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I. INTRODUCCION

I.1. Importancia del Metano en la Naturaleza

La generacién de metano (metanogénesis) es un proceso que
1levan a cabo en la naturaleza microorganismos anaerébicos

estrictos pertenecientes a los géneros: Methanobacterium,

Methanobrevibacter, Methanomicrobium, Methanogenium, - -

Methanospirillum, Methanosarcina y Methanococcus.

Estas bacterias obtienen energfa mediante la reduccibn -
del CO, disuelto en el agua o utilizando fuentes de carbo
no orgénicas, como acetato, metanol y formiato, asi como

otros sustratos producidos por otras bacterias asociadas
al ciclo del carbono, come propionato, produciendo metano

a partir de ellos (Bergey, 1974; Boone y Bryant, 1980).

La importancia ecol6gica del metano se pone de manifiesto
durante la eutroficacién en el ciclo del carbeno, ya que
el CO2 producido por la respiracién de animales y vegeta-
les, es reducido durante la fotosintesis a compuestos or-
ghnicos, los cuales son utilizados en diversas cadenas de

alimentacién presentes en las bacterias.

Durante la metanogénesis en los sedimentos anaerébicos, -
se utilizan CO2 e HZ’ y ademds, como dichos sedimentos -
absorben materia orgénica sometida a descomposicién anacré

bica, se produce metano a partir de Acidos grasos e hidré



géno; el proceso inverso, presente asimismo en los sedi-
mentos anaerbbicos, mediante el cudl el metano es oxida-
do a &cido carbdénico por las bacterias metano-oxidantes,
proceso éste que estd relacionado con el incremento del
porcentaje de O2 y la biomasa, mantiene bajos los nive-
les de metano presentes en los sedimentos que no son -
totalmente anéxicos, verificindose de esta manera el equi
librio entre la produccién y el consumo de metano en es-

tos ambientes,

En los sedimentos marinos y estuarinos, donde existe una
concentracién baja de metano, el equilibrio estd mediado

por las bacterias reductoras de sulfato, del género - -

Desulfovibrio, las cuales han mostrado tener capacidad

de metabolizar el CH4 producido por las metanogénicas, -
1o cual implica una interdependencia ecolfgica entre es-

tos dos grupos bacterianos (Barnes y Goldberg, 1976).

Su Distribucién en la Naturaleza

Las bacterias metanogénicas se hallan ampliamente distri
buidas en diferentes medios ambientes, naturales o arti-

ficiales.

En sedimentos marinos, existen en grandes cantidades en
el Mar Negro (Atkinson y Richards, 1967). En los sedi-

mentos de agua dulce, se han detectado concentraciones -



de metano a profundidades variables (Winfrey y Zeikus, -
1979). Las bacterias metanogénicas proliferan en ambien
tes sedimentarios en los que existe una elevada deposita

cién de materia orgdnica sometida a intensa fermentacidn

anaerébica.

Las bacterias productoras de metano también se hallan en
estuarios, pantanos y desembocaduras de rfos, debido a -
que en estos lugares, existe poco flujo de corrientes de

agua, favoreciendo la sedimentacién.

Por esta razén, muchos estudios se han enfocado a sedi -

mentos de lagos, generalmente de baja profundidad.

Otra fuente natural es el rumen de bovinos, el cual por
sus condiciones de extrema anaerobiosis permite el desa-
rrollo de bacterias metanogénicas (McNeill, 1857), - -
habiéndose obtenido cultives anaerébicos metanogénicos a

partir de extractos de rumen (Dawson et al., 1980).

Con respecto a los ambientes artificiales, se han aisla-
do y caracterizado bacterias metanogénicas a partir de -

digestores anaerbébicos y aguas de albafial.

En general, es posible intentar el aislamiento de bacte-
rias metanogénicas a partir de las fuentes ya sefialadas,
debido a que presentan condiciones de temperatura, pH vy

bajas concentraciones de oxigeno, favoreciendo con ello

el desarrolle de los metanbgenos.



1.3, Estudios sobre Metanogénesis en Agua y Sedimentos

Tales estudios se han enfocado principalmente sobre estos

dos aspectos:

a) Andlisis ff{sico y quimico de las aguas de donde se han

aislado bacterias metanogénicas.
b) Estudios microbiclbgicos de los sedimentos.

Los andlisis fisicosy quimicos se han orientado fundamen-
talmente a la medicién de parimetros que permiten correlg
cionar las concentracicnes de metano con la presencia de

metanobacterias en los sedimentos.

Dichos parimetros son generalmente: concentraciones de -
CHA, O2 y soi"; temperatura, pH y conductividad, tomando
como referencia una columna de agua (Strayer y Tiejde, -
1978; Winfrey y Zeikus, 1979; Zinder y Mah, 1979; Zehnder

y Brock, 1979; Boone y Bryant, 1980).

Los microbiolégicos, en sedimentos, se han enfocado al -
aislamiento y caracterizacién de los diferentes microorga
. P4 . .

nismos metanogénicos presentes en ellos, aislindose tales
bacterias en diversos medios de cultivo, mediante el em -
pleo de diferentes sustratos orgdnicos y diversos recur -
sos técnicos para su identificacién, como la microscopia

de fluorescencia (Doddema y Vogels, 1979; Zinder y Mah, -

1979; Zehnder y Brock, 1979; Boone y Bryant, 1980; Karube
y Cols, 1980).



I.

4.

En relacibén al aislamiento, cabe mencionar que algunas -
especies de bacterias metanogénicas son de diffcil aisla
miento en cultivo puro, ya que lo mds comin es aislarlas
en coexistencia con otros géneros bacterianos, sugirien-
do esto la posibilidad de que las bacterias metanogéni -
cas sean simbibticas en sus medios ambientes naturales -

(Patel y Roth, 1978; Boone y Bryant, 1980).

Finalidad del Presente Estudio

Los objetivos que se plantea del presente trabajo son:

1. Demostrar la existencia de actividad metanogénica en
sedimentos de esteros adyacentes de la Laguna de Tér-

minos, Camp. asi como su distribucidn.

2. Obtener, en un medio apropiado para el crecimiento de
las bacterias metanogénicas cultivos mixtos de és -

tas.

3. Demostrar la presencia de bacterias metanogénicas en
dichos cultivos mixtos, empleando diversas pruebas -

existentes para identificarlas.

4. Los resultados del presente trabajo podrén correlacio
narse con otros estudios que actualmente estd reali -

zando el Instituto de Ciencias del Mar y Limnologia.



IT. ANTECEDENTES

I1.1. La Ecologia de la Metanogénesis

Los metanégenos estén ampliamente distribufdos enm la na
turaleza. Su distribucién y su actividad estdn restrin
gidas a medios ambientes anéxicos, en donde las bacte -
rias asociadas mantienen un bajo Eh (potencial red-ox)

y producen substratos aptos para la metanogénesis, asi

como otros factores de nutricién (Mah et al., 1977).

Los habitats de los metanégenos son muy variados, como

consecuencia de su distribucién natural.

En los medios ambientes acudticos, una liberacidn sibi-
ta de burbujas provenientes de los sedimentos subyacen-
tes generalmente sefiala la prescncia deactividad metano
génica. Las bacterias metanogénicas, son comunes en me
dios ambientes anéxicos donde la materia orgénica sufre

descomposicidén anaerdbica (Mah y Smith, 1981),

Ademds de los sedimentos acudticos (estanques, pantanos,
esteros, lagos y océanos), otros hdbitats metanogénicos
incluyen: los tractos intestinales del hombre y los ani
males (especialmente el rumen de bovinos y otros herb{-

voros), digestores de aguas de desecho y ciénagas.



Se han hgllado bgctérigs metanogénicas aﬁn en el inte -
rior de la cofte;a de 4:boles vivos y en los manantia -
les de aguas termales, donde puede haber crecimiento a
partii del HZ geoquimico sobre aclmulos de algas en pro

ceso de descomposicién (Mah y Smith, 1981).

El metano también se ha detectado en las regiones pro -
fundas de los océanos, incluyendo las fosas y las cuen-
cas ocednicas, lo que demuestra que la metanogénesis es
un proceso biogeoquimico que ocupa una parte importante

en ¢l ciclo del carbono en la naturaleza.

Las bacterias metanogénicas ocupan el nicho terminal en
la transferencia de los elementos generados por la des-
composicién anaerdbica de la materia orgénica (Mah y -

Smith, 1981}.

En los habitats naturales, la fermentacién de la mate -
ria orgdnica es iniciada por las bacterias heterotréfi-
cas no metanogénicas y resulta en la produccién de HZ y
€0, y principalmente dcidos grasos volatiles (dcidos -
acético y propiénico). Algunos de los productos fina -
les mis simples formados pueden sérvir directamente co-

mo sustratos para la formacidn de metano.

El hidrégeno es raramente detectable en la Nuaturaleza y
bajo condiciones estrictamente anaerébicas y en ausen -

2.
cia de S0y , es oxidado con la reduccién del CO2 a CH4
y H,0).



Mediante la extraccidn de electrones del sistema via Ll:s
Teacciones de transferencia de hidrdgenc interespecies -

para formar CH4 mediante la reduccién del CO,, las bacte

rias metanogénicas influencfan el metabolismo anaerébicc
total de los compuestos orgdnicos hacia el completo catu
bolismo a metano y diéxido de carbono. {(Mah y Smith, -

1981),

La extraccién de electrones del hidrdgeno, por otra par-
te, rermite que ocurran reacciones termodindmicamente -
desfavorables. Como consecuencia, la degradacion anaersd
bica de los sustratos tiende a ir desde la formacidén ¢
HZ’ C0, y productos orginicos finales mezclados hacia la
formacién de acetato, metano y difxide de carbono. E1 -
acetato formado pucde entonces ser ulteriormente conver-
tido por los metanégenos utilizadores de acetato para -

producir més CH, ¥ CO,.

En general, las bacterias metanogénicas se hallan en -
grandes ndmeros donde los valores del Eh son de -200 mV

o menos. (Mah y Smith, 1981).
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IT.2. Factores que Afectan la Metanogénesis en la Naturaleza

I1.3.

Potencial de Oxidorreduccién, (Eh): Basados en las - -
caracter{sticas de los cultivos puros de bacterias -
metanogénicas, no es sorprendente que los ndmeros méds -
altos de organismos metanogénicos se hallen a valores -
de Eh de -200 a -250 mV o menos. (Mah, 1977). Los cam
bios estacionales en el Eh también corresponden a los -
cambios estacionales en la distribucién del metano y nd
meros miximos de bacterias metanogénicas, como ha podi-

do observarse en los sedimentos.

La inhibicién de la metanogénesis en los sedimentos -
lacustres por el Noi resulta en un aumento en el Eh del

sedimento.

Bacterias Reductoras de Sulfate

La distribucién de la metanogénesis en los sedimentos -
puede ser alectada por la interaccién de las bacterias

metanogénicas y las bacterias reductoras de soj'. (Mah,
1977). La presencia de aceptores inorginicos de electro
nes pucde prevenir la metanogénesis por desarrollo desme
dido de los reductores de soi' que compiten por el subs
trato metanogénico o producen concentraciones inhibito-

rias de SZ-, aunque no se observe inhibicién en todos -

los medios ambientes metanogénicos.



A partir de las observaciones siguientes, se puede plan

tear la hipétesis de la exlusibén mutua de estos dos ti-

pos metabblicos: el sof' inhibe la metanogénesis cuando
se agrega a sedimentos de agua dulce; los méximos nive-
les de metano se hallan a profundidades de sedimento -
donde el S0%°

4
de bacterias reductoras de sulfato se halla cercano a -

estd agotado, y el midximo de la poblacién

la interfase agua-sedimento, mientras que el méxime dc
poblacibn de las bacterias productoras de metano estd -
mis alejado de la interfase sedimento agua, hacia aden-

tro del sedimento.

Esta separacién estd mejor definida en los sedimentos -

marinos donde los niveles de sulfato son muy altos. EI
2~ -

S§” producido por las bacterias reductoras de SOi pue-

de inhibir las bacterias metanogénicas. (Mah, 1977).

Las opiniones de otros autores corrientes estén en fa -
vor del punto de vista de que ambos fendmenos son mutua
mente exclusivos, esto es, que la reduccibén del sulfato
precede la formacién del metano en la diagénesis de 1a
materia orgénica. Este punto de vista ha sido sosteni-
do por perfiles de metano y sulfato en columnas de sedi -
mento (Barnes y Goldberg, 1976; Martens y Berner, 1974,
1977; Winfrey y Zeikus, 1977) y estudios en cultivo com
binado de bacterias respiradoras de sulfato y metanogé-

nicas. (Ormeland y Taylor, 1978).



En el dltimo estudio se demostré que la metanogénesis no

compite con la reduccién del sulfato cuando los iones -~
2-
4
ausente o es limitado, el metano se produce por transfe-

SO% son abundantes en el medio. Cuando el sulfato esté
rencia de HZ interespecies, desde el reductor de sulfato

al metanégeno.

Ademis, el modelo termodinimico estd de acuerdo con esto,
dado que 1a reduccién de sulfato a sulfuro por el hidré-
geno da mis energia que la correspondiente reduccién del

diéxido de carbono a metano.

Por lo tanto, se crce que en el medio ambiente existe -
una sucesidn ecoldpica en la cual las bacterias reducto-
ras de sulfato se hallarian arriba de las bacterias - -
metanogénicas en columnas de sedimentos, segdin Claypool

y Kaplan (1974) citados por Oremland y Taylor.

El hidrégeno parece estimular la metanogénesis en los sg¢
dimentos marinos tropicales, puesto que se ha visto que
la incubacién de muestras de sedimentos marinos en agua

de mar desoxigenada y bajo atmésfera de HZ-CO2 (70:30, -
v/v) ha resultado en el consumo de grandes cantidades de
la mezcla de gases relativa a la cantidad de metano for-

mado.



Los inhibidores de las bacterias metanogénicas, aunque
efectivos en el bloqueo de la formacién del metano, no
evitan la captacién de la mezcla gaseosa, indicando por
lo tanto que otros anaerobios, aparte de los metanogé -
nos, son responsables en mucho de dicha captacién. Es-
to implica que existe una competencia de sustrato por
el HZ entre las poblaciones de estos sedimentos.

(Oremland y Taylor, 1978).

Oremland y Taylor llegan a la conclusién de que 1la pro-
duccidn endégena de metano debe ocurrir como un proceso
simultdneo, y no, como sostiencn otros autores (Martens
y Berner, entre otros) quc la metanogénesis es un proce
so biogeoquimico que requiere de la reduccién previa -

del sulfato.

Asimismo proponen que el siguiente mecanismo para expli
car la ocurrencia simultdnea de la metanogénesis v la -
reduccién del sulfato es posible gracias a la interac -
¢ién probable entre las bacterias metanogénicas y otras

bacterias anaerobias, aparte de las sulforreductoras:

E1 hidrébgeno es recibido por las metanobacterias a par-
tir de la degradacién de la materia orgdnica por las -
bacterias fermentadoras. Las bacterias respiradoras de

0%

4 pueden competir por el hidrégeno cuando el sulfato



y el Hz son abundantes y los sustratos orgdnicos limita-
5. .

dos. En ausencia de SO, , las respiradoras de sulfato -
4 P

generan H2 a partir de oxidacién de la materia orgénica.

