9% ypip)
K TN A

INSTITUTO POLITECNICO NACIONAL

UNIDAD PROFESIONAL INTERDISCIPLINARIA DE BIOTECNOLOGIA

TESIS

PRODUCCION DE IMIDASAS POR LAS BACTERIAS DEL TRACTO DIGESTIVO DE
Eisenia foetida

Presentada para obtener el grado de

MAESTRO EN CIENCIAS EN BIOPROCESOS

por

llse Yazmin Arciniega Carre6n

Ingeniero Biotecndlogo

Dirigida por

Dra. Marina Olivia Franco Hernandez

Dra. Maria del Carmen Oliver Salvador

México, D.F. junio de 2011



SIP-14-BIS

INSTITUTO POLITECNICO NACIONAL
SECRETARIA DE INVESTIGACION Y POSGRADO

ACTA DE REVISION DE TESIS

12:00 horas del dia 21 del mes de

En la Ciudad de México, D.F. siendo las
2011 se reunieron los miembros de la Comisién Revisora de la Tesis, designada
UPIBI — IPN

junio del
por el Colegio de Profesores de Estudios de Posgrado e Investigacion de la

para examinar la tesis titulada:
“PRODUCCION DE IMIDASAS POR LAS BACTERIAS DEL TRACTO DIGESTIVO DE
Eisenia foetida”

Presentada por el alumno:
Arciniega Carredn llse Yazmin
Apellido paterno Apellido materno Nombre(s)
Conregistro:l B 1 0 I 9 l 1 I & | 8 ‘ 8J

aspirante de:
Maestria en Ciencias en Bioprocesos
Después de intercambiar opiniones los miembros de la Comisién manifestaron APROBAR LA TESIS, en

virtud de que satisface los requisitos sefialados por las disposiciones reglamentarias vigentes.

LA COMISION REVISORA

Director de tesis

Director de tesis

Dr:l(. Maria del Carmen Oliver Salvador

\Dra. Marina Olivia Franco Hernandez 1

T s £ L L L 8 \
\\’* = TS VD -, A i S G
Dra. Maria Guadalupe Ramirez Sotelo

Dr. Luis Gilberto Torr
P

T —
) N
0 e LN
o)
%
£

INSTITUTO POLITECNICO NACIONAL

UNIDAD PROFESIONAL )
INTERDISCIPLINARIA DE BIOTECNOLOGIA

Dra. Maria Guadalupe Ramirez Sotelo

SECCION DE ESTUDIOS DE
POSGRADO E INVESTIGACION



INSTITUTO POLITECNICO NACIONAL

SECRETARIA DE INVESTIGACION Y POSGRADO

CARTA CESION DE DERECHOS

En la Ciudad de México el dia 21 del mes de junio del afio 2011, el que suscribe llse
Yazmin Arciniega Carreén alumno del Programa de Maestria en Ciencias en Bioprocesos
con numero de registro B091488, adscrito a Unidad Profesional Interdisciplinaria de
Biotecnologia, manifiesta que es autor intelectual del presente trabajo de Tesis bajo la
direccion de la Dra. Marina Olivia Franco Hernandez vy de la Dra. Maria del Carmen Oliver
Salvador cede los derechos del trabajo intitulado Produccién de Imidasas por las
bacterias del tracto digestivo de Eisenia foetida, al Instituto Politécnico Nacional para
su difusion, con fines académicos y de investigacion.

Los usuarios de la informacién no deben reproducir el contenido textual, gréficas o datos
del trabajo sin el permiso expreso del autor y/o director del trabajo. Este puede ser
obtenido escribiendo a la siguiente direccién ofranco@acei.upibi.ipn.mx 'y
moliver@ipn.mx. Si el permiso se otorga, el usuario debera dar el agradecimiento
correspondiente y citar la fuente del mismo.

/

llse Yazmin /Airciniega Carreén



Declaracion de originalidad

“Yo declaro que esta tesis, asi como los resultados en ella reportados, son producto de
mi trabajo y que hasta donde yo sé, no contiene material previamente publicado o
escrito por otra persona, ni tampoco contiene material que haya sido utilizado para
obtener algln grado o diploma en alguna otra institucion educativa excepto donde se
reconoce como tal. Declaro igualmente que hago justo reconocimiento en la tesis a las
personas que contribuyeron con su trabajo y, finalmente, declaro que esta tesis es
producto de mi propio trabajo con el apoyo permitido de terceros en cuanto a la

concepcion del proyecto, al estilo de la presentacion o a la expresion escrita.”

lise Yazmin Arciniega Carredn.

Vo. Bo. Dra. Marina Olivia Franco Hernandez.

“Yo [llse Yazmin Arciniega Carredn] declaro que los resultados reportados en esta
tesis, son producto de mi trabajo con el apoyo permitido de terceros en cuanto a su
concepcion y analisis. Asimismo declaro que hasta donde yo sé no contiene material
previamente publicado o escrito por otra persona excepto donde se reconoce como tal
a fravés de citas y con propositos exclusivos de ilustracion o comparacion. En este
sentido, afirmo que cualquier informacion presentada sin citar a un tercero es de mi
propia autoria. Declaro, finalmente, que la redaccion de esta tesis es producto de mi
propio trabajo con la direccion y apoyo de mi director de tesis y mi comité tutorial en
cuanto a la concepcién del proyecto, al estilo de la presentacion o a la expresion

escrita.”



RESUMEN

Se ha reportado la produccion de imidasas en bacterias, algunas pueden estar involucradas en la
degradacion de polimeros o compuestos toxicos como la acrilamida. Las poliacrilamidas son polimeros
formados basicamente por unidades de acrilamida. A la fecha no se tiene informacion suficiente que
muestre que la poliacrilamida es toxica, en cambio la acrilamida es muy toxica, a altas concentraciones,
afecta el sistema nervioso central. Las poliacrilamidas son muy utilizadas en procesos industriales, como
floculantes, y en la agricultura para mejorar los suelos. Uno de los procesos de biorremediacién eficiente
para la degradacién de biosélidos industriales es la lombricomposta. Las lombrices se han utilizado en
muchos procesos de biorremediacion, debido a su capacidad de acumular y/o degradar contaminantes
toxicos, facilidad de manipulacién en el laboratorio y a la capacidad de transformar materiales de
desecho en humus de lombriz el cual es util como composta en zonas agricolas y urbanas. Se ha
reportado que Eisenia foetida es la mejor en transformar residuos organicos o toxicos, ademas tiene una
gran tolerancia a la temperatura. También posee una abundante flora bacteriana en su intestino, la que
ayuda a su metabolismo digestivo asi como a degradar compuestos toxicos. Algunas de estas bacterias
pueden producir enzimas, imidasas, que degradan acrilamida y o poliacrilamida. Dado lo cual, es
importante el aislamiento e identificacién de cepa(s) productora(s) de imidasas.

En esta tesis se aislaron 42 cepas bacterianas del tracto digestivo de E. foetida, y se identificaron 13
cepas bacterianas a nivel de género y de especie mediante la caracterizacibn molecular de su 16S
rARN: Kocuria rosea, Serratia marcescens, Planomicrobium sp., Arthrobacter oxydans, Microbacterium
schleiferi, Bacillus subtilis, Arthrobacter luteolus, Crocinobacterium jejui, Paenibacillus spp., Micrococcus
yunnanensis, Bacillus weihensthephanensis, Serratia marcescens, Janibacter melonis y Kocuria sp.
Todas crecieron en un medio de cultivo minimo con 1 g/L de acrilamida como Unica fuente de carbono.
Siete de estas crecieron en medios de cultivo minimo con 3 g¢g/L de acrilamida y con 1 g/L de
poliacrilamida (B. subtilis, A. luteolus, C. jejui, S. marcescens, K. rosea, B. weihensthephanensis y
Planomicrobium sp). La cepa A. luteolus es la que presentd el mejor valor de velocidad de crecimiento en
acrilamida con un valor de 0.046 h™ y en poliacrilamida fue Serratia marcescens con un valor de 0.029 h°
' EI mejor rendimiento Yp/s se obtuvo con la cepa B weihensthephanensis, usando acrilamida y con
poliacrilamida La produccién de amonio, que es el producto de la degradacion de acrilamida y
poliacrilamida no est& asociado al crecimiento de las cepas bacterianas utilizadas en el estudio.B. subtilis
y B. weihensthephanensis presentaron la mayor densidad celular y el mayor porcentaje de remocién de
acrilamida (97%) acorde con la produccion de amonio y con el mayor valor de la actividad de imidasas,
de las siete bacterias estudiadas. B. subtilis y Planomicrobium sp, fueron las que crecieron mejor en
poliacrilamida (1 g/L) y presentaron mayor produccion de amonio y mayor valor de actividad enzimatica.
Asi mismo, se demostrd la produccion de imidasa(s) en las siete cepas bacterias cultivadas con
acrilamida o con poliacrilamida, mediante la determinacion de su actividad enzimatica, la remociéon de

estos compuestos y la produccion de amonio.



ABSTRACT

The imidase production in bacteria has been reported, some may be involved in the degradation of
polymers or toxic compounds like the acrylamide. Polyacrylamides are polymers formed mainly by units
of acrylamide. To date there is not sufficient information showing that the polyacrylamide is toxic; however
acrylamide is highly toxic, at high concentrations, affects the central nervous system. Polyacrylamides are
used in industrial processes such as flocculation and in agriculture to improve grounds. One of
bioremediation processes for efficient degradation of industry biosolids is the vermicompost. Earthworms
have been used in many bioremediation processes due to their ability to accumulate and/or degrade toxic
pollutants, ease of handling in the laboratory and the ability to transform waste materials into worm
castings which is useful like compost in agricultural and urban zones. Eisenia foetida has been reported
as the best earthworm to transform organic waste or toxic residues, in addition has a great tolerance to
the temperature. Also it owns an abundant bacterial flora in its gut, which helps its digestive metabolism
as well as to degrade toxic compounds. Some of these bacteria can produce imidase enzymes, that
degrade acrylamide or polyacrylamide. As such, it is important to isolate and identify strain (s) producer
(s) of imidases.

