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Resumen

El plomo (Pb) es un metal pesado que se encuentra en el medio
ambiente, el cual ha incrementado sus niveles en algunos
ecosistemas debido a las actividades antropogénicas, lo que
ocasiona un problema que afecta la salud humana. En la laguna
San Juan, en Ascensién, Chihuahua se han realizado estudios
para determinar la presencia de metales pesados, detectando
principalmente plomo, entre otros. En la actualidad, la aplicacién
de bacterias metal resistentes ha despertado el interés en
procesos de biorremediacion, por lo que el objetivo de este
estudio fue el aislamiento de bacterias resistentes a Pb(ll)
proveniente de puntos de muestreo de la citada laguna. Siete
cepas presentaron caracteristicas morfolégicas distintas,
evaluandose su resistencia y capacidad de remocién de plomo.
Las cepas aisladas fueron capaces de resistir concentraciones
de hasta 1200 mg/L de Pb(Il) en medio liquido; los porcentajes de
remocion de Pb(ll) por accion de las bacterias muestran valores
del 31.6 al 56.3% después de 12 horas de contacto con el medio
contaminado a una concentraciéon de 10 mg/L. Estas bacterias
presentan potencial para ser aplicadas en procesos de
biorremediacion.
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Abstract

Lead (Pb) is a heavy metal found in the environment, its
concentration levels in some ecosystems have increased due
to anthropogenic activities, and this has effects in human health.
Studies have been performed at the San Juan lagoon in
Ascension, Chihuahua, to determine the presence of heavy
metals, mainly detecting lead, among others. The application of
metal resistant bacteria has aroused interest in bioremediation
processes, so the aim of this study was to isolate bacteria
resistant to Pb(ll) from sampling points of the lagoon, 7 strains
exhibited different morphological characteristics, and their
resistance and capacity to remove lead, were evaluated. The
isolated strains were able to resist concentrations up to 1200
mg/l of Pb (Il) in liquid medium; the removal percentages of Pb (I1)
by action of bacteria, show values from 31.6 to 56.3%, after 12
hours of exposure with the contaminated medium at a
concentration of 10 mg/l. These bacteria displayed potential to
be applied in bioremediation processes.
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Introduccidn

I plomo (Pb) es un metal que se encuentra de forma natural en el ambiente, pero las

actividades antropogénicas han contribuido al incremento de sus niveles en algunos

ecosistemas. Actividades como la mineria del Pb, los procesos industriales que
utilizan el Pb como materia prima, la combustion de carbdn y del petroleo, entre otros procesos,
contribuyen a la liberacion de este metal (Schwarz et al., 2012).

Estudios realizados en Ascensién,
Chihuahua han demostrado la presencia de Pb
en los sistemas acuaticos presentes en el lugar
(Dominguez-Acosta y Gill, 2007; Rubio et al.,
2015). La utilizacién de microorganismos como
biosorbentes de metales pesados ofrece una
alternativa potencial a los métodos ya existentes
para la detoxificacion y recuperacion de metales
toxicos presentes en aguas residuales
industriales; de igual manera, se ha estudiado
la capacidad de crecimiento y remocién de Pb
por diversos organismos, presentando valores
entre el 50 al 98% de remocion, dependiendo
de las concentraciones y tiempos de exposicion.
Levaduras, hongos, algas, bacterias y cierta
flora acuatica tienen la capacidad de concentrar
metales a partir de soluciones acuosas diluidas,
y acumularlas dentro de la estructura microbiana
(Canizares, 2000; Guo et al., 2010; Infante et
al., 2014; Pérez et al., 2016). De todos los
organismos vivos utilizados en la tecnologia de
biorremediacion, las bacterias heterotrofas
aerdbicas constituyen el grupo mejor estudiado,
ya que los microorganismos anaerobios son
generalmente menos flexibles acerca de la
naturaleza del sustrato y mucho mas sensibles
a la presencia de metales pesados y, por lo
tanto, desempefian un mejor papel en la
remocion de dicho contaminante. Ademas de
esto, las bacterias constituyen el grupo mas
importante desde el punto de vista taxonémico,
no solo debido al gran numero de especies y
géneros existentes para la biodegradacion, sino
a su versatilidad metabdlica (San Martin, 2011).
La mayoria de las bacterias estudiadas para la
biorremediacion de metales se aislaron en areas
contaminadas por metales, especialmente
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aguas residuales industriales y relaves de
minas; algunas cepas de Pseudomonas,
Enterobacter, Staphylococcus han sido
reportadas en la remocién de plomo (Bojérquez
etal., 2016, Chandana et al., 2016). El objetivo
de este estudio es evaluar el potencial de
remocion de plomo de las bacterias aisladas
del sedimento de la laguna de San Juan,
Ascension, para su posible utilizacién en
sistemas de biorremediacion.

