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INTRODUCCION

INTRODUCCION

Uno de los grandes problemas de la actualidad es la contaminacion de los
ambientes terrestres, que afecta la productividad de los suelos. Debido a este problema,
se han desarrollado en los tltimos tiempos, nuevas tecnologias para remediar los sitios
contaminados, entre las cuales se puede mencionar la fitorremediacion.

En estudios de fitorremediacion de suelos contaminados con queroseno se observd
el crecimiento de plantas de frijol y se aislo de la rizosfera de estas plantas, un grupo de
cultivos mixtos de bacterias libres fijjadoras de nitrégeno (BLFN) capaces de utilizar los
hidrocarburos del queroseno como fuente de carbono. Los cultivos mixtos denominados
11Ky 12K son los que han despertado mayor interés y constituyen el material biolégico
de este estudio.

Para conocer y evaluar la accién biologica de la flora microbiana, es necesario tener
mayor conocimiento de su fisiologia y de ahi deducir su actuacion como flora asociada a
la rizosfera en los procesos de fitorremediacion. Asi, este trabajo esta incluido en un
proyecto mas amplio, cuyo objetivo es conocer los aspectos fisiologicos de las BLFN

.- .- aisladas de la rizésfera de plantas de frijol para estudiar su posible aplicacion en procesos

"+ de fitorremediacion de suelos contaminados por hidrocarburos.

El objetivo general de este trabajo es estudiar algunos aspectos fisiologicos de estos
. cultivos mixtos de BLFN, es decir los cuitivos mixtos 11K y 12K y las cepas que los
constituyen, y de esa manera deducir su aportacion a los procesos de fitorremediacion.

Los objetivos particulares se enumeran a continuacion:

a) Estudiar la influencia del oxigeno en la capacidad de fijacion de nitrogeno
atmosférico en bacterias libres fijadoras de nitrégeno aisladas de la rizosfera.

b) Investigar la produccion de materiales emulsificantes en la incubacién de
bacterias libres fijadoras de nitrégeno atmosférico que utilizan hidrocarburos del
queroseno como fuente de carbono.

c) Demostrar la presencia de enquistamiento en algunos miembros de los
cansorcios microbianos y estudiar la influencia del queroseno en este proceso.
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1. ANTECEDENTES

Este trabajo esta incluido en un proyecto mas amplio, que se ha desarrollado tanto
en el Colegio de Postgraduados en Ciencias Agricolas como en el Laboratorio de
Ecologia Bioquimica del Departamento de Biotecnologia y Bioingenieria del CINVESTAV,
en el que se estudian los procesos de fitorremediacion. En el Colegio de Postgraduados
se observ6 el crecimiento de plantas de frijol Phaseolus vulgans en suelos contaminados
con queroseno.

Se aislaron diferentes poblaciones microbianas de la zona de la raiz de estas
plantas y se encontrd que el mayor numero de microorganismos se presentaba en la zona
del rizoplano y la rizésfera.

De la rizésfera de estas plantas de frijol, se aislaron varios cultivos mixtos de
bacterias fijadoras de nitrogeno atmosférico de vida libre (BFNA) que presentaron la
capacidad de crecer en presencia de queroseno, identificados como BFNA 5, 7, 17 y 20
{(Hernandez Acosta, 1997)

En el Laboratorio de Ecologia Bioquimica se hizo una seleccion de los cultivos que
presentaron mayor crecimiento en el medio con queroseno como fuente de carbono y
mayor fijacidn de nitrogeno. El cultivo BFNA 5 colonia 5 fue identificado como 12K y el
cultivo BFNA 20? colonia 3 fue identificado como 11K (la letra K corresponde a kerosene).
{Pérez Vargas, 2001)

Del cultivo mixto 11K se aislaron 3 cepas:

. una cepa que presenta colonias opacas {11KO), que ha sido identificada
probablemernite como Azotobacter nigricans (Garcia Esquivel, 2001)

. una cepa que presenta colonias mucoides transparentes (11KMT), que ha
sido identificada probablemente como Derxia gummosa (Garcia Esquivel, 2001)

] una cepa que presenta colonias puntiformes (11KP)
Del cultivo mixto 12K se aislaron 4 cepas:

. una cepa que presenta colonias color rosa salmén (CS)

. una cepa que presenta cofonias color amarillo (CAM)

. una cepa que presenta colonias color naranja (CNA)

. una cepa que presenta colonias color blanco (CB)
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Pérez Vargas (2001) y Garcia Esquivel (2001) determinaron las cinéticas de
crecimiento poblacional de los cultivos mixtos y las cepas antes mencionadas utilizando
queroseno como fuente de carbono y fijando nitrégeno atmosférico.

Los cultivos 11K y 12K y las cepas que los constituyen pueden utilizar los
hidrocarburos del queroseno como fuente de carbono. Estos sirven también como fuente
de energia para la fijacién de nitrégeno. Se observo en todos los casos, que en el
crecimiento con queroseno se obtiene una biomasa menor a la que se obtiene con una
fuente convencional de carbono (sacarosa y manitol).

El cultivo mixto 11K es capaz de remover un 70% de queroseno en 8 dias, la cepa
11KO un 78%, la cepa 11KMT un 33% y la cepa 11KP un 62% en el mismo periodo de
tiempo en condiciones de fijacién de nitrégeno.

La cepa 11KO presenta la mayor fijacidon de nitrégeno. Su crecimiento celular asi
como el porcentaje de remocién de queroseno (66%) se ven disminuidos en presencia de
una fuente de nitrégeno como es NH,CI. Esta cepa presenta polimorfismo con capacidad
de formacién de quistes, lo cual podria ser inducido por el queroseno.

La cepa 11KMT presenta una menor capacidad de fijacion de nitrégeno comparada
con la cepa 11KO. Su crecimiento es mas abundante en presencia de NH,Cl, ademas de
presentar mayor remocion de queroseno (48%) con esta fuente de nitrogeno.

La actividad de nitrogenasa de la cepa 11KP es muy baja. Crece muy poco en
presencia de queroseno pero es capaz de removerlo eficientemente. Su crecimiento se ve
favorecido por el NH,Cl pero no afecta su porcentaje de remocion de queroseno.

Las propiedades que presenta el cultivo mixto 11K, como biomasa celular,
porcentaje y cinética de remocién de queroseno, actividad de la nitrogenasa, se deben a
la cepa 11KO, que predomina en el cultivo. Asi, la fijacion de nitrogeno es de la misma
magnitud para el cultivo mixto y la cepa predominante, y la remocién de queroseno del
cultivo mixto (53%) se ve disminuida en presencia de una fuente de nitrogeno como
sucede con fa cepa 11KO. (Garcia Esquivel, 2001)

El cultivo mixto 12K presenta una remocion de queroseno del 75% en 13 dias de
incubacién, la cepa CS un 42%, la cepa CB un 40% y el cultivo CAM un 25% en el mismo
periodo de tiempo en condiciones de fijacién de nitrégeno.

El cultivo mixto 12K presenta la mayor fijacion de nitrégeno, asi como la mayor
remocion de queroseno. La remocion de queroseno se ve disminuida (47%) en presencia
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de una fuente de nitrbgeno, como es NH,Cl. El crecimiento del cultivo mixto con
queroseno como fuente de carbono es mayor que el de las cepas que lo constituyen, El
cultivo mixto 12K es capaz de crecer con xileno o con dodecano como unica fuente de
carbono.

Las cepas aisladas CS y CB presentan una menor capacidad de fijacion de
nitrégeno comparadas con el cultivo mixto 12K. Ambas cepas son capaces de crecer con
xileno o con dodecano como tnica fuente de carbono. La remocién de queroseno de la
cepa CS se ve disminuida (15%) en presencia de una fuente de nitrégeno, como es
NH,CL.

La cepa CAM presenta una actividad de la nitrogenasa menor que las cepas CS y
CB. Su crecimiento se ve favorecido por una fuente de nitrégeno, pero no afecta
significativamente su porcentaje de remocién de queroseno {23%). Esta cepa es capaz de
crecer con dodecano como anica fuente de carbono, pero no con xileno.

La capacidad de fijacion de nitrégeno de la cepa CNA es muy pobre, por io que el
desarrollo en estas condiciones es muy lento. Su crecimiento con queroseno como fuente
de carbono estd muy reducido. Por esta razén, esta cepa no se ha estudiado con mucho
detalle. (Pérez Vargas, 2001)

Algunos componentes del queroseno empleado en estos estudios se identificaron
por cromatografia de gases utilizando como estandares una mezcla de alcanos lineales
de Cy4 a Cx y ofra de Cys @ Cz y una mezcla de compuestos aromaticos (benceno,
tolueno, o-, m- y p-xilenos, trimetilbenceno, tetrahidronaftaleno, naftaleno, cumeno,
acenafteno y fenantreno). Se encontré que estan presentes los alcanos de bajo peso
molecular (de Ci4 a C,,) y todos los compuestos aromaticos a excepcion del fenantreno.
(Pérez Vargas, 2001)
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2. FIJACION BIOLOGICA DE NITROGENO

2.1 _Importancia de la fijacion biolégica de nitrégeno

El nitrbgeno es de extrema importancia para todas las formas de vida que se
desarrollan en el planeta. Es un elemento biogénico ya que es un componente esencial de
las proteinas, acidos nucleicos, alcaloides y vitaminas; asi, cualquier bacteria, hongo,
planta superior o0 animal, no puede crecer y funcionar a menos que tome el nitrégeno en
una forma asimilable. El nitrégeno se encuentra ampliamente distribuido en la tierra en
forma soluble y gaseosa, esta ultima es la reserva mas grande de nitrégeno como
nitrégeno atmosférico.

Aunque es un gas abundante en la atmdésfera, es un elemento nutritivo escaso; esto
se debe a que el nitrégeno del aire es inerte y estable gracias a la triple ligadura que une
a los dos dtomos de nitrégeno. La mayoria de los seres vivos son incapaces de utilizar el
nitrégeno atmosférico como una fuente de nitrégeno, debido a que carecen del sistema
enzimatico que rompa la triple ligadura de la molécula de nitrégeno y sélo ciertos
microorganismos que contienen el complejo enzimatico de ia nitrogenasa, pueden llevar a
cabo dicha ruptura. A los microorganismos capaces de catalizar el rompimiento de ia triple
ligadura de la molécula de nitrégeno y activario para que se combine con otros elementos
quimicos, se les conoce como microorganismos fijadores de nitrogeno o diazétrofos.
Como caracteristica basica estos microorganismos son células procaridticas y presentan
el sistema enzimatico de la nitrogenasa. (Ferrera Cerrato y Pérez Moreno, 1995)

2.1.1 Impacto de la fijacion de nitrégeno en fos ambientes terrestres

Un requisito indispensable para la productividad de todos los ambientes terrestres
es la existencia de una fuente de nitrégeno asimilable. Debido a las inevitables pérdidas
de nitrégeno de los suelos por procesos bidticos y abiodticos, es necesario un suministro
externo para asegurar la productividad a largo plazo; por lo que para poder considerar al
nitrbgeno como un nutriente renovable en el suelo, se requiere de la existencia de una
poblacién de microorganismos fijadores de nitrégeno. (Tate, 1995)

La disponibilidad de una fuente de nitrégeno asimilable por la planta es un factor
limitante para la productividad agricola. Por esta razén se han usado grandes cantidades
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de fertilizantes quimicos para suministrar el nitrdgeno necesario a las plantas, pero esta
practica resulta en ailtos costos y dafio al ambiente. En la agricultura sustentable se
presenta un manejo integral y eficiente de los recursos agricolas, de tal manera que se
mantenga la calidad ambiental y se conserven los recursos naturales. Se requiere un
fedtilizante atternativo en este modelo de agricultura, y la fijacién biologica de nitrégeno se
ha mostrado como esta alternativa. Se trata de una alternativa viable econémicamente y
amable con el ambiente. (Legocki y col., 1997)

2.2 El proceso de fijacién de nitrégeno

En este proceso el atomo de nitrégeno sufre una reducciéon de su estado basal (Ny)

a su forma reducida NH; como se muestra en la siguiente ecuacion:
N, + 8H* + 8e” + energia —» 2NH; + H,

Bajo condiciones ideales se requiere un minimo de 16 moléculas de MgATP por
cada molécula de nitrbgeno reducida. Pero en raras ocasiones se encuentran condiciones
ideales en los ecosistemas, asf es que el requerimiento de energia es en general entre 20
y 30 moléculas de MgATP. El gasto energético (ATP) proviene del proceso fotosintético,
en el caso de los fijadores fotoautétrofos, o del catabolismo de compuestos organicos, en
el caso de los microorganismos quimioheterétrofos. (Tate, 1995) (Madigan y col., 1999)

Por cada molécula de N, reducido se sintetiza una molécula de H,, por o que hay
una pérdida de poder reductor (2e’) por la formacién del gas hidrégeno. Algunos géneros,
por ejemplo Rhizobium y Bradyrhizobiurm, aumentan la eficiencia del proceso de fijacién
de nitrégeno recuperando la energia contenida en la molécula de H, al contar con la
enzima hidrogenasa, que oxida el H, dando como producto H;O y la consiguiente
formacion de ATP. {Tate, 1995) (Atlas y Bartha, 1997) (White, 1995)

Los electrones necesarios para el proceso de fijjacion de nitrébgeno son
transportados por los donadores ferredoxina (proteina FeS) o flavodoxina (flavoproteina).
La fuente de electrones de estos donadores varia segun el metabolismo de cada
microorganismo. En el metabolismo quimioheterdtrofo anaerobio (fermentacion), la
oxidacién de piruvato a acetil-CoA y CO, (reaccién fosforoclastica) genera ferredoxina o
flavodoxina reducidas. Clostridium pasteurianum genera ferredoxina reducida, mientras
que Klebsiella pneumoniae produce flavodoxina reducida. La ferredoxina o la flavodoxina
pueden ser reducidas por NADH generado durante el metabolismo aerobio (respiracion),
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por ejemplo la oxidacién de carbohidratos. Las cianobacterias usan fa energia luminosa
para reducir a los donadores de electrones. (White, 1995) (Madigan y col., 1999)

2.2.1 El sistema enzimético nitrogenasa

El sistema enzimdtico nitrogenasa estd consti* .. por dos proteinas: la
dinitrogenasa (también conocida como proteina MoFe o piuteina 1) y la dinitrogenasa
reductasa (proteina Fe o proteina Il).

La dinitrogenasa reductasa es un homodimero (x;) que contiene un grupo Fe,S ;
esta es la proteina que hidroliza el ATP y transfiere los electrones del donador de
electrones a la dinitrogenasa. Es muy sensible al O, que la inactiva rapida e
irreversiblemente.

La dinitrogenasa tiene una estrucutra «yf}> y cada par ufj contiene un grupo P
(FesS;) y un cofactor FeMo-co (Fe;SgMo-homocitrato), en esta proteina se encuentra el
sitio de reduccidn del N,. (Ferguson, 1998) (Atlas y Bartha, 1997) (Tate, 1995)

Los electrones necesarios para la reduccién del N, que provienen de los
acarreadores ferredoxina o flavodoxina, son transferidos al grupo FeS de la dinitrogenasa
reductasa. El grupo FeS transfiere estos electrones al grupo P de la dinitrogenasa, que
acta como aceptor de electrones intermediario. Asi la secuencia de la transferencia de
electrones en la nitrogenasa es:

dinitrogenasa reductasa —» dinitrcgenasa —» Ny — 2NH,;.

