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ISOLATION OF SULFATE-REDUCING BACTERIA FOR
POTENTIAL BIOREMEDIATION OF METAL-CONTAMINATED
EFFLUENTS

Maria Fernanda Pérez Bemal' , Jéssica Jazmin Gomez Marmo.fejo’, Elcia M.S. Brito', German
Cuevas Rodriguez’

'Divisitn de Ingenierias, Universidad de Guanajuato, Guanajuato, México
Av. Judrez No. 77; Zona Centro, Guanagjualo, Guanafuato, C.P. 36000,

ABSTRACT

Sulfate-reducing bacteria (SHRB) are obligate anaerobes characterized by their ability to
reduce sulfates to sulfides with simultaneous oxidation of organic substrates [1]. The SRB play an
important rol in the development of bioremediation technologies for wastewater treatment, wich
has been studied extensively in the last decades [2.3]. Biogenic sulfides can be used to
precipitate metals, the precipitated metal-suffides can be easily recovered and reused. The
operation of sulfidogenic bioreactors under acidic conditions has several advantages, since most
of the sulfide produced is contained in the gaseous phase, thus facilitating the separation of the
sulfide from the effluent [4). However, most of the SRB are neutrophilic, which limits its
application in the treatment of acidic effluents. The aim of this study was to isolate SRB from Los
Azufres, Michoacan (model of acidic environment, pH's below 3), for its potencial application in
the treatment of acidic metal-contaminated effluents. To isclate the SRB the “roll tube" technigue
[5] was used. A total of 35 colonies were recovered in liquid medium, 6 of them already show
evidence of sulfate reducing activity (black precipitate of iron sulfide). The isolation will be verified
by microscope observation and then identified by molecular biclogy technigues.

Keyw ords: Biotechnology, Sulfate-reducing bacteria, extremaphile.

RESUMEN

Las bacterias sulfato reductoras (BSR) son microorganismos estrictamente anaerobios,
caracterizados por su capacidad de reducir sulfatos a sulfuros con oxidacion simultanea de
sustratos organicos [1). Las BSR juegan un papel muy importante en el desarrollo de tecnologias
de bio-remediacion de aguas residuales contaminadas con metales, lo cual ha sido estudiado
ampliamente en las dltimas décadas [2,3]. Los sulfuros biogenicos pueden ser utilizados para la
precipitacion de metales, luego los sulfuros metalicos pueden ser facilmente recuperados y
reusados. La operacion de bioreactores sulfurogénicos bajo condiciones acidas tiene varias
ventajas, ya que la mayoria del sulfuro producido se encuentra en la fase gaseosa, facilitando asi
la separacion del sulfuro del efluente [4). Sin embargo, la mayoria de las BSR descritas son
neutrofilicas. Esto ha limitado su aplicacion en el tratamiento de efluentes acidos, que es una
caracteristica casi siempre inherente de efluentes contaminados con metales y metaloides. El
objetive de este estudio fue aislar BSR de los Azufres, Michoacan (modelo de ambiente acido,
pH's menores a 3), para su aplicacion potencial en el tratamiento de efluentes contaminados con
metales y/o metaloides. Para aislar las BSR se empled la técnica del “roll tube” o tubo rolado. Se
recuperaron un total de 35 colonias en medio liquido, 8 de los cultives ya presentan evidencia de
actividad de sulfato-reduccion (precipitado degro de sulfurc de hierro). El aislamiento sera
verificado por observacion al microscopio y luego sera identificado filogenéticamente con
técnicas de biologia molecular.
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INTRODUCCION

Las bacterias sulfato reductoras (BSR) son los organismos claves en la reduccion biologica
del azufre. La primer evidencia de la actividad de las BSH fue identificada en 1895 por Beijerinck,
quien descubrid que el sulfato podria ser reducide a sulffuro por respiracion anaerébica en
sedimentos. Estos microorganismos son capaces de utilizar fuentes sencillas de carbon, tal
como el lactato, el pirurato, acetato entre otros. En el caso de la oxidacion de fuentes de
electrones como el lactato, en presencia de sulfatos como aceptor de electrones, se produce
sulfuro de hidrégeno y alcalinidad, como se evidencia en la reaccion general descrita por la Ec.1.

