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Abstract

In Santa Cruz, Hidalgo (Mexico), the public supply came from groundwater geogenically polluted
with manganese. The aim of this work was to isolate, identify and cultivate microorganisms able to
oxidize Mn and that can be further used in a biological treatment process. An isolate was obtained
from groundwater samples of the site, which gave a positive result in the leucoberbelin blue test
allowing the detection of oxidized Mn. The isolate was identified as Bacillus pumilus by an automated
system. This result was supported by the morphological and biochemical characterization of the
strain. The isolate was inoculated in shake flasks to evaluate the removal of Mn from the study site
groundwater. The strain could oxidize partially the elevated initial Mn content of the samples (of
about 4 mg/L), and this after more than 450 hours. However, the level of Mn removal was not clearly
different from that reached by the abiotic controls. The feasibility of using B. pumilus to remediate
geogenic Mn in groundwater has still to be confirmed.

Manganeso, Contaminacion geogénica, Potabilizacidn, Oxidacion, Biofiltracion
1. Introduccién

En las aguas subterraneas existen numerosos iones metalicos, los cuales pueden provenir de
actividades antropogeénicas tales como la agricultura, la mineria y las transformaciones industriales,
entre otras (Beiger y Jerneldv, 1999; Yepis et al. 1999). Asimismo, pueden derivarse de interacciones
con el material rocoso circundante. Por ejemplo, en algunos lugares de México, como la Bahia
Concepciodn, en Baja California Sur, y Molango, Hidalgo, se han encontrado altas concentraciones de
Fe y Mn en depdsitos sedimentarios, los cuales se caracterizan por su caracter exdgeno (Juarez-
Santillan et al., 2010). Estos depdsitos, a su vez, estan relacionados con procesos de erosion y
diagénesis de rocas; cuando estas interactian con el agua subterrdnea provocan contaminacion
geogeénica (Rodriguez et al., 2005). Debido a su elevada toxicidad, el As y el Cr son quizas los
contaminantes geogénicos mas estudiados.

A pesar de que es necesario para el desarrollo de seres vivos, quienes lo requieren a nivel traza
en el medio, el Mn también es un contaminante geogénico comun en aguas subterraneas (Ehrlich,
1997). En la naturaleza, el Mn se encuentra en tres estados de oxidacion: Mn(I1), Mn(I11) y Mn(1V).
La forma reducida, Mn(I1), es soluble y la mas frecuente en ausencia de oxigeno y, por ende, en aguas
subterraneas (Geszvain et al., 2012). El contacto con aire atmosférico la transforma en Mn(1V), que
es insoluble. Por consiguiente, las altas concentraciones de Mn en aguas subterraneas se traducen en
depdsitos, imparten mal sabor al agua y pueden tener impactos en la salud humana. En efecto,
se ha encontrado que una ingesta alta de Mn afecta particularmente a la poblacion infantil, debido
a que modifica su capacidad cognitiva y puede reducir su coeficiente intelectual (Amos-Kroohs,
2015).

La normatividad mexicana vigente establece que, en agua de abastecimiento, los limites
maximos permisibles son 0.3 y 0.15 mg/L para Fe y Mn, respectivamente (SSA, 2000). La
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) sugiere mantener la concentracion de Mn por debajo de
0.4 mg/L. En el caso del Fe, la OMS propone como concentracion de 0.3 mg/L; sin embargo, no
es un valor estricto debido a que este elemento no es considerado toxico sino esencial en la
nutricion humana (WHO, 2011). Los habitantes de la localidad de Santa Cruz, Hidalgo, reportan
desde hace varios afios que se les suministra agua subterranea con caracteristicas fisicas inusuales
(coloracion rojiza y sabor metélico, principalmente) atribuibles a la presencia de Fe y Mn (Flores,
2016). Por tal motivo, la mayor parte de la poblacién del lugar no utiliza el agua para la realizacién
de tareas cotidianas. En la localidad son visibles numerosos indicios de que el agua es inadecuada
para su consumo, ya que donde hubo escorrentia existen incrustaciones de 6xidos, o superficies
tefiidas de rojo debidas al contacto con el agua.
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Para dar solucién a este problema, existen diferentes procesos de tratamiento del agua. Los
tratamientos fisicoquimicos son los mas comunes (Mouchet, 1992). Entre ellos destacan la oxidacion
(con oxidantes fuertes como KMnOs o Cly) seguida de filtracion, la filtracion acoplada a un
intercambiador ionico, los tratamientos in situ y con ozono (Os). En la Tabla 3.1 se incluyen algunos
de los métodos fisicoquimicos més comunes para la remocion de Fe y Mn. Sin embargo, estos
procesos suelen implicar costos elevados respecto a maquinaria, tecnologia y suministro de reactivos.
En el caso de la oxidacion quimica con compuestos clorados, el riesgo de formacion de intermediarios
toxicos, tales como los trihalometanos, es otro inconveniente de esta tecnologia.