El cofactor FeMo-co de la dinitrogenasa es el sitio de reduccion del N, El
mecanismo consiste en transferir 6 electrones para llevar a cabo la reduccién de N; a
2NHs, y se pierden dos electrones en la formacién de H.. El amonio es el primer producto
demostrable del proceso. No se han aislado intermediarios de la reduccion, por lo que se
supone que los tres pasos sucesivos de la reduccion ocurren en el sitio de reaccion de la
dinitrogenasa. Los pasos sucesivos de la reduccion del N, son: (Ferguson, 1998)
(Madigan y col., 1999) (White, 1995)

N=N — HN=NH — H.N-NH, —» 2NH;3
En la Figura 1 se muestra la estructura del sistema enzimatico nitrogenasa.
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Dinitrogenasa

Dinitrogenasa
reductasa

Cluster P

Homocitrato

® Fe ® s OMO

FIGURA 1 El sistema enzimatico nitrogenasa (Atlas y Bartha, 1997)

Bajo ciertas condiciones de crecimiento se ha observado que algunas bacterias
fijadoras de nitrogeno son capaces de sintetizar nitrogenasas alternativas. Estas
nitrogenasas alternativas se sintetizan cuando el medio carece de molibdeno y presentan
una actividad menor. Cuando el medio no contiene molibdeno, pero contiene vanadio, se
sintetiza la nitrogenasa Il. Esta nitrogenasa no presenta el cofactor FeMo-co descrito
anteriormente, sino que contiene un cofactor con vanadio, llamado FeV-co. Cuando en el
medio no hay molibdeno ni vanadio, se puede sintetizar una tercera nitrogenasa
(nitrogenasa Iil), que sélo contiene hierro. El primer microorganismo en el que se
demostré la presencia de estas nitrogenasas alternativas fue Azotobacter chroococcum.

(Madigan y col., 1999)
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2.2.1.1 Mecanismos de proteccion de la nitrogenasa en presencia de O,

Existen diferentes mecanismos para proteger al sistema enzimatico nitrogenasa de
la inactivacién por la presencia de O; en los microorganismos que fijan el nitrégeno
atmosférico en condiciones aerobias.

Proteccién_respiratoria: La velocidad a la cual la célula consume el oxigeno
aumenta, de tal manera que los niveles de oxigeno se reducen en su microambiente a
niveles aceptables para la enzima. Por ejemplo, Azotobacter sp. oxida méas sustrato del
que necesita para satisfacer sus requerimientos de energia en presencia de oxigeno. Este
mecanismo de proteccién se presenta en microorganismos aerobios de vida libre. (Tate,
1995) (White, 1995)

Proteccién conformacional: Existe una nitrogenasa que se protege en la presencia
de oxigeno mediante un cambio de conformacién; a través de este cambio se impide la
fijacién de nitrégeno, pero la actividad se recupera rapidamente cuando la tension de
oxigeno disminuye a niveles aceptables para la enzima. El cambio conformacional se da
por la asociacion de la nitrogenasa con una proteina protectora. Este mecanismo se ha
observado en el género Azotobacter. (Tate, 1995) (White, 1995)

Regulacién de la sintesis de nitrogenasa por oxigeno: Bajo condiciones
desfavorables se reduce la produccién de la enzima. El oxigeno molecular reprime la
sintesis de nitrogenasa en Klebsiella pneumoniae, Azotobacter chroococcum y algunas
cepas de Rhizobium. (Tate, 1995)

Produccién de capsula: Se puede proteger a la nitrogenasa por una barrera fisica
que evita el contacto con el oxigeno. La presencia de una céapsula reduce la difusion del
oxigeno hacia la célula. Este mecanismo ocurre en Azotobacter sp. y Derxia gummosa.
(Tate, 1995)

Produccién de heterocistos: La fijacion de nitrégeno es un proceso especialmente
incompatible en los microorganismos fotosintéticos aerobios, como las cianobacterias, en
los que el oxigeno molecular es un producto del proceso de fotosintesis. Para proteger a
la nitrogenasa del contacto con el oxigeno, la enzima se encuentra aislada en estructuras
especializadas menos pigmentadas y con una pared celular gruesa (heterocistos). Los
heterocistos pierden el fotosistema Il productor de O, y retienen el fotosistema |
anoxigénico. Este mecanismo se da en las cianobacterias filamentosas como Anabaena,
Nostoc, Gleotrichia. (Tate, 1995) (White, 1995) (Atlas y Bartha, 1997)

Produccién de leghemoqglobina: En los nédulos de las raices de leguminosas,
donde se encuentra la bacteria simbionte Rhizobium, se sintetiza una proteina parecida a
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la hemoglobina con alta afinidad por el oxigeno, la leghemoglobina. Esta proteina
transporta el oxigeno para satisfacer las necesidades del metabolismo aerobio de la
bacteria, pero reduce la tension de oxigeno en el nédulo, permitiendo la fijacion de
nitrogeno. (Tate, 1995) (White, 1995)

Migracién_a ambientes adecuados: Los microorganismos aerotacticos pueden

migrar a posiciones adecuadas en el microambiente para realizar la fijacion de nitrogeno.
Este mecanismo se ha observado con Azospirillum sp. (Tate, 1995)

2.2.1.2 Genética y regulacion

Se han identificado 20 genes necesarios para la expresion y regulacion del sistema
enzimétiqo nitrogenasa en Klebsiella pneumoniae como se observa en la Tabla 1. Se
conoceh como los genes nif de un complejo reguldn (un gran sistema de operones)

- Ilamado el regulén nif. Estan presentes, ademas de los genes estructurales de la
‘nltrogenasa los genes para FeMo-co, los que controlan las proteinas del transporte de
5 electro_nes y varios genes reguladores.

- La nitrogenasa esta sometida a controles regulatorios muy estrictos. La mayor parte

'_de esta regulacnon se lleva a cabo a nivel de la transcripcion. La fijacion de nitrégeno se
: Vlleva a cabo cuando el nitrégeno atmosférico es la fuente de nitrogeno mayoritaria, pues la
75|nte515 de la nitrogenasa se ve reprimida en presencia de amonio o de otra fuente de

nltrogeno exogena, ya sea nitrato, urea o aminoacidos. La sintesis de nitrogenasa se

reprime también en presencia de oxigeno. La transcripcion de los genes estructurales nif

se . activa por la proteina NifA (regulacién positiva), esta activacion se elimina por la
proteina NifL bajo ciertas condiciones.
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TABLA 1 Estructura genética del reguldn nif en Klebsiella pneurnoniae

Gen Funcién

nift Q Procesamiento de Mo

nif B Sintesis de FeMo-co

nif A Regulador positivo

nif L Regqulador negativo

nif F Flavodoxina

nif M Procesamiento de la dinitrogenasa reductasa
nifZ Sintesis de FeMo-co

nif W Sintesis de FeMo-co

nif vV Sintesis de homocitrato

nif S Biosintesis del centro de la metaloenzima
nif U Biosintesis del centro de la metaloenzima
nif X No especificado

nit N Sintesis de FeMo-co

nif E Sintesis de FeMo-co

nifY insercién de FeMo-co en la dinitrogenasa
nif T No especificado

nif K Suburnidad j de dinitrogenasa

nif D Subunidad o de dinitrogenasa

nifH Reductasa de la dinitrogenasa

nif J Transporte de electrones: Piruvato flavodoxina oxidoreductasa

(Madigan y col., 1999)

2.2.2 Métodos para cuantificar la fijacion de nitré6geno

2.2.2.1 Método de reduccion de acetileno

La nitrogenasa no es exclusiva para el N,, ya que también puede reducir cianuro
(CN), acetileno (HC=CH) y varios compuestos con triples enlaces. La reduccién de!
acetileno por la nitrogenasa es un proceso en el que intervienen dos electrones y se
produce etileno (H,C=CH;). Probablemente la reduccién de acetileno no tiene utilidad
alguna para la célula, pero suministra al investigador un medio sencillo y rapido de
cuantificar la actividad de la nitrogenasa, porque es relativamente facil medir la cantidad
de acetileno y de etileno por cromatografia de gases. Esta técnica se usa ampliamente en
la actualidad para detectar la fijacion de nitrégeno, ya que es un método mas sensible,
facil y rapido que otros. (Madigan y col., 1999) (Atlas y Bartha, 1997)

11
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2.2.2.2 Método de isdtopo estable 'SN

Esta prueba directa para detectar la fijacién de nitrégeno se basa en la utilizacion
del isétopo pesado *N, que se detecta por espectroscopia de masas. La fase gaseosa
de un cultivo se enriquece con '°’N; y después de la incubacién se lileva a cabo una
digestién para liberar el amoniaco producido, que se analizara en cuanto a su contenido
de 'SN. (Madigan y col., 1999) (Atlas y Bartha, 1997)

2.3 Microorganismos fijadores de nitrégeno

Los microorganismos fijadores de nitrdgeno se clasifican en simbidticos y no
simbiédticos (de vida libre); aquellos fijan el N; a mayor velocidad que éstos.

En los ambientes terrestres, la mayor parte de la fuente de nitrégeno asimilable es
proporcionada por los microorganismos fijadores simbidticos. (Atlas y Bartha, 1997)

Las bacterias simbi6ticas fijan el nitrégeno sdélo en asociacion especifica con ciertas
plantas.

Los géneros Rhizobium y Bradyrhizobium se asocian con las raices de las
leguminosas, donde forman nédulos, en los que se lleva a cabo la fijacidon de nitrégeno.
Primero se da un reconocimiento especifico entre la planta y la bacteria, para que la
bacteria se adhiera a los pelos radicales y realice la infeccidn del pelo radical y la posterior
formacion de un tubo de infeccién. A través del tubo de infeccion, la bacteria se desplaza
a la raiz principal, donde aparecen bacterias deformes Hamadas bacteroides, que son las
que llevan a cabo la fijacién de nitrégeno. Contintia el proceso de division de las células
bacterianas y vegetales con la formacidn del nddulo radical maduro.

La cianobacteria Anabaena se asocia con la planta acuatica Azolla.

El aliso (género Alnus) presenta también nédulos radicales fijadores de nitréaeno,
donde se alberga un microorganismo filamentoso del género Frankia, perteneciente al
grupo de los actinomicetos. (Madigan y col. 1999)

Los microorganismos fijadores de nitrégeno no simbidticos son de vida libre, y se
encuentran en diferentes habitats acudticos y terrestres. Estos microorganismos
presentan diferentes capacidades metabdlicas y requerimientos de oxigeno como se

ejemplifica en la Tabla 2.
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CAPITULO 2
TABLA 2 Microorganismos fijadores de nitrégeno de vida libre
Organétrofos Fotétrofos Lit6étrofos
Aerobios Azotobacter Cianobacterias: Thiobacillus
estrictos Beijerinckia Nostoc Alcaligenes
Derxia Oscillatoria
Pseudomonas
Mycobacterium flavum
Azospirillum lipoferum
Methylomonas
: Methylococcus
Anaerobios | Klebsiella pneumoniae Rhodospiriflum
facuftativos Citrobacter freundii Rhodopseudomonas
Baciilus polymyxa Rhodobacter
Anaerobios Clostridium Chromatium Methanosarcina
estrictos Desulfovibnio Thiocapsa Methanococcus
Desulfotomaculum Chlorobium
Heliobactenum
Heliobacillus

(Madigan y col., 1999) (Tate, 1995) (Débereiner, Burns, Hollaender 1978) (Sylvia y col., 1999)

2.4 Bacterias libres fijadoras de nitrégeno en la rizésfera

Caracteristicas de la rizésfera

Cuando el término rizésfera fue empleado por primera vez por Hiltner en 1904, fue
para describir especificamente la zona alrededor de las raices de las leguminosas, donde
se estimula el crecimiento microbiano.

Actuaimente se define a la rizdsfera como la zona de influencia de la raiz en la
interfase raiz-suelo donde se encuentra mayor actividad y crecimiento microbianos. EIl
efecto de la rizésfera se puede expresar cuantitativamente como la proporcidon del nimero
de microorganismos en la rizosfera, R y el nimero de microorganismos en el suelo que no
esta bajo la influencia de la raiz, S. Esta razon R/S es generaimente de 5 a 20, pero
algunas veces puede alcanzar valores de 100 o mas dependiendo de la poblacién
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microbiana estudiada. (Anderson, Guthrie, Walton, 1993) (Sylvia y col., 1999) (Atlas y
Bartha, 1997)

Se distinguen en la rizésfera tres zonas: endorrizésfera (involucra epidermis y
células corticales de la ralz invadidas por microorganismos), rizoplano (zona de la
supefficie de la raiz) y ectorrizésfera (zona alrededor de la raiz). (Ferrera-Cerrato y Pérez
Moreno, 1995) (Lynch, 1990).

Las caracteristicas de la rizosfera estan siempre determinadas por la interaccién
suselo-planta-organismos asociados a la raiz. (Lynch, 1990)

El papel de la planta en la rizdsfera es proveer la superficie para el desarrollo de las
microcolonias y producir los compuestos organicos que utilizan los microorganismos como
fuente de carbono, de energia y como factores de crecimiento. (Tate 1995) (Anderson,
Guthrie, Walton, 1993)

La materia organica liberada al suelo por la raiz durante el crecimiento, definida
como rizodeposicién, estimula el crecimiento microbiano y se puede clasificar como:

o Exudados hidrofilicos, compuestos de bajo peso molecular fittrados por las
células por transporte pasivo, como carbohidratos (pentosas y hexosas),
aminoécidos, acidos organicos, hormonas, vitaminas, alcaloides, factores de
crecimiento;

o Secreciones, compuestos de bajo y alto peso molecular liberados por transporte
activo, como carbohidratos poliméricos y enzimas,

e Lisados celulares, compuestos liberados de células epidémicas por lisis;

¢ Gases, como etilenoy CO,.

Las células de la raiz también secretan un lubricante que facilita el crecimiento de la
raiz a través del suelo (Lynch 1990) (Sylvia y col., 1999).