2CH,CHOHCOOH + 3507 — 3H,S + 6HCO; (1)

Las BSRH son anaerobicas restrictas sendo necesario para su aislamiento metodos que
simulen eficientemene estas condiciones en labroratorio. Una de las tecnicas disponibles que ha
mostrato éxito en el aislamiento de microorganismos anaerobicos restrictos es el de Roll-Tube
[5]. Esa fue desarroyada por Hungate en la decada de 60s y consiste en preparar un tubo
hermeticamente cerrado, una capa delgada de agar mantenendo ensu interior una atmasfera
libre de oxigeno. El tubo es sellado con tapones impermeables a gases para garantizar las
condiciones de anaerobiosis. La muestra diluida se inocula en el agar ligeramente fluido, e
inmediatamente se rota el tubo, que por solidificase lentamente, se forma una capa de agar
sobre la pared del tubo, al mismo tiempo que la muestera se mezcla con el agar. Se pone &l tubo
para incubar , y en la capa de agar se desarrollaran las colonias. Estas colonias se recolectan
con ayuda de una aguja estéril, y en atmosfera reductora, transferindolas indivudualmente a
medio liquido; los cultivos son incubados en condiciones anaerdbicas.

En poco mas de un siglo de investigacion de los microorganismos reductores de azufre,
actualmente han identificado mas de 120 especies y 40 géneros pertenecientes a 3 filos
bacterianos y, a un filo arquea. Las BSR tienen morfologia celular variada: bacilo, vibrio, bacilos
curvados y coco-bacilos [3]. En reneral las BSR mas conocidas se desarrollan en condiciones
ligeramente neutras; tienen un pH dptimo de crecimiento alrededor de 7 y son inhibidas a valores
de pH menores a 6.

El uso de BSR para la obtencién de sulfuro, ya sea en forma de gas o acuoso, para su
aplicacion en la precipitacion de metales (Ec. 2) es una opcién economicamente viable y ha
ganado terreno en los procesos hidrometaldrgicos en lugar de la precipitacién con hidroxidos.
Las razones para que sea preferido se basa en el alto grado de metal removido a pH's
relativamente bajos; la naturaleza poco soluble de los precipitados; velocidades de reaccion
rapidas; caracteristicas favorables para deshidratarlos y la estabilidad de los metales de sulfuro
formados [6]. Ademas de una baja produccion de lodos y la oportunidad de recuperar los metales

[7]-

M¥ +HS = MS(L +H i (2)

M = metal de interés [7].

En afos recientes se ha reportado actividad de sulfato-reduccién en ecosistermas naturales
o de ingenieria a bajos pH. Por lo cual el aislamiento de bacterias de sitos con condiciones
extremafilas, es de interés para el tratamiento de efluentes acidos [B)]. El objectivo principal de
ese frabajo es aislar BSR de un sitio extremo para a continuacion, estudiar su potencial
aplicacion en la bioremediaciacion de efluentes contaminados con metales y metaloides.
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MATERIALES Y METODOS

Medio mineral minimo (MMM). El medio mineral minimo utilizado en ese trabajo, se prepard a
partir del agua del sitio de muestreo, esterilizandola tres veces en autoclave (a 121°C por 2
horas) con intervalos de 24 h entre cada esterilizacion y haciéndola pasar por un filiro con
tamario de malla de 0.25 pm.

Medio BSR. El medio se prepard utilizando agua destilada y MMM en una proporcion 1:1. A este
se afadio glicerol, lactato, piruvato y acetato de sodio con una concentracion final de 5mhd;
extracto de levadura (0.05 g/L) ., rezarsurina (0.0003 g/L). Se esterilizéd y se desgasifico con
nitrégeno gas. Una vez frio se adiciond Fe.S0; (1mM); solucion de metales traza (1mliL) y
solucion de viaminas (1ml/L), solucion selenito (1ml/L).

Medio BSR modificado. Este medio se prepard enrigueciendo el medio BSR con KH:PO,
(025 glL), MgS0.=7H:0 (2 g/L), Ma-S0; (0.5 g/L), Citrato de Nax7H:0O (0.5 g/L), triptona {10
/L), (NH,).50, (1 g/L), KCI (0.1 g/L), Cai{NO,).x4H.0 (0.014 g/L). Na,5,0;=5H,0 (0.5 g/L) y
Etanol (20mM ).

Muestreo e inoculacion. Se trabajp con muestras colectadas en un estudio previo del sitio
extremo el SPA Los Azufres, ubicado en el sitio geotérmico Los Azufres, Michoacan. En el
estudio previo se colectaron muestras superficiales de un tapete microbiano del sitio. De las
muesiras colectadas se utilizo 1 ml de la suspensién como indculo para 5 ml de medio BSR. Se
incubd a temperatura ambiente hasta cbservar turbidez o un precipitado negro, que es indicador
de presencia de BSR. Se realizd un repique, es decir, se tomo nuevamente 1ml del cultivo y se
reinoculo en 10 ml de medio BSR y se incubt por mas de 1 mes mas o hasta observar turbidez o
el precipitado negro. Posterior a esto se inicié el islamiento por medio del Roll-tube.

