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RESUMEN

Los componentes solubles de la ceniza volcanica en sus distintas concentraciones
(5, 15, 25 y 50%), ayudaron al crecimiento en su fase exponencial de bacterias
como; Bacillus subtilis, Escherichia coli y Serratia marcescens, por el contrario, la
cepa de Micrococcus Iuteus se vio afectada en su crecimiento, debido
posiblemente a las concentraciones de plomo y cadmio presentes (5 ppm para
ambos metales) en las diluciones del 25 y 50% de la parte soluble de la ceniza
volcanica (PSCV), por el contrario en observaciones realizadas a las 48 horas de
incubacion en un medio sélido, se obtuvo que las concentraciones de 5y 15%
parecieron ayudar en el crecimiento de la cepa. Los estudios toxicolégicos en
medio liquido para esta cepa, resultaron negativos para su crecimiento en las
cuatro concentraciones estudiadas. Las observaciones para Bacillus subtilis
permiten afirmar que se vio bastante beneficiada por los componentes solubles de
la ceniza volcanica, debido a que su crecimiento fue mayor en comparacién con

las otras cepas desde tempranas horas.
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INTRODUCCION

La presente tesis contempla un estudio enfocado en la valorizacion toxicologica de
la parte soluble de muestras de ceniza del volcan Popocatépetl; este estudio
analiza el efecto sobre el crecimiento en su fase exponencial de distintos
microorganismos, como es el caso de Escherichia coli, Serratia, marcescens,
Bacillus subtilis y Micrococcus luteus. Es un hecho conocido que la ciudad de
Puebla se encuentra en una zona con actividad volcanica constante, la cual ejerce
distintas afectaciones, que van desde dafos a la infraestructura de la ciudades,
dafios al medio ambiente y efectos en la salud de sus habitantes. Cuando se
presenta un evento de actividad volcanica, como son las fumarolas de vapor de
agua o ceniza, la expulsion del material particulado o ceniza exhibe variaciones en

forma, tamafo y composicion, aunque provenga del mismo volcan.

Ejemplos en lo que se refiere a la composicidn de las cenizas son los reportados
por Buist (1982) y Nania, (1994), respecto a el volcan “El Chichén” (Chiapas,
México), el cual presentd concentraciones significativamente mayores de
Manganeso (Mn), Cobre (Cu), Rubidio (Rb) Estroncio (Sr) y Niobio (Nb), que las
presentes en las cenizas proveniente del Monte Santa Elena (Washington, USA).
Ademas de que el contenido de azufre fue catorce veces mayor, asi como la
concentracion de radiontclidos como el Torio, el Radio y el Potasio (***Th, ?*Ra,
0K, respectivamente). Se determino que contiene silice cristalina del 0.8 a 1.2%
en forma de a-cuarzo, mientras que el material proveniente del Monte Santa Elena
contiene entre 3 y 7% de cristobalita; los estudios toxicoldgicos realizados con las
cenizas de El Chichon han indicado un grado de toxicidad de nivel moderado.

Con respecto al volcan Popocatépetl, un estudio realizado por el Instituto Nacional
de Investigaciones Nucleares (ININ, 2012) report6 que la composicién de las
cenizas del volcan era la siguiente: 65-68% de SiO2, 5-6% de alcalis (6xidos de K

Valoracion Toxicoldgica de Ceniza Volcanica 6



y Na) y 3-5% de silice libre (cristobalita) asi como particulas de Titanio y Hierro
(ININ, 1997).

Existen dos factores que intervienen en la toxicidad de la ceniza volcanica sobre el
ser humano, aparte de su composicion fisicoquimica y de la concentracidon: uno es
su tamafo, ya que soOlo las particulas mas pequefias pueden penetrar
profundamente en el pulmén y otro, es la capacidad que tienen de transportar los
compuestos volatiles que se adsorben en la superficie de las mismas, pudiendo de
esta manera aerotransportarse a través de grandes distancias antes de
sedimentarse. En resumen, los estudios efectuados a nivel toxicologico in vivo e in
vitro muestran que la ceniza volcanica tiene principalmente efectos citotoxicos,
que pueden iniciar o exacerbar procesos inflamatorios crénicos preexistentes en

exposiciones cronicas.

Como ya se menciond esta ceniza volcanica puede tener diversos componentes
que pueden ser toxicos para los organismos, como es el caso de los metales
pesados. La contaminacidon ambiental por metales estd aumentando como
resultado de muchas actividades antrépicas (industrializacion, la quema de
combustible fosil, procesos de la mineria, el trafico en las carreteras) y naturales
(erupciones volcanicas), ésta puede ser una seria amenaza para los ecosistemas
y sus organismos, en el caso de los microorganismos, estos pueden ser un sujeto
de estudio a corto plazo de dichas afectaciones. A pesar de que los metales en
formas ionicas libres son un factor téxico significativo para la biota en el medio
ambiente, los estudios sobre la diversidad bacteriana en sitios contaminados con
metales pesados han demostrado una alta diversidad de microorganismos utiles
para el medio ambiente monitoreado (Chen et al., 2009).

Los microorganismos, omnipresentes y esenciales para el ciclo biogeoquimico
mundial de los elementos, debido a la alta superficie y el area de contacto, pueden
interactuar facilmente con los metales, adaptarse fisiolégicamente para sobrevivir

y seguir siendo activos en condiciones de estrés ambiental (Haferburg et al.,
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2007). Las cepas bacterianas pueden ser especificas para uno o varios metales y
obligarse a adaptarse a altas concentraciones de metales pesados de acuerdo a
una variedad de mecanismos. Potencialmente, se pueden acumular metales, ya
sea por un metabolismo independiente (pasivo) o un proceso dependiente del
metabolismo (activo) y se pueden eliminar los metales pesados a través de la
bioacumulacion o biosorcion. En el proceso de bioacumulacién, los metales son
transportados desde el exterior de la célula microbiana a través de la membrana
celular en el citoplasma de la célula, donde se secuestra el metal. La adsorcion de
metales se determina por la capacidad de absorcion de la envoltura celular y es
influenciada por las diferencias en la construccién de la pared celular de las
bacterias Gram-positivas y Gram-negativas (Jiang et al., 2004), por la presencia
de grupos fosforilo, lipopolisacaridos, grupos carboxilicos, teicoico y acidos
teicuronico; y por parametros tales como la toxicidad, la composicion y el
contenido total de metales (Haferburg et al., 2007).

Debido a los estudios realizados se puede determinar que los microorganismos se
pueden ver afectados por la presencia de metales presentes en el ambiente (en el
caso de este estudio, presentes en cenizas volcanicas), afectando asi su
crecimiento durante su fase exponencial o expresando los diversos mecanismos
de resistencia a distintas concentraciones, asi, puede ser factible que en algun

tiempo lleguen a usarse como una herramienta de Biorremediacion.
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JUSTIFICACION

México alberga a 22 de los 300 volcanes activos a nivel mundial, los que sumados
con Centroamérica y la zona andina, constituyen una de las regiones geograficas
con mayor actividad volcanica en el mundo. En México han sido trece los volcanes
que han producido erupciones en tiempos historicos, esta actividad es originada
por la dinamica en las placas de la zona de subduccion del Pacifico, las fallas
Montagua-Polochic, la falla Rivera y la reactivacion de la falla que de Este a Oeste
da origen al Eje Neovolcanico Transmexicano (segun lo publicado por el Plan de
contingencias del volcan Popocatépetl, Puebla, 1995). Después de cerca de 75
afnos de inactividad, en 1990 el volcan Popocatépetl comenzd a mostrar signos de
reactivacion interna manifestada por un incremento paulatino de la sismicidad
debajo del crater y externamente, con fumarolas densas y calientes. Esta fase
culmin6 en la madrugada del 21 de diciembre de 1994 con un importante evento
eruptivo acompanado de una abundante emision de ceniza que alcanzé a ser
precipitada sobre la ciudad de Puebla. A partir de esos eventos y hasta la fecha, el
volcan ha presentado diversas actividades que van desde la emision de vapor de
agua y ceniza hasta explosiones de material incandescente de leves a moderadas.

La emisién de ceniza es uno de los principales problemas que ha enfrentado la
ciudad de Puebla. Esta repercute en la infraestructura de las ciudades, afectando
vialidades terrestres y aéreas (cierre de aeropuertos) y principalmente en dafos al
ambiente como los son las afectaciones en la calidad de los cuerpos de agua, por
ejemplo, en la region de Atlimeyaya-Metepec, del municipio de Atlixco, y dafos a
la salud humana, en la cual se han incrementado los casos de enfermedades de

tipo crénico-respiratorio.

Dentro de estudios realizados a la composicion de ceniza volcanica se han
detectado elementos como Fluor (F), Sodio (Na), Potasio (K), Fierro (Fe) y metales
pesados como Plomo (Pb) y Cadmio (Cd), debido a la presencia de estos metales
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pesados, que resultan ser toxicos para la mayoria de los organismos, es necesario
comprender como pueden actuar sobre la microfauna, en una aproximacion
primaria se tomaron como elementos de estudio cuatro cepas de microorganismos
que fueron sometidas a diferentes concentraciones de la parte soluble de la
ceniza volcanica. El estudio tratd de hacerse de la manera mas natural con el
objeto de ver la respuesta de dichos microorganismos en las condiciones reales
factibles. El tomar microorganismos como objeto de estudio nos permite, en lapsos
de tiempos cortos, conocer el efecto inmediato de la parte soluble de la ceniza

volcanica sobre la fase exponencial del crecimiento de cada bacteria.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Valorar el efecto toxicologico de la parte soluble de muestras de ceniza volcanica

expulsada por el volcan Popocatépetl! utilizando cuatro cepas de bacterias.

OBJETIVOS PARTICULARES

1)

2)

3)

Evaluar la inclusién de los componentes solubles de la ceniza volcanica en

la preparacion y efectos sobre los medios de cultivo.

Para las cepas de bacterias seleccionadas generar las curvas de
crecimiento a condiciones normales, y asi obtener sus condiciones de

referencia.

Evaluar el efecto toxicoloégico de la parte soluble de la ceniza volcanica
durante el crecimiento de Escherichia coli, Serratia marcescens,
Micrococcus luteus y Bacillus subtilis en su fase exponencial en un medio
nutritivo que contiene distintas concentraciones de la parte soluble de

ceniza volcanica.
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CAPITULO 1

GENERALIDADES

1.1 EL VOLCAN POPOCATEPETL

El volcan Popocatépetl que en Nahuatl significa “Montafia que Humea”
(19.02°N, 98.62°W, 5454 msnm) se encuentra localizado a 65 km al oeste de la
Ciudad de México y 45 km al este de la Ciudad de Puebla. Es un volcan de tipo
Estratovolcan que al entrar en erupcion ha emitido cenizas andesitico-dacita-
riodacita y lava (Carrasco et al., 1985). El crater se localiza a una altura de 5,452
msnm, con un diametro estimado de 900 m, una profundidad de crater de 150 m
(desde el labio inferior) y un area de edificio volcanico de 500 km? (figura 1.1). El
volcan Popocatépetl es el segundo volcan mas alto de nuestro pais. A lo largo de
su historia ha tenido importantes erupciones volcanicas con un alto grado de
explosividad. En épocas historicas, el volcan ha tenido fases de intensa actividad
que han durado varios lustros (CENAPRED-UNAM, 1995).

