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RESUMEN

El analisis de los acidos grasos celulares de los microorganismos se ha utlizadg
como un método adecuado para evaluar la diversidad taxonomica y funcional en
distintos consorcios microbianos El presente trabajo tiene como objetivo estudiar la
distribucién espacial de Iz comunidad bacteriana presente en un reactor SBR
empacado con tezontle, bajo condiciones alternas de aerobiosis y anaerobiosis
durante el tratamiento con 4-nitrofenol y 2.4-dinitrofenol, utitizando la técnica del
perfil de acidos grasos. El andlisis de los extractos de acidos grasos se llevé a cabo
por cromatografia de gases Los acidos grasos se identificaron mediante
comparacién con un estandar comercial. Para calibrar el método se utilizaron cepas
representativas de ambientes aerobios, facultativos y anaercbios como Escherichia
coli FMU 047149, Pseudomonas aeruginosa FMU 195081 y Clostrichum innoccum
C19. En la primera etapa se obtuvieron resultados de los perfiles de los acidos
grasos de comunidades bacterianas de un lodo aerobio y de un lodo anaerobio, que
se utilizaron para establecer el patron caracteristico de cada uno de estos
ambientes. En la segunda etapa se tomaron muestras de la biomasa bacteriana a
diferentes profundidades de los reactores alimentados, uno con 4 nitrofenol y otro
con 2.A4-dinitrofencl. En el reactor alimentado con 4-nitrofenol se determing la
existencia de dos comunidades bacterianas a diferente profundidad del reactor. enia
parte externa del tezontle, pa.ra el nivel superior, predominan comunidades aerobias
Gram positivas, mientras que para los niveles medio e inferior del reactor.
predorminaron os AGC comunidades aerobias y facultativas Gram negativas. En la
parte interna del tezontle, en los tres niveles del reactor, predominaron comunidades
bacterianas anaercbias. En el reactor alimentado con 2 4-dinitrofenol, se encontro
gue a diferente profundidad del reactor la parte externa del tezontle se encuentra
colonizada por una comuridad bactenana aerobia y faculativa Gram negativa. En
tanto que, en la parte interna del tezontle existe una comunidad anaerabia y otra

aerobia de los niveles medic e inferior.



INTRODUCCION

La mayoria de los rios, lagos y mares sufren de una comtaminacion intensiva,
ocasionada por desechos y aguas residuales. La depuracién natural del agua y
suelos son de mucha importancia, pues debido a este proceso los cuerpos de agua

eliminan contaminantes desagradabies

Los desechos generados en los procesos industriales son liberados al ambiente en
forma de: aguas residuales, por descarga de efluentes a cielo abierto o a rios,
emisiones a la atmadsfera y residuos solidos. Estos desechos causan un impacto
importante sobre los ecosistemas, sobre todo en aquellos casos en que se supera su

capacidad natura! de depuracién,

Dentro de ios contaminantes vertidos por fuentes antropogenicas, se encuentran los
colorantes sintéticos azo y compuestos nitroaromaticos que son dificiles de degradar
por los sistemas de tratamiento de tipo convencional (Meyer, 1981; Abo et.al, 1988,
Groff y Kim, 1989; Prakash et af., 1994; Weber y Adams, 1995; Seshandri y Bishop,
1994)

Los principales colorantes utilizados en el ambito mundial en la industria textil,
papelera, alimentaria, cosmética y farmaceéutica son los de tipo azo. Estos colorantes
sintéticos se caracterizan por la presencia de uno o varios grupos azo {-N=N-), este
grupo divalente esta unido a dtomos de carbonos hibridizados sp2, por un lado a un
nucleo aromatico (benceno o naftaleno) o heterociclico (como pirazol o tiazol); por el
otro puede estar unido a una molécula insaturada de tipo carboxilico. heterociclico o
alifatico {Kirk-Othmer, 1991). Existen aproximadamente 3000 tipos de estos

colorantes (Bishop y Jiang, 1994).



Se han realizado muchos estudios sobre degradacién de colorantes azo en
diferenles condiciones metabolicas. dentro de los cuales se tienen a los procescs
anaerobios (Wuhrmann et al, 1980, Anliker, 1979. Razo. 1997; Guerrero, 1998},
procesos gerobios {Kulla, 1981, Ghoropade y Spencer, 1993; Jian y Bishop., 1994,
Coughiin et al,, 1987; Tepper ef al., 1997) y la combinacion de estos dos procesos,

es decir el fratamiento anaerobio/aerchio { Kudlich ef al.. 1996, Haug, 1991)

Los nitrofencles se emplean en la industria como intermediarios en la produccion de
colorantes, explosivos, y plaguicidas. Debido a su amplio uso, los nitrofenocles
aparecen como contaminantes en efluentes industriales y por lo tanto en aguas
naturales; de aqui la importancia de darles un tratamiento adecuado. los
tratamientos biologicos ofrecen mejores ventajas y tiene un considerable potencial

para la degradacion de residuos industriales

Ante esta problematica, la industria se ha visto obligada a tratar las aguas residuales
para eliminar sustancias contaminantes, de este modo el agua puede ser
descargada sin ocasionar problemas ambientales o ser sometidas a tratamientos

posteriores que permitan reutilizarla

Existe una gran variedad de microorganismos que degradan compuestos
nitroaromaticos y colorantes azo. Cuando los microorganismos utiizan estos
compuestos quimicos como unica fuente de carbono, primero bajo condiciones
anaerobias conduce a la formacion de aminas aromaticas (Melgoza, et al 1999; Cruz
y Buitron 1989, Anliker 1979). En segundo lugar en condiciones aerobias, !as aminas
son mineralizadas siguiendo tres posibles rutas metabolicas: a) Formaciéon de
nitrogeno molecular ( Spadaro et al., 1994) b) Nitrificacion, el nitrogeno en forma de
amonio se oxida a nitratos { Charackhs y Wilderer, 1989), ¢) Formacion de biomasa

microbiana. Estos procesos dan lugar finalmente a la formacion de CO, y agua que

X1



no son toxicos para los propios microorganismos y fauna que habitan en cuerpos de

agua

Estos estudios representan un esfuerzo por encontrar un proceso adecuado para la
degradacion de tdxicos xenobioticos. Por lo tanto es importante continuar con los
estudios para probar diferentes sistemas de biodegradacidn, estrategias de
aclimatacion de los microorganismos e identificar a las comunidades que participan
en estos procesos De este modo en el presente trabajo se proponen [os siguientes

objetivos y metas.

xi



OBJETIVO

Determinar la variacion de las comunidades de microorganismos que intervienen en
la biodegradacién de los compuestos toxicos en el proceso anaerobio/aerobio

integrado, con base en el perfil cromatografico de sus acidos grasos celulares

METAS

« Calibrar el perfil cromatografico de los acidos grasos celulares de las bactenas
provenientes de un lodo anaerobio y de un lodo aerobio a fin de establecer un

patrén caracteristico de cada uno de ellos, utilizando cromatografia de gases.

+ Evaluar si, de acuerdo con el perfil cromatografico de fos acidos grasos celulares
obtenido, de muestras obteniias de los reactores pilotos, es posible diferenciar a
los microorganismos de acuerdo con el tipo de metabolismo respiratorio

* Determinar la distribucion espacial de las bacterias adheridas al soporte de fos
reactores pilotos utiizando el perfil cromatografico de los acidos grasos celulares

HIPOTESIS
Existen ciertos acidos grasos contenidos en las membranas celulares bacterianas

caracteristicos de las comunidades anaerobias, aerobias y facultativas, las cuales

servirian como biomarcadores para diferenciarlas

X1



OBJETIVO

Determinar la variacién de las comunidades de microorganismos que intervienen en
la biodegradacion de los compuestos téxicos en el proceso anaerobio/aerobio

integrado, con base en el perfil cromatografico de sus acidos grasos celulares

METAS

« Calibrar el perfil cromatogréfico de los acidos grasos celulares de las bactenas
provenientes de un iodo anaerobio y de un lodo aerobio a fin de establecer un

patron caracteristico de cada uno de ellos, utilizando cromatografia de gases.

» Evaluar si, de acuerdo con el perfil cromatografico de los acidos grasos celulares
obtenido, de muestras obtenidas de los reactores pilotos, es posible diferenciar a
los microorganismos de acuerda con el tipo de metabolismo respiratorio.

+ Determinar la distribucién espacial de fas bacterias adheridas al soporte de los
reactores pilotos utilizando el perfil cromatografico de los acidos grasos celulares

HIPOTESIS
Existen ciertos acidos grasos contemdos en las membranas celulares bacterianas

caracteristicos de las comunidades anaerobias, aerobias y facultativas, las cuales

servirian como biomarcadores para diferenciatias

Xl



CAPITULO 1

ANTECEDENTES
1.1Procesos biologicos para el tratamiento de aguas residuales industriales

1.1.1 Procesos anaerobiofaerobio para la degradacion de compuestos toxicos

Los efluentes industriales tienen [a particularidad de ser variables tanto en su
cantidad como en su calidad. En e! caso de las industrias quimicas y petroquimicas,
poseen ademas la caracteristica de ser tdxicos hacia los microorganismos. En la
actualidad, ef proceso biologico mas utilizado para tratar aguas residuales es el de
lodos activados. Sin embargo, pocas plantas de tratamiento operan

satisfactcriamente,

Se han explorado nuevos procesos aerobios (Buitrén y Ortiz, 1998) y anaerobios
{(Macarie, 1999) para el tratamiento de efluentes contaminados por compuestos
toxicos. Sin embargo, el uso de sistemas acoplados anaerobiofaerobio parece
presentar ventajas sobre la biodegradabilidad de compuestos considerados
recalcitrantes (Cruz y Buitrdn, 1999; Kudlich, ef al. 1996 ; Haug, 1991)

Una nueva estrategia en los procesos anaerobio/aerobio, es el use del sistema SBR
con ciclos alternantes de aeracién y no aeracion en un solo reactor. Esto es factible y
se han logrado obtener altas eficiencias de remocion de compuestos nitroaromaticos
(Juarez, et al. 1999 ; Melgoza, et al. 1998). La altermancia en la aeracién, en un
biorreactor genera un ambiente anaerobio/aerobio que da lugar al desarrollo y
seleccitn de comunidades microbianas mixtas, en donde los productos generados
por los organismos anaerobios (metabolitos reactivos, que no los degradan), puedan
ser empleados por otros microorganismos que en presencia del oxigeno, los utilicen

como fuente primaria de energia llevandolos hasta su mineralizacion completa.



