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1. RESUMEN

El poliuretano (PUR) es un polimero artificial desarrollado hace 68 afios y que es
utilizado ampliamente en la fabricacion de accesorios para la industria automotriz,
materiales de construccion y en muchos otros sectores industriales. La produccion
masiva de PUR ha traido consigo la generacion de grandes cantidades de desechos para
los cuales no existen métodos eficientes de reciclaje, ni adecuados de eliminacién. Una
alternativa para aliviar este problema, la cual seria de gran importancia dado el interés
en desarrollar industrias limpias, es la implementacion de métodos de degradacion
biolégicos, mejor conocidos como biodegradacion, que son llevados a cabo por
organismos vivos o sus enzimas. En ese sentido, un primer paso en el desarrollo de
estos procesos es la identificacion y caracterizacion de los microorganismos capaces de
utilizar el PUR como fuente de carbono o nitrégeno, lo cual implicaria que poseen la
capacidad de atacar algunos de sus enlaces y por lo tanto llevar a cabo parte de su
degradacion.

En este trabajo se aislaron y caracterizaron ocho cepas bacterianas a partir de
muestras de PUR en proceso de deterioro. Estas cepas fueron seleccionadas por su
capacidad de crecer en un medio basal que solo contenia sales y 3% de PUR
hidrosoluble (Hydroform®) (MB+PURh). Cuatro de éstas pertenecen a la especie
Ochrobactrum anthropi (cepas 2, 3, 4y 6), tres a la especie Comamonas testosteroni o
Pseudomonas alcaligenes (cepas 1, 5y 8) y una al género Pseudomonas sp. (cepa 7). A
pesar de que algunas cepas fueron identificadas como de una misma especie, cada una
mostré morfologia diferente en comparacion a las de la misma especie.

Por cultivo en medios selectivos se determind que las cepas de la especie O.
anthropi poseen actividad de ureasa, las de la especie C. testosteroni presentaron
actividad de esterasa y la cepa Pseudomonas sp. resulté esterasa y proteasa positiva

Las cepas de C. testosteroni presentaron un crecimiento diez veces mas alto en
MB+PURh que las otras cepas aisladas. Las cepas 1 y 8 presentaron actividad esterasa
extracelular inducible que se detecté después de 10 h de incubacion.

El efecto que producen las cepas 1 y 8 sobre el Hydroform® se determind
después de cinco dias de incubacion. Un analisis por GC-MS mostré que en las primeras
horas de cultivo ambas cepas consumen N-metilpirrolidona, compuesto presente en el
Hydroform®. El andlisis por IR revelé que la cepa 1 hidroliza los enlaces éster del PUR y
que la cepa 8 no produce cambios sobre el Hydroform®.

En conclusidn, en este trabajo se aisld y caracterizé una cepa bacteriana (cepa 1)
capaz de degradar y utilizar el Hydroform® como fuente de carbono para sostener su
crecimiento.



2. ANTECEDENTES

2.1. Poliuretano

El poliuretano (PUR) es un polimero sintetizado mediante la reaccién entre
polioles y diisocianatos, cuyo producto genera enlaces carbamato (uretano). Los
polioles pueden ser de dos tipos: poliol-poliéster o poliol-poliéter. Dependiendo del
poliol que se utilice se generan poliéster poliuretanos (PS-PUR) o poliéter
poliuretanos (PE-PUR) (Figura 1).

La reaccion basica de poliadicion de isocianatos y polioles fue descubierta en
1937 por Otto Bayer y sus colegas en los laboratorios de investigacion de la
Compania Bayer(http://www.bayermaterialscience.com).

Diisocianato | Poliol (estructura idealizada)
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Poliuretano obtenido (estructura idealizada)

Figura 1. Reaccidén de sintesis de poliuretano. Ejemplificada con
2,4-diisocianato de tolueno (TDI) y (adipato de dipropilenglicol).

El uso de los diferentes tipos de PUR varia de acuerdo a las caracteristicas o
propiedades de éste. Estas caracteristicas son debidas a distintos factores como son,
el tipo de materias primas que se utilicen y las condiciones a las que el proceso de
sintesis se lleve a cabo. Las estructuras que se generan pueden ser desde redes
entrecruzadas hasta fibras lineales o elastomeros. Dentro de la gran diversidad de
poliuretanos se encuentran los de baja densidad que se emplean como “esponjas” y
materiales amortiguadores; de alta densidad, los cuales se utilizan como materiales
para la construccién; y liquidos, que se emplean en la industria de pinturas y
recubrimientos. La diversidad de estructuras y caracteristicas del PUR, que permite
su utilizacién en diferentes areas y procesos, ha tenido repercusiones importantes ya




que en muchos casos ha logrado sustituir la madera o el metal por polimeros
facilmente moldeables obtenidos a bajo costo, lo cual implica un uso mas eficiente de
otros recursos naturales, pues evita la tala de arboles.

A pesar de las ventajas ambientales mencionadas, la generacion de este tipo
de materiales que facilitan la vida humana trae consigo nuevas complicaciones, como
la eliminacién de los deshechos generados después de su uso. Por ejemplo, en
México se han producido las siguientes cantidades en toneladas por afio: 60,992
(1997); 65,091 (1998); 74,099 (1999); 69,152 (2001); lo cual representa un gran
problema en términos de la generacion de desechos, debido a que no es posible

reciclarlo en su totalidad y mucho menos destruirlos por completo.

2.2. Biodegradacion del poliuretano

Aunque de manera general los plasticos, grupo al que pertenece el PUR, no
son biodegradables, recientemente han aparecido trabajos en los que se reporta que
los PS-PUR son mas sensibles a la biodegradacion que los PE-PUR (Darby y Kaplan
1968). Varios articulos reportan la degradacion microbiana del PUR, especialmente
por hongos, aunque la degradacién por parte de bacterias también ha sido
estudiada. Entre los hongos involucrados se sabe que algunas cepas de Aspergillus
niger, Aspergillus flavus, Aspergillus versicolor, Penicillium  funiculosum,
Aureobasidium pullulans, Tricoderma sp. y Chaetomium globosum pueden degradar
diferentes tipos de PUR. Por otro lado, entre las bacterias en las que se ha reportado
“actividad poliuretanolitica” (PURasa) se encuentran cepas de Pseudomonas sp.,
Corynebacterium sp. Enterobacter agglomerans y Comamonas acidovorans (Kay et
al. 1991). Debido a que las caracteristicas fisicoquimicas del PUR difieren en gran
medida en funcién de su composicion y debido a que el tipo de PUR utilizado en cada
investigacion es diferente, es dificil comparar las actividades degradadoras de los
diferentes microorganismos estudiados (Nakajima-Kambe ef al, 1999).

Se ha propuesto que, dada la estructura del PS-PUR las actividades
enzimaticas que podrian actuar sobre los diferentes enlaces del PUR serian de tipo
proteasa, ureasa, esterasa y lipasa (Nakajima-Kambe ef a., 1999). En la Figura 2 se
muestran los sitios de la molécula de PUR en los cuales podrian actuar estas

actividades enzimaticas.
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Figura 2. Posibles sitios de reconocimiento de actividades
enzimaticas capaces de atacar la estructura del poliuretano.

2.2.1. Proteasas

Darby y Kaplan (1968) reportaron que diversas especies de hongos estaban
involucradas en la degradacion de PUR. Santerre et al. (1994) describieron, a partir
de un estudio de mejoramiento de PUR con fines médicos, que enzimas proteoliticas,
tales como la papaina, eran capaces de atacar el poliuretano /n vitro, pero que este
ataque no era considerable. Howard y Blake (1998) fueron los primeros en identificar

una actividad extracelular de tipo proteasa en P. fluorescens.

2.2.2. Ureasas

Pathirana y Seal (1983) detectaron actividades de tipo ureasa relacionadas
con la degradacion de PUR en hongos. Sin embargo, no existen reportes de
actividades de este tipo detectadas en bacterias. Un estudio posterior demostré que
este tipo de enzimas flngicas son capaces de degradar PUR, pero hasta ahora no se
ha reportado su purificacion (Santerre et al., 1994).

2.2.3. Esterasas

En Commamonas acidovorans cepa TB35 se han descrito dos esterasas
capaces de atacar PS-PUR: una extracelular detectada en el sobrenadante del medio
de cultivo y otra unida a la membrana plasmatica de la bacteria. La pérdida de peso
de cubos de PUR incubados con la enzima de membrana, extraida con detergente
fue diez veces mayor (1.3 mg) que la obtenida con la enzima extracelular (0.1 mg)
(Nakajima-Kambe et al, 1995). Ambas enzimas ya han sido purificadas y se ha
determinado que atacan la porcidn éster del PUR. Sin embargo, la actividad que se
encuentra unida a la membrana es capaz de atacar los enlaces éster dentro de la



molécula de PUR, mientras que la esterasa extracelular ataca las porciones éster de
la materia prima en la molécula de poli-adipato de polietilénglicol, y no cuando ya se
ha polimerizado (Akutsu et al., 1998).

Al clonar el gene que codifica a la enzima asociada a membrana y expresar la
proteina recombinante en Escherichia coli se observd la presencia de la enzima
extracelular, lo cual indica que ambas enzimas provienen del mismo gene, sdlo que
la extracelular ha sido liberada al medio de cultivo debido a alguna modificacion
postraduccional desconocida ain (Shigeno-Akutsu et al., 1999).

En la Tabla 1 se presentan las actividades y los genes que codifican a las enzimas
involucradas con la degradacion del PUR que han sido identificados en algunos

microorganismos.

Tabla 1. Bacterias capaces de utilizar poliuretano y actividades
enzimaticas relacionadas.

