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“TECNOLOGÍA Y BIOTECNOLOGÍA
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Pérez-Bernal, Maŕıa-Fernanda; Souza-Brito, Elcia-Margareth; Cuevas-
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González-Paniagua, Yutzil; Cervantes-Avilés, Pabel-A.; Concha-Guerrero,
Sandra-I.; Luna-Velazco, Antonia, Souza-Brito, Elcia-Margareth

87
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1. PREFACIO

Es un honor para la Universidad de Guanajuato y el grupo de investigación
de Bioingenieŕıa, Biotecnoloǵıa y Gestión Ambiental del Departamento de Inge-
nieŕıa Civil de la División de Ingenieŕıas, Campus Guanajuato, el poder realizar
esta Edición de las memorias del Tercer Simposio Internacional de Bioingenieŕıa
Ambiental, cuyo objetivo fue el intercambio de conocimiento entre expertos, inves-
tigadores y estudiantes, en el área de la Ingenieŕıa Ambiental, hacia la búsqueda de
nuevas tecnoloǵıas 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, Caṕıtulo 2), la segunda
a cargo del M. en C. Victor Hugo Cely Niño (Universidad Nacional de Colom-
bia) y la tercera a cargo de la Dra. Sandra I. Concha Guerrero (CIMAV-Chihuahua,
Caṕıtulo 3 ). 2 conferencias invitadas y 24 conferencias en presentaciones de trabajos
libres (orales). Además, se incribió un total de 129 personas incluyendo estudiantes,
profesores e investigadores de distintas universidades. Durante este evento fueron
abordados temas actuales de importancia en la bioingenieŕıa, tales como: manejo
y disposición de residuos, tratamiento y gestión del agua, nanotecnoloǵıa, contami-
nación del aire, aprovechamiento y protección de acúıferos.

Este documento, es una compilación de los trabajos presentados durante el tercer
SIBA, que cada uno de los autores ha autorizado para su publicación. De antemano,
se le agradece a cada uno, la disposición para la integración de éstas memorias.

ATENTAMENTE

COMITÉ ORGANIZADOR
SIBA 2015
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2. LA BIOINFORMÁTICA Y SUS APLICACIONES EN LA

ECOLOGÍA MICROBIANA

Bertin, Pierre1�

1Université Paris Sud XI, Orsay
e-mail: 1

�bertinp71@gmail.com

RESUMEN

La bioinformática ha tomado un lugar primordial en el análisis de datos en diversas áreas
de la bioloǵıa. La generación de datos ha aumentado en los últimos años y la gran cantidad
de información necesita ser analizada, ordenada y almacenada. Estos datos provienen de
varios lugares como pueden ser: imágenes de microscoṕıa, conteo de células, secuencias
de ADN a partir de los secuenciadores, resultados de simulaciones computacionales por
ejemplo a partir de las interacciones entre protéınas etc. En cada una de estas aplicaciones,
la bioinformática propone soluciones para dar sentido a esos datos. En esta revisión se
describirá una aplicación directa de la bioinformática en la ecoloǵıa microbiana que se
denomina Next Generation Sequencing (NGS).

Palabras clave: Bioinformática, pipeline, NGS, filogenia

INTRODUCCIÓN

La bioinformática es una ciencia joven
introducida en los años 1970 [1]. Es
una combinación entre las matemáticas,
las informática y la bioloǵıa, tiene un
amplio rango de aplicaciones. La gen-
eración de datos en bioloǵıa aumentó sig-
nificativamente en los últimos años, de-
bido a los avances tecnológicos (por ejem-
plo, microscopios electrónicos, secuenci-
adores, técnicas avanzadas de bioloǵıa
molecular) y con el desarrollo de la bioin-
formática se ha hecho frente al proce-
samiento y análisis de la enorme cantidad
de datos [2]. Adquirir, filtrar, procesar,
organizar y almacenar datos son los ob-
jetivos completados gracias a programas,
scripts y análisis estad́ısticos. La ecoloǵıa
microbiana, quien lleva a cabo análisis so-
bre las comunidades microbianas dentro
diferentes ecosistemas, conoció un cam-
bio radical desde 2007 con la llegada
de los secuenciadores nueva generación:

NGS [3,4]. Sin embargo, con un acceso a
mas secuencias, nuevas soluciones tienen
que estar desarrolladas para lleva a cabo
una análisis 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 secuenciación: ≪amplicon
sequencing≫ y ≪whole-genome shotgun
sequencing≫. Amplicon secuenciación se
basa en la amplificación por PCR y se-
cuenciación de una región 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-
tráıdo y luego se lleva a cabo la se-
cuenciación de los pequeños fragmentos
de ADN. Ambos enfoques ofrecen dis-
tintas ventajas y desventajas y la se-
lección de un enfoque adecuado depende
del tipo de información requerida. El en-

3ISBN: 978-607-441-446-2
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foque presentado en este resumen es el
≪amplicon sequencing≫, el cual es us-
ado para producir una información sobre
la composición taxonómica y la estruc-
tura de las comunidades en Operational
Taxonomic Units (OTU) de la muestra.

La caracterización 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
taxonómicos. Este gen ARNr 16S ex-
iste en todas las bacterias y está com-
puesto de regiones variables espaciadas
las cuales están 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 común a todas las bacterias) para
luego amplificar las regiones variables las
cuales serán agregadas en clusters dentro
de un OTU dependiendo del porcentaje
de similitud entre ellas. Estas regiones
variables contienen la información de di-
versidad.

¿Cuáles son las herramientas para ac-
ceder a este tipo de secuencias?

La secuenciación 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
secuenciación más usadas en bioloǵıa. El
Pyrosequencing fue mejorada realizando
varias amplificaciones en paralelo lle-
gando a producir 1 millón de secuencias
en 24 horas, en comparación 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-
formación considerable sobre la mues-

tra. Desde entonces, la ecoloǵıa micro-
biana usa la secuenciación 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 información de diversidad, es-
tructura de comunidades y abundancia
pero esta información 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 información
mucho más 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 secuenciación, la probabil-
idad que la base secuenciada sea errónea
es grande. También, los reads pueden ser
qúımeras, que son secuencias las cuales
se compone de dos secuencias del juego
de datos y que entonces, no tiene rel-
evancia biológica, es decir, que no son
secuencias de la muestra biológica, pero
fueron creadas por “errores de śıntesis”
del método de secuenciación.

Es por ello que varios programas [10-
12] (o pipelines) como USEARCH o QI-
IME fueron desarrollados por la bioin-
formática para la ecoloǵıa microbiana.
Estos pipelines funcionan con una imple-
mentación diferente (diferentes lenguajes
de programación) 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 más grande es la calidad, más
pequeña es la probabilidad que este base
sea mal léıda durante la secuenciación.

4ISBN: 978-607-441-446-2
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Figura 2.1: FastQC [13] per base analysis.

En la Figura 2.1, se muestra estad́ısticas
(box-plot)sobre la calidad de las bases
a cada posición de los reads. La cajas
amarillas representan los inter-cuartiles
(25 - 75%), la ĺınea 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 próximas etapas de los pipelines, los
reads deben ser juntados en un solo
juego de datos. Para no perder la in-
formación 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 común en la
afiliación taxonómica. En ecoloǵıa mi-
crobiana, los grupos formados después los
pasos del clustering se llaman ≪OTU≫

Figura 2.2: Clustering idea.

por Operational Taxonomic Unit. Cada
OTU está 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 será agrupada a este cluster (Figura
2.2).
4) Taxonomı́a: Para identificar los OTUs
generados en el paso anterior, la secuen-
cia ≪consensus≫ de cada OTU será
comparada con las secuencias del gen
del ARN16S conocidas en los bases de
datos. Algunos bases de datos que con-
tienen una colección 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 deberá atribuir a una tax-
onomı́a. En algunos casos, ninguna se-
cuencia de referencia será encontrada, lo
cual puede ser debido a: i) un error de se-
cuenciación, ii) los parámetros estableci-
dos por la búsqueda en los bases de datos
y iii) al descubrimiento de una nueva es-
pecie o nueva secuencia del gen la cual

5ISBN: 978-607-441-446-2
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pertenece a un organismo no caracteri-
zado.
5) Visualización 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 comparación 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: Composición de dos muestras

de suelo.

La Figura 2.3 muestra graficas conte-
niendo la repartición de los órdenes de la
clasificación filogenética en dos muestras
de suelo (fuente: Elcia M. Souza Brito).
Al utilizar como un único marcador el
gen del ARNr 16S para la secuenciación
se pueden detectar grandes cambios de
diversidad dentro las comunidades bac-
terianas. Además, este método tiene su
ventaja debido al menor costo de la se-
cuenciación, ya que solo una pequeña
parte del genoma esta secuenciado. Sin
embargo, ≪amplicon sequencing≫ no da
una información al respecto de las posi-
bles funciones genéticas de la comunidad
bacteriana y por eso se tiene que re-

alizar un análisis más para la afiliación
taxonómica.

CONCLUSIONES

La bioinformática, y aqúı mas especial-
mente la bioinformática de las secuen-
cias, permite el desarrollo de técnicas
adecuadas para el tratamiento de datos
la cual proviene de las nuevas técnicas de
secuenciación. Hoy en d́ıa, esta ciencia
es una herramienta indispensable para
la bioloǵıa y está en constante evolución
para contestar a las necesidades de los
biólogos.
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3. EFECT OF CuONPs OVER BACTERIAL COMMUNITIES OF

AGRICULTURAL SOIL
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4Université Paris Sud XI, Orsay; 5Departamento de Astronomı́a, DCNyE,

Universidad de Guanajuato, Guanajuato, Gto., México.
e-mail: 1

� ixmucame.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]−1,
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 µgFDA· mL−1 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-RFLP, microcosm.

RESUMEN

Las nanopart́ıculas de oxido de cobre (CuONPs) son ampliamente usadas por sus exce-
lentes propiedades fisico-qúımicas 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.soil]−1, la incubación fue llevada a cabo por 30 dias y
los análisis se realizaron en los d́ıas 0, 15 y 30. Se evaluó la actividad microbiana total
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y se observó una ligera variación inmediatamente despues de la exposición a NPs (19.2
± 0.038 a 33 ± 0.094 µgFDA· mL−1 microcosmos control y CuONPs, respectivamente).
Pequeñas variaciones se observaron en la determinación de la capacidad metabolica (28/31
fuentes de carbono fueron usadas) comparando los microcosmos control y los de CuONPs.
Análisis 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 composición de las comunidades microbianas. Los resultados sugieren que
la deposición 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 daño en los diferentes ecosistemas.

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

INTRODUCCIÓN

Se considera NPs aquellas part́ıculas
que son menores a 100nm en tamaño
[1]. Estas pueden ser agrupadas den-
tro de 3 categoŕıas principales: naturales,
antropogénicas y fabricadas. Las NPs
fabricadas son clasificadas de acuerdo
al tipo de material base y/o sus
usos, además poseen una amplia var-
iedad de morfoloǵıas, estructuras cristali-
nas, tamaños, áreas, entre otras car-
acteŕısticas que definen sus propiedades
f́ısicas y qúımicas[2].

Una de las NPs oxido metálicas 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
aśı como el deslave y desgaste de pro-
ductos, la deposición, 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

factores abióticos y bióticos y posee una
diversidad microbiana compleja [6]. Las
comunidades microbianas en suelos son
importantes por su relación con la fer-
tilidad del suelo y con los ciclos bio-
geoqúımicos de los elementos. Una vez
que las NPs son depositadas en el suelo,
el daño a los microorganismos pueden al-
terar la estructura de las comunidades,
modificado la biomasa bacteriana y la
taxonomı́a asociada a los diferentes cic-
los geoqúımicos 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 mayoŕıa
de estos análisis 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 tóxicas [2, 8-10]. Otros efectos
negativos han sido descritos para NPs de
cobre, y zinc ya que estas poseen efec-
tos antimicrobianos [11-13]. Aśı 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-

10ISBN: 978-607-441-446-2
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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 agŕıcolas para establecer si hay cam-
bios en la conformación, abundancia aśı
como establecer las posibles interacciones
de las comunidades microbianas con los
Nanomateriales.

METODOLOGÍA

Śıntesis y Caracterización de
CuONPs

La śıntesis de CuONPs se llevó a cabo
por precipitación qúımica y la caracteri-
zación fue llevada a cabo previamente por
Concha-Guerrero et al. (2014) [15]. Las
CuONPs obtenidas fueron esféricas con
un rango de tamaño primario de 10-17
nm. El perfil de SEM-EDX indicó una
alta pureza ya que en el análisis elemen-
tal solo se detecto la presencia de Cu y
O.

Sitio de muestreo y estrategia
experimental

Las muestras de suelo se colectaron de
una huerta de nuez en el estado de
Chihuahua. La caracterización fisico-
qúımica del suelo se realizó previamente
por Concha-Guerrero et al. (2014)[15].
Para la realización de los microcosmos
se utilizó 100g de suelo y se colocarón
en viales de 1L conteniendo una ca-
pacidad de retención de agua (CRA)
inicial ajustada al 18%. Posterior-
mente se adicionaron las CuONP (250
mg CuONP−1Kg−1suelo suspendidas en
agua tridestilada). El volumen de agua
requerido para ajustar la CRA fue us-
ado para preparar la suspensión de NPs.
Para los controles (sin NPs) se adicionó

agua tridestilada para ajustar la CRA en
18%. Cada microcosmo se realizó por
triplicado y se incubó por 30 d́ıas a tem-
peratura ambiente sin agitación.

Determinación de la actividad
microbiana total activa

La evaluación de la actividad microbiana
total del suelo se midió mediante la de-
terminación de esterasas, a través de la
hidrólisis del Diacetato de Fluorescéına,
siguiendo el protocolo descrito por Adam
y Duncan (2001) [16].

Determinación de la actividad
metabólica

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

Extracción de ADN total de suelo
de microcosmos

La extracción del ADN genómico to-
tal del suelo mediante el kit comercial
PowerSoil R© DNA Isolation Kit (MoBio
Lab. Inc.), siguiendo las instrucciones del
fabricante. Las extracción se realizó por
triplicado en los tiempos de incubación 0,
15 y 30 d́ıas.

Amplificación de ADN total del
suelo y T-RFLP

El gen 16S rDNA fue amplificado
por PCR (Reacción en cadena de
la polimerasa) usando los oligonu-
cleótidos 8F (AGAGTTTGATCCTG-
GCTAG) marcado con FAM (Carbox-
ifluorescéına) [18] y el oligonucleótido
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1492R (GGTTACCTTGTTACGACTT)
[19]. Las condiciones de PCR fueron las
siguiente: un paso inicial de desnatural-
ización (95 ◦C por 10 min) seguido por
34 ciclos de desnaturalización (95 ◦C por
45s), alineamiento (55 ◦C por 45s) y elon-
gación (72 ◦C por 1min) y finalmente un
paso de elongación (72 ◦C por 10min).
Los productos de PCR fueron purificados
con el kit GFX PCR DNA and Gel Band
Purification Kit (GE Healthcare). Las
amplificación se realizó de cada una de
los ADN extráıdos en los tiempos de in-
cubación 0, 15 y 30 d́ıas. Para la creación
de los perfiles del T-RFLP los produc-
tos de PCR purificados se sometieron a
una restricción enzimática. Las enzimas
utilizadas fueron AluI con sitio de re-
conocimiento AG/CT e HinfI con sitio
de reconocimiento G/ANTC. Para llevar
a cabo la restricción se prepararon 10L
(volumen final) de mezcla de reacción
conteniendo 3U de la enzima AluI e HinfI
(Takara, Enzimas, bioLabs, Inc.), dilui-
dos en el buffer recomendado por el fab-
ricante. La mezcla se incubó por 3h
a 37 ◦C. Las muestras digeridas (1L)
se mezclaron con 8.75L de formamida
ionizada y 0.25L de ROX (patrón de
tamaños interno marcado con GS500,
Applera, Italia). Volúmenes 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 (versión 3.1; Applied Biosys-
tems, USA). El tamaño en pares de bases,
de los fragmentos separados se estimó por
comparación con el patrón interno ROX
GS500. Los datos obtenidos por debajo
del 0.05% de intensidad de fluorescencia

absoluta fueron eliminados debido a que
se consideran ruido del instrumento. De-
spués los datos de T-RFs fueron normal-
izados (removiendo aquellos <1% de flu-
orescencia) [20]. Los análisis estad́ısticos
fueron llevados a cabo mediante el Soft-
ware MVSP (Milti-Variance Statistical
Package 3.1, Kovach Computing Ser-
vices, UK).

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Sitio de muestreo

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

Śıntesis y caracterización de
CuONPs

La sintesis de NPs se llevo a cabo usando
el protocolo establecido por Concha-
Guerrero et al., 2014. El producto fi-
nal obtenido fue un polvo de CuONPs el
cuál se caracterizó posteriormente. Las
micrograf́ıas de MEB y MET de las
CuONPs mostraron que estas presenta-
ban una forma primaria esférica con un
tamaño entre 10 y 17 nm. Los análisis el-
ementales obtenidos por EDX mostraron
que las śıntesis de las nanopart́ıculas no
conteńıa ningún residuo de los compo-
nentes usados para la śıntesis. Con es-
tos resultados se comprueba que las NPs
obtenidas fueron puras, ya que se en-
contró únicamente de cobre y ox́ıgeno. El
espectro de UV-Visible mostró un pico de
emisión en 280nm. También se realizó un
análisis por Rayos X para identificar la
fase cristalina y al igual que el análisis de
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EDX , se confirmó la presencia solamente
de CuO.

Determinación de la actividad
microbiana total activa en
microcosmos

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

una actividad de FDA de 19.16 ± 3.53
µgFDA·mL−1 en comparación a los mi-
crocosmos expuestos a CuONPs en los
cuales se observo un aumento hasta 32.
97 ± 0.50 µgFDA·mL−1 (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
adaptación que poseen los microorgan-
ismos, el efecto de las NPs en tiempos
mas largos (15 y 30 d́ıas) no fue signi-
ficativo para que pudiera detectarse una
respuesta en la actividad enzimática 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: Determinación de la actividad microbiana total.

µgFDA[mL]−1

Tiempo de incubación Control CuONPs
0 d́ıas 19.16 ± 3.53 32.97 ± 0.50
15 d́ıas 23.16 ± 0.43 22.83 ± 1.42
30 d́ıas 16.09 ± 2.36 15.75 ± 1.93

Actividad metabólica

Las placas Biolog EcoPlate contienen 31
de las más comunes fuentes de carbón
utilizadas por las comunidades en suelo.
Estas 31 fuentes de carbón se encuen-
tran por triplicado para un análisis más
preciso. La capacidad de degradación
de las fuentes de carbón presentes en la
muestra de suelo proporciona un patrón

caracteŕıstico que se denomina la huella
metabólica de la muestra. Los resul-
tados obtenidos mediantes este test nos
indican que las comunidades presentes
en los microcosmos poséıan una alta ca-
pacidad metabólica ya que fueron ca-
paces de degradar 28 de las 31 fuentes
de carbón 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 únicamente 3 fuentes de carbón:
el ácido 2-hidroxibenzoico cuyo efecto fue
observado después de los 15 d́ıas de in-
cubación, el ácido -hidroxibut́ırico y el
ácido -cetobut́ırico, en estos últimos el
efecto se observó hasta los 30 d́ıas de ex-
posición (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 exposición 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
qúımicas de suelo, entre otros. Por lo que
la capacidad de adaptación de las comu-
nidades nativas de una muestra ambien-
tal, probablemente es mayor que la ob-
servada en los microorganismos aislados,
y mas aún en cepas de colección como las
ATCC.

Figura 3.1: Huella metabólica de los microcosmos en tiempo 0, 15 y 30 d́ıas. C1, C2 y

C3 representan las réplicas biológicas control sin exposición a NPs y R1, R2 y R3 son la

réplicas biológicas expuestas a CuONPs. En el eje de las X se disponen las 31 fuentes de

carbón disponibles en el ensayo.