Es de suma importancia conocer, cuaies son aquellos microorganismos que
participan en la biodegradacion de toxicos en este tipo de biorreactores. Hasta ahora
la dentificacion de los microorganismos se han centrado en los meétodos de la
microbiologia clasica, las cuales se basan en el aislamiento y cultivo de
microorganismos, que no necesariamente permiten reproducir en el laboratorio las
condiciones que prevalecen en el ambiente de donde provienen los
microorgarismos. De tat manera que se reporta que unicamente del 0.01 al 12 % de

una muestra ambiental, puede cultivarse e identificarse (Atlas, 1984).

Esto da lugar, a ia obtencion de un corocimiento sesgado o [imitado de los
microorganismos que habitan y participan en la degradacion de toxicos, en un
ambiente determinado. Lo que conduce a atribuirles actividades biodegradativas
solo a aquellos microorganismos cultivables e identficados por la metodologia
clasica, y deja de lado a un gran nimero de ellos que no son cultivables y por tanto
no identificados, los cuales también tienen una participacion muy importante en el
ciclo de la degradacion de téxicos. De aqui la mportancia de conocer mejor el

sistema.
1.1.2 Estrategias para la degradacion de los compuestos toxicos

1121 Proceso SBR (Sequencing Batch Reactor o Reactor Riscontinuo

Secuencial).

E! proceso SBR es un sistema constituido por un cultivo mixto de microorganismos
en la forma de biomasa en suspension o biopelicula: es una técnica orientada en el
tiempo en adicidon con un flujo de nutrientes. are {segun el sistema) y tiempo de

contacto determinado (Wilderer, 1991).

tav)



El proceso es una operacion discontinua basada en ur: sistema de llenado y vaciado
que se realiza en uno o vanos tanques, una unidad o cicle del proceso esta
conformada por cinco fases que tienen lugar en forma secuencral: 1) llenado. 2)

reaccion, 3) sedimentado. 4) vaciado y 5) tiempo muerto o mnactivo (Figura 1)

Fase de llenado. El reactor inicialmente se encuentra con un volumen minimo de
agua y biomasa altamente concentrada; un aireador debe de estar funcionando para
asegurar que los microofganismos obtengan oxigeno necesarno para  su
supervivencia. Durante esta fase se alimenta el reactor con agua residual ne tratada
o pretratada hasta que el reactor se llena a su capacidad maxima También se pone
en funcionamiento un mezclader para uniformar la muestra y mantener Ia
suspension de los lodos para la siguiente fase.

Fase de reacciéon. Una vez lleno el reactor se continua mezclando y aireando la
suspension de lodos activados hasta que [a biomasa degrade todo el contaminante o
sustrato. El ttempo que dura esta fase es determinada por el investigador sobre la

base de mediciones y pruebas de lahoratorio.

Fase de sedimentado. Cuando el agua ya ha sido tratada, se apaga el aerador y
mezclador para permitir que los lodos se decanten. El tiempo de decantado depende
de las condiciones especificas del reactor (por ejernplo la altura) el tipo de lodos que

se empieen (lamafio de los fioculos)

Fase de vaciado. Una vez decantados los lodos. el agua tratada que queda en |a
parte superior (sobrenadante) puede ser removida sin dificultad Esta puede ser
posteriormente descargada a un cuerpe de agua o enviada a otra pianta para un
tratamiento posterior

Tiempo muerto. Debido a que el reactor puede ser parte de un banco de reactores

que operan en paraleio o bien, que la carga de agua a tratar sea tan pequeia que no



amerite iniciar otro ciclo, se debe también considerar un tiempo muerto antes de
repetir la operacion Durante este tiempo generalmente los lodos deben ser aireados
para permitir a los microorganismos respirar, aunque se mantengan en ayuno
También en esta fase puede ocurnr que por muerte natural de 1os rricroorganismos.

deba considerarse una purga de la biomasa vieja para susttuirla por biomasa nueva.

El sistema SBR esta basado en los sistemas naturales, per lo que impone
condiciones oscilantes semejantes a [as encontradas en el ambiente de manera gue
se busca que los microorgamismos desarrollen mecanismos que los ayuden a
soportar condiciones ambientales estresantes y hostiles El sistema SBR puede
extenderse también a los sistemas con biopelicula o biomasa fija que ademas de las
ventajas adquiridas por el modo de operacion del SBR convencional favorece la
formacién de gradientes de concentracion a través de la biopelicula y menor perdida

de soOlidos suspendidos volatiles (SSV), que se adhieren sobre un empaque

[LLENADO
Influcnie 1
TIEMPO
MUERTO _
h REACCION
Purga
VACIADO .
DECANTACION
—

| Eftuente

Figura 1. Etapas del ciclo de tratamiento en un reactor SBR



12 Métodos para identficar a ios microorganismos que intervienen en la

biodegradacion de toxicos
121 Métodos genotipicos

El gran avance de la microbiologia ambiental en la uitima década ocurrid con la
aplicacién de los métodos basados en el andlisis de los acidos nucleicos para
detectar genes cataboiicos de bacterias y sus niveles de expresion en muestras

ambientales.

Los métodos moleculares representan una herramienta muy poderosa por su gran
sensibilidad y especificidad. Por ejemplo, cuando se aplican bajo condiciones muy
controladas, una sonda genética de 17 pares de bases (pb) es capaz de detectar un
gen unico dentro de un genoma cuyo tamafio es de 3 x 10(9} pb ( Berent ef al
1985). Esta gran sensibilidad y especificidad proviene de los enlaces de hidrégeno

entre los nucledtidos complementarios.

A través de las técnicas moleculares es posible conocer la estructura de una
comunidad microbiana. fa dindmica de cierta poblacion y la frecuencia en la que se
encuentran los genes catabolicos. La desventaja de estas técnicas es su alto costo
(Gonzélez, 1998, Milsic y Saval, 2000).

Dentro de las técnicas moleculares se mencionan las siguientes:
1211 Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)
La técnica de PCR fue desarrollada en 1985 y desde entonces se convirtio en el

mayor avance tecnologico de la biologia molecular (Saiki ef al, 1985). La técnica

permite la amplficacion in vitro de fragmentos especificos de ADN de interés,



durante un proceso con la enzima termoestable de paolmerasa de ADN. Después de
20 ciclos de amplificacion, la “secuencia blanco” se amplifica un millén de veces, si la
eficiencia es del 100%. El mecanismo de reaccion. la concentracion de reactivos y
las condiciones de reaccion han sido ampliamente reportadas en ia literatura (Innis y
Gelfand, 1990; Saiki, 1992)

Al paso del tiempo, esta técnica ha mostrado ser una herramienta de gran utiidad
para la deteccidn de genes catabélicos involucrados en fa degradacion de
contaminantes en muestras ambientales. Los pnncipales componentes de la
reaccion de PCR son la secuencia que se pretende amplificar, los “primers”
preparados prewviamente, la enzima mas comin Tagq DNA polfimerasa y los
nucledtidos, todo en una mezcla con fa solucién amortiguadora. Un ciclo de PCR
consiste de 3 pasos: desnaturalizacidn de las cadenas de ADN, alineamiento de los
“primers” y extension Los “pnmers’ son oligonucledtidos quc reconocen los
nucledtidos a los costados de la secuencia blanco y permiten que se adhiera la

enzima Taq polimerasa para que comience el proceso de polimerizacion

Existen variaciones de la técnica de PCR, por ejemplo AP-PCR (arbitrarily primed
PCR). también llamado RAPD (randomly amplified polymorphic DNA) y rep-PCR
(repetitive PCR), donde se usa un solo “primer” para amplificar una region
especifica, pero definida del genoma. De esta manera se obtiene un patron de los
fragmentos de ADN (fingerprint) que permite identificar a un microorganismo

especifico (Milsic y Saval, 2000).

Las ventajas de estas técnicas en comparacion con la PCR clasica son que se
pueden aplicar sin tener informacién previa sobre el sistema genético del

microorganismo de interés



1212 Desarrollo de sondas genéticas

Las sondas genéticas se han desarroflado con el fin de detectar secuencias
nuclectidicas especificas. Las sondas que mas se utilizan en ia practica son los
oligonucledtidos (menos de 40 pb) que se sintetizan quimicamente a nive! industrial
Son de alta especificidad y se utilizan principalmente para detectar mutaciones en
los ensayos de hibridacién y como “primers” en fa PCR. También, los productos de

PCR de hasta 1000 pb se pueden marcar y servir como sondas genéticas

Los métedos de marcaje pueden ser radioactivos o inmunoenzimaticos que incluyen

el uso de biotina y de colorantes bioluminiscentes

Las sondas genéticas se disefian con base en los genes_que codifican para enzimas
clave de las rutas de biodegradacion y se aplican para detectar bacterias
responsables de la degradacidn completa de hidrocarburos y de compuestos
clorados También se pueden aplicar durante la deteccién, aislamiento y monitoreo
de ciertos grupos de bacterias, como por glemplo, las bacterias nitrificantes y

sulfatoreductoras.

Cuando ya se tienen preparadas las sondas geneticas, el sigiente paso es aplicar
ias técnicas de hibridacion con el ADN total extraido de la muestra ambiental que se
pretende analizar. Casi todas las técnicas de hibridacion se basan en la
desnaturalizacion de las cadenas de ADN, introduccién de sondas genéticas y
realineamiento de las bases complementarias formando el hibrido de doble cadena.

El grado de compiementariedad entre las cadenas es un factor importante que
influye en la hibridacion, ademas de la longitud y concentracion de la secuencia
nucleotidica y de la sonda genética. asi como la temperatura y (@ concentracion de

las soluciones amortiguadoras (Miisic y Saval, 20003,



1.2.2 Meétodos fenotipicos

Los métodos fenaotipicos como ios morfométricos, citoldgicos y bioguimicos han sido
y son usados hasta la fecha para determinar el grado de semejanza entre los
microorgarmsmos, que en la practica han demostrado que proveen una ampha
informacién, y que en ocasiones por razones técnicas y de tiempo no son utilizados
totalmente, ademas de implicar trabajo extra en el laboratorio, con mas consumo de
tiempo en su proceso, sobre todo en areas donde el acortar tiempo es importante
como en la clinica, ingenieria sanitaria, calidad del agua, veterinaria e industria
alimentaria. La quimiotaxonomia con el uso de los lipidos en bactenas propone una

alternativa: ganar tempo, métodos sencillos y exactos.

1.2.2.1 Métodos clasicos

Dentro de ellos se encuentran los métodos morfologicos macroscopicos para las
colonias crecidas en agar y microscopicos para observar la forma de cada
microorganismo. El primero toma en cuenta el color, ia superficie, densidad y
consistencias de las colonias, y el segundo el tamafo, forma, disposicién de las

células y presencia de estructuras especificas de los individuos.