Microorganismo Actividad enzimatica Gen Referencia
C. acidovorans Esterasa PudA Allen ef al., 1999
P. fluorescens Esterasa PulA Ruiz y Howard, 1999
P. clororaphis Esterasa PueB Howard et al., 2001.
Bacillus subtiflis Lipasa LipB Rowe y Howard,2002

2:3: Aislamiento Y caracterizacion de bacterias
“poliuretanoliticas”

En el afio 2002 se inici6 un proyecto en el que se ha planteado estudiar los
mecanismos bioquimicos y moleculares involucrados en la biodegradacion del PUR.
Este proyecto fue iniciado en el laboratorio de la Dra. Loza-Tavera en colaboracion
con el Dr. Javier Cruz del Departamento de Ingenieria Quimica, de la Facultad de
Quimica (UNAM). En un primer trabajo (Carrillo-Garcia, 2004) se aislaron dos cepas
bacterianas identificadas como Acinetobacter sp., capaces de crecer en un medio de
cultivo que solo contenia sales y un PS-PUR comercial llamado Hydrofonn®, como
fuente de carbono. El Hydroform® fue seleccionado para realizar este trabajo por ser
soluble en agua, lo que facilita la preparacién de medios de cultivo y su



disponibilidad en el mismo. Algunos trabajos de este tipo, realizados por el grupo de
Howard reportan el empleo del Impranil® que es un PUR que presenta esta
caracteristica de ser hidrosoluble (Howard y Hilliard, 1999). En las cepas aisladas por
Carrillo-Garcia (2004) se identificd una actividad de esterasa extracelular, cuya

produccién aumentd en presencia del Hydroform®.



3. HIPOTESIS

Dado que el PUR es una molécula artificial que recientemente se ha liberado a la
naturaleza es posible que algunos organismos que han sido expuestos a este compuesto
puedan utilizarlo como fuente de carbono, por lo que estos organismos produciran
enzimas relacionadas con la degradacion de este compuesto.



4. OBJETIVOS

Objetivo general

Aislar y caracterizar cepas bacterianas capaces de degradar poliuretano poliéster

Objetivos particulares

1. Aislar bacterias capaces de crecer en medio de cultivo suplementado con PUR
(Hydroform®) como Unica fuente de carbono.

2. Caracterizar las bacterias aisladas midiendo su crecimiento.

3. Identificar las posibles actividad(es) enzimatica(s) involucradas con Ila
utilizacién del PUR.

4, Caracterizar algunas de las actividades enzimaticas detectadas.

5. Identificar los cambios que sufre el PUR después de ser incubado con algunas
de las cepas aisladas.



5. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Aislamiento de
cepas bacterianas
utilizando MB+PURhA
como medio selectivo

Y

Elaboracién de curvas de crecimiento Identificacion de actividades
en MB+PURh liquido, por los métodos enzimaticas utilizando medios de
de determinacién de peso seco y cultivo diferenciales: YES con

densidad 6ptica a 660 nm. gelatina (proteasa), Urea de
Christensen (ureasa) y Tween 80®
(esterasa).
2| Medicion de la actividad esterasa en el
sobrenadante del medio de cultivo de las especies

con mayor crecimiento (cepas 1, 5y 8).

Seleccion de las cepas con actividad esterasa
extracelular (cepas 1 vy 8).

Determinacion del efecto
bacteriano sobre el Hydroform®

v

Obtencidn de los sobrenadantes
MB+PURh incubados con las
cepas 1y 8, durante 5 dias a 37°
C, 200 rpm.

g

Medicion de la
actividad enzimatica
de esterasa a las 5,
10y15hde
incubacion.




Analisis por
cromatografia de gases
y espectrometria de
masas.

Andlisis del sdlido
obtenido por evaporacion
del sobrenadante, por
espectroscopia de
infrarroio.

Determinacion del tamafio
de las moléculas de PUR
presentes en el MB+PURNh,
por cromatografia de
permeacion en gel.

10



6. MATERIALES Y METODOS

6.1. Aislamiento de “bacterias poliuretanoliticas”

1. Las bacterias fueron obtenidas a partir de muestras de PUR en proceso de deterioro
que fueron colectadas en un basurero. Dichas muestras fueron colocadas en
matraces con medio basal conteniendo PUR hidrosoluble (Hydroform®) (MB+PURh)
liquido, a 37 °C, con agitacién (200 rpm) y cultivadas durante 5 dias (Carrillo-Garcia,
2004). La formulacion del medio se detalla en el anexo. Después de la incubacion, el
cultivo fue colocado en tubos eppendorf con glicerol al 30% (v/v) y congelados a =70
°C para su conservacion.

2. A partir de uno de estos tubos, los cuales contenian una mezcla de bacterias, se
tomé una muestra y se sembrd en cajas Petri con MB+PURh sélido (formulacién en
el anexo). Las cajas inoculadas se incubaron a 37 °C durante 2 dias, obteniéndose el
crecimiento de colonias bacterianas muy parecidas entre si (blancas, pequefias,
himedas con borde definido, etc), por lo que fue necesario sembrar cada colonia en
medio Luria-Bertani (LB). Con ello, se obtuvieron colonias con caracteristicas
morfolégicas diferentes, lo cual permitié distinguir entre cada colonia obtenida con
mayor facilidad. Una vez que se obtuvieron colonias visiblemente puras en medio LB,
éstas fueron inoculadas nuevamente en medio MB+PURh sélido, para comprobar su
capacidad para crecer en dicho medio de cultivo.

3. Finalmente, las cepas obtenidas se inocularon en MB+PURh liquido y se incubaron a
37° C y 200 rpm durante 2 dias para conocer y comparar cualitativamente su
crecimiento por observacion del enturbiamiento del medio de cultivo.

6.2. Determinacion del crecimiento de las cepas aisladas

Para comparar la capacidad de crecimiento de las cepas aisladas en medio
MB+PURh era necesario iniciar los cultivos con indculos semejantes tanto
metabdlicamente como en nimero de células. Esto permitiria hacer comparaciones
certeras del comportamiento de estas bacterias en el medio con PUR. Para ésto,
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primeramente se elaboraron curvas de crecimiento de cada una de las cepas aisladas en

medio LB. Esto se realizé tanto por el aumento de la densidad dptica determinada a 660

nm (D.0.s60), como por la medicién del peso seco, en algunos cultivos.

6.2.1. Medicion de densidad éptica de cultivos en medio LB

Se inoculd una colonia de cada cepa en 5 mL de medio LB y se incubé durante 12 h
a 37 °C, agitandose a 200 rpm.

Concluido este tiempo, se midi6 la D.0O.¢ de los cultivos y se re-inocularon 5 mL de
medio LB con una alicuota de cultivo correspondiente a D.O.sso de 0.05. Estos
cultivos se incubaron a 37 °C y 200 rpm, y se les midio la D.O.gg0 cada hora hasta
llegar a un valor de 0.5.

Una vez alcanzada esta condicion se re-inocularon 30 mL de medio LB a una D.0.se0
de 0.1. Estos cultivos se incubaron a 37° C y 200 rpm, y se les midié la D.O.¢s0 cada
hora, hasta llegar al inicio de su fase estacionaria.

Con los datos obtenidos se elaboraron las curvas de crecimiento con las que se
definié el momento en el que cada cepa se encontraba en la mitad de su fase
exponencial de crecimiento.

6.2.2. Medicion de crecimiento en MB+PURhh

1.

Estos analisis se iniciaron inoculando una colonia de cada cepa en 5 mL de medio LB,
incubando durante 12 h a 37° Cy 200 rpm.

Concluido este tiempo se midid la D.O.¢s0 ¥ Se re-inocularon 5 mL de medio LB, a
una D.O.gso de 0.1. Estos cultivos se incubaron a 37° C y 200 rpm, durante el tiempo
que cada cepa requiere para llegar a la mitad de su fase exponencial (segin las
curvas elaboradas previamente en LB) y una vez alcanzada esta condicién, que se
corroboré por la medicion de D.O.gg0, Se re-inoculd la misma cantidad de células
(D.0.6s0 =0.02) en 50 mL de MB-PUR para cada cepa.

Se inicio la incubacion de estos cultivos a 37 °C y 200 rpm y se midié la D.O.g60 cada
hora hasta que cada cepa alcanzd su fase estacionaria. Este experimento fue llevado
a cabo por triplicado.

Con estos datos se elaboré una curva de crecimiento en MB+Pur.
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6.2.3. Medicion de peso seco de cultivos en MB+PURK

1. A partir de cultivos sdlidos en MB+PURh se tom6 una colonia de la cepa 1 y de la
cepa 5 y se inoculd en tubos con 5 mL de medio LB liquido, los cuales se incubaron
durante 12 h a 37 °C con agitacion a 200 rpm. Una vez transcurrido este tiempo, se
tomé una alicuota de 1.5 mL de cada uno de los cultivos para inocular un matraz con
un volumen final de 150 mL de MB+PURh por cada cepa, estos cultivos fueron
distribuidos en 10 tubos con 5 mL en cada tubo. Estos cultivos fueron incubados a
370 C con agitacién a 200 rpm durante seis dias.

2. Durante este tiempo, se tomd un tubo de cada cepa cada 24 h, se centrifugd a 3000
rpm y el precipitado se resuspendié en un volumen total de 400 uL de MB+PURh y
se colocd en un trozo de papel aluminio (previamente pesado). Esta muestra se seco
en una estufa de vacio a 60 °C hasta alcanzar peso constante. Una vez seco se pesd
y a la medicién se le restd el peso del papel y el peso de los sélidos contenidos en el
MB+PURh. Este Gltimo dato se obtuvo por medicion del peso seco de 400 pL
MB+PURh sin inocular, el cual llevd el mismo tratamiento de incubacién que los

tubos inoculados.