Los microorganismos en la rizésfera
Los microorganismos en la rizésfera realizan una serie de actividades benéficas

para la planta. Se encargan de descomponer residuos vegetales y materia organica,
aumentan la disponibilidad de varios nutrientes para la planta como fosforo, manganeso,
hierro, zinc. Los microorganismos en la rizésfera promueven también el crecimiento de las
plantas, produciendo hormonas de crecimiento para ellas y protegiéndolas de patogenos.
Algunos de estos microorganismos presentes en la rizosfera fijan el nitrégeno atmosférico
facilitando a la planta una fuente de nitrégeno asimilable. (Sylvia y col.,, 1999) (Tate, 1995)
(Atlas y Bartha, 1997)
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Los microorganismos en la rizdsfera contribuyen también a ia degradacion de
contaminantes en el suelo, como se vera mas adelante. (Alexander, 1999)

Las bacterias son los organismos mas numerosos en la rizésfera. Las bacterias que
colonizan la rizosfera son predominantemente bacilos gram-negativos no esporulados de
crecimiento rapido, que pueden presentar capsula y/o notable acumulacién de materiales
de reserva. Los géneros frecuentemente encontrados son: Pseudomonas, Arthrobacter,
Agrobacterium, Aicaligenes, Azotobacter, Mycobacterium, Flavobactenum, Celiulomonas,
Micrococcus. (Ferrera Cerrato y Pérez Moreno, 1995) (Lynch, 1990) (Tate, 1995)

En la rizdsfera se observan complejas interacciones ecoldgicas, que modulan la
actividad bioquimica. La presencia de ciertos microorganismos en la rizésfera, por
ejemplo Pseudomonas putida 'y Azospinllum sp., induce la liberacién de ciertos
compuestos organicos de la raiz por medio de sefiales bioquimicas. (Anderson, Guthrie,
Waiton, 1993)

Bacterias libres fijadoras de nitrégeno (BLFN)

Aunque la velocidad de fijacidn de nitrégeno es menor en los microorganismos de
vida libre que en los simbidticos, los primeros estan ampliamente distribuidos en los
ambientes terrestres. Se incrementa la velocidad de fijacién de nitrégeno de las BLFN en
la rizésfera, gracias a que encuentran gran cantidad de sustrato que proporciona la fuente
de energia necesaria para este proceso. (Atlas y Bartha, 1997)

La microflora diazotrdfica de la rizdsfera esta constituida predominantemente por
bacterias heterotrofas que presentan diferentes requerimientos de oxigeno. Entre las
BLFN aerobias y microaerofilicas se encuentran especies de Azolobacter, Beijerinckia,
Azospinillum, Herbaspinilum, Derxia. Las bacterias anaerobias facultativas estan
representadas por especies de Klebsiella, Enterobacter, Erwinia, Bacillus, mientras que
especies de Clostridium representan a las bacterias anaerobias estrictas (Lynch 1990)
(Dobereiner, Burns, Hollaender, 1978).

Se describen unicamente las caracteristicas fisioldgicas de las BLFN de
metabolismo heterétrofo aerobio, ya que son de gran interés en este trabajo.
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2.4.1 Familia Azotobacteraceae

Las bacteriac de la familia Azotobacteraceae son células grandes redondeadas de
forma oval o bacilar, que presentan cambios dramaticos en la morfologia con el tiempo o
con diferentes condiciones de crecimiento. Las células se observan frecuentemente en
pares, presentan movilidad por flagelos polares o peritricos, o pueden no presentar
movilidad; son gram-negativas, aunque pueden ser gram-variable. No producen
endosporas, pero algunas especies producen quistes. Son heterotrofas y capaces de fijar
nitrégeno molecular. La mayoria de las cepas tienen capsula y producen abundante
mucosidad. Son aerobias estrictas, pero son capaces de crecer y fijar nitrégeno en
ambientes microaerofilicos. Se encuentran en suelo y en agua. (Holt y col, 1994)

Los géneros dentro de esta familia segun el Manual Bergey son:

|. Células grandes de forma oval, la mayoria de las especies producen mucosidad
extracelular. Son de crecimiento rapido, catalasa positiva.

A. Con formacion de quistes. Azotobacter

B. Sin formacion de quistes. Azomonas

ll. Bacilos pequefios que producen mucosidad extracelular muy tenaz y que
presentan abundantes cuerpos flipoides intracelulares. De crecimiento lento.

A. Cuerpos lipoides bipolares. Catalasa positiva.
Beijerinckia

B. Numerosos cuerpos lipoides. Catalasa negativa.
Derxia
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2.41.1 Género Azotobacter

Son ceélulas grandes de forma oval con diametro entre 1.5-2.0 um. Presentan
pleomorfismo con variaciones desde las formas bacilares hasta cocoides. Se encuentran
solas, en pares o en grupos irregulares, o a veces formando cadenas de longitud variable.
No producen endosporas, pero si desarrollan quistes. Son gram-negativas. Se observa
movilidad por flagelos peritricos o pueden ser no madviles. El metabolismo es aerobio, se
pueden desarrollar en condiciones microaerofilicas. Algunas cepas de todas las especies
producen pigmentos hidrofilicos e hidrofobicos. Son quimioorganoétrofas, fijan al menos 10
mg de nitrégeno molecular / g de carbohidrato consumido. (Holt y col. 1994)

El género Azotobacter se distingue del resto de los géneros de esta familia por su

‘capacidad de formar quistes después del crecimiento exponencial o por induccion con
agentes quimicos. Los quistes son células metabolicamente latentes, mas resistentes que

- las células vegetativas a condiciones ambientales adversas. Su principal caracteristica es
la resistencia a la desecacion, que se emplea para distinguir los quistes de las formas

: yegetativas. Los quistes presentan también mayor resistencia a la radiacion ultravioleta y
al déﬁo mecéanico, aunque no sucede {o mismo con la resistencia al calor.

En la Figura 2 se observa el ciclo de vida de A. vinelandii. Las células vegetativas
son bacilos méviles por flagelos peritricos. Cuando se induce el enquistamiento la célula
pierde la movilidad, adquiere una forma esférica, aumenta el grosor de la pared y se
vuelve refractil. Este proceso morfogenético da lugar a un cuerpo central, que acumula
lipidos, rodeado de una capa intema, que se conoce como intina, y una capa extema, que
se conoce como exina. La acumulacion de lipidos en el cuerpo central consiste en poli-B-
hidroxibutirato. En la figura 3 se presenta la micrografia de un quiste maduro.

Bajo condiciones apropiadas el quiste puede germinar. Durante la germinacion se
pierde la refractibilidad, el cuerpo central se hincha y ocupa el espacio de la intina. E!
aumento gradual de volumen del cuerpo central causa la fractura de la exina, liberandose
una célula no movil en proceso de division. Después de esta division celular, la céluia
recupera la movilidad. (Sadoff, 1975)
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FIGURA 2 Ciclo de vida de Azotobacter vinelandii (Sadoff, 1975)
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FIGURA 3 Micrografia de un quiste maduro (Sadoff, 1975)
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2.4.1.2 Género Azomonas

Son células con diametro de 2.0 uym y longitud variable. Generalmente presentan
pleomorfismo con variaciones desde las formas bacilares, ovoides hasta cocoides. Se
encuentran solas, en pares o en grupos. No producen endosporas ni quistes. Son gram-
negativas o a veces gram-variable. Se observa movilidad por flagelos peritricos o polares.
E! metabolismo es aerobio, se pueden desarrollar en condiciones microaerofilicas. Casi
todas las cepas producen pigmentos hidrofilicos y fluorescentes. Son quimioorganétrofas
y fijadoras no simbiéticas de nitrégeno, fijlando al menos 10 mg de nitrégeno molecular/ g
de carbohidrato consumido. Se encuentran en suelo y agua. (Holt y col. 1994)

2.4.1.3 Género Beijeninckia

Son bacilos redondeados rectos o ligeramente curvos de 0.5-1.5 ym por 1.7-4.5 um.
A veces se observan células grandes deformes de 3.0 uym por 5.0-6.0 ;ym. Presentan
granulos intracelulares de poli-p3-hidroxibutirato muy refractiles, generalmente uno en cada
extremo. En algunas especies la capsula envuelve a varias células. Son gram-negativos y
presentan movilidad por flagelos peritricos o pueden ser no moéviles. El metabolismo es
aerobio estricto, del tipo respiratorio con oxigeno como ultimo aceptor de electrones.
Tiene capacidad de fijar nitrébgeno atmosférico en condiciones aerobias o microaerofilicas.
En placas de agar, especialmente en condiciones de fijacion de nitrégeno, se observa la
produccidon de abundante mucosidad tenaz y elastica y el desarrollo de colonias gigantes
con una superficie lisa o plegada. Se encuentran en suelo, particularmente de zonas

tropicales. (Holt y col. 1994)

2.4.1.4 Género Derxia

Son bacilos redondeados de 1.0-2.0 ym por 3.0-6.0pum, que se encuentran solos o
formando cadenas cortas. Presentan pleomorfismo dependiendo de la edad y las
condiciones del cultivo. Las células jovenes tienen un citoplasma homogéneo, mientras
que las células mas viejas presentan grandes cuerpos intracelulares refractiles en todo el
citoplasma. Son gram-negativas y presentan movilidad por un flagelo polar corto. El
metabolismo es aerobio estricto, del tipo respiratorio con oxigeno como Uitimo aceptor de
electrones. Tiene capacidad de fijar nitrégeno atmosférico en condiciones aerobias o
microaerofilicas. En placas de agar las colonias jovenes son mucoides y
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semitransparentes, después hay crecimiento masivo, y las colonias son opacas y
elevadas con superficie rugosa. Con el tiempo las colonias desarrollan un color café
oscuro. Se encuentran en suelos tropicales. (Holt y col. 1994)

2.4.2 Otras familias

2.4.2.1 Genero Azospirillum

Son bacilos rectos o anchos, 0.9-1.2 pm de ancho, frecuentemente puntiagudos.
Son gram-negativos o gram-variable. Presentan granulos intracelulares de poli-f}-
hidroxibutirato. lLas células son moéviles por un solo flagelo polar. Son fijadores de
nitrébgeno aerobios, pero en condiciones microaerofilicas requieren de una fuente de
nitrébgeno para su crecimiento. El metabolismo es de tipo respiratorio con oxigeno como
ultimo aceptor de electrones, aunque algunas cepas también pueden tener al ion nitrato
como Ultimo aceptor de electrones. Son quimioorgandétrofos, sin embargo algunas cepas
son autétrofas facultativas de hidrégeno. Se encuentran como especies de vida libre en el
suelo o asociadas a las raices de cereales, pastos y tubérculos. (Holt y col. 1994)

2.4.2.2 Género Herbaspirillum
Son células generalmente en forma vibrioide o a veces helicoidales de 0.6-0.7 um de
ancho. Son gram-negativas y presentan movilidad por medio de 1-3 flagelos polares en
uno o ambos extremos. Son fijadoras de nitrbgeno aerobias, pero en condiciones
microaerofilicas requieren de una fuente de nitrégeno para su crecimiento. El metabolismo
es de tipo respiratorio y son quimiorganodtrofas. Se encuentran como especies de vida
libre en el suelo o asociadas a las raices de gramineas. (Holt y col. 1994)
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3. BIODEGRADACION DE CONTAMINANTES EN LOS
AMBIENTES TERRESTRES

Los contaminantes presentes en los suelos son generalmente compuestos
introducidos al ambiente por las actividades humanas, y que tienen el potencial de
producir daflo a los organismos que habitan en el ambiente contaminado, inhibiendo sus
procesos vitales basicos. Los contaminantes mas comunes y abundantes son los
hidrocarburos (petréleo y sus derivados) y productos industriales como plaguicidas.

El petréleo en realidad es un producto natural, pero se ha convertido en un
problema de contaminaciéon por su abundante extraccion y frecuentemente por derrames
de los depésitos de combustible.

Biodegradacién y biodisponibilidad
Biodegradacion se refiere a la transformacion parcial o total de un compuesto

quimico llevada a cabo por microorganismos, plantas o sus enzimas. El contaminante
pierde su estructura original (complejidad molecular) o se degrada totalmente. (Sylvia y
col., 1999) (Alexander, 1999)

La biodegradaciéon ocurre de manera natural en todos los suelos. Los
microorganismos capaces de degradar hidrocarburos estan ampliamente distribuidos en
el ambiente. Pero la cantidad de petréleo supera las capacidades de {a autodepuracion de
los ambientes y se convierte en un contaminante. (Atlas y Bartha, 1997) (Oberbremer y
Miller-Hurtig, 1989)

La biodegradacion esta influenciada por una compleja serie de interacciones entre el
compuesto quimico, las poblaciones microbianas y el ambiente.

Los factores fisicoquimicos del ambiente tienen gran influencia sobre la
biodegradacién de los contaminantes, ya sea que afecten el desarrollo microbiano o la
biodisponiblidad del compuesto. (Sylvia y col., 1999)

E! desarrollo microbiano depende de factores abidticos del ambiente (temperatura,
pH, humedad, potencial redox, salinidad, presencia de toxinas) y de la presencia de
nutrientes. Los microorganismos heterotrofos requieren una fuente de carbono y de
energia, asi como de aceptores de electrones para su metabolismo respiratorio. Muchos
microorganismos necesitan también la presencia de factores de crecimiento. Se ha
reportado que mas del 90% de las bacterias presentes en el suelo son auxoétrofas a
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diversos compuestos. Otros nutrientes necesarios son, una fuente de nitrdgeno, una
fuente de fésforo y micronutrientes (minerales). (Alexander, 1999)

La biodisponibilidad se refiere a que el compuesto a degradar se encuentre
accesible a las células microbianas o a sus enzimas extracelulares. Los microorganismos
tienen facimente acceso a los compuestos que se encuentran en la fase acuosa, sin
embargo los compuestos hidrofébicos presentan una baja biodisponibilidad. (Sylvia y col.,
1999)

Un compuesto no biodisponible puede estar en una fase liquida no acuosa o
adsorbido en superficies solidas. (Alexander, 1999)

Las poblaciones microbianas pueden tener la capacidad de degradar un
contaminante, pero el compuesto persistird si las condiciones ambientales no son

favorables para la actividad degradativa. (Sylvia y col., 1999)

Consorcigs y cometabolismo
Las interacciones entre diferentes microorganismos en el ambiente tienen gran

influencia sobre |la capacidad degradativa de éstos.

Un compuesto contaminante puede ser degradado por una sola cepa o por un
consorcio microbiano. El término consorcio se refiere a la interaccién benéfica entre dos o
mas poblaciones microbianas que presentan funciones metabolicas complementarias
para llevar a cabo un proceso en forma coordinada; este puede llevar a cabo una
transformacién, que un microorganismo solo no podria realizar. El proceso que lleva a
cabo el consorcio microbiano es mas rapido, que la suma de las velocidades del proceso
llevado a cabo por los microorganismos integrantes en forma aislada. (Alexander, 1999)
(Sylvia y col., 1999)

El cometabolismo se presenta cuando un compuesto quimico es transformado por
un microorganismo sin que éste lo use como fuente de energia o de carbono; solamente
es convertido a un producto intermediario de degradacién, pero el microorganismo no
presenta crecimiento a expensas de esta transformacion; el intermediario asi obtenido se
acumula y persiste en el medio de cultivo. Sin embargo, esto no tiene que suceder en los
ambientes naturales, pues otra poblacion microbiana puede metabolizar el producto de la
transformacion inicial. En esta forma, el compuesto es degradado por la accién de dos

microorganismos.
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Las enzimas involucradas en el cometabolismo no son absolutamente especificas
para su sustrato, por lo que pueden actuar sobre una serie de compuestos relacionados.
(Sylvia y col., 1999) (Alexander, 1999)

3.1 _Degradacién microbiana de hidrocarburos

LLos hidrocarburos son compuestos que contienen solamente carbono e hidrégeno.
Los variados tipos de compuestos que representan los hidrocarburos comparten ciertas
caracteristicas: son practicamente insolubles en agua, son menos densos que el agua,
son solubles en disolventes organicos. La solubilidad en agua se reduce drasticamente
conforme aumenta el peso molecular. A temperatura ambiente pueden encontrarse en
forma gaseosa, liquida o sdlida dependiendo también de su peso molecular. Por su
estructura los hidrocarburos se pueden clasificar como:

. Hidrocarburos alifaticos, ya sea lineales o ciclicos, que a su vez pueden ser
saturados (alcanos, cicloalcanos) e insaturados (alquenos, cicloalquenos, alquinos,
cicloalquinos).