Se tienen registros historicos de erupciones plinianas que ocurrieron alrededor del
afo 100 a.C. y entre 700-900 d. C (Robin, 1984; Robin y Boudal, 1987; Boudal y
Robin, 1989;. Martin Del Pozzo et al, 1995b, 1997a). Asimismo, las emisiones de
ceniza del volcan Popocatépetl se han reportado en los afios 1351, 1519, 1720 y
1919-1927 (Martin-Del-Pozzo et al., 1996). La penultima actividad del volcan
Popocatépetl durante el periodo de 1919-1927, consistio principalmente en
emisiones de ceniza y gas, junto con un crecimiento en el domo de lava. Todos
estos informes de actividad consistieron principalmente en observaciones visuales,
fotos y pinturas de Dr. Atl asi como varios de sus informes escritos (De la Cruz-
Reyna et al., 1995).
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Después de 1992, el aumento de la actividad fumardlica en el Popocatépetl ha
indicado un nuevo despertar del volcan. El 21 de diciembre de 1994, una serie de
explosiones produjo emisiones de ceniza que alcanzaron la ciudad de Puebla,
situada a unos 45 km al este del volcan. Erupciones de ceniza han continuado de
manera intermitente hasta la actualidad, aunque la cantidad expulsada disminuyd
drasticamente a partir de diciembre de 1994 y hasta el 05 de marzo 1996 (Martin-
Del-Pozzo et al., 1995a). El 5 de marzo de 1996, sin embargo, hubo un aumento
visible tanto en las emisiones de fumarolas como en la expulsion de cenizas. El 20
de marzo 1996, se detecto la presencia de lava en el fondo del crater y desde
entonces se ha producido esta de forma continua. El 30 de abril de 1996, una sola
erupcion produjo una gran fumarola y ceniza, una depresién en el domo de lava se
observd después de esa fecha y desde 1994 se han registrado grandes
cantidades de dioxido de azufre (SO;) (GVN, 1994).
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Figura 1.1 Volcan Popocatépetl localizado en el centro de México. Se ubica junto a comunidades
de altas densidades poblacionales. Tomado de Delgado-Granados et al., 2001.
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1.2 MAGMA Y CENIZA VOLCANICA

El magma es producido por la fusion parcial de los materiales de la corteza
(minerales) y el manto de la Tierra. En muchos casos, los minerales se cristalizan
en el magma durante el ascenso a la superficie debido al enfriamiento de éste. Las
caracteristicas quimicas del magma varian segun las composiciones quimicas y
minerales presentes en los materiales basicos geoldgicos. Ademas, el magma
varia en funcion de las condiciones de fusion, tales como temperatura, la presion,
los componentes volatiles, su geoquimica, etc. Distintos estudios petrologicos han
revelado que existen variaciones en los tipos de magma que corresponden a
contextos tectonicos regionales. Estas variaciones se han clasificado en términos
de la cantidad de Diéxido de Silicio (SiOz)y Oxido de Potasio (K-O) presentes en
las rocas (figura 1.2). Teniendo en cuenta las variaciones en la composicion de
procesos magmaticos, existen dos tipos de mecanismos de variaciones en la
composicién del magma; variaciones primarias en magmas Yy variaciones debido a
la diferenciacion de un magma primario. En la Figura 1.2, se muestran diagramas
de predominio de especies geoldgicas, en donde se correlacionan las variaciones
primarias que se dan en el contenido alcalino y de K;O respecto a un contenido
similar de SiO,. Estas variaciones se derivan principalmente de la diversidad de
los magmas primarios. Por otro lado, las ultimas variaciones se producen por
procesos de diferenciacion para un magma primaria durante el ascenso.
(Nakagawa et al., 2002). El cono actual del Popocatépetl ha sido construido
durante los ultimos 23,000 afios y esta edificado por una serie de depdsitos
piroclasticos y coladas de lava de composicion andesitica-dacitica (Macias, 2005).
Se sabe que los diferentes tipos de magma influencian la composicion de la fase
gaseosa de las emisiones volcanicas. En el caso del volcan Popocatépetl, las
rocas formadas por el enfriamiento del magma son la andesita y la riolita, las
cuales tienen una composicion similar en SO42, CI'y F~ en comparacién con los
basaltos que contienen mas SO4?, pero menos ClI' y F; las dacitas tienen bajo
contenido en F~ con respecto al alto contenido de SO4472 de las andesitas, y mayor

cantidad de CI" que las andesitas y los basaltos (Giggenbach, 1996).

Valoracion Toxicoldgica de Ceniza Volcanica 14



En la actividad volcanica se emite roca que, debido a la fuerza con que es
expelida por la ruptura del domo, se convierte en polvo o arena. El tamafio de ésta
varia de 0.004 a 2 mm de diametro. La cantidad y composicion de la ceniza varia
entre los volcanes y aun entre erupciones de un mismo volcan. En general la
ceniza volcanica esta compuesta por 6xidos, principalmente de silice, aluminio y
hierro (80%), Magnesio, calcio, sodio, potasio, plomo; metales pesados como
vanadio, cromo, cobalto, niquel y zinc (figuras 1.3). Se presenta en forma de polvo
fino, alcanzando alturas de precipitacion de 1 a 3 cm (en zona de riesgo medio) y
de 5 a 10 cm (en zona de alto riesgo) (Witter et al., 2005).
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Figura 1.2 (a) Nomenclatura y clasificacién quimica de las rocas volcanica usando la alcalinidad
total versus el diagrama de silice (Le Maitre, 1989). (b) Division de basaltos, andesitas basalticas,
andesitas, dacitas y riolitas segun su concentracion (baja-mediana-alto) de K.
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Figura 1.3 Fotografias donde se muestran las variaciones en morfologia, dimensiones y
composicién de la ceniza volcanica.

Durante el periodo de actividad volcanica hay emanacion de vapor de agua
principalmente; pero también se han identificado gases toxicos como el dioxido de
carbono (COy), el diéxido y trioxido de azufre (SO, SO3), que combinados con el
vapor de agua originan acido sulfhidrico y sulfurico (H2S, H2SO4). El acido
clorhidrico (HCI), el mondxido de carbono (CO), el acido fluorhidrico (HF), el
hidrogeno (H), el helio (He) y el radon (Rn), también son expulsados durante la
erupcion, asi como mercurio (Hg), magnesio (Mg), manganeso (Mn) y bromo (Br),
entre otros (Goff et al., 1998; Bobrowski et al., 2003; OPS, 2005).

Se estima que se compactan en ceniza aproximadamente del 17-33% de volatiles
expulsados durante una erupcion volcanica (Connor et al., 1993; Varekamp et al.,
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1984). Los sulfatos se producen a partir de la reaccion de SO, con el agua liquida
adsorbida en las cenizas a través de un proceso complejo que se podria resumir

mediante las siguientes reacciones:

SO, + %2 0, < SO3
SO;3; + HO < Hy,S0O,

HCl y HF también se depositan sobre la ceniza y se recuperan en los lixiviados

como CI' y F’, respectivamente.

Una exposicion masiva con estos gases puede ser fatal, simplemente por asfixia.
Las emanaciones de CO, fueron responsables de la muerte de alrededor de 1,700
personas en el lago Nyo y mas de 30 personas en el lago Monoun, en Camerun,
entre el periodo de 1984 y 1986, respectivamente (Kling et al., 1987; Baxter et al.,
1986). Exposiciones menos importantes generan empeoramiento de
enfermedades respiratorias previas, y si son de suficiente magnitud y duracién
pueden producir alteraciones en personas sanas. Las emanaciones de SO, del
volcan Kilauea, en Hilo Hawai, se relacionaron con un aumento en los casos de
asma (Michaud et al.,, 2005). Ademas, se estima que de los 491 desastres
reportados durante el siglo XX, relacionados con erupciones volcanicas, 11% de
éstos estuvieron relacionados con los gases emanados, y que durante estos
eventos perdieron la vida 2,016 personas (2% del total) y 2,860 (18%) resultaron
heridas. Pero estos lamentables acontecimientos no solamente han tenido lugar
durante las erupciones volcanicas. En el Monte Aso, Japon, seis muertes de
turistas estuvieron asociadas a la exposicion de SO,, y otras 59 personas tuvieron
que ser hospitalizadas; el comun denominador en estos casos fue que sufrian de

enfermedades respiratorias cronicas (Ng'walali et al., 1999).

También, las concentraciones de vapores de mercurio (Hg) detectadas en
regiones volcanicas, sobrepasan las recomendadas por la OMS para exposicion a

nivel poblacional (1 ug/m®), y su acumulacién ha sido detectada en personas
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profesionales expuestos (vulcandlogos, guias, empleados de la industria
geotérmica) (Siegel et al., 1985). Otro de los gases toxicos derivado de la actividad
volcanica es el fluoruro de hidrogeno (HF), cuyas concentraciones cerca de un
conducto de ventilacion del volcan Popocatépetl se encontraron dentro de la
norma de la OMS; pero aunque el riesgo de una intoxicacion por via respiratoria
pareciera ser poco probable debido a su baja concentracion, puede ser una
importante fuente de fluorosis debido a que este gas se mezcla con el agua,
alcanzando concentraciones de hasta 2,800 mg/L (Fawell et al., 2012).

En el caso del Popocatépetl, el monitoreo de emisiones se ha realizado desde
diciembre de 1994, después de un periodo de inactividad de casi 70 ahos. La
actividad volcanica registrada durante el periodo de diciembre de 2000 y enero de
2001 fue particularmente intensa, ésta tuvo una influencia negativa en la calidad
del aire de la ciudad de Puebla, lo cual se vio reflejado en el incremento de los

indices de PM1o, CO y compuestos de azufre (Juarez et al., 2005).

1.3 EFECTOS EN LA SALUD

Los efectos respiratorios secundarios a una erupcién volcanica son producto de la
exposicion a la ceniza y gases volcanicos. El grado de afectacion va a depender
de la cantidad, composicion, propiedades fisicoquimicas de estos materiales y se
vera influenciado por las caracteristicas topograficas locales, la direccion de los
vientos y la intensidad de las lluvias. Estos factores contribuyen al desplazamiento
y concentracion de las emisiones volcanicas en el aire de la poblacion expuesta
(Sierra-Vargas, 2012).

Estudios epidemioldgicos indican que la exposicion poblacional a los gases
volcanicos depende de la intensidad y duracion de la actividad volcanica, asi como
de la altura del volcan, las caracteristicas topograficas y los fendmenos
meteorologicos. De tal suerte que la contaminacion del aire en zonas habitadas y
relativamente alejadas del volcan tendria efectos inflamatorios agudos reversibles
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en la poblacién sana, y podria provocar dificultad respiratoria en personas con
padecimientos respiratorios obstructivos cronicos. Por esta razén, se debe vigilar
la dispersion atmosférica de estos gases hacia areas habitadas, con el fin de que
en caso de que las concentraciones sobrepasen los estandares establecidos de
calidad del aire se realicen las acciones preventivas para este tipo de
contingencias (Sierra-Vargas, 2012).

Exhalaciones de ceniza de los volcanes en erupcion pueden causar una serie de
efectos sobre la salud tras una exposicion, ya sea de emisiones iniciales o de la
resuspension de material depositado en dias, meses o afnos. Investigadores de los
Estados Unidos, Islandia, Australia han informan que la exposicidn a la ceniza
volcanica puede favorecer el crecimiento de bacterias de acogida en el sistema
respiratorio y debilitar la capacidad del sistema inmunoldgico para limitar ese
crecimiento, contribuyendo posiblemente a las infecciones respiratorias que han

sido documentadas en relacion con las erupciones (Monick et al., 2013).

Aunque las erupciones volcanicas son un evento bastante raro, no hay datos
significativos que apoyan los efectos adversos para la salud de las particulas
respirables. Lave y Seskin (1972) vinculan la contaminacion atmosférica y la
mortalidad prematura. Esta asociacion se ha confirmado en estudios posteriores
(Dockery et al., 1993; Spix et al., 1993; Samet et al., 2000; Elliott et al., 2007 ). Las
erupciones volcanicas debido a la carga de particulas significativa en la atmdsfera
tienen efectos adversos sobre la salud humana, incluyendo la bronquitis,
exacerbaciones del asma y sintomas respiratorios que conducen a los ingresos

hospitalarios (Baxter, 1983).

