BENEMERITA UNIVERSIDAD AUTONOMA DE PUEBLA

ESCUELA DE BIOLOGIA

TiTULO DE LATESIS

"Ensayos de bioestimulacion con diferentes donadores de
electrones de muestras contaminadas por Cr(VI) aisladas de San
Francisco del Rincon Gto y caracterizacion molecular de la micro-

biota nativa por 16s rDNA"

Tesis que para obtener el titulo de
BIOLOGA

PRESENTA
Bianca Guadalupe Flores Francisco

TUTORA: Dra. Katy Juarez Lépez

Marzo de 2014




Agradecimiento

A mis padres que sin su apoyo no hubiera terminado esta primera etapa de
mi vida profesional.

Agradezco el apoyo brindado y ensefianza en el laboratorio de ingenieria ce-

lular y biocatalisis del instituto de biotecnologia UNAM.

Por la beca otorgada por parte de la direccién general de asuntos del perso-
nal académico (DGAPA) al Programa de Apoyo a Proyectos de Investigacion e

Innovacion Tecnologica (PAPIIT) .

A mi tutora de tesis que confi6 en mi arduamente para la realizacion de la te-
sis, por guiarme en cada paso del proyecto por sus regafos, por prepararme para
la presentacion del examen y sus consejos que me hicieron crecer como persona

y por todo el apoyo que me brindo.

A Paloma Lara estudiante de doctorado que me estuvo ensefiando, por sus

consejos que me sirvieron de mucha ayuda para ser una buena profesionista.

A Emmanuel y Beto de estancia posdoctoral que me estuvieron dando con-

sejos Yy cada uno de los integrantes del grupo de la Dra.

A mi querida escuela que durante estos afios me forjo como estudiante. A
mis amigos (Lucero, Lili, Ana Maria, Karen, Lorena, Uriel, Ale, Gaby y a todos los

demas) que hicieron mas amena la estancia en la universidad.

A ltalia que me acompaiio los fines de semana y a Emmanuel por los aven-

tones que me daba a mi casa.




Dedicatoria

Quiero dedicar esta tesis especialmente a mis padres Reyna Francisco Lu-
cas y Deonicio Flores Maldonado; por su amor, comprension por tanto tiempo de
aguantarme, soportar mis malos ratos que sin su apoyo no hubiera podido culmi-
nar una etapa mas de mi vida académica, a mis hermanos Alberto y Lucero por
Su apoyo pero sobre todo porque los amo y saben que daria la vida si fuera nece-

sario. A mis queridos abuelitos Juanita y Jacinto por su perseverancia.




Indice

2o U] 0= o N 6
INTFOAUCCION caeeeeeeeeeeeeeeeccceeeeeeteeeeeccecssneeeeeeeessessesssnsssesasssssssssssnsssessssssssssssnnnnnns 7
1.1 Contaminacion del SUEIO cuuvvcccvvceereeriiiccccrenereeeesssscccrsneeeeesesssssssssnnnneessssssanns 7
1.2 MetalesS PESAUOS ceccccerenreeeeriiriccsinerreeresssessssssnneeeesssssesssssssssesssssssssssannsssssssssassns 7
1.3 Cromo como elemento QUIMICO covereeeeericeersrnneeeersisiecssssenneesesssssssssanseesssssssannns 8
I @ Tod Vo X0 11 I od 0] 1 4 Lo IO PRSPPI 9
L5 USOS itiiiiiiiiiiiiiitiieiieiiitteereensssessseseesnnnssssssesssessnnnsssssssssseesnnnsssssssssnessnnnnssssssssns 11
1.6 RIESHOS eeeerenrrreriiiricisinnnreetitiiesssssnnseeeesssssssssssnssessssssssssssansaesssssssssssnsssssssssssssns 12
1.7 Toxicidad parala Salud .....cciccccerceeeeeeniiiicnsinenreereiniesssenseesesssssssssssssesssssssssns 13
1.8 BioEStIMUIACION ..ueuereiiiceeeiiccnteeesccneessccsnnessscsneesssssnneesssssnnasssssnsasssssnnesssssnnns 17
1.9 DONAdores de EleCIIONES iiiiiiieirnrrreetiiecessnerreeresssessssnnnseesessssssssssnssasssssssssses 18
1.10 ANTECEURNTES ciiiiiiccreerreetetiiessssenrreeessissessssnnnresssssssssssnnnsresssssssssssannransssssssses 19
2. JUSTHIFICACION cuueeeereeeieeeccccciieieettcsrcsccccsneneeetessssssesssssnsssssssssssssssssnsnssssssnns 23
3. HIPOtESIS iiiiiiiccceeeireiiiriiscccssinerrettsssssscesssnnssstessssssssssssnssssssssssssssssnnsssssssss 24
4. ODJELIVO GENEIA ..uueeeeeeeeriiieeiecccieeeeeeeersecccsssnneeeeessessscssssnnsssssssssssssssssnnnnes 25
4.1 ODbjetivOS PArtiCUIAIES civccccvrceerreeriiiicsssenrreeeesissesssssnnseesesssssssssnsssesssssssssssnnnnes 25
5. Material Y MELOUOS ..uuuueeereirirerccciieeeeieeesrcccccneereeeessscccssssneseessssssssenans 26
5.1 MELOUO. . uuieieceneeeeeccnressicseresscssaneessssssnesssessneessssssnsessssssnessssssnsesssssnnaesssssnnasssns 27
5.1.1 Tamizado de 1S MUESLIIAS ........ccceccveiieiierie ettt s sre et sae e saaesraesreens 28
5.1.2 Determinacion del PH ..ottt 28
5.1.3 Determinacién de la concentracion de Cr(V1)......ccoeevveeereerieneneniene e 28
5.1.4 Bioestimulacién con diferentes donadores de electrones, muestras de 46 y 35 cm
de profundidad correspondiente al tercer muestreo 1/11/2012 .......ccovveveveveecenceeeeieeiesiesienens 29
5.1.5 Tercer experimento con melazas 30-40 cm de profundidad, cuarto muestreo
G705 0 PSS 31
5.1.6 Cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC) .......cccccoeveerinieirinieereieeseeesienens 32
B5.1.7 EXracCion A& DINA.....c..o ittt ettt ettt st ettt eaaeae st e besbeebeeaseasensasbeebe e 32
5.1.8 Amplificacion del Gen 16S IRNA ..ot 32
5.1.9 Clonacion €on TOPO TA ..ottt sttt st se e e e senre e 33
5.1.10 ANAliSiS d€ SECUENCIACION .....c.eevieieiieiireeeeteee st ee et st se e e s e e 35
6. Resultad0S Y DISCUSION ccccevireeecennenereeeirssscccsnnnenesessssssssssssnnnesssssssssssnns 36
6.1 Caracterizacion fisico-quimica de las muestras empleadas..........ceceeennee. 37
6.2 Bioestimulacion con diferentes donadores de electrones....ccccceevveeeeeeenn. 37
6.3 Bioestimulacion CON MElAzZa....ccccccvveeeeiiiieiccrireereeeeeseccccrnneeeeeeeeeeesssssnnseeseenas 38

6.2 Efecto del pH en los estudios de bioestimulacion ......cceeveccceeneccsnnennes 42




6.3 Determinacion de azucares de la melazay como producto de su
metabolismo por Cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC) .....ccccevevuerrinernnnen.

6.4 Identificacion de microorganismos presentes en los ensayos de
bioestimulacion por medio de la extraccion de DNA.......cccccrrreeeeerereicccrrenneeeessseneenns

6.5 Amplificacidon del Gen 16S rRNA ....eeieiiiicccererreeeesrrcccceneeeeeeesssessssenneessssas

6.6 Clonacion del fragmento de PCR amplificado del 16s rDNA y
SECUENCIACION eI INSEITO wuueeriiirreririiirererriesneeesecsressssssneessssssssesssssnsessssssnsssssssnnassssssnns

7. (070 ] (o3 18 EY (0] g 1= N
8. PEISPECIIVAS..cccvueerririiriiiicirsinnrettttissssiessssnnssstssssssessssssssssssssssssssssssnssssssssss

(IR =] = L UL = N o = o = VO




Resumen

El cromo es altamente peligroso si se encuentra en estado de oxidacion (VI)
en comparacion con el Cr(lll) que es el mas estable ya que es inmovil e insoluble.
El Cr(VI) ha sido catalogado como uno de los 17 productos quimicos que presen-
tan mayor amenaza para los seres humanos por la Agencia de Proteccion Am-
biental de los Estados Unidos (USEPA). Para reducir el Cr(VI) a Cr(lll) se realiza-
ron ensayos de bioestimulacion para estimular a los microorganismos nativos y
mejorar asi la biodegradacién del contaminante en condiciones anaerdbicas se
utilizaron diferentes donadores de electrones entre los que se encuentran son:
acetato, lactato, melazas y mezcla entre estos donadores acetato-lactato y melaza
estéril-lactato. En la reduccién de Cr(VI) el donador de electron que mostr6 mas
eficiencia fue la melaza estéril-lactato seguido de melaza pasteurizada; utilizando
una concentracion de lactato al 2 M y de melaza al 2%, la reduccion se mostro a
los 2 dias con melaza estéril-lactato y a los 6 con melaza pasteurizada. Por carac-
terizaciébn molecular de la microbiota nativa se encontraron 3 géneros diferentes:
Paenibacillus borealis, Bacillus korlensis y Desulfosporosinus lacus. Son Gram
positivas, formadoras de esporas y del Phylum de las Firmicutes; estas bacterias
fueron resistentes a los altos contenidos de Cr(VI) y reductoras. Melaza resulta
favorable para utilizarlo en la biorremediacion, por su bajo costo y solubilidad en el

suelo.

Palabras clave

Cr(VI), Cr(lll), donadores de electrones, bioestimulacion, melaza, toxici-

dad y reduccion.