Los clostridos son capaces de proveer sustratos (HZ) pa-
ra las bacterias metanogénicas y ademds, poblaciones -
bacterianas no frecuentes en estos sedimentos, tales co-
mo las espiroquetas anaerdbicas, producen sustratos - -
metanogénicos. La interaccién de estos organismos con -
los metanogénos pueden resultar en la formacidén de meta-
no en las capas superiores de los sedimentos marinos ri-
cos en sulfato. E1 metano se mantendria a bajas concen-
traciones por difusién hacia el exterior y quizds por -

oxidacién anaerébica. (Oremland y Taylor, 1978).

El modelo explica que los sedimentos marinos son ricos -
en sustratos orginicos y que presentan niveles bajos en
sulfato disuelto, asi como en las aguas pobres (dltimos

estadios de la diagénesis); el H, para la reduccién del
CO2 por las bacterias metanogénicas se originaria de bac

terias sulforreductoras.

Sin embargo, en opinién de Martens y Bernmer (1974), quie
nes hicieron un estudio en aguas intersticiales de una -
regidén marina en condiciones anéxicas en el cual se - -

demostrd lo contrario, que los sedimentos no alcanzan --



concentraciones detectables de metano hasta un range de
90% del SOS- del agua marina que ha sido removida por -

las bacterias.

Ellos postulan que las metanobacterias son el extremo -
terminal de una cadena de alimentacién microbiana y que
su papel en la formacién de metano no se hace evidente,
sino hasta que el sulfato disuelto ha sido metabolizado

por las bacterias reductoras de sulfato.

Pudieron comprobar por estudios de laboratorio sobre -
sedimentos marinos anéxicos, que la reduccién de sulfa-
to y la produccién de metano, son procesos metabblicos

alternoa a término.

Asimismo, proponen varias hipétesis para explicar sus -

resultados y observaciones:

1.- La concentracién del metano en las aguas intersti -
ciales es el resultado de su produccién, en parte,
por las bacterias metanogénicas y su consumo, por -
otra, por las bacterias reductoras de sulfato, se -
glin el siguiente proceso:

2-

+
CH, + 50;” + 2H H,S + CO, + 2H,0

Esta reaccibn es termodindmicamente posible, aunque
la reduccién directa en ausencia de las bacterias -

no ocurre abajo de 500°C. Por lo tanto, las sulfo-




rreductoras y las metanogénicas pueden catalizar la
reaccién. Algunos estudios indican que Desulfovibrio
desulfuricans puede 1llevarla a cabo. (Davis y - -

Yarbrough, 1966).

2.- También puede ser que el metano sea producido dnica-
mente, en un 4rea donde no existe sulfato disuelto,
abajo de la zona de reduccién de sulfato, y que la -
coexistencia de los dos se deba a una interdifusién.
Esta tesis la apoya un estudio hecho por Claypool 'y
Kaplan, quienes calcularon la energia del proceso -
termodindmico que rige la reaccibén y la hallaron al

terna a término.

3.- El metano es producido solamente en ausencia de soi‘
disuelto; dicho gas, es consumido por las sulforreduc
toras debido a su desprendimiento hacia las capas -

superiores.

4.- Finalmente, el metano puede producirse en forma limi
tada en presencia de bacterias reductoras de sulfato,

aunque no es utilizado por éstas.

Por su parte, Barnes y Goldberg (1976}, sefalan que la -
produccién de metano en medios ambientes anéxicos puede
producir acumulaciones significativas de este gas en -

sedimentos marinos apropiados, pero su distribucién y -




concentracién entre el agua y los sedimentos marinos -
andxicos sometidos a reduccién de sulfato, representa -
un equilibrio entre la produccién de las metanobacte -

rias v el consumo de las sulforreductoras:

P

"La produccién de metano por diagénesis a bajas tempera
turas en los sustratos orgdnicos de los medios ambien -
tes anéxicos puede producir acumulaciones de este gas -
en sedimentos apropiados. Sin embargo, en los sedimen-
tos marinos y el agua de mar, la concentracifén de meta-
no se mantiene a bajos niveles relativamente (2 ml STP/kg
HZD) hasta que el sulfato disuelto es removido por las

bacterias reductoras de sulfato, Desulfovibrio.

Ellos también sostienen el punto de vista de que ambos
procesos metab6licos (la metanogénesis y la produccién
de sulfatc) no son simultineos. Esta evidencia, aunada
a las consideraciones termodindmicas, bioquimicas y -
experimentales, ha llevado a varios autores a sugerir -
que la generacifn de metano y la reduccidn de sulfato -

son procesos metabdlicos alternos a término.

As{, por lo que el andlisis termodindmico y bioquimico
se sugiere que el metabolismo de los dos concuerda con
el hecho de que el metabolismo de ambos sistemas bacte-

rianos son complementarios y no competitivos,



En medios ambientes donde hay presencia de metano y en
ausencia de inhibidores, efectos téxicos o competencia
metabélica, la produccién de metano en los ambientes -
marinos debe iniciarse en el limite de la interfase -
aerbbica-anaerébica con la reduccién de sulfato; en -
presencia de ambos tipos de bacterias el HZS es uno de
los principales inhibidores de la produccién de metano

(Barnes y Goldberg, 1976).

Las conclusiones de dicho trabajo son interesantes, en

" el sentido del enfoque ecolfgico que encierran,

"Si el metano es consumido en la zona de reduccién de
sulfato en los sedimentos marinos, la cuestidén de 1la -
produccidn simulténea de metano, no puede mostrarse -
concluyentemente a partir de un solo andlisis quimico

de agua filtrada. Sin embargo, se ha demostrado, para
una variedad de microambientes una relacién comensal -

entre Desulfovibrio y metanogénicas'.
Un poco mds adelante, sefalan que:

"Las bacterias reductoras de sulfato liberan acetato -
como un producto final del metabolismo para obtener -
energia. Las bacterias metanogénicas utilizan este -
acetato como sustrato, fermentindplo a metano y dibxi-
do de carbono. El1 metano producido es a su vez oxida-

do, en gran proporcidn, a CO2 por la poblacién bacteria



na de la zona de reduccidén de sulfato. Las concentracip
nes de metano observadas en la zona representanun equili
brio entre la produccién y el consumo junto con supues -
tos procesos de transporte ffsico que desempefian un limi
tado pero significativo papel en ciertos ambientes sedi-

mentarios™.

Y ademis, refutan la teoria que sostienen Oremland y - -
otros, diciendo que el hecho primario que se puede esgri
mir para la utilizacién del metano generado anaerdbica -
mente en los sedimentos marinos en la zona de reduccidn

del sulfato, y no en la de oxidacién aerébica.

Sustratos metanogénicos.

El metano es probablemente producido en la Naturaleza a
partir de un rango limitado de sustratos, acetato, for-
miato, HZ-CO2 y posiblemente metanol o algdn intermedia-
rio relacionado. El COZ' y otros sustratos metaboliza-
dos por ‘cultivos puros de bacterias del metano no son -
de significancia'ecoldgica probablemente. Puesto que -
la materia orgénica que entra a los sedimentos es prin-
cipalmente proteina, carbohidrato y polimeros o hetero-
polimeros lipidicos (ligninas p. ej.), las bacterias - -
metanogénicas estdn obligatoriamente asociadas con - -
otras bacterias que Efermentan estos compuestos a aceta-

to, formiato e HZ-CO2 (el metanol puede no sev un pro -




ducto de fermentacién natural). En los medios ambientes
sedimentarios la disﬁonibilidad de los sustratos es -
afectada por muchos parédmetros complejos e indefinidos,
inclu;endo la extensa descomposicién bacteriana em ca -
pas de sedimento por encima de la zona de produccidén de
metano, la velocidad de "entierro", debido a la scdimen
tacidén, y/o a la difusién de los sustratos metanogéni -
cos dentro de la zona de produccién de metano., Lla dis-
ponibilidad de los sustratos metanogénicos en la zona -
de produccién de CH4 puede estar limitada, por una par-
te, por la extensa descomposicién en las capas superfi-
ciales y la difusién dentro de la capa metanogénica ¢,
por otra parte, por la velocidad de descomposicidén de -
los compuestos inorginicos a sustratos metanogénicos -
dentro de la zona metanogénica. E1 segundo caso supone
que algunos de los substratos poliméricos sujetos a -
descomposiciédn anaerbbica son enterrados mis ripidamen-
te que los que son degradados en las capas superiores a
la zona de produccién de metano. En los sedimentos de
agua dulce la zona del miximo de produccién de CH; se -
ubica cercanamente a la interfase agua sedimento, y la
difusibn de sustratos puede ocurrir sobre distancias -

mucho mds pequefias (Mah, 1977).

Abajo de la zona de produccién méxima, la actividad - -

metanogénica disminuye en los sedimentos de agua dulce.

Aunque esta disminucién puede estar relacionada a la -
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disponibiiidad de los sustratos, sin duda, también pue-
den estar involucrados otros factores. En contraste, -
la zona del miximo de produccién de CH, en los sedimen-
tos marinos puede ser desde uno hasta varios metros aba
jo de la interfase agua-sedimento, haciendo improbable

que la difusién tenga que tomarse en cuenta por la - -
transferencia de los sustratos metanogénicos producidos
en una capa de intensa descomposicién cercana a la - -
superficie. La velocidad de descomposicién en los sedi
mentos marinos es probablemente lenta en comparacién al
"entierro" del carbono orgdnico. La descomposicién sub
secuente lleva entonces a la produccién de metano en es
tas capas profundas, siempre y cuando no haya ningtn -

otro factor limitante. (Mah 1977).

Distribucién de Mctano y de las Bacterias Metanogénicas

en Sedimentos de Agua Dulce

Mucho sc ha estudiado la distribucién vertical del meta
no en scdimentos de lagos y la mayoria de estos estu -
dios han demostrado que la concentracién del gas aumen-
ta con la profundidad, alcanzando un miximo entre los 2
y 17 cm y, en algunos casos, disminuye de nuevo a pro -

fundidades abajo del miximo de concentracién de metano.
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A partir del estudio de la distribuciéﬁ vertical de la
actividad metanogénica en sedimentos de lagos se ha -
generado un modelo b4sico que relaciona la produccién

del metano, su distribucién y los NMP de distribucién

vertical de bacterias metanogénicas; dicho modelo esta
blece que las concentraciones miximas del gas aumentan
con la profundidad en el sedimento, en donde los NMP -

para las bacterias metanogénicas son miximos.

Comportamiento del Metano en Sedimentos de Agua Dulce,

El metano es el gas mds abundante generado en y proce-
dente de sedimentos de marismas y lagos. Aunque la -
difusién del CH4 debe explicarse en parte al transpor-
te a 1o largo de la columna de agua que se halla por -
encima del sedimento, la difusién del metano en los -
sedimentos puede ser muy lenta y este es un factor que
debe tomarse en cuenta para el flujo del metano obser-
vado. La ebullicién de burbujas de gas quizd sea el -
principal mecanismo de transporte del metano fuera de

los sedimentos.

En algunos lugares, extremadamente anéxicos, la libera
cién de gas conteniendo altas tasas de CH, (95% o més)
puede ser de varios mililitros por minuto por metro -

cuadrado.



En columnas de agua anéxica de lagos meromicticos perma
nentemente estratificados y en dimicticos estacionalmen
te estratificados, las concentraciones de metano dismi-
nuyen desde la interfase sedimento-agua hacia las capas
oxigenadas, donde son mis activas las bacterias oxidan-

tes de metano.

I1.5.1. Sedimentos Marinos v Estuarinos

Distribucién del Metano. Se estudid la concentracién -

de metano en scdimentos marinos y estuarinos, correlacio
nindose con la profundidad y se obtuvieron perfiles de
distribucién muy similares, encontrdndose que las con -
centraciones de metano aumentan lincalmente con la pro-
fundidad abajo de la interfase sedimento-agua. A dife-
rencia de lo quc ocurre en los sedimentos de agua dul -
ce, en los sedimentos marinos el gradiente de metano no
intersecta la interfase agua-sedimento, sino que se des
via hacia valores muy altos a profundidades que varian

desde los 10 hasta los 150 cm abajo de la superficie -
del sedimento. Laescasez de CH, en las aguas superfi -
ciales estd rclacionada a una zona de reduccién de sul
fato (la disminucibén de los niveles de sulfato ocurre -

por encima de este intervalo de profundidad).
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En estos sedimentos, la distribucién de la actividad

metanogénica muestra, generalmente, una velocidad o ta-

sa midxima de metanogénesis en una profundidad de sedi -

mento desde 5-7 cm v es similar a los sedimentos de - -

agua dulce.

Las cuentas viables de bacterias metanogénicas tienden

2

a mostrar valores en un rango de 10° - 107 células/gr -

de sedimento seco.

Altos nGmeros se hallan presentes entre los 0-7 cm, dis

minuyendo a profundidades debajo de los 36 cm.
La exlusién mutua del metano y sulfato estd bien defini

da en los sedimentos marinos. (Mah et al., 1977).

Comportamiento del Metano en los Sedimentos Marinos

Existe un gradiente de concentracién de metano en las -
columnas de agua de muchos sistemas marinos., Dicho gra
diente disminuye desde la interfase sedimento-agua - -
hacia arriba en direccién del 1fmite 6xico-anéxico. Es
ta observacién sostiene que ocurre un transporte neto -
de metano desde el sedimento hasta la capa de agua que

lo cubre. En contraste con los sedimentos de agua dul-
ce, los niveles méximos de CH4 ocurren a profundidades

desde uno hasta varios metros abajo de la interfase - -

sedimento-agua. .Recburgh calculé que las concentracio-
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nes de metano en sedimentos marinos someros (esto es, de
poca profundidad) podrian exceder 1a concentracién cri-
tica debido a la formacidn de burbujas. Martens obser-
vé la ebullicién de gas en sedimentos marinos someros -
{donde 1la metanogénesis presumiblemente ocurre abajo de
una zona de reduccibn de soj'), mientras que en sedimen
tos ocednicos, la presién hidrostdtica del agua que las
cubre probablemente previene la ebullicién del gas, En
ausencia de liberacién de burbujas, puede esperarse que
la difusidn controle el transporte del metano desde los

sedimentos.

En este sentido, se establecid un modelo de difusién -
con el objeto de calcular la rapidez de la metanogéne -
sis, halldndose que ésta era de 2.92 y 8.45 micromoles/

Lt/afio para sedimentos del oeste y del este de 1la Fosa

de Cariaco (frente a las costas de Veneczuela) y de 10
micromoles/Lt/afio para sedimentos de la Bahia de Sta. -
Birbara, frente a las costas del estado de California,

ambos sitios de particular importancia por sus caracte-
risticas especiales de zonas andxicas y sobre las cua -
les se hanvefectuado una variedad de estudios de la - -

metanogénesis. (Mah et al., 1977).

—— e
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IT.5.2. Suelos Inundados

Otro hibitat donde la descomposicidén rdpida de la mate-
ria orgdnica lleva al establecimiento de un medio am -
biente anéxico adecuado para la metanogénesis son los -
suelos inundados. Estudios de las actividades microbia
nas han probado cambios temporales en suelos incubados

bajo condiciones en las que se desarroll6é la anaerobio-
sis, tal como debe ocurrir en la naturaleza. Los acepto
res de electrones que disminuyen el potencial redox son
metabolizados secuencialmente en correspondencia a la -
'distribucién con la profundidad de las mismas activida-
des en los ambientes sedimentarios. Por tanto, el 02,
Fe3+, NOS‘ y soi" deben ser usados progresivamente an-
tes de qﬁe se produzca CH4. Antes de que se¢ 1llegue a -
verificar la metanogénesis, el Eh debe disminuir a me -

nos de -200 mV. (Mah et al., 1977}.

