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1. PREFACIO

Es un honor para la Universidad de Guanajuato y el grupo de investigacién
de Bioingenieria, Biotecnologia y Gestiéon Ambiental del Departamento de Inge-
nierfa Civil de la Division de Ingenierias, Campus Guanajuato, el poder realizar
esta Edicién de las memorias del Tercer Simposio Internacional de Bioingenieria
Ambiental, cuyo objetivo fue el intercambio de conocimiento entre expertos, inves-
tigadores y estudiantes, en el area de la Ingenieria Ambiental, hacia la bisqueda de
nuevas tecnologias para lograr un ambiente sustentable.

En el SIBA 2015 se presentaron: tres conferencias magistrales, la primera a cargo
del M. en C. Pierre Bertin (Universit Paris Sud XI, Francia, Capitulo 2), la segunda
a cargo del M. en C. Victor Hugo Cely Nino (Universidad Nacional de Colom-
bia) y la tercera a cargo de la Dra. Sandra I. Concha Guerrero (CIMAV-Chihuahua,
Capitulo 3 ). 2 conferencias invitadas y 24 conferencias en presentaciones de trabajos
libres (orales). Ademas, se incribié un total de 129 personas incluyendo estudiantes,
profesores e investigadores de distintas universidades. Durante este evento fueron
abordados temas actuales de importancia en la bioingenieria, tales como: manejo
y disposiciéon de residuos, tratamiento y gestion del agua, nanotecnologia, contami-
nacién del aire, aprovechamiento y proteccion de acuiferos.

Este documento, es una compilacién de los trabajos presentados durante el tercer
SIBA, que cada uno de los autores ha autorizado para su publicaciéon. De antemano,
se le agradece a cada uno, la disposicién para la integracion de éstas memorias.

ATENTAMENTE

COMITE ORGANIZADOR
SIBA 2015
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2. LA BIOINFORMATICA Y SUS APLICACIONES EN LA
ECOLOGIA MICROBIANA

Bertin, Pierre'™

1Université Paris Sud XI, Orsay
e-mail: '™bertinp71@gmail.com

RESUMEN

La bioinformatica ha tomado un lugar primordial en el andlisis de datos en diversas areas
de la biologia. La generacién de datos ha aumentado en los iltimos afios y la gran cantidad
de informacién necesita ser analizada, ordenada y almacenada. Estos datos provienen de
varios lugares como pueden ser: imagenes de microscopia, conteo de células, secuencias
de ADN a partir de los secuenciadores, resultados de simulaciones computacionales por
ejemplo a partir de las interacciones entre proteinas etc. En cada una de estas aplicaciones,
la bioinformética propone soluciones para dar sentido a esos datos. En esta revisién se
describird una aplicaciéon directa de la bioinformatica en la ecologia microbiana que se
denomina Next Generation Sequencing (NGS).

Palabras clave: Bioinformdtica, pipeline, NGS, filogenia

INTRODUCCION

La bioinformatica es una ciencia joven
introducida en los anos 1970 [1]. Es
una combinacion entre las matematicas,
las informatica y la biologia, tiene un
amplio rango de aplicaciones. La gen-
eracién de datos en biologia aumenté sig-
nificativamente en los ultimos anos, de-
bido a los avances tecnolégicos (por ejem-
plo, microscopios electronicos, secuenci-
adores, técnicas avanzadas de biologia
molecular) y con el desarrollo de la bioin-
formatica se ha hecho frente al proce-
samiento y andlisis de la enorme cantidad
de datos [2]. Adquirir, filtrar, procesar,
organizar y almacenar datos son los ob-
jetivos completados gracias a programas,
scripts y andlisis estadisticos. La ecologia
microbiana, quien lleva a cabo anélisis so-
bre las comunidades microbianas dentro
diferentes ecosistemas, conocié un cam-
bio radical desde 2007 con la llegada
de los secuenciadores nueva generacion:

ISBN: 978-607-441-446-2

NGS [3,4]. Sin embargo, con un acceso a
mas secuencias, nuevas soluciones tienen
que estar desarrolladas para lleva a cabo
una analisis adecuado de esos datos.

Para determinar la identidad y abun-
dancia de microorganismos en una mues-
tra definida, existen dos enfoques por
medio de la secuenciacién: <amplicon
sequencings> y <whole-genome shotgun
sequencings>. Amplicon secuenciacién se
basa en la amplificacién por PCR y se-
cuenciacién de una region del genoma,
por ejemplo de la secuencia del gen ARNr
16S, usado como marcador [5]. Mien-
tras que por otra parte el <Whole-
genome shotgun sequencing> se refiere
a realizar cortes al azar del ADN ex-
traido y luego se lleva a cabo la se-
cuenciaciéon de los pequenos fragmentos
de ADN. Ambos enfoques ofrecen dis-
tintas ventajas y desventajas y la se-
leccién de un enfoque adecuado depende
del tipo de informacién requerida. El en-
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foque presentado en este resumen es el
<amplicon sequencing>, el cual es us-
ado para producir una informacién sobre
la composicién taxondémica y la estruc-
tura de las comunidades en Operational
Taxonomic Units (OTU) de la muestra.

La caracterizaciéon de uno solo mar-
cador genético (como el gen ARNr 16S),
es muy usado para acceder a la di-
versidad de las poblaciones microbianas
por el medio de estudios filogenéticos y
taxonémicos. Este gen ARNr 16S ex-
iste en todas las bacterias y esta com-
puesto de regiones variables espaciadas
las cuales estan flanqueadas por regiones
muy conservadas [6]. Las sondas usadas
para amplificar este gen con PCR, (Poly-
merase Chain Reaction) se hibridizan
en las regiones conservadas (como an-
cla comin a todas las bacterias) para
luego amplificar las regiones variables las
cuales seran agregadas en clusters dentro
de un OTU dependiendo del porcentaje
de similitud entre ellas. Estas regiones
variables contienen la informacion de di-
versidad.

,Cuadles son las herramientas para ac-
ceder a este tipo de secuencias?

La secuenciacion es una técnica que
permite leer cada una de las bases del
ADN. Antes 2007, Sanger sequencing [7]
y Pyrosequencing [8] eran las técnicas de
secuenciacion mas usadas en biologia. El
Pyrosequencing fue mejorada realizando
varias amplificaciones en paralelo lle-
gando a producir 1 millén de secuencias
en 24 horas, en comparacion al Sanger
sequencing la cual permite analizar se-
cuencias de 400 a 900 pares de bases
en algunas horas. Desde 2007, los NGS
permiten generar 6 mil millones de se-
cuencias en 24 horas, dando una in-
formacion considerable sobre la mues-
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tra. Desde entonces, la ecologia micro-
biana usa la secuenciacién para generar
la mayor cantidad de datos posibles so-
bre las comunidades microbianas de los
ecosistemas. Entonces, mil millones de
secuencias (llamada <reads>) represen-
tan una informacién de diversidad, es-
tructura de comunidades y abundancia
pero esta informacién se encuentra en-
criptada en archivos de computadora la
cual necesita ser analizada para reve-
larse. Sin embargo, aunque estas nuevas
técnicas dan acceso a una informacion
mucho maés grande, una gran desventaja
es que poseen sesgos [9]. Entre estos ses-
gos es que cuando se encuentran bases de
baja calidad en los reads como resultado
del proceso de secuenciacion, la probabil-
idad que la base secuenciada sea erronea
es grande. También, los reads pueden ser
quimeras, que son secuencias las cuales
se compone de dos secuencias del juego
de datos y que entonces, no tiene rel-
evancia biolégica, es decir, que no son
secuencias de la muestra biolégica, pero
fueron creadas por “errores de sintesis”
del método de secuenciacion.

Es por ello que varios programas [10-
12] (o pipelines) como USEARCH o QI-
IME fueron desarrollados por la bioin-
formatica para la ecologia microbiana.
Estos pipelines funcionan con una imple-
mentacién diferente (diferentes lenguajes
de programacién) pero llevan a cabo las
mismas etapas para analizar estos datos:

1) El control de calidad: En primer
lugar, se debe estudiar la calidad de los
reads. El formato de archivo <«fastQ>
contiene por cada base secuenciada un
score de calidad asociado (de 1 a 34).
Entre més grande es la calidad, més
pequena es la probabilidad que este base
sea mal leida durante la secuenciacion.
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Quality scores across all bases (Ilumina >v1.3 encoding)
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Figura 2.1: FastQC [13] per base analysis.

En la Figura 2.1, se muestra estadisticas
(box-plot)sobre la calidad de las bases
a cada posicion de los reads. La cajas
amarillas representan los inter-cuartiles
(25 - 75%), la linea roja es el valor de la
mediana, la azul el promedio y las barras
negras representan el 10% and 90%.

2) Etiquetado: Generalmente, se anal-
izan varias muestras a la vez para com-
parar las estructuras de las comunidades
microbianas entre diferentes sitios o cul-
tivos in vitro de bacteria bajo difer-
entes condiciones. Para llevar a cabo
las proximas etapas de los pipelines, los
reads deben ser juntados en un solo
juego de datos. Para no perder la in-
formaciéon de <cual es el origen de
cada secuencia>, cada secuencia de cada
muestra se ve etiquetada con el nombre
de la muestra.

3) <«Clustering>: Consiste en formar
grupos de secuencias que tienen entre el-
las una similitud superior a un valor es-
tablecido por el investigador. Las secuen-
cias agrupadas tienen debido a sus simil-
itudes, un supuesto origen comun en la
afiliacién taxonémica. En ecologia mi-
crobiana, los grupos formados después los
pasos del clustering se llaman <OTU>
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Figura 2.2: Clustering idea.

por Operational Taronomic Unit. Cada
OTU esta organizado alrededor de una
secuencia <consensus> que es la secuen-
cia central.

El clustering puede ser visualizado como
un circulo. El valor establecido de simil-
itud se puede traducir como el radio del
circulo. Cada secuencia que tiene una
similitud con la secuencia central (el cen-
tro del circulo) superior al valor estable-
cido sera agrupada a este cluster (Figura
2.2).

4) Taxonomia: Para identificar los OTUs
generados en el paso anterior, la secuen-
cia  <consensus>> de cada OTU serd
comparada con las secuencias del gen
del ARN16S conocidas en los bases de
datos. Algunos bases de datos que con-
tienen una coleccion amplia y filtrada de
secuencias son SILVA [14], RDP [15] y
NCBI [16]. Con el alineamiento de se-
cuencia, cada secuencia <consensus> de
un OTU se debera atribuir a una tax-
onomia. En algunos casos, ninguna se-
cuencia de referencia sera encontrada, lo
cual puede ser debido a: i) un error de se-
cuenciacion, ii) los pardmetros estableci-
dos por la busqueda en los bases de datos
y iii) al descubrimiento de una nueva es-
pecie o nueva secuencia del gen la cual
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pertenece a un organismo no caracteri-
zado.

5) Visualizacién de los resultados: El ob-
jetivo de los pipelines es dar al final del
tratamiento de los datos la abundancia
de cada OTU en cada muestra. Estos re-
sultados sirven como comparacién entre
dos muestras y permiten distinguir cuales
cambios ocurren en las comunidades bac-
terianas. De acuerdo a la pregunta orig-
inal, estos cambios pueden ser relevantes
para comprender y tratar de resolver al-
gunos problemas ambientales.

Figura 2.3: Composicién de dos muestras
de suelo.

La Figura 2.3 muestra graficas conte-
niendo la reparticion de los érdenes de la
clasificacién filogenética en dos muestras
de suelo (fuente: Elcia M. Souza Brito).
Al utilizar como un tnico marcador el
gen del ARNr 16S para la secuenciacion
se pueden detectar grandes cambios de
diversidad dentro las comunidades bac-
terianas. Ademas, este método tiene su
ventaja debido al menor costo de la se-
cuenciacién, ya que solo una pequena
parte del genoma esta secuenciado. Sin
embargo, <amplicon sequencing>> no da
una informacion al respecto de las posi-
bles funciones genéticas de la comunidad
bacteriana y por eso se tiene que re-
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alizar un anélisis mas para la afiliacién
taxondmica.

CONCLUSIONES

La bioinformatica, y aqui mas especial-
mente la bioinforméatica de las secuen-
cias, permite el desarrollo de técnicas
adecuadas para el tratamiento de datos
la cual proviene de las nuevas técnicas de
secuenciaciéon. Hoy en dia, esta ciencia
es una herramienta indispensable para
la biologia y esta en constante evolucién
para contestar a las necesidades de los
bidlogos.
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3. EFECT OF CuONPs OVER BACTERIAL COMMUNITIES OF
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Bertin, P.; Caretta, César-A.>; Durdn, Robert®; Orrantia-Borunda, Erasmo’

!Center for Research in Advanced Materials, Chihuahua, Chih., Mexico;
2Environmental Enginnering, Department of University of Guanajuato,
Guanajuato, Gto. , Mexico; *Equipe Environment et Microbiologie UMR
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4Université Paris Sud XI, Orsay; *Departamento de Astronomia, DCNyE,
Universidad de Guanajuato, Guanajuato, Gto., México.
e-mail: ™Mixmucame.guerrero@gmail.com

ABSTRACT

The copper oxide nanoparticles (CuONPs) are widely used in the industrial for their ex-
cellent physicochemical properties and cost effectiveness. Their produced wastes affect the
microorganisms present in the soil triggering ecological imbalance. This study evaluates
the effects of CuONPs over soil microbial communities. All microcosms triplicates (control
and exposed to CuONPs) were made using 100g of soil and 250mg of CuONPs[Kg-soil] 7!,
the incubation was performed for 30 days and the analyses were carry out in 0, 15 y 30
days. We evaluated the total microbial activity and observed a light variation immediately
after the exposition to NPs (19.2 £+ 0.038 to 33 + 0.094 ugFDA- mL~! for control and
CuONPs microcosm, respectively). Small variation was observed in the determination of
soil metabolic capacity (28/31 carbon sources was used) comparing the microcosm control
to CuONPs exposed. Terminal restriction fragment length polymorphism analyses (T-
RFLP) were performed to evaluate the response of the bacterial communities, this result
showed a small change on soil microbial communities composition. The results suggest
that the deposition of CuONPs over soils modified the bacterial communities presents
even in short times, and confirm the importance of enhance the eco-toxicological studies
in order to evaluated the possible damage in the different ecosystems.

Keywords: CuONPs, Soil, bacterial communities, T-REFLP, microcosm.

RESUMEN

Las nanoparticulas de oxido de cobre (CuONPs) son ampliamente usadas por sus exce-
lentes propiedades fisico-quimicas y su bajo costo. Sus residuos producidos afectan a los
microorganismos presentes en el suelo provocando un desequilibrio ecologico. Este estudio
evalua el efecto de las CuONPs sobre las comunidades microbianas de suelo. Todos los
microcosmos (control y expuestos a CuONPs) se realizaron por triplicado usando 100g
de suelo y 250mg of CuONPs[Kg.so0il] !, la incubacién fue llevada a cabo por 30 dias y
los analisis se realizaron en los dias 0, 15 y 30. Se evalué la actividad microbiana total
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y se observé una ligera variacién inmediatamente despues de la exposicién a NPs (19.2
+ 0.038 a 33 4 0.094 ugFDA- mL~! microcosmos control y CuONPs, respectivamente).
Pequenas variaciones se observaron en la determinaciéon de la capacidad metabolica (28/31
fuentes de carbono fueron usadas) comparando los microcosmos control y los de CuONPs.
Anélisis de T-RFLP (Terminal restriction fragment length polymorphism) fueron realiza-
dos para evaluar la respuesta de las comunidades bacterianas, estos resultados mostraron
cambios en la composicion de las comunidades microbianas. Los resultados sugieren que
la deposicién de CuONPs en el suelo modifica las comunidades bacterianas presentes en
cortos tiempos y reafirma la importancia de realizar mayores estudios ecotoxicologicos

para evaluar el posible dano en los diferentes ecosistemas.

Palabras clave: CuONPs, suelo, comunidades bacterianas, T-RFLP, microcosmos.

INTRODUCCION

Se considera NPs aquellas particulas
que son menores a 100nm en tamano
[1]. Estas pueden ser agrupadas den-
tro de 3 categorias principales: naturales,
antropogénicas y fabricadas. Las NPs
fabricadas son clasificadas de acuerdo
al tipo de material base y/o sus
usos, ademds poseen una amplia var-
iedad de morfologias, estructuras cristali-
nas, tamanos, areas, entre otras car-
acteristicas que definen sus propiedades
fisicas y quimicas|2].

Una de las NPs oxido metélicas que
ha generado gran interés a nivel indus-
trial son las NPs de CuO (Oxido de co-
bre) debido a que poseen propiedades
como superconductor a altas temperat-
uras [3], agente microbiano [4], fungicida
[5], entre otras aplicaciones. Sin embargo
los residuos generados por las industrias
asi como el deslave y desgaste de pro-
ductos, la deposicién, etc., trae consigo
un aumento importante de la entrada de
NPs en los diferentes ecosistemas. El
principal ecosistema afectado es el suelo
junto con sus componentes. Este es con-
siderado como el mayor reservorio de di-
versidad microbiana en el planeta, con
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factores abidticos y bidticos y posee una
diversidad microbiana compleja [6]. Las
comunidades microbianas en suelos son
importantes por su relaciéon con la fer-
tilidad del suelo y con los ciclos bio-
geoquimicos de los elementos. Una vez
que las NPs son depositadas en el suelo,
el dano a los microorganismos pueden al-
terar la estructura de las comunidades,
modificado la biomasa bacteriana y la
taxonomia asociada a los diferentes cic-
los geoquimicos produciendo desequilib-
rios en los diferentes micro-ecosistemas.

El estudio de la Eco-nanotoxicidad ha
contribuido a describir la toxicidad de
NPs en los ecosistemas [7]. La mayoria
de estos analisis se han realizado con Ag-
NPs, los cuales mostraron efectos nega-
tivos en las comunidades bacterianas de
suelo y han sido clasificadas como alta-
mente toéxicas [2, 8-10]. Otros efectos
negativos han sido descritos para NPs de
cobre, y zinc ya que estas poseen efec-
tos antimicrobianos [11-13]. Asi{ mismo
se conoce que las NPs de oxido de titanio
y oro no producen efecto sobre las comu-
nidades bacterianas en suelo [14]. Debido
a que hay resultados contradictorios ac-
erca del efecto de las NPs sobre las comu-
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nidades nativas de suelo, es de gran rel-
evancia evaluar el efecto de CuONPs so-
bre las comunidades bacterianas en sue-
los agricolas para establecer si hay cam-
bios en la conformacion, abundancia asi
como establecer las posibles interacciones
de las comunidades microbianas con los
Nanomateriales.

METODOLOGIA

Sintesis y Caracterizacion de
CuONPs

La sintesis de CuONPs se llev6 a cabo
por precipitacién quimica y la caracteri-
zacion fue llevada a cabo previamente por
Concha-Guerrero et al. (2014) [15]. Las
CuONPs obtenidas fueron esféricas con
un rango de tamano primario de 10-17
nm. El perfil de SEM-EDX indicé una
alta pureza ya que en el analisis elemen-
tal solo se detecto la presencia de Cu y

0.

Sitio de muestreo y estrategia
experimental

Las muestras de suelo se colectaron de
una huerta de nuez en el estado de
Chihuahua. La caracterizacién fisico-
quimica del suelo se realizé previamente
por Concha-Guerrero et al. (2014)[15].
Para la realizacién de los microcosmos
se utilizé 100g de suelo y se colocarén
en viales de 1L conteniendo una ca-
pacidad de retencién de agua (CRA)
inicial ajustada al 18%.  Posterior-
mente se adicionaron las CuONP (250
mg CuONP~'Kg!suelo suspendidas en
agua tridestilada). El volumen de agua
requerido para ajustar la CRA fue us-
ado para preparar la suspension de NPs.
Para los controles (sin NPs) se adicion6

agua tridestilada para ajustar la CRA en
18%. Cada microcosmo se realizé por
triplicado y se incubé por 30 dias a tem-
peratura ambiente sin agitacion.

Determinacion de la actividad
microbiana total activa

La evaluacion de la actividad microbiana
total del suelo se midié mediante la de-
terminacién de esterasas, a través de la
hidrélisis del Diacetato de Fluoresceina,
siguiendo el protocolo descrito por Adam
y Duncan (2001) [16].

Determinacion de la actividad
metabdlica

La actividad metabdlica fue realizada uti-
lizando el test Biolog® Ecoplates (Bi-
olog, Inc., Hayward, CA, USA). Se uti-
lizo el protocolo descrito por Floch et al.
(2011)[17].

Extracciéon de ADN total de suelo
de microcosmos

La extraccion del ADN genémico to-
tal del suelo mediante el kit comercial
PowerSoilY DNA Isolation Kit (MoBio
Lab. Inc.), siguiendo las instrucciones del
fabricante. Las extraccion se realizd por
triplicado en los tiempos de incubacion 0,
15 y 30 dias.

Amplificaciéon de ADN total del
suelo y T-RFLP

El gen 16S rDNA fue amplificado
por PCR (Reaccion en cadena de
la  polimerasa) usando los oligonu-
cleétidos 8F (AGAGTTTGATCCTG-
GCTAG) marcado con FAM (Carbox-
ifluoresceina) [18] y el oligonucledtido
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1492R (GGTTACCTTGTTACGACTT)
[19]. Las condiciones de PCR fueron las
siguiente: un paso inicial de desnatural-
izacién (95 °C por 10 min) seguido por
34 ciclos de desnaturalizacion (95 °C por
45s), alineamiento (55 °C por 45s) y elon-
gacion (72 °C por 1min) y finalmente un
paso de elongacién (72 °C por 10min).
Los productos de PCR fueron purificados
con el kit GFX PCR DNA and Gel Band
Purification Kit (GE Healthcare). Las
amplificacion se realiz6 de cada una de
los ADN extraidos en los tiempos de in-
cubacion 0, 15 y 30 dias. Para la creacién
de los perfiles del T-RFLP los produc-
tos de PCR purificados se sometieron a
una restricciéon enziméatica. Las enzimas
utilizadas fueron Alul con sitio de re-
conocimiento AG/CT e Hinfl con sitio
de reconocimiento G/ANTC. Para llevar
a cabo la restriccién se prepararon 10L
(volumen final) de mezcla de reaccién
conteniendo 3U de la enzima Alul e Hinfl
(Takara, Enzimas, bioLabs, Inc.), dilui-
dos en el buffer recomendado por el fab-
ricante. La mezcla se incubd por 3h
a 37 °C. Las muestras digeridas (1L)
se mezclaron con 8.75L de formamida
ionizada y 0.25L de ROX (patrén de
tamanos interno marcado con GS500,
Applera, Italia). Volumenes de 1.5L
de las muestras se separaron mediante
electroforesis capilar en un secuenciador
ABI Prism 310 Genetic Analyzer (Ap-
plied Biosystem), bajo condiciones no
desnaturalizantes. Los perfiles de T-
RFLP se analizaron usando el software
Genescan (version 3.1; Applied Biosys-
tems, USA). El tamano en pares de bases,
de los fragmentos separados se estimo por
comparacion con el patrén interno ROX
GS500. Los datos obtenidos por debajo
del 0.05% de intensidad de fluorescencia
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absoluta fueron eliminados debido a que
se consideran ruido del instrumento. De-
spués los datos de T-RF's fueron normal-
izados (removiendo aquellos <1% de flu-
orescencia) [20]. Los andlisis estadisticos
fueron llevados a cabo mediante el Soft-
ware MVSP (Milti-Variance Statistical
Package 3.1, Kovach Computing Ser-
vices, UK).

RESULTADOS Y DISCUSION

Sitio de muestreo

Se realiz6 un muestreo en una huerta
nogalera en el municipio de Delicias,
Chihuahua. La caracterizacion fisico-
quimica del sitio de muestreo fue repor-
tada anteriormente por Concha-Guerrero
et al., 2014.

Sintesis y caracterizacién de

CuONPs

La sintesis de NPs se llevo a cabo usando
el protocolo establecido por Concha-
Guerrero et al., 2014. FEl producto fi-
nal obtenido fue un polvo de CuONPs el
cual se caracterizd posteriormente. Las
micrografias de MEB y MET de las
CuONPs mostraron que estas presenta-
ban una forma primaria esférica con un
tamano entre 10 y 17 nm. Los andlisis el-
ementales obtenidos por EDX mostraron
que las sintesis de las nanoparticulas no
contenia ningtin residuo de los compo-
nentes usados para la sintesis. Con es-
tos resultados se comprueba que las NPs
obtenidas fueron puras, ya que se en-
contrd unicamente de cobre y oxigeno. El
espectro de UV-Visible mostré un pico de
emision en 280nm. También se realizé un
analisis por Rayos X para identificar la
fase cristalina y al igual que el anélisis de
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EDX | se confirmé la presencia solamente
de CuO.

Determinacion de la actividad
microbiana total activa en
microcosmos

La hidrdlisis de FDA fue utilizada para
evaluar el posible estrés generado por
las CuONPs sobre las comunidades mi-
crobianas en los diferentes microcosmos.
La determinacion de la actividad de es-
terasas no resulto significativa en los mi-
crocosmos control con respecto a los mi-
crocosmos expuestos a CuONPs en los
tiempo 15 y 30 dias de exposicién. Sin
embargo, al inicio del experimento, una
vez que las NPs fueron agregadas a los
microcosmos se observé un incremento
en la actividad microbiana. Los micro-
cosmos sin exposiciéon a NPs tuvieron

una actividad de FDA de 19.16 £+ 3.53
pgFDA-mL~! en comparacién a los mi-
crocosmos expuestos a CuONPs en los
cuales se observo un aumento hasta 32.
97 + 0.50 ugFDA-mL~! (Tabla 1). El au-
mento en la actividad de las comunidades
es probablemente debido a una respuesta
inmediata al estrés generado por las NPs.
Posiblemente debido a la capacidad de
adaptacion que poseen los microorgan-
ismos, el efecto de las NPs en tiempos
mas largos (15 y 30 dias) no fue signi-
ficativo para que pudiera detectarse una
respuesta en la actividad enzimatica de
estas comunidades. Es posible que en el
periodo estudiado las comunidades bac-
terianas de los microcosmos se encuen-
tren adaptadas al nuevo microambiente
impuesto y/o probablemente estan en un
periodo de resilencia.

Tabla 3.1: Determinacion de la actividad microbiana total.

Tiempo de incubacion

pgFDA [mL]| ™!
Control CuONPs

0 dias
15 dias
30 dias

19.16 &+ 3.53 32.97 £ 0.50
23.16 £ 0.43 22.83 £ 1.42
16.09 + 2.36 15.75 £ 1.93

Actividad metabdlica

Las placas Biolog EcoPlate contienen 31
de las mas comunes fuentes de carbdén
utilizadas por las comunidades en suelo.
Estas 31 fuentes de carbon se encuen-
tran por triplicado para un andlisis mas
preciso. La capacidad de degradacion
de las fuentes de carbén presentes en la
muestra de suelo proporciona un patrén
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caracteristico que se denomina la huella
metabdlica de la muestra. Los resul-
tados obtenidos mediantes este test nos
indican que las comunidades presentes
en los microcosmos poseian una alta ca-
pacidad metabdlica ya que fueron ca-
paces de degradar 28 de las 31 fuentes
de carbén presentes, independientemente
de la presencia o ausencia de NPs. En-
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tonces, las CuONPs afectaron la habil-
idad de las comunidades microbianas en
degradar inicamente 3 fuentes de carbon:
el acido 2-hidroxibenzoico cuyo efecto fue
observado después de los 15 dias de in-
cubacion, el acido -hidroxibutirico y el
acido -cetobutirico, en estos tultimos el
efecto se observé hasta los 30 dias de ex-
posicién (Figura 3.1). Es probable que si
las comunidades cambian con la presen-
cia de CuONPs, otras que se encuentran
formando parte de la comunidad sean ca-
paces de complementar las funciones de
las comunidades mas sensibles, que se

perdieron con la exposicion a NPs. Es
bien sabido que las comunidades micro-
bianas que componen los diferentes tipos
de suelo son diversas y heterogéneas y
que la diversidad de estas depende de
factores ambientales como el clima, el
tipo de suelo, el pH, de las propiedades
quimicas de suelo, entre otros. Por lo que
la capacidad de adaptacion de las comu-
nidades nativas de una muestra ambien-
tal, probablemente es mayor que la ob-
servada en los microorganismos aislados,
y mas aun en cepas de coleccion como las

ATCC.
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Figura 3.1: Huella metabdlica de los microcosmos en tiempo 0, 15 y 30 dias. C1, C2 y
C3 representan las réplicas biolégicas control sin exposiciéon a NPs y R1, R2 y R3 son la
réplicas bioldgicas expuestas a CuONPs. En el eje de las X se disponen las 31 fuentes de

carbon disponibles en el ensayo.