La tincién de Gram es otro método clasico para la identificacidn de bacterias, et cual
identifica a dos grupos; gram positivos ( se tifien de color azui) y gram negativos (se

tifien de color rojo o rosado).
1.2.2.2 Sistema API

Este sistema sirve para la identificacion de enterobacterias y otras gram negativas
principalmente, aunque tambien es aplicable para bacterias gram positivas utilizando

otro tipo de sustratos



Se basa en el metabolismo de las bacterias y consta de 23 pruebas biogquimicas
miniaturizadas y estandanzadas. Cada prueba se realiza en microtubos que
contienen medios especificos deshidratados. estos medios son reconstituidos
adicionande la suspension celular. Las pruebas del sistema son o-mitrofenil beta-
galactosidadsa (ONPG), lisina descarboxilasa (LDC), utiizacion de citratos (CIT).
preduccion de sulfuro de hidrogeno (H:$), fermentacion de glucosa (GLU). sorbrtol

(SCR). arabinosa (ARA), y oxidasa {OX) entre otras

Para usar el indicador del perfil analitico, los perfiles bioquimicos obtenidos son
transformados en perfiles numéricos, por ejemplo, un nimero que ayude a facilitar la
transcripcién de todos los resultados obtenidos para un organismo y comparar con

los perfiles listados en el indice del manual API.

El principio de codificar es condensar las piezas binarias de informacion (+ o -}
dentro de un perfil numérico., Para hacer esto. las pruebas son divididas en grupos
de tres y para cada reaccion positiva se le da un valor igual a 1, 2 0 4 de acuerdo a
la posicion de la prueba en su respectivo grupo: primero, segundo o tercero. La
suma de estos tres valores (0 para reacciones negativas) da el correspondiente
digito con un valor entre 0 y 7. Luego se recurre al Manual API para identificar a las

especies de bactenas (AP1,1990).

1223 Acidos grasos celulares bacterianos

El contenido total de acidos grasos de la mayoria de las especies de bacterias se

encuentran distribuidos en [a pared celular, membrana celular e inclusiones

citoplasmaticas{ Figura 2).
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Figura 2. Estructura de la membrana celular donde se puede notar la doble
capa fosfolipidica, la cual la conforman en su mayor parte los acidos grasos
celulares

Incluyendo todos los lipidos, estos son mucho mas abundantes en la pared de las
bacterias gram negativas que en las gram positivas. Las bacterias no acumulan
iipidos como material de reserva, sin embargo contienen cantidades considerables

de ellos como constituyentes de sus sistemas membranosos (Gottschalk, 1979).

Los acidos grasos en las células bacterianas, se sintetizan por separado y luego son
esterificados para formar lipidos mas complejos. Se han encontrado muchas clases
de acidos grasos en las bacterias: los que contienen un namero diferente de atomos
de carhono, los de cadena recta o de cadena ramificada, pueden tener o no dobles
enlace, pueden contener o no grupos OH, y contener o no anillos de ciclopropano
(Stainer, 1986).

Los acidos grasos de las bacterias pueden ser saturados 0 no saturados, tener uno
o mas dobles enlaces, y el precursor de dichos acidos grasos es la acetil coenzima A

(Gottschalk, 1979).
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Los acidos grasos saturados 1so y anteiso se encuentran en las bactenas gram
positivas. Las gram negativas contienen cadenas [ineales de acidos grasos con una
doble lgadura. Esta caracteristica se utliza como guia para la clasificacion

taxonomica de bacterias

Los acidos grasos no saturados iso y anteiso son aun raros en la naturaleza. La
determinacion de la posicion de la doble ligadura en estos acidos grasos se
considerd necesarna en aspectos de biosintesis, esto aumenta el valor taxonémico

(Bonn ef al., 1977)

La composicion de acidos grasos presentes en los fosfolipidos juega un papel
importante en la membrana de los microorganismos ya que determina la extension
de los fluidos en la membrana. Este fluido es necesario para funciones relacionadas

con procesos melabdlicos (Bonn et al., 1977. Lenitunger, 1879).

Los acidos grasos celulares (AGC) se usan para estimar la biomasa microbiana,
diversidad taxondmica y estatus nutricionat de los microorgarusmoes Pues se asume
gque los AGC se encuentran en una proporcion relativamente constante y su
variacion entre los diversos grupos taxondmicos, permitird usarse COmMG un

biomarcador e interpretado sin ambigiiedad {Vestal and White, 1889)

La extraccién y analisis de los AGC de una comunidad bacteriana es otra forma de
medir la biomasa. En sus membranas, todas las células contienen pnncipalmente
fosfolipidos, los cuales no se almacenan debido a su constante renovacion y

degradacion. Por lo tanto esto indica la biomasa viable (White ef al., 1979).



Los AGC se usan para esludiar la estructura de las comunidades microbianas, esto
es importante para discriminar entre los diferentes tipos de microbtos y el analisis del

contenido de los acidos grasos patrones provee uno de tales medios

En la mayoria de las células los fosfolipidos de las membranas contienen ac:dos
grasos unidos a enlaces éster (a excepcion de las Arquebacterias que tienen sus
acidos grasos unidos a enlaces éter. por lo tanto las bacterias de este grupo no

pueden ser medidas por este método)

Debido a que los lipidos totales de una célula pueden ser extraidos
instantaneamente, un analisis cuantitativo y cuaiitativo de los acidos grasos. puede
revelar la presencia y abundancia de cierto tipo de microorganismos, y lo mas
importante, bajo condiciones naturales, dando con eflo una representacion de los
microbios presentes en un momento particular. La presencia de ciertos AGC puede

servir como marcadores para ciertos tipos de microbios (Vestal y Chite, 1989}

La fraccién lipidica total de la célula microbiana, puede ser posteriormente
fraccionada o hidrohzada, usando para ello un medio acido o alcalino, generando
acidos grasos libres gue pueden ser esterificados con metanol para formar los
ésteres metilados de los acidos grasos (EMAG), { White ef al., 1979). Los EMAG
pueden ser analizados cuantitativamente y cualitativamente por cromatografia de

gases y postenormente ser verificada por espectrometria de masas

Aungue no es imposibie pero implica mayor esfuerzo caracterizar a los microbios
como genero, si es posible determinar cualitativamente y cuantitativamente los
grupos de microbios presentes cuando la muestra fue extraida. Estos acidos grasos
en general representan marcadores especificos para diferentes tipos de células

microbianas.



En un estudic del microcosmos en sedimentos marinos e Incubados bajo
condiciones aerobias, facultativas y anaerobias, se encontrd que los perfiles de los
EMAG obtemdos para cada grupo. presentaban diferencias. En efecto, los acidos
grasos ciclopropanos se incrementaron bajo condiciones anaerobias y facultativas. io
cual indicdé que estos acidos grasos serian buenos marcadores para nucrobios

anaerobios (Guckert ef af, 1985).

Por otro lado, el incremento de los acidos grasos insaturados en el microcosmos
aerobio, mostré que estos acidos serian buenos marcadores de microbios aerobios.
La carencia de acidos grasos poliinsaturados en estos perfiles, indico la ausencia de

microeucariontes

Verker y Hall (1998), usando el perfil de los acidos grasos celulares. encontraron
diferencias entre una biomasa microbiana suspendida y una biomasa fia en

hiorreactores, concluyendo que ambas comunidades son distintas

Debido a los inconvenientes que implica el uso de técnicas tradicionales de
identificacion, se hace necesana la implementacién y el uso de nuevas técnicas de
identificacion microbiana. como es el caso del analsis de los AGC por cromatografia
de gases. Entre las ventajas que ofrece es la minimizacion del error humano,
reduccion de tiempo y bajo costo economico y ademas amplia la informacién con
respecto a las pruebas bioquimicas y es aplicable a diversas areas. como la

alimentaria, agricola, sanitana, clinica y ecologica.

Por lo tanto, esta técnica también puede ser apicable a la biopelicula de los
biorreactores que tratan compuestos téxicos. con la finalidad de identificar ias
comunidades microbianas que participan en el proceso de la bicdegradacion de

compuestos xenobioticos. Sobre todo, cuando esta biopelicula se forma sobre



matenial porose como el tezontle, el cual permitria el desarrollo de diversos

ambientes (anaerobios. micro aerobios y aerohios)

1.2.2 31 Cromatografia de gases

La cromatografia de gases es hasta la fecha una herramenta auxihar en muchos
campos de la investigacién cientifica y dentro de su aplicacion estan las
investigaciones especificas relacionadas con e} contenido de los acidos grasos
celulares. Con ello se ha obtenido un gran avance en los aspectos taxonémices de

los organismos.

La cromatografia de gases consiste en la separaciéon de los componentes volatiies
de una mezcla, por medio de ia elucion de éstos a través de una fase estacionaria

adsorbida sobre un scporte y el paso de una fase movit o gas acarreador

Cuando la fase estacionarna es un iiquido se llama cromategrafia gas-liquido. y
cuando la fase estacionaria es un solido como carbén o gel de silice se denomina

cromatografia gas-sélide

Las partes integrantes de un cromatégrafo de gases son. 1) Tangue de gas

acarreador 2) inyector 3) horno 4) columna 5) detector 6) registrador (Figura 3)

En el cromatografo se utiliza un gas acarreador (fase movil) que bajo presion
moviliza una muestra de vapor desde el inyector y a través de una columna (donde

se encuentra a3 fase estacionaria). la muestra es adsorbida sobre el soporte de la
fase estacionara, donde se efectla la separacion, luego pasa al detector donde se

convierte en una senal eléctrica, la cual se registra en un graficador
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Figura 3: Esquema de un sistema cromatografico

A la grafica obtenida se le llama cromatograma y los parametros registrados son

tiempo en las abscisas y milivolts en las ordenadas.

El detector da una respuesta proporcional a la concentracion del compuesto eluido.
el detector de ionizacién de flama produce cromatogramas formados por picos 0
curvas que corresponden a cada uno de los componentes de la mezcla, el area bajo

la curva de cada pico es proporcional a la masa total del componente.

El parametro utiizado para determinar la elucidn de un compuesto es el tiempo de
retencion absoluto (TRA). bajo condiciones constantes de presion, fluo y
temperatura, tomando en cuenta que el fiujo es lineal con respecto al tiempo. Este
tiempo de retencidn es caracteristico de la muestra y es usado para la identificacion

de la muestra problema.