Se halld que después del establecimiento de las condi -
ciones reductoras en los suelos inundados se acumularon
co,, 4cido acético y cantidades menores de 4cido f6érmi-
co, pero los &cidos acético y férmico desaparecieron -
casi completamente y los niveles de CO2 disminuyeron -

ligeramente en la medida en que se produjo metano.

En las ciénagas, la metanogénesis ocurre m&s répidamen-
te. Los 4cidos acético,. férmico y el CO, se incremen-

tan de nuevo inicialmente y los 4cidos orgénicos dismi-



nuyen a bajos niveles cuando se produce metano. La glu-
cosa, sacarosa, almidén, 4cido péctico, celulosa, pepto
na, gelatina, lactato, acetato, butirato y propionato,

aumentan la acumulacién de 4cidos grasos volitiles, el

HZ y el CO2 Yy la consecuente formacién de CH&'

El metano es producido por la reduccidn del CO2 y & par
tir de la reduccibén del grupo metilo del acetato en los

suelos inundados.

En cambio, en los suelos arcillosos, la produccién de -
metano puede depender de otras variables ambientales -
aparte dec aquellas que definen el nicho de las bacterias
metanogénicas., Existen limitaciones en la temperatura

y la velocidad mdxima de la metanogénesis a partir de -
suelos inundados; se ha reportado tan alta como 40°C la

primera,

I[I.5.3. Sistemas Digestivos Animales

El sisteﬁa digestivo animal metanogénico mejer conocido
es el rumen de los herbivoros. Sin embargo los tractos
digestivos de los no rumiantes, incluidos los humanos,

también son capaces de producir pequefias cantidades de
metano, Los avances mds recientes ¢ importantes en la
metanogénesis del rumen han sido estudios de transfe-
rencias de HZ interespecies entre bacterias metanogéni-

cas y no metanogénicas y la mayoria concuerdan en seiia



lar que es el rumen donde el hidrdégeno es aparentemente
el principal sustrato para la metanogénesis; las bacte-
rias metanogénicas juegan un papel en el establecimien-
to del equilibrio de fermentacién por su influencia en
en flujo del poder reductor hacia la produccidén del - -

metano. (Mah et al., 1977),

Desde luego, la metanogénesis también puede inducirse
con fines econémicos en los llamados digestores anaerd
bicos (Toerien y Hattingh, 1969), pero como queda fuera
de los prop6sitos de este trabajo, se remite al lector

a la referencia bibliogrifica que se da al efecto.

La ecologia de las bacterias metanogénicas presenta ras
gos de una interrelacién mds compleja de lo que a sim -

ple vista parece.

Reeburg y Heggie, en 1977 reunieron la informacibén que
hasta la fecha se disponfa sobre la metanogénesis en am
bientes de agua dulce y marina en una revisién, y elabp
raron unos perfiles de distribucién sefalando que exis-
ten diferencias en las distribuciones de metano en los

sedimentos y el agua adyacente que los cubre entre 1los
ambientes marinos y de agua dulce, asentando que dichas
difercencias pueden explicarse por las actividades de -
las bacterias reductoras de sulfato y parecen ser el -
resultado de cambios en la concentracién de soi' entre

los ambientes dulces y marinos.



La hip6tesis planteada es que, siendo similares }os pro
cesos fisicos de mezclado en los sedimentos lacustres y
marinos, es posible comparar las distribuciones de CH4

y obtener informacién sobre las similitudes y/o diferen
cias en las reacciones quimicas que ocurren en estos am

bientes,

Por lo tanto, las diferencias observadas deben corres -

ponder a algin proceso general responsable de ellas.

Y dicho proceso parece ser la actividad bioquimica de -

las bacterias reductoras de SOi'.

El papel en que intervienen las bacterias metanogénicas
en la naturaleza es muy importante ya que en los sedi -
mentos donde abunda la materia orgénica, como estuarios,
lagunas costeras y sedimentos marinos del piso ocednico
existe una biodegradacidn hecha por microorganismos que
contribuyen con diferentes productos metabdlicos, los

cuales a su vez son sustratos utilizables para otros -
microorganismos en sus vias anabblicas, formando as{ un
complejo esquema metabdlico donde forman parte importan
te las metanobacterias, siendo complementaria su colabe

racién en el ciclo del carbono asi como del azufre.

En los sedimentos con abundante materia orgdnica existe
microflora y microfauna que habitan y degradan las com-

plejas macromoléculas o compuestos menos diffciles de -
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ser metabolizados siendo los lipidos, carbohidratos v -
proteinas dichas macromoléculas, las cuales son cataboli
zadas a 4cidos grasos, azficares como la glucosa y aming
4cidos que serdn biodegradados por diferentes grupos -
bacterianos a productos finales como son CH4, CO2 e HZ’

NH., como podri observarse en el esquema 1.

3’

Degradacién de Proteinas

Las proteinas que son grandes cadenas de aminodcidos
son rotas a sus unidades estructurales por medio de - -
enzimas que tienen la microfauna del sedimento asi como
los microorganismos que dan como producto dichos amino-
dcidos, que por procesos de desaminacién dan 4cidos - -
orgénicos, los cuales son utilizados por otros microor-
ganismos para sus procesos dando metano y CO2 COmo pro-
ductos finales, los cuales se disuelven en parte y otra

cantidad escapa a la atmésfera, y asi el CO2 disuelto -
se recicla para procesos de metanogénesis 0 para poste-
riores utilizaciones como en la fotosintesis. (Lynn, -

1979).
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Degradacién de Lipidos

Asi como existen organismos que utilizan proteinas, hay
otros que metabolizan a Acidos grasos libres que por -
una reaccién de oxidacién producen 4cidos orgédnicos que
son utilizados para la produccién de metano y COZ'

Degradacién de Carbohidratos

En los sedimentos acuéticos ricos en materia orgdnica -
la cual esti constituida por restos de la vegetacién -
circundante y de la acudtica que contribuyen a un gran
aporte de celulosa, almidén y otros polisacdridos, que

por el metabolismo bacteriano pueden ser transformados

a hexosas, como glucosa, la cual es utilizada como la

fuente de carbono mis accesible por la mayoria de los

microorganismos produciendo CO, y agua en el proceso
4

conocido como respiracién.

Existe un ciclo importante que tiene una interaccidn

directa con la metanogénesis, vy es el del azufre.

Es llevado u cabo por las bacterias sulfo-oxidadoras vy

las sulforreductoras, las que respectivamente oxidan o
reducen las sales de azufre que se encuentran en el - -

sedimento.




- 31 -

Dicho proceso estd involucrado en forma directa con el
proceso metanogénico, ya que las bacterias sulforreduc
toras que se encuentran en el sedimento, reducen a las
sales en forma de sulfato, mediante la oxidacién del -
4cido ldctico que resulta como producto de la glucdli-
sis de microorganismos actuando como donador de proto-
nes y dando como productos Acido propiénico, 4cido acé
tico y COZ’ seglin se muestra en el siguiente esquema.

(Nikaido, 1977).

CHS-CHOH~COOH CHSCH,COOH + ZCHSCOOH + ZCO2 + 14,0
J} - -
1
. 2- 2-
Glucélisis SO4 S + HZO

Glucosa

Dichos 4cidos son utilizados por las bacterias metanogé
nicas; para ello es necesario que concluya el procesoc -
de sulforreduccién_en un 90% y entonces sucede la - -
metanogénesis, ya que se ha encontrado que existe una -
inhibicién en presencia de sulfatos; en aguas marinas -

con sulfatos sucede el mismo fenémeno.

Se ha visto que la interrelacidn ecoldgica entre las -

bacterias metanogénicas y las sulforreductoras, en rely
2~

cién con la concentracién de §0,” , es mds compleja por
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que ademds hay una serie de factores que estdn involucra
dos como mecanismos de control de la produccibén y consu-

mo del metano (Reeburgh y Heggie, 1977).
Tales mecanismos de control son:
1.- Concentracibén de sulfato en los sedimentos

2.- Inhibicién de la metanogénesis por el aumento en la

concentracién de sulfuro.
3.- Aporte de materia orgdnica al sedimento
4.- Oxidacién anaerobia del metano
5.- Oxidacién aerobia del metano

6.- NDifusibén del metano a2 lo largo de la columna de agua

[I.8.1. Concentracién de Sulfato en los Sedimsentos

La mayoria de los estudios han demostrade que existe una
estrecha relacién, entre la concentracidén de sulfato y -
la biosintesis del metano en los sedimentos sefialando -
presencia de una zona de reduccién de SOd=, en el limite
de la interfase sedimento-agua, en la cual la poblacibn
de bacterias sulforreductoras es mdxima en contraposi -

cién con la escasa poblacidén de bacterias metanogénicas.
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Dicha zona de reduccién de sulfato es dependiente del -
aporte de sulfatos al sediment:. En el caso de los la-
gos que sufren cambios estacionales de distribucibén de
sus aguas a diferentes profundidades, se ha demostrado

que, los niveles de sulfato son variables, en tanto que
en los lagos estratificados (con poco o ningdn recambio
de aguas), se favorece la depositacién de sulfato y por
lo tanto el establecimiento de zonas andéxicas, debidas

al intenso metabolismo de 804= a S mediado por las -

bacterias reductoras del sulfato.

II.8.2. Inhibicién de 1a Metanogénesis por el Aumento de la

Concentracién de iones Sulfuro (S )

El sulfuro producido en la reduccién del sulfato actda

como un potente inhibidor de la sintesis de metanc a -
pSz' menores o iguales a 10.5 (Reeburgh y Heggie, 1977).
Otros resultados muestran también que la produccién de
metano no es inhibida en presencia de 160 mg de sulfuro

por 100 g de peso de sedimento (Nikaido, 1977).

I1.8.3. Oxidacién Acrobia del Metano

La distribucién del metanc en agua dulce y marina difie-
ren en relacién a los requerimientos del sustrato, y las
velocidades de reaccién de bacterias que utilizan dicho

gas oxiddndolo para producir CO2 y carbonatos, dando -



con ello que las reacciones de consumo, mis que las .de
produccién, sean los procesos mds importantes que contro

lan dicha distribuciébn

La reaccién principal de consumo de metano en los me -
dios ambientes de agua dulce es: la oxidacién aerébica,
que se localiza en la columna de agua cn el lf{mite - -
metano-oxigeno durante la estratificacién en el verano

de tal manera que las distribuciones de metano abajo de
este limite estdn gobernadas por su produccién y trans-

porte.

Las concentraciones de sulfato en aguas dulces son meno
res que.en sistemas marinos, que son 103 veces mayores,

dando con esto una inhibicién de la produccién de meta-
no por SZ' hasta que la concentracién de sulfato se - -

agote,

Por lo que,en lagos los perfiles de metano en columnas
de agua son mis variables que en las distribuciones ma-
rinas y la concentracidén de metano es mucho mis alta ~
que la encontrada en ambientes marinos ya quese acunula
en grandes concentraciones en los lagos estratificados

mis que en océano abierto, en cuencas marinas anéxicas.



I1.8.4. Aporte de la Materia Qrgénica al Sedimento

Como ya se menciond el aporte de la materia orgdnica al
sedimento es determinante para la produccién de metano
en el mismo, ya gue al aumentar la depositacién de -
materia orgédnica se favorece el metabolismo anerébico,

dando como uno de sus productos finales el metano,

II1.8.5. Oxidacidén Anaerobia del Metano

E1l metano p}oducido por las metanobacterias difunde en
la columna de agua, siendo una parte de dicho gas oxida
do anaerobicamente por reductoras de sulfato dando pro-
porciones bejas de lactato en el medio; esto es posible
termodindmicamente, lo cual fue demostrado en experimen

tos de laboratorio hechos por Feely y Kulp (1957).

Pero se conoce pocc de la oxidacién anacrébica del meta
no para determinar si un grupo distinto de organismos -
es el responsable o si el proceso representa otra rela-
ci6én comensal o posiblemente un eslabdn simbiftico - -

S
entre las reductoras de 504“ y los productores de CH4.

La oxidacién anaer6bica produce una zona superficial de
baja concentracién sirviendo como barrera efectiva para
la transferencia del metano a través de la interfase -

sedimento agua.



La distribucién de metano en los sedimentos marinos mues
tra una zona superficial de concentracidn bajz por enci
ma de una zona donde la concentracién aumenta con la pro
fundidad. Esta caracteristica no existe en los sedimen-

tos de agua dulce.

El rango de concentracién de metano observado en los am-
bientes de agua dulce, existe por las diferencias en las
condiciones redox en los medios ambientes individuales, -
asi como en la naturalecza v cantidad de las fuentes de -
carbono orgdnico. FEi metano de la columna de agua debe

ser originado previamente por difusidn desde los sedimen

tos.

La oxidacidén aerébica del metano se 1leva a cabo en wuna
zona de la columna de agua, situada en el limite supe -
rior de la interfase sedimento-agua (zona andxica), don-
de existen concentraciones bajas de oxigeno que favorece
la poblucidn de bacterias oxidantes del metano. Estas -
bacterias captan el metano procedente de los sedimentos

y lo oxidan a carbonatos y €O, siendo esto demostrado en
los estudios sobre la captacién y diagénesis de los sedi

Mmentos marinos.



El sulfato nunca es un factor limitante en las columnas
de aguas marinas, solo en los sedimentos cuando su con-
sumo por los sulforreductores excede la rapidez de - -

suministros de aguas inmediatas superiores,

Principios Generales de Aislamiento

Las bacterias metanogénicas son organismos quimiolitré-
trofos debido a su capacidad para oxidar el hidrégeno y
reducir el CO2 como una fuente de energia. Algunos - -
miembros son autbétrofos y usan H2 y COZ como dnicas - -

fuentes de energfa y de carbono.

La especie Methanobrevibacter ruminantium requiere ace

tato como su principal fuente de carbono y se comporta

mis como un heterétrofo que como autétrofo.

Muchas especies cobtienen energfa mediante el metabolis-

mo del formiato y una especie metaboliza metanol o ace-

tato.

En general, los requerimientos nutricionales pueden ser
simples o complejos. Sin embargo, debido a que las bac
terias metanogénicas dependen de otras bacterias para -
obtener sus nutrientes esenciales en sus hébitats, 1los

medios de aislamiento usualmente incluyen un amplio ran

go de nutrimentos para aumentar las probabilidades de -



que puedan crecer en ellos. Todos los metanfgenos aisla

. + . .
dos parecen requerir NH, como fuente de nigrégeno. Tam

4
bién necesitan factores de crecimiento especificos y el

acetato es un estimulante del crecimiento

Aunque algunos metandgenos crecen autotréficamente en -
medios minerales; la mayoria requieren de factores de -
crecimiento adicionales, como metales traza, vitaminas,
acetato, aminodcidos y otros. Casi todos los metanbge-
nos parecen ser estimulados por la adicibén al medio de
nutrimentos complejos, tales como el extracto de levadu-
ra. Para el aislamiento y los cultivos de mantenimien -
to, se prefieren los medios complejos a los medios mine-
rales. Esto facilita la deteccién de contaminantes que

de otra forma serian suprimidos en el medio mineral.

Para el aislamiento de nuevas cepas de la naturaleza es
mejor agregar nutrimentos extraidos del hébitat del - -
inéculo, que provee de factores de crecimiento que pue-
dan estar presentes. Por ejemplo, el liquido sobre -
nadante de un digestor anaerdbico de tratamiento de -
desechos, pueden ser adicionando a uﬁa concentracién fi
nal de 33% que provee factores de crecimiento para los

metandgenos en los digestores de lodos anaerébicos.