Andlisis de comunidades

microbianas en microcosmos —
T-RFLP

El andlisis de T-RFLP es una técnica
util para comparar cambios en las comu-
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nidades microbianas sometidas a distin-
tos tratamientos. Se estudié la diversidad
bacteriana de microcosmos comparando
aquellos que se expusieron a CuONPs con
los que no fueron expuestos.
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El T-RFLP se realizé a partir del ADN
total extraido de las muestras de los mi-
crocosmos control (No expuestos a NPs)
y los expuestos a CuONPs en los tiempo
de 0, 15 y 30 dias de incubacién. Es-
tos se utilizaron para amplificar el gen
ADNr 16S con un total de 72 muestras.
Se identificé el tamano de los fragmentos
los cuales fueron cuantificados en funcién
de la intensidad de fluorescencia. En este
andlisis cada fragmento esta relacionado
a una unidad Taxonémica (OTU), mien-
tras que la intensidad de fluorescencia
equivale a la abundancia relativa de cada
poblacién presente en la muestra.

La enzimas de restriccion Alul mostréd
ser mas eficiente para la identificacion
de poblaciones bacterianas que la enzima
Hinf1 (datos no mostrados). Por ejem-
plo con la enzima Alul se obtuvieron en
los diferentes tiempos de incubacién 74,
67 y 55 T-RF's para las muestras de los
controles y 76, 71 y 34 T-RFs para los
microcosmos expuestos a CuONPs, com-
parado con 32, 28 y 14 T-RFs en los
controles y 36, 21 y 7 T-RFs en los ex-
puestos a NPs, obtenidas con la enzima
Hinf1. La menor eficiencia observada por
la enzima HinfI probablemente es porque
para ésta enzima, el gen ADNr 16S de
las diferentes poblaciones tiene el mismo
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sitio de restriccién terminal. De modo
general, en todos los microcosmos se ob-
servo un decremento en las poblaciones
con respecto al tiempo de exposicion de
las CuONPs. Se observé una dismin-
ucion del 45% de las comunidades con la
enzima Alul de los microcosmos control
en el tiempo 0 dias de incubacién (747T-
RF's), con respecto a los microcosmos ex-
puestos a CuONPs (34 T-RFs) a los 30
dfas de exposicién. (datos no mostrados).

Se utilizo6 el Anélisis de Componentes
Principales (PCA) para evaluar todo
el conjunto de datos obtenidos con el
analisis de T-RFLP, con las dos enzimas
(Figura 3.2). Este andlisis construye una
tabla de similitud, graficando los datos
en dos dimensiones, por medio del cual
se puede asumir que cuanto mas cercanas
estén las muestras mas similares son en-
tre si. En nuestros resultados se puede
observar una mayor similitud entre las
comunidades bacterianas del control con
respecto a las expuestas a NPs hasta los
15 dias (Observar grupo 1C, 2R; 4C y 3R
y el 5C de la Figura 2). Estos andlisis
también sugieren que las comunidades
expuestas a 30 dias formaron un grupo
separado (Observar grupo: 6R: 31 y 32,
33y 34, 35 y 36 de la Figura 30).
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Figura 3.2: Analisis de componentes principales con datos de T-RFLP de los microcosmos

control y los expuestos a CuONPs, digeridos con las enzimas Alul e Hinfl 1. El eje 1
representa el 78.3% de la variabilidad y el eje 2 el 9.7%.

CONCLUSIONES

Este estudio evidencia los cambios en
la composiciéon de las comunidades mi-
crobianas debido a la exposiciéon con
CuONPs. Aun cuando los cambios pro-
ducidos por el medio ambiente sobre las
comunidades son importantes el efecto
de las NPs es remarcable, lo que pro-
duce cambios en el microambiente del
suelo. Es probable que la combinacién de
efectos ambientales y los producidos por
las NPs sobre la composicion del suelo
puedan favorecer la disponibilidad del
metal y en este sentido el exceso puede
producir la citotoxicidad en los microor-
ganismos del suelo.
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ABSTRACT

Study of biodigestion was developed with various organic materials in a bioreactor of
stainless steel built and implemented in the chemical Engineering laboratory (DCNE,
Campus Guanajuato). The reactor was implemented with temperature, pressure and
methane sensors that allow monitoring the concentration of produced gas and the oper-
ating conditions during the digestion time. The main objective is to analyze the process
of digestion quantitatively to optimize the operating conditions of the equipment used
to test different materials and to apply these results to the possible escalation to higher
capacity biodigesters. experimental data for the production of biogas from manure goat
using methane production models and kinetics batch. Experimental data were fitted with
different models and also describing the process kinetics (biomass, substrate and product),
to measure the amount of CH, produced theoretically.

Keywords: Anaerobic technology, Biogas Production, models for the biodigestion process.

RESUMEN

Se ha desarrollado el estudio de la biodigestion con materiales organicos, en un bioreactor
de acero inoxidable construido e instrumentado en el laboratorio de Ingenieria quimica de
la DCNE, Campus Guanajuato. El reactor se acondicioné con sensores de temperatura,
presién y de gas metano que permiten monitorear la concentracién del gas y las condiciones
de operacion durante el tiempo de digestién. El objetivo principal es analizar el proceso de
la digestion cuantitativamente con la intencion de optimizar las condiciones de operacién
y funcionamiento del equipo utilizado, para probar diferentes materiales y poder aplicar
estos resultados al posible escalamiento a biodigestores de mayor capacidad. Mediante
datos experimentales para produccién de biogas a partir de estiércol de cabra haciendo
uso de modelos para produccién de metano y para la cinética del proceso por lotes. Se
ajustaron los datos experimentales con diferentes modelos y también abordando la cinética
del proceso (biomasa, sustrato y producto), para medir la cantidad de CH, producido de
forma tedrica.

Palabras clave: Tecnologia anaerobia, Produccion de Biogds, modelos para el proceso de
biodigestion.
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INTRODUCCION

El uso global de la energia ha ido au-
mentando desde la Revolucion Industrial
en forma creciente. Las fuentes prin-
cipales de energia son los combustibles
fosiles: carbon, gas natural y petréleo,
que aportan entre el 75% y el 85%
del total de la energia utilizada. Las
reservas de combustibles fésiles son li-
mitadas y, a corto o mediano plazo, se
necesitaran fuentes alternativas de com-
bustible. Una forma de generar ener-
gia es la biodigestion anaerobia. Los
procesos de tratamiento anaerobicos son
procesos microbiologicos complejos, que
implican varios pasos bioldgicos realiza-
dos por grupos especificos de bacterias
que funcionan sdlo en la ausencia de
aire. Tales procedimientos se utilizan
a menudo para el tratamiento y elimi-
nacion de residuos, al mismo tiempo que
se generan productos con cierta tutildad
[1,2]. Las excretas de las actividades
agropecuarias son una forma alterna-
tiva de biomasa que poseen las carac-
teristicas bioquimicas necesarias para el
desarrollo de la actividad microbiana,
que es aprovechada para la obtencién de
biogas mediante degradacién anaerobia
[3]. Adem&s de que aprovechando es-
tos residuos, como materia prima para la
produccién de biogés, se puede reducir
en un 20% las emisiones de gas metano
que son producidas por las actividades
ganaderas [4]. La digestién anaerobia,
es un proceso biologico degradativo, el
cual parte de los materiales organicos
presentes en el sustrato (residuos vege-
tales o animales) que son transforma-
dos a biogas. Los residuos agropecua-
rios sin aprovechar aportan un alto por-
centaje a las emisiones de metano (CH,),
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diéxido de carbono (CO,) y 6xido ni-
troso (N,O) a la atmosfera, con lo que el
aumento de las concentraciones de estos
gases en la atmosfera contribuye al ca-
lentamiento global [3,5]. Todos los com-
puestos orgéanicos convertibles al biogés
se conocen como sélido volatil (S). Los
Sélidos volatiles representan una porcion
de la alimentacién para formar metano.
La primera etapa del proceso de pro-
duccion de biogas es la conversion de es-
tos compuestos orgdnicos en los acidos
carboxilicos simples, como el resultado de
actividades hidroliticas de microorganis-
mos. La segunda fase es la formacion
de biogds, que es un proceso anaero-
bio debido a bacterias metanogénicas [6].
La conversiéon de los acidos carboxilicos
tiene dos posibilidades. La primera y de-
seada es la conversién a metano (CH,).
Sin embargo, en la segunda posibilidad
una parte siempre se convierte inevitable-
mente en didéxido de carbono (CO,) como
un producto secundario del metabolismo
de microorganismo. En la digestion
anaerobia se suelen identificar tres pasos
principales:

e La hidrolisis de la materia organica
compleja;

e La fase acidogénica, debido a la
produccién de acidos volatiles; y

e Fase metanogénica donde las bac-
terias metanogénicas convierten los
acidos volatiles en el producto final,

CO, y CH, [1].

Entre los acidos volatiles, el acido acético
es el precursor més importante de la
metanogénesis. Puesto que las bacterias
metanogénicas son las més sensibles, con
las tasas de crecimiento més bajas, la
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metanogénesis se considera con frecuen-
cia que es el paso que controla la veloci-
dad en los diversos trabajos de modeli-
zacién para este proceso [7,8]. La se-
lectividad en el proceso de produccion
de biogas esta dada por la relaciéon en-
tre CH, formado y el CO, no deseado.
El propésito de optimizar la produccion
de biogas no sélo es para obtener la mas
alta conversion de sélidos, sino también
para lograr la mayor selectividad posi-
ble de CH,. Existen diversas formas
para estimar y medir las emisiones de
biogas, especificamente de CH, y CO.,.
Los modelos para la estimaciéon de gases
son tedricos y utilizan variables que de-
penden de las condiciones de operacién
y del tipo de materia prima, ademas de
que dan por hecho consideraciones im-
portantes como tamano, edad del animal
asi como factores climéticos [9]; por otro
lado, existen metodologias que los cuan-
tifican directamente, pero son equipos
costosos o requieren equipo técnico para
su uso y para la interpretacién de datos.
La cinética de reaccién es otra manera
de contabilizar la produccién de CH, y
CO, los cuales se obtienen como pro-
ducto del metabolismo de carbohidratos
contenidos en el estiércol de animal por
las bacterias presentes en este; la cinética
del proceso se puede representar a partir
de datos experimentales de produccién
por dia del producto, biomasa o sustrato,
teniendo en cuenta los rendimientos de
consumo y produccion. Los avances de la
computacién han permitido el desarrollo
de modelos matematicos cada vez mas
detallados y precisos que luego se uti-
lizan en el diseno, escalado, optimizacion
y control de procesos de una forma rapida
y econdmica, al reducir los costos por
la eliminacion de parte del trabajo ex-
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perimental en la industria [10]. Las
variables a modelar en el proceso de
biodigestion son, la biomasa, el sustrato
limitante, el producto, el oxigeno y el
calor, fundamentalmente. La modelacién
matematica de este proceso incluye la
descripcién cinética, a nivel del microor-
ganismo y del biorreactor. Aunque la di-
gestion anaerobia se lleva a cabo por mu-
chos grupos de bacterias y en varias eta-
pas, es mas comun modelar la cinética
de absorcion del sustrato con una tasa
de crecimiento que depende solo de la
reacciéon global. En todos los mode-
los de crecimiento global, los parametros
mas importantes son; la tasa especifica
de crecimiento celular (u) la cual es una
fraccion de la tasa maxima de crecimien-
to de las bacterias (fmaz) [8]-

En la literatura [11-13] se sugiere que la
ecuacion tipo Contois es mas aplicable
para sustratos de tipo fibroso, ya que la
etapa de la hidrolisis del sustrato tiene un
bajo rendimiento, lo que limita la veloci-
dad de la reaccién, como seria el caso de
algunas materias fibrosas, mientras que
la Monod representa mejor la cinética de
sustratos solubles y homogéneos [13-15].

METODOLOGIA

Un biodigestor es un sistema natural
que aprovecha la digestién anaerobia (en
ausencia de oxigeno) de las bacterias que
ya habitan en el estiércol, para trans-
formar éste en biogds y fertilizante [10].
Permitiendo asi la obtencién de energia
limpia de bajo costo a partir de una
fuente renovable, consta de un contene-
dor cerrado, hermético e impermeable,
dentro del cual se depositan los mate-
riales citados anteriormente en determi-
nada dilucién de agua para que se des-
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componga, produciendo gas metano y
fertilizantes organicos ricos en nitrégeno,
fosforo y potasio, figura 4.1. A pesar de
que el estudio de biodigestores ha tenido
bastante auge, el proceso de biodigestion
es muy inestable, debido a esto no existe
un solo modelo matematico que ajuste
la produccién de biogas (CH,) a par-
tir de cualquier tipo de materia prima
[1,7]. En el presente estudio se utilizé
estiércol de cabra como materia prima.
En la primera carga experimental se peso
el estiércol y se mezclo con agua, con
una dilucién de 1:2 con agua, en el biodi-
gestor de 10 litros de capacidad. El reac-

Figura 4.1: Biodigestor escala laborato-
rio con almacén, sensor de metano y soft-
ware de adquisicién de datos.

La temperatura del biodigestor se man-
tuvo en 40 °C utilizando una parrilla
electrica de 400 W conectada a un con-
trolador de temperatura de construccion
propia, en la figura 4.3 se muestra el
diagrama del circuito de manera que se
enciende o apaga la parrilla si la tem-
peratura esta abajo o arriba de los 40
°C, los datos de temperatura se regis-
traron en una PC a través de una inter-
face RS-232, utilizando el software MUL-
600. La presién del sistema se moni-
toreo con un manémetro de caratula tipo
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tor cuenta con un sensor para gas metano
para medir el volumen generado de gas,
figura 4.2, siendo el peso humedo to-
tal de 4.4 kg con lo que se obtuvo una
produccién acumulada de CH, de 1.4897
m?/kg himedo hasta el dia 34 que duro
la experimentacién, Se midié el pH inicial
con un medidor de pH digital marca Con-
ductronic y se mantuvo un pH promedio
de 7 durante el tiempo experimental. Se
sello el biorreactor y se lleno con agua
la chaqueta de calentamiento, sellando la
alimentacion de esta con Parafilm para
evitar la evaporacién del agua de calen-
tamiento.

con el sensor en PC

Figura 4.2: Sistema experimental de
biodigestion y software de adquisicion de
datos.

Bourdon, registrandose valores de 0 a 2
kg/cm?. El tiempo de residencia para la
materia prima fué 34 dias. Durante este
tiempo se agito la mezcla 2 veces por se-
mana manualmente, con el agitador del
mismo bioreactor para optimizar las eta-
pas de la digestion anaerobia. Después se
descargo el biorreactor y se labo el mismo
terminando con ello la primer carga, en
la tabla 5.1, se muestran los datos de ope-
raciéon del biodigestor.

Se realizd un conteo de bacterias desde el
inicio de la experimentacion en la mate-
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ria prima mediante caAmara de Neubauer,
para dar seguimiento a la cinetica de la
reaccion. Y para llevar a cabo el bal-
ance de materia para el sustrato inicial
se tomo en consideracion la composicion
del excremento de cabra reportada por

[8]: lipidos 2.90%, proteinas 4.70%, car-
bohidratos: celulosa y lignina 34% y 33%
y ceniza 26.40%; para la cuantificacién
final se calciné la materia prima rema-
nente.

UlPLOTG o MEGH: | | |
110 0 220MCA .- 000 1]

ot
-CT0ED .

;1§ ] CONTROLADOR DETEMPERATURA & @ @@ @@ i

DE LA PARRILLA.

Figura 4.3: Diagrama del circuito del controlador de Temperatura.

Tabla 4.1: Parametros de oparacion del
biodigestor

Parametro Valor Unidades
Estiércol 15 %
Volumen total 2.9 1
de liqudos

Tiempo de 35 Dias
retencion

Sélidos totales 4 %
Inicio producciéon 15 Dias
de biogés

Temperatura 21.5 °C
ambiente

Temperatura 40 °C
del digestor

Grado de acidez 7 pH
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RESULTADOS

En la literatura abierta existen diversos
modelos tedricos que dependen de dife-
rentes parametros, como el tipo de sus-
trato o las condiciones de operacién (tem-
peratura, pH, agitacion, presion, etc) [12-
15], en la tabla 5.2 se muestran los mod-
elos seleccionados para interpretar los
datos experimentales del presente estu-
dio. En la aplicacién de los modelos, el
problema real estd dado en la escasez de
medidas en linea, ademas, la variable de
estado dominante, como la concentracién
de sustrato en el medio, es muy dificil de
medir. Otros problemas son la fuerte in-
certidumbre paramétrica y la presencia
de no-linealidad significativa. El mod-
elo que describe los datos experimental-
mente de produccion de CH, es:
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_ Ven,
3.938

CHy

« (1 - e_t/0'9234> (4.1)

En la figura 4.4, se muestran la com-

actor por lotes, obteniendo las siguien-
tes ecuaciones que describen el compor-
tamiento del producto (4.2), sustrato
(4.3) y biomasa (4.4) respectivamente.

2

paracién de los datos obtenidos experi- P= 0'043647@,63&@ col] (4.2)
mentalmente y los calculados con el mo-
delo 4.1, donde se observa una tendencia g — 190.295 — 0_4191t[9T*5us75Tat0] (4.3)
ligeramente exponencial hasta los 34 dias kg-estiercol
_cel
de proceso. X = 6551.6 — 1847:[%} (4.4)
En cuanto a la cinética del proceso se re- kg_estiercol
alizaron balances de materia para un re-
Tabla 4.2: Modelos de produccién de CH, (metano)
Autor Modelo
Venu _
Sogari, 2003 Fon, = g o+ (1 e t/A) (4.5)
J. J. Lay, 1996 R
Y Pep, = P xexp [ — exp [?m s« exp(\ —t) + IH (4.6)
Vinea T _tAe—Fa/RT
Walteros, 2007 Vi = P, T |:Pa + Praa [1 —e H (4.7)
dx
Cinética PR (4.8)
d
ch =Y, (—rs) —max (4.9)
dp

La figura 4.4, muestra la comparacion
de los datos experimentales y los datos
obtenidos mediante el balance de ma-
teria. El potencial de produccién de
metano a partir de estiércol de cabra cal-
culado teoricamente permitio validar la
confiabilidad del modelo seleccionado , y

ISBN: 978-607-441-446-2

en la figura 4.5 se muestra que la pro-
duccién de metano a partir de la cinética
pueden determinarse en funcién del con-
sumo de sustrato y del seguimiento que
se hizo a la poblacion bacteriana. En am-
bos casos la representacion grafica de los
datos obtenidos experimentalemente y

24



©TECNOLOGIA Y BIOTECNOLOGIA APLICADA A LA RESOLUCION DE PROBLEMAS AMBIENTALES

los valores determinados analiticamente
con los modelos teoricos son practica-
mente iguales, lo que permite establecer
la metodologia para llevar a cabo la ex-

Productividad de CH4

m3 de Metano/Kg de estiércol

4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36
Dias

Experimental  —e—Modelo exponencia

Figura 4.4: Produccién de CH, experi-

mental y tedrica

CONCLUSIONES

La digestién anaerobia ofrece alterna-
tivas interesantes para resolver proble-
mas de contaminacion ambiental, ya sea
para el tratamiento convencional de resi-
duos o para el aprovechamiento especifico
de algunos de ellos. A partir de la
literatura revisada se seleccionaron al-
gunos modelos para determinar la pro-
duccién de CH, y se aplicé el modelo
de Monod para interpretar la cinética,
siendo el modelo que mejor describe los
datos obtenidos de forma experimental
en el biodigestor a escala de laborato-
rio. Los resultados obtenidos con la ex-
perimentacién y contrastados con el mo-
delo matematico seleccionado fueron ra-
zonablemente buenos. Lo que permite
proponer una metodologia sistematica y
mejoras para la operacion del biodigestor
con otros materiales.
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perimentacion con otros materiales y la
interpretacion de estos datos experimen-
tales.

Produccién de metano experimental y con el modelo de la cinetica

30

25 [ I

20

m3 de metano/Kg de estiércol

5 Dias

+ Modelo de la cinética Experimental

Figura 4.5: Produccién de CH, experi-
mental y cinética
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ABSTRACT

The process of cellulose production and paper represents one of the industries highly
pollutant due to the fact that it generates big quantities of effluent of black color consti-
tuted principally for lignin. In this work I use of lignina as model of pollution to evaluate
its degradation for the process fenton both homogeneous and heterogeneous, Using an
experimental statistical design 2" 3, they were considered to be the following independent
variables: concentration of lignin (100 and 50 mg/L), concentration of peroxide (30 and
60 mM and pH (3, 4 and 5). For the process fenton homogeneous the favorable condition
for the degradation of lignin was to use a concentration of lignin of 100 mg, 30 mM of per-
oxide to pH 5 the percentage of degradation obtained was 73%. Likewise for the process
fenton heterogeneous it was the condition of 50 mg/L of lignin, 30 mM of peroxide to pH
3 obtaining a percentage of degradation of 57%.

Keywords: Treatment of water, Lignin, homogeneous fenton, heterogeneous fenton, ex-
perimental design

RESUMEN

El proceso de producciéon de celulosa y papel representa una de las industrias altamente
contaminante debido a que genera grandes cantidades de efluentes de color negro cons-
tituido principalmente por lignina. En este trabajo se uso de lignina como modelo de
contaminacién para evaluar su degradacién por el proceso fenton tanto homogéneo como
heterogéneo. Utilizando un disefio experimental estadistico 2”3, se consideraron las sigui-
entes variables independientes: concentracién de lignina (100 y 50 mg/L) , concentracién
de peréxido (30 y 60 mM y pH (3, 4 y 5). Para el proceso fenton homogéneo la condicién
favorable para la degradacién de lignina fue usar una concentracién de lignina de 100 mg,
30 mM de perédxido a pH 5 el porcentaje de degradacién obtenido fue de 73%. Asimismo
para el proceso fenton heterogéneo fue la condicién de 50 mg/L de lignina, 30 mM de
peréxido a pH 3 obteniendo un porcentaje de degradacién de 57%.

Palabras clave: Tratamiento de agua, Lignina, fenton homogéneo, fenton heterogéneo,
diseno experimental

INTRODUCCION sistencia a las estructuras de celulosa y
hemicelulosa que conforman la estructura
de maderas. La gran cantidad de lignina

La lignina es un polimero de fenil- g ghtiene principalmente como subpro-
propanoides responsable de impartir re-
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ducto de la industria de celulosa kraft,
ello genera un efluente negro que se mez-
cla con distintas variedades de contami-
nantes [1] . Este efluente llega a producir
al medio ambiente impactos térmicos,
sustancias toxicas que causan la muerte
a los peces, problemas de color y per-
dida de la belleza estética [2]. Los proce-
sos de oxidacién avanzada han sido am-
pliamente utilizados para el tratamiento
de efluentes para la decoloracién y elimi-
nacién de compuestos recalcitrantes. En-
tre ellos se encuentra el proceso fen-
ton el cual consiste en la generacién de
radicales hidroxilo a partir de perodxido
de hidrogeno utilizando como catalizador
al sistema hierro Fe*"/Fe’*[3]. El pro-
ceso fenton que presenta algunas venta-
jas respecto a otras técnicas de oxidacion
avanzada como son la simple instalacién
y operacion a condiciones de presion y
temperatura ambiente. En consecuen-
cia ha sido considerado una alternativa
econdémica. Sin embargo también pre-
senta ciertas desventajas para su apli-
cacion como la de incluir una etapa extra
de separacion del metal fierro del medio
de reaccién que al final se traduce en
costos asi como que determinadas can-
tidades de fierro permanecen en solucién
como nuevos contaminantes. Un método
alternativo para superar este problema es
el uso de catalizadores heterogéneos. En
los tdltimos anos el uso de zeolitas mod-
ificadas con fierro ha sido objeto de es-
tudio para ser utilizadas como cataliza-
dores en el proceso fenton. Las zeoli-
tas son un grupo de minerales de alu-
minosilicatos cristalinos con una estruc-
tura en forma de jaula con multiples es-
pacios llenos de cationes los cuales me-
diante el método de intercambio idénico
se puede impregnar con el metal hierro
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[4]. Para este trabajo de investigacion
se pretende utilizar el sistema fentonho-
mogéneo vy heterogéneoesto el objetivo de
degradar la lignina. Estos procesos son
dependientes de multiples factores como
son: la concentracién de lignina, el pH,
concentracion de peréxido de hidrégeno y
la concentracion de hierro. Para su poder
inferir el efecto dichos factores se rea-
lizara un andlisis estadistico empleando
un disefio factorial 22 para cada fenton
donde se elegiran tres factores y con dos
niveles teniendo como variable respuesta
la degradacion de la lignina.

METODOLOGIA

Cinéticas de degradacién fenton
homogéneo

Los factores y niveles del experimento se
muestran en la (Tabla 5.1). Con el diseno
experimental (Tabla 5.2) se obtuvieron
8 tratamientos. Se replicaron tres ve-
ces. Las condiciones del proceso fueron
llevado a acabo en matraces erlenmeyer
de 500 mL, con un volumen de reaccion
de 250 mL en un equipo de propelas con
una velocidad de agitacién de 250 rpm, la
cantidad de hierro se mantuvo constante
de 60 mg. Los ensayos fueron realizados
durante 4 horas cada uno y se tomo una
alicuota de 1 mL cada 20 min, se cen-
trifugo a 2500 rpm durante 3 minutos.
Se ley6 la absorbancia de lignina a 280
nm.

Tabla 5.1: Valores de factores y niveles
establecidos para el diseno

Nivel
Factor Alto Bajo
H,0, 60 (mM) 30 (mM)
pH 5 4
Lignina 100 (mg/L) 50 (mg/L)
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Tabla 5.2: Combinaciones de los
tratamientos para las cinéticas de
degradacion
Niveles de factores
Ne H,O0, pH Lignina
Experimentos (mM) (mg/L)
1 30 3 50
2 60 3 50
3 30 5 50
4 60 5 50
5 30 3 100
6 60 3 100
7 30 5 100
8 60 5 100

Preparacién de la zeolita
impregnada con Hierro

Se utilizo una zeolita natural clinop-
tilolita proveniente del estado de
guadalajara, Mexico. La cual fue molida
y tamizada con tamiz de malla de 0.5
mm, la zeolita fue lavada varias veces
para remover el polvo. La impregnaciién
con hierro se llevo a cabo colocando 25
gr de zeolita en una contacto con una
solucién de 250 mL de cloruro férrico
0.1 M en un equipo de reflujo durante
dos contactos de 3 horas al finalizar
cada contacto se hicieron 10 lavados con
agua destilada para remover los cloruros
remanentes posteriormente se seco a 60

C.

Cinéticas de degradacion fenton
heterogéneo

Los factores y niveles del experimento se
muestran en la (Tabla 5.3). Con el disenio
experimental (Tabla 5.4) se obtuvieron
8 tratamientos. Se replicaron tres ve-
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ces. Las condiciones del proceso fueron
llevado a acabo en matraces erlenmeyer
de 500 mL, con un volumen de reaccién
de 250 mL en un equipo de propelas con
una velocidad de agitacién de 250 rpm,
la cantidad de catalizador fue de 1 g/L.
Los ensayos fueron realizados durante 4
horas cada uno y se tomo una alicuota de
1 mL cada 20 min, se centrifugo a 2500
rpm durante 3 minutos. Se leyé la ab-
sorbancia de lignina a 280 nm.

Tabla 5.3: Valores de factores y niveles
establecidos para el diseno

Nivel
Factor Alto Bajo
H,0, 60 (mM) 30 (mM)
pH 5 3
Lignina 100 (mg/L) 50 (mg/L)
Tabla 5.4 Combinaciones de los
tratamientos para las cinéticas de
degradacion
Niveles de factores
Ne H,O0, pH Lignina
Experimentos (mM) (mg/L)
1 30 3 50
2 60 3 50
3 30 4 50
4 60 4 50
) 30 3 100
6 60 3 100
7 30 4 100
8 60 4 100

Analisis de datos

Los resultados obtenidos de las cinéticas
de degradacién fueron analizados con el
software de Minitab 16. Para poder infe-
rir el efecto de cada factor en el experi-
mento.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Para el proceso homogéneo

La Figura 8.1 muestra los porcentajes de
degracion en un lapso de 4 horas. El por-
centaje de degradacién mayor alcanzado
fue el tratamiento 7.
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Figura 5.1: Se graficaron los porcentajes
de degradacion de lignina.

Empleando el software de minitab se
realizo el andlisis de varianza la Tabla
5.5. Muestra los valores de la p con un
nivel de significancia de 0.05. Se deter-
mina que los factores con significancia es
la concentracién de peroxido, el pH, la
concentracion de lignina y la interaccién
de los tres factores.

Para el proceso heterogéneo

La Figura 8.2. Muestra los porcentajes
de degracion en un lapso de 4 horas. El
porcentaje de degradacin mayor alcan-
zado fue el tratamiento 3.