Análisis de comunidades
microbianas en microcosmos –
T-RFLP

El análisis de T-RFLP es una técnica
útil para comparar cambios en las comu-

nidades microbianas sometidas a distin-
tos tratamientos. Se estudió 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 realizó a partir del ADN
total extráıdo 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 d́ıas de incubación. Es-
tos se utilizaron para amplificar el gen
ADNr 16S con un total de 72 muestras.
Se identificó el tamaño de los fragmentos
los cuales fueron cuantificados en función
de la intensidad de fluorescencia. En este
análisis cada fragmento está relacionado
a una unidad Taxonómica (OTU), mien-
tras que la intensidad de fluorescencia
equivale a la abundancia relativa de cada
población presente en la muestra.

La enzimas de restricción AluI mostró
ser más eficiente para la identificación
de poblaciones bacterianas que la enzima
Hinf I (datos no mostrados). Por ejem-
plo con la enzima AluI se obtuvieron en
los diferentes tiempos de incubación 74,
67 y 55 T-RFs 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
Hinf I. La menor eficiencia observada por
la enzima Hinf I probablemente es porque
para ésta enzima, el gen ADNr 16S de
las diferentes poblaciones tiene el mismo

sitio de restricción terminal. De modo
general, en todos los microcosmos se ob-
servó un decremento en las poblaciones
con respecto al tiempo de exposición de
las CuONPs. Se observó una dismin-
ución del 45% de las comunidades con la
enzima AluI de los microcosmos control
en el tiempo 0 d́ıas de incubación (74T-
RFs), con respecto a los microcosmos ex-
puestos a CuONPs (34 T-RFs) a los 30
d́ıas de exposición. (datos no mostrados).

Se utilizó el Análisis de Componentes
Principales (PCA) para evaluar todo
el conjunto de datos obtenidos con el
análisis de T-RFLP, con las dos enzimas
(Figura 3.2). Este análisis 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 śı. 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 d́ıas (Observar grupo 1C, 2R; 4C y 3R
y el 5C de la Figura 2). Estos análisis
también sugieren que las comunidades
expuestas a 30 d́ıas formaron un grupo
separado (Observar grupo: 6R: 31 y 32,
33 y 34, 35 y 36 de la Figura 30).
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Figura 3.2: Análisis de componentes principales con datos de T-RFLP de los microcosmos

control y los expuestos a CuONPs, digeridos con las enzimas AluI e Hinf I I. 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 composición de las comunidades mi-
crobianas debido a la exposición con
CuONPs. Aún 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 combinación de
efectos ambientales y los producidos por
las NPs sobre la composición 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

4
produced theoretically.

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

RESUMEN

Se ha desarrollado el estudio de la biodigestión con materiales orgánicos, en un bioreactor
de acero inoxidable construido e instrumentado en el laboratorio de Ingenieŕıa qúımica de
la DCNE, Campus Guanajuato. El reactor se acondicionó con sensores de temperatura,
presión y de gas metano que permiten monitorear la concentración del gas y las condiciones
de operación durante el tiempo de digestión. El objetivo principal es analizar el proceso de
la digestión cuantitativamente con la intención de optimizar las condiciones de operación
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 producción de biogás a partir de estiércol de cabra haciendo
uso de modelos para producción 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 CH4 producido de
forma teórica.

Palabras clave: Tecnoloǵıa anaerobia, Producción de Biogás, modelos para el proceso de

biodigestión.
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INTRODUCCIÓN

El uso global de la enerǵıa ha ido au-
mentando desde la Revolución Industrial
en forma creciente. Las fuentes prin-
cipales de enerǵıa son los combustibles
fósiles: carbón, gas natural y petróleo,
que aportan entre el 75% y el 85%
del total de la enerǵıa utilizada. Las
reservas de combustibles fósiles son li-
mitadas y, a corto o mediano plazo, se
necesitarán fuentes alternativas de com-
bustible. Una forma de generar ener-
ǵıa es la biodigestión anaerobia. Los
procesos de tratamiento anaeróbicos son
procesos microbiológicos complejos, que
implican varios pasos biológicos realiza-
dos por grupos espećıficos de bacterias
que funcionan sólo en la ausencia de
aire. Tales procedimientos se utilizan
a menudo para el tratamiento y elimi-
nación de residuos, al mismo tiempo que
se generan productos con cierta útildad
[1,2]. Las excretas de las actividades
agropecuarias son una forma alterna-
tiva de biomasa que poseen las carac-
teŕısticas bioqúımicas necesarias para el
desarrollo de la actividad microbiana,
que es aprovechada para la obtención de
biogás mediante degradación anaerobia
[3]. Además de que aprovechando es-
tos residuos, como materia prima para la
producción de biogás, se puede reducir
en un 20% las emisiones de gas metano
que son producidas por las actividades
ganaderas [4]. La digestión anaerobia,
es un proceso biológico degradativo, el
cual parte de los materiales orgánicos
presentes en el sustrato (residuos vege-
tales o animales) que son transforma-
dos a biogás. Los residuos agropecua-
rios sin aprovechar aportan un alto por-
centaje a las emisiones de metano (CH4),

dióxido de carbono (CO2) y óxido ni-
troso (N2O) a la atmósfera, 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 orgánicos convertibles al biogás
se conocen como sólido volátil (S). Los
Sólidos volátiles representan una porción
de la alimentación para formar metano.
La primera etapa del proceso de pro-
ducción de biogás es la conversión de es-
tos compuestos orgánicos en los ácidos
carbox́ılicos simples, como el resultado de
actividades hidroĺıticas de microorganis-
mos. La segunda fase es la formación
de biogás, que es un proceso anaero-
bio debido a bacterias metanogénicas [6].
La conversión de los ácidos carbox́ılicos
tiene dos posibilidades. La primera y de-
seada es la conversión a metano (CH4).
Sin embargo, en la segunda posibilidad
una parte siempre se convierte inevitable-
mente en dióxido de carbono (CO2) como
un producto secundario del metabolismo
de microorganismo. En la digestión
anaerobia se suelen identificar tres pasos
principales:

• La hidrólisis de la materia orgánica
compleja;

• La fase acidogénica, debido a la
producción de ácidos volátiles; y

• Fase metanogénica donde las bac-
terias metanogénicas convierten los
ácidos volátiles en el producto final,
CO2 y CH4 [1].

Entre los ácidos volátiles, el ácido acético
es el precursor más importante de la
metanogénesis. Puesto que las bacterias
metanogénicas son las más sensibles, con
las tasas de crecimiento más 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-
zación para este proceso [7,8]. La se-
lectividad en el proceso de producción
de biogás está dada por la relación en-
tre CH4 formado y el CO2 no deseado.
El propósito de optimizar la producción
de biogás no sólo es para obtener la más
alta conversión de sólidos, sino también
para lograr la mayor selectividad posi-
ble de CH4. Existen diversas formas
para estimar y medir las emisiones de
biogás, espećıficamente de CH4 y CO2.
Los modelos para la estimación de gases
son teóricos y utilizan variables que de-
penden de las condiciones de operación
y del tipo de materia prima, además de
que dan por hecho consideraciones im-
portantes como tamaño, edad del animal
aśı como factores climáticos [9]; por otro
lado, existen metodoloǵıas que los cuan-
tifican directamente, pero son equipos
costosos o requieren equipo técnico para
su uso y para la interpretación de datos.
La cinética de reacción es otra manera
de contabilizar la producción de CH4 y
CO2 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 producción
por d́ıa del producto, biomasa o sustrato,
teniendo en cuenta los rendimientos de
consumo y producción. Los avances de la
computación han permitido el desarrollo
de modelos matemáticos cada vez más
detallados y precisos que luego se uti-
lizan en el diseño, escalado, optimización
y control de procesos de una forma rápida
y económica, al reducir los costos por
la eliminación de parte del trabajo ex-

perimental en la industria [10]. Las
variables a modelar en el proceso de
biodigestión son, la biomasa, el sustrato
limitante, el producto, el ox́ıgeno y el
calor, fundamentalmente. La modelación
matemática de este proceso incluye la
descripción cinética, a nivel del microor-
ganismo y del biorreactor. Aunque la di-
gestión anaerobia se lleva a cabo por mu-
chos grupos de bacterias y en varias eta-
pas, es más común modelar la cinética
de absorción del sustrato con una tasa
de crecimiento que depende solo de la
reacción global. En todos los mode-
los de crecimiento global, los parámetros
más importantes son; la tasa espećıfica
de crecimiento celular (µ) la cual es una
fracción de la tasa máxima de crecimien-
to de las bacterias (µmax) [8].
En la literatura [11-13] se sugiere que la
ecuación tipo Contois es más aplicable
para sustratos de tipo fibroso, ya que la
etapa de la hidrólisis del sustrato tiene un
bajo rendimiento, lo que limita la veloci-
dad de la reacción, como seŕıa el caso de
algunas materias fibrosas, mientras que
la Monod representa mejor la cinética de
sustratos solubles y homogéneos [13-15].

METODOLOGÍA

Un biodigestor es un sistema natural
que aprovecha la digestión anaerobia (en
ausencia de ox́ıgeno) de las bacterias que
ya habitan en el estiércol, para trans-
formar éste en biogás y fertilizante [10].
Permitiendo aśı la obtención de enerǵıa
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 dilución de agua para que se des-
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componga, produciendo gas metano y
fertilizantes orgánicos ricos en nitrógeno,
fósforo y potasio, figura 4.1. A pesar de
que el estudio de biodigestores ha tenido
bastante auge, el proceso de biodigestión
es muy inestable, debido a esto no existe
un solo modelo matemático que ajuste
la producción de biogás (CH4) a par-
tir de cualquier tipo de materia prima
[1,7]. En el presente estudio se utilizó
estiércol de cabra como materia prima.
En la primera carga experimental se peso
el estiércol y se mezclo con agua, con
una dilución de 1:2 con agua, en el biodi-
gestor de 10 litros de capacidad. El reac-

tor cuenta con un sensor para gas metano
para medir el volumen generado de gas,
figura 4.2, siendo el peso húmedo to-
tal de 4.4 kg con lo que se obtuvo una
producción acumulada de CH4 de 1.4897
m3/kg húmedo hasta el d́ıa 34 que duro
la experimentación, Se midió 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
alimentación de esta con Parafilm para
evitar la evaporación del agua de calen-
tamiento.

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

Figura 4.2: Sistema experimental de
biodigestión y software de adquisición 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 construcción
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 presión del sistema se moni-
toreo con un manómetro de caratula tipo

Bourdon, registrándose valores de 0 a 2
kg/cm2. El tiempo de residencia para la
materia prima fué 34 d́ıas. Durante este
tiempo se agitó la mezcla 2 veces por se-
mana manualmente, con el agitador del
mismo bioreactor para optimizar las eta-
pas de la digestión 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-
ración del biodigestor.
Se realizó un conteo de bacterias desde el
inicio de la experimentación en la mate-
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ria prima mediante cámara de Neubauer,
para dar seguimiento a la cinetica de la
reacción. Y para llevar a cabo el bal-
ance de materia para el sustrato inicial
se tomó en consideración la composición
del excremento de cabra reportada por

[8]: ĺıpidos 2.90%, protéınas 4.70%, car-
bohidratos: celulosa y lignina 34% y 33%
y ceniza 26.40%; para la cuantificación
final se calcinó la materia prima rema-
nente.

Figura 4.3: Diagrama del circuito del controlador de Temperatura.

Tabla 4.1: Parámetros de oparación del
biodigestor

Parámetro Valor Unidades

Estiércol 15 %
Volumen total 2.9 l
de ĺıqudos
Tiempo de 35 Dı́as
retención
Sólidos totales 4 %
Inicio producción 15 Dı́as
de biogás
Temperatura 21.5 ◦C
ambiente
Temperatura 40 ◦C
del digestor
Grado de acidez 7 pH

RESULTADOS

En la literatura abierta existen diversos
modelos teóricos que dependen de dife-
rentes parámetros, como el tipo de sus-
trato o las condiciones de operación (tem-
peratura, pH, agitación, presión, 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 aplicación de los modelos, el
problema real está dado en la escasez de
medidas en ĺınea, además, la variable de
estado dominante, como la concentración
de sustrato en el medio, es muy dif́ıcil 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 producción de CH4 es:
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PCH4
=

VCH4

3.938
∗
(

1− e−t/0.9234
)

(4.1)

En la figura 4.4, se muestran la com-
paración de los datos obtenidos experi-
mentalmente y los calculados con el mo-
delo 4.1, donde se observa una tendencia
ligeramente exponencial hasta los 34 d́ıas
de proceso.
En cuanto a la cinética del proceso se re-
alizaron balances de materia para un re-

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.

P = 0.0436t
[ m2

kg estiercol

]

(4.2)

S = 120.295− 0.4191t
[ gr sustrato

kg estiercol

]

(4.3)

X = 6551.6− 184t
[ gr cel

kg estiercol

]

(4.4)

Tabla 4.2: Modelos de producción de CH4 (metano)

Autor Modelo

Sogari, 2003 PCH4
=

VCH4

Sorgtot
∗
(

1− e−t/A
)

(4.5)

J. J. Lay, 1996
PCH4

= P ∗ exp

[

− exp
[Rm

P
∗ exp(λ− t) + 1

]

]

(4.6)

Walteros, 2007 Vn =
Vmed

Pn

∗
Tn

T

[

Pa + Pmax

[

1− e−tAe−Ea/RT
]

]

(4.7)

Cinética
dx

dt
= rx − rd (4.8)

ds

dt
= Ys/x(−rx)−mx (4.9)

dp

dt
= rxYp/x (4.10)

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

en la figura 4.5 se muestra que la pro-
ducción de metano a partir de la cinética
pueden determinarse en función del con-
sumo de sustrato y del seguimiento que
se hizo a la población bacteriana. En am-
bos casos la representación grafica de los
datos obtenidos experimentalemente y
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los valores determinados analiticamente
con los modelos teoricos son practica-
mente iguales, lo que permite establecer
la metodologia para llevar a cabo la ex-

perimentación con otros materiales y la
interpretación de estos datos experimen-
tales.

Figura 4.4: Producción de CH4 experi-
mental y teórica Figura 4.5: Producción de CH4 experi-

mental y cinética

CONCLUSIONES

La digestión anaerobia ofrece alterna-
tivas interesantes para resolver proble-
mas de contaminación ambiental, ya sea
para el tratamiento convencional de resi-
duos o para el aprovechamiento espećıfico
de algunos de ellos. A partir de la
literatura revisada se seleccionaron al-
gunos modelos para determinar la pro-
ducción de CH4 y se aplicó 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-
perimentación y contrastados con el mo-
delo matemático seleccionado fueron ra-
zonablemente buenos. Lo que permite
proponer una metodoloǵıa sistemática y
mejoras para la operación del biodigestor
con otros materiales.
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la producción de biogás a partir de lacto-
suero. Xalapa, Veracruz: Universidad Ver-
acruzana.
[10] T. Ergder, U. T. (2001). Anaerobic Bio-
trasformation and methane generation po-
tential of cheese whey in batch and UASB
reactors. Waste Management 21, 643-650.
[11]. Walteros, G. A. (2007). Diseño y con-

strucción de un biodigestor aanaerobio de
lecho fijo para operación en continuo escala
piloto. Bucaramanga, Colombia: Universi-
dad Industrial de Santander.
[12] Michael B. Cutlip, Mordechai Shacham.
(2008). Problem Solving Chemical and Bio-
chemical Engineering with Polymath, Excel
and MATLAB, Prentice Hall.
[13] Ivan Simeonov, Sette Diop. (2010).
Stability Analysis f Some Nonlinear Anaer-
obic Digestion Models. Int. J. Bioautoma-
tion, 14(1), 37-48.
[14] Andrews, J. F. (1969). Dynamic Model
of the Anaerobic Digestion Process, J. Sanit.
Eng. Div., 95-116.

[15] Andres Donoso-Bravo, Johan Mailier

, Cristina Martin, Jorge Rodrguez, Cesar

Arturo Aceves-Lara, Alain Vande Wouwer.

Model selection, identification and valida-

tion in anaerobic digestion: A review. Wa-

ter Research, 2011, 45, 5347 -5364

26ISBN: 978-607-441-446-2
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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 producción 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
contaminación para evaluar su degradación por el proceso fenton tanto homogéneo como
heterogéneo. Utilizando un diseño experimental estad́ıstico 2∧3, se consideraron las sigui-
entes variables independientes: concentración de lignina (100 y 50 mg/L) , concentración
de peróxido (30 y 60 mM y pH (3, 4 y 5). Para el proceso fenton homogéneo la condición
favorable para la degradación de lignina fue usar una concentración de lignina de 100 mg,
30 mM de peróxido a pH 5 el porcentaje de degradación obtenido fue de 73%. Asimismo
para el proceso fenton heterogéneo fue la condición de 50 mg/L de lignina, 30 mM de
peróxido a pH 3 obteniendo un porcentaje de degradación de 57%.

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

diseño experimental

INTRODUCCIÓN

La lignina es un poĺımero de fenil-
propanoides responsable de impartir re-

sistencia a las estructuras de celulosa y
hemicelulosa que conforman la estructura
de maderas. La gran cantidad de lignina
se obtiene principalmente como subpro-
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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 oxidación avanzada han sido am-
pliamente utilizados para el tratamiento
de efluentes para la decoloración y elimi-
nación de compuestos recalcitrantes. En-
tre ellos se encuentra el proceso fen-
ton el cual consiste en la generación de
radicales hidroxilo a partir de peróxido
de hidrogeno utilizando como catalizador
al sistema hierro Fe2+/Fe3+[3]. El pro-
ceso fenton que presenta algunas venta-
jas respecto a otras técnicas de oxidación
avanzada como son la simple instalación
y operación a condiciones de presión y
temperatura ambiente. En consecuen-
cia ha sido considerado una alternativa
económica. Sin embargo también pre-
senta ciertas desventajas para su apli-
cación como la de incluir una etapa extra
de separación del metal fierro del medio
de reacción que al final se traduce en
costos aśı como que determinadas can-
tidades de fierro permanecen en solución
como nuevos contaminantes. Un método
alternativo para superar este problema es
el uso de catalizadores heterogéneos. En
los últimos años 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 múltiples es-
pacios llenos de cationes los cuales me-
diante el método de intercambio iónico
se puede impregnar con el metal hierro

[4]. Para este trabajo de investigación
se pretende utilizar el sistema fentonho-
mogéneo y heterogéneoesto el objetivo de
degradar la lignina. Estos procesos son
dependientes de múltiples factores como
son: la concentración de lignina, el pH,
concentración de peróxido de hidrógeno y
la concentración de hierro. Para su poder
inferir el efecto dichos factores se rea-
lizara un análisis estad́ıstico empleando
un diseño factorial 23 para cada fenton
donde se elegirán tres factores y con dos
niveles teniendo como variable respuesta
la degradación de la lignina.

METODOLOGÍA

Cinéticas de degradación fenton
homogéneo

Los factores y niveles del experimento se
muestran en la (Tabla 5.1). Con el diseño
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 reacción
de 250 mL en un equipo de propelas con
una velocidad de agitación 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
aĺıcuota de 1 mL cada 20 min, se cen-
trifugo a 2500 rpm durante 3 minutos.
Se leyó la absorbancia de lignina a 280
nm.

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

Nivel
Factor Alto Bajo
H2O2 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
degradación

Niveles de factores

N◦ H
2
O

2
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

Preparación 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 impregnaciión
con hierro se llevo a cabo colocando 25
gr de zeolita en una contacto con una
solución 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 degradación fenton
heterogéneo

Los factores y niveles del experimento se
muestran en la (Tabla 5.3). Con el diseño
experimental (Tabla 5.4) 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 reacción
de 250 mL en un equipo de propelas con
una velocidad de agitación 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 aĺıcuota de
1 mL cada 20 min, se centrifugo a 2500
rpm durante 3 minutos. Se leyó la ab-
sorbancia de lignina a 280 nm.

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

Nivel
Factor Alto Bajo
H2O2 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
degradación

Niveles de factores

N◦ H
2
O

2
pH Lignina

Experimentos (mM) (mg/L)

1 30 3 50
2 60 3 50
3 30 4 50
4 60 4 50
5 30 3 100
6 60 3 100
7 30 4 100
8 60 4 100

Análisis de datos

Los resultados obtenidos de las cinéticas
de degradación 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 DISCUSIÓN

Para el proceso homogéneo

La Figura 8.1 muestra los porcentajes de
degracion en un lapso de 4 horas. El por-
centaje de degradación mayor alcanzado
fue el tratamiento 7.

Figura 5.1: Se graficaron los porcentajes

de degradación de lignina.