La mayoria de los metanégenos utilizan sulfuros como -
fuente de azufre a bajas concentraciones, ya que un au-
mento de la concentracién de estos en el medio actida co-
mo inhibidor de la metanogénesis, pero algunos requie -

ren fuentes orgédnicas de azufre.

Es muy importante controlar el pH de los medios de aisla
miento o cultivo de las bacterias metanogénicas, ya que
la mayoria crecen a pH cercano a la neutralidad, entre -
6.5 - 7.5. El crecimiento no ocurre abajo de un pH 6.0

o arriba de pH 8.0, siendo las excepciones Methanococcus

vaniellii (8.0 - 8.5) y Methanobrevibacter arboriphilus

(7.5 - 8.0)

El rango de temperatura para el crecimiento de las - -
metanogénicas, es de 30° - 40°C, siendo por esto meséfi-
las, con una produccién mixima de gas metano a una tempe

ratura mas cercana a los 40°C.

Methanobacterium thermoautotrophicum es el Gnico termbfi

lo extremo que hasta ahora ha sido aislado; su temperatu
ra fptima estd entre 65 y 70°C., Se ha reportado una ce-

pa moderadamente termofflica de Methanosarcina que crece

con una temperatura dptima de $0°C. No se han aislado -
cepas psicréfilas, aunque su ocurrencia es esperada - -
bas4ndose en la distribucién del metano biogénico en los

sedimentos anaerébicos marinos y de agua dulce.



No hay medios selectivos disponibles para el aislamiento

directo de una especie determinada de metanogénos.

Sin embargo, la cicloserina y la penicilina se utilizan
como agentes selectivos para el aislamiento de la cepa

termofilica de Methanosarcina. Esto se debe a que estos

organismos no poseen peptidoglicanas en su pared celu -
lar, y por ello son resistentes a los antibiéticos que -

interfieren con la sintesis de peptidoglicanas.

Los requerimientos nutricionales de los metanégenos va -
rian. M. ruminantium parece ser uno de los més diffci -

les de obtener en cultivo puro, y M. thermoautotrophicum

el mds fdcil., Methanobacterium y Methanobrevibacter pue

den ser fdcilmente aislados usando acetato o metanol co-

- como sustratos.

IT1.9.1. Técnicas para el Cultivo de Bacterias Metanogénicas

Los procedimientos para la preparacidn de los medios de

cultivo y para los cultivos de transferencia, se hacen -
bajo una atmésfera libre de oxigeno. Para esto se utili
za nigrégeno, hidrbgeno, diéxido de carbono, argén, he -

1lio o mezclas de ellos.

En la elaboracién’ del medio de cultivo, la solucibn se -
calienta para expulsar cualquier cantidad de oxfgeno di-

suelto.
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lLa resazurina se adiciona al medio como un indicador -
redox. Sin embargo actda inicialmente como un indica -
dor de pH, virando de color azul, que indica pH alcali-
no, a rojo si estd a pH 4cido. Una vez que esti redu-
cida a su forma incolora de resorufina actfia solo como
indicador redox, torndndose rosa cuando esta oxidada e

incolora al reducirse.

Después del calentamiento durante unos minutos, se deja
enfriar el medic y se adiciona un agente reductor como

el clorhidrato de cistefina. El pH se ajusta entre -
6.8 - 7.0 el cual se obtiene después del esterilizado y
de la mezcla de todos los componentes del medio. Los -
compuestos voldtiles o los que se desnaturalizan con el
calor, se agregan después usando una jeringa hipodérmi-
ca estéril, La adici6én de bicarbonato de sodio antes -
de la esterilizacién puede resultar una pérdida de CO2

durante la gasificacién con otros gases aparte de CO2 y

puede cambiar el medio a un pH alcalino.

Para bajar el Eh hasta un valor suficiente que permita

el crecimiento de los metanogénicos, se utiliza sulfuro
de sodio como agente reductor final, después de la - -
esterilizacién del medio. El sulfuro de sodio se prepa

ra en una solucifn concentrada estéril y anaerébica.



Generalmente ¢s posible obtener un buen crecimiento de
bacterias metanogénicas cuando el valor de Eh de medio

es menor de -300 mV.

11.9.2. Método de la Cimara de Anaerobiosis

Los cultivos puros de bacterias metanogénicas también -
se pueden obtener mediante el uso de placas Petri, sem-
brando en la forma convencional dentro de una cémara de
anaerobiosis modificada de tal manera que contenga una

cimara de reduccién ultra-baja de oxfgeno y una vez pre
parados los medios son incubados e inoculados previa -
mente durante 48 hrs, como minimo (pero adn son adecua-

dos después de 1 mes) en la cémara.

Durante la incubacién, la clmara es periédicamente gasi
ficada con H, + CO, (80:20). Las colonias metanogénica
cas pueden ser identificadas mediante el examen de la -
caja Petri bajo luz UV de onda larga, la cual provoca -
upa fluorescencia tipica de las colonias metanogénicas

debido a la presencia del factor F420, que es un - -
mononucleétido de 5-diazoriboflavina, Gnio para las bac
terias metanogénicas. Posteriormente a esta prueba, -
las colonias que muestran dicha fluorescencia son de -

nuevo resembradas para su aislamiento.
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II.9.3. Cultivos de Enriquecimiento

E1l presente estado del conocimiento de los metandgenos -
claramente describe su papel como una asociacién ecolégi
ca obligada en la conversién anaeréhica de compuestos -
orgénicos a CH, y CO,. Este papel estd mejor ilustrado

en la asociacién de los metanégenicos con otras bacte -
rias heterotr6ficas via reacciones de transferencia de -

H, interespecies, como se demostrS primero en - - -

2
Methanobacterium "omelianskii" (M. bryantii).

Esta asociacidn comprende un organismo no metanogénico -
(organismo "S") sensible al H2 y okidante de etanol que
crece con el M. bryantii, el cual oxida al H2 y no utili
za etanol, La interrelacién obligada entre estas espe -
cies, cuando se recen en un medic que contiene etanol, -
se pone en evidencia mediante la formacién de hidrégeno

por el oxidante de etanol (Organismo "§") y la utiliza -

cién del H2 por el metanégeno (M. bryantii).

Este tipo de asociacifn sirvié como ejemplo del tipo de
reacciones de transferencia de hidr6geno que ocurre en -
la Naturaleza y junto con las complejas relaciones nutri
cionales entre los miembros de la poblacién bacteriana -
mezclada, ha contribuido a las dificultades de cultivo -

asociadas con las metanégenas.
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Un modelo de la interrelacién de los diversos metabolis-
mos utilizadores de H2 en la naturaleza, se ofrece en la

figura 2.3.

v 4

El modelo da una idea de la competencia existente entre
muchas especies por la captacién de la energia derivada

de la oxidacién del hidrdgeno.

Por otra parte, todos los medios de enriquecimiento dise
fiados para el desarrollo de metanobacterias deben tomar
en cuenta estas complejas necesidades y relaciones nutri

cionales para asegurar su crecimiento.

La metodologia que se sigue para fabricar un medio de -
enriquecimiento destinade al cultivo de metanégenas es -

muy variado de acuerdo con la bibliografia disponible,

Entre los medios de enriquecimiento propuestos como los
més efectivos estdn el de Baker, el de Baresi y el utili

zado en el presente trabajo.
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Como infculo pueden usarse:

a) sedimentos acudticos (marinos y de agua dulce)
b) lodos de aguas negras

¢) cienos

d) contenidos de rumen

e) desechos animales

El medio de enriquecimiento de Bakcer contiene:

NaCl 0.1%
K,HPO,, . 3H,0 0.04%
MgClZ.BHZO 0.01%
Sustrato orgénico 1.2%
pH 7.0
Agua corriente q.s

Posteriormente, se agrega al medio 0.15% de NaZCOS‘y
0.03% de NaZS.9H20 para preservar las condiciones‘ -

anaerébicas,
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La funcién del Na ,C0, (6 Naf{CO,) es para amortiguar cerca
de la neutralidad. P. ej., se'agrega de 0.2-0.25% de - -

Na2c03 considerando que se halla S%deCOZenfasc gaseosa.

El NaZS.QHZO es el agente reductor tradicional. Se puede
incorporar resazurina como indicader de éxido-reduccidén a

una concentracién de 0.0001%.

El medio de Baresi (1978) tiene la composicién siguiente,

para bacterias metanogénicas utilizadoras de acetato:

NH4C1 0.1 g/100 ml
KZHP04.3H20 0.4 ¢
MgC12.6H20 g.01 "
Acetato de calcia (anh,) 2.0 "
Carbonato de calcio 1.0 ¢
Atmésfera 100.0% N,

Todas estas sustancias se disuelven en agua corriente y -

el pHl se ajusta a la neutralidad. Después de agregar - -

soluciones estériles de NaZS.9H20 {3 ml de una solucién
al 1%) y Na,(0, (3 ml de una solucién al 5% y se lleva a

100 m1 de medio estéril).

Este tipo de medio, con acetato de calcio como sustrato,

resulta adecuado para el crecimiento de Methanosarcina,
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Estos medios se incuban en un rango de temperatura de -

30-37°C durante 30 d{as.

Para los medios descritos se han propuesto las siguien -
tes modificaciones, para facilitar el desarrcllo de la -

mayoria de las especies metanogénicas.

1., Se pueden unsar mezclas de H, + CO2 (80:20) como - -

2
atmésfera enriquecedora para los metanfgenos autotré-
ficos. También se pueden agregar soluciones de sales
conteniendo minerales traza o cantidades pequefias de

factores de crecimiento o de nutrimentos orgénicos -

complejos tales como mezclas de vitaminas.

Como sales inorgdnicas se usan, a diferentes combina-

ciones y cantidades:

KHZPO4 FeC13.6H20

KZHP04.3H20 FeC12.4H20 ‘

NaCl ZnCl2

CaClZ-ZHZO H:,?BO3

MgC12.4H20 (NH4)6M07024.4H20
MnSO4.4H20 NaZM0Q4.2H20

CoClZ.GHZO Acido nitrilotriacético
NH,Cl

4
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Los factores de crecimiento son soluciones de vitami-

nas que contienen regularmente,

Clerhidrato de tiamina Acido f6lico
D-Pantotenato de calcioe Vitamina B12
Nicotinamida Acido nicotfnico
Riboflavina - Acido 2-lipoice

Clorhidrato de piridoxina PABA

Biotina

El Navs.9HZO se recomienda utilizarlo a una concentra

¢ibn no mayor de 0.3 g/it.

S5i se usa formiato como fuente de C en vez de CO2 y -
se reemplaza con N, 6 N, * CO, (80:20), entonces el -
formiato, el metanol o el acetato pueden servir como

el principal sutrato metanogénico.

. Otyos sustratos que bajo determinadas condiciones pue

den ser metanogénicos (generalmente en cultivos mez -

clados) son:

Acido benzoico Isopropanol
Acido butfrico Pentanol
Acido propiénico Butanol
Acetona ' Isobutanol
Propanol Valerato

Caproato’



Una alternativa que se ha mostrado eficaz en el intento
de obtener cultivos puros de bacterias metanogénicas, la
constituye el uso de cultivos axénicos con formulaciones
de medios que delimitan los requerimientos para crecer de

un metanogéno particular bajo cultive.

Algunos metanégenos tienen requerimientos de factores de
crecimiento especificos y muchos de tales factores no se
han podido identificar. Por esta razén, los medios em -
pleados para el aislamiento y mantenimiento de rutina de
los cultivos metanogénicos a menudo incluyen nutrimentos
complejos. Los medios estimulantes, que simulan las con
diciones del hfbitat natural, pueden disefiarse mediante

la adicién de fluidos sobrenadantes o extracto acuoso -

proveniente del hdbitat natural de los metanégenos.

Concentraciones finales del 33% de fluido de rumen, - -
extracto de cieno (sedimento) o de 1liquido sobrenadante
de lodos de aguas de desecho (o digestores anaerébicos)
pueden proporcionar los factores de crecimiento descono-

cidos existentes en el hibitat natural.



I1.10. Métodos de Identificacibn de las Bacterias Metanogéni-

cas.

Las técnicas que se han usado para la identificacién ten

tativa de las bacterias metanogénicas son:
1. Microscopia de contraste de fases
2. Microscopia de fluorescencia

3. Observacibn de fluoresciencia de colonias de metandge -

nos frente a la luz UV.

4. Deteccién de metano en medios de cultivo 1fquidos me-

diante cromatografia de gases.
5, Morfologia tipica y reaccién al Gram.

De todas ellas, la microscopia de fluorescencia y la de-
teccién de CH4 por cromatograffa de gases son las mis -

confiables.

11.10.1. Microscopia de Contraste de Fases.

La observacién de la morfologia tipica de las bacterias
metanogénicas mediante la técnica microscdpica del con-
traste de fases es un método Gtil para evidenciar, en -
forma tentativa, la presencia de estas bacterias en cul-

tivos axénicos.

Debido a las limitaciones que impone una simple observacién



microscépica, esta técnica se usa en forma rutinaria sé-
lo para la observacién y verificacién del tipo de desa-
rrollo; generalmente se combina con otra técnica de iden

tificacién.

En la seccién correspondiente a MATERIALES Y METODOS po-
dra encontrarse la referencia al desarrollo de esta téc-

nica.

I1.10.2. Morfologia y Reaccién a la Tincién de Gram.

La reaccién a la tinci6n de Gram es una prueba de iden-

tificacidn morfolégica para bacterias en general y en el
caso de las bacterias metanogénicas, algunas son Gram va
riables, por lo que constituye una prueba (til que forma
parte en un cuadro general de las pruebas de identifica-

cibn para estos microorganismos.

La técnica de la tincién de Gram se describe en la sec-
c¢ién de MATERIALES Y METODOS y las caracteristicas a la
tincién de Gram de las bacterias metanogénicas, en la -
discusibén correspondiente a las CARACTERISTICAS MORFOLQ

GICAS Y FISIOLOGICAS.




I1.10.3. Observacién de Fluorescencia en Colonias de Metanb-

genos a la luz UV.

Las bacterias metanogénicas tienen dos coenzimas, llama-
das factor 420 (F 420) y factor 350 (FSSO)’ las cuales -
presentan la propiedad de emitir fluorescencia a las lon
gitudes de onda de 450 y 350 nm, respectivamente, cuando

son excitadas por la radiacién UV de amplio espectro.

Debido a esta propiedad, dnica de los metandgenos, se ha
desarrollade una técnica para la identificacién prelimi-
nar, de celonias de bacterias metanogénicas por observa-
cién de esta fluorescencia bajo la luz emitida por una -

ldmpara UV.

Mink y Dugan (1977) afirman que se puede hacer una iden-
tificacidén preliminar de bacterias metanogénicas, dife-
trencifndolas de otras que no lo son en cultivo puro o -
mezclado, en base de esta autofluorescencia bajo ilumi-
nacién ultravioleta, existiendo la posibilidad de que -
otras bacterias no metanogénicas presenten fluorescencia

similar (Edwards y McBride, 197%).

El aspecto de las colonias de bacterias metanogénicas, -
cuando se hace incidir luz UV de onda larga sobre el cre
cimiento en una caja de petri, es similar a manchas blan
cas brillantes, siendo discernible la fluorescencia debi

da al F {amarillo-verdoso) de la del FSSO (azul-blanco),

420
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aunque la primera puede ser observada en colonias no me-

tanogénicas (Edwards y McBride, 1975).

Zeikus (1979) encontrd que en la fase de crecimiento ac-
tivo de las metanobacterias el factor (F420) existe en -
un estado parcialmente oxidado, el cual es excitado al -
hacerle incidir luz UV de onda larga, produciendo asi -

una oxidacién completa y la emisién de la fluorescencia.