Durante 1980 el Monte Santa Helena entr6 en erupcidn en el estado de
Washington (EE.UU.), varias personas murieron a causa de asfixia por la ceniza
volcanica y debido a lesiones cutaneas debido a las quemaduras térmicas
(Bernstein et al., 1986). Estudios posteriores examinaron el agua subterranea y

efectos crénicos de la erupcion. Aunque las exacerbaciones del asma, infecciones
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de las vias respiratorias superiores, otitis y bronquitis se documentaron (Bernstein
et al., 1986), algunos estudios han encontrado solo un riesgo limitado de

infecciones pulmonares (Martin et al., 1986).

En cuanto a la erupcién del volcan Eyjafjallajokull en Islandia, Carlsen et al.,
(2012) reportaron que en la poblacion de Islandia expuesta a ceniza volcanica ha
aumentado la prevalencia de sintomas respiratorios, especialmente el asma y la
bronquitis crénica, en comparacién con una poblaciéon control en el norte de
Islandia. Aunque otros estudios han demostrado que la exposicion a la ceniza
volcanica aumenta el riesgo de desarrollar infecciones respiratorias (Convit et al.,
2006; Naumova et al., 2007; Gudmundsson, 2011), existen datos limitados sobre
los mecanismos celulares implicados en este aumento de riesgo de infeccion en
los pulmones. Dado que las infecciones de las vias respiratorias son el resultado
de mecanismos inmunes innatas con discapacidad, la hipétesis de que la ceniza
volcanica afecta los mecanismos inmunes innatos, especificamente la funcién de

los macrofagos y péptidos antimicrobianos.

Una exposicion constante a las cenizas tienen como antecedentes la presencia de
broncoespamos de la via aérea en infantes, posterior a la erupcion del volcan
Soufriére en la isla de Monserrat (Horwell et al., 2003). También se han registrado
la aparicion de sintomas respiratorios como disminucion en el flujo expiratorio
forzado (FEV) y han aumento la sintomatologia respiratoria en poblaciones que se
localizaban a 24 y 50 kildbmetros del volcan, como sucedi6é durante la actividad del
volcan Sakurajima en Japon y el Monte Santa Helena en Washington (Johnson et
al., 1982; Baxter et al., 1983; Yano et al., 1990). Estudios epidemioldgicos
referentes a la actividad del volcan Masaya en Nicaragua, revelaron casos de
irritacion de la piel y de las vias aéreas (Baxter et al., 1993). Las implicaciones en
la salud de poblaciones cercanas al volcan Yasur en Tanna, Nueva Zelanda se
caracterizaron por alteraciones respiratorias, estrés y por la aparicion de fluorosis

a nivel 6seo y dental (Cronin et al., 2002).
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La evaluacion de la exposicion a ceniza volcanica en los guardabosques de
Washington, mostré una disminucion en los niveles de C3 y C4 (factores de
complemento; proteinas involucradas en el proceso de inflamacién) con respecto
al grupo de referencia, ademas de un marcado descenso de los niveles de
inmunoglobulina G (IgG) en el suero después de un afo de exposicion a la ceniza
volcanica. Los datos plantean que la exposicion a la inhalacién de ceniza afecta

las funciones inmunoldgicas (Olenchock et al., 1983).

Estudios epidemioldgicos realizados en Biancavilla, una poblacion al oeste de
Sicilia (ltalia) localizada en un area volcanica, han revelado el incremento en la
incidencia de mesotelioma pleural maligno, carcinoma, fibrosis pulmonar y dafos
en el ADN. Estos efectos se relacionan con la exposicion que presenta la
poblacién a rocas de origen volcanico y que contienen rocas anfiboles. El tipo de
reactividad biolégica de las trazas de anfiboles es parecido al de los restos de
asbestos, las cuales se sabe que inducen fibrosis inflamatoria a nivel pulmonar y
dafios en el ADN a largo plazo, ocasionando carcinoma y mesotelioma pulmonar
(Rapisarda et al., 2003; Umran, 2003).

1.4 EFECTO EN ECOSISTEMAS Y DIVERSOS ORGANISMOS

La actividad volcanica es una fuente natural de contaminacion, la cual aporta una
cantidad considerable de contaminantes en suelo, atmosfera y agua. Se ha
documentado que dicha actividad representa riesgos para los ecosistemas y las
poblaciones humanas que se ubican cerca de los sitios volcanicos, no obstante se
ha descrito que incluso organismos que se localizan a distancias considerables de
las zonas con actividad volcanica también pueden verse afectados. Dentro de los
principales riesgos volcanicos destacan la emisibn de ceniza y gases,
relacionandose con la cantidad y el numero de exposiciones a dichos eventos
(Rivera-Tapia et al., 2005).
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Posterior a la erupcién del volcan Irazu en Costa Rica (1963-1965) una evaluacion
realizada mostré que la ceniza altera significativamente las condiciones ecologicas
de diversas poblaciones de insectos (Willie et al., 1975). En el estado de Alaska se
contabilizaron pérdidas economicas por los cambios adversos sufridos en las
comunidades de salmon debido a las condiciones ambientales derivadas de su
actividad volcanica (Dorova et al., 1999). Por su parte, Vandergast et al., (2004)
plantean que la actividad volcanica influye en la estructura genética de
poblaciones de invertebrados en Hawai, lo que condiciona la fragmentacion, el

crecimiento masivo y el potencial para una evolucion acelerada.

Los efectos causados por la contaminacion han permitido detectar
manifestaciones y alteraciones, tanto en el hombre como animales, que aun no
han sido del todo bien definidas (Venkatesh, 1988). Por ejemplo, la exposicién de
un grupo de ratas a cenizas, no favorecio la susceptibilidad a la infeccidn por
citomegalovirus; sin embargo, la infeccion por estreptococos provocé la muerte de
los animales a las 24 horas (Grose et al., 1985). Antonini et al., (2002)
demostraron experimentalmente que se favorece una mayor susceptibilidad a la
infeccion por Listeria monocytogenes tras la exposicion a ceniza, produciéndose

dafios en el tejido pulmonar.

Trabajos relacionados con la exposicion a la inhalacion de ceniza volcanica en
modelos animales indican un aumento de los niveles de fibrindgeno en plasma y
un incremento en el porcentaje de leucocitos polimorfonucleares, principalmente
eosinodfilos, asi como una disminucion del porcentaje de macrofagos a nivel
alveolar. Por su parte, los estudios citogenéticos en animales que han sido
expuestos a diferentes concentraciones y tipos de contaminantes ambientales
muestran una elevada frecuencia de células alteradas (Grose et al., 1985; Rubes
et al., 1992; Gardner et al., 2000).

En un estudio de exposicion a la inhalacion de la ceniza volcanica procedente del
Monte Santa Helena, en un grupo de hamsters (dos horas diarias durante un afo),
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permitio detectar cambios en la funcion y morfologia del tejido pulmonar de los
animales, caracterizado por alveolitis y fibrosis, a nivel traqueal, se dio una
reduccion en la actividad ciliar ademas de cambios citomorfologicos. Asi mismo,
se observé la llegada de neutrdfilos que regulan la adhesion local de moléculas,
induciendo quimiotaxis de células inflamatorias en las vias aéreas (Schiff et al.,
1981; Raub et al., 1985; Graham et al., 1985). La exposicion a la inhalacidén de
ceniza en hamster, proveniente de la actividad del volcan Popocatépetl, provoco
una reaccion inflamatoria aguda y crénica, un foco neumodnico con detritus

celulares e infiltracion de linfocitos en el tejido pulmonar (Rivera et al., 2003).

Las cenizas volcanicas son bajas en nutrientes y fuentes de energia. Entre los
microorganismos del aire que llegan con las cenizas, las precipitaciones
atmosféricas, y durante la fusion de la nieve, s6lo aquellos con metabolismo
econdmico y de adaptacién a ambientes pobres en nutrientes para sobrevivir.
Tales son, por ejemplo, los miembros del grupo de microorganismos oligotroficos y
facultativos  oligotroficos. Las  cianobacterias, siendo  microorganismos
fotosintéticos y fijadores de nitrégeno, son capaz de crecer bajo condiciones
extremas, también debe de esperarse a que participen en la transformacién de las

cenizas volcanicas (Pimenov, 1983; Kuzyakina, 1985).

La mutua interaccion de factores como son el alto contenido de materia organica,
la actividad microbiana y su composicion alofanica influyen sobre la alta capacidad
de retencion de fosforo de estos suelos, la cual encarece significativamente la
produccion agricola. Es un hecho comprobado que la poblacion microbiana es un
factor importante que define las caracteristicas de un suelo, especialmente en lo
referente a su fertilidad, Al mismo tiempo, es indudable que el entorno ecoldgico
primario en el que se desarrolla esta microflora, principalmente la fraccion
inorganica arcillosa del suelo, influenciara de manera notable los procesos
bioquimicos que esta flora impulsa in situ. Esto es especialmente relevante en los
suelos derivados de cenizas volcanicas, cuyo constituyente fundamental de su

fraccion arcillosa es el alofano, término genérico que se usa para designar a
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aluminios/silicatos amorfos de razén Fe,O3/Al,O3 variables y cuyas cargas de los
recubrimientos superficiales son dependientes del pH. La actividad fisicoquimica
superficial de estos alofanes es alta, adsorbiendo con mucha tenacidad especies
aniénicas, por ejemplo fosfatos y algunos sustratos organicos, por ejemplo

enzimas y sustancias humicas.
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CAPITULO 2

EFECTOS TOXICOS

2.1 TOXICIDAD EN MICROORGANISMOS

La contaminacién ambiental con metales pesados constituye un creciente
problema mundial. Estos elementos quimicos representan una amenaza bioldgica,
pues no son biodegradables. Solo los microorganismos que portan sistemas
genéticos que contrarrestan los efectos toxicos de los metales son capaces de
sobrevivir en ambientes con elevadas concentraciones de esos elementos. Los
microorganismos resistentes a metales pesados presentan potencialidades para el
disefio de tecnologias aplicables en el campo de la Biorremediacion de ambientes
contaminados. Los determinantes genéticos de resistencia a metales pesados
presentan gran importancia desde el punto de vista de la biotecnologia ambiental
o biorremediacion y existen tres areas fundamentales de aplicacion: 1)
incorporacion de los determinantes de resistencia desde un organismo a otro que
seria utilizado en procesos relacionados con metales pesados, 2) en la
bioextraccion de metales estratégicos, preciosos o radiactivos, directamente desde
los minerales o por recobrado de metales desde los efluentes de los procesos

industriales y 3) en la restauracion de los ambientes contaminados con metales.

Las aplicaciones industriales de las bacterias resistentes a metales o sus genes
incluyen el uso de biosensores para el control y seguimiento de la concentracion
de estos elementos en una gran variedad de sustratos y suelos, el desarrollo de
biorreactores para extraer o eliminar metales pesados desde efluentes

contaminados o suelos, bioaumentacion y fitorremediacion.
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2.2 MICROORGANISMOS Y SU INTERACCION CON METALES
PESADOS

Ciertos metales cumplen funciones celulares que no pueden ser satisfechas por
las moléculas organicas, y estos metales son, por tanto, indispensables para la
bioquimica de la vida en todos los organismos. lones metalicos especificos son
cruciales para la estructura de las membranas celulares y el ADN;
aproximadamente la mitad de todas las proteinas conocidas se prevé que sea
dependiente de atomos de metal para su estructura y su participacion en los
procesos celulares fundamentales, como la transferencia de electrones y la
catalisis (Waldron et al., 2009). No obstante, estos metales esenciales son letales
para todas las células cuando estan presentes en exceso. Ademas, ciertos
metales no esenciales como la plata (Ag), mercurio (Hg) y telurio (Te), son
extremadamente toxicos para la mayoria de bacterias y tienen actividad
microbicida en concentraciones excepcionalmente bajas. Debido a esta potente
toxicidad para bacterias y levaduras, metales particulares se han utilizado como
agentes antimicrobianos desde la antigledad.