Empleando el software de minitab se
realizó el análisis 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 concentración de peróxido, el pH, la
concentración de lignina y la interacción
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: Análisis de varianza del diseńo experimental 23 para la degradacion de
lignina.

Factor Suma de g. l. C. M. F Valor – p
cuadrados

A: H2O2 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 degradación 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: Análisis de varianza del diseńo experimental 23 para la degradacion de
lignina.

Factor Suma de g. l. C. M. F Valor – p
cuadrados

A: H2O2 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 4.91 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
degradación 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

proceso homofenton fue el tratamiento
7 con: 30 mM de peróxido, pH 5, lign-
ina 100 mg/L. Para el proceso heterofen-
ton fue el tratamiento 3 con: 30 mM de
peróxido, 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 18O PAR, and 19O 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 18O 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 hábitats 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 oxidación simultánea de sustratos orgánicos [2]. Las BSR juegan un papel muy
importante en el desarrollo de tecnoloǵıas de bio-remediación para el tratamiento de aguas
residuales, lo cual ha sido estudiado ampliamente durante las últimas décadas [3, 4]. En
esta investigación se aislaron 12 cepas del lago alcalino de Parangueo, localizado en Valle de
Santiago, Gto., México. Las cepas fueron identificadas y se encontró que éstas pertenecen
a la clase Deltaproteobacteria del filo Proteobacteria; 11 de los aislados pertenecen más
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espećıficamente al género Desulfonatronum, el cual tiene 7 especies descritas, la mayoŕıa
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 18O PAR
y 19O PAR forman un clúster 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: Tecnoloǵıa anaerobia, bacterias sulfato–reductoras, alcalófilos, biorre-

mediación

INTRODUCCIÓN

Normalmente, la vida en ambientes
anóxicos 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 oxidación de sus-
tratos orgánicos a la reducción de com-
puestos inorgánicos (diferentes al O2),
para conservar enerǵıa para crecimiento
anaerobio [5].
Los lagos alcalinos son hábitats 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 represión 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 litotróficos
Desulfonatronum, Desulfonatronovibrio
y Desulfonatronospira (hasta ahora son
los únicos géneros representativos de los
Desulfovibrionales obtenidos en cultivos
puros) y varias BSR utilizadoras de
AGV’s [1, 6].
El desarrollo de procesos biotecnológicos
utilizando BSR para la remoción de

sulfatos y metales, ha sido estudiado am-
pliamente, obteniéndose altas tasas de
sulfato reducción, 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-
cación de BSR de sitios con condiciones
de pH extremos resulta de particular in-
terés, sobre todo para el tratamiento de
efluentes ácidos de mineŕıa o corrientes
con altas concentraciones de sales.

OBJETIVO

Caracterizar fisiológicamente y evaluar la
producción de sulfuro de cepas de BSR
aisladas del lago alcalino del Rincón de
Parangueo en Valle de Santiago, Guana-
juato.

METODOLOGÍA

Identificación filogenética

La identificación filogenética se realizó
mediante la amplificación del gen ADNr
16S de los aislados, posteriormente la
secuenciación de los segmentos amplifi-
cados y su análisis y comparación con
secuencias depositadas en una base de
datos. La amplificación se realizó me-
diante la reacción 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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amplificación: una iniciación de 10 min-
utos a 94 ◦C, seguido por 35 ciclos con-
sistentes de una desnaturalización (45 s a
94 ◦C), alineamiento (45 s a 58 ◦C), ex-
tensión (1 min a 72 ◦C); y una extensión
final de 10 min a a 72 ◦C. Los fragmentos
amplificados fueron enviados a secuenciar
por el método Sanger. Para el análisis
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 más cercanas. Finalmente,
se llevó a cabo el alineamiento de las se-
cuencias de los aislados y de las especies
cercanas y la construcción del árbol filo-
genético con el programa MEGA versión
6.06.

Medio de cultivo

Una vez realizada la identificación de los
aislados, se utilizó el siguiente medio,
basado en el medio Desulfonatronum
813 de la DSMZ, el cual fue formulado
con: KH2PO4 (0.2 g/L), MgCl2·6H2O
(0.1 g/L), NH4Cl (0.25 g/L), Na2SO4

(4 g/L), KCl (0.2 g/L), NaCl (15g/L),
Na2CO3 (3.5 g/L), extracto de levadura
(0.2 g/L), solución de oligoelementos
de Widdel (1ml/L), solución de metales
traza (1ml/L), resarzurina 0.1% (1ml/L).
Se ajustó el pH del medio a 9 y se llevó
a ebullición para remover el ox́ıgeno dis-
uelto, se enfrió en nitrógeno gas, y se dis-
pensó en tubos Hungate con nitrógeno
gas, finalmente se esterilizó durante 20
min a 121 ◦C. Antes de inocular se agregó
solución de vitaminas V7 (100µl/5mL),
Na2S·9H2O y lactato hasta alcanzar una
concentración final de 0.4 g/L y 20 mM
respectivamente.

Determinación de sulfato

La determinación de sulfato y tiosulfato
se realizó por cromatograf́ıa iónica con el
cromatógrafo 761 Compact IC Metrohm
y el 838 Advanced Sample Processor, con
una solución de Na2CO3 3 mM como
eluyente y una solución de H2SO4 75 mM
como regenerante.

Determinación de sulfuro

Este análisis se llevó a cabo con el
método Cord-Ruwish (1985), el cual es
un método turbidimétrico basado en la
formación de CuS. Esto se realizó 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 CuSO4) y
se procedió a leer inmediatamente en un
espectrofotómetro UV-Visible Cary 50 a
480 nm.

Caracterización fisiológica

La determinación de los óptimos de crec-
imiento para temperatura, salinidad y
pH, se llevó acabo realizando cinéticas
con diferentes temperaturas, concentra-
ciones de NaCl y valores de pH respec-
tivamente. Para encontrar los óptimos
para cada parámetro se determinaron las
µ de crecimiento para cada valor estu-
diado, lo cual se obtuvo graficando el
tiempo contra el logaritmo natural de las
curvas de crecimiento (DO600nm) y deter-
minando la ecuación de la recta en la fase
de crecimiento exponencial, la pendiente
de la recta corresponde a la µ de crec-
imiento. Todas las pruebas se realizaron
por duplicado y 2 réplicas.
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Ensayos de dismutación

El ensayo de dismutación se llevó a
cabo como parte de la caracterización
de la cepa 18O PAR, ya que se ha re-
portado que varias especies del género
Desulfonatronum tienen esta capacidad
metabólica única de ciertas BSR. La dis-
mutación, que puede ser formalmente de-
scrita como una fermentación inorgánica,
consiste en la desprotonación del sul-
fito o tiosulfato [5]. Para esta prueba
el inóculo fue lavado por centrifugación
y resuspensión en medio libre de lac-
tato y sulfato, bajo condiciones de es-
terilidad y con nitrógeno. Las bacte-
rias lavadas, fueron inoculadas por dupli-
cado bajo las siguientes condiciones: con
tiosulfato/acetato; tiosulfato/CO2; 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
inóculo).

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Identificación filogenética

En la Figura 6.1 se muestra el árbol
filogenético de los aislados del lago de
Parangueo, todas las cepas de Parangueo
pertenecen a la clase Deltaproteobacteria
del filo Proteobacteria. La gran mayoŕıa
se encuentra dentro de la familia Desul-
fonatronaceae del orden de los desulfovib-
rionales, el cual cuenta con un único
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 18O PAR y 19O PAR for-
man un clúster interesante que podŕıan
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 más cercana
pertenece al género Desulfobotulus con
solamente 2 especies descritas. Este
clúster se encuentra relativamente lejos
de D. Sapovorans por lo cual también
podŕıa pertenecer a una nueva especie
dentro del género Desulfobotulus.

Caracterización fisiológica de la
cepa 18O PAR

El estudio de la eco-fisioloǵıa consiste en
determinar los extremos y óptimos de
crecimiento de una cepa (pH, temper-
atura y concentración de cloruro de so-
dio). La cepa 18O PAR fue seleccionada
para su caracterización y en su caso ser
propuesta como cepa tipo en caso de rep-
resentar una nueva especie. La com-
posición del medio utilizado para llevar
a cabo los estudios de caracterización se

basó en el medio de la DSMZ Desulfona-
tronum 813.
En la Figura 6.2 se muestran los perfiles
de crecimiento de la cepa 18O PAR, para
temperatura, salinidad y pH. La cepa
crece en un rango de temperatura de 10 a
45 ◦C, con un óptimo 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 óptimo de entre 1 y 5 g/L. Aunque
el gráfico da la impresión que la veloci-
dad de es muy parecida de 1 a 25, la fase
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Figura 6.1: Árbol filogenético 16S de los aislados de Parangueo.

exponencial comienza más rápido de 0 a
5 g/L (60 h), mientras que conforme au-
menta la concentración de sal, también
lo hace el tiempo de inicio de la fase ex-
ponencial. Sorokin et al. (2011) han re-
portado que es t́ıpico que las alcalófilas
de lagos de soda no requieran NaCl para
crecimiento y, por lo tanto deben ser de-
scritas como natronófilas más que como
halófilas.
Para las pruebas de pH se utilizó el
mismo medio, pero basándose en los re-
sultados de salinidad; se utilizó el medio

con una salinidad menor (5 g/L). El
medio se preparó sin buffer (Na2CO3)
con un pH de 6. El ajuste de pH se re-
alizó posterior a la esterilización con solu-
ciones estériles y anaerobias de NaHCO3

(10%) y Na2CO3 (8%). La cepa crece
en un rango de 7.5 a 9.3, con un óptimo
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 más cercanas,
dentro del género Desulfonatronum.

Ensayos de dismutación

En la Tabla 6.1, se muestran los re-
sultados de dismutación utilizando Tio-
sulfato/Acetato y Tiosulfato/CO2. Las

pruebas de dismutación realizadas bajo
las siguientes condiciones:

• Tiosulfato + Acetato: (+).
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Figura 6.2: Caracterización fisiológica de cepa 18O PAR.

• Tiosulfato + CO2: (++).

• Lactato + SO 2–
4 :(+++)

• Lactato: prácticamente ausencia
de crecimiento

• Sulfato: (–)

Entre paréntesis se muestra el crec-
imiento observado (nulo (–), poco (+),
medio (++), alto (+++). Aunque
aparentemente hubo más de crecimiento
con tiosulfato/ CO2 que con tio-
sulfato/acetato; solamente hubo dis-
mutación con acetato como fuente de car-
bono, ya que prácticamente todo el tio-
sulfato fue consumido para producción de
sulfato y sulfuro, no aśı con CO2. El buen
crecimiento observado en las condiciones
usuales de cultivo (lactato/sulfato), de-
mostró que el inóculo estaba en buenas
condiciones y soportó en estrés de lavado.

Por otro lado, la presencia de lactato y
sulfato se descartó al no observarse crec-
imiento.

Tabla 6.1: Dismutación de la cepa
18O PAR

Sulfato Tiosulfato Sulfuro
mM mM mM

Tiosulfato/ 7.7 0.3 3.6
Acetato
Tiosulfato 0.14 7.3 0.2
+CO2

Producción de sulfuro

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

Cepa Sulfato mM Tiosulfato mM Sulfuro
18O 2.4 18K 7.4
19O 3.6 12D 9.4
22N 10.1 12B 10.5
P1 1.0 2B 8.3
13F 11.0 9k-11 9.4
14O 8.0 17D 1.2
22N8 8.3 13I 11.5
4H11 9.9 11A-9 6.9

CONCLUSIONES

La identificación y construcción del árbol
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-
ización completa de estos aislados per-
mitirá confirmarlo. Por otro lado, la
aplicación 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.
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FUMAROLAS DEL VOLCÁN PARICUTÍN
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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 16S 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 realizó un estudio filogenético de las poblaciones bacterianas
que se desarrollan dentro de las fumarolas del volcán Paricut́ın. Utilizando la técnica del
T-RFLP se visualizaron los perfiles poblacionales del sitio. Para el estudio filogenético
se utilizó la secuenciación del fragmento del gen ADNr 16S. El estudio poblacional reveló
variación en cuanto a la diversidad y el tamaño relativo de las poblaciones del sistema del
volcán Paricut́ın. Se lograron aislar 4 cepas bacterianas anaeróbicas, pertenecientes a las
clases Clostridium y Bacilli. De acuerdo a la literatura, 2 de estas cepas (bacterias sulfato
reductoras) podŕıan tener una potencial aplicación biotecnológica para el tratamiento de
agua residual.

Palabras clave: Bioprospección, bacterias sulfato-reductoras (BSR), biomat, T-RFLP

(Polimorfismos de Longitud de Fragmentos de Restricción–Terminales)

INTRODUCCIÓN

Las bacterias y arqueas pueden habitar
virtualmente cualquier superficie de la
Tierra, incluyendo aquellas áreas en
donde el entorno es extremadamente hos-
til [1]. La habilidad de persistir en toda

la biosfera se debe, en parte a su inigual-
able versatibilidad metabólica y plasti-
cidad fenot́ıpica. Un elemento clave de
esa adaptabilidad en la habilidad de posi-
cionarse en un nicho en donde puedan
propagarse [2].
Los ambientes resultantes de la activi-
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dad volcánica son diversos, desde flujos
termales ácidos hasta hábitats basálticos
profundos en el océano. Estos ambientes
volcánicos se encuentran ampliamente
distribuidos sobre la Tierra y son de im-
portancia geomicrobiológica para enten-
der la diversidad y caracteŕısticas de la
vida microbiana que albergan. Éstos
pueden ser utilizados como modelos para
comprender más acerca de los patrones
generales en la diversidad y distribución
de los procariotas en el tiempo [3].
El volcán Paricut́ın se encuentra ubicado
en el Campo Volcánico de Michoacán-
Guanajuato (CVMG) y sobre la Franja
Volcánica Trans-Mexicana (FVTM). El
vulcanismo de la FVTM está relacionado
con la subducción de las placas de Cocos
y Rivera debajo de la fosa Mesoameri-
cana en México [4]. El volcán apareció
por primera vez el 20 de febrero de 1943
cerca del pueblo de San Juan Parangar-
icutiro, en el estado de Michoacán. La
actividad volcánica se extendió de 1943 a
1952. El campo de lava se desarrolló en
términos de 23 episodios eruptivos, con
una duración de varios meses. La ac-
tividad fumarólica ha continuado hasta
la actualidad [5].
Las bacterias sulfato reductoras (BSR)
son microorganismos anaeróbicos que se
extienden en ambientes anóxicos, donde
utilizan el sulfato como aceptor final de
electrones para la degradación de com-
puestos orgánicos, resultando en la pro-
ducción de sulfuro y tienen una partici-
pación 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-

cación biotecnológica de las poblaciones
de BSR consiste en la remoción de com-
puestos de azufre de las aguas y gases
residuales o la precipitación de metales
pesados en diferentes sistemas de biorre-
actores [6].
Con base en lo anterior, se reali-
zó un estudio filogenético de bacterias
anaeróbicas de las fumarolas del volcán
Paricut́ın.

METODOLOGÍA

Muestreo

La bisprospección se realizó sobre el sis-
tema del volcán Paricut́ın (19◦29’35”N
102◦15’04”O) situado en el estado de Mi-
choacán, México. Espećıficamente se se-
leccionaron 2 fumarolas del volcán Pari-
cut́ın (Tex: tapete externo; Tin: tapete
interno) y 2 fumarolas de su satélite
Sapichu (SI: sapichu uno; SII: sapichu
dos). El material biológico obtenido con-
sistió en tapete microbiano que se desa-
rrollaba al interior de las paredes de la
fumarola. La extracción se realizó uti-
lizando cucharas de metal estériles, ras-
pando la superficie de la roca. Su almace-
namiento y pre cultivo se realizó en viales
de vidrio estériles (∼30 mL, sellados con
tapones de Butil) utilizando medio de
cultivo espećıfico para BSR. Se desplazó
el O2 de los sistemas y se mantuvo una
condición anaeróbica inyectando gas N2.

Extracción de ADN total y análisis
poblacional por T-RFLP

Parte del tapete microbiano colectado se
utilizó para realizar la extracción de ADN
genómico utilizando el kit comercial Mo-
Bio Power Soil R© y siguiendo el proto-
colo que describe el fabricante. El mate-
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rial genético obtenido se utilizó para rea-
lizar el estudio de poblaciones mediante
la técnica del T-RFLP [7, 8]. Para esta
técnica se utilizaron los oligonucleótidos
8F y 1489R y las enzimas de restricción
AluI y HinfI. Los datos obtenidos fueron
tratados según las metodoloǵıas descritas
en Caretta y Brito (2011)[9].

Cultivo y aislamiento de
microorganismo anaeróbicos

Los medios de cultivo seleccionados
para el crecimiento de microorganismos
anaeróbicos 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 anaeróbicos. La
condición anaeróbica dentro de los sis-
temas y medios de cultivo se mantuvo
con la inyección de gas N2 semanalmente.

Extracción de ADN y
amplificación del gen ADNr 16S

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

tracción de ADN utilizando la técnica La
Porta CTAB [13]. A partir del mate-
rial genético obtenido se realizó la ampli-
ficación del fragmento del gen ADNr 16S
utilizando los oligonucleótidos 8F, 536F y
1513R. Los amplicones obtenidos fueron
enviados a la unidad de secuenciación
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/Egf7aY).

Análisis filogenético

Las secuencias consenso obtenidas fueron
sometidas a un BLAST utilizando el por-
tal en ĺınea 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 realizó
la construcción del árbol filogenético
a través del programa Mega 6 [14]
y utilizando los modelos evolutivos de
Junkes-Cantor (1969)[15] y Kimura-Ney
2 parámetros (2008)[8].

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Figura 7.1: Colecta de tapete microbiano so-
bre las fumarolas del volcán Paricut́ın. Las
caracteŕısticas 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: Análisis clúster del T-RFLP. De acuerdo con el T-RFLP, el tamaño
de las poblaciones de los sistemas SI y SII es relativamente pequeño, sin embargo
presentan mayor diversidad. Por el contrario, el tamaño de las poblaciones de los
sistemas Tin y Tex es relativamente grande, sin embargo su diversidad es menor. De
acuerdo al análisis clúster, 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 demás sistemas.

Tabla 7.1: Caracterización biológica y molecular de las cepas aisladas.

Identificación Molecular
Cepa* SA(a) MC(b) M Cel(c) TG(d) ER(e) SR(f) Sim. Cepa Ref.

VPTFN01 Par. MF Bacilo + ES NP 97% Clostridium
swelfunanium

VPTFN02 Par. MF Bacilo + ES NP 94% Clostridium
jejuense

VPTFN03 Par. MF Bacilo Variable ENS + 99% Dsulfotomaculum
guttoideum

VPTFN04 Par. MF Bacilo – ES + 99% Paenibacillus
azoredunces

∗ Código de laboratorio. VP: volcán Paricut́ın; T: tapete microbiano; F: medio Fude; N: nitrógeno.
a Sitio de aislamiento; Par. = Paricut́ın.
b Medio de cultivo; MF= Medio Fude.
c Morfoloǵıa celular.
d Tinción de Gram; (+) Gram positivo; (–) Gram negativo.
e Estructura de resistencia; ES= Espora; ENS=Endospora.
f Presencia de sulfato reducción; NP= no presenta; (+) Presenta.

44ISBN: 978-607-441-446-2
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Figura 7.3: Análisis filo-
genético. árbol filogenético
de las cepas bacterianas ais-
ladas. El árbol se construyó
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 ĺınea del NCBI. Des-
pués del alineamiento, las se-
cuencias fueron editadas y
se utilizaron 1,400 pb con
el método de parsimonia y
máxima verosimilitud (Boot-
strap de 1000 veces) y el mo-
delo de Kimura 2 parámetros
(2008).