La wentficacion se basa en una comparacidn de los tempos de retencion del
componente desconocido con los datos obtenidos de un compuesto estandar,

analizado bajo las mismas condiciones (Yanez, 1992),



CAPITULO 2

ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

El estudio se dividid en tres fases. en la primera se realizé la validacion de fa técnica,
en [a segunda fase se implementd la técnica de cromatografia de gases. para
encontrar las condiciones adecuadas de operacion y en la tercera fase se realizo la

aplicacion de la técnica para el andlisis de la biopelicula de los biorreactores SBR.

2.1 Validacién de la técnica

Con la finalidad de encontrar Acidos grasos celulares que sirvan como
biomarcadores y que permitan lograr la identificacion de las comunidades
microbianas en un ambiente determinado, se considerd realizar una revision y
analisis de referencias bibliograficas relacionadas con la utilizacion de los AGC y
obtener una base de datos bihbliograficos de aquellos AGC que identifiquen a

comunidades bacterianas de ambientes anaerobios, facultativos y aerobios.

2.2 Calibracion e implementacion de la técnica
2.2.1 Cepas puras

Las especies Fseudomonas aeruginosa FMU 095081 y Escherichia coli FMU
047149, fueron obtenidas del cepario del Postgrado de la Facultad de Medicina
Humana de la UNAM. Clostridium innocuum C19, se obtuvo del cepario del
postgrado de la Facultad de Quimica de la UNAM Estas tres cepas se escogieron
teniendo en cuenta dos aspeclos. el primero como representativas de ambientes

aerobios, facultativos y anaerobios y el segundo por ser organismos no patdogenas

El género Pseudomonas pertenece a la familia Pseudomonadacea. se caracterizan

por ser bacilos Gram negativos, aerobios estrictos, metabolismo respiratorio nunca

-



fermentativo, reaccion catalasa y oxidasa positiva Son capaces de usar mas de un
compuesto de carbone organico como unica fuente de carbono y energia (Bergey's,
1984).

El genero Eschenchia pertenece a la familla Enterobacteriaceae las cuales
presentan algunas caracteristicas como. ser bacilos Gram negativos, crecer en la
presencia de oxigeno, metabolismo respiratorio y fermentativo. reaccién catalasa

positiva y oxidasa negativa, reducir nitratos a nitritos (Bergey's. 1984).

El género Clostridium se caracteriza por ser anaerobio estricto, carecer de sistemas
de citocromos y de un mecanismo para la fosforilacidn oxidativa por transporte de
electrones, obtener el ATP por fosforilzacion a nivel sustrato. La separacién de los
géneros en subgrupos se basa principalmente sobre sus propiedades y en la
naturaleza del donador de electrones usados. Algunos grupos del género
Clostridium se caracterizan por fermentar solo carbohidratos, fermentar protetnas o
aminoacidos. fermentar carbohidratos o aminoacidos, fermentar purinas y fermentar

etanol hasta acidos grasos (Brock, 1997)

2.2.2 Consorcios microbianos

2.2.2 1 Lodo aerobio

Se obtuvieron dos tipos de lodos aerobios, ambos provenientes de plantas de
tratamiento de aguas residuales municipales, uro de la UNAM y el otro de Cerro de
la Estrefla en México D.F. Eslos lodos sirvieron para obtener perfiles de acidos
grasos de una comunidad bacteriana en un fodo aerobio para establecer un patrén

caracteristico de estos ambientes.



2 2 2 2 Lodo anaerobio

Este lodo se obtuvo de un biodigestor ubicado en Almoloya del Rio, Estado de
México que trata aguas residuales municipales que recibe descargas de fabricas
textiles. Esta muestra también se usé para encontrar un patrén de acidos grasos en

un ambiente anaercbio.
2.2.2.3 Biopelicula de un reactor anaerobio

Se obtuvo la biopelicula de un reactor anaerobio operativo, para el analisis de los
acidos grasos, el cual sirvid como un patron comparativo frente a la biopelicula de

los reactores analizados (Cruz y Buitrén 1999).

2.3 Aplicacién de la técnica

2.3.1 Biomasa del reactor anaerobio/aerobio secuenciado

2.3.1.1 Caracteristicas del biorreactor SBR anaerobiofaerobio

£l expenmento fue realizado con un reactor SBR a escala laboratonic y el equipo fue
instalado en el Laboratorio de Bioprocesos Ambientales del Instituto de Ingenseria de
la UNAM, en la Ciudad de México y los analisis de cromatografia se realizaron en el
laboratorio de Inmunologia del Instituto de Investigaciones Biomédicas de la UNAM.
Para este estudio se emplearon dos biorreactores tipo SBR empacados con piedra

volcanica (tezontle} y enchaquetado con agua para mantener la temperatura en 25 +

2 °C (Figura 4).

El SBR consiste de un tanque cilindnco de maternial de acrilico de 60 cm de alto y 14

cm de diametro interior, las piezas del reactor se encuentran seltadas con



pegamento silicén y la tapa supenor sujeta por medio de tornillos. Cuenta con un

espacio en la parte inferior en donde se aloja el difusor de arre {8 cm de altura).

El reactor, con capacidad de 7 litros, fue empacado con piedra volcanica (puzolana)
de 2-3 cm de didmetro. El reactor tiene una cama de soporte de 40 cm En ia parte
superior del reactor se tieren 6 orficios de 1 pulgada de didmetro por donde se

colocaron los sistemas de medicién (ORP, OD. pH, T) y mangueras

Figura 4. Diagrama del reactor SBR empacado utilizado para (a degradacion de
2,4-DNF. (1) Reactor empacado, (2) difusor de aire, (3) calentador. {4) rotametro, (5)
bomba de llenado. (6) bomba de recrrculacién. (7) bomba de descarga, (8) tanque de
alimentacion, (9) Controlador de tiempe (10} vélvula selenoide

2.3.1.2 Condiciones de operacion del bicrreactor SBR anaerobio/aerabic

2.3.1.2.1 Biorreactor SBR anaerobio/aerobio alimentado con 4-nitrofenol

En cada ciclo de operacion del reactor se empled un tiempo de sedimentacidon de
cinco minutos, descarga cinco minutos y alimentacion de cinco minutos  El volumen

de intercambio al final de cada ciclo de operacion entre 70 a 85 %, la velocidad de



recirculacién se mantuve en 200 mU/minuto. E! flujo de aireaciéon se mantuvo en 1.90

L/minuto controlade por un rotametro de 5 SFCH

El biorreactor fue alimentado con 4-nitrofenol con una concentracion de 62 mg/|
operado durante 247 dias. corn ciclos anaerobios de cuatro horas y ciclos aerobios
de 35 horas. Las eficiencias de remocion fueron del 98%, a una temperatura de
27°C y con pH variable, durante el cicio, de 72 2 8.2 {(Melgoza et af., 1999).

2.3.1.2.2 Biorreactor SBR anaerabio/aerobio alimentado con 2-4 dinitrofenol

Las siguientes condiciones se mantuvieron en todas las etapas de operacion del
reactor en esta investigacion. En cada ciclo de operacidn del reactor se empled un
tiempo de sedimentacion de 20 minutos, descarga diez minutos y alimentacion de
cince minutos. El volumen de intercambio al final de cada ciclo de operacion fue del
75%, es decir. siempre se dejo en el reactor el 25% del total del volumen de

operacion (volumen de llenado).

La velocidad de recirculacion se mantuvo siempre constante durante el ciclo de
operacion del reactor y en contracorriente de la difusién de aire, es decir, con fluo
descendente. La salida de atre se controld mediante un rotadmetro con flujo constante
de 5 SFCH. manteniendo en la etapa aerobia del proceso una concentracién mayor

a 2 mg/L de oxigeno disueito,

Para la operacion de los ciclos se emplearon tres bombas peristatticas Cole-Parmer
dos de velocidad variable: una para alimentacion (de 6-600 rp.m) otra para
descarga (de 100 rpm) y una de velocidad constante (de 60 rpm para
recirculacion). Tode el equipo eléctrico. bombas y valvulas selencide de aire fueron

operadas por un controlador de tiempo marca Chrontrol (Linburg Enterprises. San



Diego. CA, USA), de cuatro canales de entrada. Es importante sefialar que durante

la experimentacion el pH no fue controlado.

El biorreactor fue alimentado con 2-4 dinitrofeno! a una concentracion de 30 mg/L
operado durante cuatro meses. con ciclos anaerobios de 21 horas y ciclos aerobios
de sers horas Las eficiencias de remocion fueron del 95% y a una temperatura de
25°C (Jugrez et al., 1999)

2 32 Preparacion de fos microorganismos para el anahsis

2.3.2.1 Cepas puras

De cada cepa de P. aeruginosa y E. cofi, se tomd una de las colonias crecidas en
agar nutritivo y se hicieron resiembras mediante el método de estrias en placa de
agar e incubadas por 24 horas a 37°C, después se obtuvo una muestra por raspado
de aproximadamente 10 mg. La cepa de Clostridium innaccum, se resembro en
caldo tioglicolato por 48 horas a 37°C, en condiciones de anaerobiosis. Para el
analisis se concentréd por centrifugacion a 3000 r.p.m. durante 15 minutos.

2.3.2.2 Consorcios bacterianos

La biomasa de los lodos anaerobios y aerobios se filtraron, usando papei de filtro
grueso, luego el filtrado fue sometido a centrifugacion a 3000 rp m. por 15 minutos
con la finalidad de obtener el sedimento o pellets, para el analisis respectivo

2.3.2 3 Biopelicula de bicrreactores

Las muestras de la biopelicula adhenda al empaque de los reactores

anaerobio/aerobio, se obtuvieron mediante raspade A fin de establecer si existian

A



diferencias de la biomasa a distintas profundidades de! reactor. se tomaron
muestras de biopelicula del empague del nivel supenor, medio e infenor (20, 40 y 60

cm. respectivamente)

Posteriormente. con el proposito de conocer la distribucién de los microorganismos a
diferente profundidad en el tezontle, las piedras de tezontie de cada nivel se
partieron cuidadosamente por la mitad. usando para ello un cincel. para luego
obtener por raspado, mediante una espatula de acero, una muestra de la parte

externa y otra de |a parte interna (Figura 5).
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Interi TN
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Tezontle Niveles del reactor
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Figura 5.Toma de muestra de la biopelicula del biorreactor y del empaque
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2.3.3 Tratamiento de las muestras biologicas

2.3 3 1 Extraccién y metilacion de los acidos grasos

Todas las muestras fueron colectadas en tubos de prueba de material de vidrio y
sometidas directamente al proceso de la extraccion de ios acidos grasos totales de

la siguiente manera (Mufioz ef af., 1997):

&) Saponificacion bajo reflujo, con una solucion de KOH al 5% mas una mezcla de
metanol-benceno 8.2 viv a 70°C, por espacio de 16 horas. Después de este tiempo
cada tubo de prueba con las muestras se sometid a una corriente de aire para
evaporar el solvente.

b) Extraccion de los lipidos con éter etilico: A cada una de las muestras se le agrego
1 miL de HCI al 10% mas 1 mL de éter etilico, después de agitar, el sobrenadante
organico éter, que contenia a los lipidos disueltos de cada tubo, se extrajo con una
pipeta pasteur y fue colocado en nuevos tubos de prueba, esta operacion se repitio
por tres veces.