Tabla 3.1 Métodos fisicoquimicos utilizados para la remocion de Fe y Mn

Método Caracteristica Referencia

Aireacion seguida por filtracion |Estd complementada por un tanque de contacto, |Mouchet (1992)

dual o filtracion media solucion o flotacion y la adicién de quimicos

Oxidacion quimica Sin pre-aireacion y seguida por filtracion. Salem y Amin (2012);
Se emplean sales de hipoclorito de calcio Ca(ClO), |Mouchet (1992)
KMnO4 0 C|2

Filtracion con un intercambiador |Se usan como medios filtrantes arena, zeolitas de [Salem y Amin (2012);

iénico origen volcanico (tectosilicatos) o arenas natural o |Mouchet (1992)
artificialmente recubiertas con MnO;

Silicato de sodio, fosfatos o poli | Actllan como agentes secuestrantes Mouchet (1992)

fosfatos

Tratamientos in situ Se oxigena el agua del acuifero por medio de pozos |Beretta y  Sansalone,
de alimentacién, y se crea asi un area de tratamiento |{(2012); Salem y Amin
alrededor del pozo principal (2012); Mouchet (1992)

0Ozono (O3) Oxidacién de Fe y Mn Blanchard et al. (2014)

Una alternativa sustentable a estos tratamientos es la biofiltracion, que se define como la
combinacion de una accion mecénica de retencion de la biomasa mediante filtracion y de una
transformacion microbiana de los contaminantes contenidos en las aguas que se han de tratar (Arango,
2004). Aunque esta tecnologia se ha usado profusamente para el tratamiento de aguas residuales, su
aplicacién en procesos de potabilizacion es mas escasa y reciente, puesto que sus inicios se ubican en
la década de 1990 (Mouchet, 1992). La biofiltracion para la produccion de agua potable normalmente
pretende la remocion de materia organica y nitrogeno (Basu et al., 2016). Sin embargo, existen
reportes de que también permite una remocion adecuada de Fe y Mn (Tekerlekopoulou et al., 2013).

Lo anterior es posible porque en numerosos medios acuaticos (i.e., embalses, océanos, aguas
residuales, entre otros) existen microorganismos que oxidan al manganeso. Estos organismos son
filogenéticamente muy diversos, y se ha reportado como tales a miembros de los phyla Firmicutes,
Actinobacteria y Proteobacteria (grupos alfa, beta y gama). Algunos ejemplos de ellos se presentan
en la Tabla 3.2 . El papel que juega la oxidacion de Mn en estas especies no ha sido esclarecido; por
una parte, algunas bacterias podrian derivar energia de esta reaccion termodinamicamente favorable,
lo cual no ha sido demostrado para ningun organismo (Geszvain et al., 2012). Por otra parte, la
formacion de 6xidos de Mn podria contribuir a proteger a las células de especies quimicas reactivas
o de factores ambientales y ecoldgicos desfavorables como la radiacion UV, la depredacién o la
infeccion por fagos (Geszvain et al., 2012). La oxidacién microbiana del Mn empieza a utilizarse
extensivamente para potabilizar agua subterranea rica en este metal; no obstante, es un método poco
empleado aln en México. Por lo anteriormente expuesto, los objetivos de este trabajo fueron
aislar, identificar y reproducir microorganismos oxidadores de Mn provenientes del agua
subterranea de Santa Cruz, Hidalgo. Una vez aislados, es factible emplearlos en un proceso que
permita la remocion de este metal del agua, tal como la biofiltracion.
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2. Metodologia
2.1 Sitio de estudio y muestreo del agua subterranea