No obstante, esta prueba no siempre resulta confiable -
debida a que los cultivos viejos pierden la capacidad de

emitir fluorescencia. (Edwards y McBride, 1975),

I1.10.4. Microscopia de Fluorescencia.

Esta técnica se propone como la mis Gtil y confiable pa-
ra la identificacifén de metanégenos, pues presenta la -
ventaja de que para realizar las observaciones no es ne-
cesario tomar las precauciones que son necesarias para -
el cultivo en anaerobiosis, dado que los pigmentos F420
y FSSO fluorescen en su estado oxidado (Mink y Dugan, -

1977).

Aunque es posible hacer observaciones hasta las 24 h des
pués de la exposicién de las células al oxfgeno, la 1li-
mitacibén de este procedimiento est4 en que no elimina la
posibilidad de que cflulas no viables puedan presentar -

fluorescencia (Mink y Dugan, 1977).



El desarrolle de ésta técnica microscépica para bacte-
rias metanogénicas, fué logrado por Doddema y Vogels -
(1978) basados en los trabajos de Gunsalus y Wolfe sobre
la presencia y funcién de las coenzimas F420 ¥y F350 des-
critas como compuestos Gnicos de las bacterias metanogé-

nicas (Doddema y Vogels, 1978).

La descripcién detallada de la bioquimica de estas co-

enzimas como acarreadores Cl en la reduccién de-CO2 a -
CH4 es mencionado en la re?isién hecha por Zeikus sobre
la biologia de estos microorganismos (Zeikus, 1979).

Doddema y Vogels (1978) usaron la microscopia de fluores
cencia en contraste de fases, empleando un sistema de -
filtros especiales para haces generados por una léimpara
de luz UV, y obtuvieron micrograffas en fases, con fluo

rescencia, de varias bacterias metandgenas.

Como se habia mencionado la limitacién del método es -
que hay otras bacterias que presentan fluorescencia a -
la longitud de onda de 420 nm, en particular, E. coliy
P. aeruginosa; sin embargo, ninguna bacteria estudiada

hasta el momento presenta fluorescencia a 350 nm salvo

las metanogénicas, y debido a esto, resulta la posibili-
dad de descartar la presencia de las dos anteriores, - -
cuando se hacen observaciones para la fluorescencia emi-

tida a dicha 1longitud de onda de 350 nm.



Doddemg y Vogels. (1978), encontraron que la fluorescen-
cia en la excitacién a 420 nm presenta un color amarillo
verdoso, no asi a 350 nm, siendo ésta Gltima de un color
blanco azulado. Ademis notaron que la fluorescencia de-
bida a la excitacién en 420 nm es mis intensa que en la

de 350 nm.

I1.10.5. Deteccién de Metano por Cromatograffa de Gases.

El uso de la cromatografia de gases para el andlisis del
contenido de CH4 en fase gaseosa en cultivos liquidos en
anaerobiosis ha demostrado ser un recurso muy Gtil como
prueba inequivoca de la presencia de bacterias metanogé-
nicas en los cultives. Y combinada con las técnicas de
microscopia descritas forman la mejor alternativa para -

la identificacibén de estos microorganismos.

Bajo condiciones de anaerobiosis controladas, los culti-
VoS {iquidos en los que es detectada la presencia de CHJ,
en la fase gaseosa constituyen una prueba definitiva de
que este fue producido por bacterias metanogénicas pre-
sentes en la fase liquida, ya que es usado el nitrdgenc
(NZ) 6 mezclas de H2+CO2 (80:20) por lo que el metano -
detectado es producto del metabolismo de las bacterias
metanogénicas desariolladas en el medio de cultivo, En
este sentido constituye una prueba de identificacién -

evidente.



De este modo, el andlisis de metano en la fase gaseosa
de cultivos crecidos bajo condiciones apropiadas de -
anaerobiosis que permiten el desarrollo de las bacterias
metanogénicas constituye una prueba de identificacién -

muy evidente,

II.11. Descripcién de las Eépecies de Bacterias Metanogénicas

(Mah y Smith 1981).

II.11.1. Propiedades Morfolégicas.

La diversidad morfolégica de los metanégenos comprende -

formas:
a. Bacilo
b. Coco

¢. Espirilo

Las bacterias en forma de un bacilo largo a filamentoso

se asignan al género Methanobacterium.

Los bacilos cortos y los cocobacilos son colocados en -

los géneros Methanobrevibacter y Methanomicrobium.

Los cocos pequefios estdn en los géneros, Methanogenium

y Methanococcus.

Las grandes pseudosarcinas cocoides est4n en el género

Methanosarcina.




El ﬁnico espirilo conocido est4 asignado al género

Methanospifillum.

Se han reportado metanégenos formadores de esporas, pe-

ro esto no ha podido verificarse en cultivo puro.

También se han reportadc vacuolas de gas presentes en un

género, Methanosarcina.

Methanobacterium formicicum

Morfologia. Bastones largos, con anchura desde 0.4-0.8 micré

Colonias.

metros. La longitud varia desde unos pocos um has-
ta filamentos grandes o cadenas. Los cultivos en -
medio liquido pueden tener una tendencia a formar
pequeftos ctmulos de filamentos intermezclados, gran
des y enroscados. Esto es especialmente cierto en
cultivos .muy viejos. También exhiben crecimiento -
uniforme disperso, particularmente en los cultivos
jévenes. Descrito como Gram negative (-) por - -
Mylorie y Hungate en 1954 y como Gram positivo (+)

por Bryant en 1974.

En tubos rotados aparecen pdlidas y esféricas con -
bordes filamentosos. Pueden aparecer también arbo-
rescentes. Las colonias tardan en aparecer aproxi-

madamente 3 dfas a una semana en H2+CO2 a 37°C.



Propiedades fisiolégicas. Usan como fuente de energia H2+CO2

o formiato. No se han reportado requerimientos de
factores de crecimiento y pucden crecer autotréfica

mente en medio mineral. Son inméviles.

Propiedades distintivas. La habilidad para usar el formiato

y para crecer a temperaturas mesofilicas coloca es-

tas especies aparte de las otras en el género.

Methanobacterium bryantii

(Mefhanobacterium cepa M.0O.H.)

Morfologia. Bacilos largos de 0.5-1.0 micrémetro de ancho -
creciendo solos o como cadenas o filamentos. Gram

positivo (+) o Gram variable.

- Colonias. Las colonias profundas son descritas como redondea
das v filamentosas. Las colonias superficiales son
grises y llanas con bordes difusos o filamentosos y
pueden tener de 1-5 mm de diametro. Las colonias -

usualmente aparecen dentro de una semana,

Propiedades fisiol6gicas. El crecimiento ocurre % temperatu-

ras mesofilicas con H,+CO, como fuente de energia.
. . +

No usan el formiato pero rquieren NH4 como fuente

de nitrégeno. El acetato no es requerido pero es

estimulatorio. Las vitaminas B y la cisteina - -
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pueden requerirse y. son altamente estimulantes para
el crecimiento, El crecimiento es pobre cuando se

omiten las vitaminas.

Propiedades distintivas. Bacilos grandes, largos, inmbviles,

Gram positivos (+) o Gram variables que usan H2_+CO2
pero no formiato crecen a temperaturas mesofilicas.
Esta especie es el socio metanogénico aislado de -

"Methanobacillus omelianskii®.

Methanobacterium thermoautotrophicum

Mdrfologia. Bacilos largos o filamentos. Los bacilos tienen

Colonias.

de 3-7 micrémetros de longitud y de 0,4-0.6 micré-

metros de ancho. Pueden hallarse filamentos largos
que exceden los 100 micrémetros de longitud. Son -
Gram positivos (+) e inméviles. La morfologia est4
influenciada por las condiciones de crecimiento, es
pecialmente la temperatura. Los filamentos tienden
a ondularse a temperaturas abajo de los 40°C o arri-

ba de los 75°C.

Pédlidas, tostadas y redondas; difusas y en algunas

ocasiones filamentosas.

Propiedades fisiol6gicas. M. thermoautotrophicum, es el dni-

co metanbgeno termoffilico extremo descrito. Crece

6ptimamente. a 65-70°C pero no abajo de los 40°C.



El Hzfcoz ¢s la Gnica fuente de carbono. No requie
re de factores orginicos de crecimiento. Este orga
nismo crece muy répidamente y tiene un tiempo de ge
neracién de 2-5 h., Los cultivos liquides pueden ter
minar su crecimiento en 24 h., Recientemente se ha

reportado un requerimiento por los metales traza Ni,

Co, Mo y Fe. Crece autotréficamente en medio mincral.

Propiedades distintivas. El crecimiento autotré6fico a - -
65-70°C sirve para separar esta especie de todos -
los otros metanbgenos descritos. La morfologia ca-
racteristica y su incapacidad para usar otros subs-
tratos aparte de H2+CO2 para crecer y la metanogé-

nésis facilitan su identificacién.

Methanobrevibacter ruminantium

(Methanobacterium ruminantium M1)

Morfologia. Bacilos cortos o cocos de forma de lanceta. A -
menudo crecen en parés o cadenas y se asemejan a -
los estreptococos. Son Gram positivos (+) con di-
mensiones (los bacilos) de 0.7 por 0.8-1.8 micréme-

tros.

Colonias. Las colonias son ligeramente amarillas, translici-

das, convexas y circulares con los mirgenes cnteros.



- 61 -

Generalmente aparecen dentro de los 3 dias a 37°C
y pueden alcanzar un didmetro de 3-4 mm en 3 sema-

nas.

Propiedades fisiolbgicas. Esta especie crecerd bien en H2+CO2

o formiato como fuentes de energfa, El crecimiento

puede ser lento en formiato. Methanobrevibacter -

ruminantium es uno de los muchos metandgenos nutri-
cionalmente exigentes. Requiere acetato y NHZ como
las principales fuentes de carbono y nitrégeno, -
Ademds, M. ruminantium requiere aminodcidos, 2-metil
butirato y 2-mercaptoetansulfato (coenzima M) para
crecer,

La coenzima M puede ser suministrada mediante la -
adicién de fluido de rumen al medio de crecimiento.
Smith y Hungate indicaron que M. ruminantium puede
ser inmévil. M4s recientemente, se le describié -

como inmévil o pobremente mévil.

Propiedades distintivas. Bacilos cortos, inméviles, Gram po-

sitivos (+) que crecen en H2+CO2 o formiato y po-

seen requerimientos nutricionales tipicos.
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Methanobrevibacter smithii

(Methanobacterium ruminantium Cepa PS)

Morfologia. Idéntico a Methanobrevibacter ruminantium

Colonias. Las colonias superficiales son transliicidas amari-
llo palido, convexas y circulares con los mirgenes

enteros.

Propiedades fisiolégicas. Crecen en H,+C0, o formiato. Requie

. . +
re acetato como fuente primaria de carbono y NH4 co
mo fuente secundaria. Los cultivos son inméviles,

No requiere 2-metilbutirato, coenzima M. o amino -

dcidos como factores de crecimiento.

Propiedades distintivas. M. smithii fué reportado originalmen
te como M. ruminantium, cepa PS, aislade de lodo de
aguas negras, La dife;encia primaria con - -
M. ruminantium es la ausencia de¢ requerimiento por

la coenzima M, los amino4cides y el 2-metilbutirato.

Methanobrevibacter arboriphilus

Morfolegfa. Bacilos cortos, finos,de 0.5-7.5 micrémetros por
1.8-3.5 micrémetros. Gram positivo (+). [nmévil.

Puede hallarse sélo,en pares y en cadenas.

Colonias. Pequefias (menores de 0.5 mm de didmetro), colorea-
das en crema, redondas,difusas y algunas veces fila

mentosas.
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Propiedades fisiolégicas. Crece y produce metano a 37° a par-

tir de HZfCO2 pero no de formiato. La cepa original
creceré en un medio mineral adicionado dnicamente -
de vitaminas. Se reporté requerimiento de cistefna

en una cepa (AZ). Este requerimiento podria sufragar
se mediante la substitucién de la coenzima M por 1la

cistefna.

Propiedades distintivas. M.arboriphilus se diferencfa de M. -

ruminantium y M. smithii por su morfologfa mas pareci

da a bacilo, su incapacidad para crecer o producir -
metano a partir de formiato y su relativa escazes de

Tequerimientos nutricionales.

Es ficilmente distinguible de Methanomicrobium mobile
por reaccién de Gram, pérdida de movilidad e incapaci

dad de usar el formiato.

Methanomicrobium mobile

‘(Methanobacterium mobilis)

Morfologia. Methanomicrobium mobile es bacilo corto, grueso,

activamente m6vil, de 0.7 por 1.5-2.0 micrémetros. -
Tiene un Gnico flagelo polar. Se le halla solo; no

forma cadenas. Gram negativo (-).



Colonias.
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Las colonias son incoloras a amarillo palido, lisas,
circulares, convexas y translicidas con bordes ente
ros. Después de la incubacién por 15 dfas, las colo
nias superficiales pueden alcanzar 1.0 mm de didme --
tro. Las colonias son visibles después de 4 dias de

incubacién.

Propiedddes fisiolégicas. Crece en H2+CO2 o formiato como - -

fuentes de energia. Requiere la adicién de flufdo -
de rumen al medio de cultivo para suministrar facto-
res de crecimiento no identificados. Esta especie -
es algunas veces diffcil de cultivar; puede ocurrir

la lisis después de la deplecibén de sustrato.

Propiedades distintivas. La caracteri{sticas morfolégicas en -

forma de bacilo y la movilidad activa, la reaccién -

negativa al Gram, la utilizacién solamente de H,+CO,

o formiato y el requerimiento pér fluido de rumen.

Methanogenium cariaci

Morfologia. Cocos Gram negativos (-); irregulares, de 2.6 - -

Colonias.

micrémetros de didmetro, flagelos perftricos.

Circulares, umbonadas con los bordes enteros. En co
lor amarillo-verdoso con superficie brillante. Las
colonias son menores de 0.5 mm en difmetro después -

de incubacién por 2 semanas.
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Propiedades fisiolégicas. Crecen y producen metano a partir

de H2+C02 o formiato. Requieren extracto de leva-
dura y acetato para crecer. Esta bacteria es mari-
na, crece 6ptimamente a 20-25°C y requiere NaCl -

(1.5%) para su desarrollo Sptimo.

Propiedades distintivas. Morfologfa cocoide, movilidad, tem-

peratura 6ptima baja, utilizacién de H,+C0, o for-
miato y el requerimiento de NaCl. El requerimiento
por extracto de levadura y acetato para crecer, su
gran tamafio y un 51,6 mol % de G+C lo distinguen de
M. marisnigri. Ambas especies son sensibles a lisis
por dodecilsulfato de sodio al 1%, Aunque M. - -
cariaci posee flagelos peritricos, no se observé mo
vilidad. Sin embargo, la descripcién formal lo des

cribe y M. marisnigri es poco mévil!

Meéthanogenium marisnigri

Morfologfa Cocos irregulares, de 1.3 um de diémetro, Llas cé

lulas poseen flagelos peritricos. Gram negativo (-).

Colonias Las colonias son amarillas, convexas, circulares con

bordes enteros y tienen superficies brillantes.