Seguidamente a cada tubo conteniendo el sobrenadante se le agrego 1 mL de agua
destilada con el fin de lavar impurezas, se agitaron nuevamente y el sobrenadante
fue colocado en nuevos tubos de prueba, esta operacion se repitid tres veces.
Después se sometieron todas las muestras a una corriente de aire para evaporar e
solvente

c¢) Esterificacion de ios acidos con diazometano: Los acidos obtenidos en el paso
anterior fueron resuspendidos en 1 mL de éter etilico y se adicioné 1 mL de una
solucion de diazometano (mezcla de éter etilico con nitrosometilurea), para su
metilacion, se dejo reaccionar por guince minutos, después se evapord el solvente
en bafo de agua a 60°C. quedando finalmente los acidos grasos adheridos a las

paredes del tubo y listos para inyectarse en el cromatografo

AN



2.3.3.2 Andlisis de jos acidos grasos

Cada muestra conteniendo los acidos grasos esterficados. antes de ser inyectados
en el cromatégrafo fueron resuspendidos con 3 golas de eter de petroleo y de esta
suspension se tomé con una jeringa un volumen de 3 ul, el cual se inyectd en el

cromatografo.

Los acidos grasos se analizaron en forma de denvados metilados en un
cromatografo VARIAN STAR 3600 CXGC (Vanan Associates. Inc USA), equipado
con una columna capilar de silice fundida DB-1, de 30 m de fongitud. 0.32 mm de

diametro y 1 um de grosor y con un detector de ionizacién de flama.

La elucion se efectud con nitrogeno como gas acarreador a un flujo de 1 ml/min con
un gradiente de temperatura de 150°C a 250°C, a razdén de a 4°C/min mantenida
por cuatro minutos la temperatura nicial y por 15 minutos la temperatura final. el

tiempo de analisis fue de 45 minutos.

Los resultados se obtuvieron en un Registrador/integrador Varian 4400, acoplado al
cromatégrafo. Los datos obtenidos y registrados en el integrador aparecen en un
cromatograma, en el cual se muestran los tiempos de retencion y las areas bajo la
curva que son proporcicnales a la cantidad de los acidos grasos constituyentes de la

célula bactenana.

Los cromatogramas fueron comparados contra un estandar comercial para
identificacion de bacterias, catalogo 4-7080-U (Supelco/Sigma Aldrich Co. USA), el
cudl contiene una concentracién de 100 mg/mlL de acidos grasos bacteriales

disueltos en metil caproato y que sirvid para lograr [a identificacion de las muestras.



2333 Analisis estadistico para los acidos grasos celulares (AGC) en los

biorreactores anaerobio/aerobio

El analisis por componentes principales (ACP). fue utilizado para interpretar el perfil
de los acidos grasos, contando para ello con el programa Statgraphics versién 50
1981 de la Statistics Graphic Corporation {Schmid, 1983)

El andlisis por componentes principales, es un método estadistico multivariado. cuyo
proposito es recoger la variacién total de un conjunto de vanables originales, en
vanables artificiales compuestas por las primeras, que sucestvamente acumulan la
maxima variabilidad en ios datos. La varianza explicada por cada caomponente se
denomna valor propio (autovalor) y los coeficientes de las vanables originales en ia
ecuacion lineal que representa a cada componente, se denominan vectores propios
{autovector), indicando su contribucion la mayor o menor importancia de tas mismas
en la variabilidad explicada per ese eje o componente, es decir, cudles variables son

las responsables de esa vanabiidad en el mismo (Velazquez y Colmenares. 1999).

Posteriormente, una vez estabiecidos los componentes que explican la mayor
fraccién de la variabilidad total, los mismos son representados graficamente en un
plano. lo cual permite establecer un diagrama de dispersion de los individuos de Ia
muestra estudiada en funcién de los componentes obtenidos, estableciendo posibles

agrupamientos {Velasquez y Colmenares, 1999; Sundh ef a/ . 1997)

De los picos que se obtuvieron (que representan el contenide de los acidos grasos),
en los cromatogramas, el punto de interés son aguellos acidos grasos identificados
mediante el estandar y que se repiten continuamente en cada cromatograma. Una

vez seleccionados aquelios picos de importancia se siguieron los siguientes pasos

2t



Normalizacion de los datos

a} Se agruparon para cada cromalograma los picos selectionados con Sus
respectivas areas bajo la curva, obtenidos en un intervalo de tiempo de 45
minutos

b) Se sumaron todas las areas bajo la curva, de solo aguellos picos identificados
con el estandar, para cada cromatograma a fin de obtener un total y sobre la

base de este total se calcularon los porcentajes para cada uno de los picos.

Analisis por componentes principales

Se utilizaron dos columnas de datos: la primera columna representd a cada una de
las muestras analizadas y la segunda columna a los acidos grasos expresados como

porcentajes y contenidos en cada muestra.



CAPITULO 3

RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Sustento tedrico de la técnica

Con el objeto de sustentar el método de los acidos grasos ceiulares (AGC) como
indicador de la actividad respiratoria de los microorgamismos, se realizé una
busqueda bibliografica sobre el tema. desde el 2fo0 1980 hasta el 2000. Del analisis
bibliografico, se encontro que ios AGC pueden ser usados para identificar género y
especie principalmente; para cultivos de microorganismos puros, para comunidades
microbianas que se encuentran habitando en sedimentos y suelos (Zelles et af.
1997, Bossio y Scow, 1998).

La informacion obtenida se ordend y sistematizd. Los resuitados se muestran en la
Tabla 1. Ahi se indican los AGC que sirven como biomarcadores del metabolismo
respiratorio de bacterias que habitan en diversos ambientes y que nos permite

utilizarlos para nuestro propdsito experimental.

3.2 Implementacion de la técnica

3.2.1 Establecimiento de las condiciones operatorias del cromatografo

Tomando en consideracién las indicaciones dadas por el fabricante del estandar
comercial, las condiciones del cromatografo fueron las siguwentes: Temperaturas del
inyector y detector, 260 y 280°C. El programa de temperatura del horno fue 150°C a
250°C. a razén de 4°C/minuto, la temperatura inicial fue mantenida por cuatro

minutos vy la temperatura final por cinco minutos



Tabla 1. Acidos grasos celulares y su interpretacion

' Grupo " Acidos grasos " Organismos
: i
[Saturados  |[C120. G140, C150. C160. %Altos porcentajes en anaerobios {Clostrdium.

C17.0,C180.C19.0,C200 | Desuifovibno, Bacteroides) y en Enterchactenas

. Ghanem et al (1991) Helander y Harkara [1995). Ringelberg
cef @ (1997). Ospav y Turoba {1997), Boss:e ef af (1998)
Yamamoto ef & (1998), Inghan ef al (1998) Evans of &
[1598) Chhib ef ol (1999). Flahaul ef &l [2000)
' Tt A TT i 97 Aqp 4T o T S .
‘Insaturados C151°. C181 C181 as :Gramm negatvos  Principalmente anaerobio
it 1 mo Enterobacteriaceae en
C18 1% trans i facultabvos  col y

segundo lugar aercbios como Pseudomonas

I I JBoe y Gerde (1980). Vestal y White (1988}, Welch, (1991)
|
|

: HBor y Gjerde (1980}, Vestal y White {1988). Rajendran
: 1 {1992) Basite ef al {1995}, Osipov y Turoba (1997) Sunh pf

i 1997} Zelles af @l (1997) Lindahl et a/ (1997). Los y
: Murata {1998)

|Ramificados |C i-14.0, C+150, Ca-150, |Prncipalmente en aerobios Gram positvos
Ci-16:0, C -170,C a-17 0. (Baciilus, Arthrobacter. Corynebactenum)

Ci-18:0 ! Komagata y Susuke (1987). Vestal y White (1989] Kaneda
'11991). Welch (1991} Haack ef a/ (1994). Basile et al (1995

Lindahl et &/ (1997}, Sundh et af {1997). Ringelberg ef af

{1997). McNabb et af (1897). Bosswo ef af (1998). Bossio v

. iScow {1998} o o

Hidroxi C2-0H10:0, C2-0H12 0. Principalmente aerobios estrictos Gram negatives

como P
! C3-0H12:0, C3-OH 14 0 | seudomonas

! Komagata y Susuky (1987}, Veys ef al {1989). Haack of af

: (1994} ibakez ef af (1997) Os:pov ¥ Yuroba (19971 Olssor

: o letar (1999 e
| Ciclopropano |C17 0% C180' , Anaerobio facultativos y aerobios

: y Enterobacteriaceae, Pseudomonas

Boe y Gierde {1980). Vestat y White {1989). Rajendran cf af

[1992). Bossio y Scow (1998). Flahau! et a/ (2000)

!

Con estas condiciones se inyectd en el equipo 1 yl del estandar, luego de un lapso
de 30 minutos gue durd el analisis se presentaron e identificaron 20 de los 26 acidos
grasos indicados en el catéloéo del fabricante del estandar Frente a ello, se decidid
incrementar por mas tiempo la temperatura final de 250°C, primero se mantuvo por

diez minutos y luego por quince minutos



Tabla 2. Acidos grasos del estandar comercial de Supelco y tiempos de

retencién.

| N " Tiempo de Nomenclatura Nombre del acido graso
Pico retencion

I 1335 o~ Undecanoato )

2, 13.63 20H 100 2 hidroxidecanoate
5’3. S eas BRI dodecanvato i o
4 1919 i 130 *indecanoate T
‘ 5. 19 56 JOHI20 *-hidrovidecanoato

o 039 30H 120 3-idrovidecancato T
T T ;e T T T e T " retradecanoato T
K3 T Tsed T T Tz Ti-metilpentadecancate
;9. ’ BT I S Y "1 Z-metilietradecanoato

’ 10. 7393 T Y T ﬁz-madecanoato -
1 LRI YOO T Zhdrosietradecanoate
2. 26.07 T T30H 140 T T T S idrottetradecanoato T
13. 3671 i srY) _I—Jjuh—cillpcniadecanoalo -
! 14, AT h RS B " cis-%-hexadecenoato
-LIS.' T INTY “heradecanoato - a
[ 6. ST T T e T ethesadecanoie
M. W T C 0T o TOmenlenchesadecanoata
&~ 7 e T T 10T T hepadicaneate
5’19} 3093 " 1OH 160  Xhdrovibexadecanoato
rZIJ 367 T AL c15-9.1 Toncladecadiencate.
i, T8 T Gv9ctadecenoato. T
22 3163 gt trans-9-octadecenoato
(23 7 3346 REY octadecanoato T
257 Y LT -9 10-mutifencoctadecanoato
2k 370 190 nonadecanoate o
26, 4182 B 20 ciewanoate 77
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Figura 6. Picos cromatograficos del estandar comercial a) propercionado en el

catalogo del fabricante y b) obtenido experimentaimente en nuestro equipo.