. Hidrocarburos aromaticos, de estos existen mono-, di- y policiclicos, y
pueden tener sustituciones o adiciones en el anillo bencénico. (Baker y Herson, 1994)
(Ratledge, 1994)

Queroseno

El queroseno es un producto que se obtiene por destilacion fraccionada del petrdleo,
constituye la quinta fraccidn en la destilacion dei petrdleo. Se utiliza en iluminacién, como
combustible de ignicidn de ingenios, en los motores a reaccién de los aviones, como
disolvente en productos tales como plaguicidas, cosméticos y otros.

Es un destilado ligero del petréleo, que consiste principalmente de hidrocarburos en
el rango de Cg-Ci6, de los cuales generalmente predominan los alcanos lineales; contiene
también alcanos ramificados, cicloalcanos, alquenos y alquinos. En menor medida se
encuentran compuestos aromaticos, como alquilbencenos y contiene menos del 5% de
hidrocarburos aromaticos policiclicos, como naftaleno.

Su densidad a 20°C es 0.80 g/mL. La solubilidad en agua a 20°C es de 5§ mg/L, pero
el queroseno es miscible con otros solventes de! petroleo. (Garcia Esquivel, 2001) (Pérez
Vargas, 2001) (Baker y Herson, 1994)
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3.1.1 Caracteristicas de la biodegradacién de hidrocarburos

La susceptilibilidad a la biodegradacion de los hidrocarburos depende del tipo y
tamaio de la molécula. En general los compuestos alifaticos son mas faciimente
degradados que los compuestos aromaticos. (Ratledge, 1994)

Los hidrocarburos alifaticos de cadena larga (C,-C24) son mejor utilizados por los
microorganismos, que los de cadena cornta, pues éstos suelen ser toxicos para fa célula.

Los compuestos alifaticos lineales suf: mna degradacion mas rapida que los
compuestos ramificados, debido al impedimento estérico para las enzimas degradativas.
Se ha observado que en un medio heterogéneo la degradacion de los compuestos
ramificados se ve inhibida por la presencia de compuestos lineales. (Ratledge, 1994)
(Atlas y Bartha, 1997)

Los consorcios microbianos son especialmente activos en la degradacion de
hidrocarburos alifaticos insaturados y ciclicos. Es dificil aislar un cultivo puro que utilice
alquenos o compuestos cicloalifaticos como unica fuente de carbono y energia, ya que
para su degradacion total se requiere la interaccion entre las poblaciones de un consorcio.
En la degradacion estos compuestos se pueden ver involucradas reacciones de
cometabolismo. (Ratledge, 1994)

De una mezcia de hidrocarburos, los compuestos cicloalifaticos son los mas
persistentes, seguidos de los compuestos alifaticos ramificados y después de los
aromaticos. Los compuestos que son biodegradados primero son los alcanos lineales y
los hidrocarburos mas solubles en agua como el naftaleno. (Oberbremer y Miiller-Hurtig ,
1989)

3.1.2 Transporte de hidrocarburos al interior de la célula

El transporte hacia el interior de la célula y el crecimiento a expensas de los
hidrocarburos se ha relacionado fuertemente con la habilidad del microorganismo de
producir biosurfactantes. La sintesis de estos surfactantes se puede considerar como un
prerequisito para el metabolismo de los hidrocarburos. (Ratledge, 1994) (Kosaric, 1993)
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La interaccion del microorganismo con el hidrocarburo para llevar a cabo el
transporte hacia el interior de la célula puede ocurrir de tres maneras:
. Interaccion de las células con los hidrocarburos disueltos en la fase acuosa.
Este mecanismo es valido inicamente para los hidrocarburos que presentan mayor
solubilidad en agua, es decir los de menor peso molecular. (Ratiedge, 1994) (Kosaric,
1993)
. Contacto directo de las células_con grandes_gotas de_hidrocarburos. Los

microorganismos en este caso presentan una superficie celular hidrofébica, por lo que
se da la interaccion con las gotas de hidrocarburos. Un factor limitante en este
mecanismo de transporte, es el area superficial de contacto con el sustrato. Los
microorganismos producen biosurfactantes para emulsificar los hidrocarburos y
aumentar su biodisponibilidad. L.a emulsificacién de los hidrocarburos aumenta el area
de contacto, por lo que estimula la entrada del sustrato a la célula. (Ratledge, 1994)
(Kosaric, 1993)

. Interaccién____de _las___células _con__ hidrocarburos emulsificados

{pseudosolubilizados) _en forma de pequeias gotas de menor tamarfio que la célula.

Este es el mecanismo comunmente empleado por los microorganismos. Los

microorganismos producen biosurfactantes para emulsificar fos hidrocarburos y
aumentar su biodisponibilidad. En este mecanismo, el hidrocarburo emuisificado se
une a la superficie de la célula, al contrario del mecanismo anterior, donde la célula se
une al sustrato. (Ratledge, 1994) (Kosaric, 1993)

Dependiendo del microorganismo, se emplean uno o varios de los mecanismos
arriba mencionados para transportar los hidrocarburos al interior de la célula.

En el punto de contacto del microorganismo con el sustrato, el hidrocarburo entra a
la célula por difusién o por transporte activo. Se ha propuesto la participacién de un cana!
o receptor anfipatico en el transporte de los hidrocarburos. (Kosaric, 1993)

En las siguientes figuras (Figuras 4 y 5) se muestra el esquema hipotético de la
entrada del alcano ligado al surfactante a una célula microbiana.
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FIGURA 4 Esquema géneral de la entrada del alcano ligado al surfactante a una célula
microbiana (Kosaric, 1993)
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FIGURA § Concepto de!l canal receptor en la entrada de un alcano (Kosaric, 1993)
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3.2 Biosurfactantes

Los surfactantes o tensoactivos son moléculas anfipaticas con un grupo hidrofébico
(generalmente un hidrocarburo) y otro hidrofilico, que cuando se encuentran disueltos en
agua se concentran en la interfase liquido-liquido o liquido-gas y tienden a agregarse en
forma de micelas. Cuando la concentracion de surfactante es muy baja, se encuentran las
moléculas libres, pero conforme aumenta la concentraciéon se alcanza la concentracion
micelar critica (CMC); a partir de este punto se empiezan a formar las estructuras
micelares y las caracteristicas de la solucidn cambian drasticamente (tension superficial,
viscosidad, densidad); por estas caracteristicas tienen la capacidad de reducir {a tensién
supefficial o interfacial y permitir la emuisificaciéon de dos liquidos inmiscibles. (Margaritis y
col., 1979)

Los biosurfactantes han despertado gran interés en los ultimos afos por su
diversidad, su naturaleza biodegradable, y sus posibles aplicaciones; estos compuestos
tienen ventajas sobre los surfactantes quimicos, como: menor toxicidad, mayor
biodegradacion y por ende mejor compatilibilidad con el ambiente, su uso en ambientes
extremos (temperatura, pH, salinidad), y su sintesis a partir de recursos renovables.
(Desai y Banat, 1998)

Los biosurfactantes presentan una gama de estructuras quimicas diferentes, pero
tienen en comun la habilidad de emulsificar mezclas de agua e hidrocarburos. Reducen la
tension superficial permitiendo la mezcla y emulsificacion. (Kosaric, 1993) (Margaritis y
col., 1979)

Se clasifican los biosurfactantes segin su estructura quimica y su origen
microbiano. Los principales grupos estructurales son glicolipidos, lipopéptidos y
lipoproteinas, fosfolipidos y acidos grasos y surfactantes poliméricos. Los glicolipidos son
muy frecuentes y consisten en un grupo carbohidrato unido a un acido graso de cadena
larga o un acido graso hidroxilado, por ejemplo: los ramnolipidos, los trehalolipidos y los
soforolipidos. Se ha encontrado también un buen numero de microorganismos que
producen acidos grasos y fosfolipidos con propiedades tensoactivas durante su
crecimiento con alcanos lineales. (Desai y Banat, 1998)

Los biosurfactantes son sintetizados por una gran variedad de microorganismos, y
son secretados o estan unidos a partes externas de la célula. Su produccion se asocia al
crecimiento microbiano con un sustrato inmiscible en agua, aunque se producen también
con sustratos solubles o miscibles con el agua. (Desai y Banat, 1998) (Margaritis y col.,
1979)
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La cinética de la produccién de los biosurfactarntes es muy variable y se han podido
hacer pocas generalizaciones. Se ha observado la produccion de algunos biosurfactantes
asociada al crecimiento, y se encuentra una relacion directa entre estos dos parametros
cinéticos. La produccion se puede llevar a cabo bajo condiciones limitantes, es decir la
produccién de biosurfactante aumenta notablemente como resultado de la limitacion de
uno o mas de los componentes del medio. (Desai y Banat, 1998)

La actividad de un biosurfactante se puede determinar midiendo los cambios en la
tensidon superficial o interfacial con un tensidmetro y/o midiendo la capacidad de
estabilizar o desestabilizar emulsiones que se manifiesta por la turbiedad presente. (Desai
y Banat, 1998)

3.3 Vias de deqradacion de hidrocarburos

Por lo general, el metabolismo de los hidrocarburos es aerobio con oxigeno como
ultimo aceptor de electrones. Sin embargo, se ha reportado también el metabolismo de
tipo anaerobio. En este trabajo se exponen las caracteristicas del metabolismo aerobio,
que es de gran interés para esta investigacion.

3.3.1 Alcanos lineales

El primer paso en el metabolismo de los alcanos lineales es una oxidacion terminal,
formandose el alcohol primario correspondiente. Por lo general esta oxidacion se lleva a
cabo por la alcano hidroxilasa, que es una monooxigenasa (introduce un atomo de
oxigeno), como se muestra en la siguiente reaccion:

R-CH; + Oz + NADH + H' —» R-CH,OH + NAD* + H,0O

Esta oxidacion también se puede llevar a cabo por una dioxigenasa (introduce dos
atomos de oxigeno), aunque es menos frecuente.

R-CH; + O; - R-CH,OO0H + NADH + H' —» R-CH,OH + NAD"* + H,0

El alcohol resultante se oxida por la alcohol deshidrogenasa al aldehido
correspondiente, y éste se oxida después por la aldehido deshidrogenasa para dar lugar a
un acido graso.
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Se ha observado también la oxidacion subterminal de los alcanos, resultando un
alcohol secundario. Este alcohol es oxidado después para formar la cetona
correspondiente, y ésta es oxidada para dar lugar a un éster. E| éster resultante sufre una
hidrdlisis, produciendo un acido graso y un alcohol.

Los acidos grasos que resultan de la oxidacién de los alcanos son metabolizados
por }-oxidacién, integrandose al metabolismo energético de la célula. (Ratledge, 1994)
(Kosaric, 1993)

En la Figura 6 se muestra la oxidacion terminal y subterminal que sufre un alcano
lineal.

3.3.2 Ailcanos ramificados

Los alcanos ramificados sufren una oxidacion subterminal, dando lugar al alcohol
secundario, que posteriormente se oxida resultando una cetona. La cetona es oxidada
para dar lugar al éster, que por hidrélisis produce un acido graso y un alcohol. El acido
graso se integra al metabolismo enérgetico de la célula por B-oxidacion. ’

Generalmente, los alcanos ramificados sufren una degradacién mas lenta que los
correspondientes alcanos lineales. Asi, en una mezcla de estos dos tipos de
hidrocarburos, 1a degradacién de los alcanos ramificados se ve inhibida por la presencia
de los alcanos lineales. (Ratledge, 1994)

3.3.3 Alquenros

La degradacién de hidrocarburos alifaticos insaturados se inicia con un mecanismo
de ataque al doble enlace o con el mismo mecanismo de los alcanos lineales antes
expuesto. Asi se reconocen cuatro mecanismos de degradacion inicial: oxidacién terminal
por una oxigenasa dando lugar al alcohol primario correspondiente; oxidacién subterminal
por una oxigenasa produciendo un alcohol secundario; oxidacién del doble enlace dando
lugar a un epoéxido; oxidacién del doble enlace produciendo un diol. Se observan estos
mecanismos en la Figura 7.

Los cultivos mixtos presentan gran importancia en la degradacién de alquenos, ya
que es dificil aislar un microorganismo capaz de utilizar a los alquenos como Unica fuente
de carbono y energia. (Ratledge, 1994)
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FIGURA 6 Oxidacion de un alcano lineal (Ratledge, 1994)
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Alqueno

VHZ Epdxido

Diol

FIGURA 7 Oxidacion de un alqueno (Ratledge, 1994)

3.3.4 Cicloalcanos

Se han reportado pocos casos en los que un microorganismo es capaz de utilizar un
compuestos cicloalifatico como uanica fuente de carbono y energia, por lo que
generalmente la biodegradacién de estos compuestos involucra a cultivos mixtos, asi
como reacciones de cometabolismo. El ataque cometabdlico inicial involucra la oxidaciéon
del anillo por una monooxigenasa poco especifica para dar lugar al alcohol
correspondiente. Los siguientes pasos del metabolismo son llevados a cabo por otros
microorganismos del cultivo mixto. En la Figura 8 se muestra la oxidacion del ciclohexano.
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FIGURA 8 Degradacion del ciclohexano (Ratledge, 1994)

3.3.5 Compuestos aromaticos

La mayoria de los compuestos aromaticos se convierten como primer paso en la
degradacién a los intermediarios comunes: catecol o protocatecato, como se muestra en
la Figura 9. Estos intermediarios son los sustratos iniciales para la fision oxidativa de!
anillo bencénico. El anillo bencénico de estos intermediarios se puede romper por dos
vias: la orto fision y la meta fisién. Si el anillo se rompe entre dos atomos de carbono
adyacentes hidroxilados, se trata de una orto fision descrita en la Figura 10. La ruptura
entre un atomo de carbono hidroxilado y un carbono adyacente no hidroxilado
corresponde a una meta fisidon como se muestra en la Figura 11. (Cork y Krueger, 1991)
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FIGURA 9 Compuestos arométicos convertidos a catecol. (Cork y Krueger, 1991)
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En ambas vias (orto y meta fision) el primer paso es la introduccién de una molécula
de oxigeno por una enzima dioxigenasa. Por este medio se logra abrir el anillo bencénico.
Los productos de orto fisién del catecol y del protocatecato confluyen en un intermediario
comun, el B-cetoadipato, que después de condensarse con la coenzima A, se incorpora al
ciclo del citrato. Los productos de meta fisidon del catecol y del protocatecato se incorporan
a las vias centrales del metabolismo microbiano. (Cork y Krueger, 1991)

3.4 Biorremediacion de suelos contaminados por
hidrocarburos

La biorremediacion es una tecnologia que hace uso de microorganismos o plantas,
o bien enzimas derivadas de los mismos, para remediar ambientes contaminados.
Remediar, en este contexto, significa disminuir o eliminar un contaminante del suelo, con
el fin de restaurarle sus propiedades originales. (Sylvia y col., 1999)

La biorremediacién hace uso de la accién natural de los microorganismos en la
transformacion y mineralizacién de los contaminantes presentes en el ambiente.
(Anderson y Coats, 1994)

k Pa'ré"'p'ode_r hapef uso de esta tecnologia, se establecen ciertos criterios:
. £l organismo empleado debe presentar la capacidad degradativa hacia el
vcoﬁta‘rminantke,én cuestion para reducir su concentracion a niveles aceptables en un
lapso de tiempo razonable;

. El contaminante debe estar biodisponible;
. E! ambiente contaminado debe presentar condiciones favorables para la
biodegradacion,
. El costo de la biorremediacién debe ser menor o igual que el de otras

tecnologias que se pudieran aplicar. (Sylvia y col., 1999)

La técnica mas empleada en biorremediacién ha sido la estimulacion de la actividad
de los microorganismos autdctonos (bioestimulacion) adicionando nutrientes, regulando
las condiciones redox, optimizando las condiciones de pH, aumentando |la
biodisponiblidad del contaminante.