Los metales pesados son bien conocidos por ser toxicos para la mayoria de los
organismos cuando estan presentes en concentraciones excesivas. Por lo tanto,
no es sorprendente que la toxicidad de metales pesados a los microorganismos en
el ambiente a menudo haya sido reportado. Se han reportado que los efectos de
metales pesados, por ejemplo, en los procesos microbianos del suelo se remontan
a comienzos del siglo pasado (Lipman et al., 1914; Brown et al., 1916). Pero sdlo
cuando se observo los grandes efectos negativos de las emisiones de metales
pesados procedentes de fundiciones en los ecosistemas circundantes entre los
afnos de 1960 a 1970, fue cuando se dieron cuenta de la severidad hacia los
microorganismos del suelo y los procesos microbianos del suelo, los cuales
pueden llegar a ser perturbados por elevadas concentraciones de metales,
resultando a veces, en la perturbacion de los ecosistemas de una forma muy
grave (Tyler, 1975).
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2.3 EFECTO TOXICO DE LOS METALES SOBRE LA CELULA
MICROBIANA

Los metales son toxicos, ya que, como resultado de su naturaleza fuertemente
ionica, por lo que se unen a muchos ligandos celulares y desplazan metales
nativos esenciales de su sitio normal de union. Por ejemplo, el ion arseniato puede
remplazar al fosfato en la célula microbiana. Los metales también alteran las
proteinas mediante la union a grupos sulfidrilos y a los acidos nucleicos mediante
la unién a grupos fosfatos o hidroxilos. Como resultado, la configuracion de las
proteinas y el ADN es interrumpida en funcionamiento. El cadmio, por ejemplo,
compite con el zinc celular y se une a sitios no especificos del ADN, induciendo
asi, un desplegamiento o ruptura en la hebras simples. Los metales también
pueden alterar la fosforilacidn oxidativa y la permeabilidad en las membranas,
como se ha visto con el i6bn vanadato y mercurio. Los microorganismos
generalmente usan vias especificas de transporte para metales esenciales de su
membrana celular hacia el interior celular. Desafortunadamente, los metales
toxicos también puede atravesar la membrana, ya sea por difusidén o utilizando las
vias para otros metales. Asi, el transporte del Cd** se da usando la via del Mn?** en

Staphylococcus aureus (Timberley et al., 2000).

La interaccién microbio-metal da como resultado un decremento en el crecimiento,
cambios morfologicos anormales o en la inhibicibn de procesos bioquimicos
celulares. Los efectos toxicos de los metales también se pueden ver en toda la
comunidad bacteriana. En respuesta a la toxicidad por metales, el numero y
diversidad de una comunidad puede decrecer. Sin embargo, existen pocos
estudios acerca de sus efectos en las comunidades. Mientras que un individuo
aislado de una poblacién puede generar resistencia, como hace una poblacion de
microorganismos para interactuar de tal forma que le confiera resistencia asi como
a un individuo. Posiblemente la interaccion continua con los metales genere
resistencia, y esta puede ser transmitida a futuras generaciones, formando asi,

poblaciones resistentes a los metales (Timberley et al., 2000).
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2.4 MECANISMOS MICROBIOLOGICOS DE RESISTENCIA A LOS
METALES

Algunos microorganismos se cree que han desarrollado resistencia a metales
debido a su exposicién a los metales toxicos, poco después de que comenzara la
vida sobre la Tierra. Se cree que otros han desarrollado resistencia en respuesta a
la reciente exposicion por contaminacidén por metales durante los ultimos 50 afios.
La reciente evolucion a la contaminacion del medio ambiente con metales de
origen antropogénico ha incrementado la necesidad de investigar la resistencia de
los microorganismos a los metales, asi como a su uso para la biorremediacion.
Los microorganismos estan directamente influenciados al destino de los metales
en el medio ambiente y asi, dar una posibilidad para el tratamiento de estos en
distintos medios contaminados (Timberley et al., 2000).

En respuesta al medio ambiente contaminado con metales, los microorganismos
han desarrollado mecanismos ingeniosos de resistencia y desintoxicacion que
pueden ser intracelulares o extracelulares, muchos pueden ser especificos a un
determinado metal o mecanismos generales, capaces de interactuar con una gran
variedad de metales. Entre los cuales se tienen; procesos de volatilizacion,
reduccion, precipitacion como sales metalicas y mecanismos en las membranas
(captura y proteccion) celulares como las bombas de expulsion (figura 2.1).
Algunos mecanismos de resistencia son codificados en plasmidos, los cuales
tienden a ser especificos para determinados metales. La resistencia de los
microorganismos a los metales se puede dividir en tres categorias (Beveridge et
al., 1997):

a) Mecanismos de resistencia generales y que no requieren de estrés al metal.

b) Mecanismos de resistencia que son especificos por activacion a un
determinado metal.

c) Mecanismos de resistencia generales y que son activados por condiciones

de estrés a metales.
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Figura 2.1 Ejemplo de mecanismos unicos de resistencia a metales en bacterias (adaptado de
Beveridge, 1997).

Los mecanismos generales de resistencia generalmente sirven para otras
funciones. Por ejemplo, la produccidn de biopeliculas, mientras mas efectiva es la
produccion de biopelicula se provee una barrera contra la entrada de metales al
interior de la célula bacteriana, ademas de servir como una fuente protectora
contra la desecacion y la depredaciéon. El unico propdsito de los mecanismos
dependientes de metales, tanto especificos como generales, es el de proteger a la
célula de la toxicidad del metal (Beveridge et al., 1997). Ejemplos de estos
mecanismos incluyen bombas de expulsién y produccion de metalotioneinas (MTs,
grupo de familias de proteinas ricas en cisteina y de bajo peso molecular, que
pueden ser inducidas por metales como Cu, Zn, Cd, Ag y Hg. Asi, organismos
marinos expuestos a metales téxicos y que sufren alteraciones fisioldgicas, usan

estas proteinas como biomarcadores de exposicion) (Gupta et al., 1993).
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2.5 INTERACCIONES MICROBIANAS CON METALES PESADOS

Las bacterias han desarrollado diversos mecanismos de resistencia para tolerar
los efectos nocivos de los metales toxicos (Silver y Phung, 2005). Entre ellos se
encuentran principalmente los que involucran: a) componentes celulares que
capturan a los iones, neutralizando su toxicidad, b) enzimas que modifican el
estado redox de los metales o metaloides, convirtiéendolos en formas menos
toxicas, y c) transportadores de la membrana que expulsan las especies nocivas
del citoplasma celular. Para los mecanismos de expulsién se tiene la disponibilidad
de las secuencias de genomas completos, se cuenta actualmente con una gran
cantidad de informacion sobre los genes que codifican transportadores de metales
pesados, muchos de ellos caracterizados a los niveles bioquimico y estructural.

2.5.1 Sistemas de expulsion de Cationes.

Entre ellos se encuentran los sistemas que expulsan iones derivados de cadmio,
cobalto, cobre, niquel, plata, plomo y zinc. Se han identificado tres tipos
principales de sistemas de expulsion (Nies, 2003) y se presentan en orden de su

complejidad:

i) Los facilitadores de difusién de cationes (CDF) son proteinas que se
encuentran distribuidas en los tres dominios de la vida (Bacteria,
Archaea y Eukarya). Generalmente transportan zinc pero también
pueden expulsar otros cationes como cadmio, cobalto, niquel e incluso
hierro (Haney et al., 2005). Las proteinas CDF son polipéptidos de
tamafio mediano (menos de 400 residuos) que poseen seis segmentos
transmembranales (STM), funcionan como homodimeros en la
membrana interna, y expulsan los sustratos al espacio periplasmico. El
transporte de los iones se asocia con un proceso quimiosmotico que
involucra el intercambio con protones en el cual participan residuos de

histidina, aspartato y glutamato. El prototipo de este grupo de
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transportadores es la proteina CzcD, identificada en un plasmido de la
B—proteobacteria hipertolerante a metales Cupriavidus metallidurans
(antes Alcaligenes eutrophus).

ii) Las ATPasas tipo P constituyen una superfamilia de transportadores de
metales que son energizadas por la hidrolisis del ATP (Solioz et al.,
1994). Como las proteinas CDF, las ATPasas tipo P (llamadas asi
porque el y-fosfato liberado en la hidrélisis del ATP se une en forma
covalente a la enzima) estan ampliamente distribuidas en los tres
dominios de la vida y sus sustratos son iones como H*, Na*, K*, Mg?*,
Ca*, Cu*, Ag*, Zn* y Cd*". Este tipo de ATPasas se localizan en la
membrana interna y pueden transportar iones hacia el interior celular,
comUnmente iones fisioldgicos como Mg®*, o bien funcionar como
sistemas de expulsion, removiendo metales toxicos al espacio
periplasmico. Al igual que los transportadores CDF, estas ATPasas
deben asociar su funcion con proteinas de la membrana externa (por
ejemplo, las porinas) para lograr expulsar el sustrato toxico hasta el
exterior celular. Los miembros del enorme grupo de ATPasas tipo P
involucradas en el transporte de metales pesados poseen una prolina
precedida o seguida de una cisteina; este motivo (CPx) es esencial para
su funcion. Estas ATPasas son proteinas con mas de 700 residuos
formadas por seis STM, una gran region citoplasmica que une el ATP, y
varias parejas de cisteinas que atrapan a los metales que han de ser
expulsados. ATPasas CPx que transportan cobre, por ejemplo, se
relacionan con las severas enfermedades humanas de Menkes y de
Wilson. En bacterias, la ATPasa tipo P mas estudiada es la proteina
CadA codificada en un plasmido de Staphylococcus aureus. Sin
embargo, C. metallidurans es notable al poseer en su genoma los genes
para 10 ATPasas tipo P que, en conjunto, participan en la homeostasis,
o en la resistencia, a cadmio, cobre, plomo y zinc. Otros grupos
bacterianos como cianobacterias, micobacterias o Rhizobium albergan

también un gran numero de ATPasas de metales en sus genomas.
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iii) El tercer grupo de proteinas involucradas en la expulsidon de metales
esta formado por los transportadores de la familia RND, denominada asi
porque sus miembros participan en procesos de resistencia, nodulacion
y division celular en diferentes especies bacterianas (Saier, 2003). A
diferencia de los dos tipos de transportadores anteriores, estas
proteinas solo se han identificado en bacterias, donde constituyen una
gran superfamilia. Se trata de proteinas de alrededor de 1,000 residuos
presentes en la membrana interna, que expulsan compuestos de indole
diversa. Las proteinas RND que participan en la expulsion de metales
comunmente se asocian con una pareja de polipéptidos auxiliares: una
proteina pequefia de la membrana externa y una proteina periplasmica
que une (o fusiona) a las membranas interna y externa (Paulsen et al.,
1996). El complejo se encuentra en la membrana como un multimero
formado probablemente por tres copias de cada proteina. En C.
metallidurans la asociacion se presenta desde el nivel genético: los
genes que codifican las proteinas CzcC, B y A forman un operdn (por
ello, la familia se conoce también como de transportadores CBA, para
distinguirla de las ATPasas ABC). El enorme complejo proteico funciona
como una eficiente bomba de expulsién que transporta los iones toxicos
desde el citoplasma hasta el exterior de la célula bacteriana (a diferencia
de los otros sistemas de expulsion que solo translocan su sustrato al
espacio periplasmico). Como ocurre con las proteinas CDF, los
transportadores CBA funcionan como antiportadores quimiosmaéticos de
cationes y protones. El sistema CzcCBA de Cupriavidus es capaz de
expulsar cadmio, zinc y cobalto, pero se conocen ejemplos de complejos
RND de otras especies bacterianas que transportan niquel, cobalto,

plata o cobre.
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2.5.2 Sistema de expulsiéon de aniones.

En este grupo se encuentran los transportadores que expulsan a los oxianiones

derivados de arsénico y de cromo e incluyen tanto sistemas quimiosmaoticos como

relacionados con ATPasas.