6.3. Identificacion de las actividades enzimaticas

6.3.1. Actividad de proteasa
La deteccién de la actividad de proteasa se lleva a cabo incubando a las bacterias
en medio YES con gelatina y tifiendo después de la incubacién con azul de Coomassie,
el cual se une a las proteinas. Halos transparentes alrededor de las colonias bacterianas
indican zonas de hidrodlisis de la gelatina por accién de las proteasas.
1. Para detectar la actividad de proteasa, se cultivaron cada una de las 8 cepas en
medio YES sdlido, con gelatina (formulacién en el anexo).
2. Después de 48 h de incubacion a 37 °C se realizo la tincion de las placas aplicando
una solucién de azul de Coomassie R-250 al 0.1% en 4cido acético-metanol 3:1 (v/v)
y se dejo en reposo durante 30 min.
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3. Posteriormente se realizd un lavado de la placa con una solucidn de &cido
acetico:MetOH 3:1 (v/v) para retirar el colorante no asociado a la gelatina.

4. Para esta prueba se utilizaron cepas de P. aeruginosay E. coli DH5c. como controles
positivo y negativo respectivamente.

6.3.2. Actividad de ureasa
Para la deteccion de la actividad de ureasa, se utilizd el medio de Urea de

Christensen, el cual contiene urea y rojo de fenol. Este actlia como indicador de

hidrolisis de la urea por medio de un cambio de color amarillo a rojo, debido al aumento

de pH en el medio de cultivo provocado por la generacion de amoniaco durante la
hidrélisis de la urea.

1. Después de 48 h de incubacién a 37 °C en el medio de Christensen (ver formulacion
en el anexo) se observd una coloracion rosada alrededor de las colonias que
presentaron actividad de ureasa y permanencia del color amarillo alrededor de las
colonias sin dicha actividad.

2. Para esta prueba se utilizaron cepas de P. aeruginosay E. coli DH5« como controles
positivo y negativo respectivamente.

6.3.3. Actividad de esterasa
Para la deteccién de la actividad de esterasa se utilizd el medio de Tween80%, el
cual contiene este detergente ademés de CaCl, (formulacion en el anexo). El Tween80®
es una molécula anfipatica, que contiene ésteres de acidos grasos y el CaCl; se
encuentra disociado en el medio de cultivo en forma de Ca** y 2 CI" . La hidrdlisis de los
enlaces éster del Tween80® genera como productos un grupo alcohol y un grupo acido.
Al asociarse dos moléculas de acido a un ién Ca** se produce una precipitacion de este
complejo, la cual es observada alrededor de las colonias con actividad de esterasa como
un halo de precipitacion.
1. Después de 120 h de incubacion a 37 °C se observé la aparicion de halos
blanquecinos de precipitacion alrededor de las colonias con actividad de esterasa.
2. Para esta prueba se utilizaron cepas de P. aeruginosay E. coli DH5« como controles
positivo y negativo respectivamente,

14



6.4. Medicion de la actividad esterasa

Para esta medicién se empleé el método de hidrdlisis del p-nitrofenilacetato (p-
NPA) que genera acido acético y para-nitrofenol (p-NP) como productos (Figura 3). Este
Gltimo tiene una Amax de absorcién a 405 nm, por lo que el transcurso de la reaccién de
puede ser medido por la aparicion de producto (p-NP).

O hidrolisis —
AO@NQ—»’MM” m:.~<o - Ho—<\:>—N%

p-nitrofenilacetato acido acético p-nitrofenol

Figura 3. Reaccidon de hidrélisis del p-NPA.

Reactivos:

1. Ya que el p-NPA se hidroliza en presencia de agua, éste se disolvié en acetonitrilo
(CH5CN), a una concentracion de 20 mM.

2. Solucién amortiguadora de fosfato de potasio, 200 mM, pH 7

Método:

1. La preparacién enzimatica se obtuvo a partir de cultivos en MB+PURh con 16 h de
incubacion, centrifugando el medio de cultivo a 5,000 g durante 5 min. Una vez
decantadas las bacterias se toma el sobrenadante (sn) (preparacién enzimatica) y se
desecha el precipitado.

2. En una celda espectrofotomética de 1 mL se colocan:

Agua 400 pL
Amortiguador 250 pL
Preparacion enzimatica 100 pL
p-NPA 250 pL

3. Una vez agregados los primeros tres componentes en el orden indicado, se inicia la
reaccién agregando el substrato p-NPA. La lectura de Abs. a 405 nm se registra a los
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primeros 30 s y posteriormente cada minuto hasta los 5 min, si es que la
absorbancia no ha pasado de 1, en cuyo caso la medicién llega a su fin. La reaccién
se lleva a caboa 37° C

Dado que la reaccion se lleva a cabo en un ambiente 75% acuoso, el p-NPA sufre
hidrdlisis quimica, por lo que es necesario medir una reaccién blanco agregando
medio de cultivo sin inocular, tratado de manera semejante que el medio de cultivo
inoculado. Posteriormente, los valores correspondientes a la hidrdlisis quimica se
restan al valor obtenido en el ensayo con preparacion enzimatica.

Para transformar las lecturas de absorbancia a unidades de concentracion de p-NP
se obtuvo el coeficiente de extincidn molar a partir de una curva patrén (Figura 4).
Para ello se prepararon soluciones con diferentes concentraciones de p-NPA y se
incubaron a las condiciones que se emplearon en el ensayo enzimatico, mas la
adicion de 100 pL de NaOH 1M para garantizar la hidrdlisis total del p-NPA. El
coeficiente de extincién molar obtenido fue de 0.024 cm™M™,

|
0s | Figura 4. Curva patrén

c ‘ - de p-NP. Cada punto
3 | _~y=0,0249x - 0,0013 representa el promedio
g - R? = 0,9993 de tres repeticiones,
g ] T las barras representan
2 ' P la desviacién estandar.
202 ‘ /

i -

i L-""J
0 5 10 15 20 25 30

Concentracion (uM)

Se comprobd que el ensayo de medicion de esterasa tuviera un comportamiento

lineal con respecto a la concentracion de enzima, para lo cual se realizaron ensayos con
diferentes cantidades de enzima desde 50 hasta 300 pL (Figura 5).
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Figura 5a. Curso temporal de hidrélisis enzimatica de p-NPA
correspondiente a la Cepa 1. A 50, 100, 200 y 300 pL de preparacién
enzimatica. Cada punto representa el promedio de tres repeticiones, las
barras representan la desviacién esténdar.
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Figura 5b. Medicién de la actividad esterasa de la Cepa 1 a diferentes
concentraciones de enzima. Cada punto representa el promedio de tres
repeticiones, las barras representan la desviacién estandar.
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Figura 5c. Curso temporal de hidrélisis enzimatica de p-NPA
correspondiente a la Cepa 8. A 50, 100, 200 y 300 pL de preparacién
enzimdtica. Cada punto representa el promedio de tres repeticiones, las
barras representan la desviacién estandar.
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Figura 5d. Medicién de la actividad esterasa de la Cepa 8 a diferentes
concentraciones de enzima. Cada punto representa el promedio de tres
repeticiones, las barras representan la desviacién estandar.
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6.5. Medicion de la concentracion de proteina en cultivos con PUR
Se intentd medir la concentracion de proteina presente en las muestras donde se
determind la actividad de esterasa empleando el método de Bradford (BioRad). Sin
embargo, al agregar el reactivo, el PUR presente en las muestras precipitaba junto con
la proteina, generando dos fases, una completamente transparente y otra color blanco
con aspecto coloidal. Ademas, también se intentd separar la proteina del PUR,
empleando diferentes concentraciones de (NH,4),SQa4, pero el PUR se precipitaba junto
con la proteina. Por lo anterior, la concentracion de proteina en los sn de los cultivos de
MB+PURh se determind por Abs. a 280 nm, comparando contra las lecturas de una
curva patron preparada con diferentes concentraciones de albimina de bovino (fraccion
V GIBCO 11018-017) disuelta en MB+PURh. Esta curva se prepard adicionando
cantidades conocidas de albdmina en MB+PURh y midiendo la Abs. a 280 nm (Figura 6).

1.0 4
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E 08
< =3
i y=0.0012x+ 05167
2 04 R*=00054
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0 T T T L) T L)
0 50 100 150 200 250 300

[uM] BSA

Figura 6. Curva patrén de BSA en MB+PURh.
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6.6. Medicion de la actividad esterasa a distintos tiempos de
incubacion

La actividad esterasa se midio en el sn del medio de cultivo incubado a distintos
tiempos: 5, 10 y 15 h, empleando el método de p-NPA (punto 6.4.). En el caso de la
medicién a las cinco horas de incubacion, la posibilidad de que la concentracién de
proteina en el sn del medio de cultivo fuera tan baja que no se pudiera detectar
actividad a pesar de que estuviera presente, fue eliminada al concentrar cinco veces la
alicuota del sn utilizando un sistema de concentracion por filtracion Centricon con una
membrana de corte de 10 kDa (Centricon 10, Millipore).

Como control se realizaron mediciones de la actividad de esterasa en el sn de
medio LB liquido a las 8 y 12 h de incubacion, realizando una concentracion del sn del
medio de cultivo, de cinco veces, por el mismo sistema de concentracion descrito
anteriormente.

6.7. Analisis de los compuestos presentes en el sn del medio de
cultivo (MB+PURh) después de cinco dias de incubacion con las
cepas1ly8

6.7.1. Analisis por extraccion cloroférmica y cromatografia de gases acoplada
a espectrometria de masas (GC-MS)

Con el fin de determinar los efectos de la bacteria sobre los compuestos que
constituyen el Hydroform®, presentes en el sn del medio de cultivo y que pudieran ser
detectables por cromatografia de gases, se realizaron extracciones cloroférmicas del sn
de cultivo en MB+PURh a los cinco dias de incubacién. La fase organica fue analizada
por cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC-MS).