Aislamiento por Roll Tube. Se utilizaron tubos de ensaye de 20 ml en los cuales se agrego 0.4
g de agar bacteriolégico (pre-lavado con agua destilada) y 10 ml de medio BSRA. Los tubos se
taparon herméticamente con tapones de butil, se esterilizaron y desgasificaron con M.
Posteriormente se inoculd con diferentes volimenes de indculo (500 pL, 300 plL, 200 pl, 100 pL,
y 50 pl), luego se rolaron los tubos en bafo de hielo/agua hasta solidificar y se incubaron a
temperatura ambiente. Al observarse microcolonias aisladas (puntos negros), éstas se
recuperaron en medio BSA ligquido y se incubaron a temperatura ambiente y en condiciones de
anaerobiosis.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los cultivos de las colonias recuperadas en el estudio anterior fueron cbservados al microscopio
optico para corroborar gue se tratara de cultivos aislados. Sin embargo, en varios se cbservaron
mas de 2 morfologias, por lo que en este trabajo se procedio a repetir de nueve el Roll-iube de
los cultivos no aislados.
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Figura 1. Aislamiento por Rof-Tube

En la figura 1 se muestran los tubos empleados para el aislamiento por RollTube, las
microcolonias observadas fueron recuperadas segan el procedimiento descrito anteriormente. Se
recuperaron un total de 35 colonias que fueron inoculadas en frascos de 20 ml con 10 ml de
medio BSR (Fig. 2a). Después de poco mas de un mes, no se observd crecimiento en casi
ninguno de los cultivos, algunos se tornaron un poco turbios, sin embargo, ninguno presentd
evidencia de sulfato-reduccion (precipitado negro), por lo cual se hizo una revision de varios
medios empleados para el aislamiento y enriquecimiento de BSR y se modifico el medio BSR
(Medio BSR modificado). Las modificaciones fueron hechas haciendo una revision de los medios
Fude, Postgate, V9, medio para especifico para Acidithiobacillus sp. y para Thiobacillus sp.

Figura 2. Recuperacion de colonias en medio liquida.
a) Medios recién inoculados, b) Medios con presencia de precipitado negro (sulfuro de fierra).

Se agregd 10 ml de medio BSR medificado a los cultivos y una semana despues, 2 frascos ya
presentaban formacion del precipitado negro y en casi todos se observd mayor turbiedad. Hasta
el momento en 8 frascos ya se observa precipitado negro (fig. 2b), por lo cual, la medificacion al
medio tuvo resultados positivos para el enriguecimiento. Debido a la gran diversidad de BSR,
varias sustancias pueden ser utilizadas como donadores de electrones para metabolismos
particulares. De acuerdo a Hao y colaboradores (2014), se recomienda una mezcla de
donadores de electrones o fuentes de carbono para el crecimiento de las BSR, aungue el medio
BSR tiene varias fuentes de carbono no hubo buen crecimiento, por lo cual, parte de exito del
medio modificado puede afribuirse a la presencia de etanol, ya que es un sustrato de facil
degradacion. Por otro lado, la peptona también pudo tener un efecto positivo al ser empleado
para el cultivo de microorganismos de dificil crecimiento.

Los cultivos seran observados con microscopio optico para verificar que se encuentren aislados.
Aungue ya hay presencia de precipitado y turbiedad en la mayoria de los cultivos, la biomasa
presente alin no es suficiente para hacer la extraccion de ADM y su posterior secuenciacion e
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identificacion. Una vez que haya la biomasa suficiente, se hara el estudio filogenetico de los
aislados, ademas se amplificara con PCR utilizando los primers DSR1F/DSR4R, los cuales se
dirigen a la mayoria de los genes dsrAB que codifican para la enzima reductasa disimilatoria del
sulfio y la cual es exclusiva de las BSR, verficandose de igual modo que se trate de suffato-
reductoras.

CONCLUSION

Las BSR son microorganismos de gran importancia, ya que su capacidad para reducir el sulfato
a sulfuro puede ser aprovechada para la bioremediacion de efluentes contaminados con metales,
metaloides y para eliminacion de sulfatos. En el presente estudio, el uso de la técnica del Rall-
Tube fue exitosa para el aislamiento de BSR, ya que se pudieron recuperar 35 microcolonias.
Aungue es sabido que las BSR son de lento crecimiento, la modificacion al medio BSR tuvo un
efecto positivo en el crecimiento de los cultives, dicho éxito se puede atribuir a la incorporacion
sobre todo de etanol y peptona. El estudio filogenético y caracterizacion de los aislados que se
realizara posteriormente; esto permitira proponer y establecer las condiciones optimas para la
aplicacion biotecnologica de los microorganismos aislados en el fratamiento de efluentes
contaminados con metales y metaloides.
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