validez del método de cuantificacion indirecto a proponer, se encuentra en
funcion de la semejanza estadistica que exhiba con el método de cuantificacion de
unidades formadoras de colonias (UFC), que es el avalado y estandarizado por
diversas instancias internacionales. Asi, en primer lugar se realiz6 una curva de
calibracion graficando las concentraciones en UFC mL™ (abscisas) contra la
absorbancia medida en cada una de ellas (ordenadas). En primer término, el
consorcio microbiano conformado por las cinco cepas seleccionadas fue incubado

a 30°C durante 24 horas en cinco matraces que contenian caldo nutriente.
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Ademas, cada matraz contenia una concentracion diferente de la mezcla de
mercurio, plomo y cromo, con la finalidad de inhibir el crecimiento microbiano en
rangos controlados. Acorde con esto, en la Tabla 3 se indican las concentraciones
de metales pesados utilizadas para obtener diferentes concentraciones
bacterianas del consorcio. Este experimento se fundamenta en la metodologia

propuesta por Amabilis-Sosa y col. (2015).

Una vez aplicadas las diferentes concentraciones de metales (sustancias
inhibidoras del crecimiento) al consorcio bacteriano, se tomaron dos muestras, una
para la determinacion de UFC por el procedimiento descrito por Beishir (1996) y
otra para la lectura de la absorbancia de cada solucion. Estas ultimas se realizaron
a una longitud de onda de 400 nm en un espectrofotdmetro UV-Visible marca GBC
Cintra 5.

Tabla 3. Concentraciéon bacteriana en funcién de la concentracion de

metales pesados (+ desviacion estandar)

Concentracion
Plomo, mgL"' Mercurio, mgL"'  Cromo,mgL”"  bacteriana UFC mL"
x10°
0 0 0 300 + 29
0.82 0.003 0.53 270+ 31
5.5 0.02 3.5 220+ 21
16.5 0.06 10.5 100+ 14
33 0.12 21 39+3
66 0.24 42 0.12+0.01
110 04 70 0.02 + 0.01

Los resultados de absorbancia y concentracion bacteriana en UFC mL™" fueron
relacionados a través de una curva de calibracion, en la que a cada valor de
absorbancia le corresponde una concentracion bacteriana en UFC mL™" para asi

obtener la ecuacion de la curva resultante.
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Por otra parte, se recolectaron seis muestras de agua residual provenientes de
diferentes fuentes para medirles sus absorbancias. Estos valores de absorbancias
fueron utilizados para calcular sus UFC mL™ tedricas a través de la ecuacion de la
curva de calibracion previamente obtenida. Asi, a las mismas seis muestras se les
determind su concentracion bacteriana por el método directo de UFC y los
resultados se contrastaron estadisticamente contra las UFC tedricas (obtenidas a
partir de la curva de calibracién). Todos los analisis fueron conducidos con cinco
réplicas. Ademas las diferentes muestras de agua residual fueron caracterizadas
para indagar sobre el efecto de algun parametro sobre la validez del método de

cuantificacion bacteriana propuesto.
3.3.2 Determinaciones analiticas y analisis estadisticos

Los parametros que se les midieron a cada una de las seis muestras de agua
residual fueron valor de pH, conductividad eléctrica, potencial redox, sodlidos
suspendidos totales, sélidos suspendidos volatiles y carbono organico de manera
indirecta expresado como demanda quimica de oxigeno (DQO). Las primeras tres
determinaciones se realizaron a través de una sonda multiparamétrica marca
Hanna modelo HI 9828. Por su parte, los solidos suspendidos se calcularon por el
método de la NMX-AA-034-SCFI-2001 (DOF, 2001) y la DQO por el procedimiento
descrito en la NMX-AA-030-SCFI-2001 (DOF, 2013). Como se menciond
anteriormente, cada uno de estos parametros puede indicar la aplicabilidad del
método de cuantificacion propuesto, a través de valores inusuales, o bien en

conjunto, indicaran el tipo de agua residual y si dicho método es aplicable.

Para evaluar la certidumbre del método indirecto propuesto, todos los resultados
tedricos de concentracion bacteriana fueron analizados a través del método r&R
(Reproducibilidad y Repetitividad), el cual permite evaluar tanto la precision como
la exactitud. La primera a través de la variacidon observada en el proceso y la
segunda por medio de un estudio de exactitud, que examina las diferencias

existentes entre el promedio de las mediciones observadas (tedricas) y un valor de
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referencia o “valor maestro” que en este caso son las UFC mL" medidas
experimentalmente (Montgomery, 2012). La evaluaciéon de la certidumbre se
realizd con base en lo descrito por ASTM (1999) e ISO (1995), donde r&R <10 son
valores confiables entre laboratorios o entre métodos (como este caso). Valores
de r&R mayores a 10 y menores a 30 no son confiables, pero pueden someterse a
algun ajuste analitico o estadistico para ser aceptados. Finalmente, los valores

r&R>30 presentan mucha variacion y certidumbre para ser tomados en cuenta.

Como una ultima etapa, se aplico un analisis de covarianza entre los valores de
las determinaciones fisicoquimicas realizadas y los resultados de la prueba r&R,
para, identificar a qué tipo de aguas residuales es aplicable el método propuesto.
Para este y todos los analisis, se empled el paquete estadistico Minitab 15 para
Windows (MINITAB, 2007).