Tabla 5.5: Analisis de varianza del disefio experimental 2% para la degradacion de

lignina.
Factor Sumade g.1. C.M. F Valor — p
cuadrados
A: H,0, 562.64 1 378.009 67.12 0.000
B: pH 950.19 1 931.347 165.38 0.000
C: Lignina 571.89 1 553.327  98.25 0.000
AB 68.65 1 74.447  13.22 0.002
AC 36.74 1 30.500  5.42 0.033
CB 43.39 1 40.282  7.15 0.017
ABC 5.51 1 5.507 0.98 0.337
Total error 90.11 16 5.632
Total 2329.12 23

F: Prueba fisher;
P: Prueba de significancia;

*0.05 nivel de significancia
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Figura 5.2: Se graficaron los porcentajes
de degradacion de lignina.

Empleando el software de minitab se
realizo el anlisis de varianza la Tabla 5.6.
Muestra los valores de la p con un nivel
de significancia de 0.05. Se determina
que los factores con significancia es la
concentracin de perxido, el pH y la con-
centracin de lignina.

Tabla 5.6: Andlisis de varianza del disenio experimental 23 para la degradacion de

lignina.
Factor Suma de g. 1. C.M. F Valor — p
cuadrados
A: H,0, 594.00 1 844.52  59.37 0.000
B: pH 323.35 1 340.68  23.95 0.000
C: Lignina 1464.28 1 1462.04 102.79 0.000
AB 7.05 1 5.27 0.37 0.551
AC 24.64 1 26.84 1.89 0.188
CB 4.22 1 491 0.35 0.565
ABC 3.55 1 3.55 0.25 0.624
Total error 227.59 16 14.22
Total 2648.68 23

F: Prueba fisher;
P: Prueba de significancia;

*0.05 nivel de significancia
CONCLUSIONES

Se obtuvieron buenos resultados de
degradacion de lignina mediante el pro-
ceso fenton.asi mismo los resultados in-
dicaron que el proceso fenton homogéneo
fue mas eficaz respecto al heterogéneo.
El mejor tratamiento encontrado para el
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proceso homofenton fue el tratamiento
7 con: 30 mM de perdxido, pH 5, lign-
ina 100 mg/L. Para el proceso heterofen-
ton fue el tratamiento 3 con: 30 mM de
perdxido, pH 3, lignina 50 mg/L.
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ABSTRACT

Soda lakes are highly alkaline and saline habitats containing sodium carbonate at great
concentrations with extremely high pH, sediments at soda lakes usually contain abundant
concentrations of sulfide indicating active sulfate reduction activity [1]. Sulfate-reducing
bacteria (SRB) are obligate anaerobes characterized by their ability to reduce sulfates to
sulfides with simultaneous oxidation of organic substrates [2]. The SRB play an important
rol in the development of bioremediation technologies for wastewater treatment, which
has been studied extensively in the last decades [3,4]. 12 strains were isolated from the
Parangueo Soda Lake, located in Valle de Santiago, Guanajuato, México. All Parangueo
strains, were identified and belongs to the Deltaproteobacteria class from the phylum
Proteobacteria, 11 strains belongs more specifically to the genera Desulfonatronum with
7 species described, most of them are close to D. Thiodismutans and D. Lacustre. The
other strain is close to the genera Desulfobotulus with only 2 species described. After
the construction of the phylogenetic 16S based tree, 2 interesting clusters were observed.
Strains 180_PAR, and 190_PAR form an interesting cluster which could represent a new
specie in the Desulfonatronum genera, while P1_PAR also forms an interesting cluster
which also could be a new specie into the Desulfobotulus genera.

The aim of this research was to characterize the strain 180_PAR which could represent
a new specie, as well as to evaluate the sulfide production of the other SRB isolated as a
potential tool for bioremediation of metal and metalloid contaminated water.
Keywords: Anaerobic technology, sulfate reducing bacteria, alkaliphiles, bioremediation.

RESUMEN

Los lagos de soda son habitats con una alcalinidad y salinidad muy altas, los cuales con-
tienen elevadas concentraciones de carbonato de sodio y valores de pH extremadamente
altos. Los sedimentos de estos lagos usualmente contienen grandes concentraciones de
sulfuros, lo cual indica actividad sulfato reductora [1]. Las bacterias sulfato reductoras
(BSR) son anaerobias estrictas, caracterizadas por su habilidad de reducir sulfatos a sul-
furos con oxidacién simultdanea de sustratos orgdnicos [2]. Las BSR juegan un papel muy
importante en el desarrollo de tecnologias de bio-remediacién para el tratamiento de aguas
residuales, lo cual ha sido estudiado ampliamente durante las dltimas décadas [3, 4]. En
esta investigacion se aislaron 12 cepas del lago alcalino de Parangueo, localizado en Valle de
Santiago, Gto., México. Las cepas fueron identificadas y se encontré que éstas pertenecen
a la clase Deltaproteobacteria del filo Proteobacteria; 11 de los aislados pertenecen mas
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especificamente al género Desulfonatronum, el cual tiene 7 especies descritas, la mayoria
se encuentran muy cercanas a D. Thiodismutans y D. Lacustre. La otra cepa, se encuen-
tra dentro del género Desulfobotulus con solo 2 especies descritas. Las cepas 180_PAR
y 190_PAR forman un clister interesante, el cual puede representar una nueva especie
dentro del género Desulfonatronum, mientras que la cepa 22N_PAR también puede ser
una nueva especie dentro del género Desulfobotulus.

Palabras clave: Tecnologia anaerobia, bacterias sulfato—reductoras, alcaldfilos, biorre-

mediacion
INTRODUCCION
Normalmente, la vida en ambientes

anoxicos es procariota en gran medida.
Los procariontes han evolucionado no
solo en cuanto al desarrollo de varias ru-
tas fermentativas, sino también en la ca-
pacidad de acoplar la oxidacion de sus-
tratos organicos a la reduccion de com-
puestos inorganicos (diferentes al O,),
para conservar energia para crecimiento
anaerobio [5].

Los lagos alcalinos son hébitats naturales
altamente alcalinos y salinos, los cuales
contienen carbonato de sodio en altas
concentraciones, esto asegura un pH es-
table y extremadamente alto. A pesar
de estas condiciones extremas, los lagos
alcalinos son usualmente altamente pro-
ductivos en cuanto al desarrollo de comu-
nidades microbianas. Las altas concen-
traciones de sulfato y la represién de las
metanogénicas por altas concentraciones
de sal, son la base de un ciclo del azufre
muy activo [1].

Las BSR aisladas de estos lagos, son rep-
resentadas por tres géneros de litotroficos
Desulfonatronum, Desulfonatronovibrio
y Desulfonatronospira (hasta ahora son
los tnicos géneros representativos de los
Desulfovibrionales obtenidos en cultivos
puros) y varias BSR utilizadoras de
AGV’s [1, 6].

El desarrollo de procesos biotecnolégicos
utilizando BSR para la remocion de

ISBN: 978-607-441-446-2

sulfatos y metales, ha sido estudiado am-
pliamente, obteniéndose altas tasas de
sulfato reduccién, sin embargo, estos pro-
cesos se han llevado a cabo sobre todo
en condiciones con valores de pH neutros
[6]. Es por esto, que el aislamiento y apli-
cacién de BSR de sitios con condiciones
de pH extremos resulta de particular in-
terés, sobre todo para el tratamiento de
efluentes acidos de mineria o corrientes
con altas concentraciones de sales.

OBJETIVO

Caracterizar fisiolégicamente y evaluar la
produccién de sulfuro de cepas de BSR
aisladas del lago alcalino del Rincon de
Parangueo en Valle de Santiago, Guana-
juato.

METODOLOGIA

Identificacion filogenética

La identificacién filogenética se realizo
mediante la amplificacién del gen ADNr
16S de los aislados, posteriormente la
secuenciacién de los segmentos amplifi-
cados y su analisis y comparacién con
secuencias depositadas en una base de
datos. La amplificacion se realizé6 me-
diante la reacciéon de polimerasa en ca-
dena (PCR), para lo cual se utilizaron
los primers 63F y 1387R en una termoci-
cladora bajo las siguientes condiciones de
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amplificacion: una iniciacién de 10 min-
utos a 94 °C, seguido por 35 ciclos con-
sistentes de una desnaturalizacién (45 s a
94 °C), alineamiento (45 s a 58 °C), ex-
tensién (1 min a 72 °C); y una extension
final de 10 min a a 72 °C. Los fragmentos
amplificados fueron enviados a secuenciar
por el método Sanger. Para el anélisis
de las secuencias, éstas fueron limpiadas
con el programa BioEdith, y posterior-
mente comparadas con las secuencias de-
positadas en la base de datos de NCBI,
en la cual se recuperaron secuencias de
las especies mas cercanas. Finalmente,
se llevd a cabo el alineamiento de las se-
cuencias de los aislados y de las especies
cercanas y la construccion del arbol filo-
genético con el programa MEGA versién
6.06.

Medio de cultivo

Una vez realizada la identificacién de los
aislados, se utilizo el siguiente medio,
basado en el medio Desulfonatronum
813 de la DSMZ, el cual fue formulado
con: KH,PO, (0.2 g/L), MgCl,-6H,O
(0.1 g/L), NH,CI (0.25 g/L), Na,SO,
(4 g/L), KC1 (0.2 g/L), NaCl (15g/L),
Na,CO; (3.5 g/L), extracto de levadura
(0.2 g/L), solucién de oligoelementos
de Widdel (1ml/L), solucién de metales
traza (1ml/L), resarzurina 0.1% (1ml/L).
Se ajusté el pH del medio a 9 y se llevé
a ebullicién para remover el oxigeno dis-
uelto, se enfri6 en nitrégeno gas, y se dis-
pensé en tubos Hungate con nitrogeno
gas, finalmente se esteriliz6 durante 20
min a 121 °C. Antes de inocular se agrego
solucién de vitaminas V7 (100ul/5mL),
Na,S-9H,0 y lactato hasta alcanzar una
concentracién final de 0.4 g/L y 20 mM
respectivamente.
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Determinacion de sulfato

La determinacion de sulfato y tiosulfato
se realizé por cromatografia iénica con el
cromatografo 761 Compact [C Metrohm
y el 838 Advanced Sample Processor, con
una solucién de Na,CO; 3 mM como
eluyente y una solucién de H,SO, 75 mM
como regenerante.

Determinacién de sulfuro

Este analisis se llevd a cabo con el
método Cord-Ruwish (1985), el cual es
un método turbidimétrico basado en la
formacion de CuS. Esto se realizé agre-
gando 0.1 ml de muestra a 4 ml del reac-
tivo de Cord-Ruwish (compuesto de 50
mM de HCl y de 5mM de CuSO,) y
se procedio a leer inmediatamente en un
espectrofotémetro UV-Visible Cary 50 a
480 nm.

Caracterizacion fisiologica

La determinacién de los éptimos de crec-
imiento para temperatura, salinidad y
pH, se llevé acabo realizando cinéticas
con diferentes temperaturas, concentra-
ciones de NaCl y valores de pH respec-
tivamente. Para encontrar los 6ptimos
para cada parametro se determinaron las
i de crecimiento para cada valor estu-
diado, lo cual se obtuvo graficando el
tiempo contra el logaritmo natural de las
curvas de crecimiento (DOgonm ) v deter-
minando la ecuacién de la recta en la fase
de crecimiento exponencial, la pendiente
de la recta corresponde a la p de crec-
imiento. Todas las pruebas se realizaron
por duplicado y 2 réplicas.
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Ensayos de dismutacién

El ensayo de dismutacion se llevd a
cabo como parte de la caracterizacién
de la cepa 180_PAR, ya que se ha re-
portado que varias especies del género
Desulfonatronum tienen esta capacidad
metabdlica tnica de ciertas BSR. La dis-
mutacién, que puede ser formalmente de-
scrita como una fermentacion inorganica,
consiste en la desprotonacién del sul-
fito o tiosulfato [5]. Para esta prueba
el inéculo fue lavado por centrifugacién
y resuspension en medio libre de lac-
tato y sulfato, bajo condiciones de es-
terilidad y con nitrégeno. Las bacte-
rias lavadas, fueron inoculadas por dupli-
cado bajo las siguientes condiciones: con
tiosulfato/acetato; tiosulfato/CO,; lac-
tato/sulfato (control para comprobar que
las células se encontraban en buen estado
después del estrés al que fueron someti-
das); lactato (para descartar presencia de
sulfato) y sulfato solamente para descar-
tar presencia de lactato remanente en el
in6culo).

Caracterizacion fisiolégica de la
cepa 180_PAR

El estudio de la eco-fisiologia consiste en
determinar los extremos y Optimos de
crecimiento de una cepa (pH, temper-
atura y concentracion de cloruro de so-
dio). La cepa 180_PAR fue seleccionada
para su caracterizacion y en su caso ser
propuesta como cepa tipo en caso de rep-
resentar una nueva especie. La com-
posicion del medio utilizado para llevar
a cabo los estudios de caracterizacién se
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RESULTADOS Y DISCUSION

Identificacion filogenética

En la Figura 6.1 se muestra el arbol
filogenético de los aislados del lago de
Parangueo, todas las cepas de Parangueo
pertenecen a la clase Deltaproteobacteria
del filo Proteobacteria. La gran mayoria
se encuentra dentro de la familia Desul-
fonatronaceae del orden de los desulfovib-
rionales, el cual cuenta con un tnico
género que es Desulfonatronum y 7 es-
pecies descritas.

El grupo mayor se encuentra muy cerca
de D. Thiodismutans y D. Lacustre y
las cepas 180_PAR y 190_PAR for-
man un clister interesante que podrian
ser nuevas especies dentro del género.
PAR_22N y PAR_P1, por otro lado se
encuentran dentro de la familia Desul-
fobacteraceae del orden de los Desul-
fobacterales, la especie mas cercana
pertenece al género Desulfobotulus con
solamente 2 especies descritas.  Este
clister se encuentra relativamente lejos
de D. Sapovorans por lo cual también
podria pertenecer a una nueva especie
dentro del género Desulfobotulus.

baso en el medio de la DSMZ Desulfona-
tronum 813.

En la Figura 6.2 se muestran los perfiles
de crecimiento de la cepa 180_PAR, para
temperatura, salinidad y pH. La cepa
crece en un rango de temperatura de 10 a
45 °C, con un 6ptimo de 35 °C; en cuanto
a salinidad (g/L NaCl), ésta crece incluso
en ausencia de NaCl, con rango de crec-
imiento de 0 hasta 90 g/L de NaCl, con
un 6ptimo de entre 1 y 5 g/L. Aunque
el grafico da la impresién que la veloci-
dad de es muy parecida de 1 a 25, la fase
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Figura 6.1: Arbol filogenético 16S de los aislados de Parangueo.

exponencial comienza mas rapido de 0 a
5 g/L (60 h), mientras que conforme au-
menta la concentraciéon de sal, también
lo hace el tiempo de inicio de la fase ex-
ponencial. Sorokin et al. (2011) han re-
portado que es tipico que las alcaldfilas
de lagos de soda no requieran NaCl para
crecimiento y, por lo tanto deben ser de-
scritas como natrondéfilas méas que como
haldfilas.

Para las pruebas de pH se utilizé el
mismo medio, pero basandose en los re-
sultados de salinidad; se utilizé el medio

Ensayos de dismutacién

En la Tabla 6.1, se muestran los re-
sultados de dismutaciéon utilizando Tio-
sulfato/Acetato y Tiosulfato/CO,. Las
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con una salinidad menor (5 g/L). El
medio se preparé sin buffer (Na,CO,)
con un pH de 6. El ajuste de pH se re-
alizé posterior a la esterilizacién con solu-
ciones estériles y anaerobias de NaHCO,
(10%) y Na,CO5; (8%). La cepa crece
en un rango de 7.5 a 9.3, con un 6ptimo
de 9. Lo cual difiere de D. Thioau-
totrophicum y D. Thiosulfatophilum 8.3~
10.5 (9.3) 8.0-10.4 (9.5) respectivamente,
las cuales son las especies mas cercanas,
dentro del género Desulfonatronum.

pruebas de dismutacion realizadas bajo
las siguientes condiciones:

e Tiosulfato + Acetato: (+).
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Figura 6.2: Caracterizacion fisiologica de cepa 180_PAR.

e Tiosulfato + CO,: (++).
e Lactato + SO,* :(+++)

e Lactato: practicamente ausencia
de crecimiento

e Sulfato: (-)

Entre paréntesis se muestra el crec-
imiento observado (nulo (), poco (+),
medio (++4), alto (+++). Aunque
aparentemente hubo mas de crecimiento
con tiosulfato/ CO, que con tio-
sulfato/acetato; solamente hubo dis-
mutacién con acetato como fuente de car-
bono, ya que practicamente todo el tio-
sulfato fue consumido para produccién de
sulfato y sulfuro, no asi con CO,. El buen
crecimiento observado en las condiciones
usuales de cultivo (lactato/sulfato), de-
mostré que el indculo estaba en buenas
condiciones y soporté en estrés de lavado.
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Por otro lado, la presencia de lactato y
sulfato se descarté al no observarse crec-
imiento.

Tabla 6.1: Dismutacion de la cepa
180_PAR
Sulfato Tiosulfato Sulfuro
mM mM mM
Tiosulfato/ 7.7 0.3 3.6
Acetato
Tiosulfato 0.14 7.3 0.2
+CO,

Produccion de sulfuro

En la Tabla 6.2, se muestran los resulta-
dos de produccién de sulfuro de las cepas
de Parangueo. Las cepas 13F, 4H11, 12B
y 131, fueron seleccionadas para evaluar
las condiciones de produccion de sulfuro,
consumo de sulfato y substrato, ya que
presentan mayor produccion de sulfuro.
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Tabla 6.2: Produccion de sulfuro de las cepas de Parangueo

Cepa Sulfato mM Tiosulfato mM Sulfuro

180 2.4 18K 7.4

190 3.6 12D 94

22N 10.1 12B 10.5

P1 1.0 2B 8.3

13F 11.0 9k-11 94

140 8.0 17D 1.2
22N8 8.3 131 11.5
4H11 9.9 11A-9 6.9

CONCLUSIONES rio thiodismutans sp. nov., and Desulfona-

La identificacion y construccion del arbol
filogenético de las cepas aisladas del lago
alcalino de Paragueo, muestra 2 posi-
bles especies nuevas; una dentro del
género Desulfonatronum y otra dentro
del género Desulfobotulus, la caracter-
izacién completa de estos aislados per-
mitira confirmarlo. Por otro lado, la
aplicacién de estas cepas es de especial
interés, debido a que tienen potencial
para tratar efluentes contaminados con
sulfatos en condiciones de salinidades al-
tas y con pH alcalinos.

REFERENCIAS

[1] Sorokin et al (2011). Culturable diver-
sity of lithotrophic haloalkaliphilic sulfate-
reducing bacteria in soda lakes and the de-
scription of Desulfonatronum thioautotroph-
icum  sp. nov., Desulfonatronum thio-

sulfatophilum sp. mnov., Desulfonatronovib-

ISBN: 978-607-441-446-2

tronovibrio magnus sp. nov. Extremophiles,
15, 391-401.

[2] Cao et al. (2009). Precipitation of
valuable metals from bioleaching solution by
biogenic sulfides. Minerals Engineering 22,
289-295.

[3] Muyzer y Stams (2008). The ecology and
biotechnology of sulphate-reducing bacteria.
Nature reviews, Microbiology. 6, 441- 454.
[4] Hao et al. (2014). A Review of
Biological Sulfate Conversions in Wastew-
ater Treatment. Water Research, doi:
10.1016/j.watres.2014.06.043

[5] Rabus et al., (2013). The prokariotes:
prokaryotic physiology and biochemistry.
Chapter: Dissimilatory Sulfate- and Sulfur-
Reducing Prokaryotes DOI 10.1007/978-3-
642-30141-4. Springer Berlin Heidelberg.

[6] Souza et al., (2015). Sulfate reduction
in a hydrogen fed bioreactor operated at
haloalkaline conditions. Water Research 68,
67-76.

39



©TECNOLOGIA Y BIOTECNOLOGIA APLICADA A LA RESOLUCION DE PROBLEMAS AMBIENTALES

ISBN: 978-607-441-446-2 40



7. AISLMIENTO DE BACTERIAS ANAEROBICAS DE
FUMAROLAS DEL VOLCAN PARICUTIN

Romero Nuriez, Victor-Manuel'™; Souza-Brito, Elcia-Margareth®™; Caretta,
César-Augusto®

'Dpto. de Biologfa, Universidad de Guanajuato, Guanajuato, México.
2Dpto. de Ing. Ambiental, Universidad de Guanajuato, Guanajuato, México.
3Dpto. de Astronomia, Universidad de Guanajuato, México.

e-mail: ™argentum_5s1@hotmail.com, Zemsbrito@gmail.com

ABSTRACT

In this paper a phylogenetic study of bacterial populations that develop within the Pa-
ricutin volcano fumaroles was performed. Using the technique of T-RFLP profile was
visualized the main bacterial populations of this site. Also we did a phylogenetic study
based of the similarity of 165 rDNA gene. The population study revealed variation in
the diversity and the relative size of the populations of the Paricutin volcano system.
Four anaerobic bacterial strains were obtained belong to the classes Bacilli and Clostri-
dium. According to the literature, 2 of these strains (sulfate reducing bacteria) could have
potential biotechnological application in the treatment of wastewater.

Keywords: Bioprospection, sulphate-reducing bacterial (SRB), biomat, T-RFLP (Termi-
nal Restriciton Length Plymorfism).

RESUMEN

En el presente trabajo se realizé un estudio filogenético de las poblaciones bacterianas
que se desarrollan dentro de las fumarolas del volcadn Paricutin. Utilizando la técnica del
T-RFLP se visualizaron los perfiles poblacionales del sitio. Para el estudio filogenético
se utilizo la secuenciacion del fragmento del gen ADNr 16S. El estudio poblacional revel6
variacion en cuanto a la diversidad y el tamaro relativo de las poblaciones del sistema del
volcan Paricutin. Se lograron aislar 4 cepas bacterianas anaerdbicas, pertenecientes a las
clases Clostridium y Bacilli. De acuerdo a la literatura, 2 de estas cepas (bacterias sulfato
reductoras) podrian tener una potencial aplicacién biotecnologica para el tratamiento de
agua residual.

Palabras clave: Bioprospeccion, bacterias sulfato-reductoras (BSR), biomat, T-RFLP
(Polimorfismos de Longitud de Fragmentos de Restriccion—Terminales)

INTRODUCCION la biosfera se debe, en parte a su inigual-
able versatibilidad metabdlica y plasti-
cidad fenotipica. Un elemento clave de

Las bacterias y arqueas pueden habitar 2 - )
esa adaptabilidad en la habilidad de posi-

virtualmente cualquier superficie de la ™ b
Tierra, incluyendo aquellas &reas en CORAISE €N UN NICLO €N donde puedan

donde el entorno es extremadamente hos- PFOPagarse 2] o
til [1]. La habilidad de persistir en toda Los ambientes resultantes de la activi-
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dad volcénica son diversos, desde flujos
termales dcidos hasta habitats basalticos
profundos en el océano. Estos ambientes
volcanicos se encuentran ampliamente
distribuidos sobre la Tierra y son de im-
portancia geomicrobioldgica para enten-
der la diversidad y caracteristicas de la
vida microbiana que albergan. Estos
pueden ser utilizados como modelos para
comprender mas acerca de los patrones
generales en la diversidad y distribuciéon
de los procariotas en el tiempo [3].

El volcan Paricutin se encuentra ubicado
en el Campo Volcanico de Michoacan-
Guanajuato (CVMG) y sobre la Franja
Volcénica Trans-Mexicana (FVTM). El
vulcanismo de la FVTM esta relacionado
con la subduccion de las placas de Cocos
y Rivera debajo de la fosa Mesoameri-
cana en México [4]. El volcédn aparecid
por primera vez el 20 de febrero de 1943
cerca del pueblo de San Juan Parangar-
icutiro, en el estado de Michoacédn. La
actividad volcanica se extendio de 1943 a
1952. El campo de lava se desarrollé en
términos de 23 episodios eruptivos, con
una duracién de varios meses. La ac-
tividad fumardlica ha continuado hasta
la actualidad [5].

Las bacterias sulfato reductoras (BSR)
son microorganismos anaerébicos que se
extienden en ambientes andxicos, donde
utilizan el sulfato como aceptor final de
electrones para la degradacion de com-
puestos organicos, resultando en la pro-
duccion de sulfuro y tienen una partici-
pacién importante en los ciclos del azufre
y del carbono [6]. Estas poblaciones
bacterianas se han detectado sobre sed-
imento marino,ventanas hidrotermales,
filtraciones de hidrocarburos, en volcanes
de lodo y tapetes microbianos presentes
en ambientes hipersalinos [6]. Una apli-
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cacion biotecnoldgica de las poblaciones
de BSR consiste en la remociéon de com-
puestos de azufre de las aguas y gases
residuales o la precipitacion de metales
pesados en diferentes sistemas de biorre-
actores [6].

Con base en lo anterior, se reali-
z6 un estudio filogenético de bacterias
anaerédbicas de las fumarolas del volcan
Paricutin.

METODOLOGIA

Muestreo

La bisprospeccion se realizd sobre el sis-
tema del volcdn Paricutin (19°29’35”N
102°15’04”O) situado en el estado de Mi-
choacan, México. Especificamente se se-
leccionaron 2 fumarolas del volcan Pari-
cutin (Tez: tapete externo; Tin: tapete
interno) y 2 fumarolas de su satélite
Sapichu (SI: sapichu uno; SII: sapichu
dos). El material biolégico obtenido con-
sistié en tapete microbiano que se desa-
rrollaba al interior de las paredes de la
fumarola. La extraccién se realizd uti-
lizando cucharas de metal estériles, ras-
pando la superficie de la roca. Su almace-
namiento y pre cultivo se realiz6 en viales
de vidrio estériles (~30 mL, sellados con
tapones de Butil) utilizando medio de
cultivo especifico para BSR. Se desplazo
el O, de los sistemas y se mantuvo una
condicién anaerébica inyectando gas N,.

Extraccion de ADN total y analisis
poblacional por T-RFLP

Parte del tapete microbiano colectado se
utilizé para realizar la extraccion de ADN
gendémico utilizando el kit comercial Mo-
Bio Power SoilY y siguiendo el proto-
colo que describe el fabricante. El mate-
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rial genético obtenido se utiliz6 para rea-
lizar el estudio de poblaciones mediante
la técnica del T-RFLP [7, 8]. Para esta
técnica se utilizaron los oligonucledtidos
8F y 1489R y las enzimas de restriccién
Alul y Hinfl. Los datos obtenidos fueron
tratados segun las metodologias descritas
en Caretta y Brito (2011)[9].

Cultivo y aislamiento de
microorganismo anaerébicos

Los medios de cultivo seleccionados
para el crecimiento de microorganismos
anaerobicos fueron: medio Remy [10]
y el medio Fude [11]. La técnica del
Roll Tube, descrita por Hungate (1969)
[12], fue empleada para el aislamiento
de microorganismos anaerébicos.  La
condiciéon anaerdbica dentro de los sis-
temas y medios de cultivo se mantuvo
con la inyeccién de gas N, semanalmente.

Extracciéon de ADN y
amplificacion del gen ADNr 16S

A partir de los cultivos puros (mi-
croorganismos aislados) se realizé la ex-

RESULTADOS Y DISCUSION

traccién de ADN utilizando la técnica La
Porta CTAB [13]. A partir del mate-
rial genético obtenido se realizé la ampli-
ficacion del fragmento del gen ADNr 163
utilizando los oligonucledtidos 8F', 536F y
1513R. Los amplicones obtenidos fueron
enviados a la unidad de secuenciacién
del LANGEBIO, CINVESTAV Irapua-
to. Las secuencias obtenidas fueron edi-
tadas y analizadas mediante los progra-
mas Bioedit (v. 7.2.5) y MAFFT (en:
http://goo.gl/EgfT7aY).

Analisis filogenético

Las secuencias consenso obtenidas fueron
sometidas a un BLAST utilizando el por-
tal en linea del NCBI (National Cen-
ter for Biotechnology Information) (en:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Uti-
lizando cepas de referencia (cepas con
mayor similitud a los aislados) se realizé
la construccién del arbol filogenético
a través del programa Mega 6 [14]
y utilizando los modelos evolutivos de
Junkes-Cantor (1969)[15] y Kimura-Ney
2 pardametros (2008)[8].

Figura 7.1: Colecta de tapete microbiano so-
bre las fumarolas del volcan Paricutin. Las
caracteristicas del tapete microbiano variaban de
acuerdo a la profundidad de la fumarola. Las capas
externas eran delgadas y sus coloraciones claras
(verdes, amarillas y blancas). En las capas inter-
nas el grosor del tapete era mayor y sus coloracio-

nes oscuras (cafés, rojas y negras).
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Figura 7.2: Andlisis cluster del T-RFLP. De acuerdo con el T-RFLP, el tamano
de las poblaciones de los sistemas SI y SII es relativamente pequeno, sin embargo
presentan mayor diversidad. Por el contrario, el tamano de las poblaciones de los
sistemas Tin y Tex es relativamente grande, sin embargo su diversidad es menor. De
acuerdo al andlisis cluster, los 4 sistemas presentan diferencias significativas. Los
sistemas Tin y SPI presentan poblaciones similares, mientras que las poblaciones
del Tex presentan la mayor diferencia con los demés sistemas.