Aunque la biodegradacidn ocurre de manera natural en los ambientes terrestres, se
requiere la presencia de nutrientes para optimizar este proceso; el tipo y cantidad de
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nutrientes requeridos depende de la composicion natural del suelo y de la concentracién
de contaminante. Los contaminantes en el suelo aumentan la fuente de carbono
disponible; en estas circunstancias, otros nutrientes (por ejemplo nitrogeno y fésforo) que
antes estaban en cantidades adecuadas, serdn ahora un factor limitante para la
biodegradacién, por lo que la adicion de estas fuentes al suelo estimula la biodegradacién
de hidrocarburos.

Cuando se llevan a cabo reacciones de cometabolismo con los compuestos
organicos contaminantes, es necesaria la presencia de sustratos para el crecimiento, por
lo cual la adicién de materia organica al suelo frecuentemente estimula la biodegradacién.
Si el factor limitante en el metabolismo aerobio es el oxigeno, se adiciona peréxido de
hidrogeno o se inyecta oxigeno en el sitio para estimular la biodegradaciéon.

Si se trata de compuestos hidrofébicos, que no estan biodisponibles, se ensaya una
serie de surfactantes para aumentar la biodisponibilidad de los contaminantes. Se ha
observado la produccion de biosurfactantes especificos cuando los microorganismos
crecen a expensas de hidrocarburos contaminantes. Varios de los biosurfactantes
adicionados pueden ser degradados al mismo tiempo que los hidrocarburos de menor
solubilidad en agua. (Kosaric, 1993) (Alexander, 1999)

Otros enfoques han sido:

a) inocular los sitios con microorganismos que presentan capacidades
degradativas especificas, por ejemplo, se puede aumentar la velocidad de la
biodegradacién si se inoculan bacterias autdctonas seleccionadas. (Kosaric,
1993)

b) aplicar enzimas inmovilizadas,

c) usar plantas (fitorremediacion). (Anderson, 1994)

El disefio de! sistema de biorremediacion a emplear requiere diferentes estudios
previos del sitio a tratar. estudio hidrogeoldgico, condiciones del sitio, compuestos a
degradar, operacion del proceso, estudio microbiolégico. (Kosaric, 1993)
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CAPITULO 3 BIODEGRADACION DE CONTAMINANTES

3.41 Fitorremediacién

La fitorremediacién es una tecnologia para la remediacion de suelos contaminados
poco profundos (menos de dos metros), que involucra el uso de plantas superiores que
directa o indirectamente resulta en la eliminacion o degradacion de contaminantes
presentes en el suelo. Los procesos que se llevan a cabo involucran la asimilacién del
contaminante por !a planta o la biodegradacion del contaminante por los microorganismos
que colonizan la rizésfera de la planta. (Alexander, 1999) (Anderson y Coats, 1994)

Las plantas’ '\pqeden secuestrar, degradar o estimular la degradacién de
contaminantes én, el jSl:lEb. Por ejemplo, las plantas secuestran metales pesados
presentes en fél" 5hé|o, reduciendo asi la contaminacion de estos elementos en el
ambiente terrestre. Esta estrategia puede causar problemas de bioacumulacién y los
metales pesados pueden entrar a las cadenas alimenticias. Las plantas acumulan también
compuestos organicos presentes en el suelo. Los compuestos organicos hidrofilicos
pueden ser asimilados y transformados por las plantas. Se ha observado que el
metabolismo de estos compuestos, se lleva a cabo por reacciones enzimaticas no
especificas, involucrando en algunos casos el citocromo P450. La transformacion de
compuestos contaminantes en la planta puede causar problemas debido a la produccidon
de metabolitos tdxicos. (Siciliano y Germida, 1998)

El tercer enfoque que se ha dado a la fitorremediacién es de interés en este trabajo,
pues se ha observado en estudios con plantas de frijol, que se estimulan ciertas
poblaciones rizosféricas en presencia de los hidrocarburos del queroseno, resultando en
su biodegradacion. (Hernandez Acosta, 1997)

Como se mencioné en el capitulo anterior, la rizosfera es una zona de gran actividad
y crecimiento microbianos, y sus caracteristicas estdn determinadas por la interaccion
suelo-planta-organismos asociados a la raiz. Las plantas pueden alterar a las poblaciones
rizosféricas, por medio de la liberacién diferenciada de exudados de la raiz. En efecto, se
ha propuesto que las plantas producen sefiales especificas en respuesta a la presencia
de compuestos contaminantes en el suelo, que estimulan la actividad microbiana
destoxificante en la rizésfera. (Siciliano y Germida, 1998)
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4. METODOLOGIA

4.1 Técnicas microbiolégicas

4.1.1 Preparacion del medio de cultivo

El medio de cultivo empleado fue el propuesto por Rennie en 1981. El autor propone
un medio compuesto de sales, de dos fuentes de carbono comunes (sacarosa, manitol) y
dos cofactores nutricionales organicos (lactato de sodio y extracto de levadura en
pequefias cantidades), con el que se satisfacen las necesidades de la mayoria de las
bacterias fijadoras de nitrégeno.

"Rennie Completo | Rennie Modificado | Rennie Completo
con cofactores con amonio

Solucién A
___KHPO4(g/L)
KHPO4(g/L)
|____NaCl(g/L) | -
Naz_MOOq 2H30 (g/L)
_NaFeEDTA (g/L) _

‘Extracto de levadura

(@) R
_Manitol (/L) [ 50 "

Sacarosa (g/L) .

" LLactato de sodio
__{60%v/iv) (mL)
___NHCI(a/L)

. f{Agan(a/l) 1
Agua destilada (mL) 90
Solucién B
MgS0, .7H.O (g/L) 0.2 0.2 0.2
CaCl; (g/L) . 0.06 0.06 0.06
Agua destilada (mL) 100 100 100

Vllammas

e e 0.8
0.

8
2
1
25
2
2

"0,
0
0.0
0

cnion 33

Butanol (mL)
al 0.2% w/v e 2.5 [R—
d=0.810g/mL

Queroseno (mL)
_al1.0% viv

10 T O
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Todos los reactivos empleados fueron grado analitico.

Las soluciones A y B fueron esterlilizadas por separado en autoclave (20 min a

121°C), después de enfriar se mezclaron.

Las vitaminas se adicionaron esterilizandoclas por filtracion (filtro de perinola de nylon

y fluoricil didmetro 13 mm y porosidad de 0.45 ;im).
Cuando era necesario agregar una fuente de nitrégeno, se empled cloruro de
amonio al 0.1% w/v. (Stevenson y Socolofsky, 1966)

Earé obtener el medio sdlido se agregd agar purificado.

Péré evaluar la capacidad de las cepas de crecer con queroseno como fuente de
féér_boho, se sustituyd la sacarosa y el manitol por el queroseno en el medio de Rennie
; m'odi‘ficado‘ En medio sdlido, el queroseno se impregné en un disco de papel filtro que se
‘ colocd en la tapa de la caja de Petri; en culytivyobs‘.en medio liquido, el queroseno se
: adﬁéioné directamente después de haber '_in‘bcyi‘ado los matraces. El queroseno se
- adicioné sin esterilizar. (Hernandez, 1997) (Garcia, 2001) (Pérez, 2001)

) Para el estudio de la formacién de quistes, se erﬁpleé el butanol como inductor (ver
. 4.4). En este caso se suslituyd la sacarosa y el manitol por el butanol en el medio de
Rennie modificado, ya sea sdlido o liquido. El butanol se esterilizé por filtracién como se

‘menciond anteriormente para las vitaminas.

4.1.2 Cultivos

4.1.2.1 Cultivo en medio solidc

El cultivo en medio sdlido se realizé en tubo inclinado y/o en caja Petri. Se tomd una
asada del cultivo a transferir, que podia provenir de un cultivo de matraz con medio
liquido, de tubo inclinado o de caja Petri. En el tubo inclinado se sembré por estria
ondulada, mientras que en la caja Petri se sembro por estria continua, cuando se queria
obtener abundante crecimiento, o por estria en cuadrante radial, cuando se querian aislar
colonias. Los tubos o las cajas se incubaron a 28°C. Siempre se incluyé un blanco de
medio de cultivo. (Ramirez Gama y col., 1996)

4.1.2.2 Cultivo en medio liquido

El cultivo en medio liquido se realizé6 en matraces Erfenmeyer de 125 mL que
contenian 50 mL de medio de cultivo. Se tomaron una o varias asadas del cultivo de
medio sdlido o un volumen conocido de cultivo en medio liquido transfiriendo en
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condiciones de esterilidad al matraz. Por lo general se tom6 la asada de un cultivo fresco
en caja Petri (24-48 h de incubacién) para inocular los matraces. Los matraces se
incubaron a 28°C y agitacion de 120 rpm. Siempre se incluyo un btanco de medio.

4.1.3 Tinciones

Se llevd a cabo la tincidn de Gram de las preparaciones de los diferentes cuitivos.
(Ramirez Gama y col., 1996)
Las preparaciones se fijaron aplicando resina sintética y un cubreobjetos para

mantenerias y protegerias.

4.1.4 Cuantificacién de microorganismos

4.1.4.1 Determinacion de biomasa por peso seco

La determinacién de biomasa por este método se realizé fitrando una muestra de
cultivo en medio liquido por una membrana White HAWP didmetro 47 mm porosidad de
0.45 um en un equipo Millipore. Antes de emplear las membranas, éstas se secaron en la
estufa dé vacio a 50°C y se mantuvieron en el desecador, para obtener el peso constante
de ellas (peso inicial). Una vez pesadas se utilizaban para filtrar un volumen conocido de
la muestra que no tapara la membrana. Se dejaba secar la membrana a temperatura
ambiente, después en la estufa de vacio a 50°C, y finalmente se mantuvieron en el
desecador, para obtener el peso constante (peso final). Al peso final obtenido se le
restaba el peso inicial de cada membrana y se dividia entre el volumen filtrado,
obteniendo el valor de biomasa en mgi/L.

4.1.4.2 Cuenta en placa por el método de extension superficial

Para realizar las series de diluciones decimales se emplearon tubos con tapén de
rosca con 9 ml de solucién salina isotdnica (0.8%). Se tomé 1 mi del cultivo liquido en
matraz previa agitacién y se transfirid al tubo de la dilucién 10, A partir de este tubo se
continud con la serie de diluciones decimales hasta llegar a !a dilucién 10°. Cuando el
desarrollo observado en cultivo liquido fue abundante se prepararon las diluciones 1072,
10y 10 para realizar la cuenta en placa, y cuando e! desarrollo no fue tan abundante se
emplearon las diluciones 102, 10° y 10*. Se tomé un volumen de 0.1 m! con micropipeta
de la dilucién correspondiente y se transfirié a la placa de agar Rennie completo, después
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se extendio este volumen en la superficie con un tridngulo de vidrio previamente flameado
con alcohol. Las placas se incubaron a 28°C por 48-72 h y se realizé la cuenta de UFC en
las placas que presentaban un namero entre 30 y 300 colonias. (Ramirez Gama y col.,
1996) (Sylvia y col., 1999)

4.1.4.3 Turbidimetria

En un espectrofotdmetro Spectronic 20 de Bausch & Lomb a una longitud de onda
de 600 nm se determind la absorbancia de las diferentes mezclas de la escala de
McFarand calibrando el aparato con un blanco de reactivos. Se tomaron estos datos
como la curva estandar. Se determino la absorbancia de las muestras de cultivo liquido en

~. las - mismas condiciones. Las lecturas de las muestras se interpolaron en la grafica
“" obtenida con la curva de McFarland. (Ramirez Gama y col., 1996)

TABLA 3 Preparacion de la curva estandar (Escala de McFariand)

No. de tubo BaCt; 1% (ml) H,S0, 1% (ml) Bacterias * 10° / ml
1 0.1 9.9 300
2 0.2 K- 600
Y ) 97 | 900
—ga g | g
o5 T T a5 T T T 400 T
T s R
07 93 {72100 T
5 i i S
———g s e R R
10 10 9.0 ‘ 3000

(Ramirez Gama y col., 1996)
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4.2 Desarrollo en condiciones de anaerobiosis

Se observd el desarrollo de los cultivos en tres diferentes medios sélidos: Rennie
completo, Rennie completo con amonio y Rennie modificado con queroseno.

Las cajas Petri recién inoculadas por estria continua se introdujeron a la jarra de
anaerobiosis junto con el sobre generador correspondiente para cada sistema empleado y
el indicador de anaerobiosis, se cerrd rapidamente la jarra y se incubd por 72 h a 28°C. Al
mismo tiempo se incubaron los cultivos en condiciones aerobias, y al cabo de 72 h, se
hicieron Ias observacuones comparando e! crecimiento obtenido en condiciones aerobias y

. anaerobias.

4.2.1 Jarras de anaerobiosis

-Se emplearon tres tipos de sistemas para generar anaerobiosis.
a) Primero se utilizé la jarra tradicional de anaerobiosis que contiene un catalizador

- activo'y que requiere un sobre generador (Gas Generating Kit Oxoid BR38) al que hay
que afadir 10 ml de agua.

'b) - Se utiliz6 también un recipiente de anaerobiosis de marca GENbox Jar 2.5 litros

“con'sobres generadores GENbox anaer, que funcionan sin agregar agua ni catalizador

: c) . La tercera jarra de anaerobiosis empleada fue Oxoid AnaeroJar AG25 de 2.5
litros No requiere el uso de catalizador como el caso de la primera jarra mencionada. Se
emplearon los sobres generadores GENbox.
~El mdncador de anaerobicsis (Oxoid) permitid controlar que la reaccién de

Uanaeroblosus se lograra correctamente y que se mantuviera durante toda la incubacion. Se
v ‘abre_,el sobre y se deja expuesto alrededor de 10 mm de la tira, que en presencia de

3y d}(igéhoyiraré a rosa. El indicador virara de rosa a blanco proporcionando una sefal
" visual de la anaerobiosis creada.
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4.3 Produccion de biogsurfactantes

4.3.1 indice de emulsificacién de 24 horas (E24)

Cooper y Goldenberg (1987) reportaron la medicién de la capacidad de
emulsificaciéon por este método, empleando 6 mL de queroseno adicionados a 4 mL de la
muestra acuosa. En este trabajo se hizo una modificacion en los volumenes empleados
para reducir la cantidad de desechos de queroseno, pero respetando la proporcion 60:40
empleada por Cooper y Goldenberg (1987).