3.4 ldentificacién de la influencia de la densidad bacteriana en humedales

artificiales sobre la remocién de metales pesados

Si las cepas tolerantes a metales pesados resultan viables en el tratamiento de
aguas residuales, es posible que ademas ofrezcan la ventaja de interactuar para la
remocion de metales pesados, ya que al ser tolerantes a dichos compuestos, su
densidad bacteriana podria influir en la capacidad de remocion. Para comprobar
esto, se tomaron los datos experimentales de Amabilis-Sosa y col. (2015), quienes
cuantificaron la remocién de plomo y cromo en dos tipos de humedales artificiales.
Unos contenian bacterias metalotolerantes y los otros soélo contenian bacterias
convencionales de un agua residual. Los parametros que se tomaron en cuenta
fueron el porcentaje de remocién de cada metal y la cantidad de bacterias
presentes en el sistema en UFC mL™". Acorde con lo anterior, se correlaciond el
porcentaje de remocién de plomo y cromo con la concentracidn bacteriana, tanto
de los humedales con bacterias tolerantes, como de los humedales con bacterias
convencionales. Esto se hizo para contrastar las diferencias entre los dos tipos de
humedales utilizados que, a la vez, se encuentra en funcién del tipo de

organismos presente en ellos.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Caracterizacion bacteriana

4.1.1 Caracteristicas morfologicas las cepas tolerantes

En la Tabla 4 se encuentran plasmadas las caracteristicas morfoldgicas,
fisiologicas y bioquimicas de cada una de las cepas utilizadas en este trabajo, asi
como la clasificacion de Gram y la identificacion genética del género de cada
cepa, cuya base de datos se encuentran publicados en GenBank
(simultaneamente disponibles en EMBL, Europa y DNA Data Bank, Japén) bajo la
referencia de Salgado y col. (2012).

Tabla 4. Caracterizacién morfoldgica, fisioldgica y bioquimica de las cepas

metatolerantes utilizadas en las fases experimentales

Caracteristicas Cepas bacterianas
Morfolégicas/fisiolégicas/bioquimicas TAN117 TAN119 TAN217 TAN1113 TAN1115
Morfologia Bl Bc Bcy Bl Bl Dp
Agrupacioén C sla sla C s/a
Tincion de Gram + + + + +
Tincién Schaeffer y Fulton SB T T T T
Bacillus subtilis v N/A N/A N/A N/A
Bacillus mojavensis \ N/A N/A N/A N/A
Bacillus vallismortis v N/A N/A N/A N/A
Bacillus thuringiensis N/A \ N/A \ \
Bacillus mycoides N/A \ N/A \ \
Bacillus sp. N/A N/A \ N/A N/A
Bacillus weihenstephanensis N/A \ N/A N/A N/A
Requerimientos de oxigeno A A AN A A
Degradacion de la caseina + + + + +
Fermentacion de carbohidratos + + + + +
Hidrdlisis de lipidos + + + + +
Reduccion de nitratos + + + + +

+: Positivos;N/A: No Aplica; Bl: Bacilos largos; Bc: Bacilos cortos; Dpc: Dipobailos cortos;
C: Cadena; s/a: sin agrupacion; SB: Subterminal; T: Terminal; A: Aerobio; AN: Anaerobio
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Entre los diferentes resultados durante la caracterizacion destaca, en primer lugar,
que las cinco cepas bacterianas sean del género Bacillus y Gram positivas tal y
como se aprecia en la Figura 9. Este resultado coincide con diversos estudios, en
donde dicho género de bacterias, tienen un potencial uso biotecnoldgico para el
tratamiento de aguas residuales. Ademas, es similar a los reportados por
Benavides y col. (2006), quienes utilizaron bacterias del género Bacillus para la
biorremediacion de suelos contaminados con hidrocarburos derivados del

petroleo.

Los resultados en la tincion fueron los esperados, al ser todas las cepas Gram
positivas. En efecto, estas cepas pertenecen al género Bacillus, por lo que la
resistencia de estas hacia los metales pesados puede estar relacionada con las
caracteristicas fisicoquimicas de la pared celular, propia de las bacterias Gram
positivas, ya que se sabe que uno de los mecanismos mas importantes por lo que
resultan toxicos hacia las células es la penetracion hacia el citoplasma, inhibiendo
procesos enzimaticos basicos y la desnaturalizacion de las lipoproteinas. Ambos
procesos se ven disminuidos al encontrarse la pared celular Gram positiva como
barrera bioquimica. La pared celular de las bacterias Gram positivas, también
realiza fendmenos de adsorcion de superficie (sorcion fisica y fuerzas de Van der

Waals) al estar compuestas en su mayoria por peptidoglicanos que fungen como

agentes quelantes (Abou-Shanab y col., 2007; Rathnayake y col., 2010).

Figura 9. Resultados de la Tincidén de Gram. De izquierda a derecha, TAN117,
TAN119, TAN217, TAN1113 y TAN1115.
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Por otra parte, la prueba de tincion de Schaeffer-Fulton, relativa a la formacion de
endosporas, reveld que las cinco cepas utilizadas para conformar el consorcio
bacteriano dieron positivo, tal y como se indica en la Figura 10, en la cual se
muestran dos de estas cepas y se indica la presencia de las endosporas por
medio de los matices verdes (algunas encerradas en circulos amarillos en
diversas posiciones, ya sean de localizacién terminal, subterminal o central. Por

otra parte, las células vegetativas se tifien de color rosa.

Figura 10. Ejemplo de los resultados para la tincion de endosporas. Posicion

terminal de la endospora correspondiente a TAN.1115 (izquierda) y posicion

suterminal de la espora correspondiente a TAN117 (derecha)

Este resultado, aunado al hecho de ser Gram positivas, puede sustentar la
tolerancia hacia los metales pesados por parte de las cinco cepas bacterianas, ya
que las endosporas son una estructura que es producida por algunos
microorganismos procariéticos como Bacillus, Clostridium y Sporosarcina. Las
endosporas son resistentes y latentes y, al formarse dentro de la célula, protegen
a las bacterias de las condiciones ambientales adversas. Estos estudios
contribuyen a elucidar sobre los mecanismos de resistencia bacteriana hacia los
compuestos metalicos (Madigan, 2009, Manahan y col., 2007; Srinath y col.,
2002).
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4.1.2 Requerimientos de oxigeno

Para conocer los requerimientos de oxigeno de las cepas estudiadas se utilizé el
medio tioglicolato de sodio, tal y como se describio en la metodologia. La
interpretacion de esta prueba se basa en la observacion del crecimiento
microbiano por medio de turbidez del tubo. EI medio, ya solidificado, se divide en
tres secciones a lo largo del tubo (parte superior con condiciones aerobias, parte
media con condiciones microaerobias o facultativas y parte inferior con
condiciones anaerobias). Como se observa en la Figura 11, las cepas TAN 117,
TAN 119, TAN 1113 y TAN 1115, proliferaron en la parte mas cercana a la
superficie, de manera gradual hacia la parte media del tioglicolato. Esto indica que
los microorganismos son facultativos con preferencias aerobias. Asi mismo, en la
Figura 12 se muestra que la cepa TAN 217 presentd un crecimiento microbiano
mayor en la profundidad del medio de cultivo y de menor intensidad en la parte
media del tioglicolato, lo cual se interpreta como de que se trata de un

microorganismo facultativo pero con preferencias anaerobias.

Figura 11. Resultados de la prueba de requerimientos de oxigeno para las cepas
TAN117 (izquierda superior), TAN119 (derecha superior), TAN1113 (izquierda
inferior) y TAN1115 (derecha inferior), las cuales tienen mayor crecimiento en la

zona oOxica del medio tioglicolato
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Figura 12. Resultado de la prueba de requerimientos de oxigeno para la cepa
TAN217, la cual tiene mayor crecimiento en la zona anodxica del medio

tioglicolato

Los resultados anteriores indican que las cinco cepas estudiadas se desarrollan
adecuadamente bajo las condiciones de poca disponibilidad de oxigeno,
equiparables con las de las aguas residuales, las cuales por lo general son

anoxicas-anaerobias (Madigan y col., 2009).

4.2 Pruebas bioguimicas en funcion de los contaminantes de las aguas

residuales

4.2.1. Remocion de proteinas

Las cepas tolerantes estudiadas en esta investigacion dieron positivo para la
prueba bioquimica de la degradacion de caseina. Los principales ingredientes de
la leche son en su mayor parte lactosa y caseina, seguidas por lactoalbumina y
lactoglobulina y, en menor proporcion, también algo de grasas y vitaminas. Las
cepas tolerantes estudiadas al lograr biodegradar la lactosa, produjeron una
reaccion acida, lo que conllevé a precipitar las proteinas y asi formar un coagulo

insoluble-gelatinoso adherido a las paredes del tubo, que es soluble en
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condiciones alcalinas, lo cual puede ser observado en la Figura 13 (a). Los
microorganismos ademas produjeron gas, por lo que las burbujas rompieron el
coagulo a medida que ascendian por el tubo de ensaye y al juntarse en el extremo

superior del medio, formaron espuma.

Otro tipo de coagulo se formé por la conversion de la sal soluble de caseina en un
precipitado insoluble de caseinato de calcio, este proceso es catalizado por las
enzimas reninas, pepsina y quimiotripsina que se encuentran en la leche y que
son activadas por los iones H*. Este coagulo o cuajo es suave y presentaba fluidez
al inclinarse el tubo. Ademas, a diferencia del coagulo del parrafo anterior, no es
soluble en condiciones alcalinas. Esta falta de solubilidad hace que el coagulo se
separe de los costados del tubo de ensayo después de algunas horas, dando
lugar a un liquido residual gris claro, el cual también puede ser observado en la

Figura 13.

Figura 13. Resultados de la prueba de degradacién de la caseina
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La degradacion de las proteinas tiene como uno de los productos el amoniaco
(NH3"), lo que provoca un pH alcalino, aunque al registrar su lectura (pH=7.7) se
vio que esta todavia en el intervalo circumneutro pero mayor que 7. La prueba de
la peptonizacion se basa en que las proteinas pasan de estado coloidal a
cristaloides, por lo que el medio opaco se torna pardo sucio. Esta transformacion
es descendente quedando traslucido al final, lo cual puede ser observado en la
Figura 13 (b).

Los resultados obtenidos de esta prueba bioquimica, sefialan que las cepas
tolerantes a metales pesados pueden degradar la fraccién de la materia organica
compuesta por proteinas y aminoacidos, que se encuentran en grandes
cantidades en ciertos tipos de aguas residuales con influencia de rastros
(conocidos también como mataderos) y criaderos (Crites y Tchobanouglous, 2000;
Masters y Ela, 2008, Davis y Cornwell, 1998).

4.2.2 Remocion de carbohidratos

La biodegradacion de un compuesto organico se observo por la acidez en el
medio de cultivo y la formacion de gas capturado en la campana correspondiente.
El uso del medio caldo rojo de fenol con sacarosa fue usado para la identificacion
bioquimica de microorganismos basandose en su capacidad para degradar la
sacarosa. En dicha prueba, la peptona de caseina proporciondé al medio los
nutrientes necesarios para el desarrollo de las cepas tolerantes y el indicador de
pH fue el rojo de fenol que presenté el viraje de rojo a amarillo, derivado de la

degradacion de la sacarosa realizada por los microorganismos.

Uno de los objetivos de esta prueba bioquimica fue corroborar la presencia de la
enzima invertasa, la cual al estar presente en los microorganismos, es capaz de
romper a la sacarosa en fructosa y glucosa fermentandose esta ultima. Dicho
cambio es evidenciado por el viraje de color del indicador Rojo de Fenol que, al

ser fermentado este hidrato de carbono, provoca una disminucion en el pH del
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medio cambiado su color rojo inicial, siendo prueba positiva la presencia de gas en
la campana de Durham y el medio color amarillo.

Con los resultados de esta prueba, se puede suponer que los microorganismos
son capaces de biodegradar tanto a la sacarosa, después de invertirla a sus
monomeros, como otros glucidos que son vertidos o formados en las aguas

residuales como segunda etapa del catabolismo microbiano.

4.2.3 Remocion de lipidos

Los resultados de la prueba de degradacion de lipidos, indicaron que existid
aparicion de lecitinasa positiva, lo cual es demostrado por la aparicion de una zona
opaca alrededor del “crecimiento” microbiano que, a su vez, es resultado de la
hidrolisis de la lecitina de la yema de huevo, propia del medio de cultivo. Esta
prueba se utilizdé para determinar la capacidad de los microorganismos estudiados
para producir la enzima lipasa, que cataliza la hidrélisis de triglicéridos vy
diglicéridos a acidos grasos y glicerol para, posteriormente, ingresar a la glucdlisis.
En la Figura 14 se puede observar una zona opaca de precipitacion alrededor del

desarrollo microbiano.

Figura 14. Resultado de la prueba con lecitinasa

Uno de los contaminantes particulares por su hidrofobicidad lo representan las
grasas Yy aceites (Tchobanoglous y col., 2003) que, aunque no son un
contaminante obligado a ser removido biolégicamente, seria conveniente que las

bacterias que remueven la materia organica, también lo hagan aunque esta esté
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compuesta en parte por grasas y asi poder prescindir de la trampa de grasas que
involucra mas espacio y costos dentro de los trenes de tratamiento de aguas

residuales.

4.2.4 Reduccién de nitrégeno

Al realizar la prueba de reduccion de nitratos a nitritos, todas las cepas dieron
resultados positivos con excepcién de la denominada TAN 217 (Tabla 4), lo cual
indica que, al utilizar el consorcio bacteriano, es muy posible que ocurra
desnitrificacion durante el tratamiento de aguas residuales. Ademas, dado que
primero existira una nitrificacion por parte de bacterias que se encuentren en el
agua residual y una desnitrificacion por las cepas tolerantes a metales, se estaria

removiendo completamente el nitrégeno presente.

La cepa TAN 217 fue la unica que no presenté color rojo al adicionar los reactivos
de Griess por lo que, en funcion de lo mencionado en el Manual de Microbiologia
(Ramirez-Gama et. al., 2011), se le agregd 6xido de zinc para corroborar que los
nitratos estuvieran presentes. En efecto, se produjo la coloracién rojiza

caracteristica.

El hecho de que la cepa 217 haya sido la unica que no logré reducir los nitratos,
se encuentra relacionado con sus requerimientos de oxigeno ya que, a través de
la prueba del medio tioglicolato, se indicé que son facultativos pero con
preferencias anaerobias. Esto es, al acabarse el oxigeno molecular su
metabolismo empieza a funcionar anaerobiamente, buscando como aceptores de
electrones los acidos organicos provenientes del Ciclo de Krebs incompleto (Crites
y Tchobanouglous, 2000; Madigan y col., 2009). Esto ocurre en contraste con las
otras cuatro cepas que dieron positivo a la prueba de reduccion de nitratos. Al ser
facultativas con preferencias aerobias, su metabolismo utiliza el oxigeno presente
en los iones nitratos al verse en ausencia escasez del oxigeno molecular
(Schlegel, 1976).
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La presencia de bacterias facultativas en el tratamiento de las aguas residuales,
resulta beneficioso en la remocion de nutrientes (nitrégeno y fésforo), ya que los
trenes de tratamiento se basan en combinar condiciones aerobias, anodxicas y
anaerobias, por lo que las cepas utilizadas en el presente estudio, resultarian
viables al respecto, ademas de que esto ha sido sugerido para “bioaumentar” los
sistemas de tratamiento (Mohan y col., 2007; Stephenson y Stephenson, 1992).

4.3 Medida indirecta del desarrollo microbiano para cuantificar bacterias en

aguas residuales

4.3.1 Curva de calibracion

En la Figura 15 se pueden observar las muestras que conformaron la curva de
calibracion. Cada una contenia diferente concentracién cuantificada, tanto como
UFC como con absorbancias, con lo que cabe destacar que al inicio todas fueron
inoculadas con la misma concentracion bacteriana y procedimiento, al igual que el
caldo nutritivo con las mismas caracteristicas fisicoquimicas. Es decir, las
diferentes concentraciones bacterianas fueron producidas por las diferentes
concentraciones de metales pesados aplicadas previo a la incubaciéon de los

microorganismos.

Figura 15. Muestras que conformaron los puntos de la curva de calibracion
bacteriana. De izquierda a derecha la densidad del consorcio es
descendente
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La Figura 16 se refiere a la curva de calibracion construida con base en los
resultados de las absorbancias y sus respectivas concentraciones (UFC mL™") de

las muestras de la Figura 15.

Segun la ecuacion generada (Figura 16), se obtiene un factor de correlacién del
97.35% (certidumbre de utilizar la ecuacion de la curva). También se observa que
la correlaciéon es de primer orden, lo cual indica en primera instancia que el
método indirecto es mas eficiente conforme la concentracion bacteriana es menor
(Chapra, 1997), aunque el punto asintotico aparece aproximadamente a los 20 x
10° UFC mL™, valor que supera hasta por cuatro veces los reportados para las

aguas residuales municipales (Crites y Tchobanouglus, 2000).
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Figura 16. Curva de calibracién para la correspondencia entre UFC mL™" del

consorcio bacteriano utilizado y sus respectivas absorbancias

Derivado de la tolerancia hacia los metales pesados por parte del consorcio
utilizado, fue posible realizar este estudio con un amplio rango de concentraciones
bacterianas. Estos resultados estan sustentados en lo que describen Hassen y col.
(1998), quienes mencionan que, en presencia de la mezcla de metales pesados,
los microorganismos oxidan rapidamente los compuestos organicos disueltos en el

caldo nutritivo, permitiendo realizar las pruebas de absorbancia con el consorcio
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microbiano. Esto presenta ventajas hacia otros agentes inhibidores del crecimiento
microbiano, en especial cuando los microorganismos utilizados son tolerantes a

los metales pesados (Amor y col., 2001).

4.3.2 Caracterizacion de las muestras de agua residual para la
aplicacion de la curva de calibracion

En la Tabla 5 se presenta la descripcion y caracterizacion de las muestras de agua
residual seleccionadas de diferentes fuentes intencionalmente (aguas residuales
domésticas, municipales e industriales) para conocer el grado de aplicacion del
meétodo indirecto propuesto. Es decir, en qué tipo de muestras la precision y
exactitud del método indirecto es certera en funcién del método de UFC. En
efecto, en la misma Tabla 5 puede observarse que las muestras provenientes del
proceso de mineria exhiben altos valores de DQO a pesar de ser muestras
incoloras y con condiciones oxidantes (valores de potenciales redox positivos), lo
cual denota claramente procesos industriales en los que se encuentran presentes
sustancias complejas con carga organica dificiimente biodegradable (Masters vy
Ela, 2008). Por su parte, los valores fisicoquimicos de las aguas provenientes de
fuentes domésticas y municipales coinciden con los valores caracteristicos
reportados ampliamente por la literatura (Crites y Tchobanouglus, 2000; Davis y
Cornwell, 1998, Masters y Ela, 2008).

Como caso particular, el agua de la planta de tratamiento de la Universidad
Nacional Autonoma de México (UNAM) tratada por sedimentacién secundaria
(influente de cloracién), exhibe los mayores valores del potencial redox y menor
concentracion de SSV (Tabla 5), lo cual es caracteristico de las aguas residuales
que han sido tratadas eficientemente por el tratamiento bioldgico acoplado a

sedimentacion secundaria (Crites y Tchobanouglus, 2000, Masters and Ela, 2008).

En la Tabla 6 se muestran los resultados en UFC mL™" de las muestras de agua
residual, calculadas a partir del método indirecto y con la técnica de UFC validada

analiticamente.
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Tabla 5. Resultados de la caracterizacion de las muestras de agua residual

utilizadas para evaluar el método indirecto a proponer

Procedencia Descripciéon | Absorbancia Pardmetros de caracterizacion
del agua cualitativa A=400nm DQO SSV Redox pH Conductividad
residual (mLY | (mgLY | (mV) (mS™)
Planta de Color café,
tratamiento con
UNAM particulas 0.6055 | 4625 | 1413 | -15 | 84 1.27
(influente) suspendidas,
con olor
desagradable
Planta de
tratamiento Incoloro e
UNAM : 0.0159 297 18.5 80 7.5 997
. inodoro
(influente
cloracion)
Agua de mina Ligera
Tizapa, efluente turbidez y
proceso particulas 0.0734 687 27.3 28.1 7.1 3.2
flotacion 1 suspendidas,
inodoro
Agua de mina Ligera
Tizapa, efluente turbidez y
proceso particulas 0.0542 687 22.6 50 6.7 35
flotacion 2 suspendidas,
inodoro
Efluente reactor Ligera
biomasa turbidez y
suspendida a particulas 0.0065 62.5 7.2 80 25 212
escala de suspendidas,
laboratorio 1 inodoro
Efluente reactor Ligera
biomasa turbidez y
suspendida a particulas 0.0084 27.5 23.1 83 19 2.02
escala de suspendidas,
laboratorio 2 inodoro
4.3.3 Validacion del método indirecto e influencia de parametros

fisicoquimicos

Derivado de lo que se mencion6 en la metodologia, se realiz6 un Analisis de

Reproducibilidad y Repetibilidad (r&R) que, ademas, aplica un analisis de

varianza. Acorde con esto, la ultima columna de la Tabla 6 es la que indica el

resultado final de la prueba de certidumbre.
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Tabla 6. Valores de UFC correspondientes al método directo y método indirecto.

tDesviacion estandar en porcentaje

Procedencia del
agua residual

UFC mL™*
tedrica (curva
de calibracidn)

UFC mL™
cuantificada

Precision
(reproducibilidad
método indirecto),
%r

Exactitud
(precisién método
indirecto), %R

Relacion
r&R, %

Planta de
tratamiento UNAM
(influente)

1.71x10°

6.3x10°+8.4%

8.2

3.5

2231

Planta de
tratamiento UNAM
(influente
cloracion)

7.33x10*

1.2x10+7.6%

9.3

4.3

8.42

Agua de mina
Tizapa, efluente
proceso flotacion 1

4.85x10°

1.15x10%+8.6%

8.7

3.8

8.56

Agua de mina
Tizapa, efluente
proceso flotacion 2

3.43x10°

3.0x10%+7.2%

53

3.6

2.3

Efluente reactor
biomasa suspendida
a escala de
laboratorio 1

1.44x10°

1.4x10+9.3%

12.8

45.6

40.9

Efluente reactor
biomasa suspendida

1.49x10° 1.6x10'+6.3 11.3 39.7 45.3

a escala de
laboratorio 2

De las seis muestras probadas, el influente de cloracion de la PTAR de C.U. y las
dos de la minera Tizapa presentaron una relacion r&R menor a 10, lo cual indica
que el método indirecto aplicado coincide con precisién y exactitud con el método
analitico, cabiendo destacar que las aguas de la minera Tizapa son de tipo

industrial, lo cual se denota con las caracterizacion presentada en la Tabla 5.

La muestra del agua influente a la PTAR de C.U. a pesar de ser de tipo municipal
convencional, exhibié una relacién r&R arriba de 10, pero menor a 30 (Tabla 6) lo
cual indica que si es posible utilizar el método indirecto, siempre y cuando se

ajusten los rangos de medicién de manera analitica y estadistica (ASTM, 1999).

Por su parte, las muestras de los efluentes de los reactores de biomasa

suspendida, presentaron una relacion r&R arriba de 30, por lo que el método
-65 -




indirecto no es aplicable, aunque es importante mencionar que el agua tratada por
estos reactores son de refinerias, conteniendo numerosos compuestos y entre
ellos el fenol, que al ser objeto de degradacion da lugar a intermediarios que
modifican las caracteristicas del agua residual entre ellas el pH, que resulté
sumamente acido (Tabla 5) pudiendo afectar la viabilidad de las células

bacterianas (Nava-Urrego y col., 2014).

Finalmente, en lo que respecta al analisis de covarianza multiple entre los
parametros de la Tabla 5 y las relaciones r&R, se encontrd covarianza negativa
con los solidos suspendidos volatiles, SSV (P<0.05), que es una forma de
cuantificacion ingenieril de los microorganismos presentes en las aguas
residuales. El hecho de que la covarianza sea negativa (a mayor numero de SSV,
menor certidumbre de r&R) radica en el principio de que la cuantificacion por
turbidimetria es mas eficiente a menores concentraciones de microorganismos
(Madigan y col., 2009), lo cual ya se habia evidenciado a través de la ecuacion de
la Figura 16, caracteristica de primer orden. Asi mismo, el analisis de covarianza
también indicé una respuesta de sensibilidad con el pH, lo cual significa que
estadisticamente los cambios de valores de r&R cambian en mayor grado cuando
lo hacen los de pH, aunque no se presentd covarianza como tal. Aqui vuelve a
resaltar el efecto que ocasiond la acidez (pH 1.9-2.5) de las muestras del efluente

de reactores de biomasa suspendida.

4.4 Influencia de la densidad bacteriana en humedales artificiales sobre la

remocién de metales pesados

En la Tabla 7 se presentan los valores de remocién de cromo y plomo junto con

los de la concentracidon bacteriana cuantificada.
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Tabla 7. Valores de remocion de plomo y cromo y de concentracion bacteriana, en

humedales artificiales con cepas tolerantes y convencionales. (Tomado de
Amabilis y col. 2015)

Humedal con bacterias tolerantes a metales

Humedal con bacterias convencionales

RIV RV
. % % % %
Dias O.I(? S UFC mL-1 | remocién | remocion R 2 UFC mL-1 | remocién | remocién
operacion SSV Cr Pb SSV Cr Pb
15 7.5 197,368.4 11.3 297,368.4
19 8.2 215,789.5 50.5 51.6 14.0 368,421.1 50.0 40.0
23 9.4 247,368.4 60.0 52.3 12.0 315,789.5 40.2 43.0
27 14.3 376,315.8 57.3 57.3 15.3 402,631.6 41.3 45.0
31 12.3 323,684.2 58.1 54.3 19.0 500,000.0 42.3 47.0
35 15.2 400,000.0 59.6 56.4 17.0 447,368.4 39.6 42.0
39 14.4 378,947 .4 60.2 54.2 19.5 513,157.9 46.0 46.0
43 52.5 1,380,526.3 60.1 53.7 28.6 752,631.6 45.3 43.0
47 64.7 1,702,631.6 58.9 61.2 34.6 910,526.3 41.1 48.0
51 36.5 960,526.3 58.3 57.5 42.3 1,113,157.9 43.2 52.0
55 51.2 1,348,421 .1 57.9 57.3 457 1,202,631.6 44 1 53.0
59 57.0 1,500,000.0 56.9 54.7 49.6 1,305,263.2 42 .1 51.0
63 53.5 1,407,894.7 55.6 53.1 76.2 2,005,263.2 40.9 54.0
67 70.4 1,852,631.6 55.2 51.3 77.3 2,034,210.5 41.6 55.0
71 55.6 1,463,157.9 54.1 54.1 79.8 2,100,000.0 43.2 52.0
75 60.3 1,586,842.1 52.5 52.5 82.6 2,173,684.2 42.3 56.0
79 67.3 1,771,052.6 50.5 50.5 75.4 1,984,210.5 40.9 51.0
83 77.2 2,031,578.9 47.0 53.2 71.3 1,876,315.8 43.6 57.0
87 68.2 1,794,736.8 48.8 54.5 66.3 1,744,736.8 45.0 54.0
91 66.2 1,742,105.3 49.1 58.9 61.3 1,613,157.9 42.0 51.0
95 62.2 1,636,842.1 47.9 58.2 62.3 1,639,473.7 41.3 49.0
99 64.2 1,689,473.7 48.5 58.4 69.8 1,836,842.1 40.8 48.0
103 71.7 1,886,842.1 47.2 58.7 72.3 1,902,631.6 44.0 53.0
107 72.3 1,902,631.6 46.5 60.1 74.6 1,963,157.9 46.0 56.0
111 81.3 2,138,421.1 48.1 61.1 70.6 1,857,894.7 47.0 48.0
115 80.4 2,114,736.8 48.2 60.7 75.3 1,981,578.9 45.0 49.0
119 77.9 2,050,526.3 48.6 61.2 72.1 1,897,368.4 43.9 51.0
123 74.3 1,955,000.0 49.2 61.0 66.9 1,760,526.3 40.8 46.0
127 69.7 1,833,421 .1 47.3 61.2 70.4 1,852,631.6 42.9 43.0
131 75.6 1,990,000.0 47.6 60.4 65.2 1,715,789.5 38.0 42.0
135 77.5 2,040,263.2 48.6 59.9 77.9 2,050,000.0 36.0 41.0
139 72.5 1,906,842.1 48.7 61.2 76.3 2,007,894.7 34.5 49.0
143 69.7 1,833,421.1 48.1 61.7 77.2 2,031,578.9 36.0 46.5
147 75.2 1,979,210.5 46.3 61.7 78.2 2,057,894.7 37.0 45.5
151 73.1 1,923,684.2 47 1 61.2 71.1 1,871,052.6 35.0 48.0

Estos valores se describen para los humedales con cepas tolerantes a metales

pesados (RIV) y para los humedales con bacterias convencionales (RV). Cada

parametro fue cuantificado cada 4 dias.

Los datos que fueron tomados en cuenta para el analisis de correlacion en cada

humedal artificial, fueron a partir del dia de operacion 79, ya que previo a este

-67 -




punto, los sistemas de humedales artificiales se encontraban en etapa de
estabilizacion (Amabilis y col., 2015). Acorde con esto, la Figura 17 muestra la
relacion entre la concentracion bacteriana y la remocion de plomo y cromo

exhibida durante por el humedal artificial con bacterias tolerantes durante su

operacion.
Correlacion entre UFC y remocion de metales en RIV
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Figura 17. Remocion de plomo y cromo en un humedal inoculado con cepas

tolerantes a metales, en funcion de la concentracidon bacteriana disuelta

En dicha figura se observa que, tanto para plomo como para cromo, existe una
tendencia de remover mayor cantidad del metal conforme la concentracion
bacteriana aumenta. A pesar de no tener coeficientes correlacion (R?) (0.79 para
cromo y 0.66 para plomo), la tendencia ascendente es clara y de primer orden
(logaritmica), lo cual se encuentra relacionado con los diferentes modelos que
relacionan el desarrollo de microorganismos con remocion de contaminantes
(Mazaheri y Shojaosadati, 2013). Esta relacién podria estar vinculada con los

mecanismos de tolerancia hacia los metales pesados que desarrollan los
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organismos procaridticos como lo son los fenomenos de adsorcion con su
superficie extracelular y reduccidén de los metales a especies menos toxicas (en
especial el caso del cromo), tal y como lo sugieren Rajkumar y col. (2012). Esto,
ademas, incrementa la remocion de los metales pesados en los sistemas de
tratamiento de agua residual (Orandi y col., 2012). En este orden de ideas, la
Figura 18 muestra la relacion entre la concentracion bacteriana presente en
humedales artificiales convencionales (RV) y la remociéon de cromo y plomo
exhibida por dicho sistema. A diferencia de los RIV, no existe tendencia alguna

entre la concentracion bacteriana y la remocion de los metales.

Como se aprecia en la Figura 18, ambos coeficientes se encuentran por debajo de

0.25 por lo que no se puede hablar de alguna correlacion.

Correlaciéon entre UFC y remocion de metales en RV
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Figura 18. Remocién de plomo y cromo en un humedal convencional, en funcion

de la concentraciéon bacteriana disuelta

Ya se ha mencionado que el uso de cepas tolerantes a metales en el tratamiento

de aguas residuales puede coadyuvar con diferentes procesos de depuracion. El
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hecho de no verse inhibidas en sus funciones metabdlicas da lugar al desarrollo
de adaptaciones bioquimicas que, finalmente, se reflejan en una mayor remocién
de contaminantes en funcion de la presencia de organismos usados como agentes
biorremediantes, tal y como lo describen Abd-Alla y col. (2012) y Safronova y col.
(2012).
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5. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

De acuerdo con los objetivos planteados y los resultados obtenidos en esta
investigacion, a continuacibn se presentan las conclusiones 'y

recomendaciones de este estudio.

51 Conclusiones

» Mediante los resultados obtenidos de la caracterizaciéon bioquimica del
consorcio bacteriano, es posible concluir que es viable el uso de dicho
consorcio en el tratamiento de aguas residuales con conteniendo tanto de
metales pesados como de materia organica proveniente de proteinas, lipidos

y carbohidratos.

» De la evaluacion de los resultados relacionados con el método indirecto
para la cuantificacién bacteriana, se concluye que es posible realizar una
cuantificacion bacteriana certera, rapida e indirecta de las aguas residuales,
con excepcion de aquellas que provengan de procesos industriales que

propicien valores de pH menores a 3.5.

» Derivado de los resultados relacionados con el efecto de la densidad
bacteriana sobre la remocion de metales pesados, es posible concluir que no
existe una relacion directa entra la concentracion de microorganismos
procariéticos con la remocion de plomo y cromo en humedales artificiales. No
obstante, la presencia de bacterias metalotolerantes si parece estar
relacionada con las remociones de plomo y cromo, siendo directamente
proporcionales. Esto significa que el empleo de dichos microorganismos
tolerantes plantea mayores eficiencias de remocion de metales pesados.
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5.2 Recomendaciones

Para continuar esta investigacion se recomienda lo siguiente:

Dado que los resultados confirman la viabilidad del uso de bacterias
metalotolerantes en el tratamiento de aguas residuales a nivel in vitro, es
recomendable realizar los experimentos a escala de banco y/o piloto para

sequir, posteriormente, con su escalamiento a nivel prototipo y real.

Dado que el método indirecto de cuantificacion bacteriana rapida resulto
apropiado para aguas residuales de tipo municipal e industriales con valores
de pH convencionales y no para aquellas con valores de pH menores a 3, se
recomienda ampliar este experimento, enfocandose a identificar el efecto del
pH sobre la inhibicion de la curva de calibracion realizada. Esto se haria con

la finalidad de expandir la aplicacion del método indirecto propuesto.
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Anexo 1. Disposicién de los residuos generados en esta investigacion

La disposicion de los residuos generados en esta investigacion se hizo como sigue:

Caracterizacion bacteriana, efecto del
oxigeno, degradacion de la caseina,
biodegradacion de carbohidratos,
hidrolisis de lipidos, reduccion de
nitritos y cuantificacion bacteriana.

— <

Tincion de Gram,
tincion de Schaeffer y
Fulton

Curva de calibracion

— | Demanda quimica de
oxigeno. Remociéon de
cromo y plomo en un
humedal artificial.

Caracterizacion de las

— —
muestras de un agua
artificial

R1 = Corresponde a los desechos de las mediciones de muestras de agua
residual de la planta de tratamiento y de un reactor de biomasa suspendida (redox,
conductividad, pH y SSV) , asi como de los medios de cultivo utilizados en la
presente investigacion, en donde inicialmente se esterilizan en autoclave (121°C,
103.4kPa, 15min), para posteriormente separar los solidos los cuales se
desechaban al contenedor de basura organica y los liquidos se vertian a la tarja
para que llegaran diluidos a la planta de tratamiento de aguas residuales de C.U.

R2 = Corresponde a los desechos de los colorantes utilizados en las tinciones, asi
los productos de la digestion con dicromato de potasio y de las mediciones en
muestras de agua de mina, por lo que se consideran peligrosos y se envian a la
Unidad de Gestion Ambiental, UGA, de la Facultad de Quimica para su disposicién
controlada.
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