Con este Gltimo tiempo y durante su espacio se observo en el cromatograma, |a
completa presencia de los acidos grasos del estandar comercial (Tabla 2, Figura 6
Anexo 2 Figura A1) Con ello quedaron definidas las condiciones del cromatograto.

para el analisis posterior de las muestras problemas.
3.2.2 Perfil de los acidos grasos de cultivos puros

En la Tabla 3 se presentan los acidos grasos de las tres cepas de referencia
Escherichia coli, es una bacteria anaerobia facultativa en la cual se observa !a
presencia de los acidos grasos C12:0, C16:1%, C18:1% cis y C17:0", los cuales son
reportados para la familia Enferobacteriaceae, dentro de los cuales se encuentra £
coli (Figura 7). Esta familia se distingue de otros Gram negativos por presentar altos
porcentajes de acidos grasos C12:0, C16:0, C16:1° y C17:0" (Boe y Gjerde. 1979,
Ingram, 1977),

w8

I

Figura 7. Perfil cromatografico obtenido de Escherichia coli
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En Pseudomonas aeruginosa, se noto ia presencia de los acidos grasos C2-OH 12:0
y C3-OH12:0 similares a los reportados por Welch (1991) y Kaneda (1991) Veys et
al (1989) Estos acidos son componentes de las paredes y membranas celulares de
bactenas aerobias Gram negativas, no fermentadoras como Pseudomonas

Flavobactenium y Alcaligenes.
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También se encontraron en esta cepa los acidos grasos ciclopropanos C17.0° y
C180" los cuales se reportan para Pseudomonas en porcentajes bajos en
comparacion de las enterobacterias (Figura 8), (Boe y Gjerde, 1979, Veys e! al.
1888). Por otro lado P aeruginosa presenta el acido graso insaturado C18:1° trans,
el cual se encuentra presente en el género Pseudomonas y se le relaciona también
a organismos aerobios y facultativos en los sedimentos segin Parkes y Taylor,
(1983), Veys et al (1989).

Tabla 3. Perfil cromatografico de los acidos grasos celulares de cepas puras

‘Acido  Escherichia Pseudomonas, Clostridium |
Graso coli aeruginosa innocuum
| Facultativa |  Aerobia l _Anaerobio J
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Figura 8. Perfil cromatografice obtenido de Pseudomonas aeruginosa

El andlisis de los acidos grasos de la bactenia anaerobia, Clostridium innocuum,
mostré una mayor predominancia de los acidos grasos saturados C12:0, C14:0,
C16:0 C17:0 y C18:0, y un insaturado ei C18:1° cis (Figura 9). Los tres primeros
concuerdan con los reportados como caracteristicos y abundantes para Clostridium

perfringens por Moss y Lewis (1967)

AV P

Figura 9. Perfil cromatografico obtenido de Clostridium innocuum



Otros AGC reportados en altos porcentajes para Clostndium botulinum son C14.0,
C16.0. C18:0, C18:1% cis (Evans et af, 1998), para Clostridum tyrobutyricum C16°0.
C14:0. C18:0 y C18:1° cis (Ingham et al . 1998).

Cabe resaltar que los AGC con grupo hidroxi y ciclopropano no se observan en

Clostndium, que es una bacteria anaerobia (Tabla 3)

3.2 3 Perfil de los acidos grasos de consorcios aercbios y anaerobios

En el caso del primer lodo aerobio proveniente de la planta de tratamiento de aguas
residuales de la UNAM, se observo una predominancia de los acidos insaturados,
que corresponden a baclerias anaerobia facultativas Gram negativas, principalimente
enterobacterias. Se destaca también la presencia del acido grasoc insaturado
C18:2%" encontrado en algunas bacterias Gram negativas. Sin embargo este acido
es un indicador de microeucariontes (Bossio y Scow, 1998; Boe y Gjerde, 1979),
Tabla 4, Anexo 2 Figura A2 a).

En el otro lodo aerobio, proveniente de la planta de tratamiento de aguas
municipales del Cerro de la Estrella, se noté la presencia de varnios tipos de AGC
como, saturados, insaturados, ramificados, con grupos ciclopropanc e hidroxi,
indicando la presencia de comunidades prnncipalmente aerchias vy anaerobia
facultativas {Tabla 4, Anexo 2 Figura A2 b).

Nuestros resultados encontrados para este tipo de lodos se refuerzan con lo
encontrado por otros investigadores quienes trabajaron con sedimentos y suelos.
Por ejemplo, se reporta que existe una estrecha relacion entre ios AGC saturados e
insaturados, de tal forma que cuando existen condiciones aerobias, los AGC

Insaturados se incrementan y los saturados disminuyen (Ringelberg et al, 1997).



Tabla 4. Perfil de los acidos grasos celulares de
consorcios aerobios y anaerobios

-y
1

Acido | *Lodo | PLodo | Lodo
| Graso ' aerobio , aerobio ' anaerobio
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a: Planta de tratamiento UNAM b: Planta de tratamiento Cerro de la Estrella

Cuanto mas superficial es un suelo mayor es la presencia de los AGC insaturados,
por otro lado en zonas donde ocurren inundaciones estacionales, los sedimentos se
tornan mas anaerobios y los AGC insaturados disminuyen por existir menor
concentracién de oxigeno, tomando en cuenta este parametro. (Ringelberg ef al.

1997; Rajendran et al., 1992; Bossio y Scow, 1998. Yanagibayash: ef af., 1999).

De igual manera se reporta que los AGC ramificados son muy abundantes en suelos

y sedimentos en microcosmos expuestos a una aeracion continua, aunque también



se reportan en proporciones muy bajas para ambientes anaerobios { Sunh et al.
1997; Bossio y Scow, 1998; Zelles ef al., 1997).

El analisis de los acidos grasos del lodo anaerobio, reveld una mayor presencia de
los AGC saturados seguido de los AGC insaturados. estos resultados nos indicarian
que las comunidades existentes en ese lodo son predominantemente anaerobias y
en segundo termino anaerchio facultativo Gram negativas como las Entercbacterias
(Guckert et al., 1985,1986 y Kaneda, 1977).

Tambiéen se observé la presencia de acidos grasos ramificados. lo que nos indicaria
que también habitan en muy baja proporciéon aigunos microorganismos aerobios
(Tabla 4, Anexo A2 Figura A3 a).

3.2.4 Perfit de los acidos grasos del reactor anaerobio

Al analizar los microorganismos de este reactor, se encontré una predominancia de
los acidos grasos saturados como el C12:0, C14:0, C16:0, C17:0 y C18:0, los tres
primeros son muy abundantes en bacterias anaerobias como Clostridium perfringens
(Moss y Lewis. 1967), el tercero y cuarto también se reporta para Enterobacterias
como Eschericia coli y Salmonella (Welch, 1991), el quinlc se reporta para

Fusobacterium otra bacteria anaerobia (Tabla 5, Anexo 2 Figura A3 b).

También en esta biopelicula se puede observar la presencia de acidos grasos
insaturados y con grupo hidroxi, los cuales abarcarian tanto a las bacterias Gram
negativas como las Entercbacterias las cuales son anaerobias facultativas (Boe y
Gjerde, 1979).



Se encontraron también AGC ramificados como C i-15:0, C a-15 0. los cuales son
reportados como predommanies en sedimentos de tipo aerobio (Guckert ef al, 1986.
Harwood y Ruseil, 1984), pero se reportan también en algunos casos para bacterias

anaerobias como Propionibactenum y sulfatoreductoras (Weilch, 1991).

Los dcidos C i-16:0 y C i-17.0 se presentan también en bacterias Gram negativas

como la familia Vibrionaceae (McNabb et al., 1997).

Tabla 5. Perfil de los acidos grasos celulares para un biorreactor anaerobio
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3.2.5 Comparacion de los perfiles obtemdos con la literatura

Los perfiles de los AGC, obtenidos para las cepas de Escherichia coli. Pseudomonas
aeruginosa y Clostridium innocuum, comparten algunos AGC reportados para la

amplia gama de microorganismos de este tipo.

Por ejemplo, la cepa de E. cofi, presenta les AGC C12:0. C16:1°, C181° y C170".
ios cuales se reportan como abundantes en la familia Enterobacteriaceae, las cuales
son bacterias anaerobias facultativas Gram negativas y lo podemos observar en la

Figura 7 y 10a ( Boe y Gjerde, 1979; Komagata y Susuky, 1987).

Para Pseudomonas aeruginosa, otra Gram negativa no fermentativa, presenté ocho
AGC, de los cuales son representativos y reportados para este grupo, aquellos que
contienen el grupo Hidroxi C2-OH12:0 y C3-OH12:0, estos Acidos grasos proveen
evidencias de la oxidacion microbiana, como un paso importante hacia ia
degradacién de los AGC en sistemas biologicos (lbafez et al., 1997, Veys et al,
1989; Komagata y Susuky, 1987) (Figuras 8. 10by 10 c}.

Por otro lado en la Figura 10, se puede notar la mayor presencia de AGC
ramificados para una bacteria aerobia Gram positiva como Arthrobacter grobiformis
CNF 022, los cuales identifican principalmente a las comunidades aerobias Gram
positivas (Komagata y Susuky, 1987; Welch, 1991, Kaneda, 1991, Rajendran, 1992:
Bossio y Scow, 1998).