Los cultivos se desarrollaron en medio liquido Rennie completo y Rennie modificado
con querosero. Después del tiempo de incubacién a 28°C y 120 rpm se tomaron 1.6 mL
de medlo de culhvo con celulas 'y se depositaron en un tubo. Se adicionaron 2.4 mL de
( n Ios tubos vigorosamente en el vértex por 2 minutos y se dejaron
i e de emulsificacion de 24 h (E24) se reportd como el porcentaje
. a colu na emulsificada (mm) dividida entre la altura total de la columna

de la
'_ fllquida (mm) Como control positivo se empled Tween 80 al 1% y como control negativo el
: 'blanco de med:o de cultlvo Se determind fa biomasa obtenida al tiempo de incubacién por

peso seco.:

4.3.2 . Medicion de tension superficial

Péra ésl_a medicion los cultivos se desarrollaron en medio liquido Rennie completo y
; Rénniermda‘iﬁrcédo con queroseno. A tiempos de incubacién preestablecidos (2 0 3, 7, 12
0 14 dias) se tomd una muestra del cultivo para medir la tensién superficial. La medicion
se }ealizé en un tensiometro Analite 2141, tomando un minimo de 3 lecturas y registrando
la lémperatura. Las lecturas de la tensién superficial se dan en mN/m (miliNewton por
metro). Las muestras provenientes del medio con queroseno se pasaron primero a un
embudo de separacion tratando de eliminar el hidrocarburo para reducir las interferencias.
Se tomaron también las lecturas de los blancos de ambos medios (sin indculo), de agua
destilada y de solucion de Tween 80 al 0.1%. La cuantificacion de los microorganismos a
cada tiempo de incubacién se realizé por turbidimetria.
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4.4 Estudio de la formacion de quistes

Socolofsky y Wyss (1962) describen el experimento de desecacién para estudiar la
resistencia de los quistes de Azotobacter vinelandii. Suspensiones de quistes y de células
vegetativas se filtraron por una membrana. Las membranas se transfirieron a una caja
Petri con un absorbente seco y se incubaron a 33°C. Después de un periodo de
incubacién las membranas se lavaron con agitacion vigorosa para recuperar
cuantitativamente las células, y se determind la viabilidad por cuenta en placa. Stevenson
y Socolofsky (1966) reportan que las células que soportan 4 dias de desecacién se
consideran quistes maduros.

Basandose en estos reportes el experimento de resistencia a la desecacion se
realizé de la siguiente forma:

Inicialmente se realizd el experimento empleando una cepa de Azotobacter
vinelandii desarrollada en medio Rennie completo con sacarosa (omitiendo el manitol) y
en medio Rennie modificado con butanol para montar las técnicas. Esta cepa se obtuvo
de la Coleccién Microbiana del CINVESTAV. Posteriormente se realiz6 el experimento
con la cepa 11KO para verificar la posible formacién de quistes con queroseno como
fuente de carbono observada previamente por Garcia Esquivel (2001).

Para |n|C|ar el experlmento se tomo el indculo de las cepas de un cultivo fresco
"(méXImo 24 h de :mcubacu‘)n) en caja con medio Rennie completo. El indculo de las cepas
i ‘en su forma bacllar o vegetatlva se transfirid al medio liquido. En el caso de la cepa de

{»Azolobacter vme/and/l se moculé medlo llqmdo Rennie completo con sacarosa y Rennie
modmcado con butanol y en eI caso de la cepa 11KO se inoculé medio liquido Rennie
completo con sacarosa Renme modlflcado con butanol y Rennie modificado con

queroseno. .

El cultivo IIqundo se lncubé a 28° C y 120 rpm por 7 dias. Al cabo de este periodo de
incubacion, se tomé una muestra de 1 o 2 mL en condiciones de esterilidad y se filtré por
una membrana de nylon didmetro 47 mm porosidad de 0.45 pm estéril en el equipo
Millipore estéril y se lavd con agua destilada estéril. La membrana se transfirié a una caja
Petri estéril con un papel filtro seco y estéril. Se tomé otra muestra de 1 mL de los cultivos
para hacer una serie dé dildciones decimales (10" a 10°®) y realizar la cuenta en placa por
el método de extension superficial. Asi se obtuvo el dato del ntimero inicial de células
filtradas.

Las cajas Petri con las membranas se colocaron en un desecador dentro de la
incubadora a 28°C por 5 dias. Después del periodo de desecacion se intenté recuperar
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cuantitativamente la biomasa de las membranas agitdndolas en solucién salina isotodnica
(0.8%). Se tomd 1 mlL de la suspension de las células para hacer una serie de diluciones
decimales (10" a 10"*) y realizar la cuenta en placa por el método de extension superficial.
Asl se obtuvo el dato del nimero de células que resistieron el periodo de desecacion, es
decir el nUmero de quistes.

Con estos datos se calculd el porcentaje de formacién de quistes, dividiendo el
numero de quistes entre el ndmero inicial de células multiplicando por 100.
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RESULTADOS

5. RESULTADOS

5.1__Caracteristicas morfoldgicas

En

las Tablas 4, § y 6 se presenta

la descripcidn de las caracteristicas

macroscopicas y microscopicas de los cultivos estudiados en este trabajo.
Mas adelante en las Figuras 12 y 13 se presentan las fotografias que ilustran las

caracteristicas microscépicas de los cultivos.

TABLA 4 Caracteristicas macroscoépicas (desarrollo en medio sélido)

Rennie completo con

Cultivo Rennie completo Rennie modificado con
queroseno amonio
Crecimiento extendido Crecimiento extendido Crecimiento extendido

blanco-amarillento opaco
con abundante
. mucosidad

blanco-amarillento opaco
sin mucosidad

beige crema sin
mucosidad

“Colonia circular de borde

‘entero grande convexa

blanca-amarillenta opaca

“mucoide; con el tiempo

*“adquiere un color café

Colonia circular de borde
entero grande convexa
menos opaca sin
mucosidad

Colonia circular de borde
entero grande convexa
beige crema sin
mucosidad

Colonia circular de borde
entero grande convexa
blanca transparente
mucoide

Colonia circular de borde
entero mas pequena
convexa blanca opaca

Colonia circular de borde
entero grande convexa
beige crema opaca sin

mucosidad

Colonia puntiforme
elevada blanca seca

Colonia puntiforme
elevada blanca

Colonia puntiforme
elevada beige crema
opaca
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TABLA § Caracteristicas macroscoépicas (desarrollo en medio sélido)

Cultivo Rennie completo Rennie inodificado con | Rennie completo con
queroseno amonio
12K Crecimiento extendido Crecimiento extendido Crecimiento extendido
opaco con abundante transparente sin blanco opaco sin
mucosidad mucosidad mucosidad
.CS Colonia circular de borde | Colonia circular de borde | Colonia circular de borde
= entero pequefa plana | - entero mas pequeﬁa entero pequeiia plana
rosa salmoén mucoide% e plana con poca rosa salmén mucoide
= » i e i coIoracuén A
:CAM - Caolonia puntiforme ; Colonia puntlforme Colonia puntiforme
- ! qtheila'a’rh:‘a‘rilylaﬂ.,, convexa’con’ poca convexa amarilla
S i S coloracién. e
.CB - Colonla circular de borde Colonia CIrcuIar de borde«, Colonia circular de borde

entero grande convexa
blanca transparente con
abundante mucosidad

enterq mas pequeiﬁa
convexa blanca opaca’

con menos mucosidad *

entero grande convexa

" blanca opaca mucoide
con menos mucosidad

Como se puede observar en la descripcion de las caracteristicas macroscopicas en

medio s6lido de algunos de los cultivos, el crecimiento en el medio de Rennie completo,

es d}écir en condiciones de fijlacién de nitrégeno, presenta abundante mucosidad. Este es

-un mecanismo de proteccién fisica de la enzima nitrogenasa en presencia de oxigeno,

como ‘se- menciona en el Capitulo 2 (Fijacion biologica de nitrégeno).

Cuando estos

cultivos se desarroflan en el medio que contiene una fuente de nitrégeno, es decir en

: aUsencia de fijacion de nitrégeno, disminuye la presencia de mucosidad. En el medio que

tiehe queroseno como fuente de carbono, el desarrollo en todos los casos es menor, el

crecimiento es mas lento y se pierden algunas de las caracteristicas observadas en el

crecimiento en medio de Rennie completo, por ejemplo la presencia de coloracién de

algunas cepas.
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En medio liquido con queroseno, el crecimiento se adhiere a la pared del matraz.
Hay crecimiento en la parte superior del medio de cultivo, formando una pelicula en la

superficie.
TABLA 6 Caracteristicas microscépicas (Tincidon de Gram)
Cultivo Caracteristicas
11K Bacilos grandes, células redondas, bacilos pequefios y cocobacilos pequefos
, ‘ L gram negativos '
11KO Presenta pleomorfismo

Cultivo joven: Bacilos grandes redondeados gram negativos, algunos en pares
Cultivo viejo: Células redondas gram negativas, algunas en pares

11KMT Bacilos pequefios cortos gram negativos, algunos en pares
11KP Cocobacilos pequefios gram negativos, algunos en pares y cadenas
12K Bacilos grandes y bacilos pequefios gram-negativos
CS Células ovoides o bacilares grandes gram variables en racimos
CAM Bacilos pequerios cortos gram negativos
CB Bacilos grandes redondeados gram negativos

49



CAPITULO 5 RESULTADOS

FIGURA 12 Tincion de Gram (aumento 100x).
a) Cultivo mixto 11K 24 horas de incubacion en medio Rennie modificado
b) Cepa 11KMT 72 horas de incubacion en medio Rennie modificado
¢) Cepa 11KP 72 horas de incubacion en medio Rennie modificado
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FIGURA 13 Tincion de Gram (aumento 100x).
a) Cepa CS 48 horas de incubacion en medio Rennie completo
b) Cepa CAM 72 horas de incubacion en medio Rennie completo
c) Cepa CB 144 horas de incubacion en medio Rennie completo
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5.2 Desarrollo en condiciones de anaerobiosis

Los resultados de este experimento se resumen en la Tabla 7. El crecimiento en
condiciones de anaerobiosis se compara con el crecimiento obtenido en condiciones de
aerobiosis.

TABLA 7 Incubacién en condiciones aerobias y anaerobias por 3 dias (72 horas)

Cultivo | Incubacién en | Rennie completo | Rennie completo | Rennie modificado
Condiciones con amonio con queroseno
11K Aerobias ++++ ++4 +++
Anaerobias +/- TR +/-
11KO Aerobias ++4++ +++ +4++
Anaerobias | - L "
11KMT Aerobias ++4+ ++++ 44
Anaerobias +/- +/- +/-
11KP Aerobias +++ 4+ ey
Anaerobias - - -
12K Aerobias +++ +++ ++
Anaerobias +/- +/- +/-
Ccs Aerobias + ++ +/-
Anaerobias +/- +/- +/_
CAM Aerobias ++ +++ +/-
Anaerobias +/- +/- . +v/- e
cB Aercbias ++++ +4++ X ;..+
Anaerobias +/- +/- +/-

- no hay crecimiento +/- crecimiento muy escaso + crecimiento escaso
++ poco crecimiento  +++crecimiento regular ++++crecimiento abundante

Como se puede observar en esta tabla, todas las cepas son aerobias obligadas.
Ninguna presenté crecimiento en condiciones de anaerobiosis. E! signo +/- se considera
como falta de crecimiento, pues el poco desarrollo observado, se puede deber a las
condiciones microaerofilicas iniciales mientras se logra la anaerobiosis completa.
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En condiciones de anaerobiosis, los diferentes cultivos no son capaces de fijar
nitrégeno, y tampoco son capaces de crecer con una fuente de nitrégeno.

El cultivo mixto 11K y la cepa 11KO presentaron el mismo comportamiento en los
tres medios ensayados en condiciones aerobias. El mayor desarrollo se da en el medio de
Rennie completo, mientras que se observa un menor crecimiento en el medio de Rennie
con amonio y el medio con queroseno. Como se ha mencionado en el Capitulo 1, el
crecimiento de la cepa 11KO disminuye en presencia de una fuente de nitrégeno, en este
caso el cloruro de amonio.

En camblo Ia cepa 11KMT presenta mayor desarrollo cuando se adiciona una
fuente de nltrbgeno, como se ha mencionado anteriormente. E! crecimiento en el medio
Rennie completo y Rennle modificado es menor.

La cepa 11KP tiene un desarrrollo parecido en los tres medios ensayados.

EI desarrollo del cultivo mixto 12K se ve favorecido en el medio Rennie completo y
disminuye: en’ Ios otros dos medios empleados durante este experimento. E! mismo
comportamiento se observa para la cepa CB.

Las cepas CS y CAM presentan poco crecimiento en el medio Rennie completo a
los tres dias de incubacién. El crecimiento de estas tres cepas se ve favorecido por la
presencia de una fuente de nitrégeno. No se observa desarrollo con queroseno como
fuente de carbono en este tiempo de incubacion, es necesario un tiempo de incubacion
mas prolongado para e! desarrollo de estas cepas en el medio con queroseno en

condiciones aerobias.

5.3 Produccion de biosurfactantes

Se determiné e! indice de emulsificacion de 24 horas. Para cada uno de los cultivos,
el indculo inicial fue igual en el medio de Rennie completo que en el de Rennie modificado
con queroseno, por Io que la biomasa obtenida en el medio con queroseno fue mucho
menor que en el medio Rennie completo. La prueba se realizé a los tres dias (72 horas)
de incubacion en todos los casos.

En la Tabla 8 y en la Grafica 1 se observan los resultados obtenidos.
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TABLA 8 Indice de emulsificacion de 24 horas (E24) y biomasa obtenida de cultivos con
3 dias de incubacion

Cultivo Biomasa (g/L) E24
Rennle Rennle Rennie Rennie
Completo Modificado Completo Modificado
11K 3.8 0.7 31% 5%
11KO 9.6 0.9 39% 32%
11KMT nd nd 3% 3%
11KP nd nd 19% 6%
12K 29 0.5 64% 5%
cs 1.6 0.3 3% 0%
CAM 23 0.6 3% 0%
cB 6.9 1.1 16% 6%
Control! positivo (Tween 80) 77%

nd = no determinado

El cultivo 12K present6 una emuisién de aspecto homogéneo con ambos medios,
mientras que los cultivos 11K, 11KO y CB presentaron una emulsién no homogénea con
presencia de burbujas visibles. Cuando el medio empleado fue el de Rennie completo, se
quervaron grandes burbujas, y con el medio de Rennie modificado las burbujas eran

bequeﬁas.

La biomasa que se obtiene en el medio Rennie completo es mucho mayor que la
que se obtiene para el medio Rennie modificado en todos los casos. Esta es una de las
posibles razones por la que se obtiene un indice de emulsificacién mas bajo en el medio

Rennie modificado.
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E24 de cultivos con 3 dias de incubacion " ARC @RM |
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GRAFICA 1 [ndice de emulsificacion de 24 horas (E24) de cultivos con 3 dias de
incubacién.
Medio de cultivo: Rennie completo (RC) y Rennie modificado con queroseno (RM)

Con esta prueba preliminar se eligieron los cultivos 11K, 11KO, 12K y CB para
continuar con los estudios. Se midi6 la tensidn superficial a los 2 0 3 dias, a los 7 dias, y a
los 12 o 14 dias de incubacién en medio RC y RM. Se reporta el promedio de al menos
tres lecturas de tension superficial, y el valor del blanco de medio sin inocular en cada
s Casb; La prueba de E24 se repitié para estos cultivos a los 3 y 7 dias de incubacion en
“medio RC y RM, resultados que no se encuentran en las tablas, solamente en las
- graficas. Durante estos experimentos el indculo inicial en e! medio de Rennie modificado
con queroseno fue aproximadamente 10 veces mayor que el empleado en el medio de
Rennie completo.

Los resultados de estos experimentos se observan en las siguientes tablas y
graficas: Tabla 9 y Grafica 2 para el cultivo mixto 11K; Tabla 10 y Gréfica 3 para la cepa
11KO; Tabla 11 y Grafica 4 para el cultivo mixto 12K; Tabla 12 y Grafica 5 para la cepa
CB.
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TABLA 9 Tension superficial del cultivo mixto 11K

Medio Dia Inéculo Conc. final |Tension superficial| Temp. (°C)
inicial (bact) (bact/mL) (mN/m)

Rennie 2 5.0*10° 3.1*10° 454 106 241
completo 7 |7 50*10° 45"10° | 521x1.2 240
12 7.4*10° 6.2*10° 577+18 256
Blanco sin indculo 437 £ 0.9 241
Rennie | 2 3.3°10° 37°10° 436113 241
| modificado |~ 7 3.3*10° 6.9°10° 414120 24.0
12 7.4*10° nd 386+1.3 256
Bfanco sin indculo 445 + 1.1 238

nd =no determinado

Cultivo mixto 11K » TS1KRC - = TS 11KRM
.a .. E24 11K RM

4+ E24 11K RC

70 . .- S e e e e e ey 35
60 ) e 30
= 50 . - 25
1§ g0 - oo @ - - . 20 g
k-1 E -
= E 30 15 8
RE R
18 2 10
2 ,
10 " ” 5
0t ) . . . . R 0
0 2 4 6 8 10 12 14
dias

" GRAFICA 2 Tension superficial (TS) e Indice de emulsificacion de 24 horas (E24)a
diferentes tiempos de incubacién para el cultivo mixto 11K,
Medio de cultivo: Rennie completo (RC) y Rennie modificado con queroseno (RM).
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CAPITULO 5
TABLA 10 Tension superficial de la cepa 11KO
Medio Dia Inéculo Conc. final | Tension superficial| Temp. (°C)
inicial (bact) (bact/mL) (mN/m)
Rennie 2 5.0*10° 4.3*10° 372+1.4 24.4
completo 7 5.0*10° 8.3*107 33.0+1.1 240
12 6.410° 1.5%10" 358+1.4 25.6
Blanco sin indculo 43.7 £ 0.9 24 1
Rennie 2 7.6*10° 3.9*10° 429 +1.2 23.8
modificado 7 7.6*107 5.8*10° 472 +1.0 23.8
12 6.4*10° 8.1410° 39.3+14 25.9
Blanco sin inéculo 445 £ 1.1 23.8
Cultivo puro 11KO i TS 11KO RC n . TS 11KO RM‘
| E24 11KO RC e E2411KORM
50 70
»
43 n " 60
40
o 35 50
£ .
gg z 40 =
3 E 25 - : H
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GRAFICA 3 Tension superficial (TS) e Indice de emulsificacion de 24 horas (E24) a

diferentes tiempos de incubacion para la cepa 11KO.

Medio de cultivo: Rennie completo (RC) y Rennie modificado con queroseno (RM).
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TABLA 11 Tension superficial del cultivo mixto 12K
Medio Dia Inéculo Conc. final | Tension superficial| Temp. (°C)
iniciat (bact) (bact/mL) {mN/m)
Rennie 6.9*10° 2.5*10° 41.0+16 231
completo 7 6.9+10° 22°16° |7 502:18 234
14 42710° | 55°10° | 375+07 256
Blanco sin inéculo T 455428 253
Rennie 6.9*10° 5.7*10° 41.1+0.8 234
modificado 6.9*10° 8.5*10° 46.5+0.8 23.8
14 4.2*10° nd 402 +1.8 24.4
Blanco sin inéculo 478 £1.2 256
nd = no determinado
Cultivo mixto 12K TS 12KRC n TS 12K RM
I £24 12K RC o E24 12K RM
60 70
50 o B 60 .
P B
] —l il 50
- 40 »- T e ;
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sE& oW
2 20 .
2 20
10 10
4] + 4]
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dias

GRI_\FICA 4 Tensién superficial (TS) e indice de emulsificacion de 24 horas (E24) a

diferentes tiempos de incubacion para el cultivo mixto 12K.

Medio de cultivo: Rennie completo (RC) y Rennie modificado con queroseno (RM).
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TABLA 12 Tensidn superficial de la cepa CB
Medio Dia in6cuio | Conc. finai |Tensién superficiai| Temp. (°C)
inicial (bact) (bact/mL) {(mN/m)
Rennie 5.0°10° 9.1"10° 382+ 1.6 24.4
completo 1.2*10° 4.2*10° 553+ 1.5 23.8
14 1.2*10° 2.0*10° 366+1.8 25.3
Blanco sin indculo 455+ 26 256.3
Rennie 5.0°10° 7.7*10° 454 + 1.4 24.4
modificado 1.2*10° 4.2°10° 47.9+0.7 24.1
14 1.2*10° 2.2°10° 456 +1.2 24.1
Blanco sin indculo 478 +1.2 25.6
Cuitivo puro CB TS CBRC —=—TS CBRM
E24 CB RC ... .E24CBRM
60 v
50 30
R e P - - - —
™~ T - I
K] 0 s 25
[X]
€ __ ,
g E 2g
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sE 15 &
2
’2 2 10
10 ”» 5
0 G U 0
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GRAFICA 5 Tensnén superflcnal (TS) e lnduce de emulsmcacu’)n de 24 horas (E24) a
diferentes tiempos de incubacién para la cepa CB.
Medio de cultivo: Rennie completo (RC) y Rennie modificado con queroseno (RM).
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Los controles empleados durante la medicion de la tensidon superficial se indican en
la Tabla 13.

TABLA 13 Controles empleados en la medicion de la tensién superficial

Controles Tensiéon superficial (mN/m) Temp. (°C)
Agua destilada 53.0+0.8 247
Tween 80 al 0.1% 324 +1.0 241

Como criterio para cuantificar la produccion de biosurfactantes se toma el aumento
en el E24 y la disminucién de la tension superficial del medio de cultivo. En general se
puede observar esta relacion: cuando aumenta el indice de emulsificacion, disminuye la
ten}sién superficial. En las gréficas que se han presentado, se observa la tendencia en la
produccién de biosurfactantes, que permite hacer algunas suposiciones.

- "En el caso del cultivo mixto 11K (Grafica 2), se observa la mayor produccién de
biosurfactante al inicio de la incubacioén en el medio Rennie completo. El E24 a los tres
- dias es muy alto; conforme pasa el tiempo de incubacién, la tensién superficial aumenta,
mientras que el E24 disminuye, lo que indica menor agente tensoactivo. Todos los valores
_.de tensién superficial en este caso se encuentran por arriba del valor del blanco (medio de
L cu»ltiAvo).'En el medio con queroseno, el E24 permanece constante en la primera semana
» de incubacion, igualmente la tension superficial tampoco varia mucho en este lapso de
: tiér‘ﬁ'po.“ Se observa una disminucion del valor de tension superficial al final de la
“incubacién (12 dias). Los valores de tensién superficial para este medio se encuentran por
debéjo del valor del blanco.

El cultivo 11KO en el medio RC presenta un aumento en el E24 junto con una
disminucién de la tension superficial a los 7 dias. El comportamiento en el medio con
queroseno es al contrario: a los 7 dfas de incubacién disminuye el E24 y aumenta la
tension superficial por arriba del valor del blanco. Al final de la incubacion (12 dias) la
tension superficial disminuye nuevamente por debajo del valor del blanco de medio.

El cultivo mixto 12K presenta un comportamiento muy parecido en ambos medios.
Al principio de la incubacién (3 dias), se observa un E24 alto y una tensién superficial baja
en ambos medios. A los 7 dias se encuentra una menor cantidad de biosurfactante en
ambos medios, determinado por la disminucion del E24 y el aumento en la tension
superficial, que en el caso del medio RC es mayor que el valor del blanco de medio. Al
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final de la incubacién (14 dias), ocurre nuevamente una disminucién en la tensién
superficial por debajo de los valores promedio de los blancos de medio correspondientes.
El cultivo CB presenta un comportamiento similar al descrito para el cuftivo 12K. A
los 7 dias de incubacion, se observa una disminucion en el E24 junto con un aumento en
la tensién superficial en ambos medio, que en el caso del medio de Rennie completo es
mayor que el valor del blanco. El cambio en la tensién superficial en el medio de Rennie
modificado es poco notorio, y los valores estdan muy cercanos al valor del blanco de

medio.

5.4 Estudio de la formacién de quistes

Inicialmente se realizé el experimento empleando una cepa de Azolobacter
vinelandii desarrollada en medio Rennie completo con sacarosa (omitiendo el manitol) y
en medio Rennie modificado con butanol para montar las técnicas. Con esta cepa de
Azotobacter se verificé que el ensayo de resistencia a la desecacion fuera desarrollado
correctamente, y también se observé la morfologia que presentan los quistes al
microscopio, para poder comparar éstos con los quistes obtenidos en los experimentos
siguientes.

Posteriormente se realizd el experimento con la cepa 11KO, identificada
presuntivamente como Azotobacter nigricans, para verificar la posible formacion de
quistes. En especial se estudié la influencia del queroseno como fuente de carbono en
este proceso para verificar las observaciones hechas previamente por Garcia Esquivel
(2001).

Se estudio la formacion de quistes de la cepa 11KO en tres medios liquidos
diferentes: Rennie completo (solamente con sacarosa, omitiendo el manito!), Rennie
modificado con butanol y Rennie modificado con queroseno. Se obtuvieron los siguientes
resultados (Tabla 14):
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TABLA 14 Porcentaje de formacion de quistes
"RC-sacarosa | - RM-butanol | RM-querosenc - | - RM-queroseno -

Cuenta inicial | 89°10°UFC | 26°10° UFC 54°10° UFC “8510° UFC
Cuenta final 63*10° UFC 27*10° UFC 8*10°* UFC 60*107 UFC
Porcentaje de

formacion de 70.8% 103.8% 1.5% 0.7%

quistes

a) b)

FIGURA 14 Tincion de Gram de la cepa A. vinelandii (aumento 100x).
a) 120 horas de incubacién en medio RC-sacarosa
b) 120 horas de incubacion en medio RM-butanol
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FIGURA 15 Tincion de Gram de {a cepa 11KO (aumento 100x).
a) 120 horas de incubacién en medio RC-sacarosa
b) 120 horas de incubacion en medio RM-butanol
c) 120 horas de incubaciéon en medio RM-queroseno
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. .©)

FIGURA 16 Tincion de Gram de {a cepa 11KO (aumento 100x).
a) 168 horas de incubacion en medio RM-butanol
b) 168 horas de incubacion en medio RM-queroseno
c) cuenta final de células, 30 horas de incubacién en medio RC
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En la Figura 14 se observan las fotografias de la tincion de Gram de la cepa
Azotobacter vinelandii, con la que se iniciaron los estudios de enquistamiento. Las
fotografias corresponden a 5 dias de incubacién en medio RC-sacarosa (a) y en medio
RM-butano! (b). En ambas fotografias se observan células redondas de tamario uniforme,
que presentan un patréon de tincién caracteristico: la coloracion es mas intensa en el
centro de la célula y menos intensa en la periferia, por lo que se considera un cultivo
sincronico de quistes.

En la Figura 15 se muestran las fotografias de la cepa estudiada 11KO en diferentes
medios de cultivo al mismo tiempo de incubacién (5 dias). Esta cepa se desarrollé en tres
medios de cultivo diferentes: a) RC-sacarosa, b) RM-butanol y ¢) RM-queroseno. En la
fotografia b, se observa la tincion de Gram de la cepa 11KO cuando se induce el
enquistamiento con butanol. Se puede observar que las células presentan las
caracteristicas microscépicas mencionadas anteriormente para A. vinelandii, por lo que se
comprueba la obtencién de un cultivo sincrénico de quistes maduros en este medio de
cultivo. No sucede lo mismo con los otros dos medios de cultivo. Cuando se emplea RC-
sacarosa (fotografia a) se observa una mezcla de formas celulares, desde bacilos hasta
células redondas de apariencia desigual. En la fotografia c, que corresponde a la tincion
de Gram del medio RM-queroseno, se presentan células ovoides y redondas, que no
concuerdan con las caracteristicas mencionadas para los quistes maduros.

Las fotografias de la Figura 16 (a y b) muestran la tincién de Gram de la cepa 11KO
~-a los 7 dias de incubacion, tiempo en el que se filtran las células para someterlas al
:p‘e‘ﬁoda de desecacion. La fotografia a) presenta las células incubadas en el medio RM-
":'bUianol, donde se observa un cultivo sincrénico de quistes maduros, que resisten el
periodo de desecacion segln los resultados que aparecen en la Tabla 14. En la fotografia
b) se observa la tincién de Gram del medio RM-queroseno, y segun las caracteristicas
microscépicas antes mencionadas, en este caso no se obtiene un cultivo sincrénico de
quistes maduros. En los resultados presentados en la Tabla 14 se observa que en este
medio de cultivo hay una formacidon minima de quistes maduros resistentes a la
desecacion. En la fotografia c) de esta Figura 16 se observan los bacilos que se obtienen
al hacer la cuenta final de células, es decir cuando germinan los quistes que resistieron el
periodo de desecacion.
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6. DISCUSION DE RESULTADOS

Como primer objetivo de este trabajo figura el estudio de la influencia del oxigeno en
la capacidad de fijacion de nitrégeno de los diferentes cultivos. Como se ha mencionado
en el capitulo anterior (Resultados, Tabla 7), todos los cultivos estan formados por
bacterias aerobias obligadas. Ninguna de las cepas o de los cultivos mixtos presentaron
crecimiento en condiciones de anaerobiosis y no son capaces de fijar nitrbgeno en estas
condiciones. Por esta razdn todas las cepas se clasifican dentro del grupo de bacterias
libres fijadoras de nitrégeno heterétrofas aerobias (ver Tabla 2). Las cepas 11KO y
11KMT se han identificado presuntivamente como Azotobacter nigricans y Derxia
gunmosa respectivamente; las demas cepas se deben identificar tomando como base la
caracteristica de ser aerobias obligadas y las caracteristicas morfolégicas mencionadas
en el capltulo anterior (Resultados, Tablas 4, 5 y 6).

Todos los cultivos son capaces de fijar nitrégeno atmosférico cuando estan en
presencia de queroseno como unica fuente de carbono y energia en condiciones
aerobias, es decir que el metabolismo de los hidrocarburos constituyentes del queroseno
aporta la energia suficiente para llevar a cabo este proceso. Como se ha expuesto en el
Capitulo 3, la degradacién aerobia de los diferentes hidrocarburos da por resultado
productos que se incorporan al metabolismo energético de la célula.

En cuanto a la produccion de biosurfactantes durante la degradacion del queroseno,
Colombo, Correa y Zachia (2000) describen al indice de emulsificacion de 24 horas (E24)
como una prueba preliminar ampliamente usada para detectar la produccién de
biosurfactantes; los autores reportan los resultados de varias cepas aisladas de sitios
contaminados con hidrocarburos del petréleo, siendo 58% el mayor valor de E24
obtenido. Cooper y Goldenberg (1987) al estudiar la produccién de biosurfactantes de dos
cepas del género Bacillus en un medio con sacarosa, es decir un sustrato soluble en
agua, detectaron la presencia de bioemulsificante, ya que et medio de cultivo después de
dos dlas de incubacién presentaba un Iindice de emulsificacion del 60% y una reduccion
en la tensidn superficial a 28 mN/m.

Igbal, Khalid y Malik (1995) reportaron la obtencién de una mutante de
Pseudomonas aeruginosa hiperproductora de biosurfactante; ellos cuantificaron la
producciéon de biosurfactante en un medio con n-heptadecano tomando en cuenta el
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aumento en el indice de emulsificacién y la disminuciéon en la tensién superficial. Estos
autores reportan un indice de emulsificacion de 54%, mientras la tension supefficial se
reduce a 29 mN/m.

Durante el presente trabajo se realiz6 la prueba preliminar del indice de
emulsificacion, para elegir los cultivos que presentaran mayor produccion de
biosurfactante (Resultados, Tabla 8 y Grafica 1). Se obtuvieron mejores resultados en el
medio Rennie completo que en el medio con queroseno. Como se ha mencionado, la
produccién de biosurfactantes se puede observar tanto con sustratos solubles en agua
como con sustratos insolubles. En este caso, una de las posibles razones por las cuales
se obtiene un mejor resultado en el medio RC, es porgque la biomasa es mucho mayor que
en el medio RM. Cuando se repiti6 esta prueba para los cuatro cultivos elegidos para
continuar los estudios (cultivos mixtos 11K y 12K, cepas 11KO y CB), se empleé un
indculo 10 veces mayor para el medio Rennie modificado, y se observd un mejor
resuitado para este medio de cultivo a los tres dlas de incubacién. El cultivo mixto 12K es
el que presenta el mayor indice de emuisificacién, con un 64% en el medio Rennie
completo. En el medio con queroseno se obtuvo primero un 5%, pero cuando se aumenté
el indeulo este valor subid hasta 58% (Resultados, Grafica 4). Estos valores se consideran
muy buenos comparando con los reportes arriba mencionados. En el primer experimento
con la cepa CB, se obtuvo un E24 en el medio con querosenoc de 6%, mientras que
aumentando ef in6culo en este medio de cultivo, se eleva el valor a 32% (Resultados,
Gréfica 5). La cepa 11KO presenta 39% de emulsificacién en el medio Rennie completo y
32% con queroseno, a pesar de que la biomasa obtenida en el medio con queroseno es
10 veces menor a la del medio RC (Resultados, Tabla 8). En este caso, la diferencia en la
biomasa obtenida no fue importante para el resultado del indice de emulsificacion, pues
cuando se repitié el experimento con un mayor indculo en el medio RM, los valores fueron
40% para RC y 38% para RM (Resultados, Grafica 3), los cuales no son
significativamente mayores.

Oberbremer y Muller-Hurtig (1989) describen un experimento en e! cual estudian la
degradacién aerobia de una mezcla conocida de hidrocarburos (alcano lineal, alcano
ramificado, alqueno lineal, cicloalcano, aromatico monociclico y policiclico), realizada por
una poblacién microbiana aislada de suelo. Reportan tos datos de concentracién de los
diferentes hidrocarburos, tension interfacial y consumo de oxigeno a diferentes tiempos de
incubacion. En este experimento se observa un periodo de adaptacién, seguido de una
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primera fase de degradacion, otro periodo de adaptacion y finalmente una segunda fase
de degradacion. Las fases de degradacién se caracterizan por el consumo de oxigeno. La
primera fase de degradacion consiste en la eliminacién del hidrocarburo mas soluble en
agua (naftaleno), que no requiere de la presencia de un biosurfactante, por lo que la
tension interfacial permanece constante. En la segunda fase de degradacion se oxidan los
hidrocarburos insolubles en agua, por lo que se observa una disminucién en la tension
interfacial por la produccion de biosurfactante.

Garcia Esquivel (2001) y Pérez Vargas (2001) han realizado la cinética de remocion
de queroseno. de -10S:: difé'réﬁ{e/ ﬂ|tivo§‘ empleados en este trabajo, midiendo
hidrocarburos totales Se a bservado due la mayor actividad degradadora se da en las
primeras 24 horas del ncubacion. La producmén de biosurfactantes no se estudié durante
cuba énlu slno que se cuantificd en un periodo de tiempo mas

eslas pnmeras

largo, Los e qnén de biosurfactantes realizados en este trabajo, no

roceso, sino que presentan tendencias que permiten

: ser contlnua. sin preeentar periodos de adaptacion. Se sabe que este cultivo mixto ha
; ‘degradado 70% del queroseno a los 8 dias de incubaciéon (Garcia Esquivel, 2001), pero
k ,sé» puede observar por la produccion de biosurfactante, que la oxidacién de los
hidrocarburos mas persistentes contintia después de este tiempo de incubacion.

El comportamiento de la tension superficial que presenta la cepa 11KO (Tabla 10 y
Gréfica 3) indica que a los 2 dias de incubacidn en el medio con queroseno, se encuentra
en una fase de degradacion, seguida de un periodo de adaptacion a los 7 dias de
incubacién. Se sabe que esta cepa ha degradado 78% del queroseno a los 8 dias de
incubacién. (Garcla Esquivel, 2001) Asi es que en la primera fase de degradacion se lleva
a cabo la oxidacién de la mayor parte de los hidrocarburos. Después de un periodo de
adaptacion observado a los 7 dias de incubacién, se presenta otra fase de degradacion,
en la cual son oxidados los hidrocarburos mas persistentes.
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CAPITULO 6 DISCUSION DE RESULTADOS

Como se ha mencionado anteriormente, varias caracteristicas que presenta el
cultivo mixto 11K se deben a la cepa 11KO, que predomina en el cultivo. Pero en este
caso, el comportamiento de la tension superficial en el medio de cultivo, ya sea Rennie
modificado con queroseno ¢ Rennie completo, del cultivo 11K y de la cepa 11KO es
diferente. Asi también son diferentes los resultados obtenidos con el indice de
emulsificacién para estos dos cultivos.

El cultivo mixto 12K se encuentra en una fase de degradacién a los 3 dias de
incubacion en el medio Rennie modificado, pues se observa un valor bajo de tensién
superficial y un valor alto de E24. Posiblemente, durante este primer periodo de
degradacién, se metabolizan compuestos como el dodecano, hidrocarburo que puede ser
utilizado como Unica fuente de carbono por el cultivo mixto 12K. A los 7 dias de
incubacion se presenta un periodo de adaptacion, en el cual sube la tensiéon superficial y
baja el E24. Al final de la incubacion se observa nuevamente !a produccién de
biosurfactantes para degradar hidrocarburos mas persistentes, como el xileno, que puede
también ser utilizado por este cultivo mixto como unica fuente de carbono. A los trece dlas
de incubacion el cultivo mixto 12K ha degradado 75% de los hidrocarburos.

Los cambios en la tension superficial durante la incubacién de la cepa CB en medio
con queroseno, No son muy evidentes. En cambio si se observa la diferencia en la
produccion de biosurfactantes con los valores obtenidos de E24. A los tres dias de
incubacion se obtiene un valor alto de E24, indicando una fase de degradacion. A los 7
dias de incubacién se reduce el E24, posiblemente por un periodo de adaptacion.

Las caracteristicas que presenta el cultivo mixto 12K son muy diferentes a las de

- - sus cepas constituyentes; no hay una cepa que predomine. Esto es claro al observar los

resultados det E24 (Resultados, Tabla 8 y Grafica 1), los valores obtenidos para el cultivo
mixto son mucho mayores que los que se obtienen para las cepas aisladas. Ef crecimiento
es también mucho mas abundante para el cultivo mixto que para las cepas aisladas, asl
" como el porcentaje de remocién de queroseno y la fijacion de nitrégeno son mucho
mayores. Por estas razones, se podria considerar que el cultivo 12K funciona como un
consorcio, donde las cepas constituyentes presentan interacciones benéficas que resultan
en un aumento de la degradacion de queroseno.
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CAPITULO 6 DISCUSION DE RESULTADOS

El género Azotobacter se caracteriza por presentar un proceso de diferenciacion
celular: e} enquistamiento. Tomando como base esta caracteristica, la cepa 11KO se ha
identificado como una especie de este género, y durante el desarrollo de este trabajo se
ha estudiado este proceso.

En 1962, Socolofsky y Wyss describen el ensayo de resistencia a la desecacion
como un método para distinguir entre quistes y células vegetativas de ia bacteria
Azotobacter vinelandii. Este método es ampliamente usado en los estudios del proceso de
enquistamiento, que se observa ya sea después del crecimiento exponencial o por
induccién con agentes quimicos (butanol, p-hidroxibutirato o crotonato). Durante el
proceso de diferenciacién celular, inducido especificamente por estos compuestos, se
observa una secuencia metabdlica ordenada, en la que se desactiva el metabolismo de
carbohidratos, mientras se activa el de lipidos. (Sadoff, Berke y Loperfido, 197 1) (Hitchins
y Sadoff, 1973)

Durante e! desarrollo de los estudios sobre enquistamiento con 1a cepa 11KO detl
género Azotobacter, se demostré que el butanol es un inductor de este proceso, que
resulta en un cultivo sincrénico de quistes {Figura 15 b y Figura 16 a). En menor grado se
obtienen quistes cuando el medio contiene una fuente de carbono convencional, como la
sacarosa, pero no se observa un cultivo sincrénico (Figura 15 a). El butanol induce una
secuencia metabdlica, que resulta en la diferenciacion celutar de toda la poblacion, es
decir fa obtencién de 100% de quistes maduros, como se observa en la Tabla 14. El
queroseno es una mezcla de diferentes tipos de hidrocarburos, contiene una variedad de
compuestos organicos diferentes. Cuando ciertos compuestos del queroseno son
metabolizados, se puede obtener como producto alguno de los inductores antes
mencionados; por ejemplo, el butano al ser oxidado produce butanol. Sin embargo estos
productos se encuentran en una muy baja proporcion, por lo que se observa una notable
disminucién de la formacién de quistes maduros resistentes a la desecacién con
queroseno como Unica fuente de carbono, como se muestra en la Tabla 14. Este hecho
no es tan aparente si se observa el cultivo al microscopio dptico (Figura 15 c y Figura 16
b). En los frotis telidos al Gram de este cultivo, se observan células redondas, que se
podrian confundir con quistes. Por lo anterior se demuestra en este trabajo la
conveniencia de emplear el método de resistencia a la desecacion para distinguir con
seguridad a los quistes maduros, ya que poi medio de la observacion microscépica no se

puede hacer esta diferenciacién con exactitud.
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CAPITULO B DISCUSION DE RESULTADOS

Este trabajo esta incluido en un proyecto mas amplio, cuyo objetivo es conocer los
aspecitos fisioldgicos de las BLFN aisladas de la rizésfera de plantas de frijo! para estudiar
su posible aplicacion en procesos de fitorremediacion de suelos contaminados por

hidrocarburos.

Tomando como base la propuesta de. Siciliano y Germida (1998) y Onwurah (1999)
acerca del uso de bacterias selecmonadas For su actividad degradadora como indculo en

la rizésfera en procesos de I’torremedxacuon Ios culllvos estudiados durante este trabajo

tienen Ias siguientes ventajas: so capaces’ de ennquecer el suelo con compuestos

nitrogenados gracias a la fuamé atmosfénco y presentan la capacidad

degradadora necesaria para remedla ue contiene hidrocarburos. Una ventaja
adicional de varios de los culhvos es a cion de biosurfactantes, que aumentan la

. biodisponibilidad de compuestos hldro ébi
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CONCLUSIONES

Todos los cultivos estudiados en este trabajo, cultivos mixtos 11K, 12K y las
cepas que los constituyen, pertenecen al grupo de las bacterias libres fijadoras
de nitrégeno (BLFN) heterdtrofas aerobias obligadas.

Todos los cultivos son capaces de fijar nitrogeno atmosférico cuando estan en
presencia de queroseno como Unica fuente de carbono y energia en
condiciones aerobias.

La produccién de materiales emulsificantes es diferente para cada uno de los
cultivos estudiados durante este trabajo, como lo indica el ensayo del indice de
" emulsificacion de 24 horas (E24).

Con el culgi\)o }r"‘ni)gt '12K se observa el mejor resultado para la prueba de E24;

losicultiyds‘ KO, 11KP y CB presentan un indice medio, y por ultimo los

: ".cu‘ CS y CA demuestran una pobre produccion de biosurfactantes.

' La biomas presente en cada medio tiene una diferente influencia sobre la

. pfbdgéc n de biosurfactantes.

L_a.s'q variaciones en la tension superficial de los cultivos permiten observar
‘algunas tendencias de la produccion de biosurfactantes durante la incubacién.

Los cultivos m'ixk’)s 11Ky 12K y las cepas 11KO y CB son capaces de reducir la
tension superficial en ambos medios de cultivo (RC y RM).
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Se observé que existe la produccion de biosurfactantes en diferentes grados,
pero faltaria estudiar este fenédmeno con mas detalle para conocer la naturaleza
quimica de estos compuestos tensoactivos y la cinética de produccién durante
la degradacion de los hidrocarburos y cuando se emplea un sustrato soluble.

La cepa 11KO, como miembro del género Azotobacter, lleva a cabo el proceso
de enquistamiento inducido por ef butanol, para dar lugar a un cultivo sincrénico

de quistes maduros.

Se obtienen quistes maduros en menor grado con sacarosa como fuente de
carbono. La formacion de quistes maduros es muy pobre cuando se emplea
queroseno como fuente de carbono y energia.

En las observaciones microscépicas de la cepa 11KO se presentan varias
formas celulares (pleomorfismo). Se recomienda estudiar con mas detalle el
ciclo de vida de esta bacteria y las caracteristicas fisiolodgicas que se modifican
en las diferentes etapas de este ciclo, ya que se encuentran muy pocos
reportes en la literatura al respecto.
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