CONCLUSIONES

Se logró el aislamiento de 4 cepas
anaeróbicas del sistema del volcán Pa-
ricut́ın, las cuales se agruparon den-
tro del filo Firmicutes. Tres de ellas
(VPTFN01, VPTFN02 y VPTFN03) se
agruparon dentro de la clase Clostridia,
mientras que la cepa VPTFN04 se agrupó
dentro de la clase Bacilli. Se pre-
tende continuar con estudios molecu-
lares, metabólicos y bioqúımicos que per-
mitan identificar las cepas que presen-
taron similitud baja con las cepas de
referencia. Aśı mismo se plantearan
nuevos experimentos que permitan detec-
tar los genes dsrAB en las cepas que pre-
sentaron sulfato-reducción para plantear
una posible aplicación biotecnológica en
el tratamiento de aguas residuales con
presencia de metales pesados.
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evolution of magma from Parcutin Volcano,
Mexico: the tephra record.Journal of Vol-
canology and Geothermal Research,197(1),
167-187.
[5] Urrutia-Fucugauchi, J., Alva-Valdivia, L.
M., Goguitchaichvili, A., Rivas, M. L., &
Morales, J. (2004). Palaeomagnetic, rock-
magnetic and microscopy studies of historic
lava flows from the Paricutin volcano, Me-
xico: implications for the deflection of pa-
leomagnetic directions.Geophysical Journal
International,156(3), 431-442.
[6] Muyzer, G., & Stams, A. J. (2008).
The ecology and biotechnology of sulphate-
reducing bacteria.Nature Reviews Microbio-
logy,6(6), 441-454.
[7] Liu, W. T., Marsh, T. L., Cheng, H.,
& Forney, L. J. (1997). Characterization of
microbial diversity by determining terminal
restriction fragment length polymorphisms
of genes encoding 16S rRNA.Applied and
Environmental Microbiology,63(11), 4516-
4522.
[8] Osborn, A. M., Moore, E. R., & Tim-
mis, K. N. (2000). An evaluation of ter-
minalrestriction fragment length polymor-
phism (TRFLP) analysis for the study of
microbial community structure and dyna-
mics.Environmental Microbiology,2(1), 39-
50.
[9] C. A. Caretta and E. M. S. Brito. In Sili-
co restriction for identifying microbial com-
munities in T-RFLP fingerptints. Journal
of Computational InterdisciplinarySciences,
2(2):123129, 2011.

[10] Brito, E. M., Pin-Castillo, H. A.,
Guyoneaud, R., Caretta, C. A., Gutirrez-
Corona, J. F., Duran, R., ... & Goi-
Urriza, M. (2013). Bacterial biodiversity
from anthropogenic extreme environments:
a hyper-alkaline and hyper-saline indus-
trial residue contaminated by chromium and
iron.Applied Microbiology and Biotechnolo-
gy,97(1), 369-378.
[11] Fude, L., Harris, B., Urrutia, M. M.,
& Beveridge, T. J. (1994). Reduction of
Cr (VI) by a consortium of sulfate-reducing
bacteria (SRB III).Applied and Environ-
mental Microbiology,60(5), 1525-1531. 11
[12] Hungate, R. E. (1969). A roll tube
method for cultivation of strict anaerobes.
Methods in microbiology, 3B, 117-132.
[13] CORTSPALOMEC, A. C., Mccauley,
R. A., & Oyama, K. (2008). Isolation,
characterization and crossamplification of
polymorphic microsatellite loci in Laelia
speciosa (Orchidaceae).Molecular ecology
resources,8(1), 135-138.
[14] Kumar, S., Nei, M., Dudley, J., &
Tamura, K. (2008). MEGA: a biologist-
centric software for evolutionary analysis
of DNA and protein sequences.Briefings in
bioinformatics,9(4), 299-306.
[15] Jukes, T. H., & Cantor, C. R. (1969).
Evolution of protein molecules.Mammalian
protein metabolism,3, 21-132.

[16] Souza et al., (2015). Sulfate reduction

in a hydrogen fed bioreactor operated at

haloalkaline conditions. Water Research 68,

67-76.

46ISBN: 978-607-441-446-2
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ABSTRACT

Rincón 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]. Rincón 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. Rincón 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 Rincón de Parangueo es un maar Cuarternario localizado en Valle de Santiago, Guana-
juato dentro del Campo Volcánico Michoacán-Guanajuato, en la parte central de la Faja
Volcánica Transmexicana (FVTM). El cráter lago Rincón de Parangueo es considerado
freatomagmático porque fue originado por una interacción explosiva entre el magma y el
agua subterranea. Se puede deducir por su geoloǵıa local que fue formado por la erupción
de seis volcanes. Este es el cráter lago más grande en la región volcánica FVTM [2, 3]. En
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las últimas décadas los cráteres lagos han presentado desecación causada por la sobreex-
plotación del acúıfero del Valle de Santiago- Salamanca. La qúımica del agua del lago cráter
del Rincón de Parangueo muestra una alta salinidad, formación de cristales de carbona-
tos/bicarbonatos y un pH elevado de 9 a 12 (durante la estación seca) [1]. Sin embargo, el
aislamiento geográfico y los parámetros f́ısicoqúımico, el cráter lago es clasificado como un
habitat extremo que permite el desarrollo de microorganismos especializados que toleran
el estrés osmótico. Estos hábitats extremos son de interés biotecnológico, la diversidad
microbiana y las caracteŕısticas fisiológicas que presentan [4]. En este proyecto se abordó
la biosprospección de microorganismos anaeróbicos del cráter lago Rincón de Parangueo,
especialmente el aislamiento de Bacterias Sulfato Reductoras (BSR). Además, se realizó la
caracterización qúımica (concentraciones de Zn, Fe, Cu y Mn) y microbiológica (biomasa
bacteriana y exopolisacáridos, 85.5% y 14.5% en peso, respectivamente). La biodiversidad
total fue analizada por NGS (MiSeq). Los aislados obtenidos fueron identificados (por la
secuenciación del gen 16S ADNr) a Tindallia californesis, Alkalibacterium psychrotolerans,
Ectothiorhodospira variabilis y Clostridium bifermentans
Palabras clave: Bioprospección, biotecnoloǵıa, BSR, SNG

INTRODUCCIÓN

El agua de los lagos de cráteres en
regiones subáridas y templado-áridas
muestra una combinación de salinidad
y pH elevados [1], lo cual hace que
estos cuerpos acuáticos sean clasifica-
dos como hábitats extremos, en donde
sólo pueden habitar microrganismos es-
pecializados llamados exremófilos [4]. De
acuerdo a las condiciones en un hábitat
extremo se tiene la posibilidad de en-
contrar microrganismos con una apli-
cación biotecnológica, por ejemplo, en
la transformación 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 ecológico para la
degradación de la materia orgánica. Es-
tos microorganismos normalmente son
organotróficos, con una gran plastici-
dad metabólica, o sea, pueden utilizar
variedad de compuestos orgánicos como
el piruvato, acetato, glicerol, lactato,
ácidos orgánicos, etc. Además, en condi-
ciones anaeróbicas, utilizan compuestos

de azufre como aceptores de electrones
(por ejemplo, el SO 2–

4 , S2O
2–

3 , S0, 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 ecoloǵıa microbiana es
poco explotada en México, aún menos de
los ambientes extremos, destacandose al-
gunos trabajos de Cuatrociénegas, lago
Achichica y el lago de Texcoco. El lago
cráter de Parangueo, también es un am-
biente extremo y carece de información
respecto de la biodiversidad microbiana
presente en el sitio. Una descripción adi-
cional, el interior del lago cráter Rincón
de Parangueo albergan estromatolitos, y
actualmente tiene riesgo de ser destruido
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por las actividades antropogénicas y a la
subsidencia del cráter [4]. Aśı, el objetivo
del presente trabajo fue realizar un estu-
dio de metagenómica del gen ADNr 16S
por medio de la secuenciación masiva (Il-
lumina MiSeq) para estudiar la biodiver-
sidad bacteriana de los sedimentos super-
ficiales de los lagos del cráter de Rincón
de Parangueo. Adicionalmente, se ais-
laron BSR de este sitio y se realizó un
estudio filogenético de estas cepas.

METODOLOGÍA

Colecta y caracterización de las
muestras

En septiembre de 2013 se colectaron
muestras de sedimento superficial y del
agua del lago cráter del Rincón 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
parámetros fisicoqúımicos (conductivi-
dad eléctrica, pH, temperatura, ox́ıgeno
disuelto y salinidad) con instrumentos de
campo. Para el análisis de los nutri-
entes [nitrógeno amoniacal (N-NH3), ni-
trato (N-NO3) y fosfatos (P-PO –

43 )] se
utilizó el kit comercial HACH R©. Los
metales se extrajeron por digestión ácida,
y se determinaron por espectrofotometŕıa
de absorción atómica de flama (Malm y
col, 1989). Se determinó la actividad mi-
crobiana activa a partir de determinación
de las enzimas esterasas (hidrólisis de di-
acetato de fluorescéına, FDA).

Aislamiento de las BSR

Se utilizó un medio mı́nimo mineral
anaeróbico enriquecido con agua del sitio
(filtrada y esterilizada a un proporción de
1:1), suplementada con FeSO4 y S

0 (acep-

tor de electrones), con lactato, piruvato,
glicerol y acetato, como fuentes de car-
bono. Se adicionó al medio resazurina
como indicador de oxidación-reducción.
Se mezcló la muestra de agua del lago
cráter del Rincón de Parangueo con el
medio de cultivo en proporción 1:1 y de
este medio de cultivo se le añadió al pre
cultivo; después de un pre-cultivo (15
d́ıas de incubación) fue utilizado como
inóculo preparando diluciones seriadas
con medio de cultivo, las cuales se apli-
caron en Roll- Tube para el aislamento
de las BSR anaeróbicas estrictas.

Extracción de DNA

Se extrajo DNA de las muestras de suelo
con el Kit comercial MoBio y de las
bacterias aisladas con el kit Wizard R©

Genomic DNA. Estos DNAs fueron uti-
lizados como templado para amplificar
el gen ADNr 16S por la Reacción en
Cadena de la Polimerasa (PCR), uti-
lizando los oligonucleótidos 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 amplificación se describen
en Rivera-Martinez et al, (2014)[7]. El
amplicón obtenido de los aislados se
envió a secuenciar en el LANGEBIO–
CINVESTAV, mientras que el DNA de
las muestras de suelo se envió al Labora-
torio de TANDEM (INRA, INP en Tou-
llouse, Francia) para la secuenciación ma-
siva del fragmento V3V4 del gen ADNr
16S.

Secuenciación masiva

El DNA total de las muestras de los se-
dimentos superficiales fue extráıdo con el
kit comercial PowerSoil MoBio R© Labo-
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ratories; este DNA se utilizó como tem-
plado para la amplificación por PCR del
gen ADNr 16S con los oligonucleótidos
8F y 1513R. Este, después de purificado,
fue utlizado como templado para am-
plificar la región V3V4 con los oligonu-
cleótidos 515F y 785R, éstos recibieron
sus adaptadores para ser secuenciados
en la plataforma Illumina MiSeq. Este
análisis se realizó en el Laboratorio de
TANDEM (INRA, INP Toulouse, Fran-
cia). Para el análisis de los datos
se utilizaron los sofware libres Fastqc
(http://goo.gl/6TUqD). Luego, se uti-
lizó un conjunto de ĺıneas de comando en
secuencia (pipeline) desarrollado por el
M. Pierre Bertin de la Université de Paris
Sul (comunicación personal del asesor).
Para procesar el análisis y el tratamiento
de estos datos, la primera etapa con-
siste en un análisis previo con el Userach
(Robert C. Edgar c© ). Se aplicó 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-
lizó un análisis filogenético comparando
(por BLAST) con los datos del NCBI
para encontrar un perfil de repartición de
la biodiversidad.

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

El cráter 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-
tración de metales varió entre no de-
tectable para el Zn, hasta 500 mg/g de
Fe (Rivera-Mart́ınez et al 2014[7]). El
Numero Mas Probable (NMP) de los
sedimentos superficiales fue de 2 x 103

cel.ml−1 y la actividad bacteriana de 9.5

x 103 µg de FDA hidrolizado min−1g−1

de muestra. Las muestras presentaron
um 86.5% en peso de humedad, 85.5%
en peso de biomasa celular y 14.4% de
exopolisacáridos. Con respecto a la con-
centración de los nutrientes se determinó
una concentración de 0.25 mg/L de N-
NH3 , 0.265 mg/L N-NO3 y 0.300 mg/L
de PO 3–

4 .Basado en estos datos se puede
concluir que el Lago de Parangueo es oli-
gotrófico. Posiblemente, la entrada de
nutrientes para este puede provenir desde
el deslave de las lluvias o por la actividad
antropogénica.
La secuenciación 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
(aún 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 últimas 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 taxónomica (OTU’s), obte-
niendo 353 OTUs.De estas mismas mues-
tras, se logró aislar 5 cepas bacterianas
anaeróbicas, las cuales, se identificaron
similares (Figura 8.1) a las especies Tin-
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 único grupo las poblaciones minori-
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tarias del <1% de abudancia relativa.
Se pudo observar que estos lagos presen-
tan pequeña diversidad total (6 clases en
el lago grande y 8 en el lago pequeño),
donde 5 de éstas son comunes a los dos la-

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

Figura 8.1: Diversidad bacteriana del lago grande (LG) y pequeño (LP) del cráter de

Rincón de Parangueo. Se realizó la secuenciación masiva de las muestras y después del

análisis se obtuvieron las distintas clases taxonómicas y su abundancia relativa. En la

parte superior se construyó 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 más 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%).

El primero de éstos, el filo Proteobac-
teria, está 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 metabólicas
(quimiolitotrofia, quimiorganotrofia y fo-
totrofia) y fisiológicas (aeróbicos, micro
aerofilos y aeróbicos facultativos). Den-
tro del filo se encuentran el género Ec-
tothiorhodospira, perteneciente al grupo
de bacterias púrpuras del azufre y a la
clase Gammaproteobacteria, las cuales
realizan la fotośıntesis 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 presentó una abundancia relativa
2.4% en LG y 3.1 % en LP. Desde un
punto de vista biotecnológico, esta cepa

es interesante ya que es similar a es-
pećımenes reconocidas por su capacidad
en la transformación 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
autotrófico (fijación de CO2).
El segundo grupo bacteriano más 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 fenot́ıpicamente diverso, donde
es común observar microorganismos ca-
paces de formar endosporas resistentes
al calor. Existen aerobios faculta-
tivos y anaerobios estrictos, algunos son
termófilos y/o halófilos. Más de ellos, son
quimioorganótrofos, unos pocos son foto-
heterótrofos.
La mayoŕıa de los microorganismos de la
clase Bacilli (separado por dos órdenes:
Bacillales y Lactobacillales) es gram po-
sitivo, pero hay algunos que son gram ne-
gativos.

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

na total de las muestras, con 52.3% en
LG y 9.5% en LP. Además, se aisló una
cepa (PSNZ02) relacionada a esta fa-
milia perteneciente al género Tindallia.
Respecto a éste, sus miembros son anae-
robios estrictos u organótrofos, son ca-
paces de degradar compuestos orgánicos
de bajo peso molecular, los cuales son
usados por los anaerobios secundarios
(metanógenos, sulfato reductores y ho-
moacetogénicos) en la cadena trófica
ecológica, motivo por lo cual son consi-
derados descomponedore primarios. Por
ejemplo, en la descomposición de la ma-
teria orgánica realizada por Tindallia ca-
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Figura 8.2: Árbol 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-

trucción del árbol con bootstrap de 1000 repeticiones, realizado con el modelo estad́ıstico

Máxima Verosimilitud y con el método Juker-Cantor.

lifornesis APO el principal producto fi-
nal es el acetato, seguido por la pro-
ducción del propianato, lactato y etanol.
Además, 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-
reducción [6].
Los otros dos aislados (PSNS01 y
PSNS05) 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 PSNA03
es relacionado al orden Clostridiales (LG
53.8%; LP 11.6%) similar al C. bifirmen-

tans. Como ejemplo de una aplicación in-
dustrial de la especie C. bifirmentans, es
su empleo en la producción de hidrógeno
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. Además, esta cepa, que fue
aislada en Japón [8], es una bacteria al-
calófila, anaerobia facultativa, gram posi-
tiva y es un psicrotolerante. Esta bacte-
ria mostró ser capaz de reducir el tinte
azul ı́ndigo (producido por una planta
ı́ndigo japonesa, Polygonum tinctorium
Lour). En el proceso, el tinte es fermen-
tado bajo condiciones alcalinas (pH>10)
y durante la oxidación del ı́ndigo se forma
un producto insoluble, que es convertido
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por estos microorganismos a una forma
reducida soluble.

CONCLUSIONES

Los lagos del cráter de Rincón 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 extremófilas alcalófilas 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: Ćıntora and La Joya; Ćıntora 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

4
, NO

3
and NH

3
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 MTB on both lakes.
Keywords: Environmental bioprospecting, Magnetotactic Bacteria, Magnetoaerotaxis,
Crater–Lake.

RESUMEN

El Cinturón Volcánico Transmexicano (CVTM) es un arco volcánico variado y complejo
que atraviesa el centro de México. Entre sus formaciones se encuentran los Lagos Cráter,
habiendo más de 30 en el Estado de Guanajuato entre ellos los que conforman Las Siete
Luminarias en el Valle de Santiago [7]. Estudiamos dos Lagos Cráter del CVTM: ćıntora
y la Joya, Ćıntora está ubicado en el valle de Santiago y es uno de los Lagos Cráter menos
estudiados, fuera de esta región está La Joya con la que Ćıntora comparte la caracteŕıstica
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 Cráter para obser-
var la presencia de Bacterias Magnetotácticas. Se midió pH, salinidad y temperatura y
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nutrientes in situ, y se tomaron muestras para la caracterización fisicoqúımica y micro-
biológica. Los parámetros fisicoqúımicos medidos fueron PO4, NO3 y NH3 mientras que
los microbiológicos fueron por conteo de Unidad Formadora de Colonias y Número Más
Probable. Para observación de las Bacterias Magnetotácticas (MTB) se aplicó 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 ĺıneas del campo geomagnético; una vez concentrados,
los microorganismos se observaron por microscoṕıa óptica comprobando aśı la presencia
de MTB en los lagos estudiados.

Palabras clave: Bioprospección ambiental, Bacterias Magnetotácticas, Magnetoaero-

taxia, Lagos–Cráter.