Materiales y Métodos

Aislamiento microbiano

El muestreo de sedimentos de la laguna
San Juan, en Ascension, Chihuahua se realiz6
en las coordenadas 31° 03'28.12" Ny 107° 53'
28.79" W, las muestras (15) se recolectaron en
tubos Falcon de 50 mL estériles, estas fueron
almacenadas en una hielera a una temperatura
de 4 °C para ser transportadas al laboratorio
para su posterior analisis (De Anda et al., 2013).
Posteriormente, se pesaron 10 g de sedimento
y se incubaron a 37 °C por 21 dias a 200 rpm
en caldo nutritivo (DIFCO) suplementado con
nitrato de plomo (Pb(NO,),) a una concentracion
de 10 mg/L de Pb(ll). Se tomaron muestras del
medio de cultivo al tiempo 0, 3, 7, 14 y 21 dias
de incubacién. Las muestras recolectadas se
cultivaron en cajas Petri con agar nutritivoy 10
mg/L de Pb(ll), para lo cual se realizaron
diluciones seriadas del orden 108. Se
seleccionaron colonias morfolégicamente
diferentes para realizar su aislamiento en
nuevas cajas Petri usando estria escocesa
(Soto-Padilla et al., 2014). Las cepas aisladas
se etiquetaron de acuerdo a clave desarrollada
que incluye dilucion y dias de incubacion.
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Preparacion de pre inéculo

Se realizé la siembra en medio liquido (caldo
nutritivo marca DIFCO) de las cepas
bacterianas en matraz Erlenmeyer, los
matraces se incubaron en un agitador orbital
(222DS- LABNET) con una temperatura de 37
°C a 200 rpm por un periodo de 12 horas.

Resistencia y crecimiento en Pb

Se determind la resistencia y crecimiento
microbiano de las bacterias aisladas en un
tiempo de 12 h a 37 °C, utilizando agar nutritivo
(DIFCO) con nitrato de plomo, se evaluaron
concentraciones de Pb(ll) de 100, 200, 400, 600,
800, 1000 y 1200 mg/L.

Cinética de crecimiento en Pb

Los medios de cultivo (caldo nutritivo marca
DIFCO adicionado con Pb(ll) a una concentracion
de 10 mg/L) se inocularon con 10% (v/v) de pre
inoculo de bacterias aisladas e incubaron en
matraces Erlenmeyer. Los matraces se
inocularon e incubaron en un agitador orbital
(222DS-LABNET) con una temperatura de 37
°C a 200 rpm. Los experimentos se realizaron
por triplicado. Para la evaluacion del crecimiento
microbiano se tomaron alicuotas de 3 mL del
medio de cultivo en intervalos de 2 h. El
crecimiento bacteriano se estimé por
turbidimetria a una longitud de onda de 600 nm
en el espectrofotometro UV-Vis (Lambda 2)
(Thacker et al., 2007).

Cinética de remocioén de Pb

Se evalué la remocion de Pb(ll), tomando
alicuotas de 3 mL del medio de cultivo a
intervalos de 2 h, las muestras se centrifugaron
a 3000 rpm durante 15 minutos. La concentracion
de Pb(ll) se determind utilizando el método de
espectrometria de absorcion atomica (NOM-
117-SSA1-1994).