Tabla 7.1: Caracterizacion biolégica y molecular de las cepas aisladas.

Identificacién Molecular

Cepa* SA@ MCO® M Cel® TG@ ER® SR Sim. Cepa Ref.

VPTFNO1 Par. MF Bacilo + ES NP 97% Clostridium
swelfunanium
VPTFN(02 Par. MF Bacilo + ES NP 94% Clostridium
jejuense
VPTFNO3 Par. MF Bacilo  Variable ENS + 99%  Dsulfotomaculum
guttoideum
VPTFN04 Par. MF Bacilo - ES + 99% Paenibacillus
azoredunces

* Cédigo de laboratorio. VP: volcan Paricutin; T: tapete microbiano; F: medio Fude; N: nitrégeno.
@ Sitio de aislamiento; Par. = Paricutin.

b Medio de cultivo; MF= Medio Fude.

¢ Morfologia celular.

4 Tincién de Gram; (4) Gram positivo; (—) Gram negativo.

¢ Estructura de resistencia; ES= Espora; ENS=Endospora.

f Presencia de sulfato reduccién; NP= no presenta; (+) Presenta.
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Figura 7.3: Amnalisis filo-
genético. arbol filogenético
de las cepas bacterianas ais-
ladas. El arbol se construyo
con el programa MEGA 6
comparando las secuencias
del gen ADNr 16S de las
cepas aisladas con las de-
positadas en el banco de
datos en linea del NCBI. Des-
pués del alineamiento, las se-
cuencias fueron editadas y
se utilizaron 1,400 pb con
el método de parsimonia y
méxima verosimilitud (Boot-
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73 VPTFNO3
% | NR 026409.1| Desulfotomaculum guttoideum strain DSM 4024

190/ [ R 026100.1] Clostridium celerecrescens strain 18A

NR 026493.1| Clostridium indolis strain 7 1

VPTFNO2

NR 025796.1| Clostridium jejuense strain HY-35-12

NR 074652 1| Lachnoclostidium phytofermentans strain ISDg
NR 126179.1| Clostridium swellfunianum strain S11-3-10

VPTFNOL

NR 025018.1| Clostridium peptidivorans strain TMC4

NR 043557 1| Clostridium aciditolerans strain JW/YJL-B3
AY312403.2] Alkalibacter saccharofermentans strain Z-79820

AB042057.1| Alicyclobacillus acidoterrestris

76

KF580624.1| Thermoactinomyces daqus strain H-18
Y14581.1| Oxalophagus oxalicus DSM 5503

AB254031.3| Thermobacillus composti

NR 115664.1| Fontibacillus aquaticus strain GFTSA 19
NR 025372.1| Paenibacillus cookii strain LMG 18418
NR 042189.1| Paenibacillus cineris strain LMG 18439
5], VPTFNO4

SBINR 025391.1| Paenibacillus azoreducens strain CM1

AF076527 1|AF076527 Desulfosporosinus sp. S10
Stl"ap de 1000 VeCGS) y el mo- ELAJOOEEOB.HDesu\fosporSmusapo\‘ﬂ'l)'opapama\ strain STP3
delo de Kimura 2 parémetros ABD05296.1| Thermocladium modestius
(2008).
CONCLUSIONES AGRADECIMIENTOS

Se logré el aislamiento de 4 cepas
anaerobicas del sistema del volcan Pa-
ricutin, las cuales se agruparon den-
tro del filo Firmicutes. Tres de ellas
(VPTFNO1, VPTFNO2 y VPTFNO03) se
agruparon dentro de la clase Clostridia,
mientras que la cepa VPTFNO04 se agrupé
dentro de la clase Bacilli. Se pre-
tende continuar con estudios molecu-
lares, metabdlicos y bioquimicos que per-
mitan identificar las cepas que presen-
taron similitud baja con las cepas de
referencia.  Asi mismo se plantearan
nuevos experimentos que permitan detec-
tar los genes dsrAB en las cepas que pre-
sentaron sulfato-reduccion para plantear
una posible aplicacion biotecnoldgica en
el tratamiento de aguas residuales con
presencia de metales pesados.
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ABSTRACT

Rincon de Parangueo is a Quaternary maar located in Valle de Santiago, Guanajuato
inside the Michoacan-Guanajuato volcanic field in the central part of the Trans Mexican
Volcanic Belt [2]. Rincdn de Parangueo crater-lake is considered phreoatomagmatic be-
cause was originated by the explosive interaction between magma and underground water.
It can be deduced by its local geology that was formed by the eruption of six volcanoes.
This maar is the largest crater lake in this volcanic region [2, 3]. In the last decades the
crater lakes have presented dessication caused by the drawdown in the Valle de Santiago-
Salamanca aquifer. Rincdén de Parangueo crater lake water’s showed high salinity, for-
mation of carbonates/bicarbonates crystals and pH 9 to 12 (during the dry season) [1].
Moreover, geographic isolation and the physical-chemical parameters, the crater-lake is
classified as an extreme habitat that allows the development of specialized microorganisms
that tolerate osmotic stress. These extreme habitats are of biotechnological interest, for
microbial diversity studies and for physiological studies in extreme conditions, due to the
characteristics they can present [4]. In the present project the bioprospection of anaerobic
microorganisms of Rincon de Parangueo crater-lake was performed, especially with regard
to the isolation of Sulfate-Reducing Bacteria (SRB). In addition, the chemical (concentra-
tions of Zn, Fe, Cu and Mn) and microbiological (bacterial biomass and exopolysaccharide
85.5% y 14.4% in weigh, respectively) characterization was made. And the total biodiver-
sity was verified by NGS (MiSeq). The obtained isolates were related (by 16S rDNA gene
sequencing) to Tindallia californesis, Alkalibacterium psychrotolerans, Ectothiorhodospira
variabilis and Clostridium bifermentans species.

Keywords: Bioprospecting, biotechnology, SRB, NGS.

RESUMEN

El Rincén de Parangueo es un maar Cuarternario localizado en Valle de Santiago, Guana-
juato dentro del Campo Volcanico Michoacan-Guanajuato, en la parte central de la Faja
Volcdnica Transmexicana (FVTM). El crater lago Rincén de Parangueo es considerado
freatomagmatico porque fue originado por una interaccién explosiva entre el magma y el
agua subterranea. Se puede deducir por su geologia local que fue formado por la erupcién
de seis volcanes. Este es el crater lago més grande en la regién volcdnica FVTM [2, 3]. En

ISBN: 978-607-441-446-2 47



©TECNOLOGIA Y BIOTECNOLOGIA APLICADA A LA RESOLUCION DE PROBLEMAS AMBIENTALES

las ultimas décadas los crateres lagos han presentado desecacion causada por la sobreex-
plotacién del acuifero del Valle de Santiago- Salamanca. La quimica del agua del lago créater
del Rincon de Parangueo muestra una alta salinidad, formacién de cristales de carbona-
tos/bicarbonatos y un pH elevado de 9 a 12 (durante la estacién seca) [1]. Sin embargo, el
aislamiento geogréfico y los parametros fisicoquimico, el crater lago es clasificado como un
habitat extremo que permite el desarrollo de microorganismos especializados que toleran
el estrés osmoético. Estos habitats extremos son de interés biotecnolégico, la diversidad
microbiana y las caracteristicas fisiol6gicas que presentan [4]. En este proyecto se abordd
la biosprospecciéon de microorganismos anaerébicos del crater lago Rincén de Parangueo,
especialmente el aislamiento de Bacterias Sulfato Reductoras (BSR). Ademads, se realizé la
caracterizacién quimica (concentraciones de Zn, Fe, Cu y Mn) y microbiolégica (biomasa
bacteriana y exopolisacaridos, 85.5% y 14.5% en peso, respectivamente). La biodiversidad
total fue analizada por NGS (MiSeq). Los aislados obtenidos fueron identificados (por la
secuenciacion del gen 16S ADNr) a Tindallia californesis, Alkalibacterium psychrotolerans,
Ectothiorhodospira variabilis y Clostridium bifermentans

Palabras clave: Bioprospeccion, biotecnologia, BSR, SNG

INTRODUCCION de azufre como aceptores de electrones
(por ejemplo, el SO, , S,0,*", S°, en-
tre otros) . Los microorganismos son om-
nipresente en el planeta, siendo encontra-
dos en ambientes considerados extremos.
A pesar de su omnipresencia, en el lab-
oratorio son muy dificiles de ser cultiva-
dos e incluso, se estima que tan solo 1%
de los microorganismos del suelo son cul-
tivables en laboratorio, lo que limita el
conocimiento de éstos. Por otro lado, ac-
tualmente existen hierramientas molecu-
lares que nos permite accesar a esa di-
versidad, como por ejemplo, la secuen-
ciacion masiva de los genes de una mues-
tra ambiental. La ecologia microbiana es
poco explotada en México, atin menos de
los ambientes extremos, destacandose al-
gunos trabajos de Cuatrociénegas, lago
Achichica y el lago de Texcoco. El lago
crater de Parangueo, también es un am-
biente extremo y carece de informacién
respecto de la biodiversidad microbiana
presente en el sitio. Una descripcién adi-
cional, el interior del lago crater Rincon
de Parangueo albergan estromatolitos, y
actualmente tiene riesgo de ser destruido

El agua de los lagos de crateres en
regiones subdaridas y templado-aridas
muestra una combinacion de salinidad
y pH elevados [1], lo cual hace que
estos cuerpos acuaticos sean clasifica-
dos como héabitats extremos, en donde
s6lo pueden habitar microrganismos es-
pecializados llamados exremofilos [4]. De
acuerdo a las condiciones en un habitat
extremo se tiene la posibilidad de en-
contrar microrganismos con una apli-
cacion biotecnolégica, por ejemplo, en
la transformacién de metales y de met-
aloides. Este ambiente es ideal para
el desarrollo de las bacterias sulfato re-
ductoras (BSR), muy importantes desde
un punto de vista ecologico para la
degradacion de la materia organica. Es-
tos microorganismos normalmente son
organotroficos, con una gran plastici-
dad metabdlica, o sea, pueden utilizar
variedad de compuestos organicos como
el piruvato, acetato, glicerol, lactato,
acidos orgéanicos, etc. Ademas, en condi-
ciones anaerdbicas, utilizan compuestos
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por las actividades antropogénicas y a la
subsidencia del créter [4]. Asi, el objetivo
del presente trabajo fue realizar un estu-
dio de metagenémica del gen ADNr 163
por medio de la secuenciacién masiva (Il-
lumina MiSeq) para estudiar la biodiver-
sidad bacteriana de los sedimentos super-
ficiales de los lagos del crater de Rincén
de Parangueo. Adicionalmente, se ais-
laron BSR de este sitio y se realizdé un
estudio filogenético de estas cepas.

METODOLOGIA

Colecta y caracterizacion de las
muestras

En septiembre de 2013 se colectaron
muestras de sedimento superficial y del
agua del lago crater del Rincon de
Parangueo (20°25" N - 101°15° W y 1700
m s.n.m) Valle de Santiago, Guanajua-
to, Mexico. Se determinaron in situ los
parametros fisicoquimicos (conductivi-
dad eléctrica, pH, temperatura, oxigeno
disuelto y salinidad) con instrumentos de
campo. Para el andlisis de los nutri-
entes [nitrégeno amoniacal (N-NH;), ni-
trato (N-NO,) y fosfatos (P-PO,; )] se
utilizé el kit comercial HACHYY. Los
metales se extrajeron por digestion acida,
y se determinaron por espectrofotometria
de absorcién atémica de flama (Malm y
col, 1989). Se determiné la actividad mi-
crobiana activa a partir de determinacion
de las enzimas esterasas (hidrdlisis de di-
acetato de fluoresceina, FDA).

Aislamiento de las BSR

Se utiliz6 un medio minimo mineral
anaerdbico enriquecido con agua del sitio
(filtrada y esterilizada a un proporcién de
1:1), suplementada con FeSO, y S" (acep-
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tor de electrones), con lactato, piruvato,
glicerol y acetato, como fuentes de car-
bono. Se adicioné al medio resazurina
como indicador de oxidaciéon-reduccion.
Se mezcl6 la muestra de agua del lago
crater del Rincon de Parangueo con el
medio de cultivo en proporcién 1:1 y de
este medio de cultivo se le anadi6 al pre
cultivo; después de un pre-cultivo (15
dias de incubacién) fue utilizado como
in6culo preparando diluciones seriadas
con medio de cultivo, las cuales se apli-
caron en Roll- Tube para el aislamento
de las BSR anaerdbicas estrictas.

Extraccién de DNA

Se extrajo DNA de las muestras de suelo
con el Kit comercial MoBio y de las
bacterias aisladas con el kit Wizard
Genomic DNA. Estos DNAs fueron uti-
lizados como templado para amplificar
el gen ADNr 16S por la Reacciéon en
Cadena de la Polimerasa (PCR), uti-
lizando los oligonucleétidos 8F (5- GGA
TCC AGA CTT TGA TYM TGG CTC
AG -’3) y 1513R (5~ ATC GGY TAC
CTT GTT ACG ACT TC -3’). Las
condiciones de amplificacién se describen
en Rivera-Martinez et al, (2014)[7]. El
amplicon obtenido de los aislados se
envio a secuenciar en el LANGEBIO-
CINVESTAV, mientras que el DNA de
las muestras de suelo se envi6 al Labora-
torio de TANDEM (INRA, INP en Tou-
llouse, Francia) para la secuenciacién ma-
siva del fragmento V3V4 del gen ADNr
16S.

Secuenciacién masiva

El DNA total de las muestras de los se-
dimentos superficiales fue extraido con el
kit comercial PowerSoil MoBioY Labo-
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ratories; este DNA se utiliz6 como tem-
plado para la amplificacion por PCR del
gen ADNr 16S con los oligonucledtidos
8F y 1513R. Este, después de purificado,
fue utlizado como templado para am-
plificar la regiéon V3V4 con los oligonu-
cledtidos 515F y 785R, éstos recibieron
sus adaptadores para ser secuenciados
en la plataforma Illumina MiSeq. Este
andlisis se realizé en el Laboratorio de
TANDEM (INRA, INP Toulouse, Fran-
cia).  Para el andlisis de los datos
se utilizaron los sofware libres Fastqc
(http://goo.gl/6TUqD). Luego, se uti-
liz6 un conjunto de lineas de comando en
secuencia (pipeline) desarrollado por el
M. Pierre Bertin de la Université de Paris
Sul (comunicacién personal del asesor).
Para procesar el andlisis y el tratamiento
de estos datos, la primera etapa con-
siste en un analisis previo con el Userach
(Robert C. Edgar® ). Se aplicé un filtro
para eliminar las secuencias quiméricas,
comparando nuestras secuencias con las
del banco de datos gold.fa. Después, con
la tabla de las OTUs resultantes, se rea-
liz6 un analisis filogenético comparando
(por BLAST) con los datos del NCBI
para encontrar un perfil de reparticion de
la biodiversidad.

RESULTADOS Y DISCUSION

El crater lago de Parangueo se carac-
teriza como extremo de pH, salinidad
y conductividad (10, 22.35 g/L y 33.3
mS/cm, respectivamente). La concen-
traciéon de metales vari6 entre no de-
tectable para el Zn, hasta 500 mg/g de
Fe (Rivera-Martinez et al 2014[7]). El
Numero Mas Probable (NMP) de los
sedimentos superficiales fue de 2 x 103
cel.ml™! y la actividad bacteriana de 9.5
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x 10® pug de FDA hidrolizado min~'g=!
de muestra. Las muestras presentaron
um 86.5% en peso de humedad, 85.5%
en peso de biomasa celular y 14.4% de
exopolisacaridos. Con respecto a la con-
centracion de los nutrientes se determiné
una concentracién de 0.25 mg/L de N-
NH,; , 0.265 mg/L N-NO, y 0.300 mg/L
de PO,* .Basado en estos datos se puede
concluir que el Lago de Parangueo es oli-
gotréfico.  Posiblemente, la entrada de
nutrientes para este puede provenir desde
el deslave de las lluvias o por la actividad
antropogénica.

La secuenciacion masiva (Illumina
MiSeq) de los sedimentos superficiales
de los lagos produjo 35 061 reads: 20 526
reads para la muestra LG y 14535 reads
para LP, los cuales, después de aplicar el
Pipeline desarrollado por Pierre Bertin
(atin no publicado), se redujo a 18 994
reads para LG y 14 466 reads para LP.
En este tratamiento se agruparon las se-
cuencias idénticas y se eliminaron las
secuencias que aparecen una vez (single-
tones) y las quimeras, las ultimas compa-
rando nuestros resultados con los datos
del gold.fa (http://goo.gl/NUAxxn).
Finalmente, las secuencias resultantes
con similitud 97% se agruparon como
una unidad taxénomica (OTU’s), obte-
niendo 353 OTUs.De estas mismas mues-
tras, se logrd aislar 5 cepas bacterianas
anaerobicas, las cuales, se identificaron
similares (Figura 8.1) a las especies T'in-
dallia californesis (99% de similitud), Al-
kalibacterium psychrotolerans (99% de
similitud), Ectothiorhodospira variabilis
(99% de similitud) y Clostridium bifer-
mentans (99% de similitud).
Comparando la diversidad bacteriana de
los dos lagos estudiados, y juntando en
un unico grupo las poblaciones minori-
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tarias del <1% de abudancia relativa.
Se pudo observar que estos lagos presen-
tan pequena diversidad total (6 clases en
el lago grande y 8 en el lago pequeno),
donde 5 de éstas son comunes a los dos la-

LG
Nitriliruptoria (7.4%)
<1% abundancia relativa
(2.3%)

CLASES COMUNES
Bacilli (LC 7.9;LP 2.8%) [*]
Clostridia (LG 54;LP 12.6%) [*]
Deltaproteobacteria(LG 2.7;LP 1.7%)
Alphaproteobacteria(LG 11.6;LP 54.6%)
Gammaproteobacteria(LG 14.1;LP 7.9%)[*]

LG
<1% abundancia relativa (7.3%)
Tissierella (1.1%)
Nitriliruptor(7.1%)
Dokdonella (10%)

GENEROS COMUNES >
Alkaliphilus (LG 52.3;,LP 9.4%)
Rhodobaca (LG 8.5%;LP 50.5%)
Thioalbus (LG 1.2%;LP 3.0%)
Alkalibacterium (LG 7.7%:LP 2.7%)[*]
Chelatococcus (LG 2.8%;LP 3.7%)
Desulfonatrum (LG 2.0%;LP 1.2%)

gos (Figura 8.2). Estos datos no difieren
respecto a la clasificacién de los géneros
(9 y 11, respectivamente para lago grande
y lago pequeno).

LP
Sphingobacteria (2.5%)
Bacteroidea(2.6%)
Cytophagia (13.7%)
<1% de Abundancia
relativa (1.6%)

LP

<1% abundancia relativa (7.3%)
Halomonas (4.4%)
Mongoliicoccus (13.3%)
Gracilimonas (1.9%)
Bacteroides (1.6%)
Anaerobranca (1.3%)

Figura 8.1: Diversidad bacteriana del lago grande (LG) y pequeno (LP) del crater de
Rincén de Parangueo. Se realizé la secuenciacién masiva de las muestras y después del

analisis se obtuvieron las distintas clases taxondémicas y su abundancia relativa. En la

parte superior se construyé el diagrama de Venn con los datos de las clases y en la parte

inferior con los datos de los géneros; en ambos casos, entre paréntesis se indica el porcentaje

relativo de cada uno de éstos.

En el diagrama de Venn se ilustra
que dentro de la diversidad bacteria-
na de la muestra de sedimento superfi-
cial, el grupo méas abundante pertenece
al filo Proteobacteria (LG 52.7%; LP
58.  3%) y el segundo grupo es el
filo Firmicutes (LG 61.9%; LP 15.4%).
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El primero de éstos, el filo Proteobac-
teria, esta dividido en cinco clases
(alfaproteobacteria, betaproteobacteria,
gammaproteobacteria, deltaproteobacte-
ria y épsilonproteobacteria). Sin em-
bargo, los datos obtenidos indicaron que
en el lago de Parangueo no se encuentran
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presentes las clases betaproteobacteria y
épsilonproteobacteria. Todos los miem-
bros de este grupo son gram negativos, y
tienen distinta capacidades metabdlicas
(quimiolitotrofia, quimiorganotrofia y fo-
totrofia) y fisiolégicas (aerébicos, micro
acrofilos y aerdbicos facultativos). Den-
tro del filo se encuentran el género FEc-
tothiorhodospira, perteneciente al grupo
de bacterias purpuras del azufre y a la
clase Gammaproteobacteria, las cuales
realizan la fotosintesis anoxigénica y con-
tienen los pigmentos como la bacterio-
clorofila y carotenoides. Estos pigmen-
tos son los que dan el color impresio-
nante (rojo, morado y café) normalmente
observados en lagos salinos,alcalinos y
salmueras. Este color ha sido observado
en el lago de Parangueo. Completando
este resultado se ha logrado aislar una
cepa bacteriana (PSNZ04) similar a Ec-
tothiorhodospira variabilis que a su vez
pertenece a familia Ectothiordospiraceae,
la cual presenté una abundancia relativa
2.4% en LG y 3.1 % en LP. Desde un
punto de vista biotecnoldgico, esta cepa

La familia Clostridiaceae (estd dentro
del orden Clostridiales, de la clase Clos-
tidia) son anaerobios obligados y usual-
mente son gram positivos, las especies
termofilas son especialmente gram nega-
tivas. Puesto que muchas especies de
Clostridiaceae forma esporas resistentes
al calor y a la desecacion, los microorgan-
imos de esa familia son omnipresente en
distintos habitats con dichas caracteris-
ticas; sin embargo, hay algunas especies
que sélo se desarrollan en su hébitat, bajo
condiciones muy especificas. Como se es-
peraba, esta familia tuvo representativi-
dad dentro de la biodiversidad bacteria-

ISBN: 978-607-441-446-2

es interesante ya que es similar a es-
pecimenes reconocidas por su capacidad
en la transformacién de metales pesados
e incluso se ha reportado [2] la presen-
cia de una especie de Ectothiorhodospira
con capacidad de transformar el arsenito
a arseniato acoplado con el crecimiento
autotréfico (fijacion de CO,).

El segundo grupo bacteriano mas repre-
sentativo en las muestras de sedimento
pertenece al filo Firmicutes, representa-
dos por dos (Bacilli y Clostridia) de las
tres clases de ese filo. El filo firmi-
cutes es fenotipicamente diverso, donde
es comun observar microorganismos ca-
paces de formar endosporas resistentes
al calor. Existen aerobios faculta-
tivos y anaerobios estrictos, algunos son
termdfilos y /o haléfilos. Mas de ellos, son
quimioorganotrofos, unos pocos son foto-
heterétrofos.

La mayoria de los microorganismos de la
clase Bacilli (separado por dos érdenes:
Bacillales y Lactobacillales) es gram po-
sitivo, pero hay algunos que son gram ne-
gativos.

na total de las muestras, con 52.3% en
LG y 9.5% en LP. Ademas, se aislé una
cepa (PSNZO02) relacionada a esta fa-
milia perteneciente al género Tindallia.
Respecto a éste, sus miembros son anae-
robios estrictos u organotrofos, son ca-
paces de degradar compuestos organicos
de bajo peso molecular, los cuales son
usados por los anaerobios secundarios
(metandgenos, sulfato reductores y ho-
moacetogénicos) en la cadena tréfica
ecologica, motivo por lo cual son consi-
derados descomponedore primarios. Por
ejemplo, en la descomposicion de la ma-
teria organica realizada por Tindallia ca-
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Figura 8.2: Arbol filogenético de los aislados de este trabajo, basado en la secuencia

del gen ADNr 16S. Aproximadamente 1200 pares de bases fueron utilizadas para la cons-

truccion del arbol con bootstrap de 1000 repeticiones, realizado con el modelo estadistico
Méxima Verosimilitud y con el método Juker-Cantor.

lifornesis APQO el principal producto fi-
nal es el acetato, seguido por la pro-
duccion del propianato, lactato y etanol.
Ademas, estas bacterias requieren de ex-
tracto de levadura para su crecimiento.
Similar a la Ectothiorhodospira, la Tin-
dallia californesis también fue un ais-
lado del Mono Lake (USA); sin embargo,
esta no presenta la capacidad de sulfato-
reduccioén [6].

Los otros dos aislados (PSNSO01 y
PSNSO05) obtenidos en este trabajo
pertenecen al género Alkalibacterium, el
cual posee una representatividad no muy
elevada (LG 7.7%; LP 2.7%). Estas cepas
son similares a la especie A. psychrotole-
rans. Mientras que el aislado PSNAO03
es relacionado al orden Clostridiales (LG
53.8%; LP 11.6%) similar al C. bifirmen-
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tans. Como ejemplo de una aplicaciéon in-
dustrial de la especie C. bifirmentans, es
su empleo en la produccion de hidrogeno
durante el tratamiento de aguas residua-
les [9]. De éstos, los aislados similares
a Alkalibacterium psychrotolerans son in-
teresantes porque tienen un papel muy
importante en el ciclo del azufre y del
carbono. Ademds, esta cepa, que fue
aislada en Japén [8], es una bacteria al-
calofila, anaerobia facultativa, gram posi-
tiva y es un psicrotolerante. Esta bacte-
ria mostro ser capaz de reducir el tinte
azul indigo (producido por una planta
indigo japonesa, Polygonum tinctorium
Lour). En el proceso, el tinte es fermen-
tado bajo condiciones alcalinas (pH>10)
y durante la oxidacién del indigo se forma
un producto insoluble, que es convertido
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por estos microorganismos a una forma
reducida soluble.

CONCLUSIONES

Los lagos del crater de Rincon de
Parangueo son hipersalinos e hiperalcali-
nos, albergan diversidad bacteriana rela-
tivamente baja. Destacan los filos Pro-
teobacteria y firmicutes, con especies re-
conocidas como extreméfilas alcaléfilas y
alcalinas. Se obtuvieron 5 aislados anae-
robios similares a las Tindallia californe-
sis, Alkalibacterium psychrotolerans, Ec-
tothiorhodospira variabilis y Clostridium
bifermentans.
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ABSTRACT

The Trans-Mexican Volcanic Belt (TMVB) is a diverse and complex volcanic arc crossing
the center of México, some Crater Lakes are found between its formations and there are
more than 30 of these only in the State of Guanajuato, among them Las Siete Luminarias
[7]. We studied two crater lakes of the TMVB: Cintora and La Joya; Cintora is one of the
less studied lakes of the Valle de Santiago, outside this region there is La Joya, both lakes
are alkaline [2] for this reason, both lakes can be considered extreme enviroments. Sediment
samples were collected from these Crater Lakes on July of 2015 to observe the presence of
Magnetotatic Bacteria (MTB). The pH, salinity and temperature were measured in situ,
and samples were taken for physicochemical and microbiological characterization. The
physicochemical parameters measured were PO,, NO; and NH,; and the microbiological
ones were measured by the counting of Colony-Forming Unit and Most Probable Number.
To verify the presence of Magnetotactic Bacteria we applied an electromagnetic field to
concentrate the microorganisms in the north pole of the field, this movement was given for
the presence of magnetosomes which they use to align and swim along the geomagnetic field
lines; once concentrated the microorganism were observed by optic microscopy proving the
presence of M'TB on both lakes.

Keywords: Environmental bioprospecting, Magnetotactic Bacteria, Magnetoaerotazis,

Crater—Lake.

RESUMEN

El Cinturén Volcénico Transmexicano (CVTM) es un arco volcénico variado y complejo
que atraviesa el centro de México. Entre sus formaciones se encuentran los Lagos Créter,
habiendo més de 30 en el Estado de Guanajuato entre ellos los que conforman Las Siete
Luminarias en el Valle de Santiago [7]. Estudiamos dos Lagos Créter del CVTM: cintora
y la Joya, Cintora esta ubicado en el valle de Santiago y es uno de los Lagos Crater menos
estudiados, fuera de esta regién esta La Joya con la que Cintora comparte la caracteristica
de ser alcalinos [2], por lo que pueden ser considerados como ambientes extremos. En
Julio de 2015 se colectaron muestras de sedimentos de estos Lagos Crater para obser-
var la presencia de Bacterias Magnetotacticas. Se midié pH, salinidad y temperatura y
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nutrientes in situ, y se tomaron muestras para la caracterizacién fisicoquimica y micro-
biolégica. Los pardmetros fisicoquimicos medidos fueron PO,, NO; y NH; mientras que
los microbiolégicos fueron por conteo de Unidad Formadora de Colonias y Numero Més
Probable. Para observacion de las Bacterias Magnetotédcticas (MTB) se aplic6 un campo
electromagnético para concentrar a los microorganismos en el polo norte de éste, este
movimiento se dio por la presencia de magnetosomas en las MTB los cuales utilizan para
alinearse y nadar a lo largo de las lineas del campo geomagnético; una vez concentrados,
los microorganismos se observaron por microscopia 6ptica comprobando asi la presencia

de MTB en los lagos estudiados.
Palabras clave:
taxia, Lagos—Crdter.