En Clostndium innocuum. una bacteria anaerobia estricta, se nota la predominancia
de los AGC saturados, similares a los que presentan otros anaerobios estrictos
reportados para especies del genero Clostndium y Pectinatus, observados en el
perfil cromatografico de las Figuras 9 y 10e (Helander y Haikara. 1995. Ghanem et
al., 1991).
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Del analisis anterior podemos concluir que, la presencia y abundancia de ciertos
acidos grasos celulares identifican el metabolismo respiratoric neo sblo de cepas
puras, sino también de las comunidades bacterianas en general, que habitan en
diversos ambientes de suelos, sedimentos y lodos activados. Por io tanto esta
metodologia puede ser aplicada para la biomasa de nuestros borreactores
permitiéndonos con ella identificar a las comunidades mencionadas, con base a la
presencia de 4cidos grasos celulares biomarcadores y tomando como base el tipo de

metabolismo respiratorio, mismo que se resume en la Tabla 6

Tabla 6. Acidos grasos biomarcadores de comunidades bacterianas

Comunidad bacteriana | ~ Acido graso biomarcador

Anaerobios €120, C130.C14 0. C150, G160, C17 0, C180. C19 0. C17 04,
C19 04
Gram negativos: '
! :
' Enterobactenas (facultativas) 'C120.C160 C161". C18 1°@s C170a
Pseudomonas  (aerobios} C2-OH10 0, C2-OH12 0. C3-OH12 0. C3-OH14 0. C17 04 C18 01

|
Gram positivos (aerobios) ! C1150,Ca-150,C 1140, C 1-16 0. C -17°0. C a-17 0. C 18 0
I

L i

3.3 Aplicacion de la técnica al proceso anaerobio/aerobio
3.3.1 Biorreactor SBR alimentado con 4-nitrofenol

3.3.1 1 Distribucion espacial de las bacterias a diferentes profundidades en e
biorreactor

La Tabla 7 muestra el anallsis de tipo cualitativo para los acidos grasos de la
biopelicula del soporte encontrados externamente. en ios niveles superior, medio e

inferior. En los tres niveles, comparten en su mayor parte los mismos acidos grasos.
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por lo que se asume que la comunidad es la misma a lo largo del reactor ( Anexo 2

Figura A4 a y by Figura A5 a).

Tabla 7. Distribucion espacial de los acidos grasos celulares para un reactor

anaercbiolaerobio alimentado con 4-nitrofenol

Acido 1;"77 - "REACTCR ANAEROBIO/AEROBIO {4-NF}

Graso ,___ "Swperior | Medio . _.__lImferior

e . ‘Externo .. Anterno Externo  lIaterno  Externo Anterno_
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St sumamos cada grupo de AGC de los tres mveles externos observamos que, los
AGC saturados, que representan principalmente a los anaerobios. son 12, mientras
que los AGC insaturados. hidroxi y ciclopropano son 11 Estos representan a las
bacterias anaerobia facultativas y aerobias como Enterobacteriaceae ¥
Pseudomonas.

Los AGC ramificados suman diez. indicando con elio que las bacterias Gram
positivas aerobias, tienen una presencia muy activa en esta parte exterior de la

biopelicula del reactor.
Para establecer la presencia y predominancia de las comunidades bacterianas, se

realizo un andlisis estadistica cuantitativo de los AGC (Tabla 8, Figura 11).

Tabla 8. Correlacion entre los AGC de muestras de dos reactores
anaerobio/aerobio por anélisis de componentes principales

’ Numero Porcentaje de Porcentaje Numero . Porcentaje de Porcentaje -
| Componente varianza acumulativo | Componente varianza acumulativg
[0 85 (7a17 851741 ?fl 20 ‘0°00008 99 99937
. b2 6 42642 91 60048 ; 21 0 00008 899 99945
' 03 36474 95 24773 22 D 00008 99 99953
L 04 216758 97 41532 ! 23 0 00007 49 99960
05 1.09178 86 50710 24 0 000G7 99 99968
06 063159 99 13865 25 0 ¢O006 99 69974
07 031513 99 45382 26 {0 000cs 99 99880
p8 022393 99 87775 27 0 00004 99 99984
' 09 013598 99 81374 24 0 00003 99 99986
10 010892 95 92266 ! 25 0 00002 99 99989
;o1 0 04662 59 £5929 | 30 0 poooz 99 99991
112 002062 99 98991 31 000002 95 99593
13 0.00620 59 99G11 32 000002 99 99954
14 opo1 T 99 99782 33 0 00001 99 99995
.15 000079 59 99867 34 Q 00001 9959997
16 000025 99 99287 35 0 600 95 99998
17 000022 99 99308 36 000001 98 99999
18 000019 99 99920 37 0 pooo 100 00000
- 19 0 00009 99 59329 348 0 DOBGD 100 00000
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Figurai1. Andlisis por componentes principales de comunidades bacterianas
del reactor anaerobio/aerobio alimentado con 4-nitrofenol

El nivet superior externc indicado con la letra B aparece un grupo muy definido, en
donde predominan los AGC ramificados, corroborando con ello ta presencia de una

comunidad aerobia Gram positiva, para ese nivel.

Par otro lado para los niveles medio e inferior externo indicado con la letra C existe
un cansorcio bacteriano con caracteristicas similares de bacterias Gram negativas,

pero si lo subdividimos en sub grupos, en C, hay predominancia de AGC, C18:4°
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Figura11. Analisis por componentes principales de comunidades bacterianas
del reactor anaerobio/aerobio alimentado con 4-nitrofenol

Ef nivel superior externo indicado con la letra B aparece un grupo muy definido, en
donde predominan los AGC ramificados, corroborando con ello 1a presencia de una

comunidad aerobia Gram positiva, para ese nivel

Por otro lado para los niveles medio e inferior externo indicado con fa letra C existe
un consorcio bacteriano con caracteristicas similares de bacterias Gram negativas.

pero si lo subdividimos en sub grupos, en C, hay predominancia de AGC, C18:1°
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trans y C2-OH 10:0 caracteristicos del género Pseudomonas. una aerobia estricta y
en C; los AGC dominantes son el C16 0y C16 1° los cuales son dorminantes en las

anaerobias facultativas, como en las Enterobacteriaceae.

Por lo tanto podemos suponer que la comunidad bacteriana del nwel superior
externo es diferente de las comunidades presentes en los niveles medio e inferior

externo.

3.3.1.2 Distribucién espacial de las bacterias dentro del empagque de tezontle

Del analisis anterior se dedujo que la parte exterior del tezontle se encuentra
colonizada por comunidades bacterianas aerobias Gram positivas y Gram negativas,
en la misma Tabla 8 se puede observar que cualitativamente los AGC encontrados
en el interior del tezontle en sus tres niveles comparten los mismos AGC saturados y

no se encontrod la presencia de otros AGC.

Este nos indica que ia misma comunidad anaerobia se encuentra a diferentes

profundidades de! reactor y en todos lo niveles internos (Anexo 2 Figura A5 b).

El analisis estadistico de los AGC de la parte interior del tezontle en todos los
niveles, mostro que éstos se disponen en un solo grupo que se denota con la letra A,
el cual se diferencia claramente de los otros grupos, caracterizandose por la
presencia dominante de los AGC saturados, corroborando con el analisis cualitativo
de que esta parte interna del tezontie se encuentra colonizada por comunidades

bacterianas anaerobias (Figura 8, Tabla 9).
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3.3 2 Biorreactor SBR alimentado con 2-4 dinitrofenol

3 3 2.1 Distribucién espacial de las bacterias a diferentes profundidades de!
biorreactor

Al analizar la Tabla 9 correspondiente al analisis cualitative de los AGC del reactor
alimentado con 2-4 dinitrofenol, se observa mucha similitud de los AGC entre los
niveles superior y medio externos. lo que no sucede con el nivel inferior externo,
donde se aprecia un mayor nimero de AGC ramificados. indicadores de bacterias

aerobias Gram positivas.

Tabla 9. Distribucién espacial de los acidos grasos celulares para un reactor
anaerobiofaerobio alimentado con 2,4-dinitrofenol

Acido | REACTOR ANAEROBIO/AEROBIO (2-4 DNFY'
Graso | _Psuperior + ______N[t_—;dlo Inferlor B
°Extern§—‘[ Interno | Ex Externo ! Interno Externo Interno A
11:0 i l i
2 0oHI0 | e L Tl TTe - o s
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2-GH 12:0 S N - L .
3-0H 12:0 ® T e e
—— 1 — + - + i - — -
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En general externamente en los tres niveles del reactor hay una predominancia de
los AGC insaturados, hidroxi y ciciopropano, que son indicadores de comunidades
bacterianas aerobias y anaerobias facultativas Gram negativas. sequido por los AGC
saturados indicadores de comunidades anaerobias y finalmente los AGC ramificados
propies de comunidades aerobias Gram positivas (Anexo 2 Figura A6 a y b y Figura
A7 a)

De igual forma que al primer reactor, los AGC de este reactor fueron analizados
estadisticamente con la finalidad de encontrar diferencias entre las comunidades

bacterianas alli presentes.

Se encontré un grupo de caracteristicas similares el cual denotamos con la letra C:
dentro de este grupo existen dos sub grupos, el primero marcado con la letra C», que
abarca a los niveles superior y medio externo, en el cual predominan los AGC
insaturados, marcadores de comunidades baclerianas anaerobias facultativas Gram
negativos, como la familia Enferobactenaceae, Tabla 10 y Figura 12. (Boe y Gjerde, .
1979).

El segundo grupo indicado con la letra C.. que incluye al nivel inferior externo.
predormina el AGC con grupo hidroxi, marcador de comunidades bacterianas
aerobtas Gram negativas como Pseudomonas, Tabla 10 y Figura 12. (Welch, 1991
Kaneda, 1991, Oyatuzu y Korpagata. 1983, Kawahara et al., 1982).

En general la parte exterior en el reactor esta colonizado por una ampiia comunidad

bacteriana aerobia y anaerobia facultativa Gram negativa.
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Tabla 10. Correlacién de los AGC de muestras del reactor anaerobiofaerobic
alimentado con 2-4 dinitrofenol por analisis de componentes principales

Nomere porcentaje de porcentaje |
Componente vartanza acumuiativo i
—-—— - - . - . — !
o1 83 65695 83 65695
I o2 974111 93 39806
I 2 74041 96 13846 !
04 180752 97 94599 |
‘ 05 0 89748 58 84346 ‘
06 D 51461 99 35807 i
i 07 D 42254 99 78061
o8 018172 99 94234
i 09 003707 99 87940
I 10 001583 99 99523
' 11 000277 99 99801
12 000124 99 99925
| 13 000053 99 99977
| 14 000017 99 99594
15 0 00003 99 99997
18 0 00002 99.99999
17 000001 100 CCO0D
18 000000 0000000 |
—_ - .