El acuifero de Santa Cruz, Apan, Hidalgo, se encuentra en la parte suroeste del estado de Hidalgo,
entre las latitudes norte 19°35' y 19°50', y las longitudes oeste 98°11' y 98°40', con una superficie de
drenaje total de 733.2 km?. La temperatura media anual varia entre 10°C y 16°C, y la precipitacion
media anual es de unos 610 mm (CNA, 2015). La Figura 3.1 muestra el sitio de estudio. Las muestras
se recolectaron de la Unica llave de salida del pozo. La boquilla de la llave se limpié con un algodon
embebido en alcohol, y posteriormente se drend la tuberia por un tiempo aproximado de cinco
minutos. Se tomaron cinco litros de muestra en frascos previamente esterilizados. Estos se
transportaron en una hielera y se mantuvieron a 4°C hasta su andlisis en el laboratorio.

Tabla 3.2 Microorganismos oxidadores de Mn

Microorganismo Referencia

Acinetobacter sp. Chunyan et al. (2016); Li et al. (2016)

Alteromonas Templeton et al. (2005)

Bacillus spp. Tang et al. (2016); Zaragoza (2011); Cerrato et al. (2010); Gregory et al. (2006);
Gregory y Staley (1982)

Bacillus cereus Cerrato et al. (2010)

Bacterias prostecadas Arcos et al. (2013)

Bacillus megaterium Chunyan et al. (2016); Li et al. (2016)

Bacillus pumilus Cerrato et al. (2010); Tang et al. (2016)

Bacillus simplex Cerrato et al. (2010)

Bacillus sphaericus Cerrato et al. (2010)

Beggiatoa sp. Arcos et al. (2013)

Brevibacillus brevis Cerrato et al. (2010)

Brevundimonas nasdae Cerrato et al. (2010)

Caulobacter sp. Gregory y Staley (1982)

Chromobacterium sp. Gregory y Staley (1982)

Cytophaga sp. Gregory y Staley (1982)

Erythrobacter Tang et al. (2016)

Flavobacterium Carmichael et al. (2013)

Gallionella spp. Arcos et al. (2013)

Halomonas spp. Templeton et al. (2005)

Hyphomicrobium sp. Gregory y Staley (1982)

Hyphomicrobiacea Tang et al. (2016)

Janthinobacterium Carmichael et al. (2013)

Leptothrix spp. Carmichael et al. (2013); Kielemoes et al. (2001)

Leptothrix discophora SP-6 Emerson y Ghiorse (1992)

Lysinibacillus sp. Tang et al. (2016)

Lysinibacillus fusiformis Cerrato et al. (2010)

Marinobacter Templeton et al. (2005)

Methylarcula Templeton et al. (2005)

Microbulbifer Templeton et al. (2005)

Mk-1 Tang et al. (2016)

Pseudomonas spp. Carmichael et al. (2013); Cerrato et al. (2010); Templeton et al. (2005)

Pseudomonas aeruginosa Cerrato et al. (2010)

Pseudomonas putida De Palma (1993)

Pseudomonas saccharophila Cerrato et al. (2010)

Pseudoxanthomonas sp. Ashassi-Sorkhabi et al. (2011)

Sphaerotilus sp. Arcos et al. (2013)

Sphingobacterium sp. Chunyan et al. (2016); Li et al. (2016)

Sulfitobacter Templeton et al. (2005)
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Figura 3.1 Localizacion del area de estudio (pozo de Santa Cruz, Hidalgo)
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2.2 Aislamiento y cultivo de microorganismos

Para el aislamiento de bacterias oxidadoras de manganeso, se utilizaron medios de cultivo liquido y
solido. Para el medio liquido se disolvieron 0.01 g de MnSO4-H20 en 1000 mL de agua de Santa
Cruz filtrada a través de una membrana de nitrocelulosa de 0.45 [Im de tamafio de poro en
condiciones de esterilidad. EI medio sélido se prepar6 de igual manera, a excepcion de que se
afiadieron 15 g de agar a agua del pozo de Santa Cruz filtrada. El medio se esteriliz6 a 120°C y 15
psi por 15 minutos, antes de solidificarlo en cajas de Petri.