INTRODUCCION

El Cinturén Volcanico Transmexicano
(CVTM) es un arco volcanico variado y
complejo cuyo sector central atraviesa el
Estado de Guanajuato. Entre sus varia-
das formaciones volcanicas se encuentran
los Lagos Créter [7], que son lagos for-
mados en la caldera de un volcan. Entre
los lagos crater destacan los denominados
Maar, que se formaron por una erupcién
explosiva al entrar en contacto el magma
del volcan con el agua del manto freatico
[2]. En el estado de Guanajuato exis-
ten mds de 30 de estas formaciones [7],
siendo las mas conocidas las que confor-
man las Siete Luminarias en el Valle de
Santiago; En este trabajo se estudiaron
dos Lagos Crater: Cintora, que forma
parte de las Siete Luminarias y La Joya,
en Yuriria. Lago Cintora es uno de los
lagos menos estudiados bioldgica y fisi-
coquimicamente. Ambos sitios son al-
calinos y salinos, por lo que se conside-
rarfan con condiciones extremas [2]. Sus
diferencias radican en que Cintora es un
lago intermitente, cuya permanencia de-
pende practicamente de la temporada de
lluvias, este sitio no se encuentra muy
perturbado por el hombre. Mentras que
la Joya es un lago que es mantenido arti-
ficialmente, es una zona recreacional por
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Bioprospeccion ambiental, Bacterias Magnetotdcticas, Magnetoaero-

lo que hay un alto impacto antropogénico
3, 1]

Las Bacterias Magnetotacticas (MTB,
del inglés:  Magnetotactic Bacteria)
son procariontes cosmopolitas acudticas,
mesofilas que prefieren habitats con pH
neutro, pero literatura reciente ha repor-
tado MTB en sitios extremos [5]. Su
caracteristica principal es la presencia
de magnetosomas que son vesiculas for-
madas por una bicapa de fosfolipidos que
envuelven un cristal intracelular de min-
eral de hierro magnético (Magnetita o
Greigita) de dominio tnico y se encuen-
tran alineados dentro de las células for-
mando una o varias cadenas [6].

La presencia de las MTB, sorpresiva-
mente no depende de una alta concen-
tracion de hierro sino de la existencia
de una Zona de Interfase Oxica-Anéxica
(OAI del inglés: Ozxic-Anozic Interfase)
[5] generalmente localizada en la inter-
fase agua-sedimento, que es consistente
con el estilo de vida microaerofilico a
anaerobio de estas bacterias [8]. Para en-
contrar la OAI en una columna de agua
una bacteria no magnetotactica tendria
que “buscar” en las tres direcciones del
espacio, sin embargo, gracias a que, en
las bacterias magnetotacticas la célula
entera se comporta como un iman por
el alineamiento de los magnetosomas, la
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célula solo tiene que nadar a lo largo de
las lineas del campo magnético terrestre,
de esa manera reduce la bisqueda de la
zona OAI a una sola dimension espacial,
este fenémeno es conocido como Magne-
toaerotaxia [6]. Las MTB del hemisferio
norte se orientan buscando el norte geo-
magnético, mientras que en el sur pre-
dominan las que buscan el sur, alejandose
de la superficie [4].

Las MTB posiblemente juegan un impor-
tante papel ecologico en muchos sedimen-
tos, como el ciclado biogeoquimico de nu-
trientes, magnetizaciéon de los sedimen-
tos [8]. La magnetita de origen biolégico
tiene varias aplicaciones por lo que se
ha estimulado su estudio, incluso botec-
nolégico, por ejemplo, se propone que
sea utilizada como biomarcador ya que se
conserva mejor en los sedimentos a com-
paraciéon de otros marcadores bioldgicos;
o como nanoparticula magnética [6] sin
embargo su explotaciéon comercial no se
ha logrado por las dificultades que im-
plica su cultivo.

A pesar de su abundancia, el aislamiento
y cultivo de estas bacterias es prob-
lematico sobre todo por su estilo de vida.
Las MTB dependen de patrones com-
plejos de gradientes quimicos verticales
y de o6xido-reduccién (redox), que son
dificiles de mimetizar en condiciones de
laboratorio. Ya que no se conocen condi-
ciones de crecimiento o medios estricta-
mente selectivos para el cultivo de M'TB,
la separacién efectiva de las células mag-
netotacticas y de los contaminantes no
magnéticos es crucial para su aislamiento

8]
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OBJETIVO

El objetivo de este trabajo fue observar
y cultivar MTB obtenidas de los Lagos
Crater Cintora y La Joya.

METODOLOGIA

Muestreo

Los muestreos se realizaron en dos La-
gos Crater del Estado de Guanajuato, La
Joya (Coordenadas UTM 20.205635 N, -
101.129579 W) y Cintora (20.356447 N,
-101.213270 W). En Cintora en el dia de
muestreo se observo la presencia de dos
lagunas, que fueron denominadas Laguna
Chica y Laguna Grande. Para ambos
sitios se midieron los mismos parametros
fisicoquimicos in situ, pH, salinidad y
temperatura con instrumentos de campo.
También, en cada sitio, se tomaron mues-
tras de sedimento y agua para completar
la caracterizacion fisicoquimica y realizar
la caracterizacién microbiolégica y la ob-
servacion de MTB.

En un frasco estéril de vidrio y boca
ancha con capacidad de 1 L se colectd
sedimento, éste se tomé de una zona
con aproximadamente 20 cm de profun-
didad (a partir de la superficie del agua),
llenando el frasco a % con sedimento y
}l con agua del sitio para que posterior-
mente se formara la interface sedimento-
agua. FEste frasco se destind para las
pruebas con MTB. En el laboratorio se
envolvié en papel aluminio y se almaceno
a temperatura ambiente en oscuridad con
la tapadera sobrepuesta.

En un tubo FALCON® estéril con ca-
pacidad de 50 mL se tomé muestra del
sedimento superficial y anadié agua del
sitio. Estos tubos se destinaron a pruebas
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microbiolégicas por lo que todo el tiempo
se asegurd un ambiente de esterilidad lo-
grado con la flama de un soplete portatil
y el uso de guantes de latex. Aquél se en-
volvié con papel aluminio y se almacend
a4 °C.

Se colecté agua del sitio en botellas de
plastico limpias. Esta agua posterior-
mente fue esterilizada por lo que un am-
biente de esterilidad no era requerido al
momento de la colecta. Como Laguna
Chica de Cintora era poco profunda, sélo
se colecté agua de Laguna Grande.

Caracterizacion quimica y
microbiolégica

Se realizo el andlisis de los nutrientes
Nitrégeno Amoniacal (NH4), Fosforo
(PO,) y Nitratos (NO;) con el kit comer-
cial HACH® Color Cube Test, siguiendo
las instrucciones proveidas por el kit y
la determinacion se hizo por espectofo-
tometria. Las pruebas microbioldgicas
que se realizaron fueron Unidad For-
madora de Colonias (UFC) en placa y
Nimero Mas Probable (NMP). Estas
pruebas son para el cultivo de bacterias
mesoéfilas aerobias y no revelan la presen-
cia de MTB pero si el estado de la co-
munidad microbiana del sitio. Hay que
remarcar que se realizan dentro de las
primeras 24 horas inmediatas al muestreo
para obtener las condiciones reales del
sitio y evitar contaminacion.

Aislamiento, observacion y cultivo
de MTB

Para el aislamiento de las MTB, la in-
terfase de la muestra de sedimento en el
frasco de vidrio de 1 L, se expuso al polo
norte de un iman de neodimio durante 30
minutos. Transcurrido el tiempo, se re-
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cuper6 1 mL de la interfase expuesta al
campo magnético y se transfirié a un mi-
crotubo Eppendorf® de 1 600 pl; una
vez formada la interfase, ésta también
fue expuesta al polo norte de otro iman
de neodimio durante 20 minutos; después
de ese lapso, se recuperaron aproximada-
mente 700 pl. de la interfase expuesta
al campo magnético. La muestra recu-
perada se coloco en un capilar sellado y
con un tapén de algodén para simular
la condicién Oxica-andxica; el capilar se
coloco dentro de un electroiméan durante
10 minutos, con la punta expuesta al polo
norte. Completados los 10 minutos, de
la punta expuesta al campo magnético se
recuperaron aproximadamente 30 pL de
muestra. Una gota se utilizé para ob-
servar la magnetotaxia en un microsco-
pio 6ptico de campo claro y el resto se
utilizé como inéculo bajo condiciones de
microaerofilia.

Para el cultivo de las M'TB, se prepard
un Medio Minimo Mineral (MMS) adi-
cionado con los minerales del agua del
sitio. Para que éste quedara semisolido,
se agregaron 2.75 mL de agar previa-
mente lavado y 23.25 mL de agua del sitio
en dilucién 1:1 (el agua fue filtrada y es-
terilizada tres veces antes de su empleo),
en el caso de Cintora. Para las mues-
tras de La Joya se prepararon dos cul-
tivos, uno de estos con el agua del sitio a
una dilucién 1:1 enriquecido con Fe,SO,
y otro medio adicionando Fe,SO, y ex-
tracto de levadura como fuente de car-
bono. Se inocul6 la muestra recuperada
del capilar y se hicieron diluciones de este
hasta 1073. Los tubos se envolvieron en
papel aluminio y se dejaron a temperatu-
ra ambiente en oscuridad.

La magnetotaxia se observd en la gota
recuperada en un portaobjetos con mi-
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croscopio 6ptico de campo claro, con un
aumento de 1,000X exponiendo la mues-
tra al polo norte de un iman de neodimio
cambiandolo repetidamente de posicién

para observar la migracién de las MTB.

RESULTADOS Y DISCUSION

Tabla 9.1: Caracterizacion fisicoquimica y microbiolégica

Cintora La Joya
Laguna Chica Laguna Grande

pH (g/L) 9.35 9.40 9.46
Salinidad (g/L) 1.30 1.23 1.46
Temperatura (°C) 36-37 28-29 27
NH, (mg/L) 1 14.5
PO, (mg/L) 5.75 12.5
NO, (mg/L) 0.25 2.75
UFC! (Cel/mL) 3x106 7.5%x10° 1x107
NMP? (Cel/mL) 3.4x103 3.4x103 3.4x103

1 Unidad Formadora de Colonia

2 Numero M4s Probable

Los tres sitios presentan altos niveles de
pH (mayor de 8.5), considerando a los mi-
croorganismos que ahi habitan como al-
calofilos. La salinidad para los dos lagos
fue entre 1.2 y 1.4, lo que no clasifica es-
tos sitios como salinos. Contrario a lo
que la literatura describe [2], la salini-
dad de Cintora resulté ser baja (menor
a 3.5), clasificindolo como un lago no
salino, Tabla 9.1.

De los medios utilizados para el ais-
lamiento de las muestras de Cintora,
no en todos se logré una consistencia
semisoélida, o sea en estos no se formé una
marcada OAI que favorezca el cultivo de
las MTB. Todos los medios de la muestra
de La Joya quedaron Semisélidos y si se
formé una marcada OAI. Por otro lado,
como se utilizé el agua del sitio, la com-
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posicion quimica de ésta pudo interferir
de modo significante en la composicién
del medio, sobre todo cuando se trata de
muestras ricas en iones o sustancias solu-
bles, como es el caso de los sitios estudia-
dos, en este caso se sugiere hacer pruebas
variando la cantidad de agar hasta encon-
trar la proporcion mas precisa.

Durante el tiempo de incubacién (30
dias) en ningtin medio se observé el cre-
cimiento de colonias, pero este resultado
estaba previsto, puesto que el cultivo de
bacterias extremofilas es dificil, ya que
éstas necesitan de mucho tiempo para
que su crecimiento sea observado puesto
que tienen requerimientos fisiolégicos
muy especificos, atin desconocidos. Sin
embargo, en las muestras de sedimento
se observé la Magnetotaxia de las MTB
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bajo el microscopio 6ptico, por lo que bajo.

se considera posible y factible que se En la Figura 9.1 se observa el cambio de
pueda aislar estos microorganismos de movimiento que presenta una MTB al ser
los lagos estudiados con las condiciones expuesta a un campo magnético.
metodoldgicas que empleadas en este tra-

Figura 9.1: Se observa el movimiento de una bacteria (I y II) que cambia de direccién
cuando es sometida a un campo magnético (III y TV) y cuando éste es retirado, la
bacteria contintiia moviéndose en la direccién inicial (V y VI).
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CONCLUSIONES

Se logré la observacion de MTB con mi-
croscopio 6ptico en las muestras de los la-
gos seleccionados como area de estudios.
Ambos lagos se pueden considerar como
sitios extremos respecto a su alcalinidad.
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ABSTRACT

The Magnetotactic Bacterias (MTB) are a group of Gram negative microorganisms that
inhabit aquatic environments with microaerobic conditions, including hypersaline and al-
kaline [4]. These bacteria are capable to migrate through the geomagnetic field, due to the
presence of magnetosomes, e.g., structures containing a magnetic mineral that could be
of magnetite (Fe,O;) or greigite (Fe,S) [11] . In Valle de Santiago, Guanajuato there is a
complex of crater-lakes with the potential of being an idyllic habitat for MTB. The main
objective of this work was to verify the presence of MTB in two of these lakes: Rincén de
Parangueo and San Nicolas de Parangueo. The sediment samples were collected of these
lakes for the observation and isolation of M'T'B, beside the physicochemical, microbiological
and chemical characteristics were measured. After observation of magnetotatic behavior,
which was recorded in video-microscopy, the samples were inoculated in semisolid medium
to future isolation of the MTB. This is the first work to observe the M'TB on the crater-lake
of Guanajuato state.

Keywords: Biothecnology, Environmental bioprospect, Magnetotactic bacteria, Magne-
totatic behavior.

RESUMEN

Las bacterias magnetotéacticas (MTB) son un grupo de microorganismos Gram negativas
que habitan ambientes acuaticos con condiciones microaerdbicas, incluyendo hipersalinos
y alcalinos [4]. Estas bacterias son capaces de migrar a través del campo geomagnético,
debido a la presencia de magnetosomas, por ejemplo, estructuras que contienen un min-
eral magnético que podria ser de magnetita (Fe,O4) o greigita (Fe,S) [11]. En Valle de
Santiago, Guanajuato hay un complejo de lagos-crateres con el potencial de ser un habitat
idilico para M'TB. El principal objetivo de este trabajo fue verificar la presencia de MTB
en dos de estos lagos: Rincon de Parangueo y San Nicolas de Parangueo. Las muestras de
sedimentos fueron recolectados de estos lagos para la observacién y el aislamiento de MTB,
al par se midieron las caracteristicas fisico-quimicas, microbiolégicas y quimicas. Después
de la observacién de la conducta magnetotitica, que fue grabado en video-microscopia,

ISBN: 978-607-441-446-2 63



©TECNOLOGIA Y BIOTECNOLOGIA APLICADA A LA RESOLUCION DE PROBLEMAS AMBIENTALES

las muestras se inocularon en medio semisélido para el futuro aislamiento de MTB. Este
es el primer trabajo de observaciéon de MTB en el lago-crater del estado de Guanajuato.

Palabras clave:
comportamiento magnetotdtico.

INTRODUCCION

Las bacterias magnetotacticas son un
grupo de microorganismos Gram nega-
tivos que habitan ambientes acuaticos
poco profundos, sobre todo hipersalinos
y alcaldfilos en condiciones de microaero-
filia [4,1]; ademds son capaces de orien-
tarse y migrar a lo largo de las lineas
del campo geomagnético, éste compor-
tamiento recibe el nombre de magneto-
taxia y se basa en la presencia de mag-
netosomas, estructuras internas rodeadas
de una membrana lipoproteica que con-
tienen un mineral magnético, ya sea
magnetita (6xido de hierro, Fe;O,) o
greigita (sulfuro de hierro, Fe;S,) [4,11].
Las bacterias magnetotacticas consti-
tuyen un grupo heterogéneo de procar-
iotas pertenecientes al reino Bacteria,
con morfologias muy diferentes, pudiendo
presentarse como cocos, bacilos, vibrios o
espirilos [4]. Ademads son un interesante
grupo, puesto que su ecofisiologia las em-
parenta con las bacterias que pudieron
vivir en los ambientes microoxicos del
Arqueano antiguo en la Tierra (entre
3900 y 3500 millones de anos) [11]; éstos
organismos se han encontrado en ele-
vada densidad poblacional en la zona
de transicion oxico-anoxica de marismas,
agua salobres, pantanos, ciénagas, es-
tanques de oxidacién de aguas resid-
uales y en aguas termales [4]. Las
propiedades magnéticas de la magnetita
bacteriana, hacen que éste mineral sea
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usado en multiples aplicaciones biotec-
nolégicas, que van desde la fabricacion
de discos duros y la elaboracién de
nuevos materiales para ingenierfa [10,4];
en biomedicina, para el transporte de
farmacos a través del torrente sanguineo
y en las estrategias hipertérmicas contra
el cancer [3,8]; hasta agente de contraste
en resonancia magnética nuclear, o como
un geomarcador, para intentar demostrar
la presencia de una antigua vida mi-
croscopica en Marte [13,9]. Sin embargo
en la actualidad esta alternativa biologica
para la produccién de magnetita no se
ha explotado a escala comercial, princi-
palmente debido a problemas relaciona-
dos con su aislamiento y cultivo masivo
[4,11]. En el Valle de Santiago, Guanaju-
ato, hay un conjunto de lagos-crater con
potencial de ser habitat idoneo para estas
bacterias. Por lo tanto, el principal obje-
tivo de este trabajo fue verificar la pres-
encia de bacterias magnetotacticas en
dos de estos lagos: Rincon de Parangueo
y San Nicolas de Parangueo.

METODOLOGIA

Los lagos crater seleccionados para el
estudio, se encuentran ubicados en la
porciéon sur del estado de Guanajuato,
muy cerca de su colindancia con el Es-
tado de Michoacan. El primero, Rincén
de Parangueo con un pH basico y una el-
evada concentracion de sales, principal-
mente: carbonato y bicarbonato de so-
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dio (NaHCO; y Na,COs), cloruro de so-
dio (NaCl) y sulfato de sodio (Na,SO,),
se encuentra a 20°25° N — 101°15" W y
1700 m s.n.m. Y el segundo, San Nicolas
de Parangueo con un pH casi neutro y
una concentracion de sales en agua y sus-
trato normales, se encuentra a 20°23" N
- 101°15> W y 1700 m s.n.m. [5,12].
Para efectuar las investigaciones de Bac-
terias Magnetotacticas presentes en los
crateres volcanicos, se llevo a cabo una
visita a los sitios de muestreo para reg-
istrar sus caracteristicas fisico-quimicas,
ademas de recuperar sedimento y agua.
En el crater Rincén de Parangueo nos en-
contramos con dos lagunas a las que nos
referiremos como Laguna Chica (LC) y
Laguna Grande (LG) puesto que de am-
bas se tomaron muestras y se realizaron
las pruebas por separado. Se hizo uso
del soplete portatil, guantes de latex y
espatulas de acero para mantener un am-
biente estéril durante el muestreo. En
cada una de las lagunas, el sedimento re-
cuperado se guardé en: 2 frascos de peni-
cilina, de los cuales 1 fue destinado al
cultivos de bacterias anaerobias y el otro
para el cultivo de bacterias aerobias, y en
1 tubo falcon de 50 mL para destinarlo a
pruebas de microbiologia.

Mediante el uso de botas de hule y un
azadén se obtuvo sedimento de la in-
terfase 6xico-andxica (aproximadamente
a 30 cm de profundidad) y se guardé
en un frasco de cristal con capacidad
de 1 Lt con tapa de rosca y boca an-
cha. Ademas, se llenaron con agua de
la orilla de cada sitio visitado botellas
de cristal de cuello largo con capacidad
de 750 mL y frascos de 350 mL, para
la elaboracion de los medios de cultivo
y pruebas bioquimicas. Al terminar las
actividades en campo, en el laborato-
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rio se llevd a cabo la preparaciéon y re-
frigeracion de las muestras: Los fras-
cos de penicilina se lacraron (a los fras-
cos destinados a cultivos de bacterias
anaerobias se les extrajo el oxigeno me-
diante la inyeccién de nitrégeno). To-
das las muestras destinadas a las pruebas
microbiolégicas de Numero més Prob-
able (NMP) y Unidad Formadora de
Colonias (UFC) se envolvieron en pa-
pel aluminio para guardarlas en obscuri-
dad a 4 °C hasta el momento de su uso.
Los frascos de 1Lt con sedimento para
la Bioprospeccion de bacterias magne-
totacticas, se envolvieron en papel alu-
minio y se almacenaron con la tapa so-
brepuesta (para conservar las condiciones
de micro-aerofilia) en una caja de cartén
a temperatura ambiente para posterior-
mente realizar con ellos la bioprospeccién
de bacterias magnetotacticas.

Por otro lado, el agua recuperada en las
botellas de cuello alto fue sometida a
varias filtraciones: La primer filtracion
es mediante el uso de filtros para café, la
segunda es mediante papel filtro y, final-
mente el liquido resultante se hace pasa
por filtros Millipore de 0.45 pm.

Para intentar aislar y observar bacte-
rias magnetotacticas se utilizo el proced-
imiento propuesto por el Dr. Ulysses
Garcia Casado Lins de la Universi-
dad Federal de Rio de Janeiro, y la
metodologia detallada en el Volumen 2
del libro: “The Prokaryotes. FEcophysiol-
ogy and Biochemistry” [2]. Se marcaron
los polos Norte y Sur de los imanes de
neodimio mediante el uso de una brujula.
En la interfase oxico-anoxica generada en
el frasco de la muestra colectada se colocd
el iman con el polo norte por 30min.
Transcurrido el tiempo, en un ambiente
esteril, se recuperd una alicuota de 1
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mL, la cual fue transferida a un tubo
eppendorf®, se le coloco nuevamente el
polo norte de un imén de neodimio, esta
vez por 20 min. Transcurrido el tiempo,
con una jeringa para insulina se recuper-
aron aproximadamente 700 pL de la in-
terfase donde estaba el iman. En cam-
pana de flujo laminar se prepard un capi-
lar que consistié en una pipeta Pasteur
cortada (aproximadamente a 7mm antes
del comienzo de la parte angosta), con
la punta sellada al fuego y con un tapén
de algodén estéril. Con la jeringa de in-
sulina y con una aguja lumbar de 0.40 x
119mm, se inyecté en el fondo del capilar
la muestra recuperada, cuidando de no
dejar burbujas de aire dentro. El capi-
lar con la muestra, se colocé dentro de
un electro iman con la parte mas an-
gosta apuntando al polo norte durante
10min. El electroimén estaba alimentado
con una pila de 1.5 V que generaba un
campo magnético paralelo a la resisten-
cia. Una vez cumplido el tiempo, en
la campana de flujo laminar se rompio
con las manos la punta del capilar (de-
jando aproximadamente 2cm de punta).
Con una jeringa nueva de 1mL se re-
cupero la muestra de la punta que es-
tuvo orientada hacia el polo norte. En
un cubre objetos se colocé una pequena
gota de muestra junto con una gota de
agua estéril del sitio para su posterior
observacién en microscopio optico. (El
comportamiento magnetotactico se reg-
istré con video-microscopia). El resto de
la muestra recuperada del capilar sirvio
de inéculo para un medio semisolido,
del cual posteriormente se hacieron dilu-
ciones para el aislamiento de las mismas.
Para la Bioprospeccién de bacterias mag-
netotacticas se prepararé un medio de
cultivo que contenga: 27.25 mL de Agua
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del Sitio filtrada y estéril + 2.75 mL de
Agar Bacteriano + 30 uL de cada com-
puesto del Medio Minimo del Sitio + 30
L Fe, SO, 1M.

RESULTADOS Y DISCUSION

Ambos lagos son cuerpos de agua olig-
otréficos, San Nicolas resulté ser un lago-
crater de pH neutro, a diferencia de éste
las dos lagunas de Rincén de Parangueo
son un ambiente de pH basico y haldfilo,
con muy bajas concentraciones de fosfato
y bacterias entéricas que se desarrollan
mejor en medios sélidos que liquidos, tal
como se muestra en la Tabla 10.1.

Con respecto a las bacterias magne-
totacticas, se logré observarlas asi como
registrar su comportamiento magnético
mediante video-microscopia. Se logro
generar la interfase Oxico-andxica de
los medios semisélidos para Rincon de
Parangueo (Figura 10.1); sin embargo
para San Nicoldas de Parangueo hasta
el momento se desconocen las canti-
dades necesarias para lograr la consis-
tencia adecuada del medio, posiblemente
por interferencia del pH, la diferencia
de caracteristicas fisico-quimicas o por
necesitar una concentracion distinta de
agarosa, ademas no se pudo observar la
formacion de colonias debido al corto
tiempo de incubacién de 50 dias. Por
otro lado, logrando encontrar las condi-
ciones idoneas del medio es posible la ob-
tencién de bactterias magnetotacticas de
estos lagos puesto que Lefevre y colabo-
radores (2011) lograron aislar bacterias
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Tabla 10.1: Resultados de las pruebas fsico-qumicas, bioqumicas y microbiolgicas de
San Nicols de Parangueo, Laguna Chica de Rincn de Parangueo y Laguna Grande

de Rincn de Parangueo.

San Nicolas

Rincén de Parangueo Rincén de Parangueo

L.C.! L.G.2
Temperatura 320C-35.0C 26.5 — 28.0 C 27.4 - 28.0
Salinidad 1 11 35
pH 7.80 10.29 10.30
Nitrato mg/L 0.75 22.60 18.45
Amonio mg/L 0.08 0.07 0.12
Fosfato mg/L 1.04 Debajo del rango 0.06

NMP? (liquido)
UFC* (s6lido)

10° células/ml
10° células/ml

10% células/ml
10* células/ml

10? células/ml
10* células/ml

I L. C. - Laguna Chica

2 L. G. - Laguna Grande

3 NMP — Ntmero Més Probable

4 UFC - Unidad Formadora de Colonias

San Nicolas

Rincon de Parangueo

Figura 10.1: Fotografias de algunos de
los medios semi—sélidos realizados, donde
el color rosa de las muestras de Rincén de
Parangueo indica la parte éxica del medio
y la seccién verde corresponde a la parte
andxica. En las muestras de San Nicolas se
observa que el medio es casi traslucido y la
fase 6xico—andxica se encuentra indefinida.

magnetotacticas de un manantial de agua
salobre en el Parque Nacional Death Val-
ley , California , EE.UU., y encontraron
que la cepa BW -1, fue capaz de biomin-
eralizar magnetita o greigite dependiendo
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de las condiciones de cultivo; asi como
enocntrarén que la cepa magneto-ovoide
MO-1 creci6 en la zona de transicion-
dxica andxica en un medio minimo [6,7].

CONCLUSIONES

Se realiz6 trabajo de campo, obte-
niendo muestras para estudiar las bac-
terias magnetotacticas.  Se caracteri-
zaron, quimica y microbiolégicamente las
muestras colectadas.  Se logré regis-
trar en video-microscopia el movimiento
de bacterias magnetotacticas influenci-
adas por el campo magnético de imanes
de mneodimio, tales bacterias fueron
empleadas como indéculos para medios
semisélidos, esperando su exitoso ais-
lamiento. Debido al corto tiempo de in-
cubacién de 50 dias, no se pudo observar
la formacion de las colonias.
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RESUMEN

El aumento en el uso de nanomateriales en varios procesos es notoria y, por lo tanto su
entrada en el medio ambiente. Las principales investigaciones actuales sefialan la impor-
tancia de estudiar el comportamiento de las NPs éxido metalicas en el medio ambiente [1
,2]. En el presente trabajo se aislaron diez y siete cepas bacterianas de un suelo nogalero,
las cuales fueron utilizadas para estudiar la toxicidad de nanoparticulas de 6xido de zinc
(ZnONP). Las NPs son de uso comercial (ID-nano), las cuales fueron caracterizadas en
CIMAYV Observando que estas son heterogéneas con tamano promedio de 63.5+6 nm, (en-
tre 26 y 116 nm), donde el andlisis de MET, RX e IR sugirieron un elevado grado de pureza
(detectando unicamente la presencia de Zn y O). De los 20 aislados, 17 fueron utilizadas
para evaluar la citotoxicidad de ZnONPs y de estas 10 cepas mostraron resistencia a con-
centraciones superiores a 1000 mg-L™!. Se observé un aumento en el nimero de células
a la concentracién de 500 mg-L~!, seguida de reduccién dristica de ellas, y finalmente
muerte celular. Ademds, se observé modificaciones en la superficie celular (por micro-
scopia electrénica de barrido, MEB por sus siglas en ingles). A concentraciones de 3000
mg-L~! no se observé crecimiento celular, siendo esta considerada la concentracién maxima
inhibitoria para las condiciones utilizadas, mientras la concentracién de 2000 mg-L~! se
tomé como la concentracién minima inhibitoria (CMI). Las cepas expuestas a 2000 mg-L ™1
de ZnONPs fueron observados con MEB verificando que el dano causado por las NPs fue
principalmente por interaccién con la pared celular, produciendo cambios en la morfologia
celular hasta la ruptura y lisis bacteriana. Probablemente estos efectos fueron debido a
la interaccién de iones de Zn, ya que tnicamente 0,75% de las ZnONPs se encontraba
en la fase dispersa. Como perspectiva se debe verificar si bajo estas condiciones ocurre
la generacion de especies reactivas de oxigeno para elucidar mas puntualmente el posible
mecanismo de dano que estas NPs pueden estar causando a estos microorganismos.