1. A 4 mL del sn de cultivo se le adiciond 1 mL de cloroformo y se agité en vortex
evitando que se formara una emulsion estable.

2. Se dej6 reposar y se extrajo cuidadosamente la fase organica con una pipeta
Pasteur. Se colocé en otro tubo y se adiciond una pequena cantidad de sulfato de
sodio para quitar el agua y se pasé a otro tubo limpio.
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3. La muestra se analizé en un cromatdgrafo de gases acoplado a espectrometro de
masas (HP 6890Series GC System, HP 5973 Mass Selective Detector), de acuerdo a
los siguientes parametros:

Columna Capilar 5% fenil metil siloxano
Temperatura inicial 50 °C

Temperatura final 100 °C

Rampa 20 °C/min

Gas acarreador Helio

Flujo 1.8 mL/min

Volumen de inyeccion 1L

4. El ensayo también se realizd con el sn de medio de cultivo sin inocular con las
mismas condiciones de incubacidn, el cual se utilizé como control.

6.7.2. Determinacion del tamafio de las moléculas de poliuretano por
cromatografia de permeacion en gel

Para determinar si la bacteria tenia algun efecto relacionado con la hidrdlisis de
moléculas constitutivas del polimero de Hydroform®, se determiné la distribucién de
tamafio de los oligdmeros presentes, por medio de cromatografia de permeacion en gel
(GPC). Para este experimento se utilizd un equipo de cromatografia de liquidos de alto
desempefio (HPLC) (Alltech 2000, Evaporative Light Scattering Detector).

1. Alicuotas de 10 mL de los sn de medio de cultivo de un control (medio de cultivo sin
inocular), y de cultivos de las cepas 1 y 8 con cinco dias de incubacion a 37° Cy a
200 rpm fueron centrifugados para eliminar las células.

2. Las muestras se analizaron en un cromatdografo de gases de acuerdo a los siguientes

parametros:
Columna HP Mixed-B 10 pm
Eluyente (Fase movil) Metanol (99.99%) a un flujo de 0.6 mL/min
Detector Dispersion de luz
Gas de arrastre N, (calidad HPLC) a un flujo de 1.8 L/min.
Volumen de inyeccion 20 uL
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Temperatura de la columna 40 °C

Temperatura del detector 80 °C

3. La inyeccion de la muestra se realiza tomando el sn del medio de cultivo, el cual se
introduce directamente al cromatdgrafo sin realizar diluciones previas.

6.7.3. Analisis del sélido obtenido por evaporacion del sn del medio de cultivo

(MB+PURh) empleando espectroscopia de infrarrojo (IR)

Este andlisis se realizd debido a que cuando se esterilizan medios de cultivo sin
inocular e inoculados con las cepas 1 y 8 cultivados por cinco dias de incubacion a 37° C
y 200 rpm, el medio de cultivo sin inocular presenta polimerizacién del Hydroform®
mientras que el sn de los cultivos con las cepas 1 y 8 no presentaron polimerizacion.
Esto podria deberse a un cambio en la composicion o en la estructura de los
compuestos precursores del polimero.

1. Se obtuvo el sn del medio de cultivo de un control (medio de cultivo sin inocular) y
de cultivos de las cepas 1 y 8 con cinco dias de incubacion a 37° C y a 200 rpm.

2. Se elimind el agua del sn por medio de secado en rotavapor.

3. El sdlido se recolectd raspando las paredes del matraz, una vez que se eliminé toda
el agua.

4. El solido obtenido fue enviado a la Unidad de Servicios y Apoyo a la Investigacion
(USAI) de la Fac. de Quimica de la UNAM, en donde se realizd el analisis de
espectroscopia de infrarrojo empleando un FTIR (Fourier Tranformated Infra Red)
1605 Perkin-Elmer de intervalo: 4000-400 cm™ de infrarrojo medio.

6.7.4. Determinacion de la relacion de la NMP con la polimerizacion del PS-
PUR del Hydroform®

Para descartar la posibilidad de que la no polimerizacion en los cultivos se debiera
a la desaparicién de la N-metilpirrolidona (NMP) presente en el Hydroform® y no a un
cambio en la composicién o estructura de los compuestos precursores del polimero, se
analizé también el sn de un cultivo que contenia Hydroform® al que se le habia
eliminado la NMP por medio de didlisis. La didlisis se llevd a cabo de la siguiente
manera:
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. Una dilucién 1:10 del Hydroform® en agua se coloca en una membrana de didlisis
con corte de 6 kDa y se sumerge en agua destilada con agitacion constante durante
24 h.

. Para comprobar que el NMP habia sido eliminado totalmente por la didlisis se realiza
una nueva dilucién 1:10 en agua del PUR dializado y una extraccion cloroférmica
como se describié en el punto 6.7.1. y se inyecta el extracto cloroférmico al
cromatografo.

. Una vez que se comprobd que la NMP desaparecié por completo, se utilizo este PUR
sin NMP para preparar MB+PURh para su esterilizacion en autoclave.
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7. RESULTADOS

7.1. Aislamiento de cepas bacterianas

A partir de una muestra de MB+PURh con glicerol, congelado a -70° C, en el que
se tenia una mezcla de bacterias provenientes de trozos de PUR en proceso de deterioro
tomados de un basurero, se realizaron resiembras selectivas en Medio MB+PURh sdlido
y en agar Luria Bertani (LB), para identificar la morfologia de las colonias. Se lograron
obtener ocho cepas bacterianas axénicas con capacidad para crecer en Medio Basal
suplementado con Hydroform® como Unica fuente de carbono.

La identificacion para asignarles género y especie se llevo a cabo en el cepario de
la Facultad de Quimica (Q.F.B. Alejandro Camacho), en el cual se establecieron los
siguientes géneros y especies para las ocho cepas bacterianas aisladas (Tabla 2).

Tabla 2. Identificacién de las cepas bacterianas con capacidad de
crecer en MB+PURh

Cepas Identificacion

1,5y8 Comamonas testosteroni o Pseudomonas alcaligenes
2,3,4y6 Ochrobactrum anthropi

7 Pseudomonas sp.

A pesar de que las cepas 1, 5 y 8 fueron identificadas como C. testosteroni o P.
alcaligenes'y las cepas 2, 3, 4 y 6 fueron clasificadas como O. anthropi, la morfologia de
las colonias de cada cepa fue diferente, ya que en el caso de la cepa 1 y 8 se tuvieron
colonias amarillas, con borde y centro oscuro, pero las colonias de la cepa 1 fueron mas
grandes que las de la 8. Por otra parte la cepa 5 presenté colonias amarillas rugosas,
secas y un crecimiento que formaba.agregados en medio liquido. Las colonias de las
cepas 2, 3, 4 y 6 fueron amarillas y tuvieron morfologia parecida con diferencias en
tamafo y tono de color. Estas diferencias morfoldgicas, observadas en las colonias
clasificadas como pertenecientes a la misma especie, podria ser debida a que, a pesar
de que fueran de la misma especie, correspondieran a cepas distintas o a que fueran de
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especies diferentes pero que las técnicas empleadas para su clasificacion no permitieran
diferenciarlas.

7.2. Caracterizacion del crecimiento

Con el fin de caracterizar el crecimiento de las diferentes cepas y como un
indicador de su capacidad para utilizar PURh, se determinaron las velocidades de
crecimiento de cada cepa en MB+PURh, para lo cual fue necesario previamente
determinar el crecimiento de cada cepa en medio Luria Bertani por medicion de la D.O.
a 660 nm.

Considerando su clasificacion, se puede observar que el crecimiento de cada cepa
es correspondiente al de las otras cepas clasificadas como de su misma especie. Este es
el caso de las cepas 1 y 8 las cuales fueron caracterizadas como C. testosteroni o P.
alcaligenes y presentan velocidades de crecimiento semejantes. Esto también se
observa en el crecimiento de las cepas 2, 3, 4 y 6, las cuales fueron clasificadas como
O. anthropi y por Ultimo se observa que la cepa 7, la cual fue caracterizada como
Pseudomonas sp. presenta un crecimiento muy diferente a todas las demas (Figura 7).
No fue posible determinar el crecimiento de la cepa 5 por este método pues esta cepa
crece en forma de agregados.

A partir de los datos obtenidos en los cultivos en medio LB se pudieron establecer
las condiciones de inoculacién para medir el crecimiento de cada cepa en MB+PURh.
Para esto se tomd en cuenta que el indculo proviniera de un cultivo en medio LB que se
encontrara a la mitad de su fase exponencial; ademas de que se emple6 una cantidad
inicial semejante de indculo para todas las bacterias, con lo cual se garantizé que el
crecimiento fuese comparable entre todas las cepas.

En medio MB+PURh también se puede observar que el crecimiento es semejante
entre las cepas correspondientes a la misma especie, aunque con algunas variaciones.
Las cepas 1 y 8 caracterizadas como C. testosteroni o P. alcaligenes presentaron el
mayor crecimiento en este medio (Figura 8), siendo entre ocho y diez veces mayor que
el de las cepas 2, 3, 4 y 6 caracterizadas como O. anthropi (Figura 9). La cepa 7
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clasificada como Pseudomonas sp. presentd un crecimiento bajo semejante a las cepas

de O. anthropi (Figura 9).
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Figura 7. Crecimiento en medio Luria Bertani liquido. Determinado por
medicién de D. 0. a 660nm.
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Figura 8. Crecimiento de C. testosteroni o P. alcaligenes (cepas 1 y B)
en MB+PURh liquido. Determinado por medicién de D. 0. a 660nm. Cada
punto representa el promedio de tres repeticiones, las barras
representan las desviaciones estandar.
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Figura 9. Crecimiento de O. anthropi (cepas 2, 3, 4 y 6) y Pseudomonas
sp. (cepa 7) en MB+PURh liquido. Determinado por medicién de D. 0. a
660nm. Cada punto representa el promedio de tres repeticiones, las
barras representan las desviaciones estandar.
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Figura 10. Crecimiento de las cepas 1 y 5. Determinado por peso seco.