El metaloide arsénico puede formar dos tipos de oxianiones: arsenito
(AsOg2’, la forma mas toxica) y arsenato (AsO43-). El primer ejemplo de
un sistema de expulsion de arsenito es el operon arsABC codificado en
un plasmido de Escherichia coli. El arsenito es expulsado por un
complejo formado por ArsB, una proteina de la membrana interna de
alrededor de 400 residuos y 12 STM, y ArsA, una proteina hidrofilica
asociada con la membrana y con actividad de ATPasa. ArsA
proporciona la energia para el transporte de arsenito y no posee
similitud de secuencia con las ATPasas tipo P ni con las ATPasas tipo
ABC (Mukhopadhyay et al., 2002). EI mecanismo de tolerancia se
completa con una pequena proteina adicional, ArsC, que es una
arsenato reductasa que transforma el arsenato en arsenito, el cual
puede ahora ser expulsado por el complejo ArsAB. De esta forma, el
sistema ars confiere resistencia a ambos oxianiones. Se conocen
numerosos homologos del operdn ars en diversas especies bacterianas,
presentes tanto en plasmidos como en cromosomas (Mukhopadhyay et
al., 2002). Muchos de estos operones carecen del gen para la ATPasa
ArsA y, en estos casos, el transportador ArsB es capaz de expulsar el
arsenito impulsado por el potencial eléctrico transmembranal generado
por la cadena respiratoria (Mukhopadhyay et al., 2002). Este es el unico
sistema de expulsién de iones inorganicos téxicos que puede funcionar
de manera dual: impulsado por la hidrdlisis del ATP o por un proceso
quimiosmotico.

El sistema de expulsion del oxianion téxico cromato (CrO42-) se
identifico inicialmente en plasmidos de Pseudomonas aeruginosa y de
C. metallidurans que codifican la proteina ChrA (Cervantes et al., 2001).
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Esta proteina expulsa el cromato del citoplasma en un proceso
quimiosmotico dependiente de la cadena respiratoria (Pimentel et al.,
2002). ChrA es parecida a ArsB en tamafio, topologia y mecanismo de
accidn (cuando ésta no se asocia con la ATPasa), aunque no comparten
similitud en sus secuencias de aminoacidos. Actualmente se reconocen
docenas de homodlogos de ChrA, plasmidicos y cromosémicos, que
constituyen a la familia de transportadores CHR (Nies et al., 1998),
aunque su participacidon en la expulsion de cromato sélo se ha
demostrado en las proteinas de P. aeruginosa y C. metallidurans. Las
proteinas ChrA, como ocurre con miembros de otras familias de
transportadores, surgieron de la duplicacidon de un gen ancestral que
codificaba solo seis STM (Nies et al., 1998). Mediante mutagénesis se
encontré que la mayoria de los aminoacidos esenciales para la funcion
de ChrA de P. aeruginosa se localizan en la mitad amino terminal
(Aguilera et al., 2004), sugiriendo que los dominios amino y carboxilo
terminales tienen funciones distintas en la expulsién del cromato. El
analisis filogenético de la familia CHR apoya esta hipdtesis al mostrar
que la secuencia de aminoacidos de la mitad amino se encuentra mas

conservada que la de la mitad carboxilo.

2.6 METODOS PARA EL ESTUDIO DE LAS INTERACCIONES
MICROORGANISMO-METAL

Se deben de aplicar consideraciones unicas al estudiar las interacciones de
microorganismos-metal. Las concentraciones de metales a macroescala reflejan
pobremente la influencia téxica de metales sobre Ila escala de los
microorganismos. Retirar las concentraciones toxicas de metales no evalua con
precision la concentracion toxica bioldgica. Debido a que los metales no son
biolégicamente degradados, es dificil determinar si y como los metales estan

siendo desintoxicados cuando las concentraciones de metales no varian. Sin
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embargo, nuevas técnicas y desarrollos analiticos en la quimica de los metales,
microbiologia y biologia molecular estan haciendo posible ampliar el conocimiento
de cémo influencian los metales a un microorganismo en un ambiente

determinado (Beveridge et al., 1997).

El cultivo de microorganismos resistentes a metales en el laboratorio
frecuentemente ocurre en un medio rico en nutrientes o0 en medios quimicos
especificos, cuando estos contienen extracto de levadura, buffer de fosfatos y
aminoacidos que unen iones metalicos. Medios con pH neutro es un complemento
que ayuda a la unién de iones en los medios de cultivo. La presencia y su cantidad
de estos componentes influencia fuertemente la biodisponibilidad de los metales,
de este modo influencia la toxicidad del metal sobre el microorganismo. Asi,
dependiendo del medio de cultivo, la toxicidad del metal puede variar. Por ejemplo,
ha sido demostrado que Tetrahymena pyriformis puede tolerar hasta 100 veces
mas concentraciones de cadmio (Il) en un medio enriquecido comparado con un
medio de cultivo normal (Nilsson, 1981). Asi, es necesario tomar en consideracion
varios factores para escoger el medio de cultivo adecuado para evaluar la
resistencia de los microorganismos a los metales. Por ejemplo, los buffer de
fosfatos precipitan fuertemente los iones metalicos. Quitar la produccion de
fosfatos en ciertos microorganismos permite su proteccion para ciertos metales.
Los buffers que carecen de unién a los metales, incluidos los de acidos sulfonicos
tales como el MES [2-(N-morfolino) acido etanosulfonico; CsH1sNO4SCH20] vy el
PIPES (acido 1,4-piperazinedietansulfonico) optimizan la biodisponibilidad del
metal en el medio de cultivo. Finalmente el pH influencia fuertemente la
biodisponibilidad de los metales. Los metales tienden a precipitar con sales
carbonicas a pH > 7.0 (Timberley et al., 2000).

Cuando se estudia la resistencia a metales, se asume que el decremento en la
concentracion de metales solubles corresponde a la concentracion de metales
absorbidos por el microorganismo. Sin embargo, hay que ser muy cuidadosos a la
hora de interpretar los datos, debido a que las caracteristicas o los componentes
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del medio pudieron haber precipitado los metales, incluso existe la posibilidad de
que se hayan unido a las paredes de los frascos o tubos. El control de in6culos de
metal sin la presencia de microorganismos son necesarias para discutir los
resultados y lograr establecer unas diferencias entre la remocion por
microorganismos o por la remocion quimica del medio como tal. Cabe senalar que
mientras es relativamente facil determinar un estimado a macroescala de la
biodisponibilidad en el medio ambiente, tal estimacion no refleja la concentracion a
microescala del metal. Asi que incluso si se miden niveles muy bajos de metales
solubles, es probable que en algunos niveles sustanciales de microporos para la
biodisponibilidad de metales, pueden ser encontrados estos metales. Esto
explicaria por qué microorganismos en ambientes contaminados con metales (no

solubles) pudieran exhibir una resistencia extrema (Timberley et al., 2000).

2.7 EFECTOS DE LA CENIZA VOLCANICA EN MICROORGANISMOS

Uno de los factores mas importantes que determina la disponibilidad biolégica de
un metal en un sistema es su unién a otros componentes ambientales. Si un metal
se elimina total o parcialmente mediante la unién, pueden dar como resultado una
disminucién o desaparicion completa de los efectos toxicos. La actividad bioldgica
de iones de metales pesados puede ser notablemente afectada por la presencia
de otros iones. Los cationes como el magnesio y el calcio a menudo pueden
reducir la inhibicion de metales pesados. Los efectos toxicos del niquel, cobalto,
cadmio, zinc, y manganeso de Escherichia coli se redujeron en medios con un alto
contenido de magnesio. La toxicidad de niquel y cobalto a Aspergillus. aerogenes,
Aspergillus niger y Candida utilis también fue disminuida por el magnesio. Para
estos organismos, utilizando radiois6topos de niquel y cobalto, se encontré que los
altos niveles de magnesio reducen las cantidades de niquel y cobalto tomadas por
las células (Gadd, 1978).

La meteorizacién biogénica de rocas y minerales que es causada por diversos

microorganismos Yy los productos de su metabolismo; actualmente es un tema de
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intensa investigacion. La investigacion sobre cenizas volcanicas es de especial
interés, ya que se ocupa de la cuestion del transporte que permite llegar a la
biosfera directamente desde el interior de la Tierra y actuar como el material inicial
para litogénesis sedimentaria volcanogénico y la formacion del suelo (Karavaiko et
al., 2004).

Las publicaciones de interacciones de cenizas con microorganismos son escasas;

algunas referencias obtenidas se citan a continuacion:

Brock (1978) publico el hecho de un sobrecrecimiento microbiano en distintos tipos

de cenizas.

Pimenov (1983) describié una diversidad de microorganismos que se desarrollan

sobre cenizas en zonas donde era intensiva y consecutiva la caida de esta.

Kuzyakina (1985) investigd la relacion de las cenizas con los microorganismos en

distintos eventos volcanicos a lo largo de la cordillera rusa.

Gerasimenko et al.,, (2013) demostraron que las bacterias estan practicamente
ausentes en cenizas volcanicas. Los experimentos reportados con la inoculacion
de cenizas con bacterias no mostraron crecimiento en cenizas estériles y no
estériles. Ellos siguieren que las cenizas volcanicas frescas son desfavorables

para el crecimiento de microorganismos debido a sus componentes toxicos.

Sin embargo, Karpov et al. (2007) describe el desarrollo activo de biopeliculas de
cianobacterias en el lago Karym Skoe resultado de los cambios en la composicion
de las aguas causada por una lluvia de cenizas abundantes durante la erupcion

del volcan Karymskii.

Naimark et al., (2009) realizaron un analisis experimental que involucra bacterias

fototroficas anoxigénicas (APB), éste revelo el efecto estimulador de cenizas
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volcanicas en su crecimiento. Los productos del metabolismo bacteriano formaron
complejos organominerales con el sustrato de cenizas, y esta fue probablemente
en la etapa inicial de formacion de minerales de la arcilla de las cenizas

volcanicas.

Karamba et al., (2014) probaron el efecto de los metales pesados en la cepa
Serratia marcescens AQO7 para afirmar su efecto sobre el crecimiento y la
biodegradacion de cianuro. Se utilizé 1 ppm de diez diferentes metales pesados se
experimento in-vitro en un medio tampon que contenia cianuro de potasio 200
ppm. Ellos son: la plata, arsénico, cadmio, cobalto, cromo, cobre, mercurio, niquel,
plomo y zinc. Sus resultados demostraron que el mercurio tiene efecto significativo
sobre el crecimiento (densidad optica 0.13 a 72 horas) y la biodegradacion de
cianuro de eliminacién de solamente 24.7% en comparacion con el control que no
tiene ninguna incorporacion de metal pesado (densidad optica 0.74 y 92% de
eliminacién, respectivamente), mientras que otros eliminan por encima 80%. Otros
estudios sobre mercurio revelaron que tiene un efecto significativo en las
bacterias, incluso tan bajas como 0.1 ppm. Esto ilustra que el mercurio puede
obstaculizar significativamente la biodegradacion de cianuro por Serratia

marcescens cepa AQO7.
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CAPITULO 3

MATERIALES Y METODOLOGIA

La aproximacion experimental considerd cepas bacterianas, medios de cultivo y

ceniza volcanica (componentes solubles).