3.3.2.2 Distribucion espacial de las bacternias dentro del empaque de tezontle

Se menciond anteriormente que la parte externa del tezontle se encuentra
colonizada por bacterias aerobias y anaerobias facultativas Gram negativas, en la
Tabla 9 se observa que cualtativamente los niveles interno superior y medio
presentan los mismos AGC. en cambio el nivel inferior interno presenta muy pocos
AGC (Anexo 2 Figura A7 by Figura AB ay b).

Al sumar los AGC notaremos se observa, que hay un mayor numero de AGC
saturados e insaturados y muy pocos AGC ramificados e hidroxi Los AGC
ciclopropanos no se presentan Esto nos permtiria suponer que la comumdad
bacteriana predominante en el tezontle es anaerobia y junto a ella también habita

una comunidad bacteriana anaerobia facultativa
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Figura 12. Analisis por compenentes principales de comunidades bacterianas

del reactor anaerobio/aerobio alimentado con 2,4-dinitrofenol

Analizando estadisticamente los AGC de la parte interior del tezontle se encontraron
que los datos correspondientes al nivel superior interno estuvieron dentro del grupo

C. pero en forma dispersa lo cual no permitid definirlo
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En cambio para el grupo indicado por {a letra B, que represerta a la parte media,
predomina un AGC saturado, lo que indica que esta comunidad es de tipo anaerobia
(Figura 12, Tabla 10)

El grupo ndicado por la letra A representa a la parte mnferior intema donde
predomina un AGC hidroxi, marcador de aerobios Gram negativos como

Pseudomonas (Figura 12)
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CONCLUSIONES

Se implemento satisfactoriamente una técnica basada en el perfil de los acidos
grasos celulares para distinguir cualtativamente, con base en el moda
respiratorio, la presencia de comunidades bacterianas aerobias, anaerobias y
facultativas. Esta técnica fue aplicada para conocer el tipo de comunidades

presentes en reactores anaerobic/aerobio.

Se encontré que existen AGC gue son biomarcadores de tas comunidades
bacterianas. Estos fueron: para comunidades anaerobias los AGC saturados
C12.0. C13:0, C14:0, C15:0, C16:0, C17:0, C18:0, C19:0; para comunidades
anaerobias facuitativas Gram negativas los AGC C12:0, C14:0, C16:0, C16.1°,
C18:1° qis); para comunidades aerobias Gram negativas los AGC C2-OH100
C2-0H120, C3-OH12:0, C3-OH14.0. C18'1° trans. C17:0'. C190°" y para
comunidades aerobias Gram positivas los AGC C i-15:0, C a-15:0, C 1-14.0. C »-
16.0.Ci-170.Ca-170y C 180

En el reactor anaerabiofaerobio alimentado con 4-nitrofenol, con base en el perfil
de los AGC. se encontio la existencia de dos comunidades bacterianas a
diferente profundidad del reactor. En el nivel superior, en la pare externa del
tezontle, predominan los AGC ramificados caracteristicos de comunidades

aerobias Gram positivas

En los niveles medio e inferior de la parte externa del tezontle predominan los
AGC insaturados caracteristicos de las comunidades anaerobias facuitativas

Gram negativas como las Enterobacterias.



En la parte interna del tezontie en los tres niveles del reactor, predominan los
AGC saturados. los cuales caracterizan a comunidades bactenanas anaerobias,

coma son las del género Clostridium, Desulfovibrio y Desulfobacter

En el reactor anaerobio/aerobio abmentado con 2 4-dintrofenol. con base en el
perfil de los AGC, se encontré que. en la parte externa del tezontle, para los
niveles superior y medio. predominan los AGC insaturados caracteristicos de
comunidades anaerobias facultativas Gram negativas como son  las

Enterobacterias.

En la parte interna del tezontle, el mvel superior no fue defimdo por encontrarse
los datos en forma dispersa. En el nivel medio predominan los AGC saturados,
los cuales son indicadores de comunidades anaerob.as como las del género
Closindium, Desulfovibno y Desulfobacter EI mvel infenor, predomina el AGC
hidroxi C2-OH10:0, el cual caractenza a una comunidad aerobia Gram negativa

como Pseudomonas



RECOMENDACIONES

Aplicacion de ia técnica

Es necesario que la técnica sea paralelamente acompanada por técnicas o pruebas
moleculares, con la finafidad de corroborar o ya encontrado y asi incrementar el
nivel de confianza, para tener menos probabilidades de error al aplicarse a los

biorreactores experimentales usados en el Instituto de Iingenieria de la UNAM.

Utilizacion de bacterias

Se recomienda que, para obtener el perfil cromatografico de bacterias anaerobias
estrictas, ulilizar a las bacterias sulfato reductoras como Desulfovibrio o

Desulfobacter, porque son especies que habitan comunmente en ios lodos.

Continuacion dol estudio

Debido a que es el primer estudio que analiza la distribucion de comunidades
bactenanas en un soporte de tezontle, utilizado en biorreactores expenmentales,
seria conveniente continuar con el estudio a fin de obtener un consorcio bacternano
clave, para ser usado en la biodegradacion de los compuestos quimicos tdxicos

vertidos en un ambiente natural
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ANEXO 1

Datos normalizados en porcentajes de los acidos grasos celulares obtenidos
de dos reactores anaerobio/aerobio
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Tabla A1. Porcentajes normalizados de los AGC del reactor anaerobio/aerobio
alimentado con 2,4-dinitrofenol, usados para el analisis por componentes
principales.

) % Acidos grasos celulares de |a parte externa del tezontle ¥ por niveles
Acido graso TR{min) DNSE1 DNSEZ DNSE3 DNME1 DNME2 ONME3 DNIE1T DNIE2 DNIE3

2-0H 10:0 1363 166 206 210 186 508 284 SG7 793  GB4
12:0 1625 8093 6656 6463 G703 4026 5740 4489 3703 4525
2-OH 12:0 1956

3-0H 12:0 2029 149 166 137 108 087 139 096 120 112
14:0 2209 082 107 104 067 105 124 117 183 147
i-15:0 2194 DBas 1329 1N 14 B2 140 257
2-15:0 2418

+16:0 2671 420 564 48D
18:¢" 271 212 533 470 611 177 626 0717 136 1N
16:0 2767 852 933 756 763 709 836 791 1268 1061
i-17:0 2937

17:0 3056

18:2"" .3167

18:1'c 3238 1180 1893 1582
181"t 3263 1860 940 1119 1039 16 85 1569

18:0 3348 406 231 658 218 10 58 426 204 163 316
19:0" 3662 180 187 087 109 107 124 119 208 161
20:0 4182 458 63t 554

% Acidos grasos celulares de )a parte interna dot tezontle y por niveles
Acido grase TR {min) DNSH ONSI2 DNSI3 DNMIM DNMI2 DNMIZ DM ONi2 DNI3

2.0M 10:0 1587 16 41 1365 1736 3748 3342 3417
12:0 s 40893 5540 BO7?7 3547 3272 3580 2746 3006 2974
2-0H12:0 18 €4

3.0M12:0 2G 29

14:0 .2 03 6 586 B 18 898 718 911 1020 1045 1043
+15:0 2394

a-15:0 2418

i-16:0 %7 316 233 038 145 171 146

16:1° 2711 183 310 531 1 66 147 185 125 128 132
15:0 2767 1275 1385 214 1437 177 1349

17:0 2027

17:0 30 5€

18:2*" 3167 128 16 97 186

131 3238 803 &0 096

1 3263 558 274 575 2360 2479 2434
18:0 346 24894 1335 226 1138 1179 1334

19:0° 36 62

20:0 41 82
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Tabla A1. Porcentajes normalizados de los AGC del reactor anaerobio/aerobio
alimentado con 4-nitrofenol, usados para el analisis por componentes
principales.

Acido grase
2-0H 100
120
2-OH12:0
30H12:0
140

1150
a1540

116 Q

161"

160

1170

170
18:2
181"¢
18171
18:0
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0o

*12

Acido graso
2-0H 10:0
120

2-0H 12:0
3-0H1Z:0
14:0

1-15:0
a-15:0
-16:Q
1w’
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1-17:0
110
182
121t
181"
18:0
19:0
20:0

2

TR [min}

1363
16 25
19 56
2029
2209
2394
2418
FAARA
I
27 B7
2017
370
3167
3228
3263
3345
16 62
4182

TR {mm}

1363
16 23
19 56
029
7209
2184
24 18
%N
Zr 1
27 &7
7937
1058
67
2338
263
3345
36 62
4182

4NSE1

44 84
RET)
197
075
208
142
133
1107
5N

ja i}

19 G0

4NSI

083

B LA

Bos

d48

4NSE2

56 58
293
204
[R=k]
175
0as
132
6357
815
£74

1573

234

4NSI2

65745

121

1872

522

4NSE3

5167
118
180
075
207
14
160
947
Ha9

1587

-]

4ANSI3

£B L2

12 38

1564

536

4ANME1T

PR w]

175
116
240
269
Z2Bb9
14 61
18 25

FARRLY
14

4NMIY

68 02

Boa

7187

3o 37

200
100
345
280
265
13 61
16 89

a5

20 59
312

TE70

944

1385

ANME)
3149
189
127
268
246
242
1352
16 6O

316

1960
272

4NMI3

rand

814

17 B6

% Aczdos grasos celulares de ta parte extarna de! tezontle y por niveles
4NMEZ

4NIE 1

2912

202
189
378
4 B0
478
12 54
1852

2674

% Acidos grasos cefularcs de |a parte interna del tezentle y por niveles
ANMI2

4Nl

73493

! Bh

1B 61

4NIEZ

24 68

2679

4NH2

7Lz

834

1015

29 88

4NHY

7419

18 08

SNIE4

2354

162
T34
4c1
490
490
1383
19 38

2628

804
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ANEXO 2

Acidos grasos celulares identificados en cada cromatograma de las
muestras analizadas
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Figura A1. ldentificacién de los acidos grasos del estandar comercial, ambos
cromatogramas muestran a los mismos acidos, bajo una ligera variante en el
tiempo de retencion(TR) para el segundo cromatograma producto de la
reparacion de! cromatégrafo.
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Figura A2. Acidos grasos celulares de iodos aerobios provenientes de plantas
de tratamiento de la UNAM (a} y de Cerro de la Estrella {(b) en México D.F.
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Figura A4, Acidos grasos celulares de la parte externa de! tezontle, nivel
superior (a) y nivel medio {b} del reactor alimentado con 4-nitrofenol.
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