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RESUMEN

Las industrias galvanicas son reconocidas mundialmente por estar entre las mas contaminantes, debido a que generan
descargas de agua con metales pesados que resultan ser toxicos para el ambiente. En esta investigacion, se evalud la
capacidad reductora de Cr (VI) por parte de B. cereus B, en aguas residuales generadas en una industria galvénica. Para
ello, se realizaron ensayos de biorreduccién de Cr (VI), empleando agua residual real (ARR) de una galvanoplastia y
agua residual artificial (ARA), con y sin glucosa. E1 ARA se prepar6 a partir de sales de Ni, Zn, Cu, Pb y Cr, simulando
la concentracion del ARR. Se monitored la concentraciéon de Cr (VI) y el crecimiento celular, tres veces al dia por cinco
dias. Ademads, se evaluaron los efectos toxicos del agua residual, sobre la morfologia de B. cereus Bi, por medio de
microscopia electrénica de barrido. En el ARA se alcanzaron porcentajes de reduccién de Cr (VI) de 100 % y 71 %,
mientras que en el ARR, la reduccién fue de 75,6 % y 31,7 %, en los experimentos con y sin glucosa respectivamente.
A pesar del bajo porcentaje de reduccion en el ARR sin glucosa, se alcanzaron concentraciones de & 0,14 mg Cr (VI)/L,
valor dentro de los limites permisibles (0,5 mg Cr (VI)/L). La microscopia mostré alteraciones en la pared celular y
disminucién del tamafio, principalmente en las bacterias expuestas al ARR. Lo que permite proponer a B. cereus By,
como un microorganismo promisorio para la biorremediacién de efluentes industriales contaminados con Cr (VI).
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ABSTRACT

Electroplating industries are globally recognized as being among the most polluting because they generate large amounts
of water contaminated with heavy metals that become toxic to the environment. In this research, the reducing capacity
of B. cereus By in wastewater generated in electroplating industry was evaluated. For this purpose, test bioreduction of
Cr (VI) was performed, using electroplating wastewater (EWW) and artificial wastewater (AW W), with and without
glucose. The AWW was prepared from Ni, Zn, Cu, Pb and Cr reagents, simulating the concentration of EWW. The
Cr (VI) concentration and cell growth was measured three times daily for five days. Furthermore, the toxic effects
of wastewater, on the morphology of B. cereus B;, were evaluated using scanning electron microscopy. In EWW the
Cr (VI) was reduced 100 % and 71 %, while in AWW the removal was 75,6 % and 31,7 %, in experiments with and
without glucose respectively. Despite the low percentage of reduction in EWW without glucose, concentration of 4 0,14
mg Cr (VI)/L were achieved, value within the permissible limits (0,5 mg Cr (VI)/L). The scanning electron microscopy
showed alterations in the cell wall and decrease in size, mainly in bacteria exposed to EWW. B. cereus B is proposed
as a promising microorganism for bioremediation of industrial effluents contaminated with Cr (VI).

Key words: bioremediation, glucose, heavy metals, industrial effluents.

INTRODUCCION descargas de contaminantes toxicos de tipo metali-
co que exceden la capacidad de autodepuracion,
Con el incremento de la actividad industrial en el trayendo como consecuencia graves problemas de

mundo, los cuerpos de agua reciben continuamente



contaminacién ambiental (Gémez et al. 2008). Estos
contaminantes proceden de actividades industriales
muy variadas como la galvanoplastia, curtido de pieles,
metaldrgica, industria del cemento, fotogréfica, de
baterias, mecdnica, pinturas corrosivas etc. Los efectos
toxicoldgicos sobre el ecosistema son de importancia
ecoldgica y de salud publica, ya que puede provocar
dermatitis irritativa, dermatitis alérgica, asma bron-
quial (OPS 1987) y dafios en el ADN, aumentando el
riesgo carcinogénico en humanos (Sedman et al. 2006).

Las galvanoplastias o industrias de depdsito por via
electrolitica, son aquellas lineas de produccién que
tienen como objetivo aplicar pequefias capas de me-
tales sobre sustratos metalicos o plasticos por medio
de electricidad (Passos 1994), con el fin de modificar
sus propiedades superficiales, aumentar su resistencia
a la corrosion y al ataque de sustancias quimicas, e
incrementar su resistencia a la friccién y al rayado o
mejorar su apariencia visual (Ministerio del Medio
Ambiente del Ecuador 2011).

El proceso en estas industrias, involucra un tratamiento
de limpieza inicial de la pieza para remover aceites,
grasas e impurezas, seguido de un proceso de fijacién
de la capa protectora deseada, mediante electrolisis, y
de un lavado final (Romero 2004). Los insumos que se
utilizan en el proceso son usualmente: sulfatos de cobre
y niquel, cianuros de sodio, cromo y zinc, hidréxido
de zinc, cloruro de niquel y de cadmio, 4cido bérico,
acido clorhidrico, solventes orgénicos, desengrasantes
alcalinos, acido sulfirico, entre otros (Romero 2004).
Siendo el cromo, el principal contaminante presente
en aguas residuales de este tipo de industrias.