3.1 CEPAS BACTERIANAS

Las cepas utilizadas en este estudio corresponden a las siguientes cepas puras
aisladas y cultivadas en caldo nutritivo, y cuyas principales caracteristicas son:

a) Escherichia coli

La bacteria Escherichia coli (E. coli) normalmente viven en los intestinos de las
personas y animales, es quizas el microorganismo mas estudiado. Es un bacilo
que reacciona negativamente a la tincion de Gram (Gram-negativo). Es un
microorganismo anaerobio facultativo, cuya movilidad se da por flagelos que
rodean todo el cuerpo celular. No son formadoras de esporas y son capaces de
fermentar glucosa y lactosa. La mayoria de las E. coli son inofensivas y en
realidad son una parte importante de un tracto intestinal humano sano. Sin
embargo, algunos de E. coli son patdgenas, lo que significa que pueden causar
enfermedades, diarrea o enfermedad fuera del tracto intestinal.

b) Bacillus subtilis

Es un microorganismo considerado como no patégeno para el ser humano. Es una
bacteria que da positivo a la tincion de Gram (Gram-positivo), es de tipo aerobio y

se considera positiva a la catalasa y tiene la capacidad de formar endoesporas,
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ademas de ser considerado como ubiquitario (presente en agua, suelo, aire,
residuos organicos, etc.).

c) Serratia marcescens

Es un bacilo movil negativo a la tincion de Gram (Gram-negativo). Puede ser
patogeno para el ser humano (conjuntivitis, queratitis, meningitis, etc.) y es uno de
los principales causantes de enfermedades nosocomiales y urinarias. S.
marcescens se caracteriza por su crecimiento en colonias de color rojo, debido al

pigmento prodigiosina.

d) Micrococcus luteus

Es una bacteria en forma de coco aerobia obligatoria, es positiva a la tincion de
Gram (Gram-positiva). En las reacciones quimicas es positiva a la ureasa y a la
catalasa. Es una bacteria que puede crecer en agua, suelo y aire, formando una

microbiota bacteriana en la piel de los mamiferos.

3.2 CENIZA VOLCANICA

La ceniza volcanica fue colectada en distintas localidades de la Ciudad de Puebla
(Atlixco, San Nicolas de los Ranchos, Cuautlancingo, Puebla capital centro y
colonias como La Margarita, Balcones del Sur y Bosques de San Sebastian)
durante el 2012 y en diferentes periodos de exhalacion del volcan Popocatépetl.
En la tabla 3.1 se resumen los estudios analiticos realizados a las muestras de

ceniza.
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3.3 DISENO EXPERIMENTAL

El disefio experimental se realiz6 utilizando como variables experimentales la
concentracion y los microorganismos, tomando como base las cuatro cepas,
sometidas a diferentes concentraciones de la parte soluble de la ceniza volcanica,

en diferentes medios (tabla 3.2).

Tabla 3.2 Disefo experimental con sus respectivas cepas y concentraciones.

Informacidén sobre las variables
idad
Nombre corto | Nombre largo Unidad l%mda
(simbolo)
4.000 Concentracidon | Porcentaje %
4.000 Microorganismo Cepas o

3.4 MEDIOS DE CULTIVO

Los medios de Cultivo y suplementos utilizados durante todas las series de

experimentos de la presente Tesis fueron los siguientes:

* Caldo Nutritivo (Bioxon)
* Agar Nutritivo (Bioxon)
* Agar Bacteriologico (Bioxon)

* Peptona de Caseina (Bioxon)

3.5 ESTERILIZACION E INCUBACION

Todo material de cristal y medio de cultivo, asi como la parte soluble de la ceniza
(1:1) en agua tridestilada fueron esterilizados en una autoclave a 18 Ib de presién

durante 15 minutos. La incubacion de las cepas bacterianas (Escherichia coli,
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Micrococcus luteus, Bacillus subtilis y Serratia marcescens) se llevdo a cabo a
35°C, tanto en caldo nutritivo como en agar nutritivo y agar bacteriolégico en cajas

de Petri estériles

3.6 CULTIVO DE MICROORGANISMOS EN CALDO NUTRITIVO: CURVA
DE CRECIMIENTO

Para realizar ensayos microbiolégicos bajo condiciones equivalentes es necesario
trabajar con la misma cantidad de biomasa en una fase de crecimiento similar.
Una de las formas de medir la biomasa y determinar las fases de crecimiento de la
misma es utilizando un método que relacione dicha biomasa con una magnitud
fisica tal como la absorbancia de luz. Para estas determinaciones se utiliz6 un
espectrofotometro (Hach DR/2500), en el cual la luz atraviesa un tubo conteniendo
el cultivo bacteriano. El cambio entre la intensidad de luz que incide en el cultivo
(lo) y la transmitida (1) se registra en el espectrofotdmetro como absorbancia (A) o
densidad o6ptica (D.O.), valor derivado del log del cociente entre lo y la de la luz
transmitida por la suspension, A = log lo/l. A medida que la concentracion celular
aumenta, el cultivo se hace mas turbio y se reduce la cantidad de luz transmitida
que alcanza la célula fotoeléctrica (dicha intensidad se detecta como corriente en
un galvanometro). Esta reducciéon de la intensidad de luz transmitida es
consecuencia de la difraccién de la luz por parte de las células. Sin embargo, la
absorbancia no es una medida directa del numero de células, por lo cual es
necesario realizar una curva de calibracion para obtener la correspondencia entre
las medidas de la biomasa en el cultivo y las de Absorbancia (medidas a 600 nm
de longitud de onda).

3.7 ESTUDIO TOXICOLOGICO

Para el estudio del efecto que tienen las distintas concentraciones de la parte
soluble de la ceniza volcanica obtenida preparando una muestra analitica (1:1), se

analiza el crecimiento en la fase exponencial de las distintas cepas, se sustituyo el

Valoracion Toxicoldgica de Ceniza Volcanica 43



agua tridestilada del medio de cultivo (solido y liquido) por los siguientes
porcentajes de muestra analitica: 100% (50%), 50% (25%), 30% (15%) y 10%
(5%). La revision de los cultivos (toma de fotografias) se hizo a las 6, 12, 24 y 48
horas para los medios solidos y cada 3 horas para los liquidos. En la tabla 3.3 se

resume la organizacion de los experimentos.

Tabla 3.3 Organizacién de los experimentos para el estudio toxicoldgico.

Porcentaje en el medio de la parte soluble de la ceniza
Medicién
Cepa volcanica
(horas)
5% 15% 25% 50%
Escherichia
, v v v v 6,12, 24y 48
coli
Bacillus
4 4 4 v 6,12, 24 y 48
subtilis
Serratia
4 4 4 v 6,12, 24 y 48
marcescens
Micrococcus
4 4 4 v 6,12, 24 y 48
luteus
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CAPITULO 4

RESULTADOS

4.1 PREPARACION DE LA CENIZA VOLCANICA

La parte soluble de la ceniza volcanica se prepard en porcion de 1:1, es decir, se
pesaron 200 gramos de ceniza y se depositaron en 200 ml de agua tridestilada, la
mezcla fue sometida a 30 minutos de agitacién constante de forma manual para
después dejarla reposar 24 horas. La parte soluble de la ceniza volcanica fue
esterilizada y usada para preparar los distintos medios de cultivo (placa y tubo).

4.2 CRECIMIENTO DE LAS CEPAS BACTERIANAS

Las especies microbianas utilizadas durante este estudio fueron: Escherichia coli,
Bacillus subtilis, Serratia marcescens y Micrococcus luteus, donadas por el
laboratorio de Ingenieria Ambiental de la facultad de Ingenieria de la Universidad
Auténoma de Puebla. El primer paso fue aislarlas del medio donde se encontraban
en refrigeracion y adaptarlas al ambiente para que con el fin de lograr un

adecuado desarrollo.

El proceso de siembra consistié en tomar del tubo vial una azada (de cada una de
las cepas) en condiciones de esterilidad y pasarlas en placas Petri con Agar
Nutritivo preparado y esterilizado conforme a lo descrito en la metodologia. El
crecimiento de las distintas cepas se hizo realizé a 35°C durante 48 horas, la
siembra fue mediante estriado con el fin de obtener colonias de bacterias aisladas,
en la figura 4.1 se muestran fotografias de las placas, las cuales fueron utilizadas
para obtener las adecuadas curvas de calibracion y realizar los distintos estudios

de toxicidad.
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Figura 4.1 Siembra de cepas bacterianas usadas para los distintos estudios: a) Serratia
marcescens, b) Escherichia coli, c) Micrococcus luteus y c) Bacillus subtilis.

4.3 CURVAS DE CRECIMIENTO BACTERIANO

En la figura 4.2 se muestran las distintas curvas de calibracion para el crecimiento

de las diferentes cepas bacterianas. Las cepas crecieron a partir de una azada de
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la cepas que fueron aisladas y resembradas en 300 ml Caldo Nutritivo en una
incubadora a 35°C, el propdsito de realizar una curva de calibracidn es de;
primero, demostrar que el crecimiento de las cepas es el adecuado y segundo,
tratar de determinar en qué punto (hora) las cepas presentan la cantidad de

biomasa similares para poder realizar los experimentos de toxicidad.

Para la realizacion de la curva de crecimiento de los distintos microorganismos se
emplearon tubos de ensayo con 10 ml de caldo nutritivo estéril en los cuales se
inocularon en condiciones de esterilidad 10 ul del cultivo madre. Todos los tubos
fueron incubados a 35°C. Este ensayo se hizo por triplicado y en una sola serie de
tubos para cada una de las cepas con el fin de todos crecieran bajo las mismas
condiciones. La cantidad de biomasa se determind por turbiedad en un
espectrofotometro Hach DR/2500 a 600 nm cada 3 horas durante todo el dia

posible y durante los tres dias seguidos.

Todas las cepas presentaron el tipico crecimiento bacteriano, teniendo una fase
de adaptacion durante las primeras 6 horas, la fase exponencial se dio entre las 6
y las 32 horas, posteriormente se dio la fase estacionaria entre las 32 y 72 horas,
para finalmente comenzar con su fase de muerte bacteriana posterior a las 72
horas, a partir de este punto ya no se hicieron medidas debido a que ya no eran
necesarias para el estudio. Gracias a la curva de calibracion se pudo observar
que aproximadamente a las 24 horas, las cepas bacterianas presentan
densidades 6pticas muy similares, es decir, una biomasa similar, con lo que se
tomd esta hora de crecimiento exponencial como referente para realizar los

estudios de toxicidad.
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Curva de Calibracioén

1.2

==Escherichia coli
=w==Bacillus subtilis
Serratia marcescens

==Micrococcus luteus

Horas

Figura 4.2 Curva de calibracion de crecimiento de las distintas cepas utilizadas durante el estudio.

4.4 ESTUDIO DE TOXICIDAD EN MEDIO SOLIDO

Para el estudio de toxicidad se tomaron 10 ul a las 24 horas (presentaban
practicamente la misma D.O.) de su fase de crecimiento exponencial de cada una
de las cepas. Esta cantidad (10 ul de cada cepa) se depositaron en las cajas de
Petri estériles, posteriormente se depositaron en ellas el medio de cultivo (agar
nutritivo) con los respectivos porcentajes de la parte soluble de la ceniza volcanica
para cada una de las cepas

a) Escherichia coli.

La cepa de Escherichia coli presenté un crecimiento elevado después de las 48
horas de incubacion, durante el crecimiento se pudo observar cambios en la
morfologia de las colonias, en especial una especie de nubosidad formada, debido
posiblemente a los compuestos presentes en la ceniza. La parte importante de
este estudio era conocer si las distintas concentraciones de Plomo (PB) y Cadmio

Valoracion Toxicoldgica de Ceniza Volcanica 48



(Cd) presentes en la ceniza podrian interferir con el desarrollo de los
microorganismos durante su fase exponencial de crecimiento. Como se pudo
observar durante el monitoreo de la cepa se puede determinar que la parte soluble
de la ceniza volcanica, fuera de ocasionar un dafio durante su desarrolla, al
parecer la ceniza esta actuando como factor nutritivo, debido a que, a
comparacion de la muestra que crecido en ausencia de ceniza, la que si lo hizo
presentd un mayor numero de colonias durante las 48 horas de monitoreo (figura
4.3). En concentraciones de ceniza (parte soluble) del 5y 15% el crecimiento fue
practicamente el mismo, mientras que para el de 25 y 50% fue ligeramente mayor,

presentando un poco mas en esta ultima.