Introduccion

1.1 Contaminacién del suelo

La contaminacion del suelo consiste en una degradacién quimica que provo-
ca la pérdida parcial o total de la productividad del suelo como consecuencia de la
acumulacion de sustancias toxicas en unas concentraciones que superan el poder
de amortiguacion natural del suelo y que modifican negativamente sus propieda-
des. Esta acumulacién se realiza generalmente como consecuencia de actividades
humanas exdgenas, aunque también se puede producir de forma natural o endo6-
gena cuando los procesos de edificacion liberan elementos quimicos contenidos
en las rocas y los concentran en el suelo alcanzando niveles téxicos. Un ejemplo
de esto ultimo lo tenemos en suelos muy cambiantes formados sobre rocas ser-
pentinizadas con altos contenidos en metales pesados como el Cr, Ni, Cu y Mn,
entre otros, que se concentran en los suelos a medida que la intensa edafogénesis
produce el lavado de otros constituyentes esenciales como el Ca, Mg e incluso el
Si. Conforme se desarrolla esta concentracion residual metélica, estos elementos
gue inicialmente eran constituyentes no asimilables de los minerales primarios pa-
san a formas mas activas, solubles y biodisponibles que influyen negativamente
sobre la actividad biol6gica (Macias, 1993).

1.2 Metales pesados

Se llama metal pesado a aquel elemento que presenta una densidad supe-
rior a 5 g/cm?®, aunque a efectos practicos en estudios medioambientales se am-
plia esta definicion a todos aquellos elementos metélicos o metaloides, de mayor o
menor densidad, que aparecen comunmente asociados a problemas de contami-
nacion. Algunos de ellos son esenciales para los organismos en pequefias canti-
dades, como el Fe, Mn, Cr, Zn, B, Co, As, V, Cu, Ni o Mo, se vuelven nocivos

cuando se presentan en concentraciones elevadas, mientras que otros no desem-




pefian ninguna funcion bioldgica y resultan altamente téxicos, como el Cd, Hg o el
Pb.

Al hablar de contaminacién por metales hay que tener en cuenta que mas
importante que el contenido total de un elemento en el suelo es la forma o especie

quimica bajo la que se encuentra, es decir, su especiacion (Mulligan, 2001).

En cualquier caso, es importante resaltar que los metales toxicos en los sue-
los no pueden ser destruidos sino so6lo neutralizados y que pequefas variaciones
en las condiciones del medio edafico pueden liberar los metales anteriormente

insolubilizados.

1.3 Cromo como elemento quimico

El cromo es un elemento quimico que se encuentra en el grupo 6, de La ta-
bla periddica su simbolo es el Cry su numero atdmico es el 24. Es un elemento
comun y ocupa el puesto 21 en abundancia entre los elementos de corteza te-
rrestre; es muy resistente a la corrosién, tiene el nivel mas alto de VI, aunque es-
tos compuestos son muy oxidantes. Los estados de oxidacion IV y V son poco
frecuentes, mientras que los estados mas estables son Il y lll. Su masa atémica es
51,996; su punto de fusién es de 1.857 °C, punto de ebulliciéon es de 2.672 °C y
su densidad 7,2 g/cm®. Este elemento fue descubierto por Louis Nicolas Vauque-
lin quien fue capaz de producir oxido de cromo mezclando crocoita con acido clor-
hidrico (HCI). En 1798 descubrié que calentando el 6xido de cromo (Cr,O3) en un
horno de carbdén podria aislar el cromo metélico y también se destacaron los ru-
bies y esmeraldas. Fue denominado “cromo” del griego chroma (color) por sus

multiples colores de sus compuestos (Devlin, 2004).

El Cr(VI) finalmente forma cromato (CrO,4 %), bicromato (HCrO, ) y dicroma-
to (Cr,O;? ") compuestos que son solubles en un amplio intervalo de pH. A la in-
versa, Cr(lll) forma facilmente 6xidos e hidroxidos (tales como Cr(OH)3) que son
muy insolubles por encima de pH 5,5 (Rai et al., 1987).




1.4 Ciclo del cromo

Lo mas importante del ciclo de cromo en los suelos y en las aguas naturales
son el Cr(lll) y Cr(VI). Entre los enlaces mas grandes son los vinculos que involu-
cran procesos de movilizacion y oxidacion de Cr(lll) y la reduccion de Cr(VI). Las
diferencias son principalmente en la comprension de los factores que controlan
estos procesos. Si Cr(lll) soluble se afiade a un "promedio” del suelo, una parte
de ella sera inmediatamente oxidado por éxidos de manganeso a Cr(VI). El resto
del Cr(lll) puede quedar reducido durante largos periodos de tiempo, incluso en la
presencia de aceptores de electrones 6xidos de manganeso. Sin embargo, este
Cr(lll) esta menos disponible y puede ser movilizado por bajos complejos organi-
cos de peso molecular y luego se oxida en condiciones redox . Por lo general,
cualquier Cr(VI) afiadido a un suelo o sedimento se reduce instantaneamente, es-
pecialmente bajo condiciones acidas. Por otra parte, las altas concentraciones de
contaminantes de Cr(VI) puede agotarse rapidamente la potencia disponible de la
reduccion del material de matriz y el exceso de Cr(VI), la forma termodinamica-
mente estable en el aire, pueden persistir durante afios en los suelos. La limpieza
de la contaminacion de cromo debe implicar tanto de Cr(lll) y Cr(VI) con excesos
de sustancias reductoras lentamente disponibles y sellar de forma permanente a

partir de las entradas de oxigeno atmosférico (Bartlett, 1991; Dhal et al., 2013).

Tanto la reduccién como la adsorcién pueden ocurrir simultaneamente en
muchos suelos, no siempre es posible colocar la causa de la desaparicion de
Cr(VI) como de un lugar a otro. En comparacion con la cinética de oxidacion de
(Amacher y Baker, 1982) encontro la cinética de Cr(VI) "reduccion a ser sencillo y
simple”, pero mas lenta que la oxidacién. El cromato que queda de forma oxidada
en un suelo y no es extraible por 10 mM (KH);5 PO ,a pH 7,2 se puede conside-
rar inmovilizado, ya sea porque se ha precipitado o bien unido firmemente por ad-
sorcion. (Stollenwerk y Grove, 1985) explicd que la adsorcion de Cr(VI) debe ser

conducido por las cargas positivas en recubrimientos minerales de oxidos de hie-




rro, y (Aoki y Munemori, 1982) tal adsorcion debe ser acompafiado por la libera-

cion de grupos OH'.

Anadido cromato en el suelo y debido a que ya no existe en la forma oxida-
da, es decir, que puede haber sido reducida por donadores de electrones en el
suelo o agua y después de ser adsorbido o precipitado formando Cr(lll). EI Cr(lll)
es probable que sea un complejo con los grupos funcionales organicos que estan
implicados en su reduccion (Bartlett y James, 1988). Los agentes oxidantes son
mucho menos eficaces en soluciones neutras que en soluciones acidas, donde

ambos tienen una tendencia a persistir en lugar de reducirse.

Y- citrat?
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El exceso de Cr (VI)
permanece en el
m edio am biente

Fig. 1. Ciclo natural del cromo en el ambiente.
Modificado y tomado por (Dhal et al., 2013)




1.5 Usos

Los compuestos que contienen Cr(VI) se utilizan en muchos procesos indus-
triales, entre los que cabe destacar: la fabricacion de importantes pigmentos inor-
ganicos como los cromatos de plomo (también utilizados para preparar verdes de
cromo), los naranjas de molibdato, el cromato de zinc y el verde de éxido cromico;
la conservacion de la madera; la fabricacion de anticorrosivos vy la fabricacién de

vidrios y esmaltes de color.

Los sulfatos cromicos basicos se utilizan ampliamente en los procesos de

curtido.

Otros usos conocidos de los compuestos quimicos de cromo son la estam-
pacion de telas, la preparacion de numerosos catalizadores importantes que con-
tienen oxido cromico y la produccién de coloides dicromados sensibles a la luz

para litografias.

El acido cromico se utiliza no solo para el cromado “decorativo”, sino también
para el “duro”, con capas mucho mas gruesas para obtener una superficie suma-

mente resistente con un bajo coeficiente de friccion.

De la potente accion oxidante de los cromatos en solucién acidulada se deri-
van muchas aplicaciones industriales, especialmente con materiales organicos,
como la oxidacion del trinitrotolueno (TNT) para producir fluoroglucinol y la oxida-
cion de la picolina para obtener acido nicotinico.

El 6xido de cromo se utiliza también para producir cromo metalico puro ade-
cuado para su incorporacion en aleaciones de alta temperatura resistentes al
arrastre y como oxido refractario. Puede formar parte de numerosas mezclas re-

fractarias, como las de magnesita y magnesita-cromita.




1.6 Riesgos

El cromo es esencial para la vida en cantidades traza, pero es altamente to6-
xico para la mayoria de los organismos a altas concentraciones (McLean et al.,
2000). Debido a una creciente variedad de usos comerciales y aguas residuales
gue son materiales derivados de la actividad industrial y de los residuos domésti-
cos, los cuales por razones de salud publica no pueden ser vertidos a los cursos
de aguas corrientes o lagos (Agarwal et al., 2008). La concentracion de Cr(VI) va-
ria en los efluentes desde docenas a cientos de gramos o miligramos, la cantidad
de aguas contaminadas con cromo que se vierten al ambiente varia de docenas a
cientos de metros cubicos por hora. Aln cuando internacionalmente las Concen-
traciones Maximas permitidas (MAC) en el ambiente son 0,1 mg/L de Cr (VI) y 0,5
mg/L de Cr (lIl) (Otiniano et al., 2007).

La EPA ha establecido un limite de 100 pg/L en Cr (Ill) y de 50 ug/L de Cr
(VI) en agua soluble. La Administracion de Seguridad y Salud Ocupacional
(OSHA) ha establecido los limites de 500 pg en agua soluble para el Cr(lll) por
m® en aire (500 ug L™) y de 52 pg L™ de Cr(VI) de agua potable (Das y Singh,
2011).

Existe una NORMA Oficial Mexicana NOM-147-Semarnat/SSA1-2004, que
establece los criterios para determinar las concentraciones de remediacion de sue-
los contaminados por arsénico (As), bario (Ba), berilio (Be), cadmio (Cd), cromo
hexavalente (Cr(VI)), mercurio (Hg), niquel (Ni), plata (Ag), plomo (Pb), selenio
(Se), talio (TI) y/o vanadio (V). Ver tabla 1. De las concentraciones de referencias
totales de Cr(VI).




Tabla.1. Concentracion de metales pesados en uso industrial. Tomado de la NORMA Oficial Mexicana NOM-

147-Semarnat/SSA1-2004

TABLA 1

Concentraciones de referencia totales (CRy) per tipe de uso de suelo.

Contaminante

Uso agricola/residencial

Uso industrial

predomine.