Analisis estadistico

Los valores de densidad optica del
crecimiento bacteriano se analizaron por el
programa estadistico Minitab16 realizando la
comparacion de medias por la prueba Fisher
con a=0.05; los mismos ensayos se utilizaron
para comparar las cantidades Pb en el medio
(Bojorquez et al., 2016).
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Resultados y Discusion

Se logré el aislamiento de siete cepas,
donde el 57.2% de las bacterias son bacilos
Gram (-) y el 42.8% presentan la forma de cocos
Gram (+). Las caracteristicas microscépicas de
las colonias se describen en el Cuadro 1. El
aislamiento bacteriano mostré que no existe una
elevada presencia de microorganismos, estos
resultados concuerdan con los informados por
otros investigadores, donde al evaluar la carga
microbiana en ecosistemas contaminados,
detectaron un bajo numero de aislados
bacterianos, coincidiendo en la presencia de
bacterias Gram negativas y Gram positivas (Lu
etal., 2006; Martinez et al., 2010). La exposicion
de las bacterias a este metal pudo permitir la
seleccion de microorganismos resistentes entre
la poblacién microbiana del ecosistema, con
capacidad de tolerar sus efectos nocivos.

Cuadro 1. Caracterizacion de cepas aisladas de sedimentos
de la laguna San Juan, Ascensioén, Chihuahua.

Cepa Forma Tincion Gram
114001 Bacilos Gram (-)
125303 Bacilos Gram (-)
114300 Cocos Gram (+)
113303 Cocos Gram (+)
115301 Bacilos Gram (-)
115302 Bacilos Gram (-)
124302 Cocos Gram (+)

La resistencia que exhibieron todas las
cepas bacterianas a los iones de plomo es
probablemente atribuible a la presencia de estos
metales en el sedimento de la laguna San Juan.
Las cepas aisladas presentaron resistencia a
la presencia de 1200 mg/L de Pb(ll), el
comportamiento observado de los microorga-
nismos frente al Pb(ll), concuerda con lo
informado de otros aislamientos ambientales
realizados, donde se reportan crecimiento a
1200 mg/L de Pb(ll) (Li y Ramakrishna 2011;
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Zhang et al., 2012). Martinez et al. (2010)
reportan la resistencia a plomo a concentraciones
menores (400 mg/L) de las cepas de bacterias
aisladas en el rio Almendares, explicando que
la tolerancia a los metales presentada por
bacterias puede estar dada por diferentes
mecanismos celulares, entre estos estan los
que utilizan los transportadores de la membrana
que expulsan al ambiente los iones metalicos,
aquellos que se valen de modificaciones
enzimaticas para cambiar el estado redox de
estos elementos quimicos y los que incorporan
los iones metalicos a la célula. Debido a que en
concentracion de 1200 mg/L de plomo, aun se
presenta crecimiento microbiano (Figura 1), se
consideran bacterias resistentes y 6ptimas para
evaluar su cinética de crecimiento y remocion
de Pb(Il) a una concentracion de 10 mg/L.

En el Cuadro 2 se muestran los valores
medios y desviacion estandar de la densidad
Optica obtenidas a las 12 horas de crecimiento
de las cuatro cepas bacterianas analizadas a
10 mg/L de Pb(ll); podemos visualizar que los
resultados presentados en la comparacion de
medias presentan valores similares entre las
cepas 113303 y 125303, y la cepa 115302
presenta un mayor crecimiento a las 12 horas
de incubacion.

Cuadro 2. Valores medios de densidad optica (+ desviacién
estandar) presentados en el crecimiento microbiano a las 12 h.