En lo que respecta al cromo, este es un elemento quimi-
co de nimero atémico 24, que pertenece al grupo VI
B de la tabla periddica, dentro de los llamados metales
de transicion (Téllez et al. 2004). En la naturaleza se
encuentra principalmente en dos estados de oxidacion:
la forma trivalente Cr (III) y la forma hexavalente Cr
(VD). La proporcién de Cr (VI) es mas baja que la
de Cr (II), sin embargo, esta es la forma mas téxi-
ca para plantas y animales, ya que se considera un
agente fuertemente oxidante, bioacumulable y biomag-
nificable (Park et al. 2005). Por el contrario, el Cr
(IIT), generalmente es téxico solamente para plantas
a elevadas concentraciones y es menos toxico para
animales (Anderson 1998).

Estos efectos hicieron que en Colombia se determi-
nara que las concentraciones maximas permisibles de
cromo total para vertimientos en cuerpos de agua o
red de alcantarillado publico, no deben exceder 0,5
mg/L (Ministerio de Ambiente y Desarrollo Sosteni-
ble 2012). Es por esta razén que algunas industrias,

han implementado métodos convencionales para la
remocién de metales pesados como precipitacién
quimica, 6xido reduccién quimica, filtracién, intercam-
bio i6nico y tratamiento electroquimico (Zouboulis et
al. 1999), pero se han encontrado ciertas desventajas
asociadas a costos, produccién de residuos secunda-
rios, poca efectividad a bajas concentraciones y rdpida
saturacion, lo que los convierte en métodos inviables
para pequeiias industrias (Gomez et al. 2008). Por
esta razon en la actualidad, se promueve el desarrollo
de tecnologias eficientes y de bajo costo como es la
biorremediacién (Vidali 2001), que ofrece la posibi-
lidad de degradar, remover o reducir contaminantes
a formas no toxicas o menos toxicas, para la salud
humana y el ambiente (Garg et al. 2012).

En la interaccion con los iones cromato, se han descrito
diversos géneros bacterianos, entre los que se incluye
a Pseudomonas sp. (Ishibashi et al. 1990), Aeromonas
(Kvasnikov et al. 1985), Enterobacter (Wang et al.
1989), Escherichia (Shen & Wang 1993), Bacillus
(Garbisu et al. 1998) y Shewanella (Myer et al. 2000),
los cuales pueden interactuar con el metal a diferentes
niveles: pared celular, periplasma, membrana plasmati-
ca, citoplasma y organelas celulares (Guevara 2010).

En B. cereus, se ha reportado la capacidad biorreducto-
ra de Cr (VI), en muestras con altas concentraciones del
contaminante. Por ejemplo, Murugavelh & Mohanty
(2013), reportaron una reduccion casi completa de Cr
(VI), a concentraciones iniciales de 10 y 50 mg/L, y
entre el 96,7 % y 72,1 %, a concentraciones iniciales
de 60 y 70 mg/L, respectivamente. Por su parte, Naik
et al. (2012), reportaron la capacidad de B. cereus
para reducir més del 75 % Cr (VI) a una concentracion
inicial de 968 mg/L. Ademds, tuvo la versatilidad para
absorber otros metales diferentes al cromo y resistir la
toxicidad del efluente (Naik et al. 2012). A escala de
laboratorio, se ha reportado la capacidad de B. cereus
Bj para tolerar hasta 8000 ppm, y remover el 100 %
del contaminante al cabo de 9, 34, 50 y 96 horas, a
concentraciones iniciales de 10, 30, 50 y 100 ppm,
respectivamente (Ramirez & Benitez-Campo 2013).
Basado en lo anterior, este proyecto pretende evaluar
la capacidad de B. cereus B; para reducir Cr (VI), pre-
sente en aguas residuales de una industria galvanica.

METODOS

Se tomaron muestras de aguas residuales en el sitio
de vertimiento de los efluentes de una galvanoplastia,
localizada en la ciudad de Cali, departamento de Valle
del Cauca, Colombia. En el lugar de muestreo, se
determiné la temperatura y el pH. Las muestras se
almacenaron en frascos de vidrio previamente lava-



dos con HNO3 al 10 % y esterilizados en autoclave, y
se transportaron en neveras a 4°C, al laboratorio de
Investigaciones Microbiolédgicas (LIM) del Departa-
mento de Biologia de la Universidad del Valle, en la
Ciudad de Cali, Colombia. Segin recomendaciones
de la APHA, AWWA, WEF (1989), las muestras se
procesaron en las siguientes seis horas. Inicialmente,
se ajustd el pH a 7,5 £ 0,2 empleando Buffer Tris, que
en investigaciones previas, ha mostrado ser el 6ptimo
para el crecimiento de la cepa nativa B; (Lemos 2012).