Palabras clave: Nanotecnologia, medio ambiente, ZnONPs, baterias, TEM, MET.

ISBN: 978-607-441-446-2 69



©TECNOLOGIA Y BIOTECNOLOGIA APLICADA A LA RESOLUCION DE PROBLEMAS AMBIENTALES

INTRODUCCION

Un nanomaterial es un material con por
lo menos una dimensiéon menor que 100
nm. Hoy en dia, las nanoparticulas
(NPs) son un érea de intensa inves-
tigacion cientifica, debido a una am-
plia variedad de aplicaciones poten-
ciales en los campos de biomédicos,
opticos, y electrénicos.  Dependiendo
de su composicién se pueden clasificar
en carbonosas, metdalicas, ceramicas y
poliméricas.  Las NPs metélicas ex-
hiben unas excelentes propiedades fisicas,
quimicas y bioldgicas, que son intrinsecas
a su tamano [2]

El uso de NPs se ha incrementado en
gran medida en los ultimos anos. La
proyeccion prevista para la produccién de
nanomateriales artificiales esta llegando
a mas de 58,000 toneladas de 2012 a
2020 [1]. Los residuos generados por
la industria de los NPs han demostrado
que afectan directamente al medio ambi-
ente, sobre todo los ecosistemas del suelo,
seguido por agua y aire [2-6]. Las im-
plicaciones ambientales en relacion a la
toxicidad y la biodegradabilidad de las
NPs, los efectos de éstas en la salud de
la diversidad de especies (incluyendo la
humana), en el corto y en el medio plazo,
son considerables, puesto que se estima
que podrian interferir en las funciones vi-
tales de los seres vivos. Adicionalmente,
la bioacumulacién y persistencia de las
NPs a lo largo de la cadena alimentaria
es también un factor a tener en cuenta
[1,2].

Las aplicaciones de las nanoparticulas
de zinc (ZnONP) giran en torno al per-
feccionamiento de materiales existentes
y a la innovacién de nuevos materi-
ales. Estas estan siendo utilizadas
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para la fabricacion de neuméticos de
alto rendimiento; para la fabricacion
de telas con propiedades antimanchas o
antiarrugas; en cosméticos, farmacos y
nuevos tratamientos terapéuticos; filtros-
membranas de agua nanoestructurados;
mejora de procesos productivos mediante
la introducciéon de materiales més re-
sistentes o eficientes; nuevos materiales
para usos que van desde la electronica, la
aeronautica y toda la industria del trans-
porte.

Aunque el efecto ambiental de algunos
nanomateriales como los nanotubos de
carbono, metales, 6xidos metdlicos, y
NP cero-valente han sido bien estudi-
ados [7], la informacién sobre su in-
teraccion y danos en las comunidades
bacterianas autéctonas es todavia es-
casa. Comunidades microbianas del suelo
estan involucrados en varios ciclos bio-
geoquimicos como el carbono, nitrégeno,
azufre, fésforo y otros [7,8]. Por lo
tanto, incluso un poco de perturbacion
en la estructura y composicién de las co-
munidades microbianas pueden inducir
modificaciones en el medio ambiente cir-
cundante y viceversa. La proteccion de la
biomasa microbiana del suelo y de la di-
versidad de estos microorganismos es uno
de los principales retos para los proximos
anos. Sobre todo porque estos juegan un
papel importante en el uso y en el man-
tenimiento del suelo. El uso sostenible
de estos recursos no puede garantizarse
si los ciclos de nutrientes cambian su cor-
recto funcionamiento [9,10]. Por tanto, es
urgente obtener informacién sobre como
las NPs podrian afectar las comunidades
bacterianas con el fin de mitigar su im-
pacto ambiental.

La Royal Society suscribia en 2004 que
“la evidencia sugiere que por lo menos
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algunas NPs manufacturadas serdn més
toxicas por unidad de masa que aquellas
de la misma naturaleza pero de mayor
dimension”. Esta toxicidad esta rela-
cionada con el area superficial y la reac-
tividad quimica de estas particulas. Tal
reactividad quimica es la maéas preocu-
pante, pues se piensa que las enzimas pre-
sentes en el ambiente pueden cambiar sus
propiedades cuando en contacto con NPs
y convertirse en coloides. Compuestos
coloidales con NPs adheridas podrian ser
ideales para el transporte a larga distan-
cia de materiales toxicos.

El principal objetivo de este trabajo fue
evaluar la toxicidad de ZnONP en bacte-
rias nativas de un suelo agricola. Los mi-
croorganismos utilizados en estas prue-
bas fueron aislados de un suelo nogalero.

METODOLOGIA

Sitio de muestreo y aislamiento de
microrganismos

Se recogieron muestras de suelo de un
terreno agricola de Pecan en la Cd. de
Delicias, Edo. de Chihuahua, México, en
julio de 2012. La caracterizacion de ese
suelo [11] se realizé en el Depto. de Cien-
cias Agrotecnolodgico de la Universidad de
Chihuahua (FACIATEC). Estos fueron
utilizados como indculo para el ais-
lamiento de bacterias de suelo con difer-
entes medios de cultivos (LB, YPS). Ini-
cialmente se sembraron en medio sélido,
se recuperando las cepas con morfologia
de colonia distintas. Después, de varias
etapas de aislamiento, estas fueron recu-
peradas en medio LB liquido. Los cul-
tivos que presentaban células con difer-
entes morfologias microscopicas se uso
la técnica de microcultivos en placas de
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Elisa en medio LB. Una vez confirmado
que se trataban de cultivos auxenicos, es-
tas se sembraron en medio sélido para su
caracterizacién (morfologia macroscépica
y microscopica), y en medio liquido para
la obtencion de biomasa bacteriana para
los estudios de toxicidad de ZnONP y de
su caracterizacion filogenética. Estos ais-
lados se conservaron en glicerol (70%) a
-20 °C.

Caracterizacion de ZnONPs

Las 7ZnONPs fueron adquiridas de
la  empresa Investigacion y Desar-
rollo de Nanomateriales (ID’NANO)
(http://www.id-nano.com.mx) y fueron
caracterizadas en el Centro de In-
vestigaciéon en Materiales Avanzados
(CIMAV, Chihuahua). El tamafo y mor-
fologia de las ZnO NPs se verifico medi-
ante microscopia electronica de trans-
misién (MET), mientras que por medio
de rayos X y espectrometria de infra-rojo
(IR) se verifico la pureza quimica.

Preparacién de solucién stock de
ZnONPs

Se pesaron 0.8 g de ZnONPs, dis-
olviéndolo en 40ml de agua desionizada
estéril y sonicandolas aproximadamente
10min, obteniendo una concentracién de
20,000 mg-L~—!. Esta se preparaba en el
momento de utilizarla.

Toxicidad de ZnONPs en los
aislados

El efecto bactericida de ZnONPs se
analizo en 17 cepas bacterianas. Los pre-
cultivos de estas se realizaron en medio
LB, y se incubaron durante 8h (37 °C a
200 rpm). Posteriormente, se tomé 1 mL
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de este como inoculo para los ensayos de
toxicidad realizados en tubos de ensayo
de 10 mL. Las concentraciones probadas
fueron de 50, 100, 500, 1000, 2000 y 3000
mg-L~! de ZnO NP, y el control sin ex-
posicién a NPs, aforados a un volumen
final de 6 mL con medio liquido R2A. Es-
tos se incubaron durante 12 h a 37 °C
en agitacion constante (200 rpm). Fi-
nalmente se observaron las muestras en
microscopia éptica. Con los resultados
obtenidos se pudo determinar la concen-
traciéon minima y mdaxima inhibitoria de
la NP de ZnO para cada una de estas
cepas. Después de analizar el compor-
tamiento de las ZnONPs en los aislados 9
de estas mostraron sensibilidad a concen-
traciones superiores a 1000 mg-L~! En las
cepas donde se encontré un efecto toxico
fueron analizadas por MEB.

Preparacién de la muestra
biolégica para MEB

Las muestraspara observar al MEBini-
cialmente fueron centrifugadas (3000 rpm
durante 10 min.) hasta obtener una
pastilla observable, después se resus-
pendié la pastilla en glutaraldehido al
3%, y se dej6 en reposo entre 2 a 4 h
a 4 °C. Después del tiempo de fijacion,
se centrifugé a (3000 rpm durante 10
min.) una segunda vez, se eliminé el so-
brenadante y se resuspendié la pastilla
en buffer de fosfato Milloning. Se re-
alizaron 3 lavados con buffer Milloning en
las mimas condiciones de centrifugado.
Después, se filtraron sobre membrana de
policarbonato (didmetro de poro 0,22 mi-
cras), y se deshidrataron sucesivamente
en un gradiente de etanol (10 a 100%).
Todas las muestras fueron montadas en
soportes de metal y recubiertas con oro
(Denton Vacuum Desk II). Las imdgenes
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fueron generadas mediante el uso del
microscopio Jeol JSM T7401F. Para el
andlisis elemental se utilizaron rayos X
de energia dispersiva (EDX, Oxford Inca
Penta FETX3) acoplado a SEM [9].

RESULTADOS Y DISCUSION

Caracterizacion de ZnONPs

El tamano promedio de las ZnONPs fue
de 63.5£6 nm, variando entre 26 y 116
nm (Figura 11.1 A). Estas fueron clasi-
ficadas como heterogéneas y con un ele-
vado grado de pureza por sus altos por-
centajes en peso de cada elemento: Ox-
igeno 37.90% y Zinc 32.3% . El car-
bono detectado es de la gradilla (Figuras
11.1 B). Para confirmar la pureza de las
ZnONPs se realizé una espectroscopia de
rayos x e infrarrojo donde nos arrojaron
los espectros indicando la pureza de es-
tas: Los espectros en su conjunto consti-
tuyen un criterio inequivoco para la iden-
tificacion de una molécula y nos permitié
identificar las sustancias presentes ya que
cada compuesto tiene un espectro, com-
parandolo con otros espectros ya analiza-
dos (Figura 11.2).

de

Caracterizacién
(A) Micrografia MET (B)
Espectro EDX que indica la composicién.

Figura 11.1:

ZnONPs:
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Figura 11.2: Espectros de rayos X (A) y (B) IR que indican la composicién.

Aislamiento de Cepas bacterianas

Se logré aislar 17 cepas con distintas mor-
fologias (coco-bacilos, bacilos y bacilos
alargados alongados), algunos se apre-
ciaba la formaciéon de esporas, y con
movilidad (Figura 11.3), usando 5 medios
de cultivo diferentes.

Figura 11.3: Aislados observados en el
microscopio éptico de campo claro (au-
mento 1000x).
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Comportamiento de las ZnONPs
en los aislados

Después de una evaluaciéon previa re-
specto a su tasa de crecimiento (Figura
11.4), se seleccionaron los aislados con
crecimiento méas acelerados (H4, H5,
H13, H17, H18, H20, H23, H25, H26
y H31) para evaluar la toxicidad de
ZnONPs. Se observé un aumento en el
nimero de células a 500 mg-L~!. Sin
embargo, a concentraciones superiores se
observé reduccion drastica del nimero de
células, ademds de presentar morfologia
celular modificada, como por ejemplo,
células mas alargadas alongadas o mas
pequenas. A concentraciones de 3000
mg-L~! no se observé crecimiento celular,
siendo esta considerada la concentracién
maxima inhibitoria para las condiciones
utilizadas, y tomamos la concentracion
de 2000 mg-L~! como la concentracién
minima inhibitoria (CMI).
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Figura 11.4: Observacion de aislados (H13) con exposicién a ZnONPs en el micro-
scopio 6ptico de campo claro (aumento 1000x); (A) control; (B) 50 mg-L~!; (C)
100 mg-L~1; (D) 500 mg-L~1; (E) 1000 mg-L~; (F) 2000 mg-L~1.

Exposicién de las células
bacterianas a ZnONPs

Nueve aislados (H4, H5, H13, H17, H18,
H20, H23, H25, H26 y H31) fueron obser-
vados al MEB, verificando que el dano
causado por la NP era principalmente
por la ruptura y lisis celular, ademas de

(C)

CONTROL

cambio de la morfologia celular (Figura
11.5).  Adicionalmente, al hacerles el
andlisis de EDX (la dispersién de energia
de rayos X) sobre la célula (Figura 11.6)
se detectd la presencia de Zn y de O, su-
giriendo que el dano fuera resultado de la
presencia de ZnONP.

(B)

InONPs

CONTROL

Figura 11.5: La microscopia electrénica de barrido (SEM) de (A) H4; (B) H13; (C)
H20; (D) H25. Células expuestas y tratadas con ZnONPs a la derecha y los controles

respectivos a la izquierda.
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CIMAY

Figura 11.6: Micrografia del aislado H3
expuesto a ZnONPs (2000 mg-L ') con
el andlisis elemental.

CONCLUSIONES

Varios estudios de cultivos puros han
mostrado que la interaccion bacteri-
ana con NPs puede producir citotoxi-
cidad en diferentes partes de la celula
[11]. Mostramos aqui que ZnONPs son
téxicas para las bacterias del suelo na-
tivo. Aparentemente, la interacciéon de
las ZnONPs con componentes de la pared
celular a concentraciones de 2000 mg-L ™!
estd modificando la morfologia celular.
Basado en dados de la literatura, se
puede considerar que la citotoxicidad
de esta NP contra las cepas estudiadas
podria atribuirse a reacciones de 6xido-
reducciéon y a la generacion de especies
reactivas.  Sin embargo, es necesario
realizar mas pruebas para probar esta
hipétesis.

El Zn es un metal y como tal, a con-
centraciones elevadas, es toxico. Sin em-
bargo, él es esencial a bajas concentra-
ciones al metabolismo de varios seres
vivos. Esto podria explicar el aumento
de crecimiento celular a 500 mg-L=! de
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ZnONP. Se determiné 2000 mg-L~! como
la CMI para el ZnONP, bajo las condi-
ciones trabajadas. A esta concentracién
los danos fueron sobretodo cambios en la
morfologia celular, reduccion drastica del
nimero de células, lisis y muerte celular.
Para confirmar que el dano observado
es unicamente causado por NP de ZnO
es necesario realizar dichas pruebas con
sales de ZnO, mientras que un anélisis
de TEM puede confirmar la entrada del
ZnONP en la célula o si este se limita
a una interaccion a nivel de la superficie
celular.

Estos resultados senalan que las cepas
silvestres, pueden ser afectadoas por
nanocontaminantes. Por lo tanto, es fun-
damental intensificar los estudios sobre el
dano y la toxicidad de los nanomateriales
a las células vivas y las comunidades mi-
crobianas con el fin de establecer normas
justas para la descarga de los parlamen-
tos nacionales en el medio ambiente, en
forma directa a través de los residuos de
los productos que los contienen.
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ABSTRACT

A nanoparticle by definition is a material with at least two of its dimensions between 1
and 100 nm [6]. The ZnO in nanoscale is currently being used for their potential appli-
cations in nanotechnology. In this study the toxicity of nanoparticles of zinc oxide (ZnO
NPs) on a yeast strain isolated from the plant wastewater treatment was assessed. The
ZnO NPs were characterized by transmission electron microscopy (TEM) analysis and
X-ray diffraction (XRD). The resulting average size was 63.47 + 6.3 nm and form agglom-
erates XRD showed high cristalinity material. The NPs-yeast interaction was performed
using different concentrations (500 mg-L~!, 1000 mg-L~! and 3000 mg-L~'). Toxicity was
evaluated using scanning electron microscopy (SEM) and observing morphology changes,
cell reproduction and direct damage to the microorganism. Furthermore, an X-ray energy
dispersive spectroscopy (EDX) was performed to detect the presence of Zn in the cell.
The micrographs showed that in a concentration of 1000 mg-L~! and 3000 mg-L~' there
is complete inhibition of cell growth, however in 500 mg-L~! is shown a growth which
is favoring by the Zn and an increase of what is inferred an secretion of exopolysaccha-
rides compared to control. The EDX showed the presence of Zn in the cell wall of yeast.
The results suggest that high concentrations of ZnO NPs are acting as fungicides but at
a concentration of 500 mg-L~" play a role as a stimulating growth in addition, yeast is
behaving like a bioadsorbent when the NPs are trapped in the cell wall. This makes us
conclude that the release of these on the environment might be slightly toxic to eukaryotic
organisms.

Keywords: Wastewater, yeast, toxicity, ZnO nanoparticle, SEM, TEM.

RESUMEN

Una nanoparticula por definicion es un material con al menos dos de sus dimensiones
de entre 1 y 100 nm [6]. El ZnO a una nanoescala actualmente es usado por su poten-
cial de aplicaciones en la nanotecnologia. En este trabajo se evalud la toxicidad de las
Nanoparticulas de Oxido de Zinc (ZnO NPs) sobre una cepa de levadura aislada de la
planta de tratamiento de aguas residuales. Las ZnO NPs fueron caracterizadas medi-
ante microscopia electrénica de transmisién (TEM) y Anélisis de Difraccién de Rayos X
(XRD). El tamano promedio resultante fue de 63.47 + 6.3 nm formando aglomerados y
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el XRD mostré una alta cristalinidad el material. La interaccion NPs-levadura se realizd
usando diferentes concentraciones (500mg-L~!, 1,000 mg-L~! y 3,000 mg-L~!). La toxici-
dad fue evaluada usando microscopia electrénica de barrido (SEM) y observando cambios
de morfologia, reproduccion celular y dano directo al microorganismo, ademds se realizd
una espectroscopia de energia dispersiva de rayos X (EDX) para detectar la presencia del
ZnO en la célula. Las micrografias mostraron que a 1,000 mg-L =" y 3,000 mg-L~' hay
una completa inhibicién del crecimiento celular, sin embargo a 500 mg-L~! se presenta
un favorecimiento en el crecimiento y un aumento en lo que se infiere una secrecion de
exopolisacaridos en comparacién con el control. El EDX mostré la presencia de ZnO en la
pared celular de la levadura. Los resultados sugieren que las ZnONPs a concentraciones
altas estan actuando como funguicidas y a una concentracién de 500 mg-L~! desempenan
un papel de estimulador de crecimiento ademas de comportarse como un bioadsorbente al
quedar atrapadas las NPs en la pared celular. Esto nos hace concluir que la liberacion de
estas en el medio ambiente podria resultar poco téxica para organismos eucariotes.

Palabras clave: Agua residual, Levadura, Toxicidad, Nanoparticula de ZnO, TEM, SEM.

INTRODUCCION [5]. Ademds a menor tamano de las NPs
aumenta la relacién area-volumen y al
interactuar con los sistemas bioldgicos y

Una nanoparticula es un material con ) ) ; :
los micro ambientes puede producir toxi-

al menos dos de sus dimensiones de en- ™
tre 1 y 100 nm [6]. EI hombre y cidad. ) . '

el medio ambiente siempre han estado Las nanoparticulas de Oxido d.e. Zinc
expuestos a NP, ya que éstas se pro- (ZnONP) son unas de las mas utilizadas

ducen de forma natural durante las erup- nivel industrial. SG} .utlhzan,e.n mu-
ciones volcanicas, incendios forestales, chos productos cosméticos, medicos y

ote Sin embargo, en la actualidad ©% articulos de tocador, gracias a sus
. ) . . .

la exposicién a NPs ha aumentado sig- propiedades antibacterianas y desodor-

nificativamente debido a fuentes antro- antes. Ademds tlege la propiedad de ab-

pogénicas, v seguird, aumentando con el sorber la luz ultravioleta (UV) y por esto

incremento de su implementacién en pro- aRtO pf;tra su uso en lociones de pro-
ductos de uso comin ya que poseen un teccion solar [5].

gran numero de aplicaciones industriales, Como consecuenma‘de la utilizacion de
incluyendo electrénica, optica, textil, asi productos que contienen NPs, parte de

como también en dispositivos médicos, estas tienen un destino final en las aguas

biosensores y en remediacion medioam- residuales que son llevadas a las plan-
biental [4] . tas de tratamiento. Estos nanomateriales

tienen una afeccion directa en el tren de
operaciones a lo largo del proceso ya que
los microorganismos presentes son claves
en la limpieza del agua residual. De
los pocos estudios acerca de estas inte-
racciones algunos muestran que el efecto
en el proceso de limpia es nocivo para
las comunidades microbianas presentes

Los materiales con rango de tamano
nanométrico poseen propiedades fisico-
quimicas que difieren substancial-
mente del mismo material en escala
macrométrica, y a su vez, les permite
mejorar su conductividad, aumentar su
sensibilidad y reactividad O&ptica, por
mencionar solo algunas caracteristicas
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en el agua residual. Otros por el con-
trario como Canizares-Villanueva (2000),
demostraron que algunos microorganis-
mos presentes en las aguas residuales ac-
tuan como adsorbentes de metales pesa-
dos asi que son utilizados en biorreme-
diacién de aguas [3]. Debido a la es-
casa informacion existente es necesario
realizar mayores estudios sobre la bio-
diversidad presente en las plantas de
tratamiento antes y después de la inte-
raccion con nanoparticulas para poder es-
tablecer normas de regulacién de desecho
de NPs en el medio ambiente, ademas de
evaluar el dano producido sobre las co-
munidades microbianas.

METODOLOGIA

Origen de la muestra

Para la realizacion de este trabajo se
utilizé una muestra tomada de un reac-
tor piloto estabilizado, el cual es uti-
lizado para pruebas de tratamiento de
agua residual siendo alimentado con un
medio de agua residual sintética (ARS)
y un preinoculo anadido de biomasa ex-
traida de la Planta de Tratamiento de
Aguas Residuales (PTAR) de la ciudad
de Guanajuato. Este se encuentra ubi-
cado en el Laboratorio de Ingenieria Am-
biental de la Universidad de Guanajua-
to. Se decidi6 tomar la muestra en el
rector piloto porque los microorganismos
presentes en este son representativos de
una PTAR, ademas de que este reactor
cuenta con el medio que se trabajé en el
experimento que es el ARS.

Aislamiento de microorganismos

El aislamiento se llevé a cabo median-
te técnicas dependientes de cultivo usan-
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do dilucién seriada en medio ARS (1.9
g/L Dextrosa, 0.344 g/L NH,Cl, 0.0715
g/L K,HPO,, 0.0705 g/L. NaCl, 0.0449
g/L MgSO,, 1 ml/L Vitaminas, 1 ml/L
MT, 1 ml/L Selenito y 0.5 ml/L Ex-
tracto de levadura), pasando 1 mL de
cada dilucién a placa petri con ARS agar
(20 gr/L agar bacterioldgico) y seleccio-
nando las colonias que presentaron mor-
fologia y coloracién distinta mediante el
método tradicional de aislado en placa
de Petri (por estriacién). Después de
esto pasamos a medio liquido ARS para
comprobar el aislamiento con una obser-
vacion en microscopio 6ptico. Para eli-
minar las levaduras de las cepas bacte-
rianas se hizo un choque térmico donde
la temperatura minima fue de -80°C y la
maxima de 80°C. El ARS se utiliz6 para
aislamiento general y bacteriano, y para
un aislamiento especifico utilizamos YPD
suplementado con ampicilina (1g/L) para
la obtenciéon de las levaduras. El in-
cubacion de cada resiembra fue llevada
a cabo a temperatura ambiente, en pre-
sencia de luz y con una duracién de 24

hrs.

Caracterizacion de ZnOPs

Las NPs empleadas para este estudio
se adquirieron en la empresa ID-nano.
Se realiz6 una suspension de ZnO NPs
en etanol, sonicadas por 15 minutos
y puestas sobre una gradilla metalica
para determinar el tamano y la mor-
fologia.  Este andlisis se realiz6 me-
diante Microscopia Electrénica de Trans-
mision JEM-2200FS. La cristalinidad de
las nanoparticulas se analiz6 mediante un
XRD y el difractograma fue analizado
usando el software Match.
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Evaluacion de citotoxicidad

Cada una de las cepas se inoculd en
medio liquido para obtener un precul-
tivo con un volumen total de 6 mL (4
mL ARS, 1 mL LB y 1 mL de biomasa)
por 12 hrs. Se preparé una dispersion
stock de 20,000 mg-L~! de ZnO NPs.
La dispersion de NPs se realizdé en agua
tridestilada estéril y sonicadas por 15
min antes de su uso. La exposicién se
hizo en medio liquido teniendo un volu-
men total de 6 mL (nARS, 1 mL LB, 1
mL preinéculo) con diferentes concentra-
ciones de NPs (500 mg-L. !, 1,000 mg-L !
y 3,000 mg-L71). La interaccién se llevo
a cabo durante 24 hrs a 37°C y con una
agitacion de 200 rpm. Se utilizaron como
controles las cepas sin exposicion a NPs.

Preparacién de muestras bioldgicas
para analisis por SEM

La toxicidad de la cepa de levadura iden-
tificada como Y16B fue analizada usando
Microscopia Electrénica de Barrido. De
cada una las muestras expuestas a NPs se
obtuvo una submuestra la cual fue fijada
usando glutaraldehido (3%) en buffer de
fosfatos Milloning (pH 7.3) por 4 hrs y
lavadas 2X en el mismo buffer. Después
fueron filtradas en membranas de policar-
bonato con un didmetro de poro 0.22um,
fijadas y deshidratadas incrementando
sucesivamente la concentracion de etanol
(30-100%). Todas las muestras fueron
colocadas en soportes de metal y se reali-
z6 un bano de oro (Denton Vacuum Desk
IT). Finalmente se utilizé el microscopio
Jeol JSM 7401F para generar las micro-
grafias. El detector EDX (Oxford Inca
PentaFETX3) acoplado al microscopio
electrénico de barrido fue utilizado para
realizar el andlisis elemental de deteccion
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del Zn en la célula.

RESULTADOS Y DISCUSION

Utilizando los 2 medios especificos ARS
para bacterias y YPD suplementado con
ampicilina para levadura se trato de ais-
lar el mayor numero de microorganismos
posibles. Hasta el momento se obtuvo
del choque térmico y en agar ARS 20
cepas bacterianas y en agar YPD con
ampicilina 4 levaduras con morfologia
macroscopica diferente. De las cudles
ninguna a sido identificada por métodos
moleculares. Para la evaluacién de la
citotoxicidad a ZnO NPs se usé sola-
mente la cepa de levadura identificada
con nomenclatura propia como Y16B,
siendo la tnica que fue comprobado su
aislamiento. Ademads, se tuvo una pre-
via desicién de probar la eficiencia del
proceso de evaluacion de toxicidad uti-
lizando solo una cepa.
La levadura presente en las aguas resid-
uales se adjudica a procesos antropo-
genicos que durante los procesos donde
es utilizada se convierte en un residuo
que termina en las aguas del drenaje te-
niendo como destino final la planta de
tratamiento de aguas residuales. No obs-
tante las levaduras cumplen una funcién
dentro del proceso de limpia de las aguas
como lo menciona Canizares-Villanueva
que estas atrapan metales pesados en
su membrana celular cuando estos se
encuentran en concentraciones bajas [3]
También se espera bacterias como
Zooglea, Pseudomonas y Bacillus en los
lodos activados ya que su papel es funda-
mental en los procesos ayudando a for-
mar fléculos, a la clarificacién del agua,
a la eliminacién de patogenos y también
son usados como indicadores téxicos y de
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DBO (Demanda Bioldégica de Oxigeno),
entre otras funciones [6] .

En la caracterizacion de ZnO NPs las mi-
crografias obtenidas por TEM mostraron
que las NPs utilizadas no tienen un
tamano ni una forma uniforme. El
tamano se encontré que esta entre un
rango de 30 a 100 nm formando aglo-
merados (Figura 12.1 A y B). Estéd des-
crito por Amelia, C. H. (2014) [2] que
la formacion de aglomerados es comun

cuando se trata de experimentacién uti-
lizando medios liquidos. El uso de ZnO
NPs a nivel comercial se tiene que varia
en un rango de 15 a 70 nm [5] . La com-
posicién de la fase cristalina de las NPs
se confirmé por el andlisis XRD y este
mostré una difraccion que tuvo una gran
similitud con una difraccion patrén con
la que fue comparada, ya que solo se en-
contro la presencia de Zn y O en el es-
pectro (Figura 12.2).