Cepa Densidad dptica
113303 1.4303 + 0.010
115301 1.5403 + 0.018
115302 1.6974 + 0.021
125303 1.4247 £ 0.012

En la Figura 2 se observan las cinéticas de
crecimiento de las cuatro cepas bacterianas a
10 mg/L de Pb(ll), podemos distinguir que existe
un comportamiento similar de las cepas
evaluadas, observandose en la primera hora el
periodo de adaptacién similar entre ellas,
ademas de valores de densidad optica a las 12
h entre 1.43 y 1.69. Vera et al. (2016) reportan
la remocion de plomo utilizando fitorremediacion
con concentraciones de 10 mg/L concentracion
considerada para la cinética de crecimiento
experimental; en el 2010, Guo et al. reportan el
crecimiento de la bacteria del género Bacillus
en una concentracion de 10 mg/L con valores
maximos de densidad 6ptica de 2.3 en un tiempo
de cinco horas de incubacion, disminuyendo en
un tiempo de 12 h; lo cual concuerda con los

Figura 1. Evaluacion de crecimiento de bacterias a diferentes concentraciones de Pb(Il), 600nm de longitud de onda

en un tiempo de 12 h.
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resultados obtenidos en cuanto al tiempo de
incubacién, ya que minimamente se visualiza
el decremento del valor de densidad optica en
el muestreo de 12 horas realizado en la
investigacion. Pérez et al. (2015) reportan el
crecimiento de bacterias resistentes a Pb(ll) por
densidad 6ptica a 600 nm con valor maximo de
0.1 a 12 horas, resultando inferior a lo mostrado
en las cuatro cepas de bacterias evaluadas.

En cinéticas de reduccion de Pb(ll) (Figura 3)
se percibe una disminucion de la concentracion
de plomo (%) muy similar en las cuatro cepas
de bacterias evaluadas, se puede observar la
disminucién de la concentracion de Pb(ll)
conforme trascurre el tiempo, logrando, a un
tiempo de 12 horas, tener una concentracion
de 52.9% parala cepa 125303,y 43.7% para la
cepa 115302 de la concentracion inicial de
Pb(Il). Los porcentajes de remocion de Pb(ll)
de las bacterias muestran valores del 31.677 al

56.249% (Cuadro 3). El Cuadro 3 muestra el
porcentaje que logré remover cada una de las
bacterias en un lapso de 12 h, en donde la cepa
bacteriana que tiene mayor capacidad de
remocién de plomo es la identificada como
115302, con un porcentaje de remocién del
56.249%. La remocion de plomo por bacterias
se ha considerado en varias investigaciones
utilizando diferentes cepas, asi como diversas
concentraciones de plomo y periodos de tiempo
(Selatnia et al., 2004; Guo et al., 2010; Becerra-
Castro et al., 2012; Infante et al., 2014; Pérez et
al., 2016;); estos trabajos demuestran que la
remocioén de plomo se afecta con el aumento
de la concentracion de Pb(ll). De igual manera
se ha evaluado la remocion de Pb(ll) con la
utilizacion de fitorremediacion, concordando con
valores de 50% de remocion de las cepas
bacterianas en estudio, pero diferenciando en
los tiempos de remocion del Pb(ll) (Amabilis-
Sosa et al., 2014; Vera et al., 2016).

Figura 2. Cinéticas de crecimiento de bacterias resistentes a plomo en caldo nutritivo suplementado con 10 mg/L de nitrato de plomo
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Figura 3. Concentracion de Pb(ll) remanente en un periodo de
12 h.
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Cuadro 3. Valores medios y desviacion estandar de porcentajes
de remocion de Pb(ll) por cepas resistentes.

Cepa % de remocion Pb(ll)
125303 47.164 £ 2.111
115301 31.677 £ 2.584
113303 41.785 + 0.882
115302 56.249 + 0.084

Conclusiones

Los sedimentos de la laguna San Juan, en
Ascension, Chihuahua, podemos encontrar
bacterias que presentan capacidad (mayor a
50%) de remocion de plomo y resistencia hasta
1200 mg/l Pb; la cepa bacteriana etiquetada
como 115302 con caracteristicas microscopi-
cas de bacilo Gram negativo presenta valores
de 56.249% de remocién de Pb(ll), por lo tanto,
se puede emplear como agente bioldgico para
procesos de biorremediacién en suelos y/o
aguas contaminadas.
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