INTRODUCCIÓN

El Cinturón Volcánico Transmexicano
(CVTM) es un arco volcánico variado y
complejo cuyo sector central atraviesa el
Estado de Guanajuato. Entre sus varia-
das formaciones volcánicas se encuentran
los Lagos Cráter [7], que son lagos for-
mados en la caldera de un volcán. Entre
los lagos cráter destacan los denominados
Maar, que se formaron por una erupción
explosiva al entrar en contacto el magma
del volcán con el agua del manto freático
[2]. En el estado de Guanajuato exis-
ten más de 30 de estas formaciones [7],
siendo las más conocidas las que confor-
man las Siete Luminarias en el Valle de
Santiago; En este trabajo se estudiaron
dos Lagos Cráter: Ćıntora, que forma
parte de las Siete Luminarias y La Joya,
en Yuriria. Lago Ćıntora es uno de los
lagos menos estudiados biológica y fisi-
coqúımicamente. Ambos sitios son al-
calinos y salinos, por lo que se conside-
raŕıan con condiciones extremas [2]. Sus
diferencias radican en que Ćıntora es un
lago intermitente, cuya permanencia de-
pende prácticamente 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

lo que hay un alto impacto antropogénico
[3, 1]
Las Bacterias Magnetotácticas (MTB,
del inglés: Magnetotactic Bacteria)
son procariontes cosmopolitas acuáticas,
mesófilas que prefieren hábitats con pH
neutro, pero literatura reciente ha repor-
tado MTB en sitios extremos [5]. Su
caracteŕıstica principal es la presencia
de magnetosomas que son veśıculas for-
madas por una bicapa de fosfoĺıpidos que
envuelven un cristal intracelular de min-
eral de hierro magnético (Magnetita o
Greigita) de dominio único 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-
tración de hierro sino de la existencia
de una Zona de Interfase Óxica-Anóxica
(OAI del inglés: Oxic-Anoxic Interfase)
[5] generalmente localizada en la inter-
fase agua-sedimento, que es consistente
con el estilo de vida microaerof́ılico a
anaerobio de estas bacterias [8]. Para en-
contrar la OAI en una columna de agua
una bacteria no magnetotáctica tendŕıa
que “buscar” en las tres direcciones del
espacio, sin embargo, gracias a que, en
las bacterias magnetotácticas la célula
entera se comporta como un imán por
el alineamiento de los magnetosomas, la
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célula sólo tiene que nadar a lo largo de
las ĺıneas del campo magnético terrestre,
de esa manera reduce la búsqueda de la
zona OAI a una sola dimensión espacial,
este fenómeno 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, alejándose
de la superficie [4].
Las MTB posiblemente juegan un impor-
tante papel ecológico en muchos sedimen-
tos, como el ciclado biogeoqúımico de nu-
trientes, magnetización de los sedimen-
tos [8]. La magnetita de origen biológico
tiene varias aplicaciones por lo que se
ha estimulado su estudio, incluso botec-
nológico, por ejemplo, se propone que
sea utilizada como biomarcador ya que se
conserva mejor en los sedimentos a com-
paración de otros marcadores biológicos;
o como nanopart́ıcula magnética [6] sin
embargo su explotación 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-
lemático sobre todo por su estilo de vida.
Las MTB dependen de patrones com-
plejos de gradientes qúımicos verticales
y de óxido-reducción (redox), que son
dif́ıciles de mimetizar en condiciones de
laboratorio. Ya que no se conocen condi-
ciones de crecimiento o medios estricta-
mente selectivos para el cultivo de MTB,
la separación efectiva de las células mag-
netotácticas y de los contaminantes no
magnéticos es crucial para su aislamiento
[8]

OBJETIVO

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

METODOLOGÍA

Muestreo

Los muestreos se realizaron en dos La-
gos Cráter del Estado de Guanajuato, La
Joya (Coordenadas UTM 20.205635 N, -
101.129579 W) y Ćıntora (20.356447 N,
-101.213270 W). En Ćıntora en el d́ıa de
muestreo se observó la presencia de dos
lagunas, que fueron denominadas Laguna
Chica y Laguna Grande. Para ambos
sitios se midieron los mismos parámetros
fisicoqúımicos 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 caracterización fisicoqúımica y realizar
la caracterización microbiológica y la ob-
servación de MTB.
En un frasco estéril de vidrio y boca
ancha con capacidad de 1 L se colectó
sedimento, éste se tomó de una zona
con aproximadamente 20 cm de profun-
didad (a partir de la superficie del agua),
llenando el frasco a 3

4
con sedimento y

1
4
con agua del sitio para que posterior-

mente se formara la interface sedimento-
agua. Este frasco se destinó para las
pruebas con MTB. En el laboratorio se
envolvió en papel aluminio y se almacenó
a temperatura ambiente en oscuridad con
la tapadera sobrepuesta.
En un tubo FALCON R© estéril con ca-
pacidad de 50 mL se tomó muestra del
sedimento superficial y añadió agua del
sitio. Estos tubos se destinaron a pruebas
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microbiológicas por lo que todo el tiempo
se aseguró un ambiente de esterilidad lo-
grado con la flama de un soplete portátil
y el uso de guantes de látex. Aquél se en-
volvió con papel aluminio y se almacenó
a 4 ◦C.
Se colectó agua del sitio en botellas de
plástico 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 Ćıntora era poco profunda, sólo
se colectó agua de Laguna Grande.

Caracterización qúımica y
microbiológica

Se realizó el análisis de los nutrientes
Nitrógeno Amoniacal (NH4), Fósforo
(PO4) y Nitratos (NO3) con el kit comer-
cial HACH R© Color Cube Test, siguiendo
las instrucciones provéıdas por el kit y
la determinación se hizo por espectofo-
tometŕıa. Las pruebas microbiológicas
que se realizaron fueron Unidad For-
madora de Colonias (UFC) en placa y
Número Más Probable (NMP). Estas
pruebas son para el cultivo de bacterias
mesófilas aerobias y no revelan la presen-
cia de MTB pero śı 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 contaminación.

Aislamiento, observación 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 imán de neodimio durante 30
minutos. Transcurrido el tiempo, se re-

cuperó 1 mL de la interfase expuesta al
campo magnético y se transfirió a un mi-
crotubo Eppendorf R© de 1 600 µL; una
vez formada la interfase, ésta también
fue expuesta al polo norte de otro imán
de neodimio durante 20 minutos; después
de ese lapso, se recuperaron aproximada-
mente 700 µL de la interfase expuesta
al campo magnético. La muestra recu-
perada se colocó en un capilar sellado y
con un tapón de algodón para simular
la condición óxica-anóxica; el capilar se
colocó dentro de un electroimán 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 µL de
muestra. Una gota se utilizó para ob-
servar la magnetotaxia en un microsco-
pio óptico de campo claro y el resto se
utilizó como inóculo bajo condiciones de
microaerofilia.
Para el cultivo de las MTB, se preparó
un Medio Mı́nimo Mineral (MMS) adi-
cionado con los minerales del agua del
sitio. Para que éste quedara semisólido,
se agregaron 2.75 mL de agar previa-
mente lavado y 23.25 mL de agua del sitio
en dilución 1:1 (el agua fue filtrada y es-
terilizada tres veces antes de su empleo),
en el caso de Ćıntora. Para las mues-
tras de La Joya se prepararon dos cul-
tivos, uno de estos con el agua del sitio a
una dilución 1:1 enriquecido con Fe2SO4

y otro medio adicionando Fe2SO4 y ex-
tracto de levadura como fuente de car-
bono. Se inoculó la muestra recuperada
del capilar y se hicieron diluciones de este
hasta 10−3. Los tubos se envolvieron en
papel aluminio y se dejaron a temperatu-
ra ambiente en oscuridad.
La magnetotaxia se observó en la gota
recuperada en un portaobjetos con mi-
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croscopio óptico de campo claro, con un
aumento de 1,000X exponiendo la mues-
tra al polo norte de un imán de neodimio
cambiándolo repetidamente de posición

para observar la migración de las MTB.

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Tabla 9.1: Caracterización fisicoqúımica y microbiológica

Ćıntora 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

NH4 (mg/L) 1 14.5

PO4 (mg/L) 5.75 12.5

NO3 (mg/L) 0.25 2.75

UFC1 (Cel/mL) 3×106 7.5×105 1×107

NMP2 (Cel/mL) 3.4×103 3.4×103 3.4×103

hola, hola

1 Unidad Formadora de Colonia
2 Número Más Probable

Los tres sitios presentan altos niveles de
pH (mayor de 8.5), considerando a los mi-
croorganismos que ah́ı habitan como al-
calófilos. 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 Ćıntora resultó ser baja (menor
a 3.5), clasificándolo como un lago no
salino, Tabla 9.1.
De los medios utilizados para el ais-
lamiento de las muestras de Ćıntora,
no en todos se logró una consistencia
semisólida, o sea en estos no se formó una
marcada OAI que favorezca el cultivo de
las MTB. Todos los medios de la muestra
de La Joya quedaron Semisólidos y śı se
formó una marcada OAI. Por otro lado,
como se utilizó el agua del sitio, la com-

posición qúımica de ésta pudo interferir
de modo significante en la composición
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 proporción más precisa.
Durante el tiempo de incubación (30
d́ıas) en ningún medio se observó el cre-
cimiento de colonias, pero este resultado
estaba previsto, puesto que el cultivo de
bacterias extremófilas es dif́ıcil, ya que
éstas necesitan de mucho tiempo para
que su crecimiento sea observado puesto
que tienen requerimientos fisiológicos
muy espećıficos, aún desconocidos. Sin
embargo, en las muestras de sedimento
se observó la Magnetotaxia de las MTB
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bajo el microscopio óptico, por lo que
se considera posible y factible que se
pueda aislar estos microorganismos de
los lagos estudiados con las condiciones
metodológicas que empleadas en este tra-

bajo.
En la Figura 9.1 se observa el cambio de
movimiento que presenta una MTB al ser
expuesta a un campo magnético.

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

Se logró la observación de MTB con mi-
croscopio óptico en las muestras de los la-
gos seleccionados como área de estudios.
Ambos lagos se pueden considerar como
sitios extremos respecto a su alcalinidad.
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Estado de Guanajuato (IEE).
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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

2
O

3
) or greigite (Fe

2
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: Rincón de
Parangueo and San Nicolás de Parangueo. The sediment samples were collected of these
lakes for the observation and isolation of MTB, 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 MTB on the crater-lake
of Guanajuato state.

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

RESUMEN

Las bacterias magnetotácticas (MTB) son un grupo de microorganismos Gram negativas
que habitan ambientes acuáticos con condiciones microaeróbicas, 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 podŕıa ser de magnetita (Fe2O3) o greigita (Fe2S) [11]. En Valle de
Santiago, Guanajuato hay un complejo de lagos-cráteres con el potencial de ser un hábitat
id́ılico para MTB. El principal objetivo de este trabajo fue verificar la presencia de MTB
en dos de estos lagos: Rincón de Parangueo y San Nicolás de Parangueo. Las muestras de
sedimentos fueron recolectados de estos lagos para la observación y el aislamiento de MTB,
al par se midieron las caracteŕısticas f́ısico-qúımicas, microbiológicas y qúımicas. Después
de la observación de la conducta magnetotática, que fue grabado en v́ıdeo-microscoṕıa,
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las muestras se inocularon en medio semisólido para el futuro aislamiento de MTB. Éste
es el primer trabajo de observación de MTB en el lago-cráter del estado de Guanajuato.

Palabras clave: Biotecnoloǵıa, Bioprospección Ambiental, bacterias magnetotácticas,

comportamiento magnetotático.

INTRODUCCIÓN

Las bacterias magnetotácticas son un
grupo de microorganismos Gram nega-
tivos que habitan ambientes acuáticos
poco profundos, sobre todo hipersalinos
y alcalófilos en condiciones de microaero-
filia [4,1]; además son capaces de orien-
tarse y migrar a lo largo de las ĺıneas
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 lipoprotéıca que con-
tienen un mineral magnético, ya sea
magnetita (óxido de hierro, Fe3O4) o
greigita (sulfuro de hierro, Fe3S4) [4,11].
Las bacterias magnetotácticas consti-
tuyen un grupo heterogéneo de procar-
iotas pertenecientes al reino Bacteria,
con morfoloǵıas muy diferentes, pudiendo
presentarse como cocos, bacilos, vibrios o
espirilos [4]. Además son un interesante
grupo, puesto que su ecofisioloǵıa las em-
parenta con las bacterias que pudieron
vivir en los ambientes microóxicos del
Arqueano antiguo en la Tierra (entre
3900 y 3500 millones de años) [11]; éstos
organismos se han encontrado en ele-
vada densidad poblacional en la zona
de transición óxico-anóxica de marismas,
agua salobres, pantanos, ciénagas, es-
tanques de oxidación de aguas resid-
uales y en aguas termales [4]. Las
propiedades magnéticas de la magnetita
bacteriana, hacen que éste mineral sea

usado en múltiples aplicaciones biotec-
nológicas, que van desde la fabricación
de discos duros y la elaboración de
nuevos materiales para ingenieŕıa [10,4];
en biomedicina, para el transporte de
fármacos a través del torrente sangúıneo
y en las estrategias hipertérmicas contra
el cáncer [3,8]; hasta agente de contraste
en resonancia magnética nuclear, o como
un geomarcador, para intentar demostrar
la presencia de una antigua vida mi-
croscópica en Marte [13,9]. Sin embargo
en la actualidad esta alternativa biológica
para la producción 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-cráter con
potencial de ser hábitat idóneo para estas
bacterias. Por lo tanto, el principal obje-
tivo de este trabajo fue verificar la pres-
encia de bacterias magnetotácticas en
dos de estos lagos: Rincón de Parangueo
y San Nicolás de Parangueo.

METODOLOGÍA

Los lagos cráter seleccionados para el
estudio, se encuentran ubicados en la
porción sur del estado de Guanajuato,
muy cerca de su colindancia con el Es-
tado de Michoacán. El primero, Rincón
de Parangueo con un pH básico y una el-
evada concentración de sales, principal-
mente: carbonato y bicarbonato de so-
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dio (NaHCO3 y Na2CO3), cloruro de so-
dio (NaCl) y sulfato de sodio (Na2SO4),
se encuentra a 20◦25’ N – 101◦15’ W y
1700 m s.n.m. Y el segundo, San Nicolás
de Parangueo con un pH casi neutro y
una concentración 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 Magnetotácticas presentes en los
cráteres volcánicos, se llevó a cabo una
visita a los sitios de muestreo para reg-
istrar sus caracteŕısticas f́ısico-qúımicas,
además de recuperar sedimento y agua.
En el cráter Rincón 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 portátil, guantes de látex y
espátulas de acero para mantener un am-
biente estéril durante el muestreo. En
cada una de las lagunas, el sedimento re-
cuperado se guardó 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 microbioloǵıa.
Mediante el uso de botas de hule y un
azadón se obtuvo sedimento de la in-
terfase óxico-anóxica (aproximadamente
a 30 cm de profundidad) y se guardó
en un frasco de cristal con capacidad
de 1 Lt con tapa de rosca y boca an-
cha. Además, 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 elaboración de los medios de cultivo
y pruebas bioqúımicas. Al terminar las
actividades en campo, en el laborato-

rio se llevó a cabo la preparación y re-
frigeración de las muestras: Los fras-
cos de penicilina se lacraron (a los fras-
cos destinados a cultivos de bacterias
anaerobias se les extrajo el ox́ıgeno me-
diante la inyección de nitrógeno). To-
das las muestras destinadas a las pruebas
microbiológicas de Número más 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 Bioprospección de bacterias magne-
totácticas, 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 cartón
a temperatura ambiente para posterior-
mente realizar con ellos la bioprospección
de bacterias magnetotácticas.
Por otro lado, el agua recuperada en las
botellas de cuello alto fue sometida a
varias filtraciones: La primer filtración
es mediante el uso de filtros para café, la
segunda es mediante papel filtro y, final-
mente el ĺıquido resultante se hace pasa
por filtros Millipore de 0.45 µm.
Para intentar aislar y observar bacte-
rias magnetotácticas se utilizó el proced-
imiento propuesto por el Dr. Ulysses
Garcia Casado Lins de la Universi-
dad Federal de Rio de Janeiro, y la
metodoloǵıa detallada en el Volumen 2
del libro: “The Prokaryotes. Ecophysiol-
ogy and Biochemistry” [2]. Se marcaron
los polos Norte y Sur de los imanes de
neodimio mediante el uso de una brújula.
En la interfase oxico-anoxica generada en
el frasco de la muestra colectada se colocó
el imán con el polo norte por 30min.
Transcurrido el tiempo, en un ambiente
esteril, se recuperó una alicuota de 1
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mL, la cual fue transferida a un tubo
eppendorf R©, se le colocó nuevamente el
polo norte de un imán de neodimio, esta
vez por 20 min. Transcurrido el tiempo,
con una jeringa para insulina se recuper-
aron aproximadamente 700 µL de la in-
terfase donde estaba el imán. En cam-
pana de flujo laminar se preparó un capi-
lar que consistió en una pipeta Pasteur
cortada (aproximadamente a 7mm antes
del comienzo de la parte angosta), con
la punta sellada al fuego y con un tapón
de algodón estéril. Con la jeringa de in-
sulina y con una aguja lumbar de 0.40 ×

119mm, se inyectó en el fondo del capilar
la muestra recuperada, cuidando de no
dejar burbujas de aire dentro. El capi-
lar con la muestra, se colocó dentro de
un electro imán con la parte más an-
gosta apuntando al polo norte durante
10min. El electroimán 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 rompió
con las manos la punta del capilar (de-
jando aproximadamente 2cm de punta).
Con una jeringa nueva de 1mL se re-
cuperó la muestra de la punta que es-
tuvo orientada hacia el polo norte. En
un cubre objetos se colocó una pequeña
gota de muestra junto con una gota de
agua estéril del sitio para su posterior
observación en microscopio optico. (El
comportamiento magnetotáctico se reg-
istró con video-microscopia). El resto de
la muestra recuperada del capilar sirvió
de inóculo para un medio semisólido,
del cual posteriormente se hacieron dilu-
ciones para el aislamiento de las mismas.
Para la Bioprospección de bacterias mag-
netotácticas se prepararó un medio de
cultivo que contenga: 27.25 mL de Agua

del Sitio filtrada y estéril + 2.75 mL de
Agar Bacteriano + 30 µL de cada com-
puesto del Medio Mı́nimo del Sitio + 30
µL Fe2SO4 1M.

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Ambos lagos son cuerpos de agua olig-
otróficos, San Nicolás resultó ser un lago-
cráter de pH neutro, a diferencia de éste
las dos lagunas de Rincón de Parangueo
son un ambiente de pH básico y halófilo,
con muy bajas concentraciones de fosfato
y bacterias entéricas que se desarrollan
mejor en medios sólidos que ĺıquidos, tal
como se muestra en la Tabla 10.1.

Con respecto a las bacterias magne-
totácticas, se logró observarlas aśı como
registrar su comportamiento magnético
mediante video-microscopia. Se logró
generar la interfase óxico-anóxica de
los medios semisólidos para Rincón de
Parangueo (Figura 10.1); sin embargo
para San Nicolás 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 caracteŕısticas f́ısico-qúımicas o por
necesitar una concentración distinta de
agarosa, además no se pudo observar la
formación de colonias debido al corto
tiempo de incubación de 50 d́ıas. Por
otro lado, logrando encontrar las condi-
ciones idoneas del medio es posible la ob-
tención de bactterias magnetotácticas de
estos lagos puesto que Lefèvre 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 Nicolás Rincón de Parangueo Rincón de Parangueo
L.C.1 L.G.2

Temperatura 32.0 C – 35.0 C 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
NMP3 (ĺıquido) 106 células/ml 102 células/ml 102 células/ml
UFC4 (sólido) 106 células/ml 104 células/ml 104 células/ml

1 L. C. – Laguna Chica
2 L. G. – Laguna Grande
3 NMP – Número Más Probable
4 UFC – Unidad Formadora de Colonias

Figura 10.1: Fotograf́ıas de algunos de
los medios semi–sólidos realizados, donde
el color rosa de las muestras de Rincón de
Parangueo indica la parte óxica del medio
y la sección verde corresponde a la parte
anóxica. En las muestras de San Nicolás se
observa que el medio es casi traslucido y la
fase óxico–anóxica se encuentra indefinida.

magnetotácticas 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

de las condiciones de cultivo; aśı como
enocntrarón que la cepa magneto-ovoide
MO-1 creció en la zona de transición-
óxica anóxica en un medio mı́nimo [6,7].

CONCLUSIONES

Se realizó trabajo de campo, obte-
niendo muestras para estudiar las bac-
terias magnetotácticas. Se caracteri-
zaron, qúımica y microbiológicamente las
muestras colectadas. Se logró regis-
trar en video-microscoṕıa el movimiento
de bacterias magnetotácticas influenci-
adas por el campo magnético de imanes
de neodimio, tales bacterias fueron
empleadas como inóculos para medios
semisólidos, esperando su exitoso ais-
lamiento. Debido al corto tiempo de in-
cubación de 50 d́ıas, no se pudo observar
la formación 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 señalan la impor-
tancia de estudiar el comportamiento de las NPs óxido 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 óxido de zinc
(ZnONP). Las NPs son de uso comercial (ID-nano), las cuales fueron caracterizadas en
CIMAV Observando que estas son heterogéneas con tamaño promedio de 63.5±6 nm, (en-
tre 26 y 116 nm), donde el análisis de MET, RX e IR sugirieron un elevado grado de pureza
(detectando únicamente 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−1. Se observó un aumento en el número de células
a la concentración de 500 mg·L−1, seguida de reducción drástica de ellas, y finalmente
muerte celular. Además, se observó modificaciones en la superficie celular (por micro-
scopia electrónica de barrido, MEB por sus siglas en ingles). A concentraciones de 3000
mg·L−1 no se observó crecimiento celular, siendo esta considerada la concentración máxima
inhibitoria para las condiciones utilizadas, mientras la concentración de 2000 mg·L−1 se
tomó como la concentración mı́nima inhibitoria (CMI). Las cepas expuestas a 2000 mg·L−1

de ZnONPs fueron observados con MEB verificando que el daño causado por las NPs fue
principalmente por interacción con la pared celular, produciendo cambios en la morfoloǵıa
celular hasta la ruptura y lisis bacteriana. Probablemente estos efectos fueron debido a
la interacción de iones de Zn, ya que únicamente 0,75% de las ZnONPs se encontraba
en la fase dispersa. Como perspectiva se debe verificar si bajo estas condiciones ocurre
la generación de especies reactivas de ox́ıgeno para elucidar más puntualmente el posible
mecanismo de daño que estas NPs pueden estar causando a estos microorganismos.

Palabras clave: Nanotecnoloǵıa, medio ambiente, ZnONPs, bateŕıas, TEM, MET.
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INTRODUCCIÓN

Un nanomaterial es un material con por
lo menos una dimensión menor que 100
nm. Hoy en d́ıa, las nanopart́ıculas
(NPs) son un área de intensa inves-
tigación cient́ıfica, debido a una am-
plia variedad de aplicaciones poten-
ciales en los campos de biomédicos,
ópticos, y electrónicos. Dependiendo
de su composición se pueden clasificar
en carbonosas, metálicas, cerámicas y
poliméricas. Las NPs metálicas ex-
hiben unas excelentes propiedades f́ısicas,
qúımicas y biológicas, que son intŕınsecas
a su tamaño [2]
El uso de NPs se ha incrementado en
gran medida en los últimos años. La
proyección prevista para la producción de
nanomateriales artificiales está llegando
a más 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 relación 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 podŕıan interferir en las funciones vi-
tales de los seres vivos. Adicionalmente,
la bioacumulación 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 nanopart́ıculas
de zinc (ZnONP) giran en torno al per-
feccionamiento de materiales existentes
y a la innovación de nuevos materi-
ales. Estas están siendo utilizadas

para la fabricación de neumáticos de
alto rendimiento; para la fabricación
de telas con propiedades antimanchas o
antiarrugas; en cosméticos, fármacos y
nuevos tratamientos terapéuticos; filtros-
membranas de agua nanoestructurados;
mejora de procesos productivos mediante
la introducción de materiales más re-
sistentes o eficientes; nuevos materiales
para usos que van desde la electrónica, la
aeronáutica y toda la industria del trans-
porte.
Aunque el efecto ambiental de algunos
nanomateriales como los nanotubos de
carbono, metales, óxidos metálicos, y
NP cero-valente han sido bien estudi-
ados [7], la información sobre su in-
teracción y daños en las comunidades
bacterianas autóctonas es todav́ıa es-
casa. Comunidades microbianas del suelo
están involucrados en varios ciclos bio-
geoqúımicos como el carbono, nitrógeno,
azufre, fósforo y otros [7,8]. Por lo
tanto, incluso un poco de perturbación
en la estructura y composición de las co-
munidades microbianas pueden inducir
modificaciones en el medio ambiente cir-
cundante y viceversa. La protección de la
biomasa microbiana del suelo y de la di-
versidad de estos microorganismos es uno
de los principales retos para los próximos
años. 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 información sobre cómo
las NPs podŕıan afectar las comunidades
bacterianas con el fin de mitigar su im-
pacto ambiental.
La Royal Society suscrib́ıa en 2004 que
“la evidencia sugiere que por lo menos
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algunas NPs manufacturadas serán más
tóxicas por unidad de masa que aquellas
de la misma naturaleza pero de mayor
dimensión”. Esta toxicidad está rela-
cionada con el área superficial y la reac-
tividad qúımica de estas part́ıculas. Tal
reactividad qúımica es la más 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 podŕıan ser
ideales para el transporte a larga distan-
cia de materiales tóxicos.
El principal objetivo de este trabajo fue
evaluar la toxicidad de ZnONP en bacte-
rias nativas de un suelo agŕıcola. Los mi-
croorganismos utilizados en estas prue-
bas fueron aislados de un suelo nogalero.

METODOLOGÍA

Sitio de muestreo y aislamiento de
microrganismos

Se recogieron muestras de suelo de un
terreno agŕıcola de Pecan en la Cd. de
Delicias, Edo. de Chihuahua, México, en
julio de 2012. La caracterización de ese
suelo [11] se realizó en el Depto. de Cien-
cias Agrotecnológico de la Universidad de
Chihuahua (FACIATEC). Estos fueron
utilizados como inóculo para el ais-
lamiento de bacterias de suelo con difer-
entes medios de cultivos (LB, YPS). Ini-
cialmente se sembraron en medio sólido,
se recuperando las cepas con morfoloǵıa
de colonia distintas. Después, de varias
etapas de aislamiento, estas fueron recu-
peradas en medio LB ĺıquido. Los cul-
tivos que presentaban células con difer-
entes morfoloǵıas microscopicas se uso
la técnica de microcultivos en placas de

Elisa en medio LB. Una vez confirmado
que se trataban de cultivos auxenicos, es-
tas se sembraron en medio sólido para su
caracterización (morfoloǵıa macroscópica
y microscópica), y en medio ĺıquido para
la obtención de biomasa bacteriana para
los estudios de toxicidad de ZnONP y de
su caracterización filogenética. Estos ais-
lados se conservaron en glicerol (70%) a
–20 ◦C.

Caracterización de ZnONPs

Las ZnONPs fueron adquiridas de
la empresa Investigación y Desar-
rollo de Nanomateriales (ID’NANO)
(http://www.id-nano.com.mx) y fueron
caracterizadas en el Centro de In-
vestigación en Materiales Avanzados
(CIMAV, Chihuahua). El tamaño y mor-
foloǵıa de las ZnO NPs se verifico medi-
ante microscoṕıa electrónica de trans-
misión (MET), mientras que por medio
de rayos X y espectrometŕıa de infra-rojo
(IR) se verifico la pureza qúımica.

Preparación de solución stock de
ZnONPs

Se pesaron 0.8 g de ZnONPs, dis-
olviéndolo en 40ml de agua desionizada
estéril y sonicandolas aproximadamente
10min, obteniendo una concentración de
20,000 mg·L−1. Esta se preparaba en el
momento de utilizarla.

Toxicidad de ZnONPs en los
aislados

El efecto bactericida de ZnONPs se
analizó 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 tomó 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−1 de ZnO NP, y el control sin ex-
posición 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 agitación constante (200 rpm). Fi-
nalmente se observaron las muestras en
microscopia óptica. Con los resultados
obtenidos se pudo determinar la concen-
tración mı́nima y máxima 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−1 En las
cepas donde se encontró un efecto tóxico
fueron analizadas por MEB.

Preparación de la muestra
biológica para MEB

Las muestraspara observar al MEBini-
cialmente fueron centrifugadas (3000 rpm
durante 10 min.) hasta obtener una
pastilla observable, después se resus-
pendió la pastilla en glutaraldeh́ıdo al
3%, y se dejó en reposo entre 2 a 4 h
a 4 ◦C. Después del tiempo de fijación,
se centrifugó a (3000 rpm durante 10
min.) una segunda vez, se eliminó el so-
brenadante y se resuspendió 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 (diámetro 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 imágenes

fueron generadas mediante el uso del
microscopio Jeol JSM 7401F. Para el
análisis elemental se utilizaron rayos X
de enerǵıa dispersiva (EDX, Oxford Inca
Penta FETX3) acoplado a SEM [9].

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Caracterización de ZnONPs

El tamaño 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 realizó 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 ineqúıvoco para la iden-
tificación de una molécula y nos permitió
identificar las sustancias presentes ya que
cada compuesto tiene un espectro, com-
parándolo con otros espectros ya analiza-
dos (Figura 11.2).

Figura 11.1: Caracterización de
ZnONPs: (A) Micrograf́ıa MET (B)
Espectro EDX que indica la composición.
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Figura 11.2: Espectros de rayos X (A) y (B) IR que indican la composición.

Aislamiento de Cepas bacterianas

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

Figura 11.3: Aislados observados en el
microscopio óptico de campo claro (au-
mento 1000×).

Comportamiento de las ZnONPs
en los aislados

Después de una evaluación previa re-
specto a su tasa de crecimiento (Figura
11.4), se seleccionaron los aislados con
crecimiento más acelerados (H4, H5,
H13, H17, H18, H20, H23, H25, H26
y H31) para evaluar la toxicidad de
ZnONPs. Se observó un aumento en el
número de células a 500 mg·L−1. Sin
embargo, a concentraciones superiores se
observó reducción drástica del número de
células, además de presentar morfoloǵıa
celular modificada, como por ejemplo,
células más alargadas alongadas o más
pequeñas. A concentraciones de 3000
mg·L−1 no se observó crecimiento celular,
siendo esta considerada la concentración
máxima inhibitoria para las condiciones
utilizadas, y tomamos la concentración
de 2000 mg·L−1 como la concentración
mı́nima inhibitoria (CMI).
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Figura 11.4: Observación de aislados (H13) con exposición a ZnONPs en el micro-
scopio óptico de campo claro (aumento 1000×); (A) control; (B) 50 mg·L−1; (C)
100 mg·L−1; (D) 500 mg·L−1; (E) 1000 mg·L−1; (F) 2000 mg·L−1.

Exposición 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 daño
causado por la NP era principalmente
por la ruptura y lisis celular, además de

cambio de la morfoloǵıa celular (Figura
11.5). Adicionalmente, al hacerles el
análisis de EDX (la dispersión de enerǵıa
de rayos X) sobre la célula (Figura 11.6)
se detectó la presencia de Zn y de O, su-
giriendo que el daño fuera resultado de la
presencia de ZnONP.

Figura 11.5: La microscoṕıa electrónica 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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Figura 11.6: Micrograf́ıa del aislado H3
expuesto a ZnONPs (2000 mg·L−1) con
el análisis elemental.

CONCLUSIONES

Varios estudios de cultivos puros han
mostrado que la interacción bacteri-
ana con NPs puede producir citotoxi-
cidad en diferentes partes de la celula
[11]. Mostramos aqúı que ZnONPs son
tóxicas para las bacterias del suelo na-
tivo. Aparentemente, la interacción de
las ZnONPs con componentes de la pared
celular a concentraciones de 2000 mg·L−1

está modificando la morfoloǵıa celular.
Basado en dados de la literatura, se
puede considerar que la citotoxicidad
de esta NP contra las cepas estudiadas
podŕıa atribuirse a reacciones de óxido-
reducción y a la generación de especies
reactivas. Sin embargo, es necesario
realizar más pruebas para probar esta
hipótesis.
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 podŕıa explicar el aumento
de crecimiento celular a 500 mg·L−1 de

ZnONP. Se determinó 2000 mg·L−1 como
la CMI para el ZnONP, bajo las condi-
ciones trabajadas. A esta concentración
los daños fueron sobretodo cambios en la
morfoloǵıa celular, reducción drástica del
número de células, lisis y muerte celular.
Para confirmar que el daño observado
es únicamente causado por NP de ZnO
es necesario realizar dichas pruebas con
sales de ZnO, mientras que un análisis
de TEM puede confirmar la entrada del
ZnONP en la célula o si este se limita
a una interacción a nivel de la superficie
celular.
Estos resultados señalan que las cepas
silvestres, pueden ser afectadoas por
nanocontaminantes. Por lo tanto, es fun-
damental intensificar los estudios sobre el
daño 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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and I. Esteve, “Selection of bioindicators to
detect lead pollution in Ebro delta micro-
bial mats, using high-resolution microscopic
techniques,” Aquatic Toxicology, vol. 104,
no. 1-2, pp. 135144, 2011. View at Pub-
lisher · View at Google Scholar · View at
Scopus
[10] C.-N. Lok, C.-M. Ho, R. Chen et al.,
“Proteomic analysis of the mode of antibac-
terial action of silver nanoparticles,” Jour-
nal of Proteome Research, vol. 5, no. 4, pp.
916924, 2006. View at Publisher · View at
Google Scholar · View at Scopus

[11] S. I Concha-Guerrero, E. M. S Brito,
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e-mail: 1
�

∗

yutzil10ug@gmail.com, 1
�

∗∗

emsbrito@gmail.com

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−1, 1000 mg·L−1 and 3000 mg·L−1). 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−1 and 3000 mg·L−1 there
is complete inhibition of cell growth, however in 500 mg·L−1 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−1 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 nanopart́ıcula por definición 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 nanotecnoloǵıa. En este trabajo se evaluó la toxicidad de las
Nanopart́ıculas de Óxido 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 electrónica de transmisión (TEM) y Análisis de Difracción de Rayos X
(XRD). El tamaño promedio resultante fue de 63.47 ± 6.3 nm formando aglomerados y
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el XRD mostró una alta cristalinidad el material. La interacción NPs-levadura se realizó
usando diferentes concentraciones (500mg·L−1, 1,000 mg·L−1 y 3,000 mg·L−1). La toxici-
dad fue evaluada usando microscopia electrónica de barrido (SEM) y observando cambios
de morfoloǵıa, reproducción celular y daño directo al microorganismo, además se realizó
una espectroscopia de enerǵıa dispersiva de rayos X (EDX) para detectar la presencia del
ZnO en la célula. Las micrograf́ıas mostraron que a 1,000 mg·L−1 y 3,000 mg·L−1 hay
una completa inhibición del crecimiento celular, sin embargo a 500 mg·L−1 se presenta
un favorecimiento en el crecimiento y un aumento en lo que se infiere una secreción de
exopolisacáridos en comparación con el control. El EDX mostró 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 concentración de 500 mg·L−1 desempeñan
un papel de estimulador de crecimiento además de comportarse como un bioadsorbente al
quedar atrapadas las NPs en la pared celular. Esto nos hace concluir que la liberación de
estas en el medio ambiente podŕıa resultar poco tóxica para organismos eucariotes.

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

INTRODUCCIÓN

Una nanopart́ıcula es un material con
al menos dos de sus dimensiones de en-
tre 1 y 100 nm [6]. El hombre y
el medio ambiente siempre han estado
expuestos a NP, ya que éstas se pro-
ducen de forma natural durante las erup-
ciones volcánicas, incendios forestales,
etc. Sin embargo, en la actualidad
la exposición a NPs ha aumentado sig-
nificativamente debido a fuentes antro-
pogénicas, y seguirá aumentando con el
incremento de su implementación en pro-
ductos de uso común ya que poseen un
gran número de aplicaciones industriales,
incluyendo electrónica, óptica, textil, aśı
como también en dispositivos médicos,
biosensores y en remediación medioam-
biental [4] .
Los materiales con rango de tamaño
nanométrico poseen propiedades f́ısico-
qúımicas que difieren substancial-
mente del mismo material en escala
macrométrica, y a su vez, les permite
mejorar su conductividad, aumentar su
sensibilidad y reactividad óptica, por
mencionar solo algunas caracteŕısticas

[5]. Además a menor tamaño de las NPs
aumenta la relación area-volumen y al
interactuar con los sistemas biológicos y
los micro ambientes puede producir toxi-
cidad.
Las nanopart́ıculas de Óxido de Zinc
(ZnONP) son unas de las más utilizadas
a nivel industrial. Se utilizan en mu-
chos productos cosméticos, médicos y
en art́ıculos de tocador, gracias a sus
propiedades antibacterianas y desodor-
antes. Además tiene la propiedad de ab-
sorber la luz ultravioleta (UV) y por esto
es apto para su uso en lociones de pro-
tección solar [5].
Como consecuencia de la utilización de
productos que contienen NPs, parte de
estas tienen un destino final en las aguas
residuales que son llevadas a las plan-
tas de tratamiento. Estos nanomateriales
tienen una afección 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

78ISBN: 978-607-441-446-2
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en el agua residual. Otros por el con-
trario como Cañizares-Villanueva (2000),
demostraron que algunos microorganis-
mos presentes en las aguas residuales ac-
tuan como adsorbentes de metales pesa-
dos aśı que son utilizados en biorreme-
diación de aguas [3]. Debido a la es-
casa información existente es necesario
realizar mayores estudios sobre la bio-
diversidad presente en las plantas de
tratamiento antes y después de la inte-
racción con nanopart́ıculas para poder es-
tablecer normas de regulación de desecho
de NPs en el medio ambiente, además de
evaluar el daño producido sobre las co-
munidades microbianas.

METODOLOGÍA

Origen de la muestra

Para la realización de este trabajo se
utilizó 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 preinóculo añadido de biomasa ex-
tráıda de la Planta de Tratamiento de
Aguas Residuales (PTAR) de la ciudad
de Guanajuato. Este se encuentra ubi-
cado en el Laboratorio de Ingenieŕıa Am-
biental de la Universidad de Guanajua-
to. Se decidió tomar la muestra en el
rector piloto porque los microorganismos
presentes en este son representativos de
una PTAR, además de que este reactor
cuenta con el medio que se trabajó en el
experimento que es el ARS.

Aislamiento de microorganismos

El aislamiento se llevó a cabo median-
te técnicas dependientes de cultivo usan-

do dilución seriada en medio ARS (1.9
g/L Dextrosa, 0.344 g/L NH4Cl, 0.0715
g/L K2HPO4, 0.0705 g/L NaCl, 0.0449
g/L MgSO4, 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 dilución a placa petri con ARS agar
(20 gr/L agar bacteriológico) y seleccio-
nando las colonias que presentaron mor-
foloǵıa y coloración distinta mediante el
método tradicional de aislado en placa
de Petri (por estriación). Después de
esto pasamos a medio ĺıquido ARS para
comprobar el aislamiento con una obser-
vación en microscópio óptico. Para eli-
minar las levaduras de las cepas bacte-
rianas se hizo un choque térmico donde
la temperatura mı́nima fue de -80◦C y la
máxima de 80◦C. El ARS se utilizó para
aislamiento general y bacteriano, y para
un aislamiento espećıfico utilizamos YPD
suplementado con ampicilina (1g/L) para
la obtención de las levaduras. El in-
cubación de cada resiembra fue llevada
a cabo a temperatura ambiente, en pre-
sencia de luz y con una duración de 24
hrs.

Caracterización de ZnOPs

Las NPs empleadas para este estudio
se adquirieron en la empresa ID-nano.
Se realizó una suspensión de ZnO NPs
en etanol, sonicadas por 15 minutos
y puestas sobre una gradilla metálica
para determinar el tamaño y la mor-
foloǵıa. Este análisis se realizó me-
diante Microscopia Electrónica de Trans-
misión JEM-2200FS. La cristalinidad de
las nanopart́ıculas se analizó mediante un
XRD y el difractograma fue analizado
usando el software Match.
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Evaluación de citotoxicidad

Cada una de las cepas se inoculó en
medio ĺıquido 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 preparó una dispersión
stock de 20,000 mg·L−1 de ZnO NPs.
La dispersión de NPs se realizó en agua
tridestilada estéril y sonicadas por 15
min antes de su uso. La exposición se
hizo en medio ĺıquido teniendo un volu-
men total de 6 mL (nARS, 1 mL LB, 1
mL preinóculo) con diferentes concentra-
ciones de NPs (500 mg·L−1, 1,000 mg·L−1

y 3,000 mg·L−1). La interacción se llevo
a cabo durante 24 hrs a 37◦C y con una
agitación de 200 rpm. Se utilizaron como
controles las cepas sin exposición a NPs.

Preparación de muestras biológicas
para análisis por SEM

La toxicidad de la cepa de levadura iden-
tificada como Y16B fue analizada usando
Microscopia Electrónica de Barrido. De
cada una las muestras expuestas a NPs se
obtuvo una submuestra la cual fue fijada
usando glutaraldeh́ıdo (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 diámetro de poro 0.22um,
fijadas y deshidratadas incrementando
sucesivamente la concentración de etanol
(30-100%). Todas las muestras fueron
colocadas en soportes de metal y se reali-
zó un baño de oro (Denton Vacuum Desk
II). Finalmente se utilizó el microscopio
Jeol JSM 7401F para generar las micro-
graf́ıas. El detector EDX (Oxford Inca
PentaFETX3) acoplado al microscopio
electrónico de barrido fue utilizado para
realizar el análisis elemental de detección

del Zn en la célula.

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Utilizando los 2 medios espećıficos ARS
para bacterias y YPD suplementado con
ampicilina para levadura se trató 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 morfoloǵıa
macroscópica diferente. De las cuáles
ninguna a sido identificada por métodos
moleculares. Para la evaluación de la
citotoxicidad a ZnO NPs se usó sola-
mente la cepa de levadura identificada
con nomenclatura propia como Y16B,
siendo la única que fue comprobado su
aislamiento. Además, se tuvo una pre-
via desición de probar la eficiencia del
proceso de evaluación 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 función
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 flóculos, a la clarificación del agua,
a la eliminación de patógenos y también
son usados como indicadores tóxicos y de
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DBO (Demanda Biológica de Ox́ıgeno),
entre otras funciones [6] .
En la caracterización de ZnO NPs las mi-
crograf́ıas obtenidas por TEM mostraron
que las NPs utilizadas no tienen un
tamaño ni una forma uniforme. El
tamaño se encontró que está entre un
rango de 30 a 100 nm formando aglo-
merados (Figura 12.1 A y B). Está des-
crito por Amelia, C. H. (2014) [2] que
la formación de aglomerados es común

cuando se trata de experimentación uti-
lizando medios ĺıquidos. El uso de ZnO
NPs a nivel comercial se tiene que vaŕıa
en un rango de 15 a 70 nm [5] . La com-
posición de la fase cristalina de las NPs
se confirmó por el análisis XRD y este
mostró una difracción que tuvo una gran
similitud con una difracción patrón con
la que fue comparada, ya que solo se en-
contró la presencia de Zn y O en el es-
pectro (Figura 12.2).