Los aislamientos en medio liquido se hicieron afiadiendo 1 mL del agua del pozo de Santa
Cruz a 9 mL de medio de cultivo. La mezcla se mantuvo a temperatura ambiente y sin agitacion por
siete dias, tras los cuales se mezcld con 90 mL de medio liquido fresco. Pasados siete dias, se repitid
el procedimiento mezclando con 900 mL de medio. Luego de siete dias mas, el medio se centrifugo
a 4000 rpm durante 15 minutos, para posteriormente eliminar el sobrenadante. La biomasa recuperada
se almaceno en tubos Eppendorf a los que se afiadié el 20% de glicerol para su preservacion y se
mantuvieron en refrigeracion a 4°C (Garrity et al., 2004).

Para el aislamiento en medio sélido se utilizé la técnica de filtracion por membrana (APHA,
2012); para ello, se filtraron 100 mL del agua del pozo a través de un filtro de nitrocelulosa de 0.45
[Im de tamaifio de poro, que luego se colocd sobre el medio solidificado. Las cajas se incubaron a
temperatura ambiente por siete dias. Para cultivar las colonias que se obtuvieron, se tomd una asada
de las cajas de Petri, que se suspendié en 10 mL de medio liquido. Esta mezcla se llevo
progresivamente a 100 y 1000 mL, como se describi6 anteriormente para el aislamiento en medio
liquido. Los 1000 mL se centrifugaron a 4000 rpm durante 15 minutos, se eliminé el sobrenadante y
los botones se resuspendieron en medio liquido con glicerol al 20% y se guardaron en refrigeracion.

De los tubos con medio liquido se sembro una asada en medio sélido para obtener cultivos
axénicos. Se seleccioné una unidad formadora de colonias (UFC) y a esta cepa se les asigno la clave
CASC (“Cepa Aislada de Santa Cruz”) como identificacion preliminar.
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2.3 Prueba cualitativa de oxidacion de Mn

Se tomd una asada de la cepa CASC, y se coloco6 en un papel filtro en condiciones de asepsia. Luego
se le adicionaron cuatro gotas de azul de leucoberbelina al 4%. La prueba da positiva si la muestra se
tifie de color azul, lo que indica la presencia de dxidos de manganeso (De Palma, 1993).

2.4 ldentificacion de las cepas aisladas

Para la identificacion de la CASC, se partié de un cultivo cuya resiembra no fuera mayor a las 24
horas. La UFC se analizo en el equipo Vitek MS Plus (bioMérieux™), que utiliza el método de
espectrometria de masas de desorcidn/ionizacion laser asistida por matriz (Matrix-Assisted Laser
Desorption/lonization) acoplada a un detector de iones (tiempo de vuelo o Time-of-Flight) MALDI-
TOF para analizar el perfil de proteinas especifico a cada especie. El analisis se realiz6 en el
Laboratorio de Bacteriologia Médica del Departamento de Microbiologia de la Escuela Nacional de
Ciencias Bioldgicas del Instituto Politécnico Nacional.

2.5 Caracterizacion morfolégica y bioquimica

A la cepa CASC se le hizo tincion de Gram, tincidn de esporas y tincion de flagelos, asi como pruebas
de caracterizacion morfologica para determinar forma, borde, elevacion, textura, color, crecimiento
en tubo inclinado por estria recta, crecimiento superficial en medio liquido, y crecimiento en medio
semi-sélido por puncion. También se evalud su crecimiento en glucosa, fructosa, ramnosa, rafinosa
y lactosa, y se llevaron a cabo las siguientes pruebas bioquimicas: fenilalanina desaminasa, reduccion
de NOs’, Voges-Proskauer, tolerancia a NaCl, sulfuro indol-movilidad, catalasa, hidrdlisis de caseina,
hidroélisis de esculina, hidrdlisis de gelatina e hidroélisis de almidén (Benson, 2002; De Vos et al.,
2009). Estas mismas pruebas se llevaron a cabo simultaneamente con dos organismos de referencia
(Bacillus subtilis CDBB-B 1009 y Escherichia coli ATCC 35218).

2.6 Evaluacioén de la remociéon de Mn

Para este estudio, se tomé una asada de la CASC, que se suspendié en 10 mL de medio de cultivo
liquido. Esta mezcla se llevo progresivamente a 100 y 1000 mL, como se describié en el apartado 2.3
para el aislamiento en medio liquido. El volumen final de 1000 mL se centrifugd a 4000 rpm durante
15 minutos. El centrifugado se dividio en seis partes, cada una de las cuales se utilizé para inocular
los matraces como se describe a continuacion.

A cada uno de siete matraces Erlenmeyer de 250 mL con tapon de rosca se le adiciond 220
mL del agua subterranea de Santa Cruz filtrada a través de una membrana de nitrocelulosa de 0.45
[Im de tamaiio de poro. Cuatro de los matraces (R1, R2, R3 y R4) se inocularon con un sexto del
cultivo obtenido como se describid arriba. Dos de ellos (T1 y T2) también se inocularon, pero fueron
posteriormente autoclavados a 120°C y 15 psi por 15 minutos, con la finalidad de desactivar la
biomasa y detectar asi oxidacion abidtica del Mn. También se preparé un matraz control que no fue
inoculado. En la Tabla 3.3 se resume como se prepararon los matraces. Todos los matraces se
colocaron en un Orbital Shaker, Osheng a 120 rpm, que se introdujo a una incubadora General
Purpose Incubator, Shell Lab®, a una temperatura de 30-32°C por 456 h.
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Tabla 3.3 Identificacion y descripcion de los matraces empleados para evaluar la remocion de Mn
por parte de la cepa aislada

Matraz Contenido y descripcion

Control Agua del pozo de Santa Cruz, no inoculada

T1y T2 (Testigos abidticos) Agua del pozo de Santa Cruz, inoculada y posteriormente esterilizada a
120°C, 15 psi, durante 20 minutos

R1, R2, R3y R4 (Réplicas) Agua del pozo de Santa Cruz, inoculada

Se tomaron muestras que se recolectaron en recipientes de polietileno de 20 mL. A los 10 mL
de muestra que se tomaron, se les adicion6 1.0 mL de HNOsz concentrado. Las muestras se
refrigeraron a 4°C hasta su analisis por espectroscopia de absorcion atomica de llama, para lo cual se
utilizé un espectrofotometro SpectrAA (Varian 880, E.U.A.). Los resultados de los ensayos
inoculados (R1, R2, R3 y R4) y de los testigos autoclavados (T1 y T2) se representaron por su
promedio y desviacion estandar.

3 Resultados y discusion
3.1 Aislamiento y cultivo de microorganismos

El aislamiento en medio s6lido no permitio el crecimiento de bacterias, pero el medio liquido si. Esta
cepa, CASC, pudo luego ser conservada tanto en medio liquido como en solido. Al observar cultivos
axénicos de esta cepa en un microscopio binocular de contraste de fases (Figura 3.2), se observa que
tiene una forma bacilar.

Las colonias de la cepa CASC presentan las siguientes caracteristicas (Tabla 3.4): se
componen de células moviles, presentan esporas, son translucidas, pequefias (de 0.4 x 2.1 um), y se
desprenden facilmente del asa de siembra. La prueba cualitativa de la leucoberbelina permitié
corroborar la presencia de coloracién azul, que es indicativa de la presencia de Mn oxidado (De
Palma, 1993).

Figura 3.2 Observacion de la cepa CASC a 100X
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3.2 ldentificacion de las cepas aisladas

En el equipo Vitek MS Plus (BioMerieux™) se detectaron las proteinas ribosomales del
microorganismo en cuestion, cuyo perfil es especifico y pudo compararse con la base de datos del
equipo. Las pruebas del control de calidad interno (Escherichia coli ATCC 8739), asi como la
calibracion del equipo, fueron aceptables. Con base en los resultados obtenidos, las cepas fueron
identificadas como Bacillus pumilus con un valor de confianza de 99.9%.

Algunas de sus caracteristicas de la cepa se describen a continuacion: Bacillus pumilus
pertenece al phylum Firmicutes, a la clase Bacilli, al orden Bacillales, a la familia Bacillaceae y al
género Bacillus. Este microorganismo es aerobio, Gram-positivo y madvil. Son bacilos pequefios (0.6-
0.7 x 2.0-3.0 um); forman esporas cilindricas o elipsoidales que se encuentran centralmente,
paracentralmente y subterminalmente en esporangios no estirados. La morfologia colonial es
variable: las colonias pueden ser arrugadas e irregulares, y no son pigmentadas. La mayoria son lisas
y opacas. Su temperatura de crecimiento es 5 - 50 °C. EIl crecimiento se produce a pH 6.0 y 9.5,
aunque algunas cepas crecen a pH de 4.5 (De Vos et al., 2009).

Existen diferentes estudios que indican que Bacillus pumilus contiene enzimas, tales como
lacasas y peroxidasas, que contribuyen a la oxidacion del Mn. Ademas, forma esporas, por lo que
resiste altas concentraciones de cloro. Esta bacteria puede habitar en aguas subterraneas y potables
(Cerrato et al., 2010; Gounot, 1994).

3.3 Caracterizacion morfolégica y bioquimica

Los resultados del analisis de la morfologia de las colonias de la cepa CASC se muestran en la Tabla
3.4; son similares a lo reportado por De Vos et al. (2009), quienes mencionan que las colonias de
Bacillus pueden ser arrugadas e irregulares, no pigmentadas y en gran mayoria lisas y opacas. En la
Figura 3.3 se observa la morfologia de las colonias de la cepa CASC, mientras que en la Figura 3.4
se muestra la tincion de esporas de esta cepa, que son ovaladas y subterminales. En la Tabla 3.5 se
muestran los resultados de la caracterizacion bioquimica de la cepa CASC y de dos bacterias de
referencia. Cabe resaltar que los resultados de la cepa CASC son idénticos a diez de los reportados
para Bacillus segin De Vos et al. (2009).

Tabla 3.4 Morfologia colonial y crecimiento de CASC en medio de cultivo sélido, crecida a 25°C
por 48 horas

Forma Borde |[Elevacién |Textura |Color Crecimiento en | Crecimiento Crecimiento
tubo inclinado |superficial en|en medio
por estria recta | medio liquido |semi-sélido

por puncion

Circular |Entero |Convexa Viscosa No Difuso Peliculado Papilar

pigmentado
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Figura 3.3 Colonias de la cepa CASC, con elevacion convexa, forma circular y sin pigmentacion

Tabla 3.2 Resultados de la caracterizacion bioquimica de CASC

Pruebas Bioquimicas CASC Ec Bs
Tincién de Gram + - -
Tincion de Esporas + - +
Tincién de Flagelos + + +
Fenilalanina desaminasa - + -
Reduccion de NOg” - + +
Voges-Proskauer + + -
Tolerancia a NaCl - + +
Sulfuro + + -
Indol + + -
Movilidad + + -
Catalasa + + -
Hidrélisis de Caseina + +
Hidrdlisis de Esculina + + +
Hidrélisis de Gelatina - + -
Hidrdlisis de Almidon - - +
Crecimiento en glucosa + + ++
Crecimiento en fructosa ++ ND ++
Crecimiento en ramnosa ++ + +
Crecimiento en rafinosa ++ - ++
Crecimiento en lactosa +++ + +
CASC: Cepa Aislada de Santa Cruz; Ec: Escherichia coli ATCC 35218;
Bs: Bacillus subtilis CDBB-B 1009

Crecimiento: + Escaso; ++ Moderado; +++ Abundante

ND: No determinado
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Figura 3.4 Cepa CASC, con esporas ovaladas subterminales

' ‘ Sacs”

El Gréfico 3.1 muestra los resultados del seguimiento de la concentracién del Mn contenido en el
agua subterranea de la localidad de Santa Cruz luego de que se le pusiera en contacto con la cepa
CASC. En paralelo se corrieron dos testigos abidticos distintos; en el primero (denominado control)
no se agrego la cepa CASC, mientras que el segundo si se inoculd con dicha cepa, mas posteriormente
se sometio a esterilizacion para inactivarla.

3.4 Evaluacién de la remocion de Mn

Como indica la Grafico 3.1, en los ensayos inoculados y activos se observo un periodo de
latencia de alrededor 80 horas, durante las cuales la concentracion de Mn no se modificd
apreciablemente. Cabe destacar que esta concentracion inicial del agua subterranea de Santa Cruz
(mas de 4 mg/L) es muy superior al limite maximo permisible establecido por la legislacion mexicana
para el agua de abastecimiento, a saber, 0.15 mg/L (SSA, 2000). Tras 80 horas de exposicion, el
contenido del metal empez6 a disminuir a velocidad constante; esta tendencia se mantuvo hasta el
final de la evaluacion. Al cabo de 450 horas de cultivo, la remocion de Mn alcanzé 61%. Debe
sefialarse la gran variabilidad de los datos arrojados por los ensayos inoculados con la cepa CASC
viable, que se reflejo en su desviacion estandar (representada por las barras de error de la curva).
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Gréfico 3.1 Seguimiento de la concentracion de Mn en el agua subterranea de Santa Cruz. Los

simbolos representan los promedios de los datos experimentales excepto para el matraz control

(O), para el que no se realizaron réplicas. Las barras de error representan la desviacion estandar
de los datos. Las lineas representan tendencias aproximadas
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El control (testigo no inoculado) sigui6é una tendencia semejante: la concentracion de Mn
empezo a disminuir después de una latencia de cerca de 80 horas, pero a una velocidad mayor que la
mostrada por los ensayos inoculados. Sin embargo, luego de aproximadamente 340 horas, la
remocion de Mn cesO y la concentracion de este metal empezd a aumentar. Lo anterior podria
explicarse por la formacion abidtica de 6xidos de Mn, que a su vez adsorbieron Mn disuelto a su
superficie. Asi, el aumento de la concentracion del metal podria deberse a una desorcion del Mn
disuelto. Tras 450 horas de evaluacion, la remocion del metal fue del 42%.

Los testigos inoculados y posteriormente esterilizados exhibieron una disminucién en la
concentracion de Mn disuelto completamente distinta; esta remocion, también abidtica, siguié una
cinética de primer orden durante las primeras 180 horas de evaluacion. Después de este tiempo,
también se constato un incremento en la concentracion del Mn disuelto. En estos matraces, la biomasa
inactivada podria haber servido como catalizador de la formacion abidtica de 6xidos de Mn que, como
en el caso del ensayo control, habrian adsorbido Mn disuelto durante la primera fase de la evaluacion.
Luego de 180 horas, se habria producido también una desorcion del metal.
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4 Conclusiones

Se logrd aislar una cepa del agua subterrdnea de la localidad de Santa Cruz (CASC), que fue
identificada como Bacillus pumilus. Las caracterizaciones morfoldgica y bioquimica de la CASC
ratifican este resultado. Los ensayos realizados para monitorear la remocién del Mn disuelto en el
agua de Santa Cruz por parte de B. pumilus mostraron, por una parte, cierta eficacia, aungue en un
periodo extendido; por otra parte, esta eliminacion fue parecida a la alcanzada de modo abiético.
Nuestros resultados muestran lo problematico que resulta distinguir la oxidacién bidtica del Mn de la
que no lo es, y este inconveniente deberd ser subsanado para demostrar concluyentemente la
factibilidad del empleo de B. pumilus en el tratamiento del agua de la comunidad de Santa Cruz.
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