Figura 4.3 Fotografia de la cepa Escherichia coli a 48 horas de incubacién en agar nutritivo con el
50% de la solucion de ceniza.
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b) Bacillus subtilis

La cepa de Bacillus subtilis (figura 4.4) presentd un sobrecrecimiento en presencia
de cualquier concentracion de la parte soluble de la ceniza volcanica (5, 15, 25y
50%) en comparacion a la cepa control. B. subtilis al ser una bacteria formadora
de esporas y ampliamente distribuida en la naturaleza, principalmente en el suelo,
parece estar mejor adaptada cuando se le somete a ciertas sustancias toxicas, en
este caso a las concentraciones de metales como plomo y cadmio presentes en la
ceniza volcanica. Al parecer y al igual que E. coli esta bacteria es capaz de
soportar las concentraciones de estos metales mediante alguno de los
mecanismos descritos anteriormente y utilizar los demas componentes organicos

presentes en la ceniza como factor nutricional de crecimiento (figura 4.5).

Figura 4.4 Fotografia de la cepa Bacillus subtilis después de 48 horas de incubacion a 35°C en
agar nutritivo sin ceniza volcanica.

Valoracion Toxicoldgica de Ceniza Volcanica 50



Figura 4.5 Fotografia de la cepa Bacillus subtilis después 48 horas de incubacién a 35°C en agar
nutritivo con el 50% de la solucion de ceniza volcanica.

Para comprobar que realmente la parte soluble de la ceniza volcanica (en este
caso al 50%) estaba contribuyendo favorablemente al crecimiento de las cepas
bacterianas, como se muestra en la cepa de Bacillus subtilis, esta se sembrd en
agar ausente de cualquier tipo medio nutritivo y utilizando solo la ceniza volcanica
(parte soluble) como fuente de alimento. El resultado fue que después de 48 horas
de incubacién a 35°C se formaron colonias de bacterias como se muestra en la

figura 4.6
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Figura 4.6 Fotografia de la cepa Bacillus subtilis después de 48 horas de incubacion a 35°C en
agar bacteriolégico con el 50% de la parte soluble de la ceniza volcanica utilizada como fuente
nutritiva.

b) Serratia marcescens

La cepa de Serratia marcescens presentd un comportamiento similar al de la
bacteria E. coli en cuanto al uso de la parte soluble de la ceniza volcanica en

Valoracién Toxicolégica de Ceniza Volcanica 52



diferentes concentraciones en distintas como suplemento nutricional, el
crecimiento con el 5y 15% fue muy similar al igual que el que se dio con el 25y
50% (figura 4.7). En cuanto a la morfologia de la colonias de bacterias, esta no
presentaron esa nubosidad que se dio en las cepas de E. coliy su color rojo (tipico

de este microorganismo) se mantuvo en la mayoria de las colonias.

Figura 4.7 Fotografia de la cepa Serratia marcescens después de 48 horas de incubacién a 35°C
en agar nutritivo al 50% de la parte soluble de la ceniza volcanica.

Valoracién Toxicolégica de Ceniza Volcanica 53



d) Micrococcus luteus

Este microorganismo (figura 4.8) fue al unico que parecié afectarle de manera
negativa en concentraciones del 50% la presencia de plomo y cadmio presentes
en la parte soluble de la ceniza volcanica debido a que después de 48 horas el
crecimiento era casi nulo, mientras que en concentraciones menores de la parte
soluble de la ceniza volcanica (5 y 15%) ayudd de una manera significativa a su

crecimiento (figura 4.9).

T |

(R )

===-EEE-§/{/
ll.

Figura 4.8 Fotografia de la cepa Micrococcus luteus después de 48 horas de incubacion a 35°C en
agar nutritivo.
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Figura 4.9 Cepa de Micrococcus luteus después de 48 horas de incubacion a 35 en agar nutritivo
con el 5% (arriba) y al 50% (abajo) de la parte soluble de la ceniza volcanica.

Este comportamiento posiblemente se debe a que la cepa de Micrococcus luteus

no esta continuamente expuesta a este tipo de contaminacién y debido a que
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cuando tiene contacto con concentraciones minimas, ésta toma del medio los
nutrientes suficientes para ayudarla durante su desarrollo, sin embargo cuando la
concentracion aumenta en el medio de desarrollo, su crecimiento se ve disminuido
y retardado, quizas a la sobresaturacion del medio o las concentraciones

presentes de plomo y cadmio.

El comportamiento de las distintas cepas bacterianas se resume en las siguientes
tablas en donde se representa de manera sencilla, la cantidad de bacterias que
crecieron durante las distintas horas de estudio (6, 12, 24 y 48) y las
correspondientes concentraciones de la parte soluble de ceniza volcanica a las
que fueron expuestas las bacterias. En la tabla 4.1 se puede apreciar que la
bacteria Bacillus subtilis presenta un ligero crecimiento con respecto a las demas
cepas. Este mayor crecimiento se mantiene hasta las 48 horas como se muestra
en las tablas siguientes. Para el caso de Escherichia coliy Serratia marcescens, el
crecimiento durante las 48 horas es ligeramente mayor a la cepa de referencia, asi
se puede ver en las tablas 4.3 y 4.4. La bacteria Micrococcus luteus fue la unica
que se vio afectada por los componentes solubles de la ceniza volcanica
(concentraciones del 25 y 50%), en concentraciones menores (5 y 10%), ayudd

ligeramente en su crecimiento.

Tabla 4.1 Crecimiento bacteriano a las 6 horas en condiciones normales y con sus distintas
concentraciones de la parte soluble de la ceniza volcanica.

6 Horas
Cepa
N 5% 10% 25% 50%
Bacillus subtilis + ++ ++ +4++ T+
Escherichia coli + + + ++ o+
Serratia marcescens + + + ++ o+
Micrococcus luteus + - - - -
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Tabla 4.2 Crecimiento bacteriano a las 12 horas en condiciones normales y con sus distintas

concentraciones de la parte soluble de la ceniza volcanica.

12 Horas
Cepa
N 5% 10% 25% 50%
Bacillus subtilis ++ ++ +++ 4+ ++++
Escherichia coli + + ++ +++ T4+
Serratia marcescens + + ++ +++ +++
Micrococcus luteus ++ - - - -

Tabla 4.3 Crecimiento bacteriano a las 24 horas en condiciones normales y con sus distintas

concentraciones de la parte soluble de la ceniza volcanica.

24 Horas
Cepa
N 5% 10% 25% 50%
Bacillus subtilis ++ ++ +++ +4++ P
Escherichia coli ++ ++ ++ +++ 4
Serratia marcescens ++ ++ ++ +++ .
Micrococcus luteus ++ ++ ++ ++ -

Tabla 4.4 Crecimiento bacteriano a las 48 horas en condiciones normales y con sus distintas

concentraciones de la parte soluble de la ceniza volcanica.

48 Horas
Cepa
N 5% 10% 25% 50%
Bacillus subtilis +H+ | +++ ++++ ++++++
Escherichia coli +++ +++ +++ ++++ ++++
Serratia marcescens R B +++ e+t e+
Micrococcus luteus R B +++ +++ +

4.5 ESTUDIO DE TOXICIDAD EN MEDIO LiQUIDO

Para este estudio se utilizd6 tubos de ensayo con 10 ml de Caldo Nutritivo,
preparados con sus respectivas partes de solucion soluble de la ceniza volcanica.
Se inocularon 10 ul de cultivo de cada cepa y se incubaron a 35°C en sus
respectivos medios de cultivo. Las biomasa se determind cada tres horas durante
todo el dia, por tres dias seguidos, en un espectrofotdmetro Hach DR/2500 a 600

nm.
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Para el caso de la cepa de Escherichia coli como se muestra en la figura 4.9, su
crecimiento en medio liquido a diferentes concentraciones de la parte soluble de la
ceniza volcanica, mostré un incremento gradual en el crecimiento celular al ir
aumentando la cantidad de ceniza, como se puede observar en dicha grafica, este
aumento, aunque poco, nos indica que los componentes de la parte soluble de la
ceniza volcanica estan actuando como una fuente extra de nutrientes para la cepa,
y que la concentracion de metales pesados presentes en ella, como plomo y
cadmio, no estan teniendo un efecto negativo en el desarrollo de la bacteria. Se
puede observar en las graficas, que Escherichia coli a las 48 horas en caldo
nutritivo, presento una Densidad Optica (DO) de 0.801, la cual aumento a 0.850
(5% PSCV'), a 0.852 (15% PSCV), a 0.979 (PSCV) y a 0.982 (PSCV).

Escherichia coli

1.2

O.
7 —*=(aldo Nutritivo
0.0 0.6 / == Caldo Nutritivo (5% PSCV)

Caldo Nutritivo {15% PSCV)
0.4 ~#=Caldo Nutritivo {25% PSCV)

Caldo Nutritivo {50% PSCV)

0.2 V/ o

Figura 4.10 Grafico donde se muestra el crecimiento de la bacteria Escherichia coli, cuando se
pone en contacto con los componentes solubles de la ceniza volcanica.

' Parte Soluble de la Ceniza Volcanica.
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Este comportamiento de crecimiento celular fue muy similar para la bacteria
Serratia marcescens (figura 4.10), en la cual también se vi6é incrementado el
desarrollo de la cepa, debido probablemente a la presencia de los compuestos
solubles de la ceniza volcanica y como en el caso de Escherichia coli, al parecer
los metales toxicos presentes en la ceniza volcanica no interfieren de manera
significativa durante su fase de division celular. Serratia marcescens presento una
DO en caldo nutritivo de 0.816 a las 48 horas de incubacion, la cual fue en
aumento, pasando por 0.819 (5% PSCV), 0.828 (15% PSCV), 0.916 (25% PSCV)
y 0.954 (50% PSCV), todas estas mediciones fueron también a las 48 horas.
Como se mencion6 con anterioridad, S. marcescens presenta un tipico color rojo
al formar colonias, esta caracteristica morfolégica se vio alterada en algunas
colonias como se aprecia en las fotografias de la figura 4.6 del crecimiento en

placa de la cepa.

Serratia marcescens

12

=#==Caldo Nutritivo

D.0 0.6 == Caldo Nutritivo {5% PSCV)
Caldo Nutritivo {15% PSCV)

=#==Caldo Nutritivo {25% PSCV)

Caldo Nutritivo {50% PSCV)

0.2

Horas

Figura 4.11 Grafico donde se muestra el crecimiento de la bacteria Serratia marcescens, cuando
se pone en contacto con los componentes solubles de la ceniza volcanica.
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El crecimiento de Bacillus subtilis (figura 4.11) bajo la presencia de la parte soluble
de la ceniza volcanica mostré un acelerado aumento en su crecimiento, desde las
primeras horas en que estuvo en contacto con la parte soluble de la ceniza
volcanica, la cepa aprovecho los nutrientes presentes en la solucién, lo cual
favorecié dicho crecimiento acelerado de la bacteria. Este comportamiento se
pudo observar tanto en el crecimiento en agar nutritivo como en el caldo nutritivo,
ambos en presencia de los componentes solubles de la ceniza volcanica. Como se
puede observar en la grafica continua, la cepa presenté una densidad Optica de
1.096 a 48 horas de incubacion a 35°C, ésta fue aumentando de manera
considerable a 1.233 (5% PSCV), 1.250 (15% PSCV), 1.352 (25% PSCV) y asi,
hasta llegar a 1.435 a las 48 horas con una concentracion del 50% de la parte
soluble de la ceniza volcanica. Como se menciond con las cepas anteriores, esto
nos indica que las bacterias se estan beneficiando mas de los componentes
solubles en la ceniza volcanica para su adecuado desarrollo, que de los metales
toxicos presentes (plomo y cadmio) los cuales podrian interferir con el crecimiento

de la cepa.