Para tener una medida del crecimiento de la cepa 5 se determiné el peso seco de
cultivos a diferente tiempo. Se midi6 el crecimiento de la cepa 1 como comparacion, ya
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que ésta fue la de mayor crecimiento. Se observd, que la cantidad de biomasa
producida fue muy similar en ambas cepas. Esto apoya la posibilidad de que si
correspondan al mismo género, aunque debido a la diferente forma de crecimiento
podrian ser de especies o cepas distintas (Figura 10).

7.3. Identificacion de actividades enzimaticas producidas por las
bacterias que crecen en PUR, empleando medios diferenciales

Para conocer qué actividad(es) enzimatica(s) relacionada(s) con la degradacion
del PUR presentaban las bacterias aisladas, cada cepa fue cultivada en tres medios de
cultivo diferenciales, para la deteccién especifica de las actividades de proteasa, ureasa
y esterasa.

Para la deteccion de actividad de proteasa, se utilizé el medio YES suplementado
con gelatina. Las bacterias fueron sembradas por estria en este medio y la tincion fue
aplicada después de 48 h de cultivo. Se utilizdé como control positivo una cepa de A.
aeruginosa (P+). la cual presenta el halo de hidrélisis y como control negativo se utilizd
E. coli cepa DH5a (E-), la cual no presenta halo de hidrdlisis. Los resultados muestran
que de las bacterias aisladas capaces de crecer en Hydroform®, solamente la cepa 7,
identificada como Pseudomonas sp., mostré actividad proteolitica ®al presentar el halo
transparente alrededor de su crecimiento (Figura 11).

En la deteccion de actividad de ureasa se observaron resultados positivos para las
cepas 2, 3, 4y 6 (Figura 12).

La prueba de deteccion de actividad de esterasa mostré halos de precipitacion
por hidrdlisis de enlaces éster alrededor del crecimiento de las cepas 1, 5, 7 y 8 (Figura
13).
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Figura 11. Deteccidén de actividad de proteasa en bacterias que crecen
en Hydroform®. La actividad proteasa se determiné por la identificacién

de halos de hidrélisis en medio YES + gelatina, revelado con azul de
Coomassie. El revelado se realizdé después de 48 h de incubacién a 37
°C. Control positivo, P. aeruginosa (P+); control negativo, E. coli
DH5x (E-).

CEPAS 1...4 CEPAS 5...8B

Figura 12. Deteccién de 1la actividad de ureasa en agar Urea de
Christensen. Revelado después de 48 h de incubacién a 37 °C. Esta
figura es una composicién a partir de cajas inoculadas unicamente con
una cepa. Un cuadrante fue recortado de la caja correspondiente Y
colocado en la posicién correspondiente para presentar los resultados
observados. Control positiveo, P. aeruginosa (P+); control negativo, E.
coli, DH5a (E-).
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Cepa 3v4 Uepa  3vO Lepa

Figura 13. Prueba de actividad esterasa en medio de Tween80®. Los
cultivos fueron incubados 120 h a 37 °C. Control positivo, P.
aeruginosa (P+); control negativo, E. coli, DH5a (E-).

En la Tabla 3 se muestran las actividades presentes en cada cepa con respecto a
la caracterizacion por medios diferenciales.

Tabla 3. Actividades enzimaticas correspondientes para cada cepa.

Actividades
s Carnterizacion Proteasa Ureasa l Esterasa
1.5y8 C. testosteroni o P. alcaligenes | +
2,3.4y6 | O. anthropi +
7 Pseudomonas sp. 4 i
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7.4. Actividad de esterasa en el sobrenadante del medio de cultivo
de las cepas esterasa positivas con mayor crecimiento en
MB+PURK

Dado que las cepas con actividad de esterasa son las que presentaron mayor
crecimiento y existen reportes acerca de esterasas extracelulares involucradas con la
degradacién de PS-PUR (Nakajima-Kambe et al, 1997), se realizé la busqueda de
actividad esterasa en el sn del medio de cultivo.

Esta determinacion se realizé a las 12 h de incubacion para las cepas 1, 5 y 8.
Sélo se observé actividad en el sobrenadante del medio de cultivo de las cepas 1y 8,
pero no en el de la cepa 5 (Figura 14).
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Cepa 1 Cepa 5 Cepa 8

Figura 14. Actividad de esterasa en el sobrenadante del medioc de
cultivo. A las 12 h de incubacién a 37 °C y 200 rpm. Cada columna
representa el promedio de tres repeticiones y las barras superiores las
desviaciones estandar.

7.5. Actividad de esterasa a diferentes tiempos de cultivo

Para saber si la actividad enzimética era constitutiva o inducible, se realizd la
medicion de la actividad de esterasa en el sobrenadante de los cultivos de las cepas 1y
8 alas 5, 10 y 15 h de incubacién en medio MB+PURh.
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No se detecté actividad a las cinco horas de incubacion a pesar de haberse
concentrado el sobrenadante 5 veces. Solo a las 15 h se detecté actividad en ambas
cepas, lo cual indica que dicha actividad no es constitutiva (Figura 15) (n = 3).

La medicién de actividad de esterasa en el sn también se determind en estas
cepas cultivadas en medio LB a las 8 y 16 h de incubacion. Para este experimento el sn
se concentrd cinco veces. En ninguna de las mediciones se detect6 actividad.
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] ! |
Cepa 1 ‘ Cepa 8
5

Figura 15. Actividad enzimatica de esterasa para las cepas 1 y 8 a
diferentes tiempos de incubacién. 5, 10 y 15h. Cada columna representa

el promedio de tres repeticiones, las barras representan la desviacién
estandar.
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7.6. Andlisis de los compuestos presentes en el sobrenadante del
MB-PURh después de cinco dias de incubacion con las cepas 1y 8.

7.6.1, Identificacion por cromatografia de gases y espectrometria de masas
de los compuestos solubles en cloroformo

Con el fin de determinar de qué forma son afectados por la bacteria los
componentes del Hydroform® se realizé una extraccién cloroférmica al sn del medio de
cultivo, la cual fue analizada por cromatografia de gases y espectrometria de masas
(GC-MS). Los cromatogramas correspondientes al control, el cual consistio en medio de
cultivo sin inocular (Figura 16a) mostrd sefales correspondientes a N-metilpirrolidona
(NMP), dipropilenglicolmetiléter (DPGME) y 2-propanol,1-(2-metoxi-1-metiletoxi)
(DPGME2).

Los cromatogramas correspondientes a los extractos de los cultivos de las cepas
1y 8 después de 5 dias de incubacion siguen presentando las sefiales correspondientes
al DPGME y DPGME2 pero no muestran la sefial de la NMP, lo cual sugiere que este
compuesto esta siendo consumido por la bacteria (Figura 16b y 16c).

7.6.2. Determinacion del tamaiio de los oligémeros de poliuretano
(Hydroform®) por cromatografia de permeacion en gel

Dado que en el Hydroform® deben estar presentes oligémeros del mismo, se
analizd, por cromatografia de permeacion en gel (GPC), la distribucién de tamafio de
estos oligémeros para determinar si disminuye por la actividad bacteriana.

Este anadlisis se realizd inyectando tres veces cada extracto. En las tres
repeticiones se obtuvieron resultados semejantes. Solo se muestra una grafica
representativa de las tres repeticiones (Figura 17), en la que se observa la distribucion
de tamafio de los oligdmeros presentes en el Hydroform®. En la cepa 1 se observé que
la distribucion del tamafio de oligomeros disminuye por su lado derecho con respecto al
control, lo cual indica que los oligémeros de tamafio menor desaparecen.
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Figura 16. Cromatograma del cultivo control sin inocular (a) y de los

cultivos inoculados con las cepas 1 (b) y 8 (c¢). Incubacién por 5 dias
a 37 °C y a 200 rpm.



Este andlisis se realizd inyectando tres veces cada extracto. En las tres
repeticiones se obtuvieron resultados semejantes. SOlo se muestra una gréfica
representativa de las tres repeticiones (Figura 17), en la que se observa la distribucion
de tamafio de los oligémeros presentes en el Hydroform®. En la cepa 1 se observd que
la distribucién del tamafio de oligémeros disminuye por su lado derecho con respecto al
control, lo cual indica que los oligémeros de tamafio menor desaparecen.
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Figura 17. Distribucién de tamafios en el Hydroform®. Representacién de
una serie de tres repeticiones

7.6.3. Andlisis por espectroscopia de infrarrojo del solido obtenido por
evaporacion del sobrenadante del MB+PURh

Para determinar cudles son los grupos funcionales presentes en el Hydroform® y
cudles de éstos se ven afectados por la accién bacteriana, se llevé a cabo el andlisis por
IR de los sélidos obtenidos por la evaporacion del sn del medio de cultivo. El andlisis de
los espectros muestra que, en el caso del control, existen bandas caracteristicas de
grupos éster y del grupo carbamato, indicando que se trata de un PUR de tipo poliéster.
En el caso del espectro obtenido del cultivo con la cepa 1 de C. testosteron, las sefiales
de grupos éster presentes en el control desaparecieron (1330-1050) y por contraparte
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aparecieron bandas caracteristicas de grupos 4cido (1440-1210). En el caso del espectro
obtenido del cultivo con la cepa 8 de C. testosteronj, no hay cambios con respecto al
espectro del control, ya que aparecen las mismas bandas caracteristicas de grupos éster
y carbamato (Figura 18).