El microorganismo empleado, fue seleccionado porque
present6 una mayor tolerancia al Cr (VI) en estudios
previos realizados a escala de laboratorio (Ramirez &
Benitez-Campo 2013, Lemos 2012) y actualmente se
encuentra crio conservado en el laboratorio de Inves-
tigaciones Microbioldgicas de la Universidad del Valle.

Los bioensayos de reduccién de cromo se realizaron
por triplicado, empleando agua residual real de una
galvanoplastia (ARR) y agua residual artificial (ARA),
con y sin glucosa, filtradas a través de una membrana
con 0,2 pm de tamafio de poro. Segin Lemos (2012),
la concentracién 6ptima de glucosa para los bioensa-
yos fue de 0,2 g/L.

Con el fin de determinar si en el ARR existen otros
factores que pudieran influir en el proceso de reduc-
cién de Cr (VI), se prepard un agua residual artifi-
cial (ARA), en la que se disolvieron 14,11 mg/L de
[NiSOy4 - TH20O], 0,07 mg/L de [ZnSO, - TH50],
0,15 mg/L de [CuSO4-5H20], 0,21 mg/L de
Pb(NO3)2y 5,25 mg/L de [K2Cro0O-]. Estas concen-
traciones se definieron a partir del andlisis fisicoquimi-
co realizado al ARR de la galvanoplastia.

Cada bioensayo constaba de un erlenmeyer de 250 mL
que contenia 50 mL de ARR y ARA e in6culo bac-
teriano. El in6culo se prepar6 a partir de colonias de
una caja maestra, sembradas en 1000 mL de medio LB
(Louria-Bertani) e incubadas a 30°C por 17 horas en
un shaker a 125 rpm. El cultivo crecido, se trasvasé a
12 tubos falcon con 50 mL cada uno, los cuales se
centrifugaron a 4000 rpm durante 10 minutos. Luego,
se descart6 el sobrenadante y el pellet se utilizé6 como
in6culo en los diferentes tratamientos. Por cada trata-
miento, se incluy6 un control quimico que contenia 50
mL de ARR y de ARA, con y sin glucosa; obteniendo
un total de 16 erlenmeyer que se incubaron a 30°C y
125 rpm.

Se realizaron tres bioensayos, a partir de tres muestreos
independientes, con cinco dias de duracién cada uno.
Se determind la concentracién de Cr (VI) y crecimien-
to microbiano tres veces al dia y el pH al principio y
al final de cada ensayo. La concentracién de Cr (VI)

se midi6 mediante el método espectrofotométrico de
la 1,5-difenilcarbazida a 540 nm, utilizando el equipo
HACH DR 890 (APHA, AWWA, WEF 1989) y el cre-
cimiento microbiano por medio de la densidad dptica
a 600 nm, empleando un espectrofotémetro (Thermo
Spectronic Genesys 20, digital UV VIS).

Los resultados obtenidos para reduccién de Cr (VI)
(%) y crecimiento microbiano (D.O.), a través del
tiempo, se analizaron graficamente. La existencia de
diferencias significativas, se evalué mediante un anali-
sis de varianza, para un disefio factorial 22 con bloque,
donde cada bloque representd un bioensayo. La unidad
experimental fue el erlenmeyer de 250 mL, los factores:
tipo de agua y presencia/ausencia de glucosa, la varia-
ble de respuesta el porcentaje de reduccion de Cr (VI)
y la variable de control el crecimiento microbiano. El
modelo asociado al disefio experimental, se expres6 en
la siguiente ecuacion:

Yijk = pb+ a; + B + 1 + (af)ij + €iji Parai=
1,2; j=123...

Doénde:

Yi;% = Disminucion porcentual en el nivel de Cr (VI)
en agua residual dado el efecto del i-ésimo tipo de
agua, con el j-ésimo nivel de glucosa, en el pi-ésimo
ensayo.

1 = Disminucién porcentual promedio en el nivel de
cromo sin tener en cuenta el tipo de agua, ni el nivel
de glucosa.

«; = Efecto debido al i-ésimo tipo de agua en la dis-
minucién porcentual en el nivel de Cr (VI) en el agua
residual.

B; = Efecto debido al j-ésimo nivel de glucosa en la
disminucién porcentual en el nivel de Cr (VI) en el
agua residual.

Tk, = Efecto debido al pi-ésimo ensayo en la disminu-
cién porcentual en el nivel de Cr (VI) en agua residual.

(af),; = El efecto en la disminuci6n porcentual en el
nivel de Cr (VI) en agua residual debido a la interac-
cién entre el i-ésimo tipo de agua y el j-ésimo nivel de
glucosa.

€55 = Efecto en la disminucién porcentual en el nivel
de Cr (VI) en agua residual debido al error experimen-
tal.

Las hipétesis a contrastar fueron las siguientes:
H, = El porcentaje de Cr (VI) reducido en el agua
residual es igual para los tres ensayos.



H, = El porcentaje de Cr (VI) reducido en el agua
residual es diferente para los tres ensayos.

H, = El porcentaje de Cr (VI) reducido en el ARR es
igual al porcentaje de Cr (VI) reducido en el ARA.

H, = El porcentaje de Cr (VI) reducido en el ARR es
diferente al porcentaje de cromo reducido en el ARA.

H, = El porcentaje de Cr (VI) reducido en el agua
residual con glucosa es igual al porcentaje de cromo
reducido en el agua residual sin glucosa.

H, = El porcentaje de cromo reducido en el agua resi-
dual con glucosa es diferente al porcentaje de cromo
reducido en el agua residual sin glucosa.

H, = El porcentaje de cromo reducido en el agua resi-
dual dado el tratamiento («3);; es igual al porcentaje
de cromo reducido en el agua residual en ausencia del
tratamiento.

H, = El porcentaje de cromo reducido en el agua
residual dado el tratamiento (af);; es diferente al
porcentaje de cromo reducido en el agua residual en
ausencia del tratamiento.

Los supuestos de normalidad se evaluaron mediante la
prueba formal de Shapiro Wilk y los de homogeneidad
de varianzas mediante la prueba formal de Levene.
Cuando no se cumpli6 el supuesto de homogeneidad
de varianzas, la transformacion de los datos se hizo
aplicando la funcién Y = arcosen(,/y). De igual
manera, cuando se encontraron diferencias estadistica-

mente significativas, se utilizé la prueba a posteriori
de Tukey. Las pruebas estadisticas se realizaron con el
software R y los graficos con Origin (8,0).

Con el fin de evaluar el efecto téxico del ARR y del
ARA sobre la morfologia de B. cereus B1, se expuso la
bacteria a los distintos tratamientos y se visualizé me-
diante microscopia electrénica de barrido. Para ello,
se tomaron 2 mL de cada erlenmeyer inoculado con
la bacteria y 2 mL de un cultivo puro de B. cereus B
crecido en medio liquido (LB) durante 24 horas (con-
trol), los cuales se centrifugaron a 4000 rpm durante 10
minutos, descartando el sobrenadante. Posteriormen-
te, se fijaron los microorganismos a una solucién de
glutaraldehido al 2,5 % y amortiguador fosfato 0,1M
pH 7,2 durante 12 horas a 4°C. Las muestras fijadas
fueron lavadas dos veces en amortiguador fosfato y
deshidratadas sumergiendo e incubando la muestra a
4°C durante 10 minutos en concentraciones crecientes
de etanol entre 30 % y 99, 8 %. Inmediatamente, las
muestras se secaron agregando hexametildisiloxano
(HMDS) durante 30 segundos y se recubrieron con una
pelicula de oro, para su inmediata observacion (Mora
2013).

RESULTADOS

Los resultados del andlisis fisicoquimico del ARR
se muestran en la Tabla 1. Estos pardmetros indican
contaminacién por cromo y niquel, cuyos valores estan
por encima del valor maximo permitido por la norma
para vertimientos (Ministerio de ambiente y desarrollo
sostenible 2012).

Tabla 1. Anlisis fisicoquimico del agua residual de una galvanoplastia.

Parametro Resultado VLMP*
Temperatura (°C) 24 40
pH (Unidades) 6,0 6-9
DBOS5 (mg/L) 6,3 200
DQO (mg/L) 16,1 400
SSS (mg/L) <0,1 10
SST (mg/L) 4,40 300
Sulfatos (mg/L) 15,7 -
Plomo (mg/L) <0,210 0,20
Cobre (mg/L) 0,149 0,5
Zinc (mg/L) 0,067 2
Niquel (mg/L) 14,11 0,5

Cromo (VI) (mg/L) 5,24

0,5

*Valor Limite Mdximo Permisible para vertimientos de aguas residuales de generadores que desarrollan
actividades de recubrimiento electrolitico, segiin Ministerio de ambiente y desarrollo sostenible (2012).



La Figura 1 muestra los promedios entre las réplicas
del crecimiento microbiano y el porcentaje de reduc-
cién de Cr (VI), durante las 132 horas de incubacion,
para el bioensayo 1. La Figura 1a muestra que en el
ARR, se redujo el 24 % de Cr (VI) en las primeras
30 horas, tiempo en el que ademas, se produjo la ma-
yor caida de la poblacién bacteriana. Posteriormente,
el proceso de reduccién se estabilizé y la poblacién
comenzd a recuperarse, para finalmente decrecer y al-
canzar un 29, 3 % de reduccién. La Figura 1b muestra
que en el ARA, se redujo el 72 % de Cr (VI) y se man-
tuvo constante las dltimas 36 horas. Desde el inicio
del experimento, la poblacién bacteriana decrecid, sin
embargo, la poblacién final fue mayor que en el ARR.

La Figura 1c muestra que en el ARR con glucosa, se
redujo el 83,3 % de Cr (VI) y se mantuvo constante
las dltimas 30 horas. El comportamiento de la pobla-
cion bacteriana fue similar al del ARR, pues sufri6 un
rapido decrecimiento en las primeras 30 horas, luego
se estabilizd y decrecid. Sin embargo, la poblacién fue
mayor a la del ARR. La Figura 1d muestra que en el
ARA con glucosa, se alcanzé 100 % de reduccion en
las primeras 48 horas. La poblacién bacteriana se man-
tuvo estable durante todo el ensayo y fue mayor que
en los demads tratamientos. El control no present6 re-
duccién quimica en ninguno de los tratamientos.

En los bioensayos 2 y 3 (datos no mostrados), se
observé un comportamiento similar al bioensayo 1, ob-
teniéndose los menores valores de reduccion de Cr (VI)
en el ARR, cuyos porcentajes fueron de 29,0y 37,2 %,
seguido del ARA con 77,6 y 64,2 %. Igualmente al
bioensayo 1, la presencia de glucosa aceler6 el proce-
so de reduccién de Cr (VI), obteniéndose un 74,4 y
69,2 % en el ARR con glucosa en los ensayos 2 y 3
respectivamente, mientras que en el ARA con glucosa
se alcanz6 el 100 % de reduccion para los dos bioensa-

yos restantes. Con respecto a la poblacién bacteriana
en los bioensayos 2 y 3, su comportamiento fue similar
al bioensayo 1 (datos no mostrados).

—s— % de reduccién de Cr (VI)
4— Crecimiento bacteriano
2— Crecimiento bacteriano en el control
*— % de reduccién de Cr (VI) en el control

.........

w o s oW e ® wonom
Tiempo horas) Tiempo (heras)

Figura 1. Porcentaje de reduccion de Cr (VI) vs creci-
miento microbiano (D.O) en el ensayo 1 en: (a) agua
residual real; (b) Agua residual artificial; (c) Agua resi-
dual real con glucosa; (d) agua residual artificial con
glucosa.

El andlisis estadistico mostr6 que no hubo diferencias
significativas entre los bioensayos para reduccién de
cromo (p = 0,3326). Pero si se encontraron diferencias
significativas entre los factores tipo de agua (p = 2e-
16), presencia de glucosa (p = 2e-16) y la interaccion
entre los factores tipo de agua-glucosa (p = 0,0398).
Ver tabla 2.

Tabla 2. ANOVA para el disefio factorial 22 con bloque luego de aplicar la transformacién.

Df SumSq MeanSq Fvalue Pr(>F)
Bioensayo 2 0,0114 0,0057 1,142 0,3326
Agua 1 1,9195 1,9195 384,969  2e-16
Glucosa 1 2,3497 2,3497 471,256  2e-16
Tipo de agua*glucosa 1 0,023 0,023 4,617 0,0398
Residuales 30 0,1496 0,005

Los resultados obtenidos en el ANOVA, se muestran
en la Figura 2, observandose similitud en el porcenta-
je medio de reduccién de cromo entre los bioensayos
(Fig. 2a). El ARA, present6 un porcentaje de reduccién
muy superior (85,6 %) al ARR (53,7 %) (Fig. 2b), y la
presencia de glucosa (Fig. 2c), aceleré el proceso de

reduccién en un 87,8 % comparado con un 51,5 % en
ausencia de dicho nutriente. Por su parte la interaccién
entre tipo de agua y glucosa (Fig. 2d), mostré un mayor
efecto en el tratamiento con glucosa, favoreciendo la
reduccién en el ARA.
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Figura 2. Porcentaje medio de reduccién de cromo
entre: (a) los bioensayos; (b) tipo de agua; (c) presencia
o no de glucosa; (d) interaccién entre el tipo de agua y
la glucosa.

El anélisis POST- ANOVA de Tukey, mostré para el
factor tipo de agua (real/artificial) y glucosa (presen-
te/ausente), una diferencia de -0,4618171 y 0,5109586
respectivamente, indicando que los factores, agua
artificial y presencia de glucosa, presentaron mayor
reduccién de Cr (VI) comparado con los factores,
agua real y ausencia de glucosa. Ademds, al comparar
los distintos tratamientos, el analisis POST-ANOVA,
mostré que no existieron diferencias significativas
entre el ARR con glucosa y el ARA (p = 0,463835).

La microscopia electrénica de barrido, mostré cambios
morfolégicos en la célula bacteriana tras exponerse a
los distintos tratamientos. En el control sin Cr (VI) (Fig.
3a), la bacteria present6 forma elongada y superficie

lisa; mientras que en el ARR (Fig. 3b-3c¢), la bacteria
se torn6 mas pequefla, redondeada y con algunas ru-
gosidades en su pared. En el tratamiento con el ARA
(Fig. 3d-3e), aunque la célula conservé la forma elon-
gada, se observé una disminucion de tamaifio y bordes
desiguales sobre su pared.

Figura 3. Microscopia electrénica de barrido que
muestra los cambios en la morfologia y el tamaiio de
B. cereus Bj: (a) control sin cromo; (b) agua residual
real; (c) agua residual real enriquecida con glucosa;
(d) agua residual artificial; (e) agua residual artificial
enriquecida con glucosa.

En la Tabla 3 se muestran los resultados de pH inicial
y final en el ensayo uno. En los ensayos con glucosa,
hubo disminucién del pH, mientras que en el ARR, hu-
bo aumento del pH, y en el ARA, hubo una tendencia
a permanecer constante. Este comportamiento fue a
similar en los ensayos dos y tres (datos no mostrados).

Tabla 3. pH inicial y final de cada uno de los tratamientos.

Tratamiento ARR Control ARR+G Control ARA Control ARA+G Control

7,6 7,6 7,6 7,6
7.5 6,7 5,6 6,9

pH inicial 7,6 7,6 7,6
pH final 8,2 6,9 5,1
DISCUSION

Las concentraciones de Pb>t, Cu?t, Zn2t y Ni?t,
determinadas en la muestra del ARR (tabla 1), pueden
considerarse limitantes en términos de la afinidad de
dichos metales, por los grupos funcionales presentes
en la superficie celular (Fosso-Kankeu et al. 2011),
que probablemente conllevé a una competicién con el
Cr (VI) y en consecuencia una baja reduccién de la
concentracién del mismo, principalmente en el ARR.
Lo anterior también fue reportado por Naik et al. 2012,

donde la presencia de Ni?*T, Cd*t, Pb*t, Fe3t y
Zn?T, afecté la absorcién de Cr (VI) por parte de
B. cereus. Por esta razén, la competencia entre los
metales y su afinidad por ciertos sitios de la superficie
celular bacteriana, juega una papel importante en la
remocion de metales (Dhal ez al. 2010).

En Bacillus cereus, por ejemplo, se ha encontrado
que los grupos carboxil, amida y fosfato son los que
tienen afinidad por el Cr (VI) y los grupos amida y
carboxil por el Ni?T (Naik et al. 2012). Dado que las



concentraciones de Cr (VI) y Ni?T fueron las mas
altas en este estudio y ademds comparten afinidad por
los mismos grupos, la competencia entre estos dos
iones probablemente afect6 la reduccion de Cr (VI).

Los resultados obtenidos permitieron determinar que
B. cereus B, redujo aerébicamente la concentracion
de Cr (VI). Dicha disminucién puede deberse a la ca-
pacidad de reduccién que se ha comprobado en la cepa
Bj de B. cereus (Ramirez & Benitez-Campo 2013).
Este mecanismo pudo haber ocurrido al considerar el
cambio de color, en todos los tratamientos, de amarillo
a blanco conforme transcurria el ensayo, que segin
Garbisu et al. (1998), es un indicativo de la formacién
de hidréxido de cromo [Cr(OHj).

En presencia de oxigeno, la reduccién bacteriana de Cr
(VI), consiste en un proceso de dos o tres pasos, donde
el Cr (V]) inicialmente es reducido a intermediarios
de vida corta como son el Cr (V) y Cr (IV), para fi-
nalmente producir el Cr (III) (Cheung & Gu 2007). El
NADH, NADPH vy los electrones de reserva endégena,
son los responsables de donar electrones en el proceso
de reduccién de Cr (VI) a Cr (IIT) y la enzima cromato
reductasa (ChrR), es la encargada de reducir el Cr (VI)
para formar el Cr (V), donde ademds se genera una
especie reactiva de oxigeno (ROS), que facilmente se
combina con complejos DNA-proteina (Cheung & Gu
2007).

Al ser el ARR sola, una matriz que no conté con un
donador de electrones, la cepa expuesta a este trata-
miento, nicamente logré utilizar su reserva endégena
de electrones, lo que llevé a una escasa eficiencia de
reduccidn en este tipo de agua. Sumado a esto, se resal-
ta el hecho de que los efluentes industriales, contienen
varios componentes iénicos (incluyendo cationes y
aniones), adicionales a los iones de interés, que segtiin
se ha reportado, tienen un impacto perjudicial sobre
la acumulacion de metales (Suh & Kim 2000, citado
por Wang & Chen 2006). Ademads, se ha sugerido que
en aquellos procesos, en donde se llega a un punto en
que la reduccién decrece y eventualmente cesa, como
ocurri6 en algunos de los tratamientos, es producto de
los efectos mutagénicos del Cr (VI) hacia las células
bacterianas (Wang 2000), las cuales pueden llegar a
formar una barrera que impide el paso de Cr (VI) al
interior de la célula, como lo reportaron Horitsu et
al. (1987) en estudios realizados con Pseudomonas
ambigua. Por su parte, Komori et al. (1989), reportaron
mutaciones en Enterobacter cloacae como resultado
de un dafio al ADN debido a la interaccién con el
Cr (VD) y Wang (2000), report6 que el dafio al ADN
causa interrupcién en la replicacién normal de las
células, dando como resultado replicados mutantes de
las células afectadas.

Por lo anterior, se han estudiado distintos compuestos,
que eventualmente podrian utilizarse como donadores
de electrones, en procesos de bioreduccién a escala
industrial, considerando su eficiencia tanto en rendi-
miento como en costos. Se incluye el uso de glucosa,
glicerol (Fulladosa et al. 2006), acetato, sucrosa, suc-
cinato, oxalato, citrato, malato, lactato (Zakaria et al.
2007), dextrosa (Srivastava & Thakur 2007), fructosa
y extracto de bagazo (Kathiravan et al. 2011, citado
por Barrera-Diaz et al. 2012).

En esta investigacion se encontrd que independiente-
mente del tipo de agua, aquellos tratamientos suple-
mentados con glucosa mostraron una mayor reduccién
de Cr (VI). Estos resultados se asemejan a los reporta-
dos por Liu et al. (2006), quienes encontraron que la
concentracion de Cr (VI) disminuy6 de 40 a 4,24 mg/L,
(aproximadamente el 89 %) en un medio con glucosa,
mientras que sin glucosa, la concentracién de Cr (VI)
cayo6 solo a 16,24 mg/L (aproximadamente el 59 %),
después de 72 horas de incubacién. Investigaciones
sugieren que el efecto reductor cuando se suministra
glucosa, se debe al hecho de que esta molécula entra
en la via de las pentosas, convirtiendo el NADP a su
forma reducida, que a su vez proporciona metabolitos
reducidos (Fulladosa et al. 2006).

Ademas de ser la glucosa una fuente donadora de elec-
trones, también es una importante fuente de energia,
que junto a otros elementos traza, aumenta el creci-
miento de células vivas y facilita la biosorcion de
metales (Wang & Chen 2006). En estudios realizados
por estos mismos investigadores, se determind que
en medio LB, alrededor de las 16-24 horas (periodo
donde la reduccién de Cr (VI) fue mayor), la glucosa
fue completamente utilizada y los niveles de reduccién
de Cr (VI) practicamente cesaron transcurrido este
periodo.

De acuerdo a lo observado, puede inferirse que este
mismo fendmeno ocurrié en el ARR con glucosa, pues
aunque la reduccién fue més rapida en las primeras
78 horas de incubacién (Fig. lc), trascurrido este
tiempo, los porcentajes de reduccién se estabilizaron,
la glucosa se consumié y en consecuencia no hubo
una completa reduccién del Cr (VI) presente en el
efluente. Ademas, el crecimiento de las células se
favorecié en aquellos tratamientos con glucosa (Fig. 1c
y 1d), lo que reafirma su papel determinante tanto en
el crecimiento celular como en la reduccion de Cr (VI).

Larazén por la que en el ARA con glucosa, se redujo la
totalidad del Cr (VI) presente en el efluente, se debi6 a
varios factores. Uno de ellos la presencia de glucosa,
pues en las primeras 24 horas de incubacién, ya se
habia reducido mas del 80 % del Cr (VI) y dado que



la poblacién bacteriana siempre se mantuvo constante,
no representd dificultad reducir el Cr (VI) restante
(menos del 20 %). El segundo factor corresponde a la
escasa variedad de componentes i6nicos con los que se
preparé este tipo de agua, pues solamente presentaba
SO;~ y NOg , de los cuales se ha encontrado que a
concentraciones iniciales de 40 y 80 mg/L, la reduc-
cién de Cr (VD) no se afecta, pues bajo condiciones
aerdbicas, ninguno de los dos compite con el Cr (VI)
por aceptar electrones (Liu et al. 2006). Este tltimo
aspecto, también fue el responsable de no encontrar
diferencias significativas entre el ARR con glucosa y
el ARA, en la que la poblacién bacteriana, a pesar de
haber decrecido, se mantuvo por encima de la pobla-
cién expuesta al ARR con glucosa, lo que reafirma la
toxicidad del agua industrial. Ademads, el agua tenia
basicamente compuestos inorganicos, donde la cepa
de B. cereus, dificilmente podria realizar sus procesos
metabdlicos al ser una bacteria heterotréfica.

La tendencia del crecimiento microbiano y la reduc-
cion de Cr (VI), observada en el ARR con y sin glucosa,
fue similar a la reportada por Wang & Xiao (1995),
donde Bacillus sp., incremento6 la tasa de reduccion
de Cr (VI) a través del tiempo, de manera inversa a
la concentracién de células. La razén estd en que la
reduccién puede ser inhibida por la toxicidad del Cr
(VI). Sin embargo, algunos estudios han mostrado
que a pesar de haber una baja tasa de crecimiento, las
células que crecen, son capaces de remover metales
continuamente, a través de mecanismos de detoxifica-
cién interna (Malik 2004, citado por Wang & Chen
2006).

A pesar de que en todos los tratamientos B. cereus By
presentd cambios morfoldgicos, los més drasticos se
observaron en el tratamiento con ARR, pues al pare-
cer estos cambios, son el resultado de un mecanismo
adoptado para resistir la toxicidad del medio (Naik ez
al. 2012). Como parte de este mecanismo, se presentan
alteraciones en la estructura de la membrana celular
y tamafio de la célula microbiana (Fosso-Kankeu et
al. 2011), que son vitales para mantener la actividad
metabdlica y sobrevivir a la absorcién de cromo y
otros metales del efluente (Naik et al. 2012).

Frente a este punto, se ha sugerido la relacién que
existe entre la superficie celular y la susceptibilidad
para reducir Cr (VI) en presencia de uno o varios me-
tales. La razon, la existencia de una gran variedad de
grupos funcionales: amida (Dhal ef al. 2013), amina,
carboxil, fosforil e hidroxil, a los que se unen metales
pesados (Garg et al. 2012) y permiten que se lleven
a cabo procesos de biosorcion. Metales como Cu?t,
Cd*t, Ni?*, Zn?" (Garbisu et al. 1998), Hg?*,
Ag** (Ishibashi et al. 1990), Mot y Fe3* (Lovera

et al. 1993), han mostrado variados patrones de inhi-
bicién, que dependen de la cepa bacteriana probada
(Garg et al. 2012). Por ejemplo, estudios realizados
con Bacillus sp. JDM-2-1y Staphylococcus capitis,
mostraron una alta resistencia a N4i2* (4000 pug/mL) y
Cr (VI) (4500 y 2800 pg/mL respectivamente). Y el
orden de resistencia respecto a las concentraciones de
otros metales fue de: Ni?t > Pb*t > Cu?t > Zn2*t
> Cd*t > Hg**t para Bacillus sp. IDM-2-1 y Ni?*
> Pb*t > Zn?*t > Cu?t > Cd*t > Hg*" para S.
capitis (Zahoor & Rehman 2009).

Por otro lado, se ha determinado que el pH puede
afectar remarcablemente las propiedades de los gru-
pos funcionales (carboxil, fosfato, amino, entre otros)
sobre la superficie celular y los iones metélicos en
solucién (Liu et al. 2008). Al igual que los resulta-
dos obtenidos por Liu et al. (2006), se observd un
incremento de pH en aquellos tratamientos sin glucosa,
principalmente en el ARR (tabla 4). La razén estd en
que la reduccién de Cr (VI) a Cr (IIT), como ya se
menciond anteriormente, requiere de un donador de
electrones (endégeno en este caso), que gradualmente
conlleva a una disminucién del potencial de oxida-
cién/reduccién y en consecuencia un incremento de
pH (Liu et al. 2008).

Liu et al. (2006) también reportaron un decrecimiento
del pH en presencia de Bacillus sp. (de 7,2 a5y 6),
después de 72 horas de incubar los tratamientos con
glucosa. Lo anterior, como producto de los metabolitos
(4cidos orgénicos) secretados por las células (Kumar
2011). También se ha propuesto que este decrecimien-
to, es producto de la formacién y precipitacién de
complejos de cromo (Camargo et al. 2003). Por lo
anterior, es necesario considerar el papel que desem-
pefia la glucosa en el metabolismo de la bacteria, la
resistencia al Cr (VI) y los mecanismos implicados en
la reduccién del mismo (Liu et al. 2006).

En la presente investigacion, se reporta la capacidad
que tiene B. cereus By, para reducir Cr (VI) presente
en aguas residuales de una galvanoplastia, a pesar de
la toxicidad que represento este tipo de efluentes para
la bacteria.

Pese a que el ARA se prepard con los mismos metales
y a concentraciones similares a las reportadas en el
ARR, esta ultima mostrd una eficiencia de reduccion
de Cr (VI) menor a la del ARA, lo que demuestra la
existencia de otros componentes que interfieren en el
proceso reduccién de Cr (VI) por parte de B. cereus
B, enel ARR.

A pesar de que los tratamientos con glucosa mostraron
una eficiencia de reduccién de Cr (VI), mayor que aque-



llos sin glucosa, en el ARR se alcanzaron concentracio-
nes de Cr (VI) de + 0,14 mg/L, nivel que estd dentro
de los limites permisibles (0,5 mg/L), segtin norma
colombiana. Lo que permite proponer a B. cereus B,
€Omo un microorganismo promisorio para la biorreme-
diacién de efluentes industriales contaminados con Cr
(VD).
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