Propiedades fisiolégicas. Crece y produce metano a partir de

H2+CO2 o formiato. Requiere tripticasa pero no ex-

tracto de levadura o acetato para crecer. Este -



requerimiento no es posible sustituirlo con amino-

4cidos, casitona, triptona, peptona, triptosa o neo
peptona en lugar de tripticasa. La temperatura -
optima es de 20-25°C y crece mejor a un pH de 6.2-

6.6. Al igual que M. cariaci, esta especie requie-
re de NaCl (0.19 M) para crecer y es un aislamiento
marino. Ambas especies tienen una estructura perié
dica de la pared celular, tal como es posible verse
al microscopio electronico. La mol % de G+C es 61,

Es lisado mediante dodecilsulfato de sodio al 13%.

Propiedades distintivas. La morfologf{a cocoide caracteristi-

ca, la temperatura éptima baja de crecimiento y el
requerimiento por NaCl identifica esta especie co-
mo un miembro del género Methanogenium. Difiere de
M. cariaci por su necesidad nutricional por tripti-
casa para crecer pero no por el acetato o el extrac
to de levadura y su composiéién de bases del DNA.

‘Es también mds pequefio que M. cariaci.

Methanospirillum hungatei

(Methanospirillum hungatii)

Morfologia. Bacilos curvados o largos, filamentos ondulantes
de 0.4 micrémetros de ancho, formando cadenas de va

rios cientos de micrémetros de longitud. La longi-

tud estd influenciada aparentemente por las - -



Colonias,

condiciones nutricionales, Son Gram negativos (-):
Ligeramente méviles por medio de flagelos polares.

Presentan una ultraestructura caracteristica,

Las colonias superficiales del aisiamiento origi-
nal exhibian apariencia amarilla, circular y convexa
con los mirgenes lobulados y estriaciones caracte-
risticas, produciendo una apariencia "plumada" en -
los bordes. Las colonias son menores de 3 mm de -
difmetro. Las colonias superficiales descritas por
Patel y Cols,en 1976 eran de un azul ligero y difu-
so con bordes aserrados. Después de 1-2 semanas de
incubacién a 35°C, las colonias fueron de 1-2 mm -

de didmetro.

Propiedades fisioldgicas. H7+CO2 y formiato sirven como sus-

tratos metanogénicos. El1 crecimiento es mejor en

un medio complejo. Los aminoicidos y las vitaminas
B son estimulatorios del crecimiento. Sin embargo,
no necesariamente requiere factores de crecimiento;
el buen desarrollo se reporté sobre medios conte-

niendo cistefna como la unica adicién orgénica. -
Grandes densidades de células se han reportadoc en -

medios complejos.

Propiedades distintivas. La morfo]ogia caracteristica y la -

movilidad hacen de esta especie ficilmente recono-

cible.



Es el ﬁnico espirilo metanogénico descrito. Las -
colonias son fécilmente reconocidas por la aparien
cia lobulada y estriada, Las micrografias electré-
nicas de secciones finas muestran regiones "espacia
das" entre las células y una topografia poco usual
de la pared celular que no se ha visto en otras bac:

terias.

Methanosarcina barkeri

Morfologia. Pseudosarcinas grandes. Consisten de racimos de
unidades rugosas esféricas o asimétricas de 2-3 mi-
crémetros de diédmetro agregadas en masas de unos po
cos cientos de unidades. La microscopia electrénica
revela que cada unidad estd ulteriormente comparta-
mentalizada en pequeiias unidades o segmentos de - -
aproximadamente 0.5 micrémetros de didmetro. Los -
planos de divisién son al azar. Los aisltados va-
rian en detalles morfoldgicos incluyendo el tamafio,
forma de agrupamiento, refractilidad, textura y en
la claridad con la cual las unidades individuales
en masa pueden ser distingﬁidas bajo microscopia -
de contraste de fases. Zhilina (1976) reportd tres
variantes estables, difiriendo una de cada otra por
su grado de agregacién. Inméviles. Gram positivos

(+). Muchos poseen vacuolas de gas.



Colonias Las colonias aparecen en HZfCO2 0 metanol en 3 -
dfas a una semana o en 1-4 semanas en acetato.
Tienen generalmente alrededor de 1-2 mm de didmetro
y pueden ser irregulares, de forma angular cuando -
se hayan embebidas en agar pero circulares las su-
perficies. El color es generalmente de blanco o -

amarillo o tostadas a la luz.

Propiedades fisiolégicas. Methanosarciha es el mds versatil

metabdlicamente de cualquier de los metanégenos.

El crecimiento y la metanogénesis generalmente ocu
rTE en H2+C02,,metanol, acetato, metilamina, dimeti
lamina, trimetilamina o dietil metilamina. E1 creci
miento es mAs répido en H,+C0,, metanol y las meti-
laminas. No se requieren factores de crecimiento -
y este puede ocurrir en un medio mineral contenien-
do cualquiera de los sustratos citados arriba.

Al igual que muchos otros metanfgenos, el crecimien
to es grandemente estimulado mediante la adicién -
de nutrimentos complejos tal como el extracto de le
vadura. La mayoria de las cepas son mesofilicas, -
mostrando miximo crecimiento y producci6én de metano
cerca de los 40°C. Un terméfilo moderado fue repor
tado (crecimiento éptimo a 50°C). Pero no crecif -
ni produjo metano a partir de H2+C02. El hidrégeno

puede ser inhibitorio para el desarrollo y la - -



metanogénesis en ambas cepas termofilicas y mesoff-
licas bajo algunas condiciones. El mejor crecimien

to se registra cerca del pH neutro.

Propiedades distintivas. La caracteristica morfolégica de -

pseudosarcina permite fdcilmente identificar a - -

Methanosarcina al nivel del género. Es el Gnico -

metanégeno que aparece refrdctil bajo microscopia
de contraste de fase. Al igual que otros metanbge-
nos, fluoresce a 420 nm y puede ser identificada en
poblaciones mezcladas de muestras provenientes de
digestores mediante microscopia de epifluorescen-
cia. El1 uso del metanol, acetato y las metilaminas

para el crecimiento y la metanogénesis es dnico.

Methanococcus vannielii

Morfologia. Coco irregular de 0.5-4 micrémetros de didmetro
en los cultivos jévenes y de arriba de los 10 mi-
‘crémetros de didmetro en los cultivos mds viejos.
Activamente mévil por medio de un penacho polar de
flagelos. Las células son extremadamente frigiles.
Gram negativos (-).

Colonias. Las colonias profundas son café ligero y lenticu-

lares y de 0.5-1 mm de difmetro.

Propiedades fisiolégicas., Crece en H2+COZ o formiato. E1 de

sarrollo 6ptimo sobre formiato ocurre a pH de 8.0-8.5.




La reduccién de o, por el hidrégeno molecular ocu-
rre a un pH de 6.5-7 pero no a pH alcalino. Requie
re de selenio o tungsteno para crecer. El extracto
de levadura es altamente estimulatorio pero puede -
crecer en un medio mineral que contenga formiato y

cisteina como los Gnicos orgénicos presentes. Aun-
que las células son frdgiles a perturbaciones mecd-
nicas, no son, en apariencia, frédgiles osméticamen-

te.

Propiedades distintivas. Morfolégicamente Methanococcus - -

vanielil se asemeja a dos especies de Methanogenium

descritas arriba y a Methanococcus voltae. Puede ser

diferenciado de Methanogenium por su crecimiento ép
timo arriba de 36°C, su composicidén de bases del -
DNA (31.1 mol % de G+C) su activa movilidad y esca-
sez de requerimiento de NaCl para crecer. Es ripi-

damente separable de Methanococcus voltae por su in

capacidad para crecer en NaCl al 5% y por su escasa

necesidad por el NaCl.

Methanococcus voltae

Morfologfa. Cocos ligeramente irregulares, de 0.5-3 micréme-
tros de didmetro. Su morfologfa estd influenciada
por las condiciones de cultive. Es activamente mé-

vil y Gram negativo (-).



Colonias.

Las colonias superficiales son claras y convexas
con los bordes lisos y alcanzan de 1-3 mm de didme

tro.

Propiedades fisiolégicas. Crece en H,+C0, o formiato. E1 -

2
crecimiento Optimo ocurre a pH de 6.7-7.4. Las cé-

lulas requieren de'1.2-4.8% de NaCl para crecimien-
to éptimo pero no crecerdn si la concentracién de -
NaCl es inferior de 0.5%. El crecimiento 6éptimo -
ocurre entre 32-40°C. El extracto de levadura es -

estimulatorio para crecer.

Propiedades Jistintivas. M. voltae difiere de Methanogenium

por su temperatura Sptima de crecimiento de 32-40°C,
por su capacidad para crecer en NaCl al 0.5% y por
su composicién de bases del DNA (31% mol de G+C).

Difiere de Methanococcus vanielli primeramente por

su requerimiento de sal y su mds bajo pH éptimo.
También tienc, aparentemente, una tasa de crecimien

to en H,+CO, mds répida que M. vanielli.



III. MATERIALES Y METODOS

II1.1, Muestreo

IIT.1.1. Ubicacién Geogrifica de los Sitios de Muestreo.

El estudio se realizé en la Laguna de Términos, que -

estd separada del Golfo de México por la Isla del Car-
men que se encuentra al Norte; ésta laguna mide 80 ki-
1émetros de Este a Oeste y 40 kilémetros de Norte a -
Sur. Se inicia en la Punta de Xicalango y se dirige -
al Sureste hasta las bocas de las Lagunas del Pon, -
Atasta, Puerto Rico y Boca Chica donde vierte el Rio

Palizada a través de la Laguna de las Cruces, sigue al
Este hasta las bocas de Balchacah (donde desemboca el

rio Cimpdn) v de los Pargos (que expulsa las aguas de
los rios Candelaria y Mamantel) y culmina en Punta - -
Molén, en el estero de Sabancuy, en cuyas riberas se -
halla la poblacién de este nombre (S.M., Dir. Gral. de

Ocean., 1979).

La Isla del Carmen cuya longitud es de 40 kilémetros -
es baja y boscosa situada entre las barras de Puerto -

Real y Principal.

En la parte Oeste de la [sla del Carmen, se encuentra
el lugar donde se realizaron las tomas de muestra, el

cual es conocido como Estero Pargo localizado entre -



ITr.1.2.

los paralelos 18°39'y 18°42' de latitud Norte y los me-
ridianos 91°44' y 91°47' de longitud Oeste. Se encuen
tra en la barra sedimentaria al Norte de la Laguna de
Términos; el estero presenta la forma de una cufia con
direccién SE; enla parte Oeste de la Isla comprende un
drea aproximadamente de 500 m’ y una longitud de - -

5,500 .

Caracteristicas Climatolégicas

Se trata de una zona tropical lluviosa con precipita-
ciones mayores en verano; los vientos dominantes del -
NE y SE tienmen una velocidad media de 5 a 8 km/h. La
estacibén meteorolégica del Centro de Investigaciones -
Marinas ELl Carmen, registré durante 1972 los datos si
guientes: temperatura media mensual del aire: mixima -
23.4°C en los meses de marzo, abril y mayo; minima -
23.4°C en febrero, La mayor evaporacién media mensual
de .70.0 min en el mes de julio y la minima de 25.2 min

en abril.

Los pardmetros abiéticos y bidticos de interés para -
nuestro trabajo, son: batimetria, temperatura superfi-
cial del agua, transparencia del agua, pH, fauna acom-

pafiante, vegetacifén circundante y del fondo.
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I11.1.2.1. Batimetria. Los rangos de profundidad en el 4drea
de estudio fluctﬁan de 1.10 m a 2.90 m, siendo la pro-
fundidad media de 2.0 m. Segﬁn los datos, puede obser
varse que la profundidad es somera, sin grandes varia-

ciones.

I[11.1.2.2. Temperatura. Los rangos de temperatura en los lu
gares de estudio fueron de 30.14°C a 31.14°C. Puede -
considerarse que la temperatura es sumamente uniforme
sin que constituya un-factor determinante en la distri
bucién de las especies en el 4rea, con sus respectivas
variaciones de acuerdo a las diferentes estaciones del
afio, como en el curso del dia, dependiendo de la inten
sidad o direccién de las corrientes, vientos, as{ como

de la radiacién solar.

[I1.1.2.3. Salinidad. Este factor al igual que la temperatu
ra puede fluctuar, debido a que existe evaporacién o -
descargas de agua de rios y del mar, por lo que el ran
go de salinidad es de 35.55 a 36.14°/4,, lo que indica
que son aguas ultrahalinas, es decir, con bastante in-

fluencia marina,.

III.1.2.4. Tipos de Sedimentos de Fondo. En la mayor parte

del Estero se encuentra generalmente un tipo de sedi-
mentos: limo-arcilleso y sélo a la entrada del mismo

arena fina, y conchas de moluscos y moluscos vivos; -
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siendo el primero en mayor o menor predominio de uno

y otro componente,

ITI.1.2.5. Transparencia del Agua. Se considera que se tra-

tan de aguas relativamente transparentes. Se encontrf
que el pH oscila entre 7.6 a 8.15 con un promedio de -
7.6 dando un pH ligeramente alcalino cercano a los va-

lores encontrados para las zonas con influencia marina,

111,1.2.6. 'Fauna Acoﬁﬁaﬁdnié. A lo largo del Estero se en-

contraron en los sedimentos nemat6foros de Rhizophora
mangle flotando en el agua, algunas medusas introduci-

das al Estero por las corrientes.

I11.1.2.7. Vegetacién Circundante y del Fondo. En la parte

final del Estero predominan palmeras y a lo largo - -

Rhizophora mangle, ademés de palmeras., En el fondo -

fué observada Thalassia testidinum, teniendo esta es-

pecie importancia geolégica en algunas estaciones a la
entrada del Estero, por su papel como acumuladora de -

sedimentos-(Segura y Wong, 1980).

Este dltimo factor tiene importancia en nuestro traba-
jo, ya que el aporte de materia orglnica al sedimento
favorece el crecimiento microbiano dado que existe una

relacién directa entre estos dos factores.
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El Medio de Cultivo

Existen diversos medics para el aislamiento de metand-
genos reportados en la biliografia siendo la mayoria
de ellos medios enriquecidos y ajustados a condiciones
de Eh .(potencial redox) muy bajos para permitir una -
alta seguridad en el desarrollo de bacterias metanogé-

nicas.

El usado aqui es un medio complejo, enriquecido con -
soluciones de vitaminas y sales minerales, que segin
se ha visto favorecen el crecimiento de estos organis-

mos.

El medio, es 1lamado MS debido a que se usé para el ais-

lamiento tentativo de Methanoapirilluml.
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- MEDIOQ COMPLETO -

Seglin J.G. Ferry, Universidad de Harvard

Contenido Para 1000 ml de medio, adiciocnar:
HZO destilada 850 ml
Sol. Mineral I 37.5 ml
Sol. Mineral II 37.5 ml
Extracto de levadura 2.0 g
Triptosa 2.0g
Formiato de Sodio 3.0 g
Acetato de Sodio 1.5 g
Resazurina al 0.1.% 1.0 m1
Sol. de vitaminas 10.0 ml1
Elixir mineral de Wolfe 10.0 ml
e .
Na2C03 al 8% 25.0 ml
HC1, 1IN 14.0 ml
-Fe(SO4)2 (NH4) al 0.2% 2.5 ml
Sulfuro de cistefna al 1.25% 40.0 ml
Agar 20.0 gr
1

(Comunicacién per-

sonal P.A.C. del M., en C. Jorge Romero J.)
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Sol. Mineral I

KZHPO4 6.0 g
H,0 destilada c.b.p. 1
Sol. Mineral II
KHZPO4 6.0 g
(NH,),S0, 6.0 g
NaCl 12.0 g
MgSO, .7H,0 2.4 g
CaClZ.ZHZO 1.6 g
HZO c.b.p. 1
Sol. de Vitaminas de Wolfe

Para 1 1t de
Biotina 2.0 mg
Acido f6lico 2.0 mg
Clorhidrato de piridoxina (B6) 10.0 mg
Clorhidrato de tiamina (Bl) 5.0 mg
Riboflavina (Bz) 5.0 mg
Acido nicotinico 5.0 mg
Acido pantoténico 5.0 mg
vit. B, cristalizada 1.0 mg
PABA 5.0 mg
Acido lipoico 5.0 mg

1t.

1t.

medio



Acido nitrilotriicetico
MgSO4.7H20

MnS0 .7H20

4
NaCl

FeSO4,7H 0

2

€S0, (6 CoCl,)
CaCl,.2H,0

ZnSO4

Cas0,.5H,0
ALK (80,),

H3803

NaZMOO .2H20

4
HZO destilada
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Elixir Mineral de Wolfe

1.5¢g

3.0

0.5

1.0

0.1

0.1

0.1

0.1

0.01

0,01

0.01

0.01
Allt
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I11.2.1. Preparacidn del Medio de Cultivo

Preparacién de las Soluciones

Medio mineral I.- Se disuelven 6.0gr de KZHPO4 y se afora
a un litro de agua destilada, agitando hasta su comple-
ta disolucibén. Para su conservacién, se almacena .en un

frasco 4dmbar, cerrado.

Mineral II.- Se disuelven cada uno de los reactivos men
cionados en la composicién de ésta solucibén, antes de -
agregar el siguiente, y seguir el orden en que apare -

cen. C(onservar en frasco 4mbar.

Solucién de resazurina al 0.1%.- Se disuelven 0.1 g de

resazurina en 100 ml de agua destilada. Conservar en -

frasco ambar.

Solucién de carbonato de sodio al 8%.- Se pesan 8.0 g -

de NaZCO3 y se disuelven, con agitacién, a 100 ml de -

agua desfilada.

Solucién de sulfato férrico aménico al 0.2%.- Se pesan

0.2 g de Fe(504)2 (NHA) y se disuelven con H20 destila-

da. Aforar a 100 ml.
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Solucién de sulfuro de cistefna al 1.25%.- Se calientan

185 ml de HZO destilada y se le adicionan 13.4 ml de -
NaOH 3 N. Se deja enfriar a temperatura ambiente y - -
agregar 2.5 g de clorhidrato de cistefna y 2.5 g de -
Na,S.9H,0., Se conserva en un frasco dmbar en refrigera

2 2
cibn.

Elixir mineral de Wolfe.- En 500 ml de agua destilada -

se disuelven, una a una las sales, en el orden descrito
anteriormente, de tal forma que no se agrega la siguien
te hasta que se ha solubilizade la anterior, para aba -
tir el efecto del ién comdn, utilizando agitacién magné
tica constante. Finalmente, se completa a 1 1t de solu

cidén, con el volumen restante.

Solucién de vitaminas-de Wolfe.- Se pesan las cantida-

des necesarias de cada una de las vitaminas y se disuel

ven, y finalmente se afora a 1 1t con agua destilada.

Para preparar el medio completo MS se adicionan los com
ponentes en el orden y proporciones indicados anterior-
mente, mezclados en un volumen pequeiio de agua, salvo la
solucién de vitaminas, la cual se esteriliza por separa

do mediante filtracién millipore.



Incorporados todos los componentes se lleva a un volunmen
final de 1000 ml, y se calienta para disolver el agar -
(en el caso de que cl medio sea sdlido), y posteriormen-
te se adiciona la solucibn de sulfuro de cisteina al - -

1.25% como agente reductor.

Se esteriliza el medio en autoclave, a 120°C, 15/1b de pre
sibn, 20 minutos, y se deja enfriar el medio a una tem -
peratura baja para evitar la desnaturalizaciédn de las -

vitaminas y la solidificacién del medio, si es s6lido.

El factor mis importante que se debe controlar, para el
llenado de las cajas de petri y/o los frascos viales, es
la temperatura a la que debe estar el medio. Este debe
vaciarse caliente para evitar la solidificacibndel medio
y la entrada de oxigeno, que aumenta el Eh del medio, -
observabie por el vire de la rezasurina a rosa pilido,

dando como consecuencia que se pierdan las condiciones -
reductoras necesarias para el desarrollo de las bacte -

rias metanogénicas.

II1.2.2. Descripcién del Sistema Anaerébico Empleado

El sistema anaerébico utilizado para el cultivo de las -
bacterias metanogénicas consistié en un frasco vial, de
un volumen de 60 ml con tapén de hule y sello de alumi -
nio que presenté las mejores caracteristicas para el - -

muestreo, transporte, aislamiento, almacenamiento y prue

bas bioquimicas,



Las

ventajas son las siguientes:

Volumen de liquidos proporcional en relacién con la

fase gaséosa anaerSbica. Se eligieron frascos via-

les con 60 ml de capacidad, este tamaiio presenta -
una relacién adecuada con respecto a la cantidad de
medio liquido que se debe emplear {un tercio de su
capacidad) y ¢l volumen de la fase gascosa anaerébi
ca inyectada para fines de preservacién de las con-

diciones de cultivo para estos microorganismos.

Facilidad de manipulacién durantc el muestreo. Debi

do a las condiciones de trabajo durante los muestreos,
este sistema representa un medio seguro, tanto como
por su resistencia a accidentes como por su facili-

dad de transporte y manipulacidn.

Eficiencia para la prescrvacidn de las condiciones

anaerébicas. Este sistema permite asegurar el man
tenimiento de las condiciones de anaerobicsis que

debe haber para que puedan desarrollarse las metano
bacterias, gracias al sistema de engargolado metéli

co con el cual se sellan los froscos.




- 85 -

El proceso de montaje del sistema anaerfbico es el si -

guiente:

1.

Los frascos viales, junto con sus respectivos tapo-

nes de caucho, se esterilizan en autoclave.

Posteriormente, se depositan en cada uno, aproximada
mente de 20-25 ml del medio MS estéril y se sellan -
con los tapones y las cintillas de aluminio, proce-

diendo a engargolarlos,

Se procede entonces a hacerles el vacio para extraer
todo el aire posible, esto produce una presi6én nega
tiva que facilita luego la entrada de gas nigrbgeno

usado como preservador de la anaerobiosis,

Finalmente se gasifican las viales con N2 a presibn
durante 1-2 segundos aproximadamente, usando una -
jeringa acoplada a la manguera de salida del gas -

procedente del tanque.

Para someter a prueba la seguridad del sistema, se
recubre con cinta selladora Parafilm, que sirve co-
mo un indicador de posibles fugas, el cual permite
tener un control eficiente de los frascos/viales vy
desechar aquellos que no reunan las condiciones -

requeridas,
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ITI.3. Técnicas de Muestreo

Para obtener las muestras de sedimentos fueron usados -
nucleadores, los cuales pueden ser de varios tamafios vy
didmetros, simples o provistos de dispositivos especia-
les, o bien puede wusarse una draga manual para sedimen

tos localizados en aguas someras,

El siguiente cuadro resume las diferentes técnicas de -

muestreo segin la profundidad y el sitio en donde se -

realiza.
TECNICA TIPO DE RANGO DE
DE MUESTREO SEDIMENTO PROFUNDIDADES
EMPLEADA
Nucleadores Ocednico Mayores de
ocelnicos {de mar profundo) 50 metros
Draga Ocednico 40-50 m

(plataforma con-

tinental)

De aguas dulces y
mares SOmMeTros 1-40m




Dadas las caracteristicas del sitio elegido para reali-
zar los muestreos, no fue necesario emplear nucleadores
o draga, ya que los scdimentos se tomaron a una profun-

didad de 10 a 40 cm.

Para obtener las muestras de sedimentos se usaron jerin
gas de plidstico de 10 c.c. de capacidad, adaptadas co-
mo nucleadores, facilitdndose de esta manera la extrac-
ci6én del sedimento y su depositacién en frascos de vi -
drio de 125 c.c. de capacidad, conteniendo 90 c.c. de -
una dilucién 1:10 de medio mineral (agua de mar) como

medio de transporte y conservacién antes de ser inocula
dos en el medio MS contenido en los frascos viales bajo
condiciones de anaerobiosis. Las muestras deben ser -
llevadas rdpidamente al laboratorio para ser inoculadas
en los frascos viales, dado que una exposicién prolonga
da al oxigeno del aire puede alterar las condiciones de

los sedimentos.

Para sembrar en los frascos viales se toma una alfcuota
de 1 ml de dilucidén del sedimento, inyecténdose a tra -
vés del tapén de hule del frasco vial. O bien se puede

realizar la inoculacién in situ.

Los frascos se incuban a 30°C, de 30 a 60 dias, observan
do peribdicamente si existe algén cambio en las condi-
ciones del medio, indicado por el vire del color de -

amarillo paja a rosa, comparado contra un testigo.



- 88 -

IIL.4. Aislamiento Primario a Partif de las Muestras de Sedi-

mentos.

IIT.4.1. Estudio Cualitativo para la Deteccién de Metano en la

Terminado el perfodo de incubacién de las muestras, se
realizd una prueba para la deteccién de metano en la fa-
se gaseosa presente en los frascos, como un pardmetro -
indicativo de la presencia o auscncia de bacterias - -
metanogénicas. Esto se llevé a cabo mediante cromatogra
ffa de gases, cuyas condiciones de operacién fueron las

siguientes:

Cromatégrafo Varian 2700, DIF 64 y 128 x 10 1a/mv
Temperatura de inyeccién, temperatura del detector 100°C
Temperatura de la columna, temperatura del ambiente 25°C
Vp 1 cm/min

Columna: Reoplex 400 10%/chr WAEDMCS PO/100

6ft x 1/8 acero inoxidable

Posteriormente se realizaron otras detecciones de metano
y para probar el sistema anaerdébico empleado, se utiliza

ron las siguientes condiciones:
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Detector de Conductivilidad térmico
Temperatura de inyeccién, temperatura del detector 150°C
Temperatura de la columna 120°C

Gas acarreador Helic 30 ml/min

Z. Cultivo en Medio S6lido

Para el aislamiento de las bacterias metanogénicas se -
procedié a inocular en medio sélido a partir de las mues
tras de sedimentos previamente incubadas, y que fueron -

positivas para el anilisis de metano.

El aislamiento se hizo en cajas, de Petri con medio MS -
sélido, que fueron colocadas en desecadores de plistico
equipados con una llave de paso para hacer el vacfo y -
gasificados con nitrégeno para mantener las condiciones
anaerébicas, incubindose a 30°C durante un periodo de -
1 mes gasificando frecuentemente para restablecer las -

pérdidas de gas nitrégeno que puedieran presentarse.

A partir de las cajas se realizaron exdmenes morfolégi -
cos macro y microscépicos de las colonias aisladas, - -
siguiendo pardmetros habituales para la descripcién del
tipo de colonia, asi como sus particularidades, efectuan

do la prueba de 1la tincibn de Gram.
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Conjuntamente con, la tinc'ién de Gram, se empled la técni
ca de contraste de fases para realizar observaciones -
microscépicas directas buscando rasgos morfolégicos -
particulares en las bacterias que las secfialaran como - -
posibles miembros de algGn género de bacterias metanogé-
nicas.

5. Identificacién de Colonias de Bacterias Metanogénicas

En base a la propiedad de la emisién de fluorescencia -
por los cultivos de colonias metanogénicas cuando se - -
exponen a los haces provinientes de una fuente de radia-
cién UV de amplio aspecto se pueden diferenciar de aque-
llas que no lo son, en cultivos mixtos, aunque se debe -
tomar en cuanta la edad del cultivo, ya que los cultivos
jévenes presentan una fluorescencia fuerte, la cual dis-
minuye a medida que éste envejece, tornindose amarillo-

verdosa o parda.

La técnica consiste en exponer las cajas durante 1 a 2 minu
tos a la fuente de luz UV. La fluorescencia debe ser -
observable a partir de los primeros 15 segundos de exposi

cién.

- . V. . . .
Las colonias de bacterias mctanogénicas as{ identifica -
das pueden ser marcadas para proceder después a un aisla-

miento en cultiveo puro.



- 01 -

I11.4.4, Microfotograffas Obtenidas Usando QObjetivo de Inmer-

sién y de Contraste de Fases.,

De los estudios morfolégicos efectuados basados en técni
cas de tincién de Gram y contraste de fases, se seleccio
naron las colonias que mostraron semejanza con 1a morfo-
logia caracteristica de los diferentes tipos de bacte -

rias metanogénicas.

El procedimiento para obtener las microfotografias fué -

el siguiente:

1.~ Las preparaciones se tifien con las colorantes de - -

Gram.

2.- Se observan al objetivo de inmersién y se busca un -

campo adecuado para la exposicién.

3.- Se ajusta la cémara y se da un tiempo de exposicién

de 5 segundos para cada campo.

II1.5. Pruebas Bioquimicas

II1.5.1. Deteccién de Metano gﬁ Fase Gaseosa en Cultivos Mix-

tos.

La prueba bioquimica utilizada por su eficiencia para de
mostrar la presencia de bacterias metanogénicas y dar el

indice de produccién de metano presente en el cultivo es



la cromatografia de gases, ya que el metano es el finico
producto que las diferencia de otras bacterias, sirvien
do también ésta para efectuar correlaciones semicuanti-
tativas entre los porcéntajes de metano contenido en -

las muestras estudiadas.

IT1.5.2. Prueba de Produccién de Metano a Partir de Fuentes

de Carbono Utilizables por las Metanobacterias.

De las fuentes de carbono que son utilizadas por las bac
terias metanogénicas, se cligieron dnicamente las orgdni
cas y en particular, el mctanol y el acetato los cuales

fueron probados separadamente en cultivos liquidos MS, -
como (nica fuente de carbono disponible, a partir de los
cultivos aislados en medio sélide, como un procedimiento
para diferenciar entre los géneros de bacterias metanogé

nicas.



IV. RESULTADOS

IV.1. Resultados Morfolégicos y Macroscépicos

Las descripciones morfolégicas de las colonias aisladas
de cada una de las muestras de acuerdo con los estudios
microscépicos realizados, se incluyen en la tabla si -

guiente (Tabla IV.1)



FOTOGRAFIA  MUESTRA OBSLRMACION

No.