7.7. Determinacion de la relacion de la NMP con la polimerizacion
del PS-PUR del Hydroform®

Se habia observado que el medio de cultivo de un control sin inocular sometido a
esterilizacion (121 °C durante 15 min) mostraban polimerizacién del Hydroform®,
mientras que sn de cultivos de las cepas 1 y 8, todos con cinco dias de incubacion, no
polimerizaban después de ser esterilizados. Esto sugeria que la accién bacteriana habia
provocado cambios en la estructura o en la composicién de los compuestos presentes
en el Hydroform® que impedia que ocurriera la polimerizacién, lo cual era un indicio mas
de que la bacteria era capaz de atacar al Hydroform®.

Sin embargo, se sabe por los experimentos de GC-MS que a los cinco dias de
incubacion desaparece la NMP presente en el Hydroform®, la cual podria ser
responsable o participante en la polimerizacion. Por lo tanto, su ausencia en el medio de
cultivo podria ser el origen de la no polimerizacién en el sn del medio cultivado con
bacterias. Para descartar esta posibilidad, se preparé un control en el cual la NMP se
extrajo del Hydroform® por didlisis en agua y su ausencia se comprobd analizando una
alicuota por medio de GC-MS. Con este Hydroform® se preparé MB-PURh y se incubd,

sin inocular, en las mismas condiciones que los cultivos anteriores.
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Figura 18. Espectros de IR del sélido del cultivo control sin inocular
! (a) y de los cultivos con las cepas 1 (b) y 8 (c). Incubacién por 5
| dias a 37 °C y a 200 rpm.
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Después de esterilizar este medio de cultivo, se observé que el Hydroform® si
se polimerizd, lo cual indica que la NMP no esta involucrada en la polimerizacion (Figura
19) vy que la no polimerizacion en los medios incubados con bacterias es el resultado de

la actividad bacteriana.

. W . N Cuiltivo sin inoculor
Control sin inooular Cultivo Cepa 1 Cultivo Copa 8 v sin NP

Figura 19. Medios de cultivo después de esterilizacion. Autoclave 121°
C, 15 min.
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8. DISCUSION

8.1. Aislamiento ‘de cepas bacterianas degradadoras de
poliuretano

El PUR es un polimero artificial que fue sintetizado por primera vez hace 68 afios
(http://www.bayermaterialscience.com). A partir de ese tiempo, este material ha sido
expuesto al ambiente por lo que, muy probablemente, ciertos microorganismos
saprofitos pudieron haberse ido seleccionado para utilizarlo como fuente de carbono y/o
nitrégeno. Esto implicaria que estos microorganismos poseen algunas actividades
enzimaticas que les permiten atacarlo o degradarlo de manera mas eficiente que otros
que no han sido capaces de hacerlo. Siguiendo esta idea, se colectaron en un basurero,
trozos de PUR en estado de deterioro y se emplearon como inéculo en un medio de
seleccion que contenia PUR como Unica fuente de carbono (MB+PURh), para obtener
bacterias capaces de degradar PUR.

Utilizando esta estrategia se lograron aislar ocho cepas Dbacterianas
correspondientes a tres especies diferentes: P. alcaligenes o C. testosteroni (cepas 1, 5
y 8), O. anthropi (cepas 2, 3, 4 y 6) y Pseudomonas sp. (cepa 7). Las caracteristicas
presentadas por cada cepa tanto en crecimiento (Figuras 7, 8, 9 y 10) como en tipo de
actividades enzimaticas que presentaban (Figuras 11, 12 y 13) coincidieron con la
caracterizacion por pruebas bioquimicas realizada en el cepario de la Facultad de
Quimica. Sin embargo, se observaron diferencias tanto morfolégicas como en forma de
crecimiento entre las cepas caracterizadas como de la misma especie. Esto puede
deberse a dos razones: que se trate de bacterias de la misma especie pero de cepas
distintas, o que sean cepas de especies que no pudieron ser diferenciadas por las
técnicas bioquimicas empleadas en su identificacion. Serd necesario secuenciar el gen
del RNA ribosomal 16S para obtener una caracterizacion mas precisa.

Compuestos xenobidticos de una gran variedad de estructuras y composiciones
capaces de ser degradados e incluso asimilados por bacterias van desde herbicidas y
solventes organicos, hasta polimeros como poliésteres, poliuretanos, etc. Por ejemplo,
se ha reportado la degradacion de fenilcarbamato por cepas de P. alcaligenes (Marty et
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al.. 2002), clorobencenos por Pseudomonas alcaligenes (Carnye et al, 1989) y
clorofenoles por Pseudomonas putida (Farrel, 2002). Ademas, se ha descrito la
degradacion de recubrimientos de PUR por biofilms constituidos por O. anthropi, P.
aeruginosa, Alcaligenes denitrificans, Xanthomonas maltophila y Vibrio harveyi (Ji-
DongGu y Monsi, 1997). Las bacterias encontradas en este trabajo pertenecen a
géneros en los que algunos de sus miembros presentan la propiedad de utilizar
compuestos xenobioticos.

8.2. Actividades enzimaticas relacionadas con la degradacion del
PUR

Si las cepas bacterianas aisladas en este trabajo son capaces de degradar PUR,
éstas deben poseer actividades enziméaticas relacionadas con la ruptura de los enlaces
presentes en el PUR. Con base a su estructura, se ha propuesto que las actividades
enzimaticas que podrian atacar al PS-PUR (como el Hydroform®) son las actividades de
tipo proteasa, ureasa y esterasa (Figura 2). Para la deteccion de estas actividades se
emplearon medios de cultivo diferenciales que mostraron que todas las bacterias
aisladas presentaron por lo menos alguna de las actividades propuestas, y que estos
resultados también fueron coincidentes con la identificacion (Tabla 3).

A pesar de que en el PUR no se tienen enlaces peptidicos propiamente,
actividades enzimdticas de tipo proteasa y ureasa podrian atacar los enlaces uretano
(carbamato). Sin embargo, ninguna de las dos actividades encuentran en el poliuretano
un sustrato especifico, ya que el enlace uretano solo coincide con la urea en el enlace
carbono-nitrégeno vy difiere de un enlace peptidico en que posee un dtomo de oxigeno
en lugar de tener un carbono en la posicién «. En este trabajo se aislaron cuatro cepas
(2, 3, 4 y 6) de O. anthropi que mostraron actividad de ureasa en el medio diferencial
(Figura 12), pero cuyo crecimiento fue muy bajo (Figura 9). Tratando de explicar el bajo
crecimiento presentado por estas bacterias en relacion a la actividad enzimatica
detectada, se puede pensar en varias posibilidades. La primera y mas general es que,
dado que el enlace uretano no es exactamente un enlace peptidico, ni un enlace C-N de
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urea, la actividad detectada en estas bacterias fue capaz de atacarlo con una frecuencia
muy baja. Otra posibilidad estaria relacionada con el hecho de que en el PUR el nimero
de enlaces uretano es mucho menor que el de los enlaces éster, por lo que esos enlaces
no se encontrarian en disponibilidad de ser atacados facilmente. Ademas, dada esta
menor frecuencia de enlaces uretano, la hidrélisis de estos enlaces genera fragmentos
de polioles muy grandes, los cuales probablemente no podrian ser utilizados por las
bacterias. Actividades de tipo ureasa relacionadas con la degradacion de PUR se han
reportado solamente en hongos (Pathirana et a/., 1983) y no en bacterias. Por lo tanto
seria muy importante determinar con precision si efectivamente una actividad ureasa
esta involucrada en sustentar el crecimiento de estas cepas de O. anthrophi en medio
con PUR.

En este trabajo se aislé una cepa de Pseudomonas sp. (cepa 7) que presentd
actividad enzimdtica de proteasa (Figura 11). Actividades de tipo proteasa producidas
por P. fluorescens y P. chlororaphis han sido descritas como capaces de atacar al
Impranil DLN®, un PS-PUR hidrosoluble (Ruiz et al., 1999). A pesar de que esta bacteria
presentaba también actividad de esterasa, su crecimiento en MB-PURh fue muy bajo.
Esto sugiere que no todas las actividades que pudieran estar relacionadas con la
hidrdlisis de enlaces presentes en el PUR son capaces de atacarlo 6 que si lo son, es
posible que la bacteria que las produce no sea capaz de utilizarlo como fuente de
carbono.