Bacillus subtilis

16

14

12

~*=C(Caldo Nutritivo

D.O 08 === Caldo Nutritivo {5% PSCV)

Caldo Nutritivo {15% PSCV)
0.6 . s\
=== Caldo Nutritivo {25% PSCV)

04 Caldo Nutritivo {50% PSCV)

0.2

Horas

Figura 4.12 Grafico donde se muestra el crecimiento de la bacteria Bacillus subtilis, cuando se
pone en contacto con los componentes solubles de la ceniza volcanica.
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Micrococcus luteus fue la Unica cepa bacteriana que se vio afectada en su
crecimiento celular, debido posiblemente a la presencia de los metales toxicos
presentes en los componentes solubles (plomo y cadmio) de la ceniza volcanica
(figura 4.11). El desarrollo normal de la cepa muestra una densidad Optica de
0.785 después de 48 horas de incubacion a 35°C en caldo nutritivo. Conforme la
concentracion iba en aumento del 5, 15, 25 hasta el 50%, la densidad 6ptica
disminuia de 0.717, 0.701, 0.228 y 0.133% respectivamente a 48 horas. Como se
puede observar en la grafica, cuando la cepa fue sometida a concentraciones del
25 y 50%, su crecimiento fue casi constante después de 24 horas y solo
presentaron un ligero aumento a las 48 horas. A diferencia del crecimiento en
placa, donde, en concentraciones del 5 y 15% favorecié a un crecimiento ligero en
la formacién de colonias, en los experimento en caldo nutritivo, este
comportamiento no fue observado, al contrario, el desarrollo en medio liquido se
vio afectado desde la concentracidn del 5% de los componentes solubles de la

ceniza volcanica.

Micrococcus luteus

—*=Caldo Nutritivo
05 =% Caldo Nutritivo {5% PSCV)
Caldo Nutritivo {15% PSCV)
=== Caldo Nutritivo {25% PSCV)

03 Caldo Nutritivo {50% PSCV)

0 10 20 30 40 50 60
Horas

Figura 4.13 Grafico donde se muestra el crecimiento de la bacteria Micrococcus luteus, cuando se
pone en contacto con los componentes solubles de la ceniza volcanica.
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De manera general se puede decir que bacterias como Bacillus subtilis,
Escherichia coli y Serratia marcescens aprovecharon los componentes solubles
de la ceniza volcanica, por otro lado, la cepa de Micrococcus luteus se vio
afectada en su crecimiento celular por dichos componentes solubles, posiblemente
debido a la presencia de metales tdéxicos como plomo y cadmio. Las tablas con el
seguimiento de densidades 6pticas de las bacterias usadas en este experimento

se muestran completas en los anexos.
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CAPITULO 5

CONCLUSIONES

Considerando que los distintos organismos fueron sometidos a las mismas
condiciones de crecimiento y bajo la misma masa microbiana, pero a diferentes
concentraciones (5, 15, 25 y 50 por ciento) de la parte soluble de la ceniza; de los

resultados se pudieron obtener las siguientes conclusiones.

En el caso de la cepa de Bacillus subtilis (Bs), ésta presenté un crecimiento
potencializado con los diferentes porcentajes de concentracion de los
componentes solubles de la ceniza volcanica, recordando que B. subtfilis es una
bacteria no patdgena para el ser humano, presente en suelo y agua y que tiene la
capacidad de formar esporas, haciéndola asi, resistente a condiciones
ambientales no favorables. Esta habilidad podria ser una de las responsables de
resistir a los “ataques” de componentes toxicos, como podrian ser los metales
pesados ya sea plomo y cadmio. Su maquinaria metabdlica para combatir estos
compuestos toxicos, como se describe en el capitulo 2, seria posiblemente la
mejor explicacion por la cual, los metales ya mencionados, no interfirieron durante
su desarrollo celular, aprovechando asi, los demas componentes de la parte
soluble de la ceniza volcanica, un nutriente extra para aumentar su tasa de
crecimiento. Como se muestra en los resultados, la cepa no parece ser afectada
por la presencia de los metales en la ceniza, no en agar ni en caldo nutritivo. Esto
se pudo comprobar cuando la cepa fue sometida a crecimiento en agar
bacteriologico (el cual carece de nutrientes apropiados para su crecimiento) y en el
cual se pudo observar el desarrollo de colonias de Bs.

En la cepa de Micrococcus luteus se pudo observar, que mientras mas era la
concentracion de la parte soluble de la ceniza volcanica, experimento en caldo

nutritivo, ésta afectaba el crecimiento de la bacteria (debido posiblemente a la
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presencia de plomo y cadmio), al punto de que en una concentracién del 50% de
la parte de los componentes solubles de la ceniza volcanica, ésta ya presentaba
un crecimiento lento y casi constante. Cuando la cepa de Micrococcus luteus,
crecio en agar nutritivo, presentd un ligero aumento en su tasa de crecimiento a
concentraciones menores (5 y 15%), sin embargo, a concentraciones del 25y 50%

la formacion de colonias fue minima.

Para el caso de las cepas Serratia marcescens y Escherichia coli, la presencia de
los metales toxicos como plomo y cadmio no parecié afectar su crecimiento
celular, pero los demas componentes solubles de la ceniza volcanica tampoco
incrementaron el desarrollo de su masa celular. El crecimiento para ambas cepas
fue minimo al ponerlas en contacto con las diferentes concentraciones de ceniza

en comparacion con las cepas que crecié en condiciones normales.

Se puede concluir que la presencia de la parte soluble de la ceniza volcanica
favorece al crecimiento de bacterias como Escherichia coli, Serratia marcescens 'y
mayormente para Bacillus subtilis y que para la cepa de Micrococcus luteus,
perjudica su crecimiento y esto probablemente debido a la presencia de metales

pesados como plomo y cadmio.

Ambientalmente esto podria ser un gran problema, en primera debido a que esto
podria ocasionar que las bacterias mencionadas con anterioridad, y que se
encuentran ampliamente distribuidas en el medio ambiente, obtuvieran una mayor
cantidad de nutrientes para su crecimiento, y aunque se ha demostrada que la
ceniza volcanica exhalada durante las erupciones volcanicas carece de algun tipo
de microorganismo, esta es depositada, ya sea en el suelo o en cuerpos de agua,
ocasionando que los microorganismos encuentren una apropiada cantidad de
nutrientes, tengan un mayor crecimiento celular, y que ademas, debido a que
dichas concentraciones de metales pesados, no son letales para las bacterias,
esto les ayudaria a que su maquinaria haga mas eficiente sus asimilacion y

eliminacién, provocando que su resistencia hacia estos metales sea cada ves mas
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efectiva. Dichos metales pueden ser expulsados al ambiente, pero en la mayoria
de los casos permanecen encapsulados dentro de la bacteria y esto podria ser un
problema en cuanto la bioacumulacion en los diferentes niveles troficos de la

cadena alimenticia.

Una posible explicacion de que los componentes solubles de la ceniza volcanica,
haciendo referencia al plomo y cadmio, no afectara el crecimiento de las cepas
bacterianas (Bacillus subtilis, Escherichia coli y Serratia marcescens) es de que,
probablemente, como son microorganismos ampliamente distribuidos en el
ambiente, y que constantemente estan sometidos a condiciones ambientales no
aptas para un adecuado desarrollo, las maquinarias de defensa contra estos
elementos toxicos, se hacen cada ves es mas eficiente, haciendo asi, a dichas
bacterias y posiblemente a otras, resistentes a los compuestos tdxicos

mencionados.

En cambio, la cepa de Micrococcus luteus al no estar en un contacto constante al
medio ambiente, esta se vio afectada de una manera significativa, por los
componentes solubles de la ceniza volcanica (plomo y cadmio), conforme se
aumentaba la concentracion de esta. Aunque dicha informacion genética para la
codificacion de estas maquinarias metabdlicas que combaten los compuestos
toxicos esta presente, esta no se encuentra activa para su defensa, y
posiblemente si se sometieran a un mayor tiempo de exposicion de estas
concentraciones de ceniza, la cepa terminaria adaptando después de un tiempo y

posiblemente generaria resistencia a los metales mencionados.

Otro problema que se tiene que enfrentar como sociedad, y sobre todo en la parte
de salud publica, es de que, estas bacterias al generar resistencia hacia los
metales, pueden convertirse en patégenos potenciales para el hombre, al estar en
un contacto constante con las concentraciones de metales como plomo y cadmio,
ya descritas con anterioridad, y debido a que estamos en una zona de constante

actividad volcanica, sus respectivos procesos de combate contra metales toxicos,
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hacen mas resistente a las cepas bacterianas, y posiblemente, hacerlas de mayor
resistencia contra los antibiéticos, ocasionando asi, mayor grado de enfermedad
para la poblacion. Y como ya se menciond, tener una mayor cantidad de bacterias
en el ambiente (agua y suelo), puede llegar a ocasionar algun tipo de desequilibrio

en las cadenas troficas, asi como procesos de bioacumulacién entre las mismas.

Debido a todo esto es necesario no descuidar y seguir haciendo estudios,
correspondientes a los efectos que estan teniendo los componente de la ceniza
volcanica, en distintos organismos de los diferentes niveles troficos, asi como sus
efectos a corto y largo plazo, lo que podria llegar a ocasionar esta sobrepoblacion
de bacterias en los distintos cuerpos de agua/suelo, y ocasionar asi, algun tipo de

desequilibrio ecoldgico en el ambiente.
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ANEXO

Densidades Opticas de las distintas cepas bacterianas usadas durante los
experimentos.

Escherichia coli

Tiempo DO sin DO (Distintas concentraciones de PSCV*)
(horas) PSCvV 5% 15% 25% 50%
0.45 0.005 0.005 0.003 0.004 0.005
3 0.053 0.064 0.063 0.085 0.089
6 0.091 0.097 0.096 0.127 0.134
9 0.191 0.211 0.213 0.267 0.27
12 0.327 0.385 0.39 0.4 0.399
24 0.587 0.606 0.607 0.673 0.691
27 0.691 0.722 0.719 0.756 0.783
30 0.747 0.769 0.771 0.824 0.841
33 0.78 0.794 0.797 0.902 0.909
36 0.797 0.824 0.836 0.923 0.935
48 0.801 0.85 0.852 0.979 0.982

Serratia marcescens

Tiempo DO sin DO (Distintas concentraciones de PSCV*)
(horas) PSCV 5% 15% 25% 50%
0.45 0.005 0.004 0.004 0.005 0.004
3 0.049 0.048 0.059 0.06 0.057
6 0.094 0.095 0.099 0.101 0.129
9 0.183 0.186 0.2 0.224 0.275
12 0.326 0.324 0.355 0.394 0.431
24 0.555 0.556 0.578 0.616 0.694
27 0.699 0.701 0.72 0.776 0.798
30 0.738 0.736 0.766 0.793 0.833
33 0.772 0.777 0.791 0.817 0.872
36 0.795 0.795 0.8 0.848 0.894
48 0.816 0.819 0.828 0.916 0.954
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Bacillus subtilis

Tiempo DO sin DO (Distintas concentraciones de PSCV?)
(horas) PSCV 5% 15% 25% 50%
0.45 0.004 0.005 0.003 0.005 0.004
3 0.119 0.179 0.175 0.173 0.188
6 0.213 0.246 0.25 0.241 0.297
9 0.289 0.299 0.289 0.326 0.356
12 0.421 0.576 0.591 0.617 0.667
24 0.658 0.791 0.818 1.115 1.177
27 0.812 0.873 0.89 1.176 1.213
30 0.901 1.023 1.103 1.243 1.256
33 1.053 1.087 1.137 1.277 1.299
36 1.079 1.151 1.172 1.287 1.321
48 1.096 1.233 1.25 1.352 1.435

Micrococcus luteus

Tiempo DO sin DO (Distintas concentraciones de PSCV*)
(horas) PSCV 5% 15% 25% 50%
0.45 0.003 0.002 0.004 0.003 0.004
3 0.009 0.012 0.007 0.005 0.003
6 0.015 0.016 0.007 0.006 0.004
9 0.056 0.05 0.009 0.006 0.005
12 0.19 0.17 0.1 0.051 0.004
24 0.399 0.409 0.356 0.098 0.064
27 0.586 0.6 0.399 0.117 0.06
30 0.657 0.645 0.583 0.156 0.065
33 0.736 0.699 0.671 0.166 0.071
36 0.771 0.701 0.669 0.145 0.071
48 0.785 0.717 0.701 0.228 0.133

1 Parte Soluble de la Ceniza Volcanica
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