Ilcomercial (mg/kg)
(mg/kg)

Arsenico 22 260
Bario 5400 67 000
Berilio 160 1900
Cadmio ar 450
Cromo Hexavalente 280 510
Mercurio 23 310
Niquel 1600 20 000
Plata 390 5100
Plomo 400 800
Selenio 390 5100
Talio 52 67
Vanadio 78 1000
NOTA:

a. En caso de que se presenten diversos usos del suelo en un sitio, debe considerarse el uso que

b. Cuando en los programas de ordenamiento ecologico y de desarrollo urbano no estén establecidos los
usos del suelo, se usara el valor residencial.

1.7 Toxicidad para la salud

Cr(VI) y Cr(lll) difieren completamente en sus propiedades fisicoquimicas y la

toxicidad (Ishibashi et al., 1990). Cr(VI) es altamente mutagénico y carcinogénico
(Costa, 1997; Nishioka, 1975; Wang et al., 1990) ha sido catalogado como uno de

los 17 productos quimicos que presentan mayor amenaza para los seres humanos

por la Agencia de Proteccion Ambiental de los Estados Unidos (USEPA) (McCu-

llough et al., 1999). In-vivo, Cr(VI) debido a los resultados de la actividad de oxida-

cion en la generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS), que a su vez pro-

voca el dafio oxidativo al DNA, proteinas y lipidos (Snow, 1992). En contraste,

Cr(lll) es escasamente soluble, mas estable y por lo tanto menos téxico en com-

paracion con el Cr(VI) (Dinakarpandian et al., 2004).




Genotoxicidad. Cr (VI) que contienen compuestos son genotdxicas y pueden
inducir mutaciones genéticas, intercambios de cromatinas humanas y aberracio-

nes cromosomicas.

Cr en su estado hexavalente Cr(VI), exhibe muy poca actividad biologica (es
decir, la interaccion con macromoléculas celulares) a concentraciones toxicologi-
camente relevantes. En condiciones fisiolégicas, el Cr(VI) existe como un oxianién
cromato y atraviesa la membrana celular a través de fosfato no especifico y
transportadores anionicos de sulfato (Arslan et al., 1987; Buttner y Beyersmann,
1985) . Dentro de la célula, Cr(VI) se somete a la reduccion metabdlica rapida por
el acido ascorbico (Asc) y tioles de bajo peso molecular (Snow, 1992; O’Brien et
al., 2001; Quievryn et al., 2001), incluyendo glutation reducido (GSH) y cisteina
(Cys). Otros reductores de Cr(VI) potenciales intracelulares incluyen la reductasa
de citocromo P450 (Mikalsen et al., 1991). Durante la reduccion de Cr(VI), se ge-
nera una amplia gama de lesiones genéticas incluyendo monoaductos Cr-DNA,
aductos ternario Cr-DNA, entrecruzamientos de DNA de la proteina (DPCs), aduc-
tos bifuncionales (enlaces cruzados de DNA (ICLs)), rompen solo una hebra
(SSB) y las bases oxidadas. Algunas formas de causar dafio el Cr, tales como el
ICLs, que presentan barreras fisicas a la replicacion del DNA y transcripcién, por
lo tanto probablemente promueve el destino de la célula terminal como apoptosis
o detencion del crecimiento terminal. Otras lesiones, tales como aductos ternarios
de DNA, son potencialmente pre-mutagénico. La exposicion de Cr(VI) provoca una
respuesta de dafo en el DNA dentro de las células que incluyen la activacion de
la via de sefalizacion de p53 y la detencién del ciclo celular o apoptosis Fig.2.
Ciertos sistemas enzimaticos también pueden estar implicadas en el metabolismo
intracelular de Cr(VI) (Shi et al., 1999).
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Fig. 2. Genotoxicidad del Cr(VI).
Tomado de (Brien et al., 2003)

Ulceras por cromo. Las Ulceras se deben a la accién corrosiva del Cr(VI), que
penetra en la piel a través de cortes y abrasiones. La lesion comienza como una
papula indolora, habitualmente localizada en las manos, antebrazos y pies, que
posteriormente se ulcera. La Ulcera puede penetrar profundamente en el tejido

blando y puede llegar a alcanzar el hueso subyacente. La curacion es lenta, a me-

nos que se trate precozmente, y deja una cicatriz atrofica, pero no existen infor-
mes de cancer de piel como consecuencia de estas Ulceras.




Dermatitis. Los compuestos de Cr(VI) ocasionan tanto irritacion cutanea pri-
maria como sensibilizacion. En la industria de produccion de cromatos, algunos
trabajadores pueden presentar irritacion cutanea especialmente en el cuello y las
mufiecas, poco después de comenzar a trabajar con cromatos. Se ha demostrado
que el Cr(VI) penetra en la piel a través de las glandulas sudoriparas, reduciéndo-
se a Cr(lll) en el corion. Se ha demostrado que este Cr(lll) reacciona con las pro-
teinas, formando complejos antigeno-anticuerpo. Esto explica la localizacion de
las lesiones alrededor de las glandulas sudoriparas y por qué cantidades muy pe-
quefias de dicromato pueden producir sensibilizacién. El caracter crénico de la
dermatitis puede deberse al hecho de que el complejo antigeno-anticuerpo se eli-

mina mas lentamente que si la reaccién tuviera lugar en la epidermis.

Efectos respiratorios agudos. La inhalacion de polvo o nieblas que contengan
Cr(VI) produce irritacion de las mucosas. A concentraciones elevadas, la apari-
cion de estornudos, rinorrea, lesiones del tabique nasal y enrojecimiento de la gar-
ganta son efectos bien documentados. También se ha descrito sensibilizacion, que
ha dado origen a crisis asmaticas tipicas, que pueden repetirse en las siguientes

exposiciones.

Ulceracién del tabique nasal. Hace algunos afios, cuando los niveles de ex-
posicion a los compuestos de Cr(VI) podia ser elevada, se observaban con fre-
cuencia ulceraciones del tabique nasal en los trabajadores expuestos. Este efecto
nocivo era resultado del depdsito de particulas con Cr(VI) o pequeiias gotas de
niebla en el tabique nasal, que producian Ulceras en la parte cartilaginosa, segui-
das en muchos casos de la perforacion en el lugar de la Ulcera. En estos casos, la
costumbre de hurgarse la nariz puede favorecer la perforacion. La mucosa que
recubre la parte antero-inferior del tabique, también denominada area de Kiessel-
bach o de Little, es relativamente no vascularizada y esta fuertemente adherida al
cartilago subyacente. Se forman costras que contienen restos necroéticos del carti-
lago del tabique y en una o dos semanas, se perfora éste. La periferia permanece

en un estado de ulceracion activa durante varios meses, en los que puede aumen-




tar el tamafio de la perforacion. La curacion se produce por la formacion de tejido
de cicatrizacion vascular. El sentido del olfato casi nunca se altera. Durante la fase
activa, los sintomas mas molestos suelen ser la rinorrea y la epistaxis. Si se cura
correctamente, no suele dejar sintomas residuales y la perforacion del tabique

puede pasar desapercibida en muchos casos (Nordberg, 2013).

1.8 Bioestimulacion

La bioestimulacion implica la circulacién de soluciones acuosas (que conten-
gan nutrientes) a través del suelo contaminado, para estimular la actividad de los
microorganismos autdctonos y mejorar asi la biodegradacion de contaminantes
organicos o bien, la inmovilizacion de contaminantes inorganicos in situ (Deuren et
al., 1997).

Aplicaciones. Se ha usado con éxito para remediar suelos contaminados por
ejemplo en Hanford.

Limitaciones. Esta tecnologia no es recomendable para suelos arcillosos, al-
tamente estratificados o demasiado heterogéneos ya que pueden provocar limita-
ciones en la transferencia de O, otros factores que pueden limitar su aplicacion,

incluyen:

1. Que el tipo del suelo no favorezca el crecimiento microbiano.
2. Incremento en la movilidad de los contaminantes.
3. Obstruccién de los pozos de inyeccidén provocada por el crecimiento micro-

biano.

Ademas, también puede incorporarse al suelo para estimular la biorremedia-

— Otros aceptores de electrones diferentes al O,
— Acidos o bases para ajuste del pH,

— cometabolitos para activar ciertos enzimas,




— etc.

Costos y tiempo de remediacion. La limpieza de una pluma de contamina-
cion, puede tomar varios afios (Deuren et al., 1997).
Los procesos biologicos se consideran amigables con el ambiente y son

menos costosos (Losi et al., 1994; Saleh et al., 1989; Shannon y Unterman 1993).

1.9 Donadores de electrones

En la biosfera actual, los donadores de electrones mas comunes son las mo-
léculas organicas. Los organismos que usan moléculas organicas como fuente de
energia son conocidos como organotrofos. Sin embargo, existen procariotas que
son capaces de utilizar fuentes inorganicas como fuente de energia y se les cono-
ce por ello con el nombre de litotrofos. Estos donadores inorganicos incluyen
al hidrégeno (H,), al monoxido de carbono (CO), el amonio (NH4"), el nitrito (NOy)
y el ion ferroso (Fe*?). Los litotrofos se han observado creciendo en formaciones
de rocas a centenares de metros bajo la superficie de la Tierra. El uso de donado-
res de electrones inorganicos como fuente de energia es de patrticular interés en el
estudio de la evolucién. Este tipo de metabolismo tuvo que ser el predecesor de
los actuales modelos de organotrofos (Nelson y Cox, 2005).

Para entender el mecanismo molecular por el cual se sintetiza el ATP, es ne-
cesario revisar el concepto de oxidacion y reduccion. Cuando se transfieren los
electrones de un compuesto a otro, se dice que tiene lugar una reaccion de oxido-

reduccion. En una reaccion de este tipo hay que tener en cuenta lo siguiente:

a) Se dice que se oxida el compuesto que pierde o dona electrones.
b) Se dice que se reduce el compuesto que gana o acepta electrones.

c) El compuesto que cede electrones es entonces reductor.
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d) El compuesto que recibe o acepta los electrones es entonces un agente

oxidante.

En cualquier reaccion de este tipo, el donador de electrones o reductor tiene
una presion de electrones definida y el aceptor de electrones u oxidantes posee
también determinada afinidad por los electrones. Tal capacidad para ceder elec-
trones y la afinidad o capacidad para aceptarlos pueden medirse en términos de
una fuerza electromotriz o potencial. Cada donador de electrones, bajo condicio-
nes establecidas, tiene un potencial redox. Los donadores de electrones se pue-
den ordenar segun su capacidad para ceder o recibir electrones. (Pefia et al.,
1988).