CORRESP,

TABLA IV.1

MOREOLOGIA
MACROSCOP1CA

1

3

10

10

£p-1

CF

CF

CF

Colonias pequeitas, circulares,
bordes redondeacos, con pigmen
taci6n amarilla en el centro

Colonias translicidas de bor -
des irregulares, color amdxj -
1lo

Colonias translicidas de bor -
des irregulaves, color amari -
ilo

Colonias de tamafio variable,
en forma de estrella y bordes
irregulares, blancas opucas

Colonias de tamafio variable,
en forma de estrella y bordes
irregulares, blancas opacas

Colounias de bordes irregula -
res, opacqs de color amari -
110 pdlxdo arborescentes -
(1am1f1cadd>)

MORFOLOGIA
MICROSCOPICA

Bacilos con espora
terminal

Bacilos

Bacilos

Cocos

Cocos

Cocos

GRAM

+



Contimuacibn Tabla IV,1

FOTOCRAFIA  MUESTRA  'OBSERVACION  MORFOLOGIA

No. CORRESD. IN MACROSCOPICA

7 R N Colonias plamas, de bordes irre
gulares de tamafio variable, con
depresién central

8 R cF Colonias planas, de bordes irre
gulares deé tumafio variable, con
depresibn contral

9 Ep-2 CF Colonins transliicidas de bordes
irregulares, tamafio variable,
forma alargada

10 EP-2 CF Colonias pequefias transldcidas

en forma de estrella

MORFOLOGIA
MICROSCOPICA

Cocos

Cocos

Cocos con algunas for
mas bacilares o espi-
rales

TFormas cocobacilares

GRAM

N = Microscopfa usando objetivo de immersifn (100 x)
CF = Microscopia usando objetivo de inmersibn, con modificacién a contraste de fases



IV.2. Microfotografia

Microfotografia No. 1

Microfotografia No. 2



Microfotografia No, 3

Microfotografia No. 4



Microfotografia No. §

Microfotograffa No. 6






Microfotografia No. 9

Microfotograffa No. 10
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IV.3. Datos Cromatogréficbs

Los porcentajes de metano obtenidos por andlisis cromato
gridfico correspondientes al primer muestreo son los si -

guientes,

Tabla IV. 2. Porcentajes de metano obtenidos para las
muestras analizadas

Nimero de Porcentaje
Muestra Control de 4rea (%)
I
(muestra 3) 1 Metano presente en cantidad
suficiente para contribuir
al porcentaje de 4rea total
2 17.013
3 2,265
II 4 Metano presente en cantidad
(muestra 6) ‘ no suficiente para contri-
buir al porcentaje de 4rea
total ‘
III ] 5.748
(muestra 10) 6 15.624
v 7 No presenté metano
{muestra R) 8 17.757
v 9 16.589
(muestra EP1) 10 9,546
Vi 11 1.939
(muestra EP2) 12 13,540

Los resultados de la Tabla IV.2. aparecen en la grifica

IvV.1.
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Los datos correspondientes al segundo muestreo fueron -
obtenidos mediante un andlisis semicuantitative para el
metano presente en la fase gaseosa y aparecen en la - -

Tabla IV.2.

Tabla IV.2. Porcentajes de drea que representan concen-
traciones de metano obtenidas para las mues
tras analizadas del segundo muestreo.

Muestra NGmero de Prueba Porcentaje de Area
(%)
1 Alpha I 17.352
Alpha II 8.470
2 Betha I 7,466
Betha II 15.856
3 Gamma I 7.62
Gamma II 7.155
4 Delta I 7.818
Delta II 5.452
5 Theta [ 7.254
Theta II 3.137
6 Epsilon I 6.576
Epsilon II 5.841

Los resultados aparecen en la gréifica IV.Z.
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Los porcentajes totales de metano obtenidos en porcenta-
jes de volumen de fase gaseosa presente en cada muestra -

son:

Tabla IV.3. Porcentajes-en volumen de metano presentes
en las muestras

Muestra Nimero de Prueba $ en volumen
de metano
1 Alpha I 49
Alpha II 43
2 Betha 1 91
Betha I1I 44
k) Gamma I 41
Gamma II 45
4 Delta 1 31
Delta II 42
5 Theta 1 23
Theta II 40
6 Epsilon I 43
Epsilon II 44

Estos porcentajes estén representados en las gréficas

Iv.3.1., IV.3.2. y IV.3.3., las cuales muestran los mis-
mos porcentajes, arreglados segln el nimero de la mues -
tra, en orden decreciente y en orden creciente de % en -

volumen de metano de las muestras, respectivamente.
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Los porcentajes fueron registrados a los 35 dias de incu
bacién de las muestras, haciéndose por duplicado para ca
da una de las colonias aisladas a partir de 1los culti -

vos en placa.

Con el objeto de observar si la produccién de metano obe
dece al comportamiento de una variable continua, se hizo
una tabulacién de los resultados de los porcentajes de -
gas producidos en cada una de las muestras de acuerdo -
con los requerimientos para construir uma curva de distri

bucién normal.

La Tabla IV.4. resume los pardmetros estadisticos necesa
rios para representar la distribucién de porcentajes co-
mo funcién de la altura normalizada de la ordenada, se-
gin establecen 1las ecuaciones que se describen més ade

lante.
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Tabla IV.4. Datos de la curva normal para los porcen
tajes de metano

X X XXX (XX)? X/S Algura proporcional Yc
a la ordenada Alturade la
st o s

23 L -21.9°° 479,61 -1.29 0.435 0.120
31 1 -13.9 7 193.21  -0.82 0.714 0.200
40 17 - 4.9 24,01 -0.29 0.959 0.270
41 1 - 3.9 115.21° -0.2% 0.974 0.276
42 1 -12.9 8.41 -0.17 0.986 0.279
43 2 -'1.9 3.61 -0.11 0.994 0.281
4 2 - 0.9 0.81 0.05 0.999 0.282
45 1 0.1 0.01 0.0 1,000 0.283
49 1 1.1 16.81 0.24 0.572 0.275
91 1 46.1  2125.21 2.72 0.025 0.007

La grifica IV.4

(X-X)* = 2866.9

representa la distribucidén de los porcen

tajes de metano en funcién de la altura de la ordenada, -

obteniendo las 4reas proporcionales a cada uno de los por

centajes,

La grdfica muestra que la mayoria de los porcentajes de -

4rea son inferiores al valor promedio (x =45, dado que las

diferencias entre los porcentajes de 4rea se hacen mis pe

queiias en la proximidad de la vecindad de este valor.
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CAlculos

X = Xl + K2 tooaat X10

X = 449

La medida es:

. R
X = 44.9

S = desviacién estdndar

s: (X'Y’Z
N

(X -%)% = 2866.9 ; N = 10
S = 16.93

2,02 .
La altura proporcional de la ordenada e'x /257 se obtie
ne de una tabla de dreas proporcionales para la distribu

cibébn de Gauss,

Para los-cdlculos de Yc (altura normalizada de la ordena
da) se tiene que calcular el valor Yo, cuando X = 0 ;

2,2
Ni e X7/28

Yo = — 388 )

en donde Ni = £X = 1.2

como X = 0

Ni

Yo = —r36s ST
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12y 5 = 16.93

con Ni-

Yo = 0,283

Los valores de Yc se han obtenido multiplicando el valor

yo por cada uno de los valores de la columna para la -

2 2
altura proporcional de la ordenada, ¢ X7/25" para los -

valores de X £ 0.
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Los resultados de las pruebas bioquimicas efectuadas con
las colonias aisladas en medio sdédlido MS, con fuentes de
carbono orgénico utilizadas por las bacterias metanogéni

cas se muestran en la siguiente Tabla IV.S.

Medio MS con % mol, Medio MS con % mol.
Acetato CO2 Metanol CO2
MSA-3 40 MSM-3 29.2
MSA-S 37 MSM-4 4.0
MSA-9 27 MSM-5 52.0
MSA-10 6 MSM -6 40.0
MSA-12 33 MSM-8 6.0
MSA-13 17 MSM-9 44,0
MSM-11 39.0
MSM-12 13.5
MSM-13 10.0

Los testigos MSA-T y MSM-T fueron negativos para COZ y -
CHy. A partir de un tercer muestreo efectuado en correla
cién con la investigacién de la actividad sulforreducto -
ra en el drea bajo estudio con el objeto de verificar 1la
relacién existente entre este fendmeno y la metanogéne -
sis, se obtuvieron una serie de muestras en cuyo andlisis
cromatogrifico se detectf metano en los siguientes porcen

tajes: (Tabla IV.6) y estdn representados en la grdfica -

IV.6 correspondiente.
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Tabla IV.4

Muestra % Mol de

Metano

EP 1 25

EP 3 56

EP 4 17

EP 5 37

EP 7 24

EP 8 8.9

Las condiciones de operacién para estos anilisis fueron:
Cromatégrafo de gases Varian 2700

Detector: Conductividad Térmica

Columna: MMSA, 6F x 1/8" s.s.

Temperatura de la columna: 80°C

Gas de arrastre Nitrégeno, 30 ml/min.

Volumen de inyeccibén: 200 microlitros
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V., DISCUCION DE RESULTADQS

Las muestras de sedimentos sembrados e incubados en medio
liquido MS en condiciones de anaerobiosis a 37°C durante

un mes, presentaron un rango de produccién de metano en -
tre 1.93% y 100% v/v de CH4 en 40 cc de capa gase&sa por
encima del nivel del medio de los viales. Los sedimentos
provienen de aguas salobres (Mah, 1977), aunque la mayo -
ria de los estudios han sido efectuados con sedimentos -
marinos (Emery y Hogan, 1958; Barnes y Goldberg, 1976; -
Reeburgh, 1977; Oremland y Taylor, 1978) y de agua dulce

(Molongoski, 1976; Rudd, 1976; Winfrey y Zeikus, 1976, -
1977, 1979; Strayer y Tiejde, 1978; Jorgensen, 1978).

La variacién observada en los valores de metano producido
en los sedimentos, puede deberse: a) los distintos sitios
en donde se colectaron las muestras, b) a la profundidad,
¢} la fecha del muestreo, d) la temperatura in situ, y -
e) el ndmero de metanégenos (Zeikus y Winfrey, 1976), ya
que las condiciones dentro del sedimento varian dréstica-
mente en pocos centimetros de profundidad (Droop yJannasch,

1980) .

A las colonias aisladas se les efectuaron estudios macros
cbpicos y microscépicos utilizando los procedimientos -
usuales para la identificacién de bacterias metanogénicas

(Zeikus, 1977; Mah y Smith, 1981).
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La identificacién de colonias metanogénicas por emisién
de fluorescencia, fue positiva para algunas colonias de
los cultivos, ya que ésta es una prueba presuntiva para
demostrar la presencia de bacterias metanogénicas en -
cultivos mixtos (Edwards y McBride, 1975; Mink y Dugan,
1977; Doddema, 1978) a las cuales se les efectuaron - -
estudios microscépicos obteniéndose las microfotogra -
fias tomadas en contraste de fases (Mink y Dugan, 1977;
Doddema, 1978) y tincién de Gram (Zeikus, 1877; Mah y -
Smith, 1981) y se observaron diversos tipos de morfolo-
gias bacterianas por ser estos cultivos mixtos (Davis,
1966; Zeikus y Winfrey, 1976; Winfrey vy Zeikus, 1977;
Mink y Dugan, 1977; Patel y Roth, 1978; Hogan y -
van den Berg, 1979; Boone, 1980).

Los resultados cromatogrificos muestran que en todos los

casos en los que se incubaron muestras de sedimentos - -

1

siempre se detecté6 metano (Swinnerton, 1962; Edwards,
1975; Zeikus y Winfrey, 1976, Atkinson, 1967; Zeikus,
1977; Winfrey y Zeikus, 1977; Oremland y Taylor, 1978; -
Winfrey y Zeikus, 1979; Zinder y Mah, 1979; Molongoski y

Klug, 1980).

Las pruebas de producci6én de metano a partir de metanol
Y acetato utilizando las colonias crecidas en medio s61i

do MS fueron negativas, detectdndose dnicamente CO, en -
. . s
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. la fase gaseosa, y no se presenté cuando se utilizaron
cultivos mixtos (Winfrey y Zeikus, 1976, 1977; Patel y

Roth, 1978; Zinder y Mah,!1979; Mah y Smith, 1981).

La presencia de CO2 en los viales pudo deberse a las -

siguientes causas:

1.- El acetato es directamente transformado a 992 por -~

bacterias no metandgénicas.

El acetato puede ser transformado a CO2 alin en ausencia

de actividad metanogénica (Winfrey y Zeikus, 1977, 1979).

La presencia de bacterias anaerébicas reductoras del sul
fato en el medio, contribuye a que existan relaciones -
sintréficas con otras bacterias heterétrofas, debido a -
que no 1levaﬁ a cabo el ciclo delos 4cides tricarboxili-
cos en forma completa, transformando anaerébicamente el
acetato a COZ’ con la reduccién de sulfato a sulfhidrico

(Jorgensen, 1977; Zinder y Mah, 1979).

2.- La presencia de CO2 en los viales que contenian meta
nol como fuente de carbono, sugiere que se tratb de una
fermentacién anaerobia de este sustrato. Por otra parte
se favorece la fermentaciém del metanol a €0, en condi -
ciones de anaerobiosis usando gas nitrégeno (Winfrey y -

Cols, 1977).
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3.- Se produjo metano, con una reduccién posterior a CO

2
por bacterias no metanogénicas.

La oxidacién del metano por las bacterias anaerébicas

reductoras de sulfato puede demostrarse por la produc

14

cién del "'CO, a partir de CH, derivado del acetato -

4
(Cappenberg, 1974},

La oxidacién anaerébica del metano podria ocurrir co-
mo consecuencia de la reduccién de sulfato a.sulfhidri

co (Barnes y Goldberg, 1976);

 * S0 MY . H,S + €O, + H,0

CH 2 2t Hy

4.- Competencia por el Acetato y el Hidrégeno

Las bacterias reductoras de sulfato y las metanogéni
cas pueden competir por el acetato, dando como resul
tado la inhibicién de la metanogénesis (Mah, 1977),

debido a la presencia de sulfato en el medio - -
fWinfrey y Zeikus, 1977), favoreciéndose termo - -
dinimicamente las reacciones siguientes (Martens y -

Barnes, 1974, 1977):
Produccién de metano a partir de acetato:

28.5 J (6.8 Kcal)

CHyC00" - €O, + CH,



- 107 -

Utilizacién de acetato en presencia de sulfato:

+

CH,CO0™ + soz + H H,S + HCO;  47.3 J (11.3 Kcal)

2

La competencia por el hidrégeno disponible entre las
bacterias reductoras de sultato y las metanogénicas,

ocurre de la siguiente manera:
Metanogénesis a partir de €o,:

CO,+ 4H,  CH, + 2H0 131.1 J (32.3 Kcal)
Reduccién de sulfato:

S0’

g v 8

2 HZS 154.0 J (36.8 Kcal)

predominando la reduccién de sulfato que estd termo-

dindmicamente favorecida (Atkinson, 1967; Cappenberg,
1974; Nikaido, 1977; Bernard, 1979; Winfrey y Zeikus,
1977, 1979).
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CONCLUSIONES

De acuerdo con los resultados del presente trabajo, se conclu

ye que:

a) Existe actividad metanogénica en los sedimentos de Estero
Pargo, demostrada por la presencia de metano en todas las

muestras.

b) La distribucién de la actividad metanogénica varia en fun
cién de los sitios de muestreo, la época del afio y la pro-
fundidad de los sedimentos, as{ como de la capacidad de la
poblacidén bacteriana para adaptarse al medio de cultivo, -
reflejandose en los diferentes porcentajes de metane - -

obtenidos en cada una de las muestras.

¢) Se econtré que se produce metano a partir del medio con -
formiato y acetato cuando se incuban muestras de sedimen -
tos, ya que en éstos se preservan las condiciones natura -
les y se mantienen las interrelaciones ecolégicas entre la
poblacién bacteriana, pero no se presenté la metanogénesis
cuando se utilizé acetato o metanol como dnicas fuentes de
carbono en cultivos mixtos aislados en medio MS sdlido, -
obteniéndose (nicamente Co,, lo que implica que la metano-
génesis es un proceso simbiético dependiente de las - -
interrelaciones entre la poblacién bacteriana presente en

los sedimentos.
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Por lo anteriormente expuesto, se concluye que este en un tra
bajo pionero sobre la investigacién de la metanogénesis en -
sedimentos estuarinos, como parte fundamental de un conjunto

de estudios de investigacién sobre ecologia microbiana en 1la
Laguna de Términos, que se estd realizando-en el Laboratorio de
Microbiologia Marina del Instituto de Ciencias del Mar y - -

Limnologfa, de la U.N.AM.
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