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Resumen

Se evaluo la concentracion Minima Inhibitoria de metales pesados para 50 cepas bacterianas aisladas de
sedimento de aguas residuales, de las cuales sélo el 62 % fueron resistentes. Con estas cepas se realizaron
ensayos de disolucién con diferentes concentraciones de los metales pesados contenidos en las pilas
alcalinas. Por voltamperometria ciclica se observaron los cambios de estados reducidos a oxidados,
indicando la interaccién de las bacterias con los componentes de las pilas alcalinas. Asi mismo,
estructuras bacterianas de biopeliculas fueron observadas.
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Abstract

We evaluated the minimum inhibitory concentration of heavy metals for 50 strains isolated from sewage
sludge, of which only 62% were resistant. With these strains dissolution tests were performed with
different concentrations of heavy metals contained in alkaline batteries. By cyclic voltammetry was
observed changes from reduced to oxidized states, indicating the interaction of the bacteria with the
alkaline batteries components. Also bacterial biofilms structures were observed.
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Area tematica: Area 6. Biotecnologia y Ciencias Agropecuarias.

Problematica

encuentran las pilas, se calcula en 9,000 toneladas diarias, lo cual representa cinco

millones de toneladas por afio que en su mayoria no tienen un destino final adecuado,
debido principalmente al existir industrias insuficientes que se encarguen de su manejo,
reciclaje o depdsito en lugares adecuados; y también al alto costo que estos procesos implican
(Garfias, 1995). Los componentes potencialmente peligrosos de las baterias incluyen:
mercurio, plomo, cobre, zinc, cadmio, manganeso, niquel y litio (Gavilan et al., 2009). Ademas,
los orbitales del pendltimo nivel energético de los metales pesados se encuentran completos de
electrones y esto les proporciona caracteristicas y propiedades como la de tener un estado de
oxidacion distinto al entrar en contacto con el agua, suelo y aire (depende del pH del lugar en que
se encuentre), lo cual modifica su reactividad, carga iénica y la capacidad de combinarse con
moléculas orgénicas, ademas tienen una densidad 5 veces mayor a la del agua (Gavilan et al.,
2009; Hernandez, 2004), por lo que son peligrosos para el ambiente y la salud, causando
enfermedades de tipo cardiovascular, de vias respiratorias, cancer y problemas inmunoldgicos,
entre otras (Prasad, 2008). La capacidad de las bacterias de habitar sitios contaminados por
metales pesados, les proporciona un caracter potencial de ser utilizadas en procesos
biotecnoldgicos para disminuir, remediar o incluso para la recuperar de dichos elementos
(Cervantes et al., 2006). El propdsito de esta investigacién es dar los primeros pasos para la
busqueda de compostas de pilas, que ayudados por bacterias resistentes a estos metales eviten
mayores dafios al ambiente.

D esde hace décadas en México, la generacion de residuos peligrosos, entre los que se
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Figura 1. Voltamperograma ciclico correspondiente a la concentracion de 140.8 mg/L (140.8 ppm) de los
metales pesados contenidos en las pilas alcalinas AA, a una velocidad de escaneo de 100 mV/. Barrido en
sentido anddico. En esta figura podemos observar los procesos de oxido-reduccion del zinc y manganeso. Las
intensidades de los procesos se ven modificadas con respecto al tiempo lo que es un indicativo de que el zinc y
del manganeso presentan una interaccion por la presencia de las bacterias.

Usuarios
Secretaria de Salud). Los beneficiarios directos serian todas las personas que utilizan

pilas en nuestro pais, la poblacion en general al disminuir los riesgos de contaminacion
de suelos y aguas por metales pesados.

I 0s usuarios propuestos son las dependencias federales (SEMARNAT, CONAGUA,

Proyecto

Escondido, Oaxaca, México para probar su resistencia a los metales pesados de las pilas

alcalinas AA 'y su posterior evaluacion en la disolucion de los mismos. Las cepas
bacterianas fueron colectadas, con instrumental y recipientes estériles, del sedimento de la
planta de tratamiento de agua residual “El Jicaro”, ubicada en la periferia de Puerto Escondido,
Oaxaca, México y trasladados al laboratorio de quimica de la Universidad del Mar, a una
temperatura de 4°C para mantener las cepas viables. Para el aislamiento de las cepas bacterianas
se peso 1 gr de la muestra y se diluyé en 9 ml de agua destilada, y se homogeneizé durante dos
minutos. Posteriormente se hicieron diluciones seriadas y fueron inoculadas en agar nutritivo
(AN) a 37 °C por 24 hrs. Se seleccionaron las unidades formadoras de colonias (UFC) distintas
morfoldgicamente (macro y microscopicamente) y luego se sembraron en tubos con AN para su
conservacion y en tubos de caldo nutritivo (CN) para su posterior identificacion. La
identificacion de las cepas bacterianas se realiz6 mediante pruebas bioquimicas convencionales
(Bergey, 2000). Para las pruebas de extraccion y determinacion de los metales pesados (MP) en
las pilas alcalinas se separaron y se trituraron hasta obtener un polvo fino que se colocé al
interior de una estufa de secado por 24 hrs a 80 °C (Jaapar, 2002). Posteriormente, se pesaron el

I | objetivo del proyecto consistio en aislar bacterias nativas en el area urbana de Puerto

contenido de los metales para preparar las disoluciones porcentuales requeridas. Los metales
fueron disueltos por medio de una digestion acida, utilizando agua regia (120 ml de HCl y 100
de HNO, y calentado a 70°C) (modificado de 1SO 11466:1995). Las pruebas de resistencia
bacteriana a los MP se realizaron por la técnica de Concentracion Minima Inhibitoria (CMI)
por difusién de disco (Bauer et al., 1985) para lo cual se utilizaron discos de papel filtro, los
cuales fueron sumergidos en las disoluciones de los MP extraidos de las pilas con las
concentraciones 11.8, 22.8, 40 y 140.8 g/ml*, utilizando las cepas puras aisladas e incubadas
durante 24 hrs a 37 °C. Las cepas resistentes fueron seleccionadas para las pruebas de
disolucidn de los metales de las pilas alcalinas AA. Las pruebas de disolucion de metales se
realizaron en un matraz Erlenmeyer con 780 ml de CN'y 220 ml de la solucion de la digestion
acida (modificado de 1SO 11466:1995), con concentraciones de 22.8, 40 y 140.8 mg/L de los
metales de las pilas alcalinas, aun pH de 5, se le agregd 1 ml de inéculo (de un pool de todas las
bacterias que resultaron resistentes en las pruebas de CMI), se incubaron durante 240 hrs a 37
°C en agitacion a 120 rpm. Cada 24 h se tomaron dos muestras de 100 ml, una para el anélisis
microbiolégico y la otra muestra se centrifugd a 15,000 rpm a 4°C, 10 min, para el analisis de
contenido de MP en la biomasa y el sobrenadante libre de células, ambos se esterilizaron en
autoclave (121°C, 15 Lb por 15 min.), se conservaron a 4 °C hasta su analisis en el laboratorio
de Ciencias Ambientales del Centro de Investigaciones en Quimica Sustentable de la
Universidad Autonoma del Estado de México. El analisis de disolucion de los metales se
realiz6 mediante voltamperometria ciclica ya que esta técnica tiene la posibilidad Unica de
distinguir los diversos estados de oxidacion que puede afectar lareactividad y latoxicologia de
una sustancia (Monroy et al., 2006). Para el andlisis de los iones metélicos insolubles
(formacion de Oxidos) presentes en la biomasa se emple6 un analisis por medio del
espectrofotometro fotoelectronico de rayos X (XPS) (Lee, 2002) de la biomasa bacteriana
depositada al fondo de los sistemas experimentales, para de esta manera comprobar la
presencia de especies insolubles de los metales que son factibles de formarse por la interaccion
bacteriana (Francis, 2002).
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Figura 2. Estructuras bacterianas formadas en el ensayo de la disolucion de los metales. Se observan
estructuras circulares de distinto tamafio y color en los sistemas experimentales con diferentes
concentraciones a) 5%, b) 1.25% (concentracién de 140.8 mg/L), c) 0.25% de los metales pesados contenidos
en las pilas alcalinas AA, conocidos como bhiopeliculas.

Como resultado se obtuvieron 50 cepas de las cuales el 62% (31 cepas) de éstas fueron
resistentes. Slo 12 cepas pertenecientes del genero Bacillus estuvieron presentes al final del
ensayo de disolucion de los metales. La voltamperometria ciclica permitié observar la
interaccion de las bacterias con los metales en las distintas concentraciones, siendo la méas
sobresaliente la concentracion de 140.8 mg/L (Figura 1). El andlisis de la biomasa
sedimentada con el XPS nos permiti6 determinar la presencia de especies insolubles de ambos
metales en los sistemas experimentales, formando 6xidos en ambos casos y los cuales se
precipitan por la interaccion con Bacillus (Francis, 2002). Durante el ensayo se observé la
formacidn de biopeliculas en los diversos matraces con las diferentes concentraciones de los
metales pesados (Figura 2). Una biopelicula esta definida como una colonia de células
bacterianas asociadas irreversiblemente o reversiblemente a una superficie, y que esta
compuesta principalmente por exopolisacaridos (EPS). Los EPS actlan como agentes
detoxificantes de metales debido a que tienen alta proporcién de grupos funcionales cargados
negativamente como grupos carboxilo, fosfato y sulfato, que actian como sitios de union a
metales (Garcia Meza et al., 2005; Aguilera y col., 2008). Se reconoce que los resultados
obtenidos no son concluyentes, por lo que abre la posibilidad de proponer mas estudios para su
aplicacién en laremediacién de suelos contaminados por metales pesados en México.

Impacto socioeconémico

potenciales a ser utilizados para la disminucion o eliminacion de metales pesados
provenientes de las pilasalcalinas.
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I ste trabajo es la primera contribucion que se realiza para la identificacion de bacterias