Actividades de esterasa son las que mas comunmente se han descrito en
estudios de degradacion de PUR, debido probablemente a que en estos trabajos se ha
empleado poliuretano de tipo poliéster para la seleccion y el analisis (Ruiz y Howard,
1999; Howard y Blake, 1998; Nakajima—Kambe et a/., 1995) y también al hecho de que
en el PUR los enlaces éster se presentan en mayor proporcién que los enlaces
carbamato. En este trabajo encontramos que las cepas de P. alcaligenes o C
testosteroni (cepas 1, 5 y 8) presentaron actividad de esterasa y mostraron un alto
crecimiento en MB+PURh (diez veces mayor con respecto a las otras cepas). Muy
probablemente estas esterasas deben tener la capacidad de romper los enlaces éster
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dentro de sustratos alifaticos, como el PUR, lo cual podria ser un indicio de que se trata
de esterasas de tipo lipasa. A diferencia de estas esterasas, la esterasa de Pseudomonas
sp. (cepa 7) (Figura 13) podria no ser capaz de hidrolizar enlaces éster dentro de
sustratos alifaticos como lo es el PUR, lo cual podria explicar el bajo crecimiento de esta
cepa en el medio MB-PURh. Al respecto, se ha descrito la existencia de una esterasa
extracelular en C. acidovorans que no es capaz de hidrolizar al PUR, mientras que una
esterasa asociada a membrana plasmatica si lo es (Akutsu et a/, 1998)

8.3. Caracterizacion de la actividad de esterasa detectada en las
cepas con mayor crecimiento (1, 5y 8)

Como las cepas con crecimiento mas alto (cepas 1, 5 y 8) (Figuras 8 y 10)
presentaron actividades de tipo esterasa (Figura 13) se llevd a cabo su cuantificacion.
Dado que esta actividad podria ser de tipo extracelular o asociada a la membrana
(Nomura et al., 1998) ésta se buscé en el sobrenadante de cultivos liquidos. Actividad
extracelular de esterasa se detectd en el sn de los cultivos de las cepas 1 y 8 pero no de
la cepa 5 (Figura 14). Andlisis de los sn de cultivos de estas cepas en medio LB no
mostraron actividad esterasa ni a las 8, ni a las 16 h de incubacion, a pesar de que los
sobrenadantes fueron concentrados cinco veces, lo que indica que la actividad de
esterasa no es constitutiva. Adicionalmente, el ensayo de medicion de actividad en el sn
de cultivos de MB+PURh a diferentes tiempos de incubacion mostré que la actividad
aparece después de las 10 h de cultivo, momento en el que la bacteria esta en su fase
exponencial tardia e inicia su fase estacionaria (Figura 8). Este resultado conduce a la
idea que si la bacteria expresa la esterasa a partir de ese momento, entonces el
crecimiento inicial que presenta no es debido a la utilizacion del PUR como fuente de
carbono, sino que debid haber utilizado otra fuente de carbono sencilla presente en el
medio de cultivo.

Debido a que en la cepa 5 se detectd la actividad esterasa en agar Tween 80®
(Figura 13) pero no en el sn del medio de cultivo (Figura 14), se sugiere que en esta
cepa esta actividad pudiera estar asociada a la membrana celular. Como se mencion0
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anteriormente, en C. acidovorans TB35 se han descrito dos tipos de actividades esterasa
asociadas a la degradacion del PUR. En dicho trabajo se encontré que la actividad
asociada a membrana, es capaz de atacar los enlaces éster presentes en el polimero.
Dada su localizacion, se ha propuesto que esa esterasa posee dominios hidrofdbicos a
los lados del sitio catalitico, que le permiten asociarse a la superficie del polimero para
acercar el sitio catalitico lo suficiente para que actde (Akutzu et a/., 1998).

Asimismo, la aparicién de los halos de precipitacion alrededor de las colonias,
caracteristicos de actividad esterasa, después de 5 dias de cultivo en el medio Tween
80%®, sugiere que la actividad esterasa podria estar apareciendo una vez que se
terminara el extracto de levadura presente en ese medio. Esto sugiere que la actividad
de esterasa se induce en presencia de sustratos con enlaces éster como el Tween 80® o
el Hydroform®.

Por otra parte, una caracteristica bacteriana que pudiera estar relacionada con la
capacidad de utilizar el PUR es que la cepa 5 presentd crecimiento en forma de
agregados, tanto en medio LB como en MB+PURh. Se ha observado que algunas
bacterias adoptan este tipo de crecimiento como un mecanismo de proteccion ante
condiciones de estrés (Verstraete y Bossier, 1996). Este crecimiento en forma de
agregados se sustenta en un aumento en la hidrofobicidad de la superficie bacteriana,
que se ha medido en bacterias degradadoras de clorofenoles, las cuales presentan este
mecanismo de auto-agregacion al cultivarse en presencia de estos compuestos (Farrel y
Quilty, 2002). Aunque en este caso la cepa 5 presentaba crecimiento en agregados aun
en medio LB, podria ser que esta caracteristica favoreciera su crecimiento en medio
MB+PURh, ya que esta cepa presenté un crecimiento semejante en cantidad al de la
cepa 1, que fue el mayor. Asi, al observar el comportamiento de esta cepa se propone
que, por su capacidad de agregarse posiblemente por medio de interacciones
hidrofdbicas, podria también agregarse sobre superficies hidrofobicas como el PUR,
permitiéndole su utilizacion como fuente de carbono.
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8.4. Efectos de la accién bacteriana sobre el Hydroform®

La determinacion del efecto que causan las cepas 1 y 8 sobre el Hydroform® fue
el punto mas importante de este trabajo, para lo cual se realizaron ensayos que
permitieran detectar cambios en la estructura, composicion y el tamafio de los
oligémeros del PUR.

El analisis de un extracto cloroférmico del sn del medio de cultivo, utilizando GC-
MS mostré la presencia de dos isémeros de DPGME y NMP (Figura 16a). Posteriormente
se analizé el extracto cloroférmico del sn de medios de cultivo con cinco dias de cultivo
con las cepas 1 y 8 (Figuras 16b y 16c), observandose que la sefial de NMP
desaparecié por completo en ambos casos. Esto indica que, dado que la estructura de la
NMP es muy sencilla y de bajo peso molecular, la bacteria la podria estar utilizando
como fuente de carbono que le permitiera iniciar el crecimiento en MB-PURh.

Este tipo de cultivo, en el que se tiene una fuente de carbono de facil asimilacion
ademads del PUR, parece ser una estrategia efectiva en la degradacion del polimero. En
un estudio en el que 16 cepas bacterianas fueron cultivadas en medios de cultivo
minerales con PUR como unica fuente de carbono no se detectd degradacién después
de un periodo de 12 semanas, pero tras la preparacion de nuevos medios de cultivo con
PUR, adicionados con 1% de extracto de levadura, se encontrd un significativo efecto en
la degradacién de PUR por cinco de las 16 cepas (Morton y Prince 1991). Esto sugiere
que, debido a que el PUR es un polimero sintético y dificil de atacar enzimaticamente, el
establecimiento de la capacidad “poliuretanolitica” de las bacterias puede requerir de
una fuente de carbono sencilla que les permita iniciar el crecimiento y desarrollarse
eficientemente en ese medio. La posibilidad de que ciertas bacterias puedan utilizar
pirrolidona es sustentada en el trabajo publicado por Noe y Nickerson (1958) en el que
se describe que Pseudomonas aeruginosa es capaz de metabolizar 2-pirrolidona, para
obtener &acido glutdmico y succinaldehido (Figura 20). Aunque esta bacteria no fue
capaz de metabolizar N-metil-2-pirrolidona, no se pude descartar la posibilidad de que
alguna otra bacteria si sea capaz de utilizarla.



Un resultado semejante a lo descrito anteriormente se presentd en un trabajo
previo en el que se reporta que una cepa de Acinetobacter sp., capaz de crecer en
Hydroform®, también era capaz de utilizar la NMP en etapas tempranas de crecimiento.
En ese caso se determind que a las 22 horas de cultivo la NMP ya habia sido totalmente
consumida por la bacteria (Carrillo-Garcia, 2004).
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Figura 20. Metabolismo de 2-pirrolidona por P. aeruginosa

Estos resultados, asi como la observacion de que la actividad esterasa es
inducible, al ser analizados a la luz de los resultados publicados, permiten sugerir que al
inicio del crecimiento las cepas 1 y 8 pudieran estar utilizando a la NMP como fuente de
carbono y posteriormente, inducir la expresion de la actividad de esterasa para utilizar
otros sustratos como el PS-PUR, cuando la NMP se agota. Para comprobar que la
aparicion de actividad esterasa esta relacionada con el término de la NMP como fuente
de carbono sera necesario realizar un ensayo de monitoreo de la aparicion de actividad
de esterasa en el sobrenadante, comparandola con la desaparicion de la NMP durante
las primeras fases de establecimiento del cultivo.

La siguiente parte de este andlisis se baso en la observacion de que al esterilizar
por autoclave medios MB-PURh sin inocular se observaba polimerizacion, mientras que,
al esterilizar los sobrenadantes de los medios MB-PURh cultivados con las cepas 1y 8
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durante 5 dias, no se observaba polimerizacidn. Esta observacion hizo suponer que en el
medio inoculado con las bacterias, los grupos funcionales que por condensacion dan
origen al poliuretano (alcohol e isocianato), pudieron haber sufrido un cambio en su
estructura, lo que impidié la polimerizacidon. Por lo tanto, la determinacion de la
presencia de los grupos funcionales en el Hydroform® antes y después de la accién
bacteriana proporcionaria informacion a cerca de cual es el efecto bioquimico que tiene
la bacteria sobre el Hydroform®.

Con esta idea, se analizaron por espectroscopia de infrarrojo los sélidos obtenidos
por desecacion de los sobrenadantes del medio de cultivo inoculado y sin inocular. La
comparacion de estos espectros mostré que en el medio inoculado con la cepa 1 ocurrid
la desaparicion de la sefial correspondiente al grupo éster, el mantenimiento de la sefial
correspondiente al grupo carbamato, la aparicion de sefiales correspondientes al grupo
carboxilo y la deformacion de la sefial del grupo alcohol (Figuras 18a y 18b). Esto indica
que la accién bacteriana sobre el Hydroform® fue una hidrdlisis de los enlaces éster,
dando por resultado la produccién de grupos acido y alcohol. En un estudio en el que se
analizaron los productos de degradacion de PUR por la actividad de C. acidovorans se
detectaron los compuestos acido y alcohol utilizados como materias primas (Nakajima-
Kambe et a/, 1997).

Otra prueba que se empled en este trabajo para identificar la accion de la
bacteria sobre el PUR fue la determinacion de la distribucion de tamarios de particulas
de polimero empleando un sistema de GPC. Estos analisis mostraron que, en el medio
en el que se cultivo la cepa 1 hubo una desaparicién de oligémeros en la zona de bajo
peso molecular, lo que sugiere que estas particulas estan siendo hidrolizadas y utilizadas
por la bacteria ya que a pesar de que la distribucion se ve afectada por una disminucion
de la cantidad de oligémeros pequefios, no se ve afectada por la aparicion de moléculas
mas pequefias (Figura 17). Un estudio semejante fue realizado al determinar la accion
de la bacteria 2. chlororaphys sobre el Impranil DLN®, un PS-PUR hidrosoluble que, al
igual que en Hydroform®, se encuentra en suspensién coloidal. Los resultados



mostraron una disminucién de tamafio de estas particulas después de someterse a la
accion bacteriana (Howard y Blake, 1998).