A) B)

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

Durante la evaluación citotóxica pudi-
mos apreciar que hubo una precipitación
de las nanopart́ıculas en el medio acu-
oso dado que las ZnO NPs tienden
aglomerar y precipitar en medios ĺıquidos
[2], lo que disminuyó el contacto NP-
microorganismos. La confirmación 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-

ble interacción del Zn con los compo-
nentes de la membrana celular. El
daño se evaluó con diferentes concentra-
ciones de NPs obteniéndose que a 1,000
y 3,000 mg·L−1 hay una inhibición del
crecimiento, que se adjudica a que como
lo menciona Cañizares-Villanueva (2000)
que las levaduras actuan como un bioad-
sorbente por medio de la membrana
celu-
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Figura 12.2: Análisis de difracción de Rayos X.

lar, en este caso puede que haya ocu-
rrido una saturación del metal en esta
capa de la levadura. Sin embargo, a 500
mg·L−1, de acuerdo a las micrograf́ıas
obtenidas por el estudio de SEM se ob-
serva que aun hay reproducción celular
y una excretación mayor de lo que se in-
fiere una capa de exopolisacáridos, 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-
creción se debe también a un mecanismo
de protección o a una respuesta al estrés,
condiciones de cultivo, edad y a modi-
ficaciones genéticas. La variación de la
composición de los exopolisacáridos de-
pende de la situación en que se encuen-
tre la cepa y además esta variación se ve
envuelta en la resistencia de la célula a

la ruptura mecánica o enzimática y a la
acción de los antibióticos [1].
De la no inhibición del crecimiento y
el aumento de éste en comparación con
el control se puede decir que hay una
relación directa con el Zn donde esta ac-
tuando como un cofactor de crecimiento
[3]. El resultado arrojado por el EDX
nos mostró que en la pared celular de la
levadura si existe una presencia de Zn,
por lo que se puede decir que hay una
relación donde las NPs estan quedando
atrapadas en ésta como es descrito por
Aguilar Uscanga, B. (2005) que la pared
celular tiene una función de protección
para la célula de los ataques enzimáticos,
proporcionando principalmente estruc-
tura y forma a la célula teniendo un com-
portamiento igual al de un filtro [1].
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A) B)

Figura 12.3: Micrograf́ıa 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 exposición a ZnO
NPs. La Figura 12.4 A y B muestra el
daño ocasionado por una concentración
de 500 mg·L−1 de ZnO NPs. En la mi-
crograf́ıa 12.4 A también se observa un
incremento en la secreción de lo que se

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

A) B)

Figura 12.4: Micrograf́ıa de la cepa Y16B expuesta a una concentración de
500mg·L−1 de ZnO NPs.

En la Figura 12.5 se muestra el espec-
tro correspondiente al análisis elemental

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 concentración de 500mg·L−1 de
ZnO NPs.

CONCLUSIONES

Como resultado de la caracterización de
las ZnO NPs el XRD arrojó un resul-
tado de una alta cristalinidad y cuando
se comparó con un difractograma patron
del ZnO se observó 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 tamaño variaba
de entre un rango de 30 a 100 nm.
De la evaluación de la toxicidad de
las ZnO NPs a diferentes concentra-
ciones (500 mg·L−1, 1,000 mg·L−1 y 3,000
mg·L−1) sobre la cepa de levadura, se
obtuvo que a 500 mg·L−1 hubo un po-
tencionamiento del crecimiento celular,
notificando eso con la presencia de un
número mayor de células a esta concen-
tración en comparación con las que se en-
contraban en el control, también fue ob-
servada una secreción mayor de lo que
se infiere una capa de exopolisacáridos,
que es producida de manera natural por
las células de levadura. Por otro lado,
el EDX detectó la presencia de Zn en
la pared celular del microorganismo, lo

que nos dice que si hay una interacción
directa con el microorganismo y que las
células están actuando como un biadsor-
bente como ya ha sido reportado en otras
investigaciones.
A concentraciones mayores como lo es
1,000 mg·L−1 y 3,000 mg·L−1 existe una
inhibición del crecimiento por lo que
podemos decir que hubo un efecto fungi-
cida y que posiblemente se deba a una
saturación de Zn en las paredes de la
levadura.
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[3] Cañizares-Villanueva, R. O. (2000).
Biosorción de metales pesados mediante el
uso de biomasa microbiana.Revista Lati-
noamericana De Microbiologia 42(3), 131-
143.
[4] Gutierrez-Praena, D. et al (2009).
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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 investigación fué evaluar la factibilidad del empleo
del politereftalato de etileno (PET) en la elaboración de materiales de construcción al ser
incorporado al concreto hidráulico. El PET es un residuo generado en abundancia por la
industria alimentaria, siendo empleado como materia prima de tamaño de part́ıcula malla
9.5 mm, junto con el cemento de la marca Holcim Apasco. El PET se incorporó en un
10% en peso y se evaluó la resistencia a la compresión en ciĺındros de 30 cm de altura por
15 cm de diámetro, 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 observó que es factible el uso de PET en bruto
como sustituto del concreto teniendo en cuenta que las propiedades mecánicas obtenidas,
cumplen con los ĺımites de la ACI 211.11 [1].

Palabras clave: PET reciclado, concreto, mortero.

INTRODUCCIÓN

Muchos de los materiales que uti-
lizamos y desechamos cotidianamente
son plásticos, los cuales, pertenecen a una
categoŕıa de materiales más amplia, que

son los poĺımeros, quienes se caracteri-
zan por ser moléculas muy grandes y se
forman por la unión qúımica de muchas
moléculas pequeñas (monómeros). Las
propiedades f́ısicas y qúımicas de los
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poĺımeros son completamente diferentes
a las de los monómeros que los formaron
originalmente [2].
Un plástico (poĺımero) de uso muy difun-
dido como es el PET, es utilizado para la
fabricación de botellas para gaseosas, de-
bido a que se le considera no reactivo y
no tóxico, por lo que se utiliza habitual-
mente para envasar bebidas y alimentos.
Este plástico tiene el nombre técnico de
poli(etilentereftalato), comúnmente se le
conoce como poliéster (como el utilizado
en forma de fibra textil) o por sus siglas
PET. Aśı 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
está formada de muchos eslabones. A pe-
sar de ser considerado no tóxico, poten-
cialmente representa un peligro si no es
desechado de manera adecuada. Además
de ocupar espacio en los rellenos muni-
cipales, si es incinerado puede producir
sustancias sumamente tóxicas, como por
ejemplo, dioxinas.
Hoy en d́ıa muchos plásticos son recicla-
dos f́ısicamente, 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 aplicación. Este proceso es rela-
tivamente sencillo, pero no puede apli-
carse a todos los plásticos ni realizarse
numerosas veces, los plásticos reciclados
son de menor calidad que el material
nuevo (material virgen). Cada vez que
el material es reciclado sufre un pro-
ceso de degradación que disminuye sus
propiedades. Además, el reciclaje f́ısico
requiere que el material se encuentre li-
bre de impurezas y contaminación, no
sólo de sustancias tóxicas o peligrosas,
sino también de otros plásticos o mate-

riales. Este es uno de los inconvenientes
más grandes para lograr un buen reciclaje
f́ısico, la separación de los materiales.
Como una alternativa al reciclaje f́ısico
se puede realizar el reciclaje qúımico, el
cual, a diferencia del primero, implica
cambios en la estructura qúımica del ma-
terial. El reciclaje qúımico, al basarse
en una reacción qúımica espećıfica, no
necesita los complicados pasos de purifi-
cación que son indispensables para el re-
ciclaje f́ısico. Además, permite utilizar al
desecho plástico como fuente de materia
prima, no sólo para producir nuevamente
el material original (como material vir-
gen), sino producir otros materiales con
diferentes caracteŕısticas.
Debido a su amplio uso existe un cre-
ciente interés por aprovechar los dese-
chos de PET. Una alternativa es reciclar
qúımicamente este plástico desechado
para fabricar un material con apli-
cación en el campo de la construcción.
En resumen, la idea es descomponer
qúımicamente 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 sólo a dos), Esta nueva cadena
se llama poliéster insaturado. Esta nueva
caracteŕıstica de las cadenas hace que to-
das las cadenas puedan unirse formando
una especie de red tridimensional (este
proceso de unión 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 poĺımero (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 5 veces más fuertes, mucho más re-
sistentes a la absorción de humedad y
presentan mayor capacidad de absorción
de enerǵıa de impacto. Además, puede
dársele propiedades según las necesidades
de cada aplicación. En el presente tra-
bajo se elabor concreto con PET reci-
clado y se midio sus propiedades mecani-
cas.

METODOLOGÍA

El cemento debe colocarse con la can-
tidad mı́nima de agua de mezclado
compatible con su manejo adecuado,
ya que ello tenderá 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 más seca (menor revenimiento)
que pueda colocarse efectivamente hasta
obtener una mezcla homogénea, con el
tamaño máximo de agregado disponible
económicamente y compatible con su
colocación 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 serán
impuestas [4].
El método ACI 211.11 fue empleado para
determinar la dosis de las materias pri-

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/cm2,
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 DISCUSIÓN

La Tabla 13.1 muestra los resultados de
las muestras patrón y del concreto con
PET.
De esa misma tabla, se puede observar
que la presencia de PET incrementa la
resistencia a compresión simple del con-
creto y que ambos resultados son mayores
a la resistencia de proyecto. Además,
hubo pequeños errores en las arenas y
gravas, ya que algunas partes de los
depósitos estaban húmedas 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 hab́ıa de más, es por eso que hubo
una variación en los cilindros de PET,
mismo que hab́ıa 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 teńıa que lavar, entonces hubo
variaciones de agua.
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Tabla 13.1: Resultados de las propiedades mecánicas de las muestras

No. Prueba Patrón Patrón Patrón PET 1 PET2 PET 3
1 2 3

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

REFERENCIAS

[1] Eichhorn, S.J. 2003 ). Composites Sci-
ence and Technology. 63 :1225-1230 .

[2] Halpi, J.C., Tasai, S.W. 1976. Enviorn-
mental factors in composite materials de-
sign. Air Force Material Laboratory Tech-
nical Report. AFML-TR-67-42.
[3] Saad Felix, M.A., Mayor Gonzalez Orus
Asso. Materiales de Construccion Tomo I y
II Serie Schaum. 4 edicion. 1997.

[4] American Society for Testing and Mate-

rials. 2000. Annual Book of ASTM Stan-

dards. Section Four. Construction. Volume

04.03. Roads and paving material; vehicle-

pavement systems.

90ISBN: 978-607-441-446-2



14. PAPERCRATE
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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 enfocó en un desarrollo factible para cubrir los requisitos mı́nimos
para algunos campos de la sociedad contemplando la idea de generar nuevos materiales
a partir de los ya existentes cuidado una sobre explotación de nuestro entorno, es decir
darle un uso a aquello que ya cumplió su vida útil, emplearlo y mejorarlo para una calidad
mejor en el material; aunque con un enfoque exploratorio, en este estudio se contempló la
idea de que solo determinar las caracteŕısticas de la solución 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 aplicación del mismo. En el presente trabajo se elaboraron bloques de paper-
crate y en combinación con el Dióxido de Titanio, con aplicación a mortero y aplanado,
cuyos resultados preliminares, sugieren su implementacion como material de construccion
alternativo.

Palabras clave: Papercrate, mortero, aplanados

INTRODUCCIÓN

La sustentabilidad es uno de los temas
de importancia de la cultura de nuestro
tiempo y plantea las soluciones a dile-

mas a los que nos enfrentamos. El prob-
lema de la sustentabilidad del desarrollo
nos remite a aquélla contradicción entre
necesidades humanas, las capacidades del
mundo natural en el cual coexistimos, el
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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-
mográfico y la capacidad tecnológica de-
sarrollada por el hombre ha tenido efecto
en el consumo de los recursos naturales.
La sobreexplotación de estos recursos ha
tenido consecuencia desastrosas, ejemplo
de ello, son las reservas forestales del
mediterráneo, aniquiladas por los feni-
cios que utilizaban grandes cantidades de
madera para la construcción de naves.
En nuestro páıs una hipótesis dice que el
esplendor de la civilización maya decayó
al rebasarse los ĺımites sustentables de la
selva que manteńıa a la población [2].
Actualmente, el papercrete se há uti-
lizado en la construcción de pequeños
proyectos constructivos como casas y
pequeños edificios comerciales, es impor-
tante señalar, que no debe emplearse
como muro de carga, sin embargo, su
fuerza en la estructura del modelo ha sido
probado, además de que, hay poca evi-
dencia de su durabilidad a largo plazo [3].
En el presente proyecto de investigación
se realizó el reciclado del papel, el cual,
se mezcló con arena, cemento y óxido de
titanio, para ser empleado como material
no estructural.

METODOLOGÍA

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 cm, de-
pendiendo de la cantidad de mortero a
elaborar.

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 cartón 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 desintegración
del papel, cuidando que el proceso sea
uniforme, hasta obtener la consistencia
similar al de una pulpa y facilite su ma-
nipulación.
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 dióxido de titanio
sobre la mezcla y se agita hasta lograr la
uniformidad del material.
Una recomendación muy simple para
saber si la preparación 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 conservará
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 preparación 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 DISCUSIÓN

Los bloques que se hab́ıan empleado
como pruebas piloto, los que no con-
teńıan el Dióxido de Titanio, fueron los
que presentaban más 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, pequeños
rastros de moho negro y manchas color
verdoso son las caracteŕısticas princi-

pales que presentaban los bloques lo que
aparentemente se podŕıa tomar como
algo relevante para la conclusión del
proyecto (Figura 14.1). En los bloques
a los cuales se les agreg el Dióxido de Ti-
tanio presentaban una casi nula presen-
cia de moho, en solo uno se apreciaba que
comenzaba con la aparición, 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 óxido de titanio.

Figura 14.2: Bloques de papercrate con óxido de titanio.

93ISBN: 978-607-441-446-2
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Los bloques que se emplearon teńıan un
aspecto como el de un block, sin em-
bargo, los resultado que arrojaron fueron
un poco inesperados, ya que dentro del
proceso de elaboración y determinación
de los métodos para la elaboración 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 análisis 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 planteó 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 implementación 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 construcción sustentable,
pues, como ya se sabe a pesar de que
no es para diseño estructural, recibe muy
bien la edificación de una pequeña casa
habitación. El resultado que nos arrojó
la adición del dióxido de titanio fue muy
bueno, pues las propiedades limpiantes y

sépticas que posee esta sustancia; si bien
no elimina al 100% el moho ni el óxido
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 realización hubo
incertidumbre respecto a ciertos materi-
ales, usos y posible manipulación de los
mismo, lo cual puede repercutir en los re-
sultados, ya sea en la elaboración, en la
supervisión o simple y sencillamente al
momento de la observación, 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-ITS-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 tóxicas cuando se extraen metales en la industria minera, es utilizar pro-
cesos que involucran actividad microbiana para acelerar las reacciones de la disolución
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 biolixiviación de plata a partir de relaves mineros
con un alto contenido de manganeso, se logró aislar en el medio mı́nimo 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
identificación se realizó mediante secuenciación del segmento ITS-1-ITS-2 de la región del
genoma codificante del RNA ribosómico

Palabras clave: Biotecnoloǵıa, relaves mineros, biolixiviación, hongos, bacterias.
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INTRODUCCIÓN

La contaminación de suelos por activi-
dad minera en México se genera durante
el ineficiente proceso de beneficio del oro
y la plata. Realizado comúnmente por
amalgamación con mercurio y por cia-
nuración. En ninguno de los dos ca-
sos es posible la recuperación total de
los compuestos y/o elementos adiciona-
dos, por lo que es común encontrarlos
en los residuos del proceso (relaves) en
forma soluble [1]. Otra problemática es
la caracteŕıstica recalcitrante del mineral,
lo cual ocasiona que el método de re-
cuperación a través de cianuración sea
poco óptimo [2]. Debido a esto, la indus-
tria minera está en constante búsqueda
de métodos menos contaminantes y de
bajo costo para la extracción de metales,
ya que se ha observado que los métodos
convencionales generan altos costos en lo
económico y ambiental. En las últimas
décadas, la biolixiviación se ha consid-
erado una tecnoloǵıa metalúrgica verde
con caracteŕısticas de menor costo de op-
eración, menor inversión en infraestruc-
tura y mayor recuperación. Dicho pro-
ceso consiste en la extracción de metales
contenidos en diferentes tipos de min-
erales por la acción de ciertos microor-
ganismos [3]. Este proceso surge como
alternativa de los procesos qúımicos ha-
bituales, sobre todo, para ser aplicado en
minerales de baja ley o en los desechos
resultantes de la extracción 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-

tenido de manganeso y plata y que a
su vez pueden participar como agentes
biolixiviantes para la recuperación de
plata.

METODOLOGÍA

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

Caracterización parcial

La plata detectada en los relaves mineros
en estudio está en forma de inclusión en
tamaños menores de 1-5 micras en óxidos
de manganeso. Una previa caracteri-
zación qúımica determinó que los relaves
están altamente oxidados.

Determinación Mn y Ag

La muestra del relave minero se sometió
a una digestión ácida colocando 1 g de
la muestra en un tubo para digestión, a
la que se le adicionó 3 ml de HNO3 y
2 ml HCl. Posteriormente el tubo con
la muestra y los ácidos se colocaron en
un reactor de digestión (Hanna Instru-
ments, Modelo C 9800) durante 30 min
a 105 ◦C. Posteriormente se agregó 1 ml
de H2O2 dejándolo en calentamiento por
otros 30 min a 105 ◦C. Al finalizar el ca-
lentamiento la solución se filtró, y en la
solución se determinó la concentración de
plata y manganeso por Espectroscoṕıa de
Absorción Atómica (EAA) en un equipo
Perkin Elmer, AAnalyst 100, previa elab-
oración de una curva de calibración con
estándares conocidos.
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Biolixiviación de Mn y Ag en
sistema por lote

Muestras de relaves mineros se sem-
braron por duplicado en 250 mL de
medio de cultivo ĺıquido 9K con la sigu-
iente composición: (NH4)2SO4, 3 g/L;
K2HPO4, 0.5 g/L; MgSO4, 0.5 g/L;
KCl, 0.1 g/L; Ca(NO3)2, 0.01 g/L;
FeSO4·7H2O 40 g/L y H2SO4 concen-
trado para ajustar a pH 2.5 [4]. El medio
inoculado se mantuvo en agitación a 200
rpm en un agitador orbital durante 21
d́ıas a 27 ◦C, después de este tiempo se
colectaron muestras de la solución, se fil-
traron y As y Mn se cuantificaron por
EAA. De este crecimiento, también se in-
oculó en medios de cultivos sólidos 9K en
caja Petri, estas fueron incubadas, du-
rante tres d́ıas a 27 ◦C. Se realizó una
resiembra por la técnica de dilución por
estŕıa en medio sólido 9K y PDA (Agar
Papa Dextrosa) y se incubaron durante
tres d́ıas. Después de la incubación se
tomó una muestra de una colonia para
su observación microscópica.

Aislamiento de hongo filamentoso
que participa en el proceso de
biolixiviación

Finalizando el tiempo de incubación de
la resiembra en medio 9K sólido, durante
tres d́ıas a 27 ◦C, se tomó una muestra
con una asa de platino esterilizada, se
áısla por la técnica de siembra de dilución
por estŕıa 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 óptico Axioskop 40
(ZEISS, Alemania) con un aumento real
de 40X veces.