Figura 12.1: Micrograffa del control de la cepa Y16B (TEM).

Durante la evaluacion citotoxica pudi-
mos apreciar que hubo una precipitacién
de las nanoparticulas en el medio acu-
oso dado que las ZnO NPs tienden
aglomerar y precipitar en medios liquidos
[2], lo que disminuyé el contacto NP-
microorganismos. La confirmacion de la
citotoxidad generada por las ZnO NPs
se hizo utilizando solamente la cepa de
levadura nombrada Y16B con estudios
de SEM y EDX, detectando una posi-
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ble interaccion del Zn con los compo-
nentes de la membrana celular. El
dano se evalu6 con diferentes concentra-
ciones de NPs obteniéndose que a 1,000
y 3,000 mg-L~! hay una inhibicién del
crecimiento, que se adjudica a que como
lo menciona Canizares-Villanueva (2000)
que las levaduras actuan como un bioad-
sorbente por medio de la membrana
celu-
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Figura 12.2: Analisis de difraccién de Rayos X.

lar, en este caso puede que haya ocu-
rrido una saturacién del metal en esta
capa de la levadura. Sin embargo, a 500
mg-L71, de acuerdo a las micrografias
obtenidas por el estudio de SEM se ob-
serva que aun hay reproduccion celular
y una excretacion mayor de lo que se in-
fiere una capa de exopolisacaridos, que es
producida de manera normal como se ob-
serva en el control debido a la presencia
de dextrosa, pero el aumento de esta se-
crecion se debe también a un mecanismo
de proteccion o a una respuesta al estrés,
condiciones de cultivo, edad y a modi-
ficaciones genéticas. La variacién de la
composicion de los exopolisacéridos de-
pende de la situacién en que se encuen-
tre la cepa y ademas esta variacion se ve
envuelta en la resistencia de la célula a
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la ruptura mecanica o enzimaética y a la
accion de los antibidticos [1].

De la no inhibiciéon del crecimiento y
el aumento de éste en comparaciéon con
el control se puede decir que hay una
relacion directa con el Zn donde esta ac-
tuando como un cofactor de crecimiento
[3]. El resultado arrojado por el EDX
nos mostré que en la pared celular de la
levadura si existe una presencia de Zn,
por lo que se puede decir que hay una
relacion donde las NPs estan quedando
atrapadas en ésta como es descrito por
Aguilar Uscanga, B. (2005) que la pared
celular tiene una funcién de proteccion
para la célula de los ataques enziméticos,
proporcionando principalmente estruc-
tura y forma a la célula teniendo un com-
portamiento igual al de un filtro [1].
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Figura 12.3: Micrografia de ZnONPs en TEM.

En la Figigura 12.3 A y B se observa el
control de la cepa de la levadura identi-
ficada como Y16B sin exposicion a ZnO
NPs. La Figura 12.4 A y B muestra el
dano ocasionado por una concentracion
de 500 mg-L~! de ZnO NPs. En la mi-
crografia 12.4 A también se observa un
incremento en la secrecién de lo que se

WD 8.0mm 1um

SE SEM LEI 2.0kV X%5,000

infiere un exopolisacarido. No se ob-
servaron cambios morfologicos significa-
tivos. Ademads de unos cristales de gran
tamano que pueden deberse a residuos
del ARS o a alguna reaccién que se esté
llevando a cabo entre el medio y las ZnO
NPs.

WD 8.0mm 1um

LEI 2.0kV %3,000

Figura 12.4: Micrografia de la cepa Y16B expuesta a una concentraciéon de

500mg-L~! de ZnO NPs.

En la Figura 12.5 se muestra el espec-
tro correspondiente al analisis elemental
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de EDX donde se observa la presencia de
Zn y O asociada a la pared celular.
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Figura 12.5: EDX de Cepa Y16B expuesta a una concentracién de 500mg-L~! de

7Zn0O NPs.

CONCLUSIONES

Como resultado de la caracterizacién de
las ZnO NPs el XRD arrojéo un resul-
tado de una alta cristalinidad y cuando
se compar6 con un difractograma patron
del ZnO se observé que nuestro material
si estaba compuesto unicamente de O y
Zn. Por otro lado se obtuvo que las NPs
no era uniformes y que su tamano variaba
de entre un rango de 30 a 100 nm.

De la evaluacion de la toxicidad de
las ZnO NPs a diferentes concentra-
ciones (500 mg-L~!, 1,000 mg-L~! y 3,000
mg-L.7!) sobre la cepa de levadura, se
obtuvo que a 500 mg-L~! hubo un po-
tencionamiento del crecimiento celular,
notificando eso con la presencia de un
nimero mayor de células a esta concen-
tracién en comparaciéon con las que se en-
contraban en el control, también fue ob-
servada una secrecion mayor de lo que
se infiere una capa de exopolisacaridos,
que es producida de manera natural por
las células de levadura. Por otro lado,
el EDX detecté la presencia de Zn en
la pared celular del microorganismo, lo
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que nos dice que si hay una interaccién
directa con el microorganismo y que las
células estan actuando como un biadsor-
bente como ya ha sido reportado en otras
investigaciones.

A concentraciones mayores como lo es
1,000 mg-L=! y 3,000 mg-L~! existe una
inhibicion del crecimiento por lo que
podemos decir que hubo un efecto fungi-
cida y que posiblemente se deba a una
saturacion de Zn en las paredes de la
levadura.
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ABSTRACT

This work was aimed to study the possibility for ployethylene terephtalato recycled for
use in the manufacture of materials, this being a waste that is generated in abundance by
the food industry. In this research the PET was incorporates in concrete for construction
materials. Holcim-Apasco brand cement and raw PET with mesh particle size 9.5 mm
was used. The PET was added at 10 wt%. The compressive strength was determined in
cilinders with 30 cm of heigh and 15 cm of diameter. The average values for compressive
strength are 20 MPa for the reference, 22 MPa for PET of 9.5 mm.

In developing this project, we observed that it is feasible to use raw PET as a substitute
raw material in the concrete considering that the mechanical properties obtained, which
meet the limits of ACI 211.11 [1].

Keywords: Recycled PET, Concrete, Mortar.

RESUMEN

El objetivo del presente proyecto de investigacion fué evaluar la factibilidad del empleo
del politereftalato de etileno (PET) en la elaboracién de materiales de construccién al ser
incorporado al concreto hidraulico. El PET es un residuo generado en abundancia por la
industria alimentaria, siendo empleado como materia prima de tamano de particula malla
9.5 mm, junto con el cemento de la marca Holcim Apasco. El PET se incorpor6 en un
10% en peso y se evalud la resistencia a la compresion en cilindros de 30 cm de altura por
15 cm de didmetro, obteniendose resultados de 20 MPa para la referencia y 22 Mpa para
el PET de malla 9.5 mm.

En el desarrollo de este proyecto, se observé que es factible el uso de PET en bruto
como sustituto del concreto teniendo en cuenta que las propiedades mecanicas obtenidas,
cumplen con los limites de la ACI 211.11 [1].

Palabras clave: PET reciclado, concreto, mortero.

INTRODUCCION son los polimeros, quienes se caracteri-

zan por ser moléculas muy grandes y se
Muchos de los materiales que uti- forman por la unién quimica de muchas
lizamos y desechamos cotidianamente moléculas pequenas (monémeros)_ Las

son plésticos, los cuales, pertenecen auna propiedades fisicas y quimicas de los
categoria de materiales mas amplia, que
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polimeros son completamente diferentes
a las de los mondémeros que los formaron
originalmente [2].

Un pléstico (polimero) de uso muy difun-
dido como es el PET, es utilizado para la
fabricacién de botellas para gaseosas, de-
bido a que se le considera no reactivo y
no toéxico, por lo que se utiliza habitual-
mente para envasar bebidas y alimentos.
Este plastico tiene el nombre técnico de
poli(etilentereftalato), cominmente se le
conoce como poliéster (como el utilizado
en forma de fibra textil) o por sus siglas
PET. Asi pues, el PET consiste de ca-
denas muy largas compuestas por cien-
tos de estas unidades (n unidades), si-
milarmente a una cadena muy larga que
esta formada de muchos eslabones. A pe-
sar de ser considerado no toxico, poten-
cialmente representa un peligro si no es
desechado de manera adecuada. Ademas
de ocupar espacio en los rellenos muni-
cipales, si es incinerado puede producir
sustancias sumamente téxicas, como por
ejemplo, dioxinas.

Hoy en dia muchos plasticos son recicla-
dos fisicamente, para ello, generalmente
son recolectados, lavados y molidos. Una
vez molidos se les calienta (funde) y se
le da la forma que se desea para su
nueva aplicacion. Este proceso es rela-
tivamente sencillo, pero no puede apli-
carse a todos los plasticos ni realizarse
numerosas veces, los plasticos reciclados
son de menor calidad que el material
nuevo (material virgen). Cada vez que
el material es reciclado sufre un pro-
ceso de degradacién que disminuye sus
propiedades. Ademas, el reciclaje fisico
requiere que el material se encuentre li-
bre de impurezas y contaminacién, no
solo de sustancias téxicas o peligrosas,
sino también de otros plasticos o mate-
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riales. Este es uno de los inconvenientes
mas grandes para lograr un buen reciclaje
fisico, la separacion de los materiales.
Como una alternativa al reciclaje fisico
se puede realizar el reciclaje quimico, el
cual, a diferencia del primero, implica
cambios en la estructura quimica del ma-
terial. El reciclaje quimico, al basarse
en una reaccién quimica especifica, no
necesita los complicados pasos de purifi-
cacion que son indispensables para el re-
ciclaje fisico. Ademas, permite utilizar al
desecho plastico como fuente de materia
prima, no sélo para producir nuevamente
el material original (como material vir-
gen), sino producir otros materiales con
diferentes caracteristicas.

Debido a su amplio uso existe un cre-
ciente interés por aprovechar los dese-
chos de PET. Una alternativa es reciclar
quimicamente este plastico desechado
para fabricar un material con apli-
cacién en el campo de la construccién.
En resumen, la idea es descomponer
quimicamente el PET, es decir, romper
la cadena para obtener sus eslabones se-
parados. Estos eslabones son utilizados
para formar una nueva cadena, diferente
de la anterior (PET). Esta nueva cadena
tiene la particularidad de poseer algunos
eslabones que pueden unirse a otros tres
(en vez de sélo a dos), Esta nueva cadena
se llama poliéster insaturado. Esta nueva
caracteristica de las cadenas hace que to-
das las cadenas puedan unirse formando
una especie de red tridimensional (este
proceso de union de cadenas se conoce
como entrecruzamiento o curado). El re-
sultado es una estructura o matriz muy
grande, interconectada y muy fuerte. Si
por ejemplo, esta matriz es rellenada con
arena o grava, el producto final es una
especie de concreto cuyo “pegamento” o
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aglutinante es un polimero (en vez de
cemento en el caso de concretos tradi-
cionales). A este concreto lo llamamos
concreto polimérico.

Este  concreto  polimérico  posee
propiedades diferentes a las del con-
creto convencional. Comparado con el
concreto de cemento Portland los pro-
ductos de concreto polimérico son de 3
a b veces mas fuertes, mucho mas re-
sistentes a la absorciéon de humedad y
presentan mayor capacidad de absorcion
de energia de impacto. Ademas, puede
dérsele propiedades segin las necesidades
de cada aplicacién. En el presente tra-
bajo se elabor concreto con PET reci-
clado y se midio sus propiedades mecani-
cas.

METODOLOGIA

El cemento debe colocarse con la can-
tidad minima de agua de mezclado
compatible con su manejo adecuado,
ya que ello tenderda a mejorar am-
pliamente su resistencia, durabilidad y
otras propiedades deseables. El pro-
porcionamiento [3] debe seleccionarse
para producir un concreto: de la re-
sistencia més seca (menor revenimiento)
que pueda colocarse efectivamente hasta
obtener una mezcla homogénea, con el
tamano maximo de agregado disponible
econémicamente y compatible con su
colocacién satisfactoria, de durabilidad
adecuada para resistir satisfactoriamente
el intemperismo y otros agentes destruc-
tores a que puedan estar expuestos y de
la resistencia requerida para soportar sin
peligro de falla por cargas que le seran
impuestas [4].

El método ACI 211.11 fue empleado para
determinar la dosis de las materias pri-
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mas encontrando que para un cilindro
con volumen de 5.3 litros se requiere 1.28
kg de cemento, 3.05 kg de arena, 5.38 kg
de grava, 0.91 litros de agua para una
resistencia de proyecto de 150 kg/cm?,
asi mismo se le adicion un 10 En la
metodologia del American Concrete In-
stituto se establece la secuela para la
elaboracion, el curado y la determinacion
de las propiedades en estados fraguado.
Para los cual se somenten a carga los
cilindros de concreto hidraulico en una
maquina universal de pruebas marcar
Forney. Con los datos del area real del
cilindro y la carga que soporta hasta la
falla se determina su resistencia a com-
presion simple.

RESULTADOS Y DISCUSION

La Tabla 13.1 muestra los resultados de
las muestras patron y del concreto con
PET.

De esa misma tabla, se puede observar
que la presencia de PET incrementa la
resistencia a compresion simple del con-
creto y que ambos resultados son mayores
a la resistencia de proyecto. Ademas,
hubo pequenos errores en las arenas y
gravas, ya que algunas partes de los
depositos estaban humedas y otras se-
cas, y como no cuarteamos y revolvi-
mos bien antes de hacer las estima-
ciones, no se tomo en cuenta el agua
que habia de mas, es por eso que hubo
una variacion en los cilindros de PET,
mismo que habia mucha diferencia en los
revenimientos. También no se tomo en
cuenta la humedad con la que ya contaba
la maquina revolvedora, ya que por cada
uso, se tenia que lavar, entonces hubo
variaciones de agua.
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Tabla 13.1: Resultados de las propiedades mecanicas de las muestras

No. Prueba Patréon Patrén Patrén PET 1 PET2 PET 3
1 2 3

Peso del cilindro (Kg) 11.91 11.85 11.96 11.83 11.84 11.87

Didametro del cilindro (cm) 15.0 15.0 15.0 14.9 14.9 14.8

Altura cilindro (cm) 30.0 30.0 30.0 29.8 30.0 29.4

Resistencia (Mpa) 19.87 20.12 20.0 22.3 22.3 21.7

Tipo de familia 4 2 1 4 7 2

CONCLUSIONES

Podemos llegar a la conclusién de que el
concreto con base a PET es funcional, y
puede llegar a utilizarse en obras de in-
fraestructura ya que es bajo en costo y le
confieren una mayor resistencia.
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ABSTRACT

This work focused on developing a feasible to meet the minimum requirements for certain
fields of society contemplating the idea of creating new materials from existing care over-
exploitation of our environment, is give you what you already use It served its useful
life, use it and improve it for better quality in the material; but with an exploratory
approach, in this study the idea that only determine the characteristics of the solution to be
implemented, and despite already has some history of or the materials used in this paper,
it is introduced to the work contemplated the idea why not do a little better or strengthen
the use and implementation. In this paper, blocks papercrate and in combination with
titanium dioxide were prepared, to be applied in mortar and flattened, the preliminary
results suggest its implementation as a alternative construction material.

Keywords: Papercraft, mortar, flattened

RESUMEN

El presente trabajo se enfocé en un desarrollo factible para cubrir los requisitos minimos
para algunos campos de la sociedad contemplando la idea de generar nuevos materiales
a partir de los ya existentes cuidado una sobre explotacion de nuestro entorno, es decir
darle un uso a aquello que ya cumplié su vida 1til, emplearlo y mejorarlo para una calidad
mejor en el material; aunque con un enfoque exploratorio, en este estudio se contemplo la
idea de que solo determinar las caracteristicas de la solucién a implementar, y a pesar de
que ya se cuenta con algunos antecedentes del o los materiales a emplear en el presente
trabajo, se introduce al trabajo la idea de por qué no hacerlo un poco mejor o reforzar
el uso y aplicacién del mismo. En el presente trabajo se elaboraron bloques de paper-
crate y en combinacion con el Diéxido de Titanio, con aplicacién a mortero y aplanado,
cuyos resultados preliminares, sugieren su implementacion como material de construccion
alternativo.

Palabras clave: Papercrate, mortero, aplanados

INTRODUCCION mas a los que nos enfrentamos. El prob-
lema de la sustentabilidad del desarrollo
nos remite a aquélla contradiccién entre
necesidades humanas, las capacidades del
mundo natural en el cual coexistimos, el

La sustentabilidad es uno de los temas
de importancia de la cultura de nuestro
tiempo y plantea las soluciones a dile-
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entorno a través del tiempo, y de las con-
secuencias que de ello se derivan para am-
bos [1].

La esencia de la sustentabilidad no es
nueva, es un antiguo principio de la cul-
tura humana y del comportamiento an-
imal. Sin embargo, el crecimiento de-
mografico y la capacidad tecnolégica de-
sarrollada por el hombre ha tenido efecto
en el consumo de los recursos naturales.
La sobreexplotacién de estos recursos ha
tenido consecuencia desastrosas, ejemplo
de ello, son las reservas forestales del
mediterrdneo, aniquiladas por los feni-
cios que utilizaban grandes cantidades de
madera para la construccion de naves.
En nuestro pais una hipétesis dice que el
esplendor de la civilizacién maya decayd
al rebasarse los limites sustentables de la
selva que mantenia a la poblacién [2].
Actualmente, el papercrete se ha uti-
lizado en la construcciéon de pequenos
proyectos constructivos como casas y
pequenos edificios comerciales, es impor-
tante senalar, que no debe emplearse
como muro de carga, sin embargo, su
fuerza en la estructura del modelo ha sido
probado, ademés de que, hay poca evi-
dencia de su durabilidad a largo plazo [3].
En el presente proyecto de investigacion
se realizé el reciclado del papel, el cual,
se mezcld con arena, cemento y 6xido de
titanio, para ser empleado como material
no estructural.

METODOLOGIA

1. Desgarrar en tiras el papel a emplear,
ya sea manual o con recicladora de ofic-
ina. Colocar en un balde de una pro-
fundidad aproximada de 10 a 15 c¢m, de-
pendiendo de la cantidad de mortero a
elaborar.
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2. Adicionar agua, manteniendo un
tirante de 5 cm, dejar en reposo aproxi-
madamente 10 a 20 minutos, con la final-
idad de que el papel o cartén empleado
absorba la mayor cantidad de agua y se
facilite su mezclado.

3. Emplear broca y taladro eléctrico,
para realizar la mezcla, con movimientos
circulares hasta lograr la desintegracion
del papel, cuidando que el proceso sea
uniforme, hasta obtener la consistencia
similar al de una pulpa y facilite su ma-
nipulacion.

4.  Obtenida la pulpa, se adiciona 5
Kg de arena y 5 Kg de cemento CPC
30R CEMEX, se revuelve la mezcla de
manera uniforme con la ayuda de una
pala o cucharon hasta lograr una consis-
tencia espesa, con poco asentamiento y
humedad.

5. Para realizar los ladrillos de papel con
oxido de titanio, se repiten los pasos 1 al
4. Al momento de adicionar el cemento y
la arena se coloca un cantidad de aprox-
imadamente 15 ml de diéxido de titanio
sobre la mezcla y se agita hasta lograr la
uniformidad del material.

Una recomendacion muy simple para
saber si la preparacion anterior tiene la
consistencia adecuada, es a través del em-
pleo de un vaso de cristal, el cual, se llena
con la mezcla y se coloca sobre una su-
perficie plana y lisa, se levanta el vaso
de la placa y se observa la muestra y su
movimiento, un lote utilizable conservara
la forma del vaso sin desmoronarse.
Obtenida la mezcla con la consistencia
adecuada, se vierten en dos moldes pre-
viamente impregnados con diesel para
evitar que se adhiera la preparacion al
molde una vez seco el papercrate. Se re-
comienda secar al sol por espacio de una
hora aproximadamente.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Los bloques que se habian empleado
como pruebas piloto, los que no con-
tenian el Diéxido de Titanio, fueron los
que presentaban maéas rastros de lo que
aparentemente es moho, e incluso pre-
sentaban crecimiento de musgo, lo que
indica que la humedad que se le estaba
suministrando era apropiada, pequenos
rastros de moho negro y manchas color
verdoso son las caracteristicas princi-
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pales que presentaban los bloques lo que
aparentemente se podria tomar como
algo relevante para la conclusion del
proyecto (Figura 14.1). En los bloques
a los cuales se les agreg el Diéxido de Ti-
tanio presentaban una casi nula presen-
cia de moho, en solo uno se apreciaba que
comenzaba con la aparicion, sin embargo
solo eran mancha de color oscuro, sin lle-
gar a la tonalidad café o verdosa que tiene
el moho (Figura 14.2)

Figura 14.1: Bloques de papercrate sin 6xido de titanio.

Figura 14.2: Bloques de papercrate con 6xido de titanio.
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Los bloques que se emplearon tenian un
aspecto como el de un block, sin em-
bargo, los resultado que arrojaron fueron
un poco inesperados, ya que dentro del
proceso de elaboracion y determinacion
de los métodos para la elaboracién del
papercrate se contempla una incertidum-
bre a considerar pues es la primera vez
que se implementa de esta forma y pues
no como en realidad se hace generalmente
a base de vibrocompresin.

Por el anélisis de estos resultados solo de
aspecto cualitativo, se observan las mues-
tras empleadas y el resultado es que el
objetivo del proyecto, el papel se puede
reciclar y la presencia de organizmos dis-
minuy, como se planted en un inicio del
trabajo pues los resultados aunque no
satisfacen del todo nuestro planteamiento
nos dejan con un buen resultado para ser
la primera implementacion de esto y una
gran nicho de oportunidad.

CONCLUSIONES

Al culminar el proyecto, nos podemos dar
cuenta de que el papercrate si es factible
con lo que es la construccion sustentable,
pues, como ya se sabe a pesar de que
no es para diseno estructural, recibe muy
bien la edificacion de una pequena casa
habitacién. El resultado que nos arrojo
la adicion del dioxido de titanio fue muy
bueno, pues las propiedades limpiantes y
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sépticas que posee esta sustancia; si bien
no elimina al 100% el moho ni el 6xido
o el smog, se puede contemplar que al
menos disminuye su crecimiento de or-
ganismos como los anteriores, lo cual ya
es de importancia y relevancia para el
presente trabajo. Si bien, se contempla
que al momento de su realizacion hubo
incertidumbre respecto a ciertos materi-
ales, usos y posible manipulacion de los
mismo, lo cual puede repercutir en los re-
sultados, ya sea en la elaboracién, en la
supervision o simple y sencillamente al
momento de la observacion, sin embargo,
el resultado que arrojo el experimento es
satisfactorio de acuerdo a las expectati-
vas iniciales planteadas.
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ABSTRACT

An alternative to reduce the environmental impact and costs generated by the use of
toxic chemicals using when the metals were extracted in the mining industry, is to use
processes involving microbial activity to accelerate the metals dissolution reactions. How-
ever, before used it as bioleaching agents, is required to isolate the native microorganisms,
enrich and identify them in a selective media. In the case of bioleaching silver from mine
tailings with a high concentration of manganese, three kind of filamentous fungi and two
of bacterial stains were isolated on minimal medium 9K. The presence of Cladosporium
sp and Penicillium chrysogenum fungi and coconuts type bacteria have been identifying.
Those microorganisms have leached approximately 38.3% of total silver and 3.8% man-
ganese. The identification was performed by sequencing of the ITS-1-1TS-2 segment of
the genome coding region in ribosomal RNA.

Keywords: Biotechnology, Mining Tailings, Bioleaching, Fungi, Bacteria.

RESUMEN

Una alternativa para disminuir el impacto ambiental y costos generados por el empleo
de sustancias téxicas cuando se extraen metales en la industria minera, es utilizar pro-
cesos que involucran actividad microbiana para acelerar las reacciones de la disolucion
de metales. Sin embargo, previo a su uso como agentes biolixiviantes, se requiere aislar
los microorganismos en sus sustratos nativos, enriquecerlos en medios selectivos e iden-
tificarlos. En el caso particular de la biolixiviacién de plata a partir de relaves mineros
con un alto contenido de manganeso, se logré aislar en el medio minimo 9K tres tipos
de hongo filamentosos y dos cepas de bacterias. Los hongos fueron identificados similares
al genero Cladosporium sp y Penicillium chrysogenum y bacterias tipo coco que lograron
lixiviar aproximadamente el 38.3% del total de la plata y el 3.8% de manganeso. La
identificacion se realizé mediante secuenciacién del segmento I'TS-1-ITS-2 de la region del
genoma, codificante del RNA ribosémico

Palabras clave: Biotecnologia, relaves mineros, biolixiviacion, hongos, bacterias.
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INTRODUCCION

La contaminacion de suelos por activi-
dad minera en México se genera durante
el ineficiente proceso de beneficio del oro
y la plata. Realizado cominmente por
amalgamacién con mercurio y por cia-
nuraciéon. En ninguno de los dos ca-
sos es posible la recuperacion total de
los compuestos y/o elementos adiciona-
dos, por lo que es comin encontrarlos
en los residuos del proceso (relaves) en
forma soluble [1]. Otra problemética es
la caracteristica recalcitrante del mineral,
lo cual ocasiona que el método de re-
cuperacion a través de cianuracién sea
poco 6ptimo [2]. Debido a esto, la indus-
tria minera estd en constante busqueda
de métodos menos contaminantes y de
bajo costo para la extraccion de metales,
yva que se ha observado que los métodos
convencionales generan altos costos en lo
econémico y ambiental. En las tdltimas
décadas, la biolixiviacion se ha consid-
erado una tecnologia metalturgica verde
con caracteristicas de menor costo de op-
eracién, menor inversién en infraestruc-
tura y mayor recuperacién. Dicho pro-
ceso consiste en la extraccion de metales
contenidos en diferentes tipos de min-
erales por la accién de ciertos microor-
ganismos [3]. Este proceso surge como
alternativa de los procesos quimicos ha-
bituales, sobre todo, para ser aplicado en
minerales de baja ley o en los desechos
resultantes de la extraccién convencional
de minerales con alto contenido de metal.

OBJETIVO
El objetivo de este trabajo es aislar mi-
croorganismos nativos que pueden estar

presentes en relaves mineros con alto con-
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tenido de manganeso y plata y que a
su vez pueden participar como agentes
biolixiviantes para la recuperacion de
plata.

METODOLOGIA

La muestra sélida fue tomada de los
relaves mineros de una mina de ex-
traccién de plata ubicada en el estado
de Coahuila al norte de México. Es-
tos relaves presentan contenido de man-
ganeso y plata.

Caracterizacion parcial

La plata detectada en los relaves mineros
en estudio estd en forma de inclusién en
tamanos menores de 1-5 micras en éxidos
de manganeso. Una previa caracteri-
zacion quimica determiné que los relaves
estan altamente oxidados.

Determinacion Mn y Ag

La muestra del relave minero se sometio
a una digestién acida colocando 1 g de
la muestra en un tubo para digestion, a
la que se le adicion6 3 ml de HNO; y
2 ml HCl. Posteriormente el tubo con
la muestra y los acidos se colocaron en
un reactor de digestién (Hanna Instru-
ments, Modelo C 9800) durante 30 min
a 105 °C. Posteriormente se agregd 1 ml
de H,O, dejandolo en calentamiento por
otros 30 min a 105 °C. Al finalizar el ca-
lentamiento la solucién se filtré, y en la
solucioén se determind la concentracion de
plata y manganeso por Espectroscopia de
Absorcién Atémica (EAA) en un equipo
Perkin Elmer, AAnalyst 100, previa elab-
oracién de una curva de calibraciéon con
estandares conocidos.
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Biolixiviacion de Mn y Ag en
sistema por lote

Muestras de relaves mineros se sem-
braron por duplicado en 250 mL de
medio de cultivo liquido 9K con la sigu-
iente composiciéon: (NH,),S0,, 3 g/L;
K,HPO,, 0.5 g/L; MgSO,, 0.5 g/L;
KCl, 0.1 g/L; Ca(NO,),, 0.01 g/L;
FeSO,-,H,0 40 g/L y H,SO, concen-
trado para ajustar a pH 2.5 [4]. El medio
inoculado se mantuvo en agitaciéon a 200
rpm en un agitador orbital durante 21
dias a 27 °C, después de este tiempo se
colectaron muestras de la solucion, se fil-
traron y As y Mn se cuantificaron por
EAA. De este crecimiento, también se in-
ocul6 en medios de cultivos solidos 9K en
caja Petri, estas fueron incubadas, du-
rante tres dias a 27 °C. Se realizd una
resiembra por la técnica de dilucién por
estria en medio sélido 9K y PDA (Agar
Papa Dextrosa) y se incubaron durante
tres dias. Después de la incubacion se
tomé una muestra de una colonia para
su observacion microscopica.

Aislamiento de hongo filamentoso
que participa en el proceso de
biolixiviacién

Finalizando el tiempo de incubacién de
la resiembra en medio 9K sélido, durante
tres dias a 27 °C, se tomd una muestra
con una asa de platino esterilizada, se
aisla por la técnica de siembra de dilucion
por estria en placa de PDA y se incuban
durante 7 d a 27 °C. Para observar y
diferenciar los microorganismos crecidos
en PDA, se prepararon muestras de los
cultivos antes mencionados y se obser-
varon al microscopio éptico Axioskop 40

(ZEISS, Alemania) con un aumento real
de 40X veces.
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Aislamiento de bacterias que
participan en el proceso de
biolixiviaciéon

En un matraz Erlenmeyer de 250 mL
se agregd 115 mL de medio 9K esteril-
izando, posteriormente se anadieron 10
mL de la muestra que contiene relaves.
El cultivo de interés, fue incubado 35
°C y 180 rpm. Los microorganismos se
aislaron realizando resiembras cuando el
medio haya virado a color rojizo (oxi-
dacién de hierro ferroso a férrico). A este
tiempo se tomo una alicuota de 10 mL
de la soluciéon y se agregd nuevamente
a un medio liquido 9K fresco. El pro-
cedimiento se repitié hasta obtener mi-
croorganismos completamente adaptados
al medio, estimado a partir de un tiempo
minimo de vire al minimo [5]. De este
cultivo se tomaron muestra para realizar
la tincién Gram [6]. Y visualizacién en
un microscopio Axioskop 40 (ZEISS, Ale-
mania) con un aumento real de 1000 ve-
ces.

Técnicas de biologia molecular
para identificacion de
microorganismos — Extraccion de
ADN genémico del hongo

Para la extraccién del ADN gendémico, el
micelio se colecto por filtracion de cultivo
de 12 h en medio PDB. El micelio se pul-
verizé en un mortero estéril empleando
nitrogeno liquido y la extraccién de ADN
se realizé de acuerdo al procedimiento de-
scrito por Aljabani y Martinez [7].

Amplificacion del segmento ITS

Se amplific6 el fragmento de la
de la region ITS ribosomal medi-
ante la reaccion en cadena de la
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polimerasa (PCR, por sus siglas en
inglés), empleando los oligonucledtidos
universales:  ITS1 (5"TCCGTAGGT-
GAACCTGCGG3') e ITS2 (5°GCT-
GCGTTCTTCATCGATGC3) [8] v la
enzima High Fidelity (Invitrogen), sigu-
iendo las instrucciones establecidas por
el proveedor Thermo Scientific. Los pro-
ductos obtenidos de la amplificacion se
separaron en un gel de agarosa al 1%.
La purificaciéon de bandas se realizd us-
ando el Kit GeneJET Gel Extraction de
la marca Thermo Scientific, bajo las es-
pecificaciones del fabricante. Las bandas
purificadas se introdujeron al plasmido
PJET1.2/blunt utilizando el Kit Clone-
JET PCR Cloning de la marca Thermo
Scientific, para realizar la reacciéon de
ligacion.

Transformacion de E. coli por
electroporacion

En microtubos estériles se mezclaron 20
pl de células electrocompetentes de FE.
coli DH5«v con 3 pl de la mezcla de lig-
acién (manteniendo en hielo), esta mez-
cla se colocé en una celda BIO-RAD
con 0.2 cm de separacién entre elec-
trodos. Las células fueron sometidas
a un pulso eléctrico de 200 Volts, uti-
lizando un electroporador Gen Pulser
Xcell (BIO-RAD). Posteriormente las
células se pasaron a un tubo Eppen-
dorf, se les adicion6 1 ml de medio Luria
Bertani (LB) y se incubaron a 37 °C du-
rante 40 min; una vez transcurrido el
tiempo de incubacion, se centrifugaron
a 13,000 rpm durante 20 s y se eliminé
el sobrenadante; las pastillas celulares
se sembraron en placas de medio LB-
agar adicionado con 100 pg/ml de ampi-
cilina como marcador de seleccién y se
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incubaron a 37 °C por 12 horas. Se recu-
peraron las colonias resistentes (presun-
tas transformantes).

Clonacion

Se seleccionaron colonias transformantes
resistentes a ampicilina y fueron sem-
bradas en medio LB/Amp a 37 °C y 200
rpm durante 12 h, se tomaron 1.5 ml del
cultivo de bacterias en un tubo Eppen-
dorf y se centrifugaron durante 2 min a
12 000 rpm. Se retiré cuidadosamente
el sobrenadante (con micropipeta). La
extraccion de plasmido se realizé con el
kit GeneJET Plasmid Miniprep, sigu-
iendo las especificaciones del fabricante
(Thermo Scientific). Cada transformante
resistente a ampicilina se sometié al
analisis de PCR para determinar la pres-
encia de insertos de la region I'TS riboso-
mal. Para ello se emplearon los oligonu-
cleétidos pJET1.2 forward y pJET1.2 re-
verse que amplifican el fragmento ligado.
El producto de amplificacién se analizd
por electroforesis en gel de agarosa al 1%
(p/v). Una vez purificados los plasmidos
que contenian el fragmento de interés,
se enviaron a secuenciar a la empresa
Elim Biopharmaceuticals Inc. de Cali-
fornia, Estados Unidos de América. A
las secuencias obtenidas se les realizo
un analisis bioinformatico usando el pro-
grama megAling DNASTAR de Laser-
gene, asi como el servidor del NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) medi-
ante el uso de la herramienta BLAST
(Basic Local Alignment SearchTool).
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RESULTADOS Y DISCUSION

Caracterizacion parcial

En la Tabla 15.1 se observa el resultado
del analisis quimico parcial de las princi-
pales especies minerales que conforma la
muestra de relaves mineros. La presencia
de manganosita provoca la naturaleza re-
fractaria del mineral.

Tabla 15.1: Especies minerales princi-
pales en las muestras de relaves mineros

Especie mineral %
Cuarzo 22.10
Hematita 15.40
Goetita 12.60
Manganosita 11.30

Determinacion de Mn y Ag

La cuantificacién de la concentracién to-
tal de manganeso (748.1 mg/L) y plata
(1.4 mg/L) representa el limite méximo
que se puede obtener de los elementos
a monitorear.

La alta concentracion

\ .

Figura 15.1: Conidiéforo Cladosporium
sp. en tincion lugol en campo claro
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de manganeso en la muestra de relaves
provoca un comportamiento semejante al
encapsulamiento del metal de interés cau-
sando la disminucion de la eficiencia en
la extraccién de plata por los métodos
tradicionales.

Biolixiviacién de Mn y Ag en
sistemas por lote

Muestras de relaves mineros expuestos
a los microorganismos nativos mostraron
una disolucién al medio de cultivo 9K de
0.55 mg/L de Ag y 28.04 mg/L de Mn,
que representa el 3.8% y 38.3% respec-
tivamente de la concentracién total del
relave minero.

Aislamiento de hongo filamentoso
que participa en el proceso de
biolixiviaciéon

Tres cepas participan en el proceso de bi-
olixiviacion en el medio minimo 9K, dos
cepas Cladosporium sp. (Figura 15.1) y

la cepa Penicillium chrysogenum (Figura
15.2).

Figura 15.2: Conidiéforo Penicillium
chrysogenum en tincion lugol en campo
claro
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Aislamiento de bacterias que
participa en el proceso de
biolixiviacion

En la Figura 15.3 se muestra el resultado
de la tincién Gram, observando bacte-

rias Gram negativas en forma de Baci-
los, presentes en el medio de 9K de-

spués el enriquecimiento sucesivo para la
adaptacion de microrganismos. En la
Figura 15.4, se observa la identificacion
de bacterias en forma de cocos Gram neg-
ativos y positivos, presentes en los relaves
después de un sucesivo enriquecimiento
con medio 9K.

Figura 15.3: Tincién Gram de Bacilos presentes en medio 9K en la biolixiviacion.
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Figura 15.4: Tincién Gram de Cocos a) positivo y b) negativo presentes en medio
9K después del enriquecimiento microbiano.

Técnicas de biologia molecular
para la identificaciéon de
microorganismos

Para la identificacién molecular de las

cepas aisladas de los relaves, se amplifico
un fragmento de aproximadamente 700
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pb del la region ITS ribosomal. El
analisis de las secuencias obtenidas, re-
sulto en la identificacién molecular de
hongos filamentosos correspondientes a
Cladosporium sp y Penicillium chryso-
genum, con una identidad del 100%
(Tabla 15.2).
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Tabla 15.2: Identidad de los hongos filamentosos aislados

Aislado Identidad Porcentaje de identidad Acceso
213 Cladosporium sp 100% LN809014.1
1L3 Penicillium chysogenum 100% LN809047.1

CONCLUSIONES Avances en los métodos de recuperacién de

Mediante la digestién &acida se detecto
grandes cantidades de plata y manganeso
en los relaves con centracion total de
manganeso y plata de 748 y 1.4 mg/L
respectivamente. Se lograron aislar dos
cepas de hongos y dos cepas de bacte-
rias nativas del relave minero. Se iden-
tificé microorganismos fungicos similares
al género Cladosporium sp. y Penicil-
lium chrysogenum y se obtuvieron dos
cepas bacterianas del tipo Cocos y Baci-
los que participan en el proceso de bi-
olxiviaciéon. La lixiviacion de plata y
manganeso por el consorcio microbiano
obtenido del relave minero fue del 38%
y 4%, respectivamente y comparando al
relave estéril usado como control solo
aporté 2% y 6%, de plata y manganeso,
respectivamente.
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ABSTRACT

Previous studies have shown that Ed8 strain of Aspergillus niger var. tubingensis has the
capability to produce high levels of GOX activity in the extracellular space when cultured
in minimal medium with low or high glucose concentration. Compared with the reference
strains NRRL593 of Aspergillus tubingensis and FGSCA732 of Aspergillus niger; it was
observed that the presence of citric acid (45 mM) increase the level of secretable GOX
activity. It was also observed that these differences in GOX activity among the strains are
not due to differences in the transcription of goxC or gox2 genes. In the present work we
describe the purification and characterization of the extracellular GOX enzyme from Ed8
strain. The extracellular GOX enzyme activity from Ed8 was purified from concentrates
of the spent medium by a combination of chromatographic methods (ion exchange and
molecular exclusion). The purified GOX enzyme from Ed8 was compared with the purified
commercial GOX enzyme from A. niger analyzing different parameters: kinetic properties,
effect of pH, buffer, temperature and metal ions, and the stability of the enzyme activity.
The results showed that the purified GOX from EdS8 is more thermostable, higher affinity
for glucose and has higher reaction rate than the commercial one. Finally, proteomic
analysis by HPLC-ESI-QTOF of the spent medium allowed the identification of the GOX
enzyme secreted by the EdS8 strain as a GOXC protein, which were previously described
in A. niger.

Keywords: EdS8 strain, Aspergillus tubingensis, secretable GOX enzyme.

RESUMEN

Estudios previos han mostrado que la cepa Ed8 de Aspergillus niger var. tubingensis
tiene la capacidad de producir niveles elevados de actividad enzimatica GOX en el espacio
extracelular cuando es cultivada en medio minimo con bajas o altas concentraciones de
glucosa. Comparada con las cepas de referencia NRRL593 de Aspergillus tubingensis y
FGSCAT732 de Aspergillus niger; se observé que la presencia de &dcido citrico (45 mM)
incrementa los niveles de actividad GOX. Ademas, se ha observado que estas diferencias
en la actividad GOX entre las cepas no se deben a diferencias en el nivel de transcrito de
los genes goxC o gox2. En el presente trabajo describimos la purificacién y caracterizacién
de la enzima GOX extracelular de la cepa Ed8. La GOX extracelular de la cepa Ed8
fue purificada de concentrados del medio de crecimiento por una combinacién de métodos
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cromatograficos (intercambio iénico y exclusién molecular). La enzima GOX purificada de
Ed8 fue comparada con la enzima GOX purificada de origen comercial de A. niger anali-
zando diferentes parametros: propiedades cinéticas, efecto del pH, buffer, temperatura y
iones metalicos, y la estabilidad de la actividad enzimatica. Los resultados muestran que
la enzima GOX purificada de Ed8 es mas termoestable y tiene una alta afinidad por la
glucosa y una mayor velocidad de reaccién, comparando con la enzima GOX comercial.
Finalmente, el analisis proteémico por HPLC-ESI-QTOF del medio de crecimiento de la
cepa Ed8 permitié la identificacién de la enzima GOX secretada como la proteina GOXC,
la cual fue previamente descrita en A. niger.

Palabras clave: Cepa EdS8, Aspergillus tubingensis, enzima GOX secretable.

INTRODUCCION

En estudios previos se realizdé el ais-
lamiento y la caracterizacion de cepas
fingicas nativas de sitios contaminados
con Cr(VI), con el interés de elucidar
los mecanismos implicados en su interac-
ciéon con el ion, asi como indagar sobre
las posibles aplicaciones biotecnoldgicas
de dichas interacciones [1 ,3-4]. Entre
los microorganismos aislados de dichos
sitios, la cepa Ed8 de Aspergillus niger
var. tubingensis ha sido estudiada con
mas detalle, debido a que es tolerante
a Cr(VI) y posee la capacidad de re-
ducirlo a Cr(III) [1]; se ha demostrado
que en esta cepa el proceso de reduccién
ocurre con una acumulacion minima de
cromo en la biomasa, de menos del 1%,
lo que indica que la reduccién de Cr(VI)
ocurre en el medio extracelular [1]. Estu-
dios adicionales mostraron que en la cepa
Ed8 la capacidad de reduccién de Cr(VI)
se estimula cuando se cultiva en medio
adicionado con citrato y otros acidos
organicos [3]. En un estudio reciente
se analizo la capacidad de reduccién de
Cr(VI) de la cepa Ed8 en comparacién
con las cepas de referencia FGSC322 de
A. niger y NRRL593 de A. tubingensis,
observandose que la cepa Ed8 muestra
claramente una mayor eficiencia para rea-
lizar dicho proceso [8]. En colonias desar-
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rolladas en medio sélido y en concentra-
dos del medio de cultivo de la cepa Ed8
se observo mayor actividad GOX que en
las cepas de coleccion NRRL593 de A.
tubingensis y FGSC322 de A. niger. Los
concentrados del medio de crecimiento de
la cepa EdS, pero no los de las cepas de
referencia mencionadas, causaban la dis-
minucién de Cr(VI) de una forma depen-
diente de glucosa, lo que indicé una cor-
relacion entre la capacidad de reduccién
de Cr(VI) y la actividad GOX extracelu-
lar [8]. Finalmente, se demostré que la
enzima GOX purificada de origen com-
ercial de A. niger es capaz de reducir al
Cr(VI) en Cr(III). En conjunto, todos es-
tos datos indicaron que la actividad GOX
secretable forma parte de la maquinaria
bioquimica para la reduccién de Cr(VI)
por cepas de Asperqgillus(8].

OBJETIVO

Con el fin de conocer las caracteristicas
de la enzima GOX secretable de la
cepa EdS, respecto de sus propiedades
cinéticas y de estabilidad, en este tra-
bajo se purificé dicha enzima y se carac-
terizo en forma comparativa con la enzi-
ma GOXC purficada de origen comercial
de A. niger
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METODOLOGIA

Medio de cultivo y condiciones de
crecimiento

La cepa Ed8 de A.tubingensis y las cepas
dse referencia NRRL593 de A. tubingen-
sis y FGSC322 de A. niger se inocularon
a partir de conidias (5 x10° conidias por
mL) en medio minimo Lee (LMM) [11]
con diferentes concentraciones de glucosa
y los cultivos se incubaron a 28 °C.

Determinacion de proteina total y
actividad GOX extracelular

La cuantificacién de proteina se realizo
por el Método de Lowry [6]. Esta deter-
minacion se realizd para conocer y cuan-
tificar la produccién de la actividad es-
pecifica de glucosa oxidasa de cada cepa
en el medio extracelular. La determi-
nacién de la referida actividad enzimatica
en estas muestras se realizé con el método

de ABTS (Sigma-Aldrich. MO, USA).

Purificaciéon de la enzima GOX de
la cepa ambiental Ed8 de A.
tubingensis

Con las condiciones éptimas del medio
de cultivo para obtener una alta activi-
dad enzimatica, se cultivo la cepa Ed8
en 1 litro de medio LMM, se incubo
48 horas a 28 °C y se recupero el so-
brenadante libre de células, el cual se
sometio a ultrafiltraciéon en sistema Ami-
con dotado de una membrana con limite
de exclusién de 30 kDa y se concentrd
140 veces, aproximadamente. Posterior-
mente, el concentrado se eluyé por una
columna de Biogel P6 de 30 mL, para
después aplicar las fracciones con activi-
dad GOX a una columna de intercambio
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iénico (DEAE sefarosa) y finalmente las
fracciones que contenian actividad GOX
se aplicaron a una columna de exclusién
molecular (Sephacryl S200HR). Las frac-
ciones con actividad GOX de este ultimo
paso se usaron para determinar el grado
de pureza mediante electroforesis en geles
de poliacrilamida en condiciones desna-
turalizantes (PAGE) y para caracterizar
la enzima.

Caracterizaciéon de la enzima GOX
de la cepa Ed8 y la enzima GOX
comercial de A. niger

Se realizaron ensayos de caracterizacion
de la enzima GOX purificada de la cepa
ambiental Ed8 de Aspergillus niger var.
tubingensis y de la enzima GOX comer-
cial de A. niger, analizando el efecto so-
bre la actividad de diferentes factores y
la determinaciéon de varios parametros
cinéticos y bioquimicos, con el fin de
hacer un estudio comparativo entre am-
bas enzimas. Los parametros evaluados
fueron efecto de pH, temperatura, iones
metalicos y de acido citrico, asi como la
estabilidad de la actividad y la determi-
nacion de los valores de Km y Vmax.

Identificacion de le enzima GOX

La identidad de la enzima GOX ex-
tracelular de la cepa Ed8 se determind
por el analisis de las proteinas del medio
extracelular (cultivo de 500 mL en medio
LMM) mediante HPLCESI-Q-TOF-MS;
los resultados de patrones peptidicos
obtenidos fueron analizados en la base de

datos MASCOT.
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Ensayos de reduccién de Cr (VI)
con la enzima GOXC purificada de
la cepa EdS8

Se realizaron ensayos de reduccion de
Cr(VI) por las enzimas GOX purificadas
de la cepa Ed8 de A. tubingensis y por
la enzima GOX comercial de A. niger
(Sigma) de acuerdo al procedimiento de
Romo Rodriguez y col. (2015) [8]. En
los ensayos se determiné la concentracion
de Cr(VI) espectrofotométricamente uti-
lizando difenilcarbazida [5].

RESULTADOS Y DISCUSION

Proteina secretada y actividad
enzimatica GOX en el medio
extracelular en cepas de
Aspergillus

Para establecer las condiciones 6ptimas
de cultivo en las cuales se obtenga mayor
cantidad de actividad especifica, se midi6
la proteina total secretada y la activi-
dad GOX extracelular. La proteina se-
cretada en el medio extracelular a con-
centraciones de glucosa (0.25% y 2%) fue
baja (0.001 a 0.065 mg/mL respectiva-
mente). La adicién de écido citrico a los
cultivos en estas mismas condiciones au-
mento los niveles de proteina extracelular
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(0.009 a 1.08 mg/mL, respectivamente).
Teniendo en cuenta esta observacion, se
repitioé el experimento a mayores concen-
traciones de 3.5% y 5% glucosa y en pre-
sencia de acido citrico; se observd mayor
produccién de proteina extracelular en
ambas concentraciones del azicar, siendo
de 0.24 a 1.2 mg/mL con 3.5% de glu-
cosa y de 0.74 a 1.82 mg/mL con 5% de
glucosa. A la par, se determind la activi-
dad GOX extracelular (Figura 16.1). La
actividad especifica GOX en el medio ex-
tracelular para las cepas Ed8, NRRL593
y FGSCAT32, fue en los rangos de 0.05
a 0.22 y de 0.1 a 0.65 U/mg a concen-
traciones de 0.25% y 2% de glucosa, res-
pectivamente. La actividad especifica
GOX obtenida en los medios de cultivo
a diferentes concentraciones de glucosa,
en presencia de acido citrico, tuvo un au-
mento considerable en todas las cepas, en
comparacion con las condiciones de cul-
tivo antes mencionadas. La cepa EdS8
produce actividad enzimatica de 1.2 y
1.5 veces mas que las cepas NRRL593
y FGSCAT32, respectivamente. La com-
paracién de actividad GOX secretable de
la cepa Ed8 con las cepas de referencia
NRRL593 y FGSCA732 mostré que en
todas las condiciones que se probaron la
cepa EdS8 es la que presenta una mayor
actividad enzimatica, obteniéndose un

NRRL593, con acido citrico
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Actividad especifica GOX secretable de las cepas Ed8, NRRL593 y

FGSCAT32, a diferentes concentraciones de glucosa en ausencia y presencia de acido

citrico.
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maximo de esta a las 48 horas de incubacién

con 5% de glucosa suplementado con 45
mM de écido citrico, con 74.3 U/mg para
la cepa Ed8. Para las cepas de referen-
cias NRRL593 y FGSCAT732 estos valores
fueron de 49.7 y 48.1 U/mg, respectiva-
mente.

Purificacién de la enzima GOX de
la cepa ambiental Ed8 de A.
tubingensis

Dado que se ha reportado que en A.
niger la GOX es una proteina que se sec-
reta al medio extracelular [9], y que la
GOX esta implicada en la reduccién del
Cr(VI) [8], se plante6 purificar la enz-
ima GOX secretable de la cepa EdS, con
el fin de determinar sus caracteristicas
cinéticas y bioquimicas. Para ello, se uti-
liz6 como fuente de la actividad GOX el
sobrenadante del medio de crecimiento
de la cepa EdS8 el cual se concentrd y
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la muestra concentrada se eluyé por una
columna de intercambio iénico (DEAE-
sepharose), observando un pico de ac-
tividad que eluye a una concentracién
de 0.25 M de NaCl (Figura 16.2A).
Las fracciones que presentaban actividad
enzimatica GOX provenientes de esta
columna, se aplicaron a una columna de
exclusién molecular (Sephacryl S200HR),
observando en el perfil de elucion que el
pico de actividad enzimatica se separa del
pico de proteina (Figura 16.2B), lo cual
indica que en este paso cromatografico
la actividad GOX queda con alto grado
de pureza; esto se verifico mediante elec-
troforesis desnaturalizante en gel de po-
liacrilamida (SDS-PAGE), en el que se
observo una banda proteica mayoritaria
de alrededor de 80 kDa (datos no mostra-
dos). En este proceso la enzima GOX de
la cepa EdS se purificé alrededor de 7 ve-
ces, con un rendimiento cercano al 36.0
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Figura 16.2: Perfil de elucién de en la columna de intercambio iénico (DEAE-
Sepharose) y de exclusién molecular (Sephacryl S200-HR).

Caracterizaciéon de la enzima GOX
pura de la cepa Ed8 de Aspergillus
niger var tubingensis

En la Tabla 16.1 se muestran los
parametros 6ptimos que se determinaron
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para una mayor actividad especifica
GOX de la cepa Ed8 y de la enzima GOX
de A. niger de origen comercial. Se mues-
tra que para ambas enzimas que los efec-
tos del regulador, pH, temperatura y del
citrato fueron practicamente idénticos y

107



©TECNOLOGIA Y BIOTECNOLOGIA APLICADA A LA RESOLUCION DE PROBLEMAS AMBIENTALES

que las enzimas diferian en el efecto de los hibida por los iones Ca y Co y mas ter-
iones metéalicos y en la estabilidad, siendo moestable que la enzima GOX comercial.
la enzima GOX de la cepa Ed8 menos in-

Tabla 16.1: Parametros éptimos determinados de la enzima GOX de EdS8 y la enzima
GOX de A. niger de origen comercial.

Parametros GOX de EdS8 GOX comercial

Regulador Citrato-fosfato [50mM] Citrato-fosfato [50mM]

pH 6.0 6.0

Temperatura 37 °C 37 °C

Tones Inhib: Mn, Cu, Fe, Co [High], Hg Inhib: Mn, Ca, Cu, Fe, Co, Hg
No efecto: Mg, Ca, Co [baja] No efecto: Mg

Citrato 15 mM 15 mM

Estabilidad 37 °C

Estable hasta las 24 h

Estable hasta las 2 h

Determinacion de los parametros
cinéticos de la enzima GOX pura

Para determinar las diferencias en los
parametros cinéticos de las enzimas GOX
de Ed8 y la enzima GOX de A. niger
de origen comercial, y como parte de
la caracterizacién bioquimica, se deter-
minaron los parametros cinéticos de las

enzimas. Variando la concentracién de
substrato, se obtuvo una cinética de tipo
Michaeliano, y se calculé la Km y la
Vmax de ambas enzimas (Tabla 16.2).
Observandose con estos resultados que la
GOX de EdS8 tiene una mayor afinidad
(Km) al sustrato y una velocidad de
reaccién (Vmax) mayor que la GOX co-
mercial de A. niger.

Tabla 16.2: Parametros cinéticos calculados de la enzima pura de Ed8 y de A. niger

Parametro! GOX de Ed8 GOX comercial de A. niger

14.71
4863.81

Vmax (m/s)

36.94
4411.11

I Pardmetros cinéticos determinados de la enzima GOX pura de la cepa

Ed8 y de la enzima GOX pura comercial de A. niger , obtenidos a partir

de una variacién de concentracién de sustrato (glucosa).

Ensayo de reduccién de Cr (VI)
con la enzima GOX de EdS8 pura

En presencia de su sustrato la enzima
GOX de EdS8 reduce alrededor del 50%
del Cr(VI) presente en la mezcla de
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reaccion; también, se observo que cuando
el sustrato esta ausente no hay reduccion
del oxianion. Por otra parte, en presen-
cia de un inhibidor de la actividad GOX,
como Hg, no hay reduccién de Cr(VI) por
la enzima. Estas observaciones indican
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que, al igual que la enzima GOX de A.
niger [8], la enzima GOX de Ed8 posee
la capacidad de causar la reduccion de
Cr(VI).

Identificacién de la enzima GOX
de la cepa Ed8

El andlisis proteémico del sobrenadante
del medio de crecimiento obtenido de
cultivos hechos en las condiciones opti-
mizadas, mediante cromatografia liquida
de alta resolucion acoplada a espec-
trometria de masas de ionizacién por
electrospray cuadrupolo y tiempo de
vuelo (HPLC-ESI-Q-TOF-MS) y ha-
ciendo el andlisis en la base de datos
MASCOT, permitié determinar la pre-
sencia de una unica proteina GOX se-
cretable, la cual posee alto grado de
identidad con la proteina GOXC de A.
niger. Esto indica que, en las condi-
ciones probadas, la cepa Ed8 secreta
solo una de las 3 proteinas GOX po-
tencialmente secretables, de acuerdo a
los datos del genoma de A. niger [9)].
Dado que los péptidos derivados de la
proteina GOX de la cepa EdS8 alinearon
perfectamente con regiones de la proteina
GOXC de A. niger y con la proteina
predicha del gen goxC de la cepa EdS8
[10], esto permite identificar a la proteina
GOX secretable de la cepa Ed8 como
la proteina GOXC. Es importante men-
cionar que la enzima GOX de la cepa
Ed8 tiene un grado de identidad de 96.9%
con respecto de la proteina GOXC de la
base de datos del genoma de A. niger
CBS513.88 [10] y que la proteina GOXC
de la cepa Ed8 mantiene todos los re-
siduos aminoacidicos descritos como im-

portantes para la catalisis de la proteina
GOXC de A. niger.
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CONCLUSIONES

e En las cepas EdS, NRRL593
y FGSCAT732, la produccion de
proteina y actividad extracelular
aumenta en los medios de cultivo
con altos niveles de glucosa como
fuente de carbono (;, 2%).

e Kl analisis de las proteinas ex-
tracelulares de la cepa Ed8 por
HPLC-ESI-QTOF  permiti6 la
identificacién de la enzima GOX
secretable como la proteina GOXC.

e La enzima GOXC de la cepa EdS8
fue purificada 7 veces con un
rendimiento del 36.4%.

e La enzima GOXC de la cepa
Ed8 posee una mayor afinidad
por el sustrato y una velocidad
de reaccién mayor que la enzima
GOXC comercial de A. niger.

e La enzima GOXC de EdS tiene la
capacidad de tolerar temperaturas
mas altas que la éptima y tiene
una estabilidad mayor que la enzi-
ma GOX comercial.

e La enzima GOXC pura de Ed8
tiene la capacidad de reducir el
Cr(VI) en una reaccién dependi-
ente de glucosa.
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