Por parte de la cepa 8 no se observaron cambios en su espectro de IR (Figura
18c) con respecto al control, esto podria indicar que no hay hidrdlisis de enlaces éster o
que ésta es tan baja que no es detectable por este método. Esto coincide con el ensayo
en GPC, que indicd que posiblemente la bacteria utilice moléculas muy pequefias las
cuales no afectan de ninguna manera la distribucion de tamaros de los oligémeros y
que ademas las asimile por completo con lo que no se generarian productos de
degradacion como lo serian los acidos y alcoholes.

Otra posibilidad es que, dado que el Hydroform® es un producto comercial que
contiene aditivos como retardadores de flama, abrillantadores, etc. (los cuales no se
detectaron en este analisis), la cepa 8 esté empleando estos compuestos como fuente
de carbono. En un estudio realizado recientemente en el que se cultivd esta cepa
durante 15 dias, en ocho diferentes PUR (sintetizados sin ningin aditivo), como Unica
fuente de carbono, se observé crecimiento de la bacteria. Mas aln, por andlisis de
microscopia electrénica fue posible demostrar que después de ese tiempo de cultivo
ocurrié erosién de la superficie de las particulas de PUR(Pérez 2005). Esto indica que la
cepa 8 fue capaz de atacar el PUR.

8.5. Un modelo para explicar el crecimiento de las cepas 1y 8 en
Hydroform

A partir de los resultados observados en este estudio es posible proponer el
desarrollo de una serie de procesos bioquimicos que deben estarse sucediendo durante
el crecimiento de la cepa 1 en MB+PURh. Asi, estos procesos podrian describirse como
sigue: en la primera etapa del cultivo y durante la fase exponencial (primeras 12 horas),
el crecimiento es sostenido por la NMP, la cual es consumida por completo por la
bacteria. Cuando la NMP se termina, la bacteria expresa la actividad esterasa para
comenzar a hidrolizar el PUR, lo cual sucede después de las 10 h de incubacién. Ya que
el PUR no es una fuente de carbono que se pueda utilizar facilmente se observa una
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caida del crecimiento alrededor de las 12 h de incubacién, en lugar de un
comportamiento diduxico tipico, por lo cual el crecimiento se detiene y comienza a
disminuir lentamente, sin presentar una fase estacionaria tipica. A diferencia de la fase
de muerte que se presenta normalmente en cultivos con fase estacionaria, en la que el
crecimiento presenta una caida muy pronunciada, esta cepa presenta una disminucion
del crecimiento prolongada, lo cual indicaria que esta utilizando una fuente de carbono
nueva que no metaboliza facilmente.

En el caso de la cepa 8, se propone un compartamiento inicial parecido al de la
cepa 1, en el que en la primera etapa utiliza la NMP como fuente de carbono, y una vez
que se termina, expresa su actividad de esterasa. Tomando en cuenta que la actividad
de esta cepa no altera el espectro de IR del PUR, ni la distribucién de tamafios de los
oligbmeros presentes, pero si genera la no polimerizacion por calor en el Hydroform®,
se propone que la esterasa que produce esta cepa solo rompe los enlaces que se
encuentran en los extremos del poliol, con lo cual generaria una cantidad de grupos
carboxilo muy pequefia en relaciéon con la abundancia de enlaces éster presentes, los
cuales no serian detectables por IR y no afectarian la distribucion de tamafios de los
oligémeros.
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. CONCLUSIONES

El uso de restos de poliuretano en deterioro como fuente de bacterias
poliuretanoliticas y de MB+PURh como medio de seleccion es un sistema
efectivo en el aislamiento de este tipo de bacterias.

Las bacterias aisladas a partir de poliuretano en deterioro poseen actividades
enzimaticas (esterasa, proteasa o ureasa) que pueden estar relacionadas con la
degradacion de este polimero.

Las cepas 1 y 8, identificadas como C. testosteronii o P. alcaligenes, expresan
una actividad enzimatica extracelular de tipo esterasa inducible por la presencia
de compuestos con enlaces éster como el Tween80® o el PS-PUR.

Al inicio del crecimiento, las cepas 1 y 8 utilizaron la N-metilpirrolidona presente
en el Hydroform® como fuente de carbono.

El PS-PUR del Hydroform® es susceptible de sufrir degradacién por accién de
cepas bacterianas de la especie C. testosteronii o P. alcaligenes aisladas en este
trabajo.
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10. ANEXO

10.1. FORMULACION DE MEDIOS DE CULTIVO

MEDIO BASAL (Basado en el medio empleado por Nakajima-Kambe et al., 1995)
Composicion por litro,

Solucion A (10X)
KH2PO4 200 g
K2HPO4 700 g
Solucion B (100X)
NH4NO3 100.0 g Ver nota.
MgSQ4e 7H,0 100 g
Solucién elementos traza (1000X)
ZnS04e 7H,0 1.0 g
CuSO4e 7H,0 0.10 g
FeSO4e 7H,0 10.0 g
MnSO4e 4-6H,0 20 g

Nota: omitir el NHsNO; si se prueba PUR como Unica fuente de nitrégeno.

Preparacion

1. Preparar las soluciones A y B y esterilizar en autoclave a 120° C / 15 minutos.

2. Preparar la solucién de elementos traza y esterilizar por filtracion (filtros Whattman
de 0.2 p).

3. A 800 mL de agua estéril adicionar en condiciones asépticas 100 mL de solucién A,
10 mL de solucién B y 1 mL de solucién de elementos traza y llevar a un volumen
final de un litro. En caso de adicionar Hydroform® como fuente de carbono, sustituir
100 mL de agua estéril por 100 de solucion 10X de Hydroform® previamente
esterilizada por filtracion (Ver siguiente receta).

4. Por Ultimo, si se preparan placas de agar MB esterilizar el agua con el equivalente a
1.5 % de concentracion final de agar.
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SOLUCION DE Hydroform® 10X

El Hydroform®, que es un barniz comercial hidrosoluble producido por la compafiia

Polyform (No. de producto?), tiene una concentracion de sélidos del 30%, por lo que se

debera diluir 1:100 para ajustar la concentracién final del medio a 0.3%.

Procedimiento

Realizar una dilucién 1:10 de Hydroform® en agua desionizada, con lo cual se obtiene

una solucién 10X de Hydroform® con 3% de sdlidos.

Esterilizacion

1. Filtrar la solucién 10X utilizando una membrana de fibra de vidrio Whatman GF/C
sobre una membrana con poro de 0.45 pm. Esta filtracidn se realiza para eliminar
los oligémeros que se forman debido a la polimerizacién espontanea del Hydroform®
que pueden tapar por completo la membrana en la siguiente filtracion.

2. Filtrar nuevamente en condiciones de esterilidad se emplea una membrana con poro
de 0.22 pm (no se debe dejar pasar mas de una hora entre la filtracién anterior y
ésta, para evitar nuevamente la formacién de oligémeros).

Esta solucion estéril se adiciona al medio de cultivo después de haber agregado las

soluciones A, By C.

MEDIO YES (Howard et a/,, 1999)
Composicion por litro.

Solucién A
K,HPO4 50
KH;PO4 25
Solucién B
MgS04 « 7H,0 50 g
Solucion C
MnClze 4H,0 2.000 g
CuClye 2H,0 0.028 g
ZnCl, 0.022 g
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CoClye 6H,0 0.040 g

Na;MoQ4e 2H20 0.026 g
FeClze 6H,0 0.150 g
Preparacion

Preparar y las soluciones B y C, filtrar y esterilizar. Guardar a temperatura ambiente.
Preparar la solucién A y diluirla 1:50 con agua destilada. Adicionar 0.4 g de NH4Cl, 4.0 g
de gelatina y 20 mg de extracto de levadura por litro y esterilizar. A un litro de la
preparacion de la solucién A, adicionar 10 mL de solucién B y 1 mL de solucién C.
Adicionar 15g/L de agar. El pH final debe ser 7.2.

MEDIO DE HIDROLISIS DE Tween80®
(http://www.protocol-online.org/forums/index.php?showtopic=9068)
Composicién por litro.

Agar 120 g
Peptona 100 g
NaCl 50 g
CaCl, 0.1 g
Tween 80® 10.0 mL

Preparacion
Adicionar los componentes a un matraz, calentar hasta ebullicion y agitar hasta
disolucion total. Distribuir en tubos o matraces y esterilizar en autoclave a 121 °C/15

minutos. Antes de que solidifiquen vaciar en placas y dejar enfriar.

AGAR UREA DE CHRISTENSEN
(http://www.sigmaaldrich.com/catalog/search/ProductDetail?ProdNo=27048&Brand=FL
UKA)

Composicién por litro.

Urea 200 g
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Agar 150 g
NaCl 50 g
KH2PO4 20 g
Peptona 1.0 g
Glucosa 1.0 g
Rojo fenol 0.012 g

Preparacion

Adicionar todos los componentes, excepto el agar, a 100 mL de agua deionizada, agitar
hasta disolver y esterilizar por filtracién (solucion A). Aparte, adicionar el agar en 900
mL de agua deionizada y calentar a ebullicion, agitando hasta disolver. Esterilizar en
autoclave a 121 °C, durante 15 minutos. Enfriar a 50 °C y adicionar la solucion A, en
forma aséptica. Mezclar y distribuir en cajas.
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