Aislamiento de bacterias que
participan en el proceso de
biolixiviación

En un matraz Erlenmeyer de 250 mL
se agregó 115 mL de medio 9K esteril-
izando, posteriormente se añadieron 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-
dación de hierro ferroso a férrico). A este
tiempo se tomó una aĺıcuota de 10 mL
de la solución y se agregó nuevamente
a un medio ĺıquido 9K fresco. El pro-
cedimiento se repitió hasta obtener mi-
croorganismos completamente adaptados
al medio, estimado a partir de un tiempo
mı́nimo de vire al mı́nimo [5]. De este
cultivo se tomaron muestra para realizar
la tinción Gram [6]. Y visualización en
un microscopio Axioskop 40 (ZEISS, Ale-
mania) con un aumento real de 1000 ve-
ces.

Técnicas de bioloǵıa molecular
para identificación de
microorganismos – Extracción de
ADN genómico del hongo

Para la extracción del ADN genómico, el
micelio se colectó por filtración de cultivo
de 12 h en medio PDB. El micelio se pul-
verizó en un mortero estéril empleando
nitrógeno ĺıquido y la extracción de ADN
se realizó de acuerdo al procedimiento de-
scrito por Aljabani y Mart́ınez [7].

Amplificación del segmento ITS

Se amplificó el fragmento de la
de la región ITS ribosomal medi-
ante la reacción en cadena de la
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polimerasa (PCR, por sus siglas en
inglés), empleando los oligonucleótidos
universales: ITS1 (5’TCCGTAGGT-
GAACCTGCGG3’) e ITS2 (5’GCT-
GCGTTCTTCATCGATGC3’) [8] y la
enzima High Fidelity (Invitrogen), sigu-
iendo las instrucciones establecidas por
el proveedor Thermo Scientific. Los pro-
ductos obtenidos de la amplificación se
separaron en un gel de agarosa al 1%.
La purificación de bandas se realizó us-
ando el Kit GeneJET Gel Extraction de
la marca Thermo Scientific, bajo las es-
pecificaciones del fabricante. Las bandas
purificadas se introdujeron al plásmido
PJET1.2/blunt utilizando el Kit Clone-
JET PCR Cloning de la marca Thermo
Scientific, para realizar la reacción de
ligación.

Transformación de E. coli por
electroporación

En microtubos estériles se mezclaron 20
µl de células electrocompetentes de E.
coli DH5α con 3 µl de la mezcla de lig-
ación (manteniendo en hielo), esta mez-
cla se colocó en una celda BIO-RAD
con 0.2 cm de separación 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 adicionó 1 ml de medio Luria
Bertani (LB) y se incubaron a 37 ◦C du-
rante 40 min; una vez transcurrido el
tiempo de incubación, se centrifugaron
a 13,000 rpm durante 20 s y se eliminó
el sobrenadante; las pastillas celulares
se sembraron en placas de medio LB-
agar adicionado con 100 µg/ml de ampi-
cilina como marcador de selección y se

incubaron a 37 ◦C por 12 horas. Se recu-
peraron las colonias resistentes (presun-
tas transformantes).

Clonación

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 retiró cuidadosamente
el sobrenadante (con micropipeta). La
extracción de plásmido se realizó con el
kit GeneJET Plasmid Miniprep, sigu-
iendo las especificaciones del fabricante
(Thermo Scientific). Cada transformante
resistente a ampicilina se sometió al
análisis de PCR para determinar la pres-
encia de insertos de la región ITS riboso-
mal. Para ello se emplearon los oligonu-
cleótidos pJET1.2 forward y pJET1.2 re-
verse que amplifican el fragmento ligado.
El producto de amplificación se analizó
por electroforesis en gel de agarosa al 1%
(p/v). Una vez purificados los plásmidos
que conteńıan 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 realizó
un análisis bioinformático usando el pro-
grama megAling DNASTAR de Laser-
gene, aśı 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 DISCUSIÓN

Caracterización parcial

En la Tabla 15.1 se observa el resultado
del análisis qúımico 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

Determinación de Mn y Ag

La cuantificación de la concentración to-
tal de manganeso (748.1 mg/L) y plata
(1.4 mg/L) representa el ĺımite máximo
que se puede obtener de los elementos
a monitorear. La alta concentración

de manganeso en la muestra de relaves
provoca un comportamiento semejante al
encapsulamiento del metal de interés cau-
sando la disminución de la eficiencia en
la extracción de plata por los métodos
tradicionales.

Biolixiviación de Mn y Ag en
sistemas por lote

Muestras de relaves mineros expuestos
a los microorganismos nativos mostraron
una disolución 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 concentración total del
relave minero.

Aislamiento de hongo filamentoso
que participa en el proceso de
biolixiviación

Tres cepas participan en el proceso de bi-
olixiviación en el medio mı́nimo 9K, dos
cepas Cladosporium sp. (Figura 15.1) y
la cepa Penicillium chrysogenum (Figura
15.2).

Figura 15.1: Conidióforo Cladosporium
sp. en tinción lugol en campo claro

Figura 15.2: Conidióforo Penicillium
chrysogenum en tinción lugol en campo
claro
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Aislamiento de bacterias que
participa en el proceso de
biolixiviación

En la Figura 15.3 se muestra el resultado
de la tinción Gram, observando bacte-
rias Gram negativas en forma de Baci-
los, presentes en el medio de 9K de-

spués el enriquecimiento sucesivo para la
adaptación de microrganismos. En la
Figura 15.4, se observa la identificación
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: Tinción Gram de Bacilos presentes en medio 9K en la biolixiviación.

a) b)

Figura 15.4: Tinción Gram de Cocos a) positivo y b) negativo presentes en medio
9K después del enriquecimiento microbiano.

Técnicas de bioloǵıa molecular
para la identificación de
microorganismos

Para la identificación molecular de las
cepas aisladas de los relaves, se amplificó
un fragmento de aproximadamente 700

pb del la region ITS ribosomal. El
análisis de las secuencias obtenidas, re-
sulto en la identificación 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
2L3 Cladosporium sp 100% LN809014.1
1L3 Penicillium chysogenum 100% LN809047.1

CONCLUSIONES

Mediante la digestión ácida se detectó
grandes cantidades de plata y manganeso
en los relaves con centración 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-
tificó 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-
olxiviación. La lixiviación 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
aportó 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 Ed8 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 Ed8 strain as a GOXC protein, which were previously described
in A. niger.
Keywords: Ed8 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 enzimática GOX en el espacio
extracelular cuando es cultivada en medio mı́nimo con bajas o altas concentraciones de
glucosa. Comparada con las cepas de referencia NRRL593 de Aspergillus tubingensis y
FGSCA732 de Aspergillus niger ; se observó que la presencia de ácido ćıtrico (45 mM)
incrementa los niveles de actividad GOX. Además, 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 purificación y caracterización
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 combinación de métodos
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cromatográficos (intercambio iónico y exclusión molecular). La enzima GOX purificada de
Ed8 fue comparada con la enzima GOX purificada de origen comercial de A. niger anali-
zando diferentes parámetros: propiedades cinéticas, efecto del pH, buffer, temperatura y
iones metálicos, y la estabilidad de la actividad enzimática. Los resultados muestran que
la enzima GOX purificada de Ed8 es más termoestable y tiene una alta afinidad por la
glucosa y una mayor velocidad de reacción, comparando con la enzima GOX comercial.
Finalmente, el análisis proteómico por HPLC-ESI-QTOF del medio de crecimiento de la
cepa Ed8 permitió la identificación de la enzima GOX secretada como la protéına GOXC,
la cual fue previamente descrita en A. niger.

Palabras clave: Cepa Ed8, Aspergillus tubingensis, enzima GOX secretable.

INTRODUCCIÓN

En estudios previos se realizó el ais-
lamiento y la caracterización de cepas
fúngicas nativas de sitios contaminados
con Cr(VI), con el interés de elucidar
los mecanismos implicados en su interac-
ción con el ion, aśı como indagar sobre
las posibles aplicaciones biotecnológicas
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
más 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 reducción
ocurre con una acumulación mı́nima de
cromo en la biomasa, de menos del 1%,
lo que indica que la reducción de Cr(VI)
ocurre en el medio extracelular [1]. Estu-
dios adicionales mostraron que en la cepa
Ed8 la capacidad de reducción de Cr(VI)
se estimula cuando se cultiva en medio
adicionado con citrato y otros ácidos
orgánicos [3]. En un estudio reciente
se analizó la capacidad de reducción de
Cr(VI) de la cepa Ed8 en comparación
con las cepas de referencia FGSC322 de
A. niger y NRRL593 de A. tubingensis,
observándose que la cepa Ed8 muestra
claramente una mayor eficiencia para rea-
lizar dicho proceso [8]. En colonias desar-

rolladas en medio sólido y en concentra-
dos del medio de cultivo de la cepa Ed8
se observó mayor actividad GOX que en
las cepas de colección NRRL593 de A.
tubingensis y FGSC322 de A. niger. Los
concentrados del medio de crecimiento de
la cepa Ed8, pero no los de las cepas de
referencia mencionadas, causaban la dis-
minución de Cr(VI) de una forma depen-
diente de glucosa, lo que indicó una cor-
relación entre la capacidad de reducción
de Cr(VI) y la actividad GOX extracelu-
lar [8]. Finalmente, se demostró 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
bioqúımica para la reducción de Cr(VI)
por cepas de Aspergillus [8].

OBJETIVO

Con el fin de conocer las caracteŕısticas
de la enzima GOX secretable de la
cepa Ed8, respecto de sus propiedades
cinéticas y de estabilidad, en este tra-
bajo se purificó dicha enzima y se carac-
terizó en forma comparativa con la enzi-
ma GOXC purficada de origen comercial
de A. niger
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METODOLOGÍA

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 ×105 conidias por
mL) en medio mı́nimo Lee (LMM) [11]
con diferentes concentraciones de glucosa
y los cultivos se incubaron a 28 ◦C.

Determinación de protéına total y
actividad GOX extracelular

La cuantificación de protéına se realizó
por el Método de Lowry [6]. Esta deter-
minación se realizó para conocer y cuan-
tificar la producción de la actividad es-
pećıfica de glucosa oxidasa de cada cepa
en el medio extracelular. La determi-
nación de la referida actividad enzimática
en estas muestras se realizó con el método
de ABTS (Sigma-Aldrich. MO, USA).

Purificación de la enzima GOX de
la cepa ambiental Ed8 de A.

tubingensis

Con las condiciones óptimas del medio
de cultivo para obtener una alta activi-
dad enzimática, se cultivó la cepa Ed8
en 1 litro de medio LMM, se incubo
48 horas a 28 ◦C y se recuperó el so-
brenadante libre de células, el cual se
sometió a ultrafiltración en sistema Ami-
con dotado de una membrana con ĺımite
de exclusión de 30 kDa y se concentró
140 veces, aproximadamente. Posterior-
mente, el concentrado se eluyó por una
columna de Biogel P6 de 30 mL, para
después aplicar las fracciones con activi-
dad GOX a una columna de intercambio

iónico (DEAE sefarosa) y finalmente las
fracciones que conteńıan actividad GOX
se aplicaron a una columna de exclusión
molecular (Sephacryl S200HR). Las frac-
ciones con actividad GOX de este último
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.

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

Se realizaron ensayos de caracterización
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 determinación de varios parámetros
cinéticos y bioqúımicos, con el fin de
hacer un estudio comparativo entre am-
bas enzimas. Los parámetros evaluados
fueron efecto de pH, temperatura, iones
metálicos y de ácido ćıtrico, aśı como la
estabilidad de la actividad y la determi-
nación de los valores de Km y Vmax.

Identificación de le enzima GOX

La identidad de la enzima GOX ex-
tracelular de la cepa Ed8 se determinó
por el análisis de las protéınas del medio
extracelular (cultivo de 500 mL en medio
LMM) mediante HPLCESI-Q-TOF-MS;
los resultados de patrones pept́ıdicos
obtenidos fueron analizados en la base de
datos MASCOT.
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Ensayos de reducción de Cr (VI)
con la enzima GOXC purificada de
la cepa Ed8

Se realizaron ensayos de reducción 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 Rodŕıguez y col. (2015) [8]. En
los ensayos se determinó la concentración
de Cr(VI) espectrofotométricamente uti-
lizando difenilcarbazida [5].

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Protéına secretada y actividad
enzimática GOX en el medio
extracelular en cepas de
Aspergillus

Para establecer las condiciones óptimas
de cultivo en las cuales se obtenga mayor
cantidad de actividad espećıfica, se midió
la protéına total secretada y la activi-
dad GOX extracelular. La protéına 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 adición de ácido ćıtrico a los
cultivos en estas mismas condiciones au-
mentó los niveles de protéına extracelular

(0.009 a 1.08 mg/mL, respectivamente).
Teniendo en cuenta esta observación, se
repitió el experimento a mayores concen-
traciones de 3.5% y 5% glucosa y en pre-
sencia de ácido ćıtrico; se observó mayor
producción de protéına extracelular en
ambas concentraciones del azúcar, 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 determinó la activi-
dad GOX extracelular (Figura 16.1). La
actividad espećıfica GOX en el medio ex-
tracelular para las cepas Ed8, NRRL593
y FGSCA732, 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 espećıfica
GOX obtenida en los medios de cultivo
a diferentes concentraciones de glucosa,
en presencia de ácido ćıtrico, tuvo un au-
mento considerable en todas las cepas, en
comparación con las condiciones de cul-
tivo antes mencionadas. La cepa Ed8
produce actividad enzimática de 1.2 y
1.5 veces más que las cepas NRRL593
y FGSCA732, respectivamente. La com-
paración de actividad GOX secretable de
la cepa Ed8 con las cepas de referencia
NRRL593 y FGSCA732 mostró que en
todas las condiciones que se probaron la
cepa Ed8 es la que presenta una mayor
actividad enzimática, obteniéndose un

Figura 16.1: Actividad espećıfica GOX secretable de las cepas Ed8, NRRL593 y

FGSCA732, a diferentes concentraciones de glucosa en ausencia y presencia de ácido

ćıtrico.
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máximo de esta a las 48 horas de incubación
con 5% de glucosa suplementado con 45
mM de ácido ćıtrico, con 74.3 U/mg para
la cepa Ed8. Para las cepas de referen-
cias NRRL593 y FGSCA732 estos valores
fueron de 49.7 y 48.1 U/mg, respectiva-
mente.

Purificación 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 protéına que se sec-
reta al medio extracelular [9], y que la
GOX está implicada en la reducción del
Cr(VI) [8], se planteó purificar la enz-
ima GOX secretable de la cepa Ed8, con
el fin de determinar sus caracteŕısticas
cinéticas y bioqúımicas. Para ello, se uti-
lizó como fuente de la actividad GOX el
sobrenadante del medio de crecimiento
de la cepa Ed8 el cual se concentró y

la muestra concentrada se eluyó por una
columna de intercambio iónico (DEAE-
sepharose), observando un pico de ac-
tividad que eluye a una concentración
de 0.25 M de NaCl (Figura 16.2A).
Las fracciones que presentaban actividad
enzimática GOX provenientes de esta
columna, se aplicaron a una columna de
exclusión molecular (Sephacryl S200HR),
observando en el perfil de elución que el
pico de actividad enzimática se separa del
pico de protéına (Figura 16.2B), lo cual
indica que en este paso cromatográfico
la actividad GOX queda con alto grado
de pureza; esto se verificó mediante elec-
troforesis desnaturalizante en gel de po-
liacrilamida (SDS-PAGE), en el que se
observó una banda proteica mayoritaria
de alrededor de 80 kDa (datos no mostra-
dos). En este proceso la enzima GOX de
la cepa Ed8 se purificó alrededor de 7 ve-
ces, con un rendimiento cercano al 36.0
%.

Figura 16.2: Perfil de elución de en la columna de intercambio iónico (DEAE-
Sepharose) y de exclusión molecular (Sephacryl S200-HR).

Caracterización de la enzima GOX
pura de la cepa Ed8 de Aspergillus

niger var tubingensis

En la Tabla 16.1 se muestran los
parámetros óptimos que se determinaron

para una mayor actividad espećıfica
GOX de la cepa Ed8 y de la enzima GOX
deA. niger de origen comercial. Se mues-
tra que para ambas enzimas que los efec-
tos del regulador, pH, temperatura y del
citrato fueron prácticamente idénticos y
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que las enzimas difeŕıan en el efecto de los
iones metálicos y en la estabilidad, siendo
la enzima GOX de la cepa Ed8 menos in-

hibida por los iones Ca y Co y más ter-
moestable que la enzima GOX comercial.

Tabla 16.1: Parámetros óptimos determinados de la enzima GOX de Ed8 y la enzima
GOX de A. niger de origen comercial.

Parámetros GOX de Ed8 GOX comercial

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

pH 6.0 6.0

Temperatura 37 ◦C 37 ◦C

Iones
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

Determinación de los parámetros
cinéticos de la enzima GOX pura

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

enzimas. Variando la concentración de
substrato, se obtuvo una cinética de tipo
Michaeliano, y se calculó la Km y la
Vmax de ambas enzimas (Tabla 16.2).
Observándose con estos resultados que la
GOX de Ed8 tiene una mayor afinidad
(Km) al sustrato y una velocidad de
reacción (Vmax) mayor que la GOX co-
mercial de A. niger.

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

Parámetro1 GOX de Ed8 GOX comercial de A. niger

Km (mM) 14.71 36.94
Vmax (m/s) 4863.81 4411.11

1 Parámetros 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 variación de concentración de sustrato (glucosa).

Ensayo de reducción de Cr (VI)
con la enzima GOX de Ed8 pura

En presencia de su sustrato la enzima
GOX de Ed8 reduce alrededor del 50%
del Cr(VI) presente en la mezcla de

reacción; también, se observó que cuando
el sustrato está ausente no hay reducción
del oxianión. Por otra parte, en presen-
cia de un inhibidor de la actividad GOX,
como Hg, no hay reducción 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 reducción de
Cr(VI).

Identificación de la enzima GOX
de la cepa Ed8

El análisis proteómico del sobrenadante
del medio de crecimiento obtenido de
cultivos hechos en las condiciones opti-
mizadas, mediante cromatograf́ıa ĺıquida
de alta resolución acoplada a espec-
trometŕıa de masas de ionización por
electrospray cuadrupolo y tiempo de
vuelo (HPLC-ESI-Q-TOF-MS) y ha-
ciendo el análisis en la base de datos
MASCOT, permitió determinar la pre-
sencia de una única protéına GOX se-
cretable, la cual posee alto grado de
identidad con la protéına GOXC de A.
niger. Esto indica que, en las condi-
ciones probadas, la cepa Ed8 secreta
solo una de las 3 protéınas GOX po-
tencialmente secretables, de acuerdo a
los datos del genoma de A. niger [9].
Dado que los péptidos derivados de la
protéına GOX de la cepa Ed8 alinearon
perfectamente con regiones de la protéına
GOXC de A. niger y con la protéına
predicha del gen goxC de la cepa Ed8
[10], esto permite identificar a la protéına
GOX secretable de la cepa Ed8 como
la protéına 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 protéına GOXC de la
base de datos del genoma de A. niger
CBS513.88 [10] y que la protéına GOXC
de la cepa Ed8 mantiene todos los re-
siduos aminoaćıdicos descritos como im-
portantes para la catálisis de la protéına
GOXC de A. niger.

CONCLUSIONES

• En las cepas Ed8, NRRL593
y FGSCA732, la producción de
protéına y actividad extracelular
aumenta en los medios de cultivo
con altos niveles de glucosa como
fuente de carbono (¿ 2%).

• El análisis de las protéınas ex-
tracelulares de la cepa Ed8 por
HPLC-ESI-QTOF permitió la
identificación de la enzima GOX
secretable como la protéına GOXC.

• La enzima GOXC de la cepa Ed8
fue purificada 7 veces con un
rendimiento del 36.4%.

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

• La enzima GOXC de Ed8 tiene la
capacidad de tolerar temperaturas
más altas que la óptima y tiene
una estabilidad mayor que la enzi-
ma GOX comercial.

• La enzima GOXC pura de Ed8
tiene la capacidad de reducir el
Cr(VI) en una reacción dependi-
ente de glucosa.
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Bioloǵıa, Universidad de Guanajuato.
[4] Espino Saldaña, A. (2002). Aislamiento
y caracterización de hongos resistentes a
cromatos nativos de desechos industriales.
Tesis de Licenciatura, Facultad de Qúımica,
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