1.10 Antecedentes

Se han realizado varios estudios para la reduccion de Cr(VI) a menos toxica
Cr(lln.

Romanenko y Koren'kov (1977); Saleh et al. (1989); McLean et al. (2000);
Puzon et al. (2002); Diaz et al. (2008); Han enfocado sus estudios en la biotrans-
formacion microbiana de Cr(VI) a menos toéxico Cr(lll) a través de la reaccion en-
zimatica directa o indirectamente de metabolitos. La reaccién enzimética de cro-
mato se produce tanto en condiciones anaerobica, asi como condiciones aerébi-

cas y funcionan generalmente bajo condiciones de pH.

Myers et al. (2000); Shen y Wang (1993); Wang et al. (1990). Para la reduc-
cion de Cr(VI) se han cultivadas bajo condiciones anaerébicas Escherichia coli,

Shewanella putrefaciens y Enterobacter cloacae.

Garbisu et al. (1998); Ishibashi et al. (1990); Puzon et al. (2002); Clark
(1994); Gonzélez et al. (2003), (2005); Kwak et al. (2003); Mazoch et al. (2004);
Suzuki et al. (1992). Se ha realizaron estudios en donde determinan que las Oxi-

dorreductasas cataliza la reduccion del Cr(VI) por medio de bacterias. Ejemplos




de tales enzimas incluyen, reductasas quinona, reductasas CSCR-3 de hierro, ni-
tro-reductasas, reductasas flavina y varios NADH/NADPH-dependientes y reduc-
tasas de funcién desconocida.

Gonzélez et al. (2005). La mayoria de los estudios se ha centrado en el ais-

lamiento, caracterizacion y aplicacion de bacterias para la reduccion de Cr(VI).

Rehman et al. (2008). Informaron que Bacillus sp. fué encontrado para re-

ducir el 91% de 100 mg de Cr(VI)/L después de 96 h en medio de crecimiento.

He et al. (2009). Aislaron Ochrobactrum sp., que se encontré que reducia
100 mg de Cr(VI)/L. Desde la estrategia de la biorremediacion de Cr (VI) implica
su reduccion a Cr(lll), seria apto para emplear mediadores redox para acelerar el

proceso de electrones y transferir a Cr(VI).

Recientemente, Zee y Cervantes, (2009); Fredrickson et al. (2006). han
examinado el impacto de la quinona y varios compuestos violégeno (conocido por
actuar como mediadores redox) en la biotransformacion redox de contaminantes.
Los mediadores redox han demostrado que acelera la velocidad de degradacion
reductiva de electrones para retirar recalcitrantes mientras que en ciertos casos
tales como el Fe(lll), U(VI), Tc(VIl) han sido necesario como requisito previo para

la iniciacion de su biodegradacion.

Tapia et al. (2002) propuso una metodologia para disminuir la concentracion
de Cr(VI) presente en efluentes de curtiembre sin tratamiento previo. La propuesta
se basa en un proceso fotocatalitico donde se irradia el efluente por un determina-
do tiempo con luz ultravioleta en presencia de 6xido de titanio como catalizador,
empleando como agente reductor formaldehido. Se utiliz6 sistemas modelo de
soluciones de Cr(VI) de 100 mg/L a distintos pH con diferentes cantidades de cata-

lizador y tiempos de irradiacion.




Amacher y Baker (1982). Demostré que la reduccion de Cr(VI) por materia
organica natural en el suelo fue una reaccion de primer orden con una vida media
de varias semanas. Reduccion del cromo por sustancias humicas del suelo y el
agua consume hidrégeno y en consecuencia se ve favorecida por las adiciones de
acido. En los suelos naturales, la reduccion puede ser extremadamente lenta, que

requieren afos (Bartlett,1987).

Datos experimentales indican Suzuki y Fukuda (1990); Standeven y Wetter-
hahn (1991); Standeven y Wetterhahn (1992); O'Brien et al. (2001); Quievryn et
al. (2001, 2002). Fuertemente que el ascorbato es el agente mas importante para

la reduccién de Cr(VI) en los tejidos diana.

Jeyasingh y Ligy (2005). La biorremediacion de Cr(VI) se estudié en condi-
ciones anaeroObicas con una concentracion inicial de 50 mg/l a 400 mg/l. Se adi-
cion6 10 ml de Medio mineral que contenian 10, 15, 20, 30, 40 mg/l de melaza.
La reduccion 6ptima de melazas fue con 34 mg/g de suelo. Terminando de reducir

a los 20 dias en condiciones anaerdbico.

Krishna y Ligy Philip (2005). Emplearon un sistema de biorreactor-biosorcion
para evaluar la remediacion. Los estudios de reduccion de Cr(VI) se llevaron a
cabo bajo condiciones anaerdbicas. El efecto de diversos donadores de electrones
en la reduccion de Cr(VI); peptona y melaza mostraron la maxima reduccion. Se
observd mas de 80% de reduccion de Cr(VI) con una concentracion de 50 mg/L
en 8 h. El efecto del pH fue significativo para la reduccion del Cr(VI) con un rango
de 4a10.

Wang et al. (2007) estudiaron el efecto de la temperatura, se investigaron las
dosis de agentes reductores y el tiempo sobre la reduccion de Cr (VI). Por encima
de 500 °C Cr(VI) puede ser completamente reducido a Cr(lll) en 12 minutos. En
donde la reduccién de Cr(VI) por sacarosa esta representada por las siguientes

ecuaciones:




16CaCrO,4 + CioH20q1 +4C0O, — 8Cr,0; +16CaCO 3 + 11H,0
16Na,CrO,4 + C1oH22011 +4CO, — 8Cr,0O3 + 16Na,CO3; + 11H,0

De acuerdo a estas ecuaciones 1 mol de sacarosa reduciria 16 moles de
Cr(VI), es decir, 1g de Cr(VI) necesita 0,41 g de sacarosa. En realidad, el meca-
nismo de reaccion puede variar con el aumento de la temperatura y tiempo de

reaccion.




2. Justificacion

La contaminacion del suelo consiste en una degradacién quimica que provo-
ca la pérdida parcial o total de la productividad del suelo como consecuencia de la
acumulacion de sustancias toxicas, tal es el caso de metales pesados como lo es
el Cr que es un elemento altamente téxico si se encuentra en estado de oxida-
cion Cr(VI). Por tal motivo es importante realizar un estudio de bioestimulacion
que nos permita reducir el Cr(VI) transformandolo a Cr(lll) que es el mas estable a
través de bacterias reductoras o resistentes entre los microorganismos que se
encuentran son: Pseudomaonas synxantha, Geobacter sp, P. fluoresceens, Strep-
tococcus lactis, Enterobacter cloacae. Con este ensayo se podra aumentar la efi-
ciencia de reduccién que nos permita emplearlo en la biorremediacion de suelos

contaminados.




3. Hipotesis

Tomando en cuenta la gran diversidad metabdlica presente en los microor-
ganismos y su capacidad para adaptarse a condiciones extremas (altas concen-
traciones de metales pesados Cr(VI) especificamente), la bioestimulacion con dife-
rentes donadores de electrones, nos permitira encontrar bacterias resistentes y/o

reductoras que podamos emplear en estudios de biorremediacién




4. Objetivo general

Llevar a cabo la bioestimulacion y el aislamiento de microorganismos que

nos permita identificar bacterias resistentes y/o reductoras de Cr(VI) para su

=

empleo potencial en biorremediacion.

4.1 Objetivos particulares

Evaluar la reduccion del Cr(VI) con diferentes donadores de electrones en

muestras de sedimentos contaminados.

Analizar la resistencia que tienen las bacterias para reducir el Cr(VI).

Realizar el aislamiento de DNA ambiental de los sitios con altas concentra-
ciones de Cr(VI) y amplificacion del gen 16S RNA obteniéndose poste-

riormente su secuencia nucleotidica.

Hacer analisis comparativos para inferir que organismos se encuentran
presentes en los estudios de bioestimulacién con los diversos donadores de

electrones probados.




5. Material y métodos

Las muestras se obtuvieron de un sitio de deposicion de residuos en San
Francisco del Rincon situada en la region I, a los 101° 51° 36" al oeste del meri-
diano de Greenwich y a los 21° 01" 22" latitud norte. El area del territorio munici-
pal comprende 422 Km?, equivalentes al 1.40 % de la superficie total del estado

de Ledn Guanajuato.
Tomando muestra a diferentes profundidades; 35, 46 y 30-40 cm para su

analisis.
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5.1 Método
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5.1.1 Tamizado de las muestras

Se tomod una pequefia cantidad de muestra de suelo para triturarlo con el
mortero una vez realizado se pasé por un tamizado (malla nim. 20) para obtener

una arena fina.

5.1.2 Determinacion del pH

Se peso 2g de suelo para las diferentes profundidades de (35 cm, 46 cm y
30- 40 cm); aforando con 20 ml de agua ultra-pura se eligié esta agua porque el
pH es neutro que se necesita para analizar la alcalinidad o acides del suelo y no
influya la presencia de electrones. Se puso en agitaciéon por 120 rpm durante 1
hora y dejando reposar 1 hora para después tomar el pH con el potenciémetro.

5.1.3 Determinacion de la concentracion de Cr(VI)

Para las determinaciones de Cr(VI) presentes en las muestras, se pesé 1 gr
de suelo agregando 50 ml de agua ultra-pura para las diferentes profundidades y
por duplicado dejando en agitacion a 120 rpm durante una noche para su poste-
rior analisis. Se analizé por espectrofotometria empleando el método de la dife-
nilcarbazida (A=540 nm) (Standard Methods for the Examination of Water and
Wastewater. 1992). Utilizando un espectrofotometro marca Beckman Coulter DU

730 Life science UV/Vis spectrophotometer.




5.1.4 Bioestimulacion con diferentes donadores de electrones, muestras
de 46 y 35 cm de profundidad correspondiente al tercer muestreo 1/11/2012

Los experimentos se realizaron a diferentes profundidades de suelo para ver

la mayor eficacia de reduccion de los donadores de electrones.

Primer experimento con 46 cm de profundidad

Para la bioestimulacion se esterilizaron 27 frascos con una autoclave que
se utilizaron para realizar los ensayos con diferentes donadores de electrones
(acetato, lactato, acetato-lactato, melazas y sin donadores de electrones). Se pes6
15 gr de suelo (46 cm de profundidad) para cada uno de los frascos por triplicado
para cada donador de electron y un grupo control con su triplicado pero con los
15 gr de suelo estéril; para asegurar que las bacterias no crezcan vy triplicado sin
donadores de electrones. Adicionando 30 ml de agua ultra-pura estéril excepto las
6 botellas que se utilizaron con las melazas se les adiciono los 30 ml de melaza al

2% ya preparada utilizando para la preparacion agua estéril y pasteurizada.

El primer dia de burbujeo se redujo el oxigeno a las muestras que llevaran
(acetato, lactato y sin donadores de electrones) cabe mencionar que aun no se les
inyecta los donadores de electrones hasta dejarlo en reposo y solubilizacion del
Cr(VI) durante 48 horas; se tapdé con un tapon de caucho estéril una vez tapados
se les puso una canula y un filtro de 0.22 um para asegurarnos que el paso de
CO./N, sean estériles usando una estacion de gaseo con tres tipos de gases: Hy,
CO, y el Ny; dejando pasar 2 veces el hidrégeno durante 5 minutos para corro-
borar que no exista el paso de oxigeno después de ese tiempo se cierra el paso
de hidrogeno y se abre el paso de CO,/N; proporcion de (80:20); dejando burbu-
jeando 60 minutos en liquido y 20 minutos en gas (canula fuera del liquido). Poste-
riormente de las 48 horas se les inyecto 600 ul de donadores a los frascos que
llevaran acetato y lactato al 2 M, menos a los que son sin donadores de electrones




enseguida se empez6 atomar el tiempo (0) para medir la reducciéon de Cr(VI) por
el método de difenilcarbazida y el pH; repitiendo este paso cada semana durante
42 dias.

El siguiente dia se pusieron a burbujear las muestras que llevaran acetato-
lactato y melaza siguiendo el mismo método que con los demas pero sélo en las
muestras de melaza se tomo el tiempo desde el primer dia del burbujeo debido a
su color, midiendo su reduccién y pH cada 72 horas por 18 dias. Enseguida con
las muestras de acetato-lactato se dejo reposando 48 horas para la inyeccion de
300 pl de acetato y 300 pul de lactato al 2 M midiendo también su reduccién vy el
pH. Con los donadores de acetato, lactato, acetato-lactato y sin donadores de

electrones se tomaba muestra cada 7 dias durante 42 dias.

En todo el periodo de muestreo las botellas fueron incubadas en un incuba-
dor imperial lll a una temperatura a 29-30°C.

De las muestras se tom6 1 ml depositandolo en tubos eppendorf centrifu-
gando a 10000 rpm durante 10 minutos, para un posterior andlisis. Luego se to-
maron 20 pl para medir el pH efectuando diluciones a la -10 tomando 50 pl de los
tubos eppendorff llevandolo a 500 ul de agua y de esta dilucion se llevé a la -100.
Todas las diluciones y las muestras tomadas en tiempo real se congelaron hasta

realizar la reduccion Cr(VI).

Las determinaciones de Cr(VI) presentes en las muestras, fueron analizadas

por espectrofotometria empleando el método de la difenilcarbazida (A = 540 nm).

Segundo experimento 35 cm de profundidad

En el ensayo de la melaza se puso triplicado con melaza pasteurizada, me-

laza estéril y controles una con melaza pasteurizada y suelo estéril, otro con me-




laza estéril y suelo estéril. El muestreo se realizo cada 48 horas. Luego del tiempo
cero; sOlo se tomo6 muestra de los tubos A; para evitar que a los demas les entrara
oxigeno y no se viera la reduccion. Todas las muestras fueron incubadas en un
incubador imperial lll durante el tiempo de bioestimulacién con una temperatura de
30°C. Se realizaron las mismas diluciones que en el primer ensayo solo para los
primeros tiempos de muestreo después fue variando hasta que llegdé el momento
de no hacer diluciones y tomar directamente de la botella 350 ul de muestra para

hacer el analisis de difenilcarbazida.

5.1.5 Tercer experimento con melazas 30-40 cm de profundidad, cuarto
muestreo 16/08/2013.

Se realizé otro ensayo de bioestimulacion con otro diferente muestreo a la de
los demas ensayos y diferente profundidad. Los tiempos de reduccion de oxigeno
fueron los mismos que en el segundo ensayo, los controles fueron triplicados con
melaza pasteurizada, melaza estéril y melaza estéril-lactato; cada uno con su
control negativo es decir con el suelo estéril. El muestreo se realiz6 cada 48 horas
por 14 dias, en el tiempo cero se tomd muestra antes de hacer la reduccion de
oxigeno esto se realiz6 para evitar por completo que después del burbujeo no
existiera la posibilidad de que les entrara oxigeno a las muestras. También se
realizé diluciones a la -100 para el tiempo cero y para el tiempo 2; con los posterio-
res muestreos sélo se tomé muestra directamente de la botella, hasta llegar a los
14 dias en donde se tomo 500 ul directamente para determinar por el método de
difenilcarbazida. Las muestras fueron incubadas en un incubador imperial Ill duran-

te el tiempo de bioestimulacion con una temperatura de 30°C.




5.1.6 Cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC)

En el andlisis de la cromatografia sélo se determin6é con el mejor donador
de electron que permitid la reduccion de Cr(VI) en menor tiempo de cada experi-
mento a diferentes profundidades; determinando la composicion y separacion de
las macromoléculas de cada muestras considerando el tiempo de retencion que el
soluto permanece en la columna midiendo desde el momento de la inyeccion has-
ta la elusion del pico maximo importante para la identificacion de los solutos.
Con una temperatura de 40 °C y una presién de mas de 1700 libras usando H,SO4
5 mM para la fase mévil;, utilizando una columna BIO-RAD HPLC Organic Acid
Analysis Column, 300 mm x 7.8 mm, catalog 125-0140, serial No 427836.

5.1.7 Extraccion de DNA

Efectuando extracciones de DNA de los ensayos de bioestimulacion usan-
do el PowerSoil DNA lIsolation Kit (Mobio, West Carlsbad, CA, EE.UU.) segun las
recomendaciones del fabricante. Confirmada en un gel de agarosa y tefiido con
bromuro de etidio. Para la extraccion de DNA ambiental se realiz6 de varias for-
mas utilizando protocolos caseros, usando nitrégeno liquido para la lisis celular,

carbén activado para adsorber la concentracion de Cr(VI).

5.1.8 Amplificaciéon del Gen 16s rRNA

El 16s se amplifico a partir de los DNA extraido mediante el kit Power-soil
MO-Bio. Empleando los oligonucleétidos universales FD1 Secuencia (5'->3'):
TCGTCGACAACAGAGTTTGATCCTGGCTCAG y RD1 Secuencia (5'->3"):
CCCGGGATCCAAGCTTAAGGAGGTGATCCAGCC que amplifican una uUnica
region de 1542 pb y que se ha visto que son efectivos amplificando bacterias de
diversos grupos. En la tabla 2. Se muestran las condiciones del termociclador.




Tabla 2. Condiciones del termociclador.

Desnaturalizacién 94 °C 3 min 1 ciclo
94 °C 1 min

- Desnaturalizacion 40 °C 1:30 min 5 ciclos
- Hibridacién 72 °C 1:30 min
- Elongacion
- Desnaturalizacion 94 °C 0.45s
- Hibridacion 45 °C 1:30 min 25 ciclos
- Elongacion 72 °C 1:30

Elongacién 72 °C 10 min 1 ciclo

5.1.9 Clonacién con TOPO TA

Para clonar un fragmento de DNA amplificado mediante PCR y estudiar su
expresion génica bajo condiciones controladas. Basicamente, se trata de insertar
el DNA amplificado mediante PCR (DNA inserto) en un plasmido apropiado (DNA
vector) un proceso denominado ligacion, previa linearizacion (digestion).

Para que esta construccion del DNA persista y se amplifigue es necesario intro-
ducirla en un hospedador apropiado, como E. coli que previamente se ha hecho
“‘competente” para favorecer la entrada del DNA vy finalmente poder seleccionar

aquellas células portadoras del DNA utilizado en el proceso.

Primero se purifico el producto del PCR cortando banda y pasando por una
columna de PCR de la muestra de bioestimulacion con melazas pasteurizadas
después de 6 dias y 18 dias del tercer muestreo 46 cm de profundidad, con mela-
za estéril-lactato fue a los 103 dias de ser reducido el metal pesado del cuarto
muestreo a los 30-40 cm de profundidad. Después se volvié a correr un gel de

agarosa para verificar que el producto no se haya perdido.




En la ligacion se requieren como sustrato dos extremos de DNA; un extre-
mo 5’ (portador de un grupo fosfato) y un extremo 3’ (grupo hidroxilo de la desoxi-
rribosa). La reaccion se produce a partir de sustratos de doble cadena (dsDNA).
La ligasa puede unir tanto extremos romos como extremos cohesivos. Poniendo
a ligar: 4 pl del producto de PCR ya purificado, 1ul de solucion de ligacion diluida
al 1/10 y 0.8 pl de TOPO dejando toda la noche ligando a -20 °C.

Efectuando una transformacion por electroporacion: aplicando una diferencia
de potencial relativamente grande (para generar los orificios) en tiempos muy cor-
tos (para no matar las células). Poniendo en hielo las células competentes E. coli
XL1-blue a las que se les pondra el inserto, producto de la ligacién, columnas lim-
pias, ependorf rotulados. En campana se agregé los 5.8 de la ligacion a células
competentes. Agregar a la celda con cuidado para que no haya burbujas, dar
unos golpecitos meter con tapa dar el pulso con el (electroporador) si en la panta-
lla no aparece Arquea quiere decir que el choque estuvo bien. Agregar 900 pl de
SOC a la celda y con eso mismo enjuagar, pasar a tubo de ensaye con tapa esté-
ril. Poner cultivo a 37 °C en agitacién con termomix durante 1 hora; es importante
no rebasar este tiempo porque las células pueden dividirse después de ese tiem-
po. Plaguear 100 pl y 900 pl en placas LB con Kanamicina a una concentracion
de (km 30 pg/ml) que las células codifican resistencia para este antibiético, iso-
propil-B-D-1-tiogalactopirandsido (IPTG 25 ug/ml) y 5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-
galactopiranésido (X-Gal 25ug/ml); los 900 ul fue centrifugado dejando solo el so-
brenadante, incubando a 37 °C toda la noche después de este tiempo se seleccio-
no las colonias blancas ya que son las Unicas que se consideran que tienen el
inserto del plasmido y se vuelve a resembrar en medio LB liquido con el antibi6tico
deseado en este caso es la km con una concentracion final de 30 ug/ml; se deja
incubando a 37 °C toda la noche con agitacion; después de este proceso se vuel-
ve a recuperar a la célula en medio LB con el antibidtico y se toma 500 ul de me-
dio con las células para ponerlas en glicerol al 30% para su conservacion. El resto
del medio es utilizado para la purificacion del plasmido por el método de High Pure

Plasmid Isolation Kid de Roche.




Las muestras que si tuvieron el inserto se mandaron a secuenciar en el Insti-

tuto de Biotecnologia de la UNAM, usando cebadores de referencia; ver tabla 3.

Tabla.3. Caracteristicas de los cebadores.

Cebador Secuencia Suministro en pMoles
MI13  asteee  (=20) | 5-GTAAAACGCACGGCCAG-3” 407
M13  Inveso 5-CAGGAAACAGCTATGAC-3 385

5.1.10 Analisis de secuenciacion

Los alineamientos de las secuencias se realizaron con el programa DNA Ba-
ser v3.5.1 (Heracle BioSoft S.R.L.), utilizando los electroferogramas que muestra
la secuencia de datos producida por una maquina automatica de secuenciacion de
ADN para permitir los alineamientos que fueron para forward 5' y reverse 3', lim-
piando las regiones de baja calidad en las secuencias, eliminando la secuencia del
vector y de los primer, corrigiendo automaticamente las ambigiedades. Después
del ensamblaje de la secuencia, teniendo hibridos de ambos extremos se realizo
un alineamiento con la base de datos del NCBI que es el Centro Nacional para la
Informacion Biotecnologica es parte de la Biblioteca Nacional de Medicina
de Estados Unidos y con el programa Blastn se compar6 secuencias de nucleoti-

dos problema contra una base de datos de secuencias de nucledtidos.



http://es.wikipedia.org/wiki/Secuenciaci%C3%B3n_de_ADN
http://es.wikipedia.org/wiki/Secuenciaci%C3%B3n_de_ADN
http://es.wikipedia.org/wiki/Estados_Unidos

6. Resultados y Discusion

Para llevar a cabo este estudio se tomaron muestras de diferentes muestreos
de la zona contaminada y a diferentes profundidades, a continuacion se muestra

un diagrama de las muestras tomadas Fig.5.
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Fig.5. Esquema del tipo de muestras analizadas.




6.1 Caracterizacién fisico-quimica de las muestras empleadas

Las muestras de las diferentes profundidades de suelo tuvieron un pH antes
de ser bioestimulada con los diversos donadores de electrones de 8-11 indicando
alcalinidad a diferentes profundidades de 15, 35, 46 cm del tercer muestreo y 30-
40 cm del cuarto muestreo. Con una concentracion de Cr(VI) en suelo para las

diferentes profundidades ver tabla 4.

Tabla. 4. Concentracion y pH de Cr(VI) en un suelo contaminado.

Profundidades pH

[Cr(VD)]

en suelo

ppm
(mg/kg)

15cm 1178.86 8.3
35¢cm 1189 9.5
46 cm 940.66 8.6
30-40 cm 1169.06 10.6

Como se puede observar este tipo de suelos y/o residuos tiene un pH alca-
lino. En otra fase del proyecto donde se aislaron muestras del acuifero no ha habi-

do un cambio de pH.

6.2 Bioestimulacién con diferentes donadores de electrones

En la bioestimulaciéon soélo se consider6 la menor concentracion de Cr(VI) y
la méas alta concentracion de cromo; utilizando 2 diferentes profundidades de sue-
lo (35 cmy 46 cm) del tercer muestreo y del cuarto muestreo la profundidad de
(30-40 cm).

Los donadores de electrones estudiados en estos ensayos son moléculas

organicas que los microorganismos lo utilizan como fuente de energia. En el pri-




mer estudio de bioestimulacién no hubo reducciéon de Cr(VI) a Cr(lll) usando aceta-
to, lactato y acetato-lactato como donador. Por lo que pudo haber influido la entra-
da de oxigeno. Ver Fig. 6. Ya que se han realizado estudios en los que se ve que
el oxigeno es un aceptor de electrones que compiten con metales cuando estos
son empleados como aceptor de electrones (Madigan, Martinko y Parker, 2003).
También depende de las condiciones del suelo que permita una reduccion como
por ejemplo los trabajos realizados en Hanford en donde si ven una reduccion con

lactato.
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Fig.6. No se observa reduccion de Cr(VI) con los donadores de electrones, 46 cm de profundidad tercer

muestreo.

6.3 Bioestimulacidn con melaza

La melaza se ha usado por que es una fuente de carbono y de energia que
tiene una alta solubilidad y es representativo del tipo de sustratos de residuos
secundarios que pueden estar disponibles para minimizar el costo a largo plazo
(por ejemplo, residuos de hidratos de carbono). El uso de la melaza es una alter-

nativa de bajo costo y alta efectividad para la bioestimulacion a escala de campo




(Arcadis, 2009) y ha mostrado resultados favorables para apoyar la biorremedia-

cion anaerobica (Borden y Rodriguez, 2006; Gemoets et al., 2003).

En nuestro grupo decidimos probar la melaza en una concentracion al 2%,
usando melaza pasteurizada. Como se puede observar en la Fig.7. se observa
una reduccién favorable a los 6 dias partiendo de una concentracion de 10.3 mM
de Cr(VI). La mayoria de la reduccion del Cr(VI) ocurrié durante la fase exponen-
cial (Smith et al., 2002). Por lo tanto los microorganismos nativos del suelo junto
con la melaza pasteurizada estan llevando a cabo la reduccién biética. Como con-
trol se puso el suelo estéril para comprobar que no existiera una reduccién abio6ti-

ca y como se puede ver no hay una reduccion del Cr(VI).

Estos resultados indican que los microorganismos pueden crecer usando di-
ferentes rutas metabdlicas, pero que sélo algunas de estas vias catalizan la re-
duccion de Cr(VI). Por otra parte, algunos de los miembros del consorcio podran
ser reductores de Cr(VI) siendo mucho mas activas que otras dependiendo de la
fuente de carbono y energia empleada. Los cambios en la fuente de carbono y
energia empleada pueden conducir a cambios en la preponderancia de la reduc-
cion Cr(VI) (Smith et al., 2002).
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Fig.7. Se muestra la reduccién de Cr(VI) alos 6 dias de ser bioestimulada. Muestra de suelo de 46 cm tercer

muestreo.

En la bioestimulacion con otra profundidad de 35 cm del tercer muestreo. Es
importante mencionar que se puso melaza estéril (pasada por la autoclave) para
asegurarnos que en la melaza no existiera algiin microorganismo vivo y la reduc-
cion del metal fuera por los microorganismos nativos. En la Fig. 8. muestra una
reduccion con melaza pasteurizada y con melaza estéril. Los microorganismos
nativos del suelo juntos con los de la melaza pasteurizada estan llevando a cabo
una reduccién de Cr(Vl) mas rapida partiendo de una concentracién inicial de
11.60 mM redujo el metal en 6 dias siguiendo la misma tendencia que la del pri-
mer ensayo con 46 cm de profundidad. Con la melaza estéril también se observa
una reduccion a los 10 dias de estar muestreando partiendo de una concentracion
inicial de 10.97 mM indicando que los microorganismos del suelo y la materia or-
génica de la melaza reduce el Cr(VI) comparando con lo que dijo (Amacher y Ba-
ker, 1982) pero tal reduccion es mas lenta porque solo las bacterias del suelo es-

tan llevando este proceso.
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Fig. 8. En esta gréfica se observa la reduccion de Cr(VI), utilizando melaza pasteurizada y estéril. Con mela-
za pasteurizada a los 6 dias se muestra una reduccién de Cr(VI) a una concentracion final de 0.009 mM y con me-
laza estéril a los 10 dias con una concentracion final de 0.010 mM; en comparacién con los controles negativos.
Muestra de suelo de 35 cm tercer muestreo.




Existen reportes donde combinan varios donadores de electrones con el fin
de bioestimular diferentes grupos de microorganismos con metabolismos distintos
(Field et al., 2013), es por esto que se decidio posteriormente combinar la melaza
con otra fuente donadora de electrones, en este caso se empled el lactato, ya
gue se tienen reportes donde el lactato es reductor de metales pesados (Hazen et
al., 2007) como se observa con la muestra de suelo 30-40 cm de profundidad
tomada durante el cuarto muestreo que es en donde se realizaran los ensayos
pilotos ya en campo. Melaza estéril-lactato tuvo una reduccion a los 2 dias del
muestreo con una concentracion inicial de 8.48 mM hasta llegar a los 14 dias con
.003 mM. Sin embargo con los demas controles también se observa una reduc-
cién seguida de la melaza pasteurizada que fue producto de la biomasa estable-
cido también por (Sleep et al., 2005; Yang, 2000 y McCarty, 1975, 2000). Melaza
estéril con el suelo sin esterilizar la reduccion fue a los 4 dias; pero también se
muestra una reduccion a los 6 dias con melaza pasteurizada y el suelo estéril Fig.
9.
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Fig. 9. El ensayo con melaza estéril-lactato muestra una reduccién a los 2 dias siendo el méas favorable de
todos los ensayos con melaza, seguido de melaza pasteurizada y melaza estéril en donde el suelo es sin esterilizar;
aunque también se observa una reduccidén en la melaza pasteurizada con suelo estéril. Muestra de suelo de 30-40
cm de profundidad cuarto muestro.




Comparando con los controles no hubo reduccion de Cr(VI) en donde el sue-
lo es estéril, excepto para el control de melaza pasteurizada y suelo estéril donde
pudo haber influido que algun microorganismo de la melaza pasteurizada haya

resistido a altas temperaturas o que la pasteurizacion no se haya realizado bien.

6.2 Efecto del pH en los estudios de bioestimulacion

El pH juega un papel importante en la mayoria de los sistemas biolégicos. El
intervalo preferible de pH en tales sistemas es de 6-8. Se estudio el efecto del pH
sobre la reduccion de Cr(VI) a Cr(lll) en los ensayos de bioestimulacion teniendo
un pH de 6-7. A pH neutro, se observd que hubo una reduccion de Cr(VI) com-
parado a lo reportado por (James, 2002) ya que menciona que a pH bajos mejora

las condiciones de reduccion.

6.3 Determinacién de azucares de la melazay como producto de su me-
tabolismo por Cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC)

Debido a que la utilizacion de la melaza por microorganismos fue muy efecti-
va, es importante el conocer qué tipo de azlucares son empleados por los microor-
ganismos Yy en que azucares se transformaba y metabolizaba por la comunidad

microbiana.

Para esto se decidi6 hacer un analisis de los azlUcares presentes en las
muestras como se describe a continuacion. Con esta técnica se determiné que
en la composicion de las melazas habia una mayor cantidad de sacarosa siendo
el tiempo de retencion desde el momento de la inyeccion y el termino de la curva
que fue a los 7.8 minutos, glucosa 9.0 min y fructosa 9.7 leido por el indice de
Refracciéon. En la Fig.10. se muestra que al inicio del ensayo hay una produccién

de sacarosa, en menor proporcion glucosa y fructosa; pero a los 6 dias hay una




degradacion de sacarosa, permaneciendo por un tiempo la glucosa y fructosa;
pero a los 10 dias hay un consumo total de los tres azlcares, los microorganis-
mos presentes en el ensayo de bioestimulacion utilizan los azlcares para la re-
duccién de Cr(VI) a Cr(lll). En comparacion con los controles donde el suelo es
estéril y la melaza también no hubo esa transformacion de los azlcares y no se

observo una metabolizacion por parte de la comunidad microbiana
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Fig. 10. Consumo de azlcares en prueba de bioestimulacion con la profundidad de 46 cm.

La melaza tiene un alto contenido de sacarosa, pero el aumento de las tasas
de reduccién de Cr(VIl) es mas probable con glucosa y fructosa (Field et al.,
2013). En la Fig. 11. se observa el consumo de todos los azlcares; empezando a
degradarse la sacarosa donde la melaza es pasteurizada y el suelo es sin esterili-
zar, produciéndose glucosa y fructosa durante un determinado tiempo hasta llegar
al dia 10 en donde estos dos azucares terminan degradandose. Para la melaza
estéril con el suelo sin esterilizar el tiempo de consumo de los azlcares fue a los
14 dias.
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Fig. 11. Consumo de todos los azlcares en prueba de bioestimulacion 35 cm de profundidad.

También se obtuvieron datos con las melazas pasteurizadas y melaza estéril
pero con el (suelo estéril) se realizé para ver lo que estaba pasando con los azu-
cares, efectivamente como se observa en la Fig.12. No hay una produccion de
azucares, los microorganismos no estan haciendo nada ya que estan muertos, no

se muestra reduccion abidtica.
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Fig. 12. No se muestra consumo de azlicares en muestras con melaza y suelo estéril; 35 cm de profundidad.




En la Fig.13. Se observa que todos los azucares son degradados al mismo
tiempo con los diferentes ensayos de melaza, metiendo un control mas que fue el
lactato, indicando lo mismo que en los demas ensayos con las diferentes profundi-
dades. Corroborando que los microorganismos nativos utilizan los azlUcares para
su metabolizacion. En este analisis de bioestimulacion se realizdé con el cuarto

muestreo correspondiente a la profundidad 30-40.
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Fig.13. Consumo de todos los azlcares con los diferentes ensayos de melazas. Muestra 30-40 cm.

Hay una degradacién de sacarosa en muestras de melaza pasteurizada con
el suelo estéril a los 10 dias Fig.14. correspondiente a la reduccion de Cr(VI) a
Cr(lll), también hay una produccion de glucosa y fructosa pero después de los 14
dias es consumido. Consumiéndose glucosa para la melaza pasteuriza y fructosa
siendo melaza pasteurizada, melaza estéril y melaza estéril-lactato. Permanece
constante la sacarosa con melaza estéril y melaza estéril-lactato; para la glucosa
siendo la melaza estéril junto con la melaza estéril-lactato. Lo cual quiere decir que
los microorganismos presente en la melaza pasteurizada influyen para la reduc-

cion del Cr(V) junto con su composicion de este donador de electrén.
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Fig.14. Consumo de algunos azlcares para los diferentes ensayos de bioestimulacion. Muestra 30-40 cm.

Con esta técnica también se pudieron leer los acidos organicos (acetato y
lactato) presentes en las melazas. El tiempo de retencién del lactato fue de 12
minutos y acetato 14 minutos, analizado en el detector UV/vis. Produciéndose
acetato y lactato en melaza pasteurizada y melaza estéril (con el suelo sin esteri-
lizar) indicandonos que los componentes de la melaza son producto de la fermen-
tacion (Truex et al., 2007, 2009). La reduccién de Cr(VI) a Cr(lll) se da manera
fermentativa correspondiente con (Field et al., 2013) produciéndose acidos orga-
nicos. Fig.15. Ya que en la fermentacion anaerobia, el procesos de produccion del
metabolito de interés se desarrolla en ausencia de oxigeno; los productos finales
son sustancias organicas, como los encontrados en la melaza, que después de
reducir el Cr(VI) se terminan degradando estos acidos organicos. Comparado con

los controles en donde no hubo una produccién de acidos.
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Fig.15. Produccion de acidos organicos. Muestra 35 cm

Entonces en los procesos anaerébicos, los microorganismos producen mu-
cho menos energia que en los aerobios y para suplir sus necesidades de energia,
metabolizan una mayor cantidad de azucares; por consiguiente elaboran mas me-
tabolitos. Entonces, a través de la cantidad de oxigeno, se puede manipular un
proceso de fermentacion para incrementar la produccién de la sustancia de inte-
rés; por ejemplo, cuando se trabaja con un microorganismo facultativo (capaz de

crecer en presencia o ausencia de oxigeno).

En la Fig.16. Se observa una imagen después de varios meses de estar bio-
estimulandose los ensayos de melaza, a simple vista se ve una reduccion del
Cr(VIl) en melaza pasteurizada y en melaza estéril-lactato, los dos frascos ultimos
de la derecha. Comparando con los controles de los tres primeros frascos a la iz-
quierda en donde no hubo un cambio permaneciendo el mismo color desde el

inicio de la bioestimulacion.




Fig.16. Ensayos de bioestimulacién con melazas

6.4 Identificacion de microorganismos presentes en los ensayos de
bioestimulacion por medio de la extraccion de DNA

El 99% de los microorganismos que habitan en el suelo no son cultivables,
es por ello que una manera de ver que comunidades estan presentes en estos
suelos es por medio de uso de técnicas moleculares. Mediante la extraccion de

los acidos nucleicos del sitio.

Es importante mencionar que en algunas ocasiones las extracciones de DNA
del suelo contaminado con Cr(VI) no han sido posibles por su alto contenido del
metal pesado lo que impide la presencia de muchos microorganismos. En nuestro
caso de estudio no pudimos extraer el DNA de los suelos estudiados a diferentes
profundidades por lo que creemos que un pH alcalino influye en la extraccion ya
que se ha reportado que hacen un pre tratamiento antes de hacer la extraccion
de DNA (Mareckova et al., 2008; Verma y Satyanarayana, 2011). Aunque no se
sabe con certeza que factores impiden obtener DNA. Solo se pudo obtener DNA
de los ensayos de bioestimulacion a los 6 dias y 18 de la melaza pasteurizada del
tercer muestreo 46 cm de profundidad y de los 103 dias de melaza estéril-lactato

del cuarto muestreo 30-40 cm de profundidad.




6.5 Amplificacion del Gen 16S rRNA

El DNA fue leido en el Nanodrop espectrofotometro que mide micro volu-
menes de DNA, ARN Yy proteinas. Por absorbancia de 260 nm se leyo del DNA
dando como resultado = 10 ng/ml. Se realizaron los PCR para todas las muestras
extraidas, cambiando varias condiciones: como la temperatura, haciendo gradien-
tes y otros factores hasta lograr su amplificacién. Solo las muestras que si amplifi-
caron por 16s fueron las muestras de los ensayos de bioestimulacion del dia 6 y
18 con melaza pasteurizada del tercer muestreo 46 cm de profundidad y del tiem-
po 103 dias con melaza estéril-lactato del cuarto muestreo 30-40 cm de profundi-
dad, ver Fig.17.

1. Melaza pasteuri-
zada Tiempo 6.

2. Melaza pasteuri-
zada Tiempo 18.

3. Melaza-lactato
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Fig.17. Amplificacion del ADN de los ensayos de bioestimulacién a los diferentes tiempos de ser bioestimu-
lada.



http://www.nanodrop.com/nucleicacid.aspx
http://www.nanodrop.com/protein.aspx

6.6 Clonacién del fragmento de PCR amplificado del 16s rDNA y se-
cuenciacion del inserto

Después de insertar el DNA amplificado mediante PCR (DNA pasajero o inserto)
en un plasmido apropiado (DNA vector o vehiculo) por ligacion. Observando bacterias
blancas y azules. Con fenotipo Lac+ que resultan de la complementacion a se pueden
reconocer porgue forman colonias azules en presencia del sustrato cromogénico (X—
gal) y un inductor del gen de la lactosa como el (IPTG). Sin embargo, la insercion de
una DNA pasajero en el sitio de policlonacion del vector, produce casi invariablemente
un extremo amino terminal de 3—galactosidasa que no es capaz de conseguir la com-
plementacion a. Estas bacterias recombinantes con DNA pasajero ligado en el vector
generaron colonias blancas en dicho medio; las cuales fueron seleccionadas y aisla-
das. Aislando 24 colonias de las cuales se realizaron purificaciones de plasmido.
Después de haber purificado se pusieron en digestion con una enzima de restric-

cion EcoRI para cortar fragmentos.

Soélo 8 clonas mostraron el inserto del plasmido para las muestras de bioes-
timulacion. Con melaza pasteurizada al tiempo 18 tuvieron el inserto 3 clonas, co-
rrespondiente a la profundidad 46 cm del tercer muestreo en comparacion con me-
laza estéril-lactato tiempo 103 que solo 5 tuvieron el inserto de la profundidad 30-

40 cm del cuarto muestreo; la del tiempo 6 ninguna tuvo el inserto.

Después de haber mandado a secuenciar se hicieron alineamientos y bus-
cando en GenBank las secuencias de los microorganismos los que mas se ase-
mejan son. Paenibacillus borealis NR_025299 con un 1493/1543(97%) de identi-
dad y wun 88% de cobertura, Desulfosporosinus lacus NR_042202
1374/1568(88%) de identidad, cobertura de 89% y Bacillus korlensis NR_044538
con 1449/1471(99%) de identidad y una cobertura de 85%.

En la muestra de 103 dias se encontré un consorcio de 3 géneros de bacte-

rias: Paenibacillus borealis, Desulfosporosinus lacus y Bacillus korlensis. Mientras




que a los 18 dias de ser bioestimulada se encontr6 a Desulfosporosinus lacus y
Paenibacillus borealis. Aunque no es comparable porque son diferentes muestras
y profundidades; hubo un enriquecimiento de bacterias después de varios meses

de seguir incubandose.

Los tres géneros de bacterias llevaron a cabo la metabolizacion rapida para
la reduccion de Cr(VI) a Cr(lll). Las bacterias son formadoras de esporas, estan
dentro del phylum Firmicutes y son Gram-positivas (Spring y Rosenzweig, 2006).
El aislamiento y caracterizacion de bacterias reportado por (Gonzélez et al., 2005)
ha tenido un amplio estudio para la reduccion y que ha sido importante para saber

gue microorganismos reducen el metal pesado.

Se ha reportado a Paenibacillus sp como un reductor de metales pesados
(Thavamani et al., 2012), esta bacteria resulto ser muy tolerante a las altas con-
centraciones de Cr(VI) (Rawat et al., 2013). Este género de bacterias son anaero-
bias facultativas, fijadoras de nitrdgeno, se han aislado de &cidos humicos, suelos
de rizosfera, agua, rizosfera de las plantas (Elo et al., 2001; Xie et al., 2012; Kong
et al., 2013).

Bacillus korlensis se aislado de la una provincia de Xinjiang en el noroeste
de China y produce H,S (Zhang et al., 2009). El género de Bacillus sp crece tanto
en condiciones anaerdbica facultativa y aerdbicas (Garbisu et al., 1998) también
se ha visto que reduce el Cr(VI) siendo un modelo de estudio para varios trabajos

de investigacion (Rehman et al., 2008).

Las bacterias de Desulfoporosinus lacus son anaerobias estrictas capaces

de crecer fermentatativamente utilizando piruvato y lactato como fuentes de ener-

gia.

(Ramamoorthy et al., 2006; Pester et al., 2012) por tal motivo es de esperar-

se que crecieran en muestras con melaza. Ademas de su capacidad para reducir




el sulfato, algunas especies de Desulfosporosinus también pueden crecer median-
te el uso de nitrato, Fe(lll), o As(V) como aceptores electrones terminales. Los
miembros del género Desulfosporosinus se encuentran en ambientes de agua dul-
ce, en suelos con bajo contenido de sulfato y también en ambientes contaminados
con metales pesados (Pester et al., 2012). Los tres géneros fueron resistentes a

las altas concentraciones de Cr(VI) y reductores del metal.




Conclusiones

No todos los donadores de electrones funcionan para llevarlo a biorreme-
diacion de un suelo contaminado por Cr(VI) ya que depende del tipo del
suelo en el que se encuentre.

Los microorganismos pueden crecer usando diferentes rutas metabdlicas,
pero solo algunas vias catalizan la reduccién de Cr(VI). Algunos de los
miembros del consorcio podran ser reductores de Cr(VI), siendo mucho
mas activas que otras dependiendo de la fuente de carbono y energia em-
pleada

Melaza fue el donador de electron que los microorganismos metabolizaron
para llevar acabo la reduccion del Cr(VI) a Cr(lll).

La melaza es factible para llevarlo a la recuperacion de suelos, por su solu-
bilidad y su bajo costo.

Las altas concentraciones de Cr(VI) y un pH alcalino impiden el crecimiento
de microorganismos; de tal manera que solo los microorganismos resisten-
tes a este contaminante puedan permanecer en el suelo. Por tal motivo la
extraccion de DNA no es tan factible; aunque se logre obtener una concen-
tracién de 210 ng/ul de DNA su amplificacion por PCR es nulo.

La extraccion de DNA sdlo se pudo realizar con los ensayos de bioestimu-
lacion con melaza pero teniendo complicaciones para su obtencion.

El resultado de las clonas corresponde a bacterias que se han encontrado
en los suelos.

Los 3 géneros encontrados pertenecen a las Firmicutes.




8. Perspectivas

Llevar a in situ la bioestimulacién con melaza para la recuperacion de sue-
los contaminados.

Hacer un estudio en especial con las bacterias de Desulfosporosinus sp ya
gue se ha encontrado que reduce metales pesados.

Conocer los genes involucrados en la reduccion del Cr(VI).

Realizar un estudio de las bacterias para ver cual es el metabolismos mas
eficiente para la reduccion de Cr(VI).
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Anexos

Método de difenilcarbazida

Reactivos

Agua.

Solucion de difenilcarbazida (pesar en el frasco).

v .25 gr de difenilcarbazida.

v" 50 ml de acetona.

Cubrir frasco con aluminio.

Acido sulfarico 10% (v/v): 10 ml H,SO4 + 100 ml H,O.
Solucion stock K,Cr,07: 141.4 mg de K,Cr,O7 + 1 L H,O
Solucion standard K,Cr,0O7: 10 ml de sol. Stock a 100 ml H,0.
Solucioén utilizada de K,Cr,07 100 mg de K,Cr,0O7 + 1 L H,O

Equipo.

Espectrofotbmetro

Preparacién de las soluciones de acetato, lactato y melazas.

20 ml de lactato 2 M

FW=112.06 g/mol
2M = 2 mol/L para 10 ml

2M= 2mol/100 = 0.02 mol/10ml
1L /100

gr=(112.06g/mol)(0.02mol)= 2.2412 gr para 10ml




4.4824 gr para 20 ml.

Se puso a reduccion de oxigeno; burbujeando con N,/CO, 20 min en liqui-

do y 10 min con (canula fuera del liquido).

SE REALIZO LO MISMO CON EL ACETATO.

Preparacion de melazas

Se peso 4 gr de melazas para 200 ml esto equivale al 2%.

Se pasteurizo a una temperatura entre 63°C — 65°C por 30 minutos ensegui-

da se llevo a enfriar y se volvio a meter a bafio maria a 63°C por 30 minutos por
tres veces.

Precipitacion del DNA

a) NaCl5M 1/25 c) isopropanol 1 vol
b) Acetato de sodio (C,H3NaO;) 3 M 1/10 d) etanol 100 % 2.5
vol.

=

©NO Ok WDN

Se necesita siempre una sal y un alcohol.
Puedo usar:

alc
a/d
b/c
b/d

Llevar las muestras de DNA a un volumen de 100 ml; si las muestras re-
suspendidas estan en un volumen menor.

Agregar 4 ul de NaCly mezclar.

Agregar 104 de isopropanol y mezclar.

Incubar 2 horas a -20 °C.

Centrifugar 10 minutos a 10500 rpm.

Retirar todo el isopropanol.

Secar en el savant a 50 °C

Resuspender en la cantidad deseada dependiendo de la cuantificacion de
DNA.




Preparacion de buffer de cargado

- 0.25 % de azul bromofenol.
- 0.25 % xileno cianol.
- 30 % glicerol en agua.

Preparacién de buffer de corrimiento

10x Tris-borate-EDTA (TBE) buffer stock
(0.89 M Tris, 0.89 M &cido borico, 20 mM EDTA, pH aproximadamente
8.2, para 1000ml)

Base Tris (PM = 0.89 M 108 g
121.1)

Acido bérico (PM = 0.89 55¢g
61.8)

Solucion EDTA 40 ml

0.02 M =20mM
0.5 M, pH 8.0
H,O des ionizada para 1000 ml

Purificaciéon del producto de PCR

e Se corre en un gel de agarosa toda la cantidad de la amplificacion del
PCR.

e Cortar banda del gel de agarosa

e Agregar de 500-1000 ul de buffer Qxl

e Incubar a 55-60°C por 10 minutos hasta dejar que se diluya bien la agarosa

e Pasar por columna de PCR

e Centrifugar por 30 segundos

e Lavar con 500 ul de B wash 30 segundos 2 veces

e Pasarla columna a un tubo ependorf

e Agregar de 30-50 ul de agua tibia en el centro de la columna

e Se vuelve a correr un gel de agarosa pero con 3 ul del producto para ver si
no se perdio




Ligacion del producto de PCR con el kit TOPO TA

v Agregar 4 pl del producto de PCR purificado.
v 1 ul de solucion de ligacion diluida 1/10
v' 0.8 ulde TOPO

Se deja ligando overnight a -20°C; pero también se puede dejar a
temperatura ambiente.

Transformacioén por electroporaciéon

1. Poner en hielo
o Células competentes (descongelar)
o Producto de ligacion
o Columnitas limpias
2. En campana agregar 5.8 ul de producto de PCR a los tubos donde vienen
la células competentes
3. Agregar a la celda con cuidado para que no haya burbujas dar unos golpe-
citos, meter con tapa y dar el pulso (con el electroporador) sino Arquea listo
4. Agregar 900 ul de SOC enjuagar celda y agregar a tubos de ensayo con
tapa estériles
5. Poner cultivo a 37 °C en agitacién con termomix 1 hora
6. Plaguear 900 y 100 pl en cajas LB con Km 30 pug/ ml, IPTG y Xgal con una
concentracion final de 25 pg/ ml
7. Incubar a 37 °C overnight.




Se muestran fotografias de los ensayos de bioestimulacién con diferentes donadores
de electrones a) se muestran ensayos con lactato y lactato, se observa el color que tiene el
Cr(VI) del cual nunca se observé un cambio de color que nos dijera que estuviera reducien-
do el metal pesado. b) se observa un ensayo que fue realizado con melaza pasteurizada. c)
se muestran ensayos con melaza estéril-lactato a los primeros dias de estar bioestimulada.
d) Después de varios dias de estar bioestimulandose los ensayos de melaza pasteurizada y

melaza estéril-lactato; se muestra que hubo un cambio de color a negro indicando a simple
vista la reduccion del metal.




Abreviaturas utilizadas.

Cr(VI). Cromo hexavalente

SN. Suelo normal (sin esterilizar)

SE. Suelo estéril

MP SN. Melaza pasteurizada

MP SE. Melaza pasteurizada suelo estéril

ME SN. Melaza estéril suelo normal (sin esterilizar)
SE ME. Melaza estéril suelo estéril

ME-LAC. Melaza estéril-lactato




