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Resumen

Este Proyecto de investigacion tiene como objetivo identificar microorganismos capaces de resistir
y degradar concentraciones de cianuro, provenientes de los vertimientos de una industria de
tratamiento térmico. Para lograr ésto, se inicié con una revision documental, la cual permitié
identificar el medio de cultivo que fue el encargado de aportar a los microorgamismos los
micronutrientes y macronutrientes necesarios para su supervivencia y adaptacion. Luego se realizé
un aislamiento por el método de agotamiento por estria, apartir de muestras de agua residual
resultante de los tratamientos térmicos; Las muestras fueron enriquecidas en medio nutritivo lv
obteniendo crecimiento de microorgamismos a los cuales se les identificd sus caracteristicas
macroscadpicas y microscopicas directas. Finalmente, los microorgamismos aislados se sometieron
a un aumento en las concentraciones de cianuro de 100 ppm, 125 ppm, 150 ppm y 260 ppm, para
de esta manera, establecer cuales de los microorganismos aislados tienen la capacidad de resistir
la mayor concentracién de cianuro. Con base en lo anterior, se encontré que la cepa bacteriana 2
(bacilo Gram positivo) es capaz de resistir el cianuro en concentraciones de hasta 260 ppm; Por
altimo, se realizaron experimentos con el colorimetro (Hanna C-200) para establecer si el medio
suplementado con cianuro de potasio muestra una disminucion en la concentracion de cianuro,
Como resultado la cepa 2 en un tiempo de 48 horas llega a una concentracion de cianuro de 112.5
ppm lo cual permitié concluir que la cepa 2 es capaz de resistir y degradar el cianuro, como

investigacion futura se sugiere establecer la taxonomia de la cepa 2.

Palabras claves: bacterias, Tratamiento bioldgico, Vertimientos de tratamientos térmicos,

Biomimesis, caracterizacion fenotipica, cianuro, genotipo.
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Abstract

This research project has the aim to identify cyanide-resistant and cyanide-degrading microorganism,
from the spill of a heat treatment industry. To achieve this, it began with a documentary review of culture
media for microbial growth to provide optimal conditions for the screening of potential degrading
microorganisms. Then, an isolation was made by the method of depletion by groove, from waste water
samples resulting from heat treatments; The samples were enriched in nutrient medium LB.
Microorganisms were identified by macroscopic and microscopic characteristics, Finally, isolated
microorganisms were cultured to an increase in cyanide concentrations of 100 ppm, 125 ppm, 150 ppm
y 260 ppm, valuing their capacity to resist the highest concentration of cyanide. It was found that bacterial
strain 2 (Gram positive bacillus) is capable of resisting cyanide in concentrations until of 260 ppm; The
determination of the Cyanide concentration was made with the colorimeter (Hanna C-200). Biological
Assays with the strain 2 showed a decrease in the concentration of cyanide after 48 hours of incubation
on liquid media this allowed to conclude that strain 2 is capable of resisting and degrading cyanide. Future

research were suggested to establish taxonomy of the strain two.

Keywords: Bacterium, Biological treatment, Thermal treatment wastewater, Biomimicry,

Phenotypic characterization, cyanide, genotype.
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Introduccion

En la industria metalUrgica es indispensable realizar tratamientos térmicos que permitan cambios
estructurales en el metal segun lo exija el proceso de produccion y el tipo de metal que se pretende
transformar, de este tipo de actividad se encargan las industrias transformadoras de metales las
cuales deben aplicar tratamientos térmicos bien sea para conseguir el endurecimiento o
ablandamiento del material mediante la aplicacion de procesos de temple, cementacion,
nitruracion, revenido, carbonitruracion, recocido, sulfinizado y normalizado (Cimiano, 2002) de
los cuales como remanente quedan contaminantes como aceites, salmueras, cianuros, cromo, oxido
de aluminio, carbonato de sodio, sales de potasio, cloruro de potasio, carbonato de potasio, lodos
de sal, compuestos de bario, solventes y carburo de silicio (CEPIS Publicaciones, 1992) que
terminan por afectar el medio ambiente. Para el desarrollo de esta investigacion se estudio el efecto

que se da sobre el cuerpo hidrico por el vertimiento de aguas contaminadas con cianuro.

Teniendo en cuenta los problemas ambientales que acarrea la contaminacion del agua por los
vertimientos sin tratar, que son arrojados a las fuentes hidricas por parte de las industrias de
tratamientos térmicos, se propone la identificacion de microorganismos con capacidad de degradar
el cianuro de los vertimientos generados por dicha actividad industrial. Se aislaron los que
provengan de los diferentes procesos que estas industrias realizan dentro de su actividad
econdmica, lo que asegurd que los microorganismos son capaces de sobrevivir a las condiciones
extremas que trae el vertimiento, como lo son los pH acidos y alcalinos, las elevadas temperaturas

y la alta carga de metales pesados.



Planteamiento del problema

Los tratamientos térmicos se realizan con el fin de proporcionar a los materiales propiedades
mecanicas 0 eléctricas las cuales se encargan de intervenir en la estabilidad dimensional del
material, permitiendo que el material sea utilizado en otra actividad (CEPIS Publicaciones, 1992)
por medio de procesos de calentamiento y enfriamiento de las piezas para efectuar cambios en la
estructura del material, los cuales a su vez modifican sus propiedades mecanicas. Al realizar esta
actividad productiva se generan residuos en todas y cada una de las etapas del proceso, como por

ejemplo en el recocido, el temple y el revenido (Escuela Colombiana de Ingenieria, 2008).

Durante el proceso denominado temple se generan lodos de sal, vertimientos y salmueras
resultantes de los bafios de aceites usados para enfriar piezas en los procesos de cianuracion,
carburacién o nitrificacion liquida (CEPIS Publicaciones, 1992) durante la etapa de limpieza y
revestimiento de las piezas se generan residuos de solventes (Agency Environmental Protection,
1992) y también se generan residuos como cianuros, cloro, compuestos de azufre y fésforo,
fenoles, cresoles y alcalis (Protection, 1990). Al ser el cianuro, una sustancia muy tdxica, esta
investigacion se centra especificamente en la eliminacion de este contaminante contenido en el

agua que es vertida por las industrias de tratamientos térmicos.

El cianuro en la industria quimica es toda sustancia que contiene un grupo ciano lo que se traduce
en que tiene un triple enlace de carbono y nitrégeno cuya férmula quimica es CN, este quimico es
demasiado toxico y suele ser uno de los contaminantes mas dafinos para el medio ambiente, ya

que cuando es vertido al agua en grandes cantidades impide que el cuerpo pueda aprovechar el



oxigeno causando asfixia en humanos y animales que estén en contacto con el agua contaminada

(Barrick, 2012).

Con el fin de eliminar la toxicidad por cianuro del vertimiento de una industria de tratamientos
térmicos ubicada en la ciudad de Bogot4, se van a tomar microorganismos nativos, provenientes
de los efluentes liquidos de los procesos de cementacion, decapado y ténifer, los cuales fueron
objeto de estudio en el laboratorio con la finalidad de aislar los que sean capaces de degradar
cianuro y que logren una remediacion eficaz y productiva. Por lo tanto, es preciso plantear la
siguiente pregunta, que serd el centro de esta investigacion, ¢Cuéles de los microorganismos
contenidos en los vertimientos de la industria de tratamiento térmico poseen la capacidad de

degradar cianuro?



Justificacion
En la industria metaldrgica es indispensable realizar tratamientos que permitan ejecutar cambios
estructurales en el metal segln lo exija el proceso de produccién y el tipo de metal que se pretende
transformar, de este tipo de actividad se encargan las industrias de tratamiento térmico las cuales
deben aplicar una serie de tratamientos en los cuales se involucran procesos los cuales como
remanente generan contaminantes que terminan por afectar el medio ambiente, en este caso

especifico el efecto que se estudia se genera sobre las fuentes hidricas.

Teniendo en cuenta los problemas ambientales que acarrea la contaminacién del agua por los
vertimientos que son arrojados a las fuentes hidricas por parte de las industrias de tratamiento
térmico, se propone la identificacion de microorganismos con capacidad de degradar el cianuro
presente en los vertimientos resultantes de la actividad industrial anteriormente nombrada,
aislando los que provengan de los procesos de cementacion, decapado y ténifer, garantizando que
los microorganismos sobreviven a las condiciones extremas del agua (pH, temperatura y carga de
metales pesados), con el fin de aportar conocimiento para que la remediacién funcione de manera
adecuada y sea una solucion al problema de contaminacion de las fuentes hidricas contaminadas

por cianuro.



Objetivos

General

Descubrir microorganismos capaces de degradar cianuro, provenientes de los vertimientos de una

industria de tratamiento térmico ubicada en Bogota.

Especificos

Evaluar diferentes estrategias de cultivo que permitan aislar microorganismos capaces de
degradar el cianuro proveniente de los vertimientos de una industria de tratamientos

térmicos de Bogota.

Clasificar las caracteristicas morfoldgicas de los microorganismos con capacidad para

degradar cianuro, aislados en el laboratorio.

Evaluar el comportamiento de los microorganismos aislados en el laboratorio para analizar
su utilidad en muestras de agua residual industrial provenientes de industrias de

tratamientos térmicos.



Antecedentes

Los tratamientos térmicos involucran varios procesos de calentamiento y enfriamiento para
efectuar los cambios en la estructura de un material, dichos procesos a su vez modifican
propiedades mecanicas con la intencion de proporcionar a los materiales unas propiedades
especificas que les permitan ser utilizadas en otra actividad, retomando la actividad de las
industrias de tratamiento térmico en esta se generan una cantidad de residuos los cuales se van
acumulando durante todas las etapas del proceso productivo, residuos como lodos de sal,
vertimientos de las aguas de proceso y salmueras las cuales provienen del bafio de enfriamiento
(CEPIS Publicaciones, 1992). En otra de las etapas, especificamente en la de limpieza y
revestimiento de las piezas, se generan residuos de solventes (Agency Environmental Protection,
1992), cianuro, cloro, compuestos de azufre y fosforo, fenoles, cresoles y alcalis (Protection,
1990). Teniendo en cuenta que de los residuos mencionados anteriormente el més téxico es el
cianuro se decide elegirlo objeto de esta investigacion y se procede a realizar una revision
bibliografica sobre los microorganismos capaces de degradar cianuro proveniente de los
vertimientos de las industrias de tratamientos térmico o de industrias similares, es decir, que

contengan las condiciones extremas de pH, temperatura y metales pesados.

Segun (Coley & Zapata, 2006) es posible degradar el cianuro proveniente de la mineria del oro
por medio de distintas alternativas que pueden ser quimicas y/o bioldgicas con ayuda de bacterias
gue sobreviven en condiciones aerobicas para la nitrificacion y en el caso contrario para bacterias

en condiciones anoxicas para la desnitrificacion. El tratamiento bioldgico ha sido utilizado para



remover cianuro en condiciones aerdbicas y para tal efecto se utilizan microorganismos como

Pseudomonas, Acinetobacter, Bacillus, Alcaligenes, Trichoderma spp y Trichoderma harzianum.

A continuacion, se presentan los resimenes y las conclusiones de las investigaciones realizadas
sobre los microorganismos capaces de degradar cianuro proveniente de los vertimientos de las

industrias de tratamiento térmico o de industrias similares:
Biodegradacion de desechos de cianuro de industrias mineras y de joyeria.

Segun los autores, organismos cianotréficos como la bacteria Pseudomonas pseudoalcaligenes
CECT5344 proveniente del lodo tomado del rio Guadalquivir, tiene la capacidad de usar el cianuro
y sus derivados como fuente de nitrégeno para su crecimiento; especificamente, la cepa bacteriana
Pseudomonas pseudoalcaligenes CETC 5344 puede crecer en un pH de 9,5 y tolerar la presencia

de metales (Luque, Conrado, & Roldan, 2016).

Biodegradacion del cianuro por una nueva cepa aislada bajo condiciones alcalinas

y optimizacién por la metodologia de superficie de respuesta (RSM)

La cepa C2 gramnegativo y de condiciones aerdbicas presenta una eficiencia del 86% en la
remocion de cianuro con la particularidad de que también es capaz de degradar amoniaco, lo cual
seria bastante til para degradar cianuro presente en efluentes alcalinos industriales. Los
investigadores realizaron todo el proceso experimental cultivando la muestra en un matraz
erlenmeyer de 500 ml en el cual habia una cantidad de 100 ml de caldo nutritivo con cambios de
concentracion de cianuro de 30 a 100 mg/L, durante el proceso experimental se realizaron sub-
cultivos cada 3 dias durante 2 semanas con indculos del 10% en medio fresco y al cuarto dia las

bacterias degradadoras de cianuro se aislaron haciendo rayas en medio de agar nutritivo para



posteriormente obtener medios puros de cultivo realizando sub- cultivos (Shabnam, Sohelia, &

Zahra, 2014).

Degradacion de cianuro por Pseudoalcaligenes cepa W2 aislada de Efluentes

mineros

En la mina de oro ubicada en Kuala Lipis, Pahang se realizé el aislamiento de microorganismos
capaces de degradar cianuro proveniente de la actividad minera. La cepa bacteriana identificada
como Pseudomonas Pseudoalcaligenes W2 podria ser utilizada para la biorremediacion de aguas

residuales contaminadas con cianuro (Tiong, y otros, 2015).

Evaluacion de la Capacidad Degradativa de Cianuro por Bacterias Alcalo6filas
Aisladas de los Relaves de la Planta Concentradora de Metales Mesapata CATAC-

ANCASH

Las cepas P-KING 2, P-NUT 1y P-CIAN 2 mostraron un buen rendimiento durante la prueba de
degradacion con una efectividad del 91,85 y 77% respectivamente. El investigador identifico las
cepas P-KING 2 y P-NUT 1 como Chromobacterium violaceum y Pseudomonas
pseudoalcaligenes; sin embargo, la cepa que fue nombrada P-CIAN 2 mostré un perfil inaceptable

lo que le impidi6 al investigador identificarla dentro de su taxonomia (Tuya, 2014).

Desintoxicacion biologica de aguas residuales de procesamiento de metales

preciosos

Las bacterias del género Pseudomonas conformaban una biomasa que se adheria a un disco de
plastico, el cual fue utilizado en ensayos que demostraron que mas del 90% de todos los
componentes toxicos de las aguas fueron eliminados entre ellos el cianuro, el cual es degradado

en la primera y segunda etapa. La implementacion de biotecnologia para el tratamiento de aguas



residuales del proceso de cianuracion seria de gran interes para la actividad minera porque presenta

aspectos positivos como los bajos costos y el alto rendimiento de las cepas (Whitlock, 1990).

Biodegradacion del cianuro libre por especies bacterianas aisladas del &rea de captacion

minera de oro artesanal contaminada con cianuro en clima saheliano en Burkina Faso

Las actividades auriferas que se llevaban a cabo en Africa Occidental, especificamente en la region
de Burkina Faso, afectan demasiado al ambiente, ya que el F-CN contaminé casi toda la cuenca
con concentraciones de 23 mg/L en muestras de agua cuyas especies bacterianas que tenian la
capacidad de degradar cianuro estaban presentes en la misma cuenca; estas fueron muestreadas y
llevadas al laboratorio en donde se cultivaron en medios de crecimiento que contenian 40, 60 y 80
mg F-CN/ L a pH 9,5 y temperatura ambiente; el resultado fue que mas del 95% del F-CN se
degradd en 25 horas por la accién bacteriana (Razanamahandry, Andrianisa, Karoui, Kouakou, &

Hamma, 2016).
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Marco tedrico

El cianuro (CN) a mediano y largo plazo puede contaminar y acidificar el recurso hidrico
generando graves impactos en la supervivencia de poblaciones y biodiversidad del ecosistema
acuatico, adicionalmente el cianuro al ser vertido en cuerpos hidricos permanece mucho tiempo y
al entrar en contacto con los peces genera una amplia cadena de afectacion, la cual suele terminar
en los humanos, bien sea por accion de la venta de estos como producto alimenticio o por alimentos

que han sido regados con aguas contaminadas (Guiza, 2011).

Se han presentado casos de muertes masivas de peces por descargas de cianuro, uno de los casos
mas recordados es el ocurrido en Canada en el cual los efluentes de minas que contenian cianuro
procedente de un estanque de relaves que se derramé en un arroyo cercano matando a por o menos
20.00 truchas (Mouwerick, Stevens, Dubleer, Basham, & Irwin, 1997) los peces son organismos
demasiado sensibles a presencia de cianuro pues basta tan sélo 0.1 mg/L para que mueran, por tal

motivo, la presencia de cianuro en ambientes acuéaticos es una amenaza (Montenegro, 2006).

En el caso de las plantas acuéticas el cianuro es fitotoxico lo que interfiere en la fotosintesis de las
plantas; en algunos animales grandes también causa afectaciones al tener estos, contacto con el
agua contaminada con cianuro bien sea por que lo absorben por la piel, lo ingieren o porque ingresa
al sistema respiratorio por inhalacion, cuando la concentracion es de por lo menos 200 ppm se

considera letal (Montenegro, 2006).

Los seres humanos pueden verse afectados por contacto con el cianuro bien sea por via dérmica,
oral o por inhalacion; tras haber sido ingerido la persona puede presentar sintomas como dolor

abdominal, nauseas y vomitos; en caso de ser inhalado los sintomas que se puede presentar son:
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una baja del ritmo cardiaco y de la frecuencia respiratoria, inconciencia y puede desencadenar en
un paro respiratorio, esto cuando las concentraciones son sumamente altas; de otra manera, cuando
la concentracion es mas baja los sintomas pueden ser debilidad, dolor de cabeza, y confusion caso
en el cual quien estuvo en contacto si llega a recuperarse posiblemente presentaria secuelas en el

sistema nervioso central (Ramirez, 2010).

En todos los casos sin importar la via por la que se haya absorbido el cianuro es letal, las dosis
letales para el cerebro esta entre 0.06 y 1.37 mg/100g y de 0.22 a 0.91 mg/100g en la mucosa
gastrica y para 6rganos como el corazdn, sangre, rifiones, pancreas es de 0.75, 0.42- 0.41, 0.33-

0.30 y 0.32 mg/100g (Ramirez, 2010).

En los apartes anteriores se han enumerado una serie de afectaciones que causa el cianuro sobre
fuentes hidricas, especies acuaticas tanto de animales como de plantas y en el consumidor final
que es el humano, pero también existen otras afectaciones de tipo indirecto, puesto que estas aguas
pueden ser utilizadas para la irrigaciéon de cultivos de alimentos los cuales terminaran por afectar
la salud de humanos y animales terrestres que la consuman; uno de los antecedentes mas conocidos
de esta situacion fue el evento ocurrido en Stari Slankamen a 50 Kilémetros al norte de Belgrado
en el cual aguas contaminadas con altos niveles de cianuro fueron vertidas al rio y como
consecuencia 2.5 millones de personas tuvieron serios problemas de abastecimiento y por lo menos
dos toneladas de peces murieron con el agravante de que las aguas contaminadas fueron utilizadas
para irrigacion de cultivos, lo que termind afectando a humanos y especies animales que

consumieron dichos productos a lo largo de Rumania y Hungria (EL PAIS, 2000).

El cianuro como contaminante es sumamente peligroso para el medio ambiente y para la vida en
general, en la mayoria de los casos la mayor causante de la contaminacion por cianuro es la

industria, debido a que no solo es utilizado en la mineria para extraccion de oro sino también en
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otras actividades econdémicas menores que tienen la capacidad de generar las mismas afectaciones

ambientales como es el caso de las industrias de transformacién térmica.

El tratamiento térmico incluye procesos de calentamiento y enfriamiento con el fin de proporcionar
a los metales unas propiedades especificas adecuadas para el uso final, en el tratamiento térmico
no se modifica la composicion quimica de los metales, pero si se realizan cambios en la estructura,
granulometria y en las propiedades mecénicas de las piezas sometidas a estos tratamientos. Las

etapas de la trasformacion térmica son (Escuela Colombiana de Ingenieria, 2008):

e Calentamiento hasta la temperatura fijada: Consiste en elevar la temperatura en intervalos
de entre 850°-875° (Pérez, 1996) que debe ser uniforme en la pieza.

e Permanencia en la temperatura fijada: La finalidad es transformar por completo la
estructura de partida, la permanencia debe ser de por lo menos dos minutos por milimetro
de espesor a una temperatura de 875°C (Pérez, 1996).

e Enfriamiento: El enfriamiento debe ser rigurosamente controlado en funcién del tipo de

tratamiento que se va a realizar.

Tipos de tratamientos térmicos (Escuela Colombiana de Ingenieria, 2008):

Temple: Es un tratamiento térmico en el cual se aumenta la temperatura a mas o menos 1000°C
se trata de aumentar la dureza y la resistencia mecénica del material, en este proceso se transforma
toda la masa en Austenita con el calentamiento y posterior mente con el enfriamiento denominado
brusco porque se emplean aceites, agua o salmuera se reconvierte en Martensita que es el
constituyente duro que es caracteristico de los aceros templados. En este proceso de temple es
sumamente significativa la fase de enfriamiento y la velocidad alta del mismo. La temperatura

siempre debe ser superior a la temperatura critica para poder asi obtener la Martensita.
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Revenido: Este tratamiento es el siguiente al temple, en este proceso la pieza templada se calienta

hasta cierta temperatura para disminuir asi las tenciones internas.

Recocido: En este proceso se calienta el material hasta una temperatura dada y después se realiza

el proceso de enfriamiento lentamente.

Normalizado: Este tratamiento sirve para eliminar tensiones internas sufridas por el material
después de la formacion mecanica, en el normalizado se calienta rapidamente el material hasta una

temperatura critica y se mantiene en esta durante un tiempo.

Cementacion: En este tratamiento se aumenta la cantidad de carbono de la capa exterior del acero
lo cual mejora la dureza superficial y la resiliencia aportando en que las piezas sean lo mas

resistentes posible a golpes y al desgaste (Villalba, 2009).

Nitruracion: En este tratamiento se afiade nitrégeno, que ha sido obtenido del amoniaco con el

fin de endurecer la superficie de los aceros (Villalba, 2009).

Cianuracion o Carbo-nitruracion: En este tratamiento se introduce carbono y nitrégeno, es una
mezcla de cementacion y nitruracion, en este proceso la temperatura debe ser intermedia entre la

que se usa para la cementacién y la nitruracion que es menor que aquella (Villalba, 2009).

Sulfinacion: En este tratamiento se introduce al metal azufre, nitrégeno y carbono con el fin de

aumentar la resistencia al desgaste (Villalba, 2009).

En los tratamientos anteriormente enumerados se generan residuos liquidos y solidos que impactan
de forma negativa en el medio ambiente, por ejemplo, del temple se generan lodos de sal
resultantes de los bafios de aceite usado para enfriar las piezas metélicas en los procesos de

Cianuracion, carburacion o nitrificacion liquidas y ademas se generan vertimientos de agua y
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salmueras las cuales se utilizan en este proceso para la Cianuracion liquida, carburacion liquida y
nitruracion liquida de las piezas y como ultimo residuo se generan vertidos arrastrados por el
temple en procesos que difieren al endurecimiento superficial, esto sin tener en cuenta el aceite

usado para enfriar también en el proceso de temple (CEPIS Publicaciones, 1992).

En el proceso de limpieza y revestimiento de las piezas se generan residuos de solventes, cloro,
compuestos de azufre y fosforo, fenoles, cresoles y alcalis (Agency Environmental Protection,

1992).

Argumento suficiente para investigar alternativas que sirvan de tratamiento para los graves
impactos ambientales causados por la actividad econdmica de las industrias de tratamiento térmico
y los diferentes vertimientos que estas generan en cada una de las etapas de produccion. Aunque
existen métodos quimicos para la mitigacion y/o remediacion de los impactos, estos resultan ser
costosos, puesto que aungue descontaminan una sustancia por accion de otra se vuelve a presentar
el mismo problema de contaminacién, sin embargo la biotecnologia es una buena alternativa en la
cual es necesario realizar cultivos de microorganismos e identificar su utilidad en la degradacién
de los diversos contaminantes, por tal razén es necesario comprender la estructura, nutricion y

comportamiento de los microorganismos.

Los microorganismos son los seres mas primitivos y numerosos existentes en la tierra, son capaces
de colonizar cualquier ambiente desde el de mas bajo punto de congelacion pasando por el mas
salado de los ambientes y terminando en el méas calido y son considerados claves en el
funcionamiento de los sistemas bioldgicos y el mantenimiento de la vida sobre el planeta; estos se
agrupan en dos conjuntos, los procariotas y los eucariotas, al grupo de los procariotas pertenecen
las bacterias las cuales son esenciales en la mayoria de investigaciones (Montafio, Sandoval, &

Sanchez, 2010).
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Para la degradacion bioldgica del cianuro se aprovecha la capacidad que tienen ciertos
microorganismos principal mente las bacterias para utilizar compuestos cianurados como su
principal fuente de carbono y nitrégeno lo que convierte el material toxico en algo total mente
inofensivo. El cianuro al ser degradado termina en la formacion de amonio pues los
microorganismos que se encargan de degradar esta sustancia toxica poseen sistemas enzimaticos

los cuales les permiten sobrevivir en ambientes extremos (Guerrero, 2013).

Basicamente, estos microorganismos asimilan el cianuro y lo utilizan como fuente de nitrégeno
y/o carbono teniendo como intermediario NHs (amoniaco). Son variados los sistemas que los
microorganismos utilizan para la degradacién del cianuro, en uno de esos mecanismos el
microorganismo utiliza la enzima Cianuro hidratasa para convertir al cianuro en formamida la cual
por Ultimo es transformada en CO2 y NHs. Pero el cianuro también puede ser convertido en -
cianoalanina o en un -amino nitrilo por accidn de la enzima -cianoalanina sintetasa, seguida de la

hidrolisis de productos para liberar un acido y NHs (Guerrero, 2013).

Otra de las rutas que utilizan los microrganismos para la degradacion del cianuro monooxigenasa
es catalizar la conversion de HCN en cianato (HOCN), lo que las lleva a la descomposicion
catalitica con otra enzima como intermediaria Cianasa para producir CO2 y NHzs, es necesario
aclarar que la Cianasa es inductible con el cianato y que es diferente con la enzima cianuro mono
oxigenasa que no lo es, en el caso de algunas cepas bacterianas transforman directamente el cianuro
en CO2 y NH3 por medio de la enzima Cianuro dioxigenasa,sin la formacion de un cianato que

actue como intermediario (Guerrero, 2013).

La degradacion microbiana envuelve reacciones enzimaticas y condiciones especificas de
concentracion de cianuro (CN), niveles de oxigeno, pH, temperatura, nutrientes disponibles, iones

metélicos, etc. (Tuya, 2014).
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Los microrganismos que tienen la capacidad de degradar cianuro pueden emplear una variedad de
fuentes de carbono, estos pueden ser azucares simples como glucosa, acetato, melaza de cafia y

fenol, aunque algunos microorganismos utilizan solamente el cianuro como fuente de carbono y

nitrogeno (Tuya, 2014).
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Metodologia

La metodologia que va a seguir esta investigacion es de tipo exploratorio; ya que se efectlia sobre
un tema poco conocido, por lo tanto, sus resultados constituyen una vision aproximada de la
capacidad que tienen los microorganismos para degradar el cianuro proveniente de las industrias

de tratamientos térmicos. Se divide en tres fases:

Primera fase:
Se baso en un disefio documental, en el cual mediante una revision bibliogréfica del estado del arte
de la degradacion del cianuro se identificO el medio de cultivo que permite aislar los

microorganismos capaces de degradar cianuro.

Segunda fase:

Se compone de una fase experimental, en la que se busco identificar los microorganismos capaces
de degradar cianuro, obtenidos de los vertimientos industriales de una industria de tratamientos
térmicos, con el fin de estudiar su morfologia, mediante la caracterizacion microscopica y
macroscopica de las cepas aisladas en el laboratorio, para lo cual se prosiguio con los siguientes

pasos:

1- Muestreo de los vertimientos industriales provenientes de una industria de tratamientos
térmicos de Bogota.
2- Cultivo de los microorganismos con capacidad de resistir a concentraciones de cianuro,

utilizando el medio de cultivo identificado en la primera fase.
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Aislamiento fisico por cultivos sélidos diferenciados de los microorganismos con

capacidad degradadora de cianuro, utilizando la técnica aséptica (Urzla, 2014) cuyos pasos

a seguir se describen a continuacion:

a) Se limpia y desinfecta el area de trabajo con alcohol antiséptico, luego se organiza y
etiqueta el material necesario.

b) Se crea un area aséptica donde se pueda manipular el material estéril, para esto se

enciende el mechero y se ubican los 12cm del area aséptica que proporciona este.

llustracion 1 Técnica aséptica, establecimiento del area de trabajo

Fuente: (Urzua, 2014)

c) Seesteriliza el asa bacteriol6gica acercando su punta al mechero y se calienta hasta que
esté al rojo vivo colocandola en forma vertical, permaneciendo asi durante unos
segundos. Posteriormente se deja enfriar el asa, manteniéndola siempre dentro de la

zona de asepsia.
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llustracién 2 Técnica aséptica, esterilizacion del asa bacterioldgica

Fuente: (Urzla, 2014)

d) Con la otra mano se toma el tubo de ensayo donde se encuentra la muestra de interés y
se flamea la boca del tubo, para evitar que los microrganismos que se encuentren en la
parte externa del mismo contaminen el inéculo.

e) Se introducen el asa bacterioldgica, se enfria dentro del tubo y se toma el in6culo
retirando el asa en forma recta teniendo cuidado de no tocar las paredes del tubo y se
mantiene dentro del &rea aséptica.

f) Una vez se tiene la muestra, se flamea la boca del tubo y se cierra, realizando todo en

la zona de asepsia.

Para el paso del inéculo a la caja de Petri, se usa el método del agotamiento por estria
(Microbiololigiabohio, 2017) en todas las cajas necesarias para la investigacion, cuyos

pasos se enumeran a continuacion:
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a) Esterilizar a fuego el asa bacteriologica y dejar enfriar por unos pocos minutos.

b) Se carga el asa bacterioldgica con muestra del agua residual teniendo en cuenta queen
la punta del asa quede una gota del agua residual la cual sera sembrada en el medio.

c) Enmedio de cultivo solido (caja de Petri) se realizan una serie de estrias en zigzag con
ayuda del asa bacterioldgica y se tapa la caja de Petri girdndola 90°

llustracion 3 Siembra por agotamiento de asa en zigzag

noculo
iniial segundo prupo

s estrfas ™

ercer grupo

de estrias de estrias

L 1

Fuente: Jiménez A., 2011

d) Se esteriliza nuevamente el asa bacteriologica como se indica en el numeral a y se
procede a enfriar el asa en una zona donde no haya presencia de muestra (esquina de la
caja). Luego se arrastra un poco de muestra y se realizan estrias en forma de zigzag.

e) Finalmente, se repite el procedimiento en los cuatro cuadrantes de la caja de Petri.
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3- Inspeccidn de las caracteristicas macroscépicas de los microorganismos aislados, mediante
la tincion Gram (SAVUNISEVILLA, 2014) de la siguiente manera:

a) Se toma una pequefia cantidad de muestra desde la placa de Petri con ayuda del asa

bacterioldgica.

llustracién 4 Tincién Gram, Frotis bacteriano

——

Fuente: Savunisevilla, 2014

b) Se pone una gota de agua destilada en el portaobjetos y se mezcla con la colonia que
se desea observar al microscopio, distribuyéndola por la superficie de la lamina
c) Se fija el frotis flameando el portaobjetos por el lado que no tiene microorganismo.
d) Se procede a agregar los reactivos de la coloracion en el siguiente orden:
1) Colorante cristal violeta durante 1 minuto, se lava el exceso de cristal violeta

con agua destilada y se escurre el portaobjetos.
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llustracién 5 Tincion Gram, Aplicacién de Cristal Violeta

Fuente. SAVUNISEVILLA, 2014

2) Seagrega Lugol durante 1 minuto, se elimina el exceso con agua destilada yse
escurre el portaobjetos

lustracién 6 Tincion Gram, Aplicacién de Lugol

Fuente. SAVUNISEVILLA, 2014

3) Se procede a afiadir el alcohol acetona por 30 segundos y se lava de inmediato

con agua destilada.
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lustracién 7 Tincion Gram, Aplicacién de Alcohol Acetona

Fuente. SAVUNISEVILLA, 2014

4) Se afiade fucsina por 1 minuto y se lava el exceso de Fucsina con agua destilada
y se escurre el portaobjetos

lustracién 8 Tincion Gram, Aplicacién de Fucsina

Fuente. SAVUNISEVILLA, 2014

e) Se procede a analizar en el microscopio a través del objetivo de 100X. Para este fin se
debe aplicar una gota de aceite de inmersién lo cual ayuda a aumentar la resolucion del

microscopio.
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lustracion 9 Tincion Gram aplicacion de aceite de inmersion para observacion en
el microscopio

Fuente. SAVUNISEVILLA, 2014

Es importante diferenciar entre el crecimiento de una célula individual y el de una poblacion. Este
crecimiento celular, se presenta inicialmente con el aumento de tamafio de la célula, y su
consecuente division. En un medio de cultivo sélido, es posible evidenciar el crecimiento de
conglomerados celulares, originados por una sola unidad funcional viable, en donde a partir de su
multiplicacién a escala microscopica, es posible que se formen aglomerados celulares con millones
de individuos que permiten su observacion a simple vista. Para llevar a cabo la caracterizacion

macroscopica se tiene como base comparativa las imagenes contenidas en la ilustracion 10.
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lustracion 10. Morfologia de las colonias bacterianas
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Fuente. Mesa 8. (2015)

Por otra parte, la caracterizacion microscépica se realiza observando los microorganismos en un
microscopio bien sea dptico o electronico, dicha observacion siempre viene acompafiada de una
tincion, cuya funcion es mejorar el contraste en la imagen, para permitir una mejor vision en el
microscopio. La tincion puede ser de tipo simple, que es en la cual se visualiza un solo color o
diferencial, que es en la cual se visualiza mas de un color en la muestra (Lépez, y otros, 2014);
Para llevar a cabo la caracterizacion microscopica se tiene como base comparativa las iméagenes

contenidas en la tabla 1.



Tabla 1. Morfologia microscdpica de los microorganismos

Numero

Nombre Morfologia

Cocos

P = Qe

Diplococos

Cocos en cadenas

Cocos en racimos

2 08 TP N\

Cocos en tétradas

Cocobacilos

Bacilos

R o ) # O 2,

Bacilos con bordes redondeados

Bacilos con bordes rectos

Bacilos fusiformes

"%y 9/ Jf"‘*%

Vibrios

e
KB 8lo|lo|N| ol w| -

Spinilum

=
w

Borrelia

- @ // ‘m\

[EEN
IS

Treponema

15

Leptospiras

Fuente. Pirez, M & Mota, M. (2008)

Tercera fase:
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En esta fase experimental se procede a verificar la capacidad degradadora de cianuro de los

microorganismos aislados, mediante el cultivo de los mismos en un medio liquido (segun la

formulacion identificada en la primera fase), Asi se realizaron cultivos de la cepa aislada resistente

al cianuro, en medios liquidos con una concentracién del contaminante de 260 ppm. Para

monitorear la degradacion, se tomaron muestras cada 24 horas, a partir de las cuales se cuantificd

la concentracion de cianuro presente, mediante técnicas colorimétricas.

La determinacion se realizo utilizando el colorimetro de pilas y corriente marca hanna C-200 series

(ilustracion 11) cuyas especificaciones son: Rango de medicion para cianuro desde 0.000 a 0.200
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mg/L cuya resolucién es de 0.001 mg/L este cuenta con una precision de *0.005 mg/L (3% de la
lectura). EI colorimetro cuenta con un diodo emisor de luz a 610 nm con una banda de cuero para
las interferencias, el método utilizado por el colorimetro es una adaptacion del método piridina-

pirazolona del Standart methods for the examination of Water and wastewater, 182 edicion.

llustracién 11 colorimetro de pilas marca hanna C-200 series
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Fuente. Autor

A continuacion, se describe el procedimiento establecido por el fabricante para medicion de

cianuro:

a) Se enciende el colorimetro

b) Se selecciona el nimero de programa correspondiente a cianuro (P13) en la linea
inferior del display pulsando program y la flecha arriba

c) Se ubica la cubeta en el alojamiento asegurandose de que la muesca de la tapa esta
sobre la ranura

d) Se pulsalatecla ZERO y el mensaje “SIP” parpadeara en el display por unos segundos
posteriormente el colorimetro mostrara en el display “-0.0-" en este momento el equipo

este puesto a cero y listo para medir
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h)

)
K)
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Se retira la cubeta y se afiade el contenido de una cucharada de reactivo de cianuro HI
93714A teniendo cuidado de no sobrellenar la cuchara con el reactivo y de cerrar la
tapa de inmediato para prevenir el escape de gas cloro

Se agita suavemente la cubeta por unos treinta segundos

Se espera durante treinta segundos y se procede a afiadir el contenido de un paquete
de reactivo H1 93714B

Se agita la muestra durante diez segundos

De inmediato se afiade un paquete de reactivo HI 93714C vy se tapa

Se agita vigorosamente durante veinte segundos

Se inserta nuevamente la cubeta en el instrumento

Se pulsa la tecla TIMED vy el colorimetro muestra la cuenta atras previa a la medida,
o alternativamente se espera durante veinticinco minutos y se pulsa la tecla READ

DIRECT en ambos casos el mensaje “SIP” parpadeara durante la medida.

Nota: El colorimetro de pilas y corriente marca hanna C-200 series visualiza directamente

en el display la concentracion en mg/L por tal motivo para pasar el resultado a ppm de

cianuro potésico (KCN) se multiplica por 2.5.

Interferencias: las interferencias en la medicion con el colorimetro de pilas y corriente

marca hanna C-200 series se pueden deber a demasiada turbidez lo que causara lecturas

elevadas, presencia de agentes oxidantes como el cromo y reductores como es el caso de

sulfuro o el dioxido de sulfuro, muestras con un pH elevado deben ser ajustadas a pH

aproximado de 7 antes realizar la medicion.
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Resultados y analisis

Las técnicas biotecnoldgicas permiten conocer las caracteristicas de los microorganismos, su
comportamiento y su utilidad en los procesos industriales; en este caso puntual, se presenté el
aislamiento e identificacion de bacterias provenientes de muestras de agua residual que son
capaces de degradar el cianuro resultante de los vertimientos de una industria de tratamiento
térmico. Para establecer la utilidad de las cepas bacterianas halladas se llevé a cabo un proceso

investigativo el cual se describe a continuacion:

Primera fase:

En la primera fase de este proyecto de investigacion se realizd la inspecciéon y el analisis
documental de fuentes académicas sobre medios de cultivo para bacterias degradadoras de cianuro
con la finalidad de obtener resultados confiables para conocer y comparar los parametros
necesarios para elegir una formulacion adecuada del medio a utilizar en el proceso. De esta revision
bibliografica se obtuvo informacién de investigaciones de diferentes autores y se reviso la
metodologia empleada para asi determinar cual es mas acorde al proyecto. El resultado de esta

revision documental se presenta a continuacion en la tabla 2:
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Tabla 2. Revision documental medio de cultivo para bacterias degradadoras de cianuro

Autor

Trabajo

Formulacion

Resultados

(Karamba, y otros,
2015)

Isolation, screening and
characterization of
cyanide- degrading
Serratia marcescens
Strain aq07

Medio de Enriquecimiento
4g/L de NaHPO4, 2.13 g/L de
NazSOs, 3.1 g/L de KoHPOyq,
0.2 mg/L de CL2.6H.0, 0.02
g/L de FeCL3.6H-0, 0.01 g/L
de CaCL>

Medio Tampdn

7.2 g/lL de KH2PO4,3.5 g/L de
K2HPO4, 0.3 g/L de
FeS04.7H20, 0.18 g/L de
MgCL..6H-0, 0.13 g/L de Co
(NOg3) 2.6 H20, 0.04 g/L de
CaCl2, 0.4 g/L de ZnSO4,
0.02 g/L de M003, 0.5 g/L de
extracto de levadura,

0.025 de KCN

En esta investigacion se tomaron muestras provenientes
de suelo y agua del drenaje de las instalaciones de
University Putra Malaysia (UPM) inicialmente se aislan
28 muestras las cuales se someten a un ensayo de
remediacion para cianuro in vitro por el método
espectrofotométrico y de cribado para el suelo cuyo
resultado preliminar son 6 cepas bacterianas las cuales se
analizan para verificar su capacidad de degradacion
usando 25 ppm de KCN en un pH neutro llegando asi a la
conclusion de que solo 3 de estas cepas tienen el mayor
potencial de degradacion cuyos valores de eficiencia en
remocion de cianuro son de entre 60 % y 75%.

(Shabnam,
Sohelia, & Zahra,
2014)

Biodegradation of
cyanide by a new
Isolated Strain under
alkaline conditions and
optimization by response
Surface methodology
(RSM)

4.35 g/L de KoHPOg4, 4 g/L de
NaOH, 0.3 g/L de FeSO47H-0,
0.18 g/L de MgS04.7H20, 0.13
g/L de CoCL2, 0.04 g/L de
4H,0

0.02 g/L de M00Os3, 0.1 %
extracto de levadura

En esta investigacion el muestreo se realiza en aguas
residuales provenientes de un horno de coque utilizado en
la fabricacion de hierro y acero y el cultivo se realiza por
el método de enriquecimiento, se obtuvieron 5 cepas
capaces de degradar cianuro de las cuales solo la cepa C2
se selecciond para los de mas estudios esto debido a la
mayor eficiencia mostrada en comparacion con lasdemas
cuya eficiencia para remocion de cianuro es del 86% en
condiciones de pH alcalinas.
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Autor Trabajo Formulacion Resultados
En esta investigacion se obtuvo una eficiencia maximade
Optimizacién de la 88% para degradacion de cianuro, cuyas muestras
biorremediacion en 2.5 g/L de peptona, 1.25 g/L_ de inoculadas BC _(1) y BC (2) tenian adiciones de 'acetato y
(Hurtado & fosforo respectivamente, en el caso de la bacteria BC (1)

Berastan, 2012)

relaves de cianuracion
adicionando nutrientes y
microorganismos

glicerol, 0.25 g/L de extracto
de levadura, 15 g/L de agar

se evidencia una disminucion en la capacidad de degradar
cianuro caso contrario ocurre en la bacteria etiquetada
como BC (2) que gracias a esta adicion aumenta la
eficiencia en la reduccion de cianuro.

(Coley & Zapata,
2006)

Aislamiento y
purificacién de
microorganismos
degradadores de cianuro

21 g/L de Na.COs, 9 g/L de
NaHCOg, 5 g/L de NaCl, 0.5
g/L de KNOgs, 1 g/L de
glucosa, 2 g/L de extracto de
malta.

En esta investigacion se aislan 15 microorganismos con
una concentracion de 1ppm de cianuro de los cuales solo
8 resisten, obteniendo 6 cepas diferentes entre si; Las
cepas bacterianas logran resistir hasta una concentracion
maxima de 150 ppm y se evidencia en el control una
volatilizacion

(Tiong y otros,
2015)

Cyanide Degradation by
Pseudomonas
pseudoalcaligenes Strain
W2 Isolated from Mining
Effluent

0.99 g/L de KoHPO4, 3.4 g/L
de KH2PO4 , 0.35 g/L de
NaCL, 0.12 g/L de
MgS0O4.7H-0, 8.3 g/L de
FeSO4, 0.45 g/L de NaCL, 0.5
g/L de KCL , y elementos
traza como (Na, 5 g/L de
EDTA, 0.05 g/L de ZnO, 0.01
g/L de CuCL22H20,0.01 g/L
de (NH4)sM07024.4H-0, 0.05
g/L de FeCl3.6H20, 0.99 g/l de
NaOH)

En esta investigacion se tomaron muestras de la presa de
relaves de aguas residuales de una mina de oro ubicada en
Kuala Lipis, Pahang Malasia, los microorganismos
nativos se evaluaron para cianuro Yy amoniaco
encontrando tres colonias las cuales fueron etiquetadas
como W1, W2 e Y que mostraron crecimiento
significativo en presencia de cianuro, los aislados se
cultivaron en medio de sales minerales fase en la cual la
cepa etiquetada como W2 mostro mayor crecimiento por
tal motivo se elige para continuar con la investigacion se
conoce entonces que esta cepa es una bacteria Gram
negativa en forma de vara . Para la degradacién de cianuro
la cepa bacteriana fue sembrada en un pH alcalino y
evaluada por el método piridina-pirazolona mostrando
una eficiencia de remocion de cianuro del 92%

Fuente: Autor
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En el proceso de aislamiento y evaluacién de las cepas, se utiliz6 la formulacién implementada
por (Tiong, y otros, 2015) la cual, comparada con otras investigaciones se encarga de aumentar
gradualmente las concentraciones de cianuro de potasio con el fin de conocer la maxima
concentracion en la cual se evidencia mayor crecimiento y posteriormente teniendo en cuenta solo
la cepa de mayor crecimiento se estudié la capacidad de reduccion de las concentraciones de
cianuro, experimento en el cual el autor obtuvo un buen porcentaje en la eficiencia para remocion
de cianuro ; el medio contiene componentes que son ampliamente utilizados en trabajos
exploratorios cuyo objetivo principal es el aislamiento de microorganismos con la capacidad
degradadora de cianuro, y al ser este un medio minimo salino, permite el crecimiento de
microorganismos con caracteristicas especificas, su concentracion reducida de fuentes de carbono
y nitrégeno, establecen una presion selectiva estimulando el crecimiento microbiano y usando el

cianuro como fuente de carbono y/o nitrégeno.

Dependiendo del proceso, se ajusto la concentracion final de cianuro en el medio de cultivo. Los
reactivos utilizados en la metodologia de Tiong permiten realizar la siembra sin necesidad de
preparar aparte la solucion tampén puesto que el KoHPO4y KH2PO4 actiian como tampdn de pH;
adicionalmente, provee todos los micronutrientes y macronutrientes necesarios para el aislamiento
se modifica y se ajusta quedando de la siguiente forma: 1.4 g/L de K;HPO4, 0.38 g/L de KH2PO4,
3 g/L de NaCL, 0.1 g/L de MgS0O4.7H20, 0.02 g/L de FeSO4, 20 g/L de extracto de levadura.
Durante la inoculacion de los microorganismos el cianuro ha sido suprimido de la formula y
posteriormente se define para el aislamiento una concentracion inicial de 100 ppm de cianuro la
cual se aumenta gradualmente, empleando una presion selectiva que permitird conocer la

concentracion maxima de cianuro que los microorganismos son capaces de resistir.
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Segunda fase:

La experimentacion cientifica consiste en demostrar si la hipdtesis que se planted es cierta; que en
este caso es: “En los vertimientos de agua generados por las industrias de tratamiento térmico hay
presencia de microorganismos capaces de degradar cianuro”. Para esta demostracion es necesario
reproducir y observar el fendmeno en el laboratorio, asi, se plante6 un proceso en el cual se incluyo
la toma de muestras en una industria de tratamientos térmicos, a partir de las cuales se hizo una
busqueda de microorganismos potencialmente degradadores de cianuro, mediante la
implementacion de cultivos, ejerciendo una presion selectiva desde la formulacion del medio de
cultivo en el cual se determinG una concentracion de cianuro, primero para establecer si los
microorganismos presentes cuentan con la capacidad fisioldgica de desarrollarse en presencia de

este contaminante.

Muestreo de los vertimientos industriales.

Se realiz6 un muestreo puntual, a cada uno de los vertimientos generados en los procesos de
tratamiento térmico de una empresa ubicada en la ciudad de Bogota, teniendo en cuenta las
directrices para la preservacion y manejo de las muestras de agua de la Norma Técnica Colombiana
NTC-ISO 5667-3 (ICONTEC, 2004), manteniendo sus condiciones ambientales fue
posteriormente llevada al laboratorio de microbiologia de la Universidad Nacional Abierta y a

Distancia (UNAD).
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llustracién 12 Toma de muestra de los vertimientos

Enfriamiento Lavado Lavado Lavado tenifer
tenifer decapado cementacion

Enfriamiento
cementacion

Fuente. Autor

Cultivo de los microorganismos con capacidad degradadora de cianuro.

Para el aislamiento de los microorganismos, se tomo una alicuota de cada muestra de agua residual,
para hacer un enriquecimiento inicial, utilizando el medio de cultivo identificado en la primera
fase y suplementando con una concentracion de cianuro de potasio de 100 ppm. Los
enriquecimientos de cada muestra se incubaron durante 12 horas aproximadamente, a una
temperatura de 37°C y posteriormente se realizaron diluciones seriadas en base 10, a partir de las
cuales se inocularon cajas de Petri con medio de cultivo sélido (misma formulacién liquida mas

15% agar agar), y se incubaron durante 48 horas a una temperatura de 37°C.

Para llevar a cabo el proceso experimental en el laboratorio es necesario contar con materiales
limpios y/o estériles los cuales seran utilizados durante todos los procesos que comprenden este

proyecto de investigacion; dichos elementos se describen en la tabla 3.



Tabla 3. Materiales requeridos para el experimento
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material en autoclave

Proceso Elemento de laboratorio Estado
., . . Frasco Schott tapa rosca 500 ml limpio
Preparacion de caldo nutritivo y medio —
solido Matraz erlenmeyer de 500 ml limpio
Balanza analitica N/A
Cajas de Petri x 15 unidades Esteriles
Siembra e inoculacion de Asas bacteriologicas Estéril
microorganismos por estrias Gradillas N/A
Mecheros bunsen N/A
Colorimetria para cuantificacion de CN Pipetas graduadas I!mp!o
Tubos de ensayo tapa rosca limpio
Puntas para micropipeta Estériles
I Micropipeta N/A
Diluciones en base 10 Micropipeta 100-1000 N/A
Micropipeta 20-200 N/A
. ., . . Alcohol antiséptico N/A
Desinfeccion de zona de trabajo (asepsia) Toallas de cocina N/A
Proteccion de cajas con cultivos Papel vinipel N/A
Marcado de material Marcador N/A
L Laminas portaobjetos Limpio
Tincion Gram Microscopio Optico N/A
Fundicién de medio sélido para servir Plancha de calentamiento N/A
cajas de Petri
Proceso de esterilizacion de medios y Bandas elasticas y papel craft Limpio

Fuente. Autor

Aislamiento fisico por cultivos sélidos diferenciados.

El medio utilizado para la siembra y aislamiento fue el identificado en la primera fase de esta

investigacion el cual se esterilizé en autoclave con el método de calor himedo y posteriormente

fue servido en las cajas de Petri teniendo en cuenta la técnica aséptica para evitar contaminacion

(Urzula, 2014). Posteriormente se realizd el respectivo aislamiento de las cepas por el método de

agotamiento por estrias (ver metodologia seqgunda fase) y se incuba a 37°C durante 24 horas,

después de transcurridas las 24 horas, se realiza la observacién macroscépica de cada una de las
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cepas aisladas en las cuales inicialmente se obtuvo crecimientos masivos en las cajas de menor
dilucidn, de las cuales no fue posible identificar colonias aisladas para su purificacion, por tanto,
se tomaron en cuenta las cajas de medio de cultivo en las que se inocularon las mayores diluciones
(104, 107°) ya que en estas Gltimas se observo el crecimiento de colonias con diferentes morfologias

macroscopicas, y facilmente identificables unas de otras, hecho que facilité la purificacion de estas.

Inspeccion de las caracteristicas macroscépicas de los microorganismos aislados.

De acuerdo con la metodologia establecida, se procedio a realizar la descripcion macroscopica de

las colonias aisladas, cuyos resultados se presentan en la tabla 4.

Tabla 4. Caracteristicas macroscopicas de las cepas aisladas.

Muestra # Color Borde Elevacion Margen

1A Blanca Filamentosa Plana Filamentoso

Lavado tenifer

1B Blanca Puntiforme Plana Entero
Lavado 2 Blanca Puntiforme Plana Entero
cementacion
Enfrlamle_n,to 3 Blanca Puntiforme Plana Entero
cementacion
Lavado 4A Blanca Filamentosa Plana Filamentoso

decapado
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Muestra # Color Borde Elevacion Margen
4B Blanca Circular Plana Entero
5A Blanca Circular Plana Entero

Enfriamiento Centro blanco

. 5B borde Irregular Plana Ondulado
tenifer
transparente
5C Transparente Irregular Plana Ondulado

Fuente. Autor

Finalmente, para confirmar su resistencia a mayores concentraciones de cianuro se sembraron las
cepas aisladas en medio liquido al cual se aumentd la concentracion de cianuro a 260 ppm, con el
fin de verificar la resistencia de las mismas a este contaminante; Observando que la cepa 2,
proveniente del agua residual del lavado del proceso de cementacion, fue la Gnica que present6
crecimiento; en las demas no se evidencio turbidez consecuente de la duplicacion celular, lo que
conlleva a deducir que estas ultimas no son resistentes al cianuro, probablemente porque no tienen
las caracteristicas genotipicas y fenotipicas para resistir y duplicarse a una concentracién de

cianuro de 260ppm.

Al aumentar la concentracion de cianuro en 500 ppm, la Cepa 2 detuvo su crecimiento, asociado a
las justificaciones dadas anteriormente; Sin embargo, se realiz6 una investigacion sobre el
contenido de cianuro en los vertimientos provenientes de los procesos de decapado, tenifer y
cementacion los valores en partes por millén suelen ser del orden de 250 ppm (US. Government
Printing Office, 1992), o estar entre 1 a 10 ppm (J, 2002) o de 100 ppm (California Department of

toxic substancies control, 1993); teniendo en cuenta lo anterior se puede evidenciar que el
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microorganismo (cepa 2) cuya resistencia maxima (260 ppm) obtenida mediante el aumento
gradual de las concentraciones de cianuro es acorde con las concentraciones utilizadas en los
procesos anteriormente nombrados lo cual respaldaria los resultados obtenidos

experimentalmente.

A modo complementario, el in6culo de la cepa 2 con una concentracion de 260 ppm muestra
presencia de turbidez y de gran cantidad de sedimento (ver ilustracion 13, circulo rojo) lo cual a
primera luz permite deducir que la cepa anteriormente nombrada no presenta ningn inconveniente

para sobrevivir a una concentracion de 260 ppm.

llustracién 13 Aislados de las cepas muestreadas

Fuente. Autor

La caracterizacion microscopica se realizo teniendo en cuenta solo la Cepa 2, la cual presentd
resistencia a una concentracion de 260 ppm de cianuro. Se realizo la tincion de Gram en la cual se

identificd la presencia de bacilos Gram positivos, los cuales se caracterizan por tener una capa
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gruesa cuyo tamafio esta de entre 0.02 a 0.06 um en forma de multicapa, la clasificacion de Gram
positivas la reciben debido al contenido de peptidoglicano (Pirez, 2002) , que observados al

microscopio presentan estructuras en forma de baston y una coloracion rosada (llustracion 14).

llustracion 14 Caracteristicas Microscépicas de la cepa 2

‘.' ‘. - o - -
- ' A - - -

- - -
»
w
’ \ . ’J ~
: -« \“ - 4 s
0T ™ K , ’ ', \ -
' - 7 .
A - . 2 ) ’ i
|~ T2 L 4N
’ N \ ’
| - - » 'l a N
ey 4
< ' "J v 3 w
- P -~ g ’ \‘,
a™ s B > - " =) 5
-
’ ',.., A - ;
» . '-\ f \\ -
» ’ i .
ﬁ/ -

Fuente. Autor

Tercera fase:

En esta fase experimental se procedid a evaluar la capacidad degradadora de cianuro de los
microorganismos aislados, mediante el paso de estos a un medio liquido que contiene una
concentracion de cianuro de 260 ppm (segun la formulacién identificada en la primera fase), la

cual se monitored cada 24 horas durante un lapso de tiempo de 48 horas, llevando a cabo la revision

por colorimetria (ver metodologia fase tres), hecho que permite decir si se presenta una

degradacion del cianuro.
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Para verificar la capacidad degradadora de cianuro de la cepa identificada, se sembré el control y
la Cepa 2 en medio liquido suplementado con la adicién de 260ppm de cianuro y de 4g/L de
glucosa como fuente de energia y carbono (Bradley & Bennet, 1982), y se redujé el extracto de
levadura a 0.2 g/L; esto de acuerdo a (Akcil, Karahan, Ciftci, & Sagdic, 2003), quien establece que

los microrganismos degradadores de cianuro lo utilizan como fuente de nitrogeno.

Se procedid a cuantificar la cantidad de cianuro presente en las muestras control y cepa 2 con

ayuda del colorimetro de pilas y corriente marca hanna C-200 series (ver metodologia fase tres)

cuyos resultados se relacionan en la llustracion 15.

llustracion 15 degradacion de cianuro cepa 2

CuantificaciondeladegradaciondeCN
300

250 S T
o)
150 Cepa2

100
—&— Control

ConcentraciondeCNmg/L

50

0 10 20 30 40 50
Tiempo (h)

Fuente. Autor

Teniendo en cuenta la grafica de la llustracion 15, la cepa 2 suplementada con una concentracion
de 260 ppm de cianuro, 24 horas después muestra una reduccion en la concentracion de cianuro

cuyo valor ahora reportado es de 130 ppm, finalmente transcurrido un tiempo de 48 horas la
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concentracion de cianuro se reduce hasta 112,5 ppm, este comportamiento mostrado por la cepa
permite establecer que aparte de ser resistente al cianuro, también tendria la capacidad para

degradarlo.

Los anteriores resultados fueron comparados con los obtenidos en las siguientes investigaciones:

En la investigacion de (Morillo & Guevara, 2015) se realizé un cultivo bacteriano del género de
las Pseudomonas provenientes de una muestra de agua residual con pH acido, utilizados como
opcion de tratamiento bioldgico para la descontaminacion de aguas residuales, con una

disminucion en la concentracion de cianuro a una cantidad de 312 ppm.

En la investigacion de (Restrepo, Montoya, & Mufioz, 2006) se emplea un aislamiento de la cepa
bacteriana Pseudomonas fluorecens procedente de una planta de beneficio de oro ubicada en el
municipio de Segovia Antioquia en Colombia. Esta cepa bacteriana fue tratada experimentalmente
en condiciones controladas durante un lapso maximo de 24 horas, cuyo resultado es una
degradacion de cianuro del 50% en reactores que inicialmente contenian concentraciones de 400

y 500 ppm de cianuro.

De acuerdo con lo anterior, se puede establecer que los niveles de degradacién de cianuro
obtenidos en esta investigacion son valores semejantes a los obtenidos por los autores
anteriormente nombrados, apuntando asi, a que la nueva cepa bacteriana identificada en esta
investigacion es Gtil para degradar cianuro lo cual se fundamenta en que el comportamiento
mostrado por la cepa en la fase experimental es el siguiente. En el tiempo 0 la concentracion de
cianuro suplementada fue de 260 ppm la cual después de 24 horas evidencia una reduccion de 130
ppm y 48 horas después la reduccion en la concentracion de cianuro registrada es un valor de 112.5

ppm, lo que da un valor de remocion del 57% a las 48 horas.
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En la ilustracion 15 se evidencia una curva que corresponde al control que se inoculé al mismo
tiempo que la cepa 2, dicho control estd compuesto por medio liquido sin presencia de
microorganismos, el cual se suplementa también con 260 ppm de cianuro. En esta curva se
evidencia una disminucién en la concentracion de cianuro a medida que transcurre el tiempo, esto
puede deberse a la degradacion natural del cianuro, la cual teéricamente comienza a surtir efecto
desde una temperatura de 21°C (Grupo Transmerquim, 2014), teniendo en cuenta que durante el
experimento tanto el control abi6tico como la cepa se preservaron a una temperatura constante de
37°C en la incubadora, se da la posibilidad de que disminuya la concentracién inicial de cianuro

contenida por accién de la temperatura.
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Conclusiones

El medio de cultivo elegido para iniciar el aislamiento cuenta con la capacidad nutricional
suficiente para permitir el crecimiento de los microrganismos con capacidad de resistir al cianuro,
dicho medio aporta concentraciones de sales que se encargan de alimentar a las cepas bacterianas
obtenidas y aporta fuentes de carbono, nitrégeno y energia suficientes para garantizar el

crecimiento y adaptacion de estas.

En cuanto a las caracteristicas morfoldgicas de las cepas aisladas, al revisar todos los
microorganismos aislados se evidencia similitud en cuanto a caracteristicas como la elevacion, la
cual es plana para todos los microrganismos y el color, puesto que por lo menos cuatro de ellas
son blancas. Por otra parte, en cuanto a bordes y margenes, se obtienen caracteristicas morfoldgicas
diferentes para todas las cepas motivo por el cual no es posible establecer que alguna de estas

caracteristicas sea predominante en las cepas.

Al aumentar la concentracion de cianuro en 260 ppm se evidencia que solo la cepa 2 es resistente
a esta concentracion, lo que permite establecer que las caracteristicas fisiologicas de la misma son
adecuadas para la subsistencia en un ambiente con presencia de cianuro, motivo por el cual es
capaz de adaptarse a este ambiente; escenario que permite inferir que este bacilo Gram positivo,

tiene la capacidad de degradar cianuro.

Los resultados obtenidos experimentalmente permiten fundar que se obtuvo una reduccion en la
concentracion inicial de cianuro contenidas en el medio liquido utilizado para esta investigacion,

posteriormente al cotejar con informacion proveniente de fuentes académicas confiables permite
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concluir que la cepa 2, hallada en este proyecto de investigacion tiene la capacidad de degradar el

cianuro.

Después de realizar los experimentos y el analisis correspondiente de los resultados obtenidos
durante la investigacion, se comprueba la relevancia que esto aporta al campo de la biotecnologia;
ya que permite abarcar otras opciones de tratamiento para los problemas de contaminacion de las
fuentes hidricas por aguas residuales contaminadas con cianuro; lo que termina por contribuir ala
conservacion del medio ambiente, la preservacion del recurso hidrico y la sostenibilidad de los

ecosistemas.



45

Recomendaciones

Es recomendable continuar realizando investigaciones con la cepa 2 que permitan establecer la
taxonomia a la cual pertenece, para obtener una informacion mas detallada sobre la genémica del
microorganismo, descartar su posible toxicidad para el medio ambiente y establecer las posibles
caracteristicas que esta cepa comparte con las demas especies de cepas bacterianas que cuentan

con la capacidad para degradar cianuro.

También se recomienda realizar una investigacion en la cual la cepa 2 sea empleada para
vertimientos que se encuentren a diferentes rangos de temperatura, lo que permitira conocer el

comportamiento de la cepa hallada segun la temperatura a la cual deba adaptarse.

Se recomienda realizar una investigacion que permita establecer los porcentajes de remocién de
cianuro que la cepa alcanza en periodos de tiempo mas largos, bajo condiciones controladas,
utilizando otros métodos para la determinacion de cianuro. Esto con el fin de analizar los
resultados, reactivos e interferencias que se presentan entre las diferentes técnicas y al mismo
tiempo identificar diferencias y/o similitudes que se pueden presentar entre los resultados
obtenidos. Lo que permitiria desarrollar aiun mas el conocimiento en lo concerniente no solo a la
cepa sino también a los diferentes métodos tanto cualitativos como cuantitativos para deteccion de
cianuro, y de esta manera enriquecer el conocimiento sobre el tema para uso de la comunidad

académica.

Por otra parte, la cepa hallada puede ser evaluada en contraposicion con otros microorganismos

que hayan sido identificados y utilizados en otras investigaciones, con el fin de comparar los
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porcentajes de degradacion de cianuro y asi establecer cual cepa tiene una mejor capacidad de

degradacion.

Adicional mente, es significativo conocer el comportamiento de la cepa hallada para mayores
concentraciones de cianuro, motivo por el cual, es preciso investigar los diferentes elementos traza,
macronutrientes y de mas necesidades nutricionales especiales que le permitan a esta cepa sobrevivir
y adaptarse al medio proporcionado.

Por (ltimo, las técnicas de biorremediacion permiten descontaminar aguas residuales por accion de
microrganismos, motivo por el cual se recomienda realizar una investigacion en la cual la cepa 2 sea empleada

para biorremediar los vertimientos, estableciendo asi las diferencias, ventajas, desventajas y niveles de

eficiencia que puede ofrecer la cepa segln la técnica ex situ o in situ.
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