In this thesis 42 bacterial strains of the digestive tract of E foetida were isolated. And identified 13
bacterial strains to genus and species nivel by means of the molecular characterization of the 16S rRNA:
Kocuria rosea, Serratia marcescens, Planomicrobium sp., Arthrobacter oxydans, Microbacterium
schleiferi, Bacillus subtilis, Arthrobacter luteolus, Crocinobacterium jejui, Paenibacillus spp., Micrococcus
yunnanensis, Bacillus weihensthephanensis, Janibacter melonis and Kocuria sp. All grew on a minimum
medium with 1 g / L of acrylamide as the sole carbon source. Seven of these strains grew in minimum
culture media with 3 g/L of acrylamide and 1 g/L polyacrylamide (B. subtilis, A. luteolus, C. Jejui, S.
marcescens, K. rosea, B. weihensthephanensis and Planomicrobium sp.). The A. luteolus strain
displayed the highest value growth rate of acrylamide with a value of 0.046 h™and with polyacrylamide
was S. marcescens strain with a value of 0.029 h™. The best yield Yps was obtained with the B.
weihensthephanensis, using acrylamide and polyacrilamide.The ammonia production which is the product
of the degradation of acrylamide and polyacrylamide is not associated with the growth of bacterial strains
used in this studyB. subtilis and B. weihensthephanensis displayed the greater cell growth and the
highest percentage of acrylamide removal (97%), according to the production of ammonia and the highest
value of imidase activity of the seven bacterial strains studied. B. subtilis and Planomicrobium sp., were
those that grew better in the cultures with polyacrylamide (1 g/L) and these strains presented the major
production of ammonia and higher value of enzyme activity. Likewise, it demonstrated that the production
of imidasa (s) in the seven bacterial strains grown with acrylamide or polyacrylamide, by means

determining its enzymatic activity, the removal of these compounds and ammonia production.
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enzimatica, E) (--®--) Acrilamida residual -(- -m- -) Produccién de amonio y F) (--@--)
Acrilamida residual-(- -m- -) ConsSUMO GIUCOSA. ......cceiieeeiiiiiiiiiiie e R

Figura 41. Degradacién de acrilamida por Kocuria rosea: A) (--®--) Biomasa-(- -m- -) Acrilamida
residual, B) (--@--) Biomasa —(- -m- -) Produccion de amonio, C) (-- ®--) Biomasa-(- -m- -)
Actividad enzimatica, D) (-- ®--) Acrilamida residual-(- -m- -) Actividad enzimética, E) (-- ®-
-) Acrilamida residual -(- -m- -) Produccion de amonio y F) (--@--) Acrilamida residual-(- -m-
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Figura 42. Degradacion de poliacrilamida por Arthrobacter luteolus: A) (--@®--) Biomasa-(- -u- -)
Actividad enzimatica, B) (--®--) Biomasa —(- -m- -) Produccién de amonio, C) (--@--)
Biomasa-(- -m- -) Consumo de Glucosa y D) (--®--) Actividad enzimatica-(- -m- -)
(o To [UTotodTo] o 1o [=3E= o o] o 1o TP R

Figura 43. Degradaciéon de poliacrilamida por Crocinobaterium jejui: A) (--@®--) Actividad
enzimatica-(- -m- -) Produccién de amonio, B) (--®--) Biomasa —(- -m- -)Actividada
enzimatica, C) (--@--) Biomasa-(- -m- -) Producciéon de amonio y D) (-- @--)Biomasa (--m- -)
(0] 01510 g [0 R o [ €111 o 01 R

Figura 44. Degradacion de poliacrilamida por Serratia marcescens: A) (--@--) Biomasa-(- -u- -)
Produccion de amonio, B) (--®--) Biomasa —(- -m- -)Actividada enzimética, C) (--®--)
Biomasa-(- -m- -) Consumo de glucosa y D) (--@--)Produccién de amonio (--m- -)
ACtIVIdad ENZIMALICA. ...oceeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e R

Figura 45. Degradacion de poliacrilamida por Kocuria rosea: A) (--®--) Biomasa-(- -m- -)
Actividad enzimatica, B) (--®--) Biomasa —(- -m- -) Produccion de amonio, C) (--@--)
Biomasa-(- -m- -) Consumo de glucosa y D) (--@--)Actividad enzimatica (--m- -)
(= oTe [UTeloTo] o 1o [=TR= 2 0 o] o 1o TP R
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Produccion de Imidasas por las bacterias del tracto digestivo de Eisenia foetida

1. INTRODUCCION
1.1. Lombricomposta

En la dltima década, las tecnologias de biorremediacién se han usado para restaurar suelos
contaminados. La biorremediacion acelera la biodegradacién natural de contaminantes
organicos, optimizando estos procesos a través de la aireacion, la adicion de nutrientes, el
control de pH, contenido de humedad y temperatura. La eficiencia de la restauracién del suelo
s6lo se ha medido por pardmetros quimicos del suelo y no se ha evaluado como un habitat
para la fauna y la flora (Geissen et al., 2008).

Con el paso del tiempo, los contaminantes quedan atrapados y absorbidos en el suelo, en
minerales y fracciones de materia organica, haciéndolos inaccesibles a la vida silvestre. Las
lombrices de tierra tienen un gran potencial en remocion lo cual mejora la eficiencia de
biorremediacion. La biorremediacion utiliza diferentes técnicas para minimizar los compuestos

téxicos, una alternativa es el uso de compostas y el lombricomposteo (Molinares, 2006).

1.1.1. Lombricomposteo y biorremediacion

El compostaje y lombricomposta son dos de los mas conocidos procesos para la estabilizacion
biolégica de los residuos sélidos organicos. El compostaje implica la degradacion acelerada de
materia organica por bacterias en condiciones controladas, la accién conjunta de las lombrices
y las bacterias caracterizan a la bio-oxidacién de la materia organica en el compostaje con
lombrices. Ademas de las lombrices, la principal diferencia entre ellas puede encontrarse en la
primera de las dos fases, que definen el avance de los procesos. Una fase termofilica, donde la
descomposicién se lleva a cabo intensamente, constituye la fase activa de compostaje y por
otro lado, la etapa de hidrélisis mesofilica que consiste en la estimulacion de la actividad
metabdlica de los microorganismos de vida libre y/o asociados con el intestino de la lombriz
(Vivas et al., 2009).

El lombricomposteo en los ultimos afios ha ganado importancia por ser mas econémico que el
compostaje tradicional (Figura 1). Los nutrientes que estan presentes se disponen para el
crecimiento de las plantas, y el humus de lombriz tiene una mayor concentracién de nutrientes
disponibles como nitrégeno, fosforo y potasio, que los residuos del que se forma. El potencial
de las lombrices de tierra como una herramienta biol6gica se debe comprender mucho mejor
para fomentar la agricultura sostenible y desarrollar el uso de determinadas especies de
lombrices de tierra (Triphathi & Bhardwaj, 2004).
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Las lombrices de tierra son organismos modelo apropiados para medir la biodisponibilidad de
un compuesto téxico en el suelo, esto se debe a que viven en intimo contacto con el suelo,
tienen una cuticula fina y permeable y consumen grandes voliumenes de suelo. Ademas se han
utilizado en muchos estudios debido a su importancia en la cadena alimenticia terrestre, por su
potencial para la acumulacién de contaminantes y la facilidad de manipulacion en el laboratorio
(Gomez-Eyles et al., 2009).

Figura 1. Lombricomposta con Eisenia foetida (Tomado de Pacheco, 2010).

En México, han sido identificadas 129 especies de lombrices, de las cuales 46 son nativas, 47
son exoticas y 36 pertenecen a la familia de los Megascolecidae. Las lombrices intervienen en
los sistemas de regulacion biol6gica del suelo, tienen la capacidad de remover particulas y
producir estructuras organominerales, llamadas estructuras biogénicas. Ellas también ayudan a
mantener la estructura del suelo, a proceso de infiltracién del agua y a regular la capacidad de
asimilacién de nutrientes por las plantas, incluyendo el nitrégeno (N) en su forma de amonio
(NH4" y nitratos (NO3) (Brito-Vega & Espinosa-Victoria, 2009).

Gran parte de los efectos benéficos que las lombrices del suelo aportan a las propiedades del
suelo, se atribuye a sus actividades de alimentacion e interaccion con los microorganismos del
suelo, su patrén de consumo implica la ruptura e incorporacion de grandes cantidades de suelo
(parte mineral y materia organica) ya que contiene una variedad de microorganismos. Sin
embargo, se sabe poco sobre las interacciones entre lombrices y microorganismos del suelo,
incluyendo a la microflora del intestino (Hyun-Jung et al., 2004).

Se ha demostrado que las lombrices de tierra pueden transformar materiales de desecho en
humus, el cual es Gtil como compostas en zonas urbanas y agricolas. Las lombrices de tierra
trituran y digieren los desechos orgénicos con la ayuda de una microflora anaerébica o
aerdbica convirtiendo la materia en algo mas fino, humificada. La composta generada es
estable, homogénea y puede haber reducido los niveles de contaminantes (Gupta & Garg,
2009).
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Eisenia foetida ha demostrado ser la mejor en el procesamiento de residuos organicos, y se
considera adecuada para el lombricomposteo por su gran tolerancia a la temperatura. Sin
embargo, es importante investigar la sostenibilidad de la bioconversion del suelo al utilizar la
tecnologia de las lombrices de tierra, antes de intentar usarla a gran escala, ya que el
crecimiento y la capacidad reproductiva son parametros importantes para la conservacion de
las poblaciones de lombrices (Maboeta & Rensburg, 2003). El éxito del uso de esta tecnologia,
depende del control de variables y de condiciones, que a menudo limitan la biorremediacion
eficaz, como el O,, la disponibilidad de nutrientes, pH, relacion C/N, la presencia y actividad de
los microorganismos, enzimas, temperatura, niveles téxicos de los contaminantes, presencia de
otros contaminantes y la presencia de compuestos como aceptores de electrones (Hickman &
Reid, 2008).

1.1.2. Eiseniafoetida
Es la lombriz roja, mal llamada “de california” (Figura 2). Las lombrices rojas "californianas”
fueron criadas intensamente a partir de los afios 50 en California, esta lombriz es originaria de

Euro-Asia (Rodriguez, 2010).

1.1.2.1. Clasificacion zoolodgica

E. foetida es la lombriz mas conocida y empleada en mas del 80 % de las lombricompostas del
mundo (Mendoza, 2008). Su clasificacién taxondmica es (Acevedo, 1998):

-Reino: Animal

-Tipo: Anélido
-Clase: Oligogqueto
-Orden: Opistoporo
-Familia: Lombricidae

-Género: Eisenia

-Especie: Eisenia foetida
Figura 2. Lombrices rojas californianas (E. foetida)
(Tomada de Mendoza, 2008)
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1.1.2.2. Caracteristicas generales

En la Tabla 1 se presentan las caracteristicas generales de E. foetida.

Tabla 1 Caracteristicas generales de la lombriz roja californiana

Color Rojo oscuro

Dimensiones 6-8 cm longitud y 3-5 mm de diametro
Peso 0.8 — 1.4 gramos

Ciclo de vida 4.5 afios

Reproduccion Hasta 1300 lombrices/afio
Temperatura 14-27°C

Clima Templado

Humedad 70-80 %

pH 7.5-8

(Tomado de Lépez, 2004)

1.1.2.3. Caracteristicas externas

Posee un cuerpo alargado, segmentado y con simetria bilateral. Existe una porcibn mas gruesa
en el tercio anterior de 5 mm de longitud llamada clitelium cuya funcién esta relacionada con la
madurez sexual. Al nacer las lombrices son blancas, transcurridos cinco o seis dias se ponen
rosadas y a los 120 dias son adultas de color rojizo y en condiciones de aparearse (Acevedo,
1998).

1.1.2.4. Sistema digestivo

El sistema digestivo comienza con la parte superior de la apertura bucal, en esta parte se sitla
el prostomio con forma de labio y las células del paladar son las encargadas de seleccionar el
alimento que pasa posteriormente al eséfago donde se localizan las glandulas calciferas. Estas
glandulas segregan iones de calcio contribuyendo a la regulacion del equilibrio &cido-basico,
tendiendo a neutralizar los valores de pH. Posteriormente se encuentra el buche, en el cual el
alimento queda retenido para dirigirse al intestino (Figura 3) (Mendoza, 2008).

Es importante mencionar, que la lombriz consume los alimentos por succion, no tiene dientes,

de ahi la importancia de mantener bien humedo el residuo orgénico a transformar. Su nivel de
4
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eficiencia es del 60 %, es decir todos los dias consume una cantidad de comida equivalente a
su peso, excretando en forma de humus el 60 % de la misma, el cual es rico en sustancias
organicas, minerales, fitorreguladores y enzimas; el 40 % restante es asimilado y utilizado por
la lombriz para sus funciones vitales. Asi un kilogramo de lombriz, consume un kilogramo de
desecho organico al dia (Rodriguez, 2010). Ademas, la lombriz tiene una gran cantidad de
proteina, aproximadamente 80 % de su peso, con un excelente contenido de aminoéacidos,

puede ser usado como alimento de animales (Mendoza, 2008).

Figura 3. Vista dorsal de estructuras internas de la lombriz de tierra (Tomado de Mendoza, 2008).

1.1.2.5. Usos y beneficios de la lombricomposta

La lombricomposta es usada de la misma manera que la composta, pero es un abono de
mayor calidad, la forma de distribucién es igual y se puede utilizar en todos los cultivos. La
lombricomposta tiene mas nutrientes, humus y microorganismos por gramo seco que la
composta, lo que la convierte en un excelente mejorador de suelos. EI humus se encuentra en
forma de granulos y con olor a tierra himeda, es rico en hormonas, auxinas, giberelinas y
citocininas, siendo esta Ultima la que se encuentra en mayor concentracion (Mendoza, 2008).

Los biosodlidos son una fuente de nutrientes para las lombrices en el lombricomposteo y éstas
contienen microorganismos que pueden acelerar la remocion de contaminantes. Se ha
reportado que algunas bacterias producen enzimas capaces de degradar contaminantes. Esta
actividad enzimatica puede encontrarse en lombrices como E. foetida (Contreras-Ramos et al.,
2008). La presencia de estas enzimas como las imidasas, podrian contribuir a que se generen

compuestos menos toxicos que no afecten al medio ambiente.
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1.2. Imidasas

El tratamiento de desechos es uno de los mejores campos de accion de las enzimas. Existen
enzimas capaces de degradar sustancias altamente toxicas, y por lo tanto son aplicadas en el
tratamiento de aguas 6 en la degradacion de compuestos fendlicos a partir de peroxidasas
obtenidas de la planta “cola de caballo” 6 en la degradacién de celulosa, lignina y otros
materiales de alto peso molecular 6 en el tratamiento de derrames de petréleo con enzimas
capaces de degradar hidrocarburos 6 en el proceso de biodegradacion de plasticos. Estas
enzimas pueden obtenerse en cantidades industriales por bacterias que las producen
naturalmente 6 por bacterias modificadas genéticamente que son comercializadas por
empresas biotecnolégicas (Soong et al., 1998).

La capacidad de transformar imidas ciclicas esta distribuida en bacterias, levaduras y hongos.
El metabolismo de ureidos ciclicos en bacterias tiene una amplia aplicacion en la biocatalisis
para la produccién de diferentes compuestos, un ejemplo es el metabolismo de la hidantoina,
que ha sido aplicado para la producciéon de aminoacidos (Ogawa et al., 1997). Sin embargo, en
bacterias, esta actividad difiere (Ya-Wei et al., 2010).

Existen tres tipos de enzimas: a) especificas para transformar enantiémeros D, b) especificas
para transformar enantiomeros L y c) no especificas, como las que estan involucradas en la
hidrdlisis de hidantoinas. Este proceso es muy similar al metabolismo de dihidropirimidinas, por
lo que se propuso que el metabolismo de hidantoinas y dihidropirimidinas es catalizado por la
misma enzima. A pesar de esas semejanzas el mecanismo de reaccion de estas enzimas aun
no es claro (Ogawa et al., 1997). Estos dos tipos de actividades se llevan a cabo por una sola
enzima en mamiferos (dihidropirimidinasa) y por hidantoinasas e imidasas en bacterias.

La imidasa también es conocida como dihidropirimidinasa, dihidropiriminina amidohidrolasa, D-
hidantoinasa o amidohidrolasa ciclica dependiendo a la especificidad de su sustrato (Tai et al.,
2006). Las imidasas catalizan diferentes sustratos y aceptan diferentes imidas,

dihidropirimidinas y derivados de hidantoinas (Ya-Wei et al., 2010).
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1.2.1. Especificidad del sustrato

La imidasa prefiere sustratos xenobiéticos y tiene una gran especificidad al catalizar la hidrolisis
de carbonatos organicos ciclicos (Su & Yang, 2000). Las imidasas hidrolizan imidas ciclicas a
dicarboxilados monoamidados (Ogawa et al., 1997). Las imidasas estan involucradas en el
metabolismo de imidas ciclicas de bacterias, la enzima hidroliza las imidas ciclicas a media-
amidas y el producto es hidrolizado a compuestos dicarboxilados, los cuales pueden ser
transformados a acidos tricarboxilicos (Ya-Wei et al., 2010).

Las imidas son aquellos derivados de acidos que contienen un atomo de nitrégeno (el grupo
imido, N-H) unido a un carbono carbonilico. Los méas importantes derivados de las imidas son:
los cloruros de imidoacidos, los imidoéteres y las amidinas (Klages, 2005). Las imidas
generalmente son sintetizadas a partir de amoniaco o desde una amina primaria y algun acido
carboxilico o anhidrido acético. Las mas conocidas son la Succinimida y la Ftalimida (Figura 4).

La ftalimida es un intermediario en la preparacion del colorante ftalocianina (McMurry, 2008).

é O\
N H—N |
J J

a) b)

H

Figura 4. Estructura quimica de imidas: a) succinimiday b) ftalimida (Tomado de McMurry, 2008).

Las imidas ciclicas se pueden preparar por calentamiento de diacidos con amoniaco (Figura 5).

o
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Figura 5. Reaccion de produccién de unaimida ciclica (Tomado de klages, 2005).

Las imidas no ciclicas se nombran como derivados de azano (NHz) o amina. Muchas imidas
son monomeros usados en la preparacién de poliimidas. En la base nitrogenada uracilo y

timina se encuentra el grupo funcional imida, la cual participa en los puentes de hidrégeno de
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Watson-Crick, donde el nitrégeno de la imida es un donador de hidrégeno y el oxigeno
carbonilico es un aceptor (IUPAC, 2006).

1.2.2. Superfamilia de imidasas

La mayoria de las enzimas que hidrolizan imidas comparten limitadas secuencias homélogas y
catalizan diferentes sustratos (Ya-Wei et al., 2010). Algunas enzimas como la superfamilia de
imidasas, son similares en secuencia pero diferentes en funcion (Figura 6). Estas son llamadas
enzimas relacionadas a dihidropirimidinasas. Las imidasas catalizan una variedad de imidas y
se clasificaron en cuatro grupos (Lee et al., 2003):
1. Imidasas: Enzimas de mamiferos con actividad de imidasas (dihidropirimidinasas).
2. Proteinas relacionadas en secuencia: proteinas con alta homologia (70-90%) a
imidasas pero sin actividad relacionada a la imidasa.
3. Enzimas idénticas en funcion: enzimas con secuencias de 30 — 40 % de identidad a
imidasas (hidantoinasa y dihidropirimidinasa de microorganismos).
4. Enzimas relacionadas en funcién: enzimas que catalizan la hidrélisis de grupos
funcionales idénticos (imidas) pero usan diferentes sustratos. Estas enzimas tienen

secuencias con baja identidad a imidasas.
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Figura 6. A) Hidrdlisis de dihidropirimidinas. B) Produccién de amino&cidos a partir de
sustituidos DL-5 de hidantoina, C) Hidrdlisis del ciclo de imidas. 1. Dihidropirimidinasa,; 2.
B-ureidopropinasa; 3. hidantoinasa; 4. Acido N-carbamoilamino amidohidrolasa; 5.
Imidasa; 6. Amidasa (Tomado de Syldatk et al., 1999).
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1.2.3. Dihidropirimidinasas

La dihidropirimidinasa es la segunda enzima en el desglose de las bases de pirimidinas,
cataliza la degradacién del dihidrouracilo y la dihidrotimina al acido B-ureidopropiénico y B-
acido ureidoisobutirico, respectivamente y puede hidrolizar 5-hidantoinas monosustituidas (Lin
et al., 2005).

Esta enzima es importante en el metabolismo de los seres humanos, donde:

1. La Dihidropirimidinasa es responsable del catabolismo de los analogos de la pirimidina que
se utilizan como farmacos, como el 5-fluorouracil, que se utiliza en el tratamientos de tumores y
como un agente cardioprotector.

2. La enzima se encuentra en un nivel mas alto en los tumores sélidos que en los tejidos
normales.

3. Defectos en la dihidropirimidinasa y otras enzimas que participan en la degradacion de la
pirimidina, pueden llevar a trastornos neurologicos a causa de concentraciones anormales de

los neurotransmisores de B-alaninay B-aminoisobutirato (Syldatk et al., 1999).

1.2.4 Aplicacién de imidasas

Las imidasas se utilizan para la produccién de acidos organicos, también como herramientas
novedosas para la sintesis enzimatica de compuestos quirales. Estos incluyen aminoacidos no
naturales, el piruvato, y el acido 3-carbamoil-a-Picolinico, los cuales son elementos necesarios
para sintesis de antibidticos semi-sintéticos, pesticidas y aditivos alimentarios. Se ha
demostrado que las imidasas participan en el metabolismo de la pirimidina y en la
bioconversion de acidos organicos (Shi et al., 2007).

El mayor conocimiento en las imidasas podria ser de interés farmacéutico. Los métodos de
produccion in vitro pueden ser Utiles, por ejemplo, en la investigacion de la evolucion
metabdlica del farmaco sobre la base de analogos de la pirimidina o en la seleccion de
inhibidores. Informacion sobre la estructura 3-D de las dihidropirimidinasas también puede ser
uatil en el disefio de inhibidores o en la prediccion de la hidrélisis de nuevos farmacos basados
en analogos de dihidropirimidinas (Syldatk et al., 1999).

Como se menciond anteriormente, las imidasas tienen preferencia por compuestos
xenobidticos como acrilamida o poliacrilamida, la cual se utiliza para diferentes procesos, como

por ejemplo, en el tratamiento de aguas residuales.
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1.3. Poliacrilamidas

Las poliacrilamidas (PAMs) son polimeros formados basicamente por monémeros o
subunidades de acrilamida. El proceso de gelificacion de la poliacrilamida es ligeramente
diferente partiendo de acrilamida (Figura 7). No se utiliza iniciador ya que el proceso de
entrecruzamiento de las cadenas se inicia con la humectacion del material. En menos de seis
horas, el conjunto de particulas hidratadas e independientes que se han dispersado, pasa a ser
una Unica identidad con consistencia elastica (Capdevila, 2007).

Acrilamida Policrilamida
Disolucion

| Estabilizacien |

l ,

Adicion de AA, | Adicion de PAA
BAA, AIBN

I

| Calentamiento |

=

—

Figura 7. Esquema simplificado de los procesos de sintesis con AMy PAM (Tomado de
Capdevila, 2007)

La acrilamida (AM) se utiliza en todo el mundo en la produccién de poliacrilamida de alto peso
molecular o de copolimeros, especialmente con compuestos insaturados de amonio
cuaternario (copolimeros catiénicos) o acido carboxilico o sulfénico (copolimeros aniénicos). El
polimero y copolimero son aplicados en el tratamiento de lodos como floculantes, como
modificador de la viscosidad en el proceso de recuperacion del petréleo, en la industria como
aglutinantes, como agentes de enlace en el proceso de fundicién de arena. También son muy
usados en el procesamiento de textiles y en la produccion de adhesivos, cintas y geles,
incluidos geles para realizar electroforesis (NMX-AA-137-SCFI-2007).

Ademas la poliacrilamida (PAM) ha demostrado mejorar las propiedades fisicas y la estabilidad
de agregados en varios tipos de suelo. La PAM es un polimero floculante usado en el agua de
riego para controlar la erosion del suelo al mejorar la retencion de agua (Caesar-TonThat et al.,
2008).
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1.3.1. Clasificacién de poliacrilamida

Las poliacrilamidas se clasifican en:

A) Anionicas: se producen a partir del monémero de acrilamida y de un monémero
anionico, siendo los més comunes el acrilato de sodio y el acrilato de amonio.

B) No idnicas: Se preparan partiendo del monémero de acrilamida. Generalmente tienen
una ligera carga anionica debido a su tendencia a hidrolizarse durante la polimerizacion,
por lo que varian en su débil carga aniénica y en su grado de polimerizacion.

C) Catidnicas: Se producen por la copolimerizacion de monoémero de acrilamida y un

monoémero acrilico catiénico.

Las poliacrilamidas anionicas, catiénicas y no iénicas se emplean en el tratamiento de agua
para facilitar la remociéon de material coloidal y particulas finas en suspensién. Su uso resulta
efectivo para la remocién de color y turbidez cuando se usan junto con sales metalicas. Las
poliacrilamidas se usan en la corriente principal de agua durante su clarificacién vy filtracién,
donde usualmente refuerzan la accién de sales metdalicas para coagular/flocular. También se
usan en corrientes secundarias de agua: a) en asentamiento y adelgazamiento de lodos de
clarificacion y aguas de lavado y b) deshidratado de lodos, donde usualmente se usan solo
como floculantes (NMX-AA-137-SCFI-2007).

1.3.2. Acrilamida

La acrilamida se emplea en la fabricacién de papel, la extraccion de metales, la industria textil,
la obtencién de colorantes, la sintesis de poliacrilamidas para filtros de los tratamientos
municipales de suministro de agua y en otros procesos industriales como aditivos cosméticos,
técnicas analiticas cientificas y para el acondicionamiento de suelos como hidrogeles que
absorben cientos de veces su peso en soluciones acuosas (Garcia-Lopez & Alfaro-Macedo,
2007).

1.3.2.1. Toxicidad

La acrilamida y la N-N metilendiacrilamida poseen una alta toxicidad. Ambas pueden producir

efectos nocivos sobre el sistema nervioso, bajo exposicion prolongada. El envenenamiento por

esta sustancia puede provocar insensibilidad en las extremidades, entumecimiento, perdida de
11
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reflejos, etc. Se ha demostrado que induce cancer y desordenes reproductivos en animales de
laboratorio. La absorcion de la acrilamida se produce rapidamente a través de la piel. Dado que
la acrilamida tiende a sublimar, se pueden inhalar sus vapores con la consiguiente intoxicacion
(Capdevila, 2007).

Asi mismo estudios efectuados en animales machos y hembras han demostrado que la
acrilamida a una concentracion de 0.5-5 mg/Kg/dia causa trastornos en la fertilidad (Tyl &
Friedman, 2003). Las ratas macho tratadas desarrollan mesotelioma testicular y tumores en la
tiroides y las hembras tumores en la tiroides y en las mamas. Por otro lado, en estudios sobre
los efectos del potencial hepatotéxico, se observd que a una dosis de 100 mg/Kg (Benitez et
al., 2004) de acrilamida se afecta la viabilidad del tejido hepético. También se ha demostrado
experimentando que la acrilamida tiene actividad cancerigena en ratas de laboratorio. La
acrilamida es toxica en las células sométicas y germinales y tiene el potencial de inducir dafios
hereditarios a nivel genético y cromosémico. Por su potencial cancerigeno en ratas, la Agencia
Internacional de Céancer (IARC) la clasific6 como un probable cancerigeno para los seres
humanos y la ubicé en la clasificacion 2A (Garcia-Lopez & Alfaro-Macedo, 2007).

La naturaleza hidrofilica de la acrilamida sugiere la posibilidad de formacién de aductos
neurotoxicos con grupos nucleofilicos, como los que posee la guanina o los grupos sulfidrilos.
Ademas esta formacion de aductos con grupos tioles puede ser la responsable de los efectos
carcinogénicos y de transtornos en la fertilidad. En los seres humanos, el riesgo mas
importante por acrilamida es la neurotoxicidad. La exposicion a altas dosis de esta sustancia
provoca cambios en el sistema nervioso central (SNC), mientras que la exposicion prolongada
a bajas dosis da como resultado neuropatia periférica con o sin complicaciones sobre el SNC.
La literatura muestra que la acrilamida puede provocar mutaciones en el cédigo genético.
Asimismo, las recombinaciones inducidas de ADN pueden interferir con el proceso de
replicacién genética, lo que favorece la formacion de tumores (Moreno et al., 2007).

Los resultados en roedores y primates impulsaron a la Comision de expertos de la FAO/OMS a
establecer un nivel maximo permitido de ingesta en humanos que no causa efectos adversos
(0.5mg/kg/dia), el cual no produce la neuropatia; se estimé ademas la ingesta crénica permitida
en 0.001 mg/kg/dia (Garcia-Lopez & Alfaro-Macedo, 2007).

1.3.3. Contaminacion por poliacrilamida

La poliacrilamida es capaz de trasladarse a través de diferentes tipos de suelo bajo diferentes

condiciones. En su mayor parte se consideran solubles en agua, pero en ciertas condiciones se

puede unir a particulas como la arcilla. Una vez unida, la poliacrilamida es biodegradada a CO,
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y NHgz; no se ha reportado liberacion del monémero. Aunque la poliacrilamida no es téxica, el
polimero puede tener residuos de acrilamida. Estos residuos pueden oscilar entre 0,05 y 5,0%
del producto final después de la polimerizacion. La acrilamida es absorbida por todas las vias
de exposicién y también se puede trasladar a través de varios tipos de suelo y llegar a los
acuiferos profundos. Por lo tanto, el uso de poliacrilamida como agente espesantes puede
resultar en contaminacibn de las aguas superficiales y sistemas subterraneos por
poliacrilamida. Una vez en estos sistemas la poliacrilamida puede degradarse a acrilamida,
causando una preocupacién potencial para la salud (Smith et al., 1996).

Con el desplazamiento de la tecnologia en China, grandes cantidades de PAM se descargan
en el medio ambiente y en aguas residuales, por la extraccion de petréleo. En promedio la
concentracion de PAM en las aguas residuales de extraccién de aceite es tipicamente 0.03-0.1
g/L. PAM en general es considerada como no toxica, mientras su mondémero acrilamida es
toéxico para los nervios periféricos. Muchos informes indican que la PAM se degrada a
acrilamida cuando se calienta o0 es expuesta a la radiacion ultravioleta debido a la escision de
las cadenas de PAM en lugar de desunir las partes. La falta de informacién fiable se ha
sometido en varias ocasiones a desarrollar programas de seguridad. En comparacién con la
degradacion de PAM, no hay datos fisicoquimicos de la biodegradaciéon de la acrilamida. En
presencia de enzimas adecuadas, un consorcio de cepas bacterianas puras de manera
eficiente puede degradar la PAM por la descomposicion del esqueleto principal de la cadena de
carbono. Desafortunadamente, hay escasa informacion sobre degradacion de la PAM por los
microorganismos. Se conoce que algunos microorganismos del suelo pueden usar PAM como

fuente de nitrdgeno en vez de fuente de carbono (Wen et al., 2009).
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2. ANTECEDENTES

La biorremediacion depende de la introduccién del microorganismo capaz de degradar los
contaminantes toxicos (Prabu &Thatheyus, 2007). En particular, el agua doméstica y de
tratamiento de aguas residuales utiliza la poliacrilamida como floculante para espesar y
deshidratar los lodos de depuracion para el control de la erosion y la mejora de la estructura del
suelo (Haveroen et al., 2005).

2.1. Poliacrilamida

Las Poliacrilamidas en su mayor parte se consideran solubles en agua; la cual es biodegradada
a CO, y NHs, aunque la liberacién de la acrilamida no se ha reportado (Smith et al., 1996).

Una extensa revision concluye que la poliacrilamida puede actuar como fuente de carbono solo
cuando la poliacrilamida es de bajo peso molecular (Campos et al., 2008). Bao et al. (2010)
reporto que la parte amida de la poliacrilamida no puede ser utilizada por los microorganismos,
pero la principal cadena de carbonos puede ser degradada. Por otro lado los microorganismos
pueden utilizar la poliacrilamida como fuente de nitr6geno; las bacterias hidrolizan el grupo
amido pero son incapaces de romper la cadena principal.

Se ha demostrado que Bacillus cereus y Bacillus flexu, aislados de los lodos activados y del
suelo en un campo petrolero que habia sido contaminado por PAM durante un periodo
prolongado, degradan poliacrilamida. Ambas cepas crecieron en un medio compuesto por
0.060 g/L de PAM como la Unica fuente de carbono y la glucosa con una concentracién inferior
a 0.2 g/L, puede ser utilizada como co-metabolismo del sustrato con PAM. Los grupos amidos
de la cadena principal del PAM fueron eliminados por estos bacilos y otros productos de la
degradacion de PAM se forma mas que la produccién de acrilamida (Wen et al., 2009)

También se ha reportado enzimas extracelulares que depolimerizan las poliacrilamidas. Las
amidasas extracelulares producen una deaminada poliacrilamida formando amonio que puede
ser transportado al interior de la célula como fuente de nitrégeno (Figura 8). De la misma forma
se reporta bacterias que reducen sulfatos en presencia de poliacrilamida y pueden estimular la
metanogénesis (Haveroen et al., 2005).

Por otro lado cultivos puros de Azomonas macrocytogenes y Pseudomonas spp. demostraron

crecer en poliacrilamida como Unica fuente de nitrdgeno (Haveroen et al., 2005).
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Figura 8. Representacion de la poliacrilamida. Reaccién de poliacrilamida a poliacrilato por una
amidasa (Tomada de Haveroen, 2005)

El uso generalizado y la descarga indiscriminada de acrilamida y poliacrilamida han dado lugar
a la contaminaciéon del suelo y agua. La alta toxicidad crénica de AM la convierte en un
contaminante no deseado en el agua potable. Ademas, el amoniaco y el oxigeno disuelto en el
medio son productos de la biodegradacion de acrilamida, la cual produce dafios al ambiente en
el agua, promoviendo el crecimiento de algas y causa dafio directo a los seres humanos, por lo
que se ha dado en los udltimos afios mucha atencién a eliminar la acrilamida en aguas
residuales (Wang & Lee, 2007).

Muchos microorganismos son capaces de utilizar la acrilamida como fuente de carbén y
nitrégeno. La aclimatacion de los microorganismos mejora el indice de biodegradacion. Se ha
reportado que una degradacion completa de acrilamida en agua de rio, a una concentraciéon de
10-20 ppm ocurre alrededor de 12 dias cuando los microorganismos no estan adaptados al
compuesto, al adaptarse las bacterias degradan el compuesto en dos dias (Prabu & Thatheyus,
2007).

Diversas bacterias aerébicas incluyendo el género Rhodococcus, Pseudomonas, Yy
Xanthomonas, son capaces de usar la acrilamida como fuente de carbono y energia para su
crecimiento (Wampler & Ensign, 2005). Muchos investigadores han aislado bacterias que
pueden tolerar altas concentraciones de acrilamida. Pocas bacterias han sido reportadas en la
literatura que puedan degradar méas de 1 g/L. Bacillus cereus es capaz de degradar acrilamida
a una concentracion de 3 g/L (Shukor et al., 2009a). Por otro lado se aislé un microorganismo
capaz de crecer en acrilamida bajo condiciones foto-heterotrdficas pero pobremente en
condiciones aerobias y anaerobias con oscuridad. La acrilamida fue degradada a acrilato
(Wampler & Ensign, 2005)

La desnitrificaciobn por bacterias es generalmente considerada como un resultado de la
respiracion anaerdbica de nitratos. Varias fuentes de carbono se utilizan como sustratos en
condiciones anaerobicas para la desnitrificacion. Sin embargo, la disponibilidad de acrilamida
para este proceso no se ha investigado ampliamente (Wang & Lee, 2007).

Nuevas enzimas son sintetizadas para degradar la acrilamida. Las principales enzimas del

metabolismo de la acrilamida son enzimas que no se requieren durante el crecimiento; estas
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enzimas son inducidas en presencia de acrilamida. La degradacion de acrilamida por
microorganismos se inicia con la deamidacién de acrilamida y se produce acrilato y esto lo
realizan diversas amidasas de bacterias (Wampler & Ensign, 2005). La acrilamida es
degradada por los microorganismos en condiciones aerdbicas capaces de producir amidasas
(Prabu & Thatheyus, 2007). En la tabla 2 se hace referencia de los microorganismos aislados
que utilizan la poliacrilamida o acrilamida como fuente de carbono o nitrdgeno para su

crecimiento.

Tabla 2. Microorganismos que utilizan la poliacrilamida o acrilamida como fuente de carbono o
nitrégeno.

Microorganismos Referencia

Arthrobacter sp., Nocardia rhodochrous, Prabu & Thatheyus, (2007).
Bacillus sphaericus,
Pseudomonas putrefaciens y
Rhodococcus sp

Bacillus cereus Shukor et al., (2009a).

Bao et al. (2010)

Ralstonia eutropha TDM-3 Wang & Lee, 2007
Pseudomonas sp. strain DRYJ7 Shukor et al., (2009b)
Rhodopseudomonas palustris Wampler y Ensign, (2005)
Azomonas macrocytogenes, Haveroen et al., (2005).
Pseudomonas spp

Bacillus cereus y Bacillus flexu Wen et al., (2009)

2.2. Imidasas

En una red ecoldgica la biotransformacion de la materia organica durante el compostaje se
debe principalmente a las actividades de las enzimas de los microorganismos de primer nivel
que conduce a la mineralizacion. Las enzimas en el compostaje se pueden clasificar como
enzimas intracelulares, que se encuentran dentro de células vivas o en el suelo o abono y en
enzimas extracelulares liberadas de microorganismos que catalizan la degradacion de las
sustancias poliméricas extracelulares (Pelaez et al., 2004).
Se ha reportado que las esterasas, amidasas, imidasas, epoxi-hidratasa, u otros procesos de
hidrélisis aumentan la afinidad a compuestos xenobiéticos en contacto con el agua (Gutiérrez
et al., 2007).
Blastobacter sp., es una bacteria gram negativa, no moévil, no forma esporas, aerobia, no
fermentativa. Esta bacteria se ha utilizado para el analisis de enzimas involucradas en la
transformacion de ureidos ciclicos (Ogawa et al., 1996). Balstobacter sp. A17 p-4, aislada del
suelo, muestra actividad metabdlica de dihidropiridimina e hidantoina (Ogawa et al., 1997).

16



Produccion de Imidasas por las bacterias del tracto digestivo de Eisenia foetida

Ogawa et al. (1997), reportaron que las imidasas coexisten con la dihidropirimidinasa en
Blastobacter sp. La enzima tiene un peso molecular alrededor de 30-40 KDa y se ha
encontrado en Blastobacter sp. A17p-4, Alcaligenes eatrophus 112R4, y Pseudomonas putida
YZ-26.

El gen de la imidasa de la cepa Alcaligenes eatrophus 112R fue el primero que se expreso en
Escherichia coli. Después el gen se aislé6 de Pseudomonas putida Y-26, esta imidasa posee un
peso molecular de 36 KDa y de acuerdo a la secuencia de aminoacidos muestra un 78% de
identidad con la enzima de Alcaligenes eutrophus y un 80% con Blastobacter sp. La enzima
purificada muestra una alta afinidad y actividad por los siguientes sustratos: succinimida,
dihidrouracilo, hidantoina y maleimida (Shi et al,. 2007).

La imidasa de Pseudomonas putida YZ-26 consiste en 293 aminoacidos, es una nueva imidasa
con cuatro subunidades como holo-enzima y peso molecular de 35 KDa. La enzima es
diferente a las imidasas de mamiferos. La imidasa de esta bacteria es dependiente de metales
para mejorar su actividad (Shi et al., 2010).

Imidasas de diferentes mamiferos, como en el caso de las imidasas de rata, y bovina son
enzimas homotetrdmericas de masas moleculares de 226 kDa y 215 kDa, respectivamente.
Ambas enzimas contienen 1 mol Zn** / subunidad, determinado por absorcién atémica.
También se reporto que todas las dihidropirimidinasas conocidas son homodimeros u
homotetrdmeros de bacterias y tienen masas moleculares de 50 kDa y 60 kDa (Lin et al.,
2005).

2.3. Lombricomposta

Desde el punto de vista de las cadenas tréficas, el compostaje de los residuos solidos
organicos implica tres niveles de organismos consumidores. El primer nivel (Que son los des-
componedores) es compuesto por la microfauna, principalmente actinomicetos, bacterias y
hongos; y macrofauna, que incluye escarabajos acaros, lombrices de tierra, dipteros en
diferentes etapas. Todos estos organismos degradan la materia organica.

Las lombrices de tierra acumulan muchos microcontaminantes organicos lipofilicos del entorno
del suelo circundante, no solo a través de la absorcion pasiva de la fraccion disuelta a través de
la pared del cuerpo, sino también por captacion intestinal durante el paso del suelo a través del
intestino Esta acumulacion se incrementa cuando la concentracion en su ambiente aumenta.
Las actividades de las lombrices contribuyen a la biodegradabilidad de los contaminantes
organicos, tales como los ftalatos, fenantreno, fluoranteno, antraceno y benzo(a) pireno en un
plazo de 11 semanas (Schaefer et al., 2005).
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Numerosos factores antimicrobianos incluyendo la lisozima, proteinas con actividad hemolitica
y citolitica, han sido identificados y caracterizados en las lombrices E. foetida (Silerova et al.,
2007). E. foetida tiene el potencial de eliminar grandes cantidades de hidrocarburos aromaticos
policiclicos de los suelos, pero es necesario realizar mas trabajos para esclarecer los
mecanismos implicados (Contreras-Ramos et al., 2006).

El efecto de las lombrices de tierra es probablemente indirecto, resultante de la actividad
microbiana. Los alcanos y algunos hidrocarburos pueden servir como Unica fuente de carbono
y energia para los microorganismos que interactdan con la lombriz (Schaefer et al., 2005). Se
ha encontrado una diversidad de bacterias en el tracto digestivo de la lombriz como:
actonomicetos, hongos y bacterias. Las lombrices de tierra pueden regular directamente la
poblacion de microorganismos por la gran cantidad que consumen de suelo. Esto conduce a
eliminacion de algunos microorganismos y proliferacion de otros en el tracto digestivo, en la
drilosfera y en las heces de las lombrices (Byzov et al., 2007).

La identificacién de las bacterias del tracto digestivo, requiere de condiciones de crecimiento
similares a la del intestino de la lombriz y del uso de técnicas como PCR para identificar las

bacterias asociadas (Brito-Vega & Espinosa-Victoria, 2009)

Tabla 3. Técnicas usadas para la identificacion de microorganismos del tracto digestivo de

lombrices.
Lombriz Técnica Bacteria Referencias
Onychochaeta Microscopia electronica | Identificado Bacillus con | Valle-Molinares et al.
borincana y PCR 7 diferentes especies 'y | (2007)

B-bacterias hemoliticas

Eisenia fetida PCR-16s rARN Identificadas 22 Hyun-Jung et al. (2004)

bacterias
Onychochaeta Microscopia electronica | Identificadas 7 bacterias | Méndez et al. (2003)
borincana del genero de Bacillus
sp.
Lumbricus rubellus Técnica de Hibridacion Identificadas: Singleton et al. (2003)

in situ fluorescente y
16s rARN

Acidobacteria,

Lumbricus rubellus

Técnica de Hibridacion

in situ

Paenibacillus,
Pseudomonas sp.
Actinobacteria y
Bacillus megaterium

entre el tracto digestivo.

Fischer et al. (1995)

(Tomado de Brito-Vega y Espinosa-Victoria, 2009
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Se han realizado diversas investigaciones sobre la composicién de la flora microbiana en el
intestino de las lombrices de tierra y han aislado mas de 50 bacterias del canal digestivo de
lombrices y se encontré que nueve de ellas no eran nativas del suelo (Molinares, 2006).

Hyun-Jung et al. (2004) aislaron bacterias del intestino de la lombriz bajo condiciones
aerdbicas. Se observo que Eisenia. foetida si esta en contacto con suelo contaminado de una
zona industrial, su flora microbiana se incrementa a 91 colonias de bacterias. Las colonias
aisladas se clasificaron en 12 grupos y cada grupo fue divido en otros grupos. Siendo: 6%
Aeromonas, 3% Agromyces, 31% Bacillus, 1% Bosea, 6% Gordonia, 6% Klebsiella, 7%
Microbacterium, 2% Nocardia, 10% Pseudomonas, 19% Rhodococcus, 2% Tsukamurella, y 7%

Streptomyces. Bacillus fue el grupo dominante.

Tabla 4. Presencia de microorganismo entre los intestinos de diferentes especies de lombrices

Especies de No. De Habitat Referencias
lombrices especies de
bacterias
Eisenia fetida 91 Residuos Hyung-Jung et al.
industriales (2004)
Lumbricuss 95 Suelo Furlong et al. (2002)
rubellus agricola
Lumbricuss - -
rubellus
Octalasion - Suelo de Kritufek et al. (1993)
montonum bosque
Eisenia lucens - Suelo de Szabé et al. (1976)
bosque

(Tomado de Brito-Vega y Espinosa-Victoria, 2009)

Tabla 5. Diversidad bacteriana identificada en las paredes intestinales de lombrices.

Lombrices Habitat Bacterias Referencias
Onychochaeta Suelo por materia Bacillus sp. Valle-Molinares
boricana organica Bacillus thuringiensis et al. (2007)
Onychochaeta Suelo de bosque Bacillus sp. Méndez et al.
boricana (2002)
Eisenia fetida Suelo de zona Klebsiella sp. Hyun-Jung et al.
industrial Flavobacterium sp. (2004)
Nocardia sp.
Gordonia sp.

Vibrio comma
Clostridium welchii
Proteus vulgaris
Serratia marcescens
Mycobaterium sp.

Lumbricuss
rubellus

Agroecosistemas

Azotobacter sp.
Enterobacter sp.
Pseudomonas sp
Klebsiella sp

Singleton et al.
(2003)

(Tomado de Brito-Vega y Espinosa-Victoria, 2009)

19




Produccion de Imidasas por las bacterias del tracto digestivo de Eisenia foetida

En nuestro grupo de trabajo (Lopez-Hernandez, 2007) se identificaron bacterias aisladas del
tracto digestivo de Eisenia foetida crecidas en una lombricomposta con lodos que contenian

poliacrilamida. Las bacterias identificadas por la técnica de PCR 16s rARN, fueron:

Aeromonas media Branhamella,
Aromyces ulmi Acinetobacter,

Bacillus pulmilus Actinobacillus seminis,
Bosea thiooxidans Veillonella,
Microbacterium aurum Neisseria,

Nocardia asteroides Micoplasma,
Rhodococcus opacus Streptobacillus,
Streptomyces setonill Cardiobacterium,

Staphylococcus,
Pediococcus,
Gemella,
Aerococcus,

Streptococcus.

Ninguna de estas bacterias fue identificada como productora de imidasas, por lo tanto el
estudio se enfoc6 en la identificacion de bacterias del tracto digestivo de la lombriz, capaces de

producir enzimas de degradar poliacrilamida.
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3. JUSTIFICACION

En Lerma, Estado de México se generan alrededor de 70 toneladas diarias de lodos
industriales que fueron floculados con poliacrilamida, los cuales son incinerados y deben ser
estabilizados, pero al contener poliacrilamida que puede degradarse existe la posibilidad de
producir altas concentraciones de acrilamida, que es téxica y pueda ser absorbida por los
cultivos vegetales, y conllevar a grandes riesgos en la salud de mamiferos. Una alternativa es
que estos lodos pueden ser usados como sustrato para lombricomposta, ya se ha demostrado
que el lombricomposteo es una técnica de biorremediacion efectiva para dar tratamiento a
lodos de aguas residuales, estabilizados con poliacrilamida. Algunos autores han comprobado
que las lombrices acumulan en su cuerpo muchos contaminantes organicos e inorganicos, esto
aunado a que en su intestino contiene una flora bacteriana muy diversa, con capacidad de
excretar enzimas que ayudan a degradar compuestos toxicos.

Existe informacion acerca del lombricomposteo de biosélidos, pero hay muy pocos reportes
acerca de la degradacién de poliacrilamida en lodo o en suelo, es por tanto un tema novedoso
ya que nadie ha reportado la actividad de imidasas en este tipo de medio. La presencia de
estas enzimas nos daria la pauta a pensar que se estan generando compuestos menos toxicos

como amonio y aminoacidos y por tanto no se estaria ocasionando dafio al ambiente.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo General

Evaluar la produccion de imidasas de bacterias del tracto digestivo de Eisenia Foetida.

4.1.1. Objetivos Especificos

e Aislar e identificar bioquimica y molecularmente las bacterias del tracto digestivo

de Eisenia Foetida

e Evaluar el crecimiento de bacterias del tracto digestivo de Eisenia foetida en

acrilamida y poliacrilamida.

e Evaluar la degradacion de poliacrilamida o acrilamida por bacterias aisladas del

tracto digestivo de Eisenia Foetida.

e Evaluar la actividad de imidasas producidas por bacterias del tracto digestivo de
Eisenia Foetida.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Metodologia general.

Aislamiento de
Lombricomposteo bacterias del tracto
digestivo de E. foetida

Identificacion
bioguimica y molecular

Analisis macroscépico
y microscopico de

de las bacterias . )
bacterias aisladas

EINELRES

Crecimiento de las
bacterias aisladas en Evaluacion de la
medios con acrilamida actividad enzimatica
o poliacrilamida

Figura 9. Diagrama de flujo de la metodologia general.

1.- Se realiz6 el lombricomposteo a temperatura ambiente. Se utilizaron lodos mezclados con
paja. Se tomaron las medidas posibles para evitar depredadores y se cuidaron las condiciones
de la lombricomposta.

2.- Se realizo el aislamiento de las bacterias del tracto disgestivo de E. foetida

3.- Se procedio a la identificacion de las bacterias aisladas por pruebas bioquimicas y por
técnicas de biologia molecular.

4.- Se realizaron ensayos para evaluar la capacidad de crecimiento de las bacterias en
acrilamida y poliacrilamida como Unica fuente de carbono.

5.- Se evaluo la capacidad de produccion de imidasas por las bacterias aisladas y se midi6 la
actividad enzimatica durante el proceso de degradacion del compuesto.
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5.2. Metodologia

5.2.1. Lombricomposta

Eisenia foetida se cultivd en una cama de suelo, donde se adicionaron los biosolidos
industriales tratados con poliacrilamida, mezclados con paja al 15% y desechos de frutas al
25%, se adicionaron 130g de lombrices por cada Kg de biosdlido. Se manej6é una temperatura
de 21°C, humedad del 70% a 80%, pH entre 7.5 a 8 y con baja luminosidad. La frecuencia de
volteo fue de 4 dias (Mendoza, 2008).
* Los biosolidos fueron donados por Reciclagua S.A. de C. V. que se ubica en Lerma,
Toluca, Edo. de México: la segunda zona industrial mas importante del pais. El croquis de
la ubicacién se puede observar en la Figura 10, asi como el filtro prensa de donde fueron
muestreados los biosélidos y posteriormente llevadas a la cama de lombricomposteo
(Figura 11).

RECICLAGUA

ZONA
INDUSTRIAL

=
SAN MATEOQ ATENCO

TOLUCA

Lombricomposta

Figura 10. Zona de muestreo de biosélidos (Tomado de Guzmén, 2008)
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Figura 11. Obtencién de lodos y preparacién de lombricomposta

5.2.2. Aislamiento de bacterias del tracto digestivo de E foetida

Las lombrices se obtuvieron de la lombricomposta de biosélidos, y se les dio el siguiente
tratamiento: se llevé a cabo un primer lavado con solucién salina al 3% posteriormente un
segundo lavado con la misma solucién durante 10 minutos o hasta que se observara las heces
fecales de la lombriz.

En tubos con solucion salina estéril se realizaron diluciones hasta 10° y 107 del dltimo lavado,
mismas que fueron sembradas en medio TSA, agar seller y sanders por la técnica de extension
por varilla y estria cruzada, por duplicado a 35°C durante 24h, trascurrido ese tiempo se
procedi6 a la seleccion de cepas aisladas por su morfologia y fueron sembradas en tubos de
13/100 con medio TSA; estas fueron incubadas a temperatura ambiente, a las 24h de
incubacién se realizé la prueba de Gram para cada una de ellas y las cepas puras fueron
almacenadas a 4°C.

Asi mismo se realizaron cultivos de estas bacterias aisladas en medios con acrilamida en las
siguientes concentraciones 0.01, 0.02, 0.05, 0.1, 0.15, 0.2, 0.5y 1 g/L, como fuente de carbono
y Unica fuente de nitrégeno, con propésito de aislar las bacterias que crezcan en este

compuesto (apartado 5.2.5.1).

5.2.3. Andlisis macroscoépico y microscopico de bacterias aisladas

Para el andlisis macroscopico de las cepas aisladas en medio de cultivo TSA en placas petri,
incubadas a temperatura ambiente, durante 24 horas y 48 horas, se determinaron las
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siguientes caracteristicas: tamafio, forma, borde, color, elevacion, luz reflejada y luz
transmitida.

El analisis microscopico se determind por medio de la prueba de Gram y posteriormente se
observé al microscopio en el objetivo 100X.

5.2.4. Identificacion de las bacterias aisladas

5.2.4.1. Pruebas bioquimicas

Para realizar las pruebas bioquimicas se resembraron las cepas aisladas con 24 horas de
cultivo. Se usaron pruebas bioquimicas comerciales, BBL cristal para identificar bacterias gram

(+) y API para bacterias gram (-).

5.2.4.1.1. Bacterias Gram (+)

Las pruebas bioguimicas de BBL CRYSTAL RGP ID contienen 29 sustratos enzimaticos y
bioguimicos secos. Una suspension bacteriana de 2.3 + 0.15 mL fue usado como inoculo para
rehidratar los sustratos. Las pruebas se basan en la degradacion de sustratos especificos
detectados por sistemas de indicadores. La hidrélisis enzimatica de sustratos fluorogénicos que
contienen derivados de 4-metilumbeliferona o 7-amino-4-metilcoumarina, produce un
incremento de fluorescencia que facilmente es detectado con luz UV. Para la hidrdlisis de
sustratos cromogénicos, se produce un cambio de color que puede ser detectado visualmente.
Para realizar las pruebas bioquimicas por el kit, se uso6 colonias de bacterias aisladas en medio
Agar Soya de un tiempo de 24 a 48 h. Con hisopos de algodon y de madera estériles, se
preparo la suspension del inoculo.

Procedimiento:

Solucion del inoculo: KCI 7.5 g, CaCl, 0.5 g, Tricina N-[2-Hidroxi-1, 1-bis(hidroximetill)metil]
glicine 0.895 g, agua purificada a 1000 mL.

1. -Con los hisopos estériles se tom6 una azada del medio de cultivo y se suspendi6 en el tubo
de la solucién del inoculo del kit y se agitdé con el vortex por aproximadamente 10-15 s. La
turbidez debe ser equivalente al estandar McFarlan No.2.

2. -Se vacio el inoculo en los paneles del kit y movié para cubrir todos los pozos por el liquido.

Se cubrieron los paneles y se incubaron por 4, 8 y 24 h. a 35-37°C
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Todos los paneles fueron incubados cara abajo en una incubadora con 40.-60 % de humedad.
3.-Transcurrido este tiempo se procedio a leer dentro de los 30 min. Se leyé las columnas de la
E ala J por luz normal, y de la A la D se usé luz UV.

5.2.4.1.2. Bacterias Gram (-)

La galeria del sistema APl 20 E se compone de 20 microtubos que contienen los substratos
deshidratados. Los microtubos se inoculan con una suspension bacteriana que reconstituye los
tests. Las reacciones producidas durante el periodo de incubacion se traducen en cambios de
color espontaneo o revelado mediante la adicion de reactivos.

Procedimiento:

1.- Con una pipeta se extrajo una colonia aislada del microorganismo y se realizé una
suspension en 5 mL de solucién salina (1% de NaCl) o 5 mL de agua estéril.

2.- Se llend con la suspensién de bacterias los tubos, no la clpula (cada pocillo tiene un tubo y
una cupula, parte aerobia), de los pocillos CIT , VP, GEL con la suspension de bacterias. Cubrir
con parafina las cupulas de los pocillos ADH, LDC, ODC, URE, H,S para obtener anaerobiosis.

3.- La tira de microtubos se colocé en su propia camara hiumeda de incubacion. Previamente
se agregd agua en los alvéolos de la cAmara para proporcionar una atmoésfera himeda durante
la incubacion.

4.-Se incub6 a 37 °C durante 18-24 h.

5.- Tras la incubacioén se anotaron los resultados inmediatos

5.2.4.2. Técnicas de Biologia Molecular

5.2.4.2.1. Extraccién de ADN geondémico

Se cultivaron las cepas en caldo nutritivo durante 24 horas a temperatura ambiente en
agitacion, se tomo6 una muestra de 1 mL del medio de cultivo. Para la extraccion de ADN se
utilizé el kit AxyPrep™ Bacterial Genomic DNA Miniprep Kit.

El aislamiento de ADN gendmico de bacterias por este kit se basa en la liberacion eficiente del
ADN gendmico por un buffer de lisis, (Buffer G-A). Después se separd el ADN gendémico de
proteinas, polisacaridos y lipidos mediante una Unica fase de particion. EI ADN gendémico se
purifico de la fase inferior por una columna con enlaces selectivos AxyPrep. Después se lavd
sucesivamente con el Buffer tampdn W1 y W2 para eliminar las impurezas residuales y las

sales. EI ADN gendmico purificado de bacterias se eluyé en la columna AxyPrep en un buffer
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Tris. Este kit es ideal para el rapido aislamiento de hasta 20 mg de ADN genémico de 1,0 x 10°

células bacterianas.

5.2.4.2.2. Primers para PCR

Para la amplificacion de gen 16s ARN se utilizaron iniciadores universales reportados por
Edwards et al., (1989).Los iniciadores abarcan las 9 regiones variables del gen.

Tabla 6. Secuencia de Primers usados para la amplificacion del gen 16srARN

Primer Posicién Secuencia Referencia
8F 8-28 5-AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG-3' Edwards et al.,
1989
1509R 1491- 5'-GGT TACCTT GTT ACG ACT T-3' Edwards et al.,
1509 1989

5.2.4.2.3. Preparacion de la reaccion de PCR

La mezcla de reaccion (mix) se realiz6 en bafio de hielo. Se adicioné 2.5 pL de Buffer de PCR
(Invitrogen), 0.75 pL de MgCl, (Invitrogen), 0.5 uL de dNTP’s (Invitrogen), 7.5 pL de BSA,
11.375 pL de agua y posteriormente se le adiciond 0.125 pL de la enzima Taq polimerasa
(Invitrogen). Se colocaron alicuotas de 24pL de la mezcla en tubos eppendorf de 0.5 pL. Para
cada cepa se tomo6 1 pL de la muestra de ADN. Los tubos fueron colocados en el termociclador
CORBETTE RESEARCH modelo PALM-CYCLER previamente programado como lo indica la
tabla 8.

28



Produccion de Imidasas por las bacterias del tracto digestivo de Eisenia foetida

Tabla 7. Concentraciones y volimenes de los reactivos utilizados en la reaccién de PCR

Reactivo Concentracion final
Buffer de PCR 10X

dNTPs 10 mM

MgCl, 50 mM

Primer mix 10 mM

DNA templado -

TAQ POLIMERASA 2.5 U/uL
dH,O -

BSA 1 mg/mL

Tabla 8. Programa para la reaccion de PCR

95°C 15 min.

95°C 1 min.

57°C 1 min. 33 ciclos
72°C 2 min.

72°C 10 min.

4°C 10 min

Temperatura de primera desnaturalizacion del ADN 95°C.
Temperatura segunda desnaturalizacion del ADN 95°C
Temperatura de hibridacién 57°C

Temperatura de polimerizacion 72°C
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5.2.4.2.4. Verificacion de los fragmentos amplificados por PCR mediante
electroforesis

Terminado el tiempo de la programacion del termociclador, se procedié a tomar 3uL de cada
tubo y se mezclé con 3uL de Buffer de corrimiento y se cargd en gel de agarosa en
amortiguador Tris-borato-EDTA (1X:Tris-borato 0.45M, EDTA 0.01M, pH 8.3).

La electroforesis se corri6 a 90mV por 40 minutos con el marcador utilizado de 2000pb. Los

fragmentos amplificados se mandaron a secuenciar a MacroGen Sedul, Corea.

5.2.4.2.5. Identificacion de Bacterias

Para la identificacion de las bacterias aisladas por ADN que se encuentran en el tracto
digestivo, se utilizé la secuencia de los fragmentos amplificados (descrito en apartado
5.2.4.2.3) y se analizaron y compararon con las secuencias reportadas en el banco de datos de
NCBI (National Center for Biotechnology Information) usando el programa SeaView, el cual es
una multiplataforma de interface y graficos para el alineamiento de multiples secuencias y

andlisis filogenético.

5.2.4.2.6. Andlisis filogenético

La relacion filogenética de las bacterias identificadas se realiz6 alineando las secuencias
obtenidas con las secuencias de la base de datos empleando el programa ClustalX2 para el
alineamiento de las secuencias y el programa Mega 4 para crear los arboles filogenéticos, con

el método de agrupamiento “Neighborjoining”.

5.2.5. Ensayos de degradacion de acrilamiday poliacrilamida

5.2.5.1. Medio con acrilamida

Usando el medio minimo reportado por Prabu & Thatheyus, (2007), se prepararon 100 mL del
medio con diferentes concentraciones de acrilamida: 0.01, 0.02, 0.05, 0.1, 0.15, 0.2, 0.5y 1 g/L.

La formulacién del medio minimo soélido fue:
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Tabla 9. Composicion del medio minimo solido (MNS)

Compuesto Concentracion (g)
K;HPO, 0.7
KH,PO, 0.2

Na3C6H507.2H20 0.05

Agar 1.8
pH 7+0.5

Los medios fueron inoculados con las bacterias aisladas, se incubaron a temperatura ambiente
de 24 h a 48 h. Las bacterias que crecieron hasta una concentracién de 0.5 g/L y 1 g/L, se
resembraron en el medio sélido minimo sin citrato (descrito en el apartado 5.2.5.1) con 1 g/L de
acrilamida, se incubaron a temperatura ambiente de 24 h a 48 h.

5.2.5.2. Medio liguido para degradacion de acrilamiday poliacrilamida

Aquellas bacterias que crecieron hasta una concentracion de 1 g/L de acrilamida, se
resembraron en el medio liquido minimo (descrito en el apartado 5.2.5.1, sin citrato) con 3 g/L
de acrilamida y 0.1 g/L de glucosa. Los cultivos se agitaron a 120 rpm y se incubaron a
temperatura ambiente.

Para los cultivos de poliacrilamida se utilizé el medio liquido minimo con 1 g/L de poliacrilamida
y 0.05 g/L de glucosa. Los medios se agitaron a 120 rpm y se incubaron a temperatura

ambiente.

5.2.6. Anélisis de la actividad enziméatica

La actividad enzimatica se determind en la fraccion del medio con DL-hidantoina y por un
método espectrofotométrico, con el siguiente protocolo:

Se tomé 2 mL del cultivo (muestra) y se centrifugé a 12 000 x g durante 1 minuto. La mezcla de
reaccion (750 pL) contenia 100 mM de D, L-hidantoina en 50 mM Tris - HCI (pH 8,0) y una

cantidad apropiada de la enzima o muestra (250 pL). La mezcla se incub6 a 60 °© C durante 3
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horas y la reaccion se detuvo mediante la adicién de 100 pL de TCA al 12% (w / v). Se agregd
125 pL de p-dimetilaminobenzaldeido (10% w/v en HCI 6 M) y 500 uL de agua destilada.
Después se centrifugo a 12.000 x g durante 3 min. La actividad fue medida a 430 nm.

Una unidad de actividad enzimética se define como la cantidad de la enzima que hidroliza 1

umol/min del sustrato en las condiciones del ensayo.

5.2.7. Determinacion de glucosa

El consumo de glucosa se determino por el método de DNS (Rodriguez y Martinez, 2006).
(Anexo 1).

5.2.8. Determinacién de acrilamida

Para medir la degradacion de acrilamida se utiliz6 un método espectrofotométrico. Se realizé

una curva tipo y la concentracién de acrilamida se midié a 210 nm (Anexo 9).

5.2.9. Determinacién de amonio

Una forma de medir la degradacién de poliacrilamida es con la formaciéon de amonio, a mayor
degradacion mayor concentracion de amonio

El amonio de la muestra se determina con K,S0, 0.5 M, midiendo la intensidad del color verde
esmeralda desarrollado, que se forma. En esta reaccién se usa un catalizador (nitroprusiato de
sodio) para aumentar la intensidad de color, y un agente quelante (EDTA), previene la
precipitacion de cationes divalentes y trivalentes como hidréxidos. EI mecanismo para el
desarrollo de color se da en tres pasos. En el primer paso, el NH*; reacciona con el hipoclorito
para formar la monocloramina (NH,Cl). La monocloramina reacciona con el salicilato para
formar la benzoquinona monoamina, que junto con el salicilato van a dar la coloracién tinta del
indofenol.

Procedimiento:

Se tomé 3 mL del medio; se adicion6 7 ml de K,SO, 0.5M. Se agregé 1 ml de EDTA disd6dico y
se mezclo por inversion. Posteriormente, se agregd 4 ml de Nitroprusiato-Salicilato y se mezclo
por inversion. Se adicion6 5 ml de agua destilada, 2 ml de buffer de hipoclorito (Anexo 9) y se

mezcld por inversidon. Se agregd 3 ml de agua destilada y se mezclé. Se calent6é a bafio maria
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30 minutos a 40 °C y se dejo enfriar a temperatura ambiente (de 10 a 25 minutos). Se procedio
a leer a 667 nm (Black, 1995).

5.2.10. Crecimiento bacteriano

El crecimiento de las bacterias durante los ensayos de degradacion se midié por densidad
Optica a 600 nm (Monge-Amaya et al., 2008; Wen et al., 2009).

Para conocer los gramos de biomasa producida, se realizé una curva tipo de Peso seco (Abs
vs g biomasa). Se tom6 una muestra a diferentes tiempos, se determiné su densidad Optica y
peso seco. Para el peso seco, se tomé 1 mL de un cultivo estandar de cada bacteria a
diferentes tiempos y se filtraron con membranas de 0.22 micrometros de Polisulfona Micron-
Pes. Las membranas se secaron 24 horas antes a 60°C, se midio el peso de cada membrana y
posteriormente se filtro la muestra, las membranas se secaron a 60°C por 24 horas,

transcurrido este tiempo se midieron.
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6. RESULTADOS
6.1. Aislamiento de bacterias del tracto digestivo de E. foetida

El aislamiento de las bacterias de E. foetida para localizar cepas productoras de imidasas se
realiz6 a partir de lombrices provenientes de una lombricomposta elaborada con biosélidos y
desechos organicos. Una forma de obtener las bacterias del tracto digestivo es a partir del
excremento de E. foetida, por medio de lavados de esta con solucién salina estéril, lo que
permite que la lombriz deseche sus heces fecales. Con este procedimiento se considera que se
aislan solo un porcentaje de las bacterias que se encuentran dentro del intestino. Es probable
que el nimero de microorganismo sea mayor si se obtienen directamente del intestino. Hyun-
Jung et al. (2004), aislaron bacterias del 6rgano digestivo de E. foetida y reportaron 91
especies de bacterias de lombrices del suelo industrial de Corea; estas bacterias se incubaron
en un periodo de 7 dias, ya que son de lento crecimiento. En este estudio se obtuvieron 42
bacterias aisladas del tracto digestivo de E. foetida de acuerdo al protocolo mencionado en el
apartado 5.2.2 (Anexo 2). En la figura 12 se muestra el cultivo de algunas bacterias: 4-2, 11 Ay
8R, como se puede observar se logré el cultivo puro de estas bacterias.

Figura 12. Bacterias aisladas del tracto digestivo de E. foetida en medio Agar TSA: a)4-2,b) 11 Ay
c)8R.

6.2. Analisis macroscOpico y microscépico de bacterias aisladas

Para llevar a cabo el aislamiento de de dichas bacterias se observo la morfologia entre las
colonias aisladas de cepas obtenidas (Anexo 2). En la tabla 10 se muestran las caracteristicas
generales de las 42 bacterias aisladas. La mayoria resulté translucida, de forma circular o

irregular y con tamafio de radio igual o menor a 0.2-0.5 cm.

34



Produccion de Imidasas por las bacterias del tracto digestivo de Eisenia foetida

Ademas se obtuvieron crecimiento de colonias de color naranja, amarillo, rojo y blanco, con
elevacion convexa o plana y con borde ondulado o entero.

En la Figura 13 (a) se muestra un ejemplo de la morfologia de las bacterias 11 A y 10cc 1
encontradas, ambas son de color blanco, forma irregular, borde ondulado, luz reflejada mate,
luz transmitida translucida y tamafio 0.5 cm. Ademas el crecimiento en tubos de las bacterias
fue en forma filiforme y equimulado (Figura 13 b).

Tabla 10. Morfologia colonial de las bacterias aisladas

0.5 Naranja Irregular Convexa Ondulado Brillante Translucida
0.2 Amarilla Circular  Plana Entero Mate

Rojo

Blanca

a) b)
Figura 13. a) Morfologia colonial de la bacteria 11 Ay 10 cc1, b) Aislamiento en tubos y morfologia
colonial.

Para el analisis microscopico se realizo la prueba de Gram (Anexo 3). De las 42 bacterias el 39
% corresponde a cocos Gram positivos, el 29% a cocos Gram negativos, el 15 % a bacilos

Gram negativos, 12 % a bacilos Gram positivos y el 5% a cocobacilos Gram negativos.
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En la Figura 14 se muestran las imagenes de microscopia con el objetivo 100X realizadas a las
bacterias 4-1 y 8R’ las cuales tienen forma de coco.

a) b)

Figura 14. Microscopia en el objetivo 100X de dos bacterias aisladas. a) 4-1 coco Gram positivo y
b) 8 R' coco Gram negativo

6.3. Crecimiento en acrilamida

Un método para aislar y discriminar las bacterias que no crecen en presencia de poliacrilamida
fue elaborar medios de cultivo con acrilamida como fuente de nitrégeno y fuente de carbono.
En este estudio se utilizé primero acrilamida por su mayor efecto toxico en comparacion a la
poliacrilamida. Se resembraron las 42 bacterias aisladas en el medio minimo sélido (apartado
5.2.5.1) con diferentes concentraciones de acrilamida de 0.01 a 1 g/L, lo que permitié conocer
la concentracion de acrilamida que estas bacterias podian tolerar y se propuso como un medio
selectivo para identificar a las bacterias aisladas que podian utilizar y degradar acrilamida o

poliacrilamida.

En la tabla 11 se muestran algunos ejemplos del crecimiento de las bacterias en placa. Como
se puede observar en los resultados de la tabla, las bacterias 4-1, 4-2, 9-1, 10-cc-2 y 7B son
las que crecieron y toleraron hasta 1 g/L de acrilamida. Las bacterias 6-1, 6-2, 7N, 8R’, 11-A-1,
1l-ana-1y 1l-ana-2 presentaron crecimiento hasta 0.5 g/L de acrilamida. La bacteria 13 AST,
no crecié en ningun medio con acrilamida. Con estos resultados se descartaron aquellas
bacterias que no crecieron en el medio, porque no degradaban la acrilamida. Las bacterias que
crecieron hasta 0.5 g/L y 1 g/L se resembraron en el mismo medio minimo pero sin citrato, se
utilizé la acrilamida como Unica fuente de carbono. Se eligieron las cepas que toleraron la

mayor concentraciéon de acrilamida (1 g/L), se les realizaron pruebas para determinar si

36



Produccion de Imidasas por las bacterias del tracto digestivo de Eisenia foetida

producian la enzima imidasa, debido a que era posible que estas bacterias sintetizaran la

enzima para degradar la acrilamida y usar la como fuente de carbono.

Tabla 11. Crecimiento de bacterias asiladas del tracto digestivo de E. foetida a diferentes
concentraciones de acrilamida como Unica fuente de carbono y nitrégeno.

Bacteria Concentracion de acrilamida (g/L)
0.01 0.02 0.05 0.10 0.15 0.20 0.50 1

4-1 +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++
4-2 +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++
6-1 +++ +++ +++ +++ +++ ++ +- -
6-2 +++ +++ +++ +++ +++ ++ ++ -
7N +++ +++ +++ +++ +++ ++ +- -
7B AFAFaF AFAFaF AR ++ AFaF AFaF AFaF “Far
8R’ ++ ++ ++ ++ +++ +++ +++ +++
9-1 +++ +++ +++ +++ +++ ++ +- -
10-cc-2 +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++
11-A-1 +++ +++ ++ ++ ++ +- +- -
11 ana - ++ ++ ++ ++ +- +- -—+
11ana2 | ++ +- +- S +- +- -—t -
13 AST +- - +- - +- - - -

+++ crecimiento -—+ crecimiento muy bajo

++ crecimiento moderado - no hay crecimiento

+- crecimiento bajo

De las 42 bacterias aisladas que se cultivaron a las diferentes concentraciones de acrilamida,
solo 36 bacterias crecieron a las concentraciones de 0.5 g/L y1 g/L, y de estas bacterias solo

24 crecieron a 1g/L de acrilamida como Unica fuente de carbono.

En la tabla 12 se pueden observar los resultados de las tinciones y morfologia microscopia de
estas. Se encontraron 10 cocos Gram positivos, 1 coco Gram negativo, 5 bacilos Gram
positivos, 5 bacilos Gram negativos y 2 cocobacilo Gram negativo. La mayoria de las muestras

(112) resultaron ser cocos y la mayoria cepas gram (positivo).

Algunas bacterias utilizan la poliacrilamida como fuente de carbono y nitrdgeno, como

Arthrobacter sp. que es Gram positivo con forma de bacilo; Nocardia que es bacilo Gram
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positivo; Rhodococcus sp. Gram positivo con forma de coco y Azomonas macrocytogene que
es de morfologia oval a esférica (cocos) (Haveroen et al, 2005; Prabu & Thatheyus, 2007). Esta
morfologia de las bacterias reportadas es similar a la que se puede observar en nuestros
resultados de la prueba de Gram y morfologia microscépica de las bacterias. Para identificar
los microorganismos aislados fue necesario utilizar técnicas convencionales y técnicas de
biologia molecular, de esta forma conocer género y especie y determinar si es alguna bacteria
gue ya esté reportada como degradadora de poliacrilamida. Estas bacterias no se han
reportado que sintetizan las imidasas, pero existe una posibilidad de que las bacterias puedan
ser productoras de la enzima, ya que se conoce que esta enzima puede degradar compuestos

xenobidticos (acrilamida o poliacrilamida).

Tabla 12. Caracteristicas de morfologia colonial y microscopica en medio sdélido (1 g/L de
acrilamida) de las bacterias aisladas.

Bacteria Forma Gram Morfologia colonial o

microscépica

1-1-2 col ama Coco positivo
4-1 Coco Positivo
4-2 Coco Positivo
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5 col ana Bacilo Positivo
5 col ama Coco Positivo
5 col b/blanca Bacilo Negativo
5 col b/ana Bacilo Negativo
5 col blanca 2 Bacilo Positivo
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7 Rosa Coco Positivo
7B Coco Positivo
9-2R Coco Negativo
9-2 ana Bacilo Negativo
9-1 Bacilo Negativo
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10cc1 Bacilo Positivo
10cc 2 Bacilo Positivo
11 Coco Positivo
11anal (1) Coco Positivo
11 ana 2* Coco Positivo
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11 ana 2*a/blanca | Bacilo Positivo
11 ana 2*b/ana Coco positivo
15-1-R Cocobacilo | Negativo
15-1-B cocobacilo | negativo
15-2 Bacilo negativo

En la Figura 15 se muestra la morfologia microscopica de algunas bacterias aisladas del tracto
digestivo de E. foetida que crecieron hasta 1 g/L de acrilamida (Anexo 5). La fila superior
muestra bacterias Gram negativas (Figura 15 a-c) y en la fila inferior bacterias Gram positivas

(Figura 15 d-f). Se puede notar que la mayoria son cocos.
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d) e) f)

Figura 15. Morfologia microscépica de los microorganismos. Gram negativos: a) 9-2 (coco
negativo); b) 15-1-R (cocobacilo negativo); ¢) 7 Rosa (coco negativo). Gram positivas: d) 11
ana 2* a/blanca (bacilo positivo); e) 4-2 (coco positivo); f) 11 ana 2* (coco positivo)

6.4. Identificacion de las bacterias aisladas

6.4.1. Pruebas bioquimicas

Se identificaron por pruebas bioquimicas las 24 bacterias aisladas del tracto digestivo de E.
foetida que crecieron a una concentracion de 1 g/L de acrilamida. Se utilizaron pruebas
comerciales BBL Crystal Rapid para bacterias Gram positivas y API 20E para bacterias Gram
negativas y después se analizaron los resultados en los programas correspondientes a cada

una de estas pruebas (Anexo 4).
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Figura 16. Ejemplo de las pruebas bioquimicas (API) realizadas a las bacterias aisladas.

La caracterizacion bioquimica permitié identificar las bacterias solo a nivel de género de las
cepas 5 col blanca blanca, 5 col anay 7 rosa; y en el caso de 1-1-2- col ama, 4-1, 4-2, 3-2, 7B,
9-1, 9-2 ana, 9-2-R, 11 ana 2* ana blanca, 11 ana 2* anab/ana, 11 ana 1 (1), 15-1-R, 15-1-b, 5
col ama, 10 ccl, 10 cc 2, 11, 15-2, 5 col blanca 2, 5 col b/ana y 11 ana 2*hasta nivel de
especie.

Los resultados de la identificacién bioquimica se muestran en la tabla 12.

Tabla 13. Identificacion de bacterias por pruebas bioquimicas

Bacterias Gram (-) Bacterias Gram (+)
Serratia marcescens Micrococcus luteus
Serratia odorifera Paenibacillus sp.
Xanthomonas maltophilica Bacillus subtilis
Alcaligenes spp. Kocuria sp.

Kocuria rosea
Staphylococcus sciuri
Bacillus pumilus

Bacillus cereus

De estas bacterias identificadas por pruebas bioquimicas se conoce que Bacillus pumilus
(Hyung-Jung et al., 2004), Serratia marcescens (Brito-Vega & Espinosa-Victoria, 2009) y
Staphylococcus (Lépez-Hernandez, 2007) se han aislado del tracto digestivo de E. foetida
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crecidas en suelos de zonas industriales. Por otro lado, se sabe, que Bacillus cereus (Wen et
al., 2009) y Xhantomonas (Wampler & Ensign, 2005) utilizan la acrilamida como fuente de
carbono o nitrégeno para su crecimiento. También, Bacillus pumilus, y el género Kocuria sp. y
Paenibacillus sp. fueron aisladas de suelo tratado con poliacrilamida (Caesar-TonThat et al.,
2008).

Como las bacterias aisladas presentaron un crecimiento lento (alrededor de 48-72 h) a
temperatura ambiente, y la reaccion de las pruebas bioguimicas estan disefiadas para
desarrollarse en un tiempo de cuatro horas para BBL Crystal y para APl de 24 horas, existe la
posibilidad de que el crecimiento lento de las bacterias resultara en falsos positivos o falsos
negativos, por lo que fue necesario realizar la caracterizacion molecular para corroborar los

datos obtenidos por la identificacién bioquimica.

6.4.2. Identificacion molecular de bacterias

Se amplific6 el gen 16S rARN mediante PCR para la identificacion molecular de las 24
bacterias que crecieron hasta 1 g/L de acrilamida, se identificaron por técnicas de biologia
molecular. Como se puede observar en el Figura 17 la mayoria de las secuencias de los

fragmentos amplificados fueron de aproximadamente 1500pb (Anexo 6).

2690
1882
1489

Figura 17. Gen 16S rARN amplificado por PCR. Carril 1. Marcador de pares de bases, del carril 2 a
6 diferentes bacterias, 2) 1-1-2 col ama, 3) 4-1, 4) 10cc2, 5) 11ana2*a/blancay 6). 15-1-R
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Las secuencias se compararon y analizaron con la base de datos de la NCBI con el programa
BLAST, estas presentaron una similitud de 93 a 99%. Los resultados permitieron identificar el
género y especie de casi todas las bacterias aisladas. Las bacterias identificadas fueron las
siguientes:

* Kocuria rosea

+ Serratia marcescens

* Planomicrobium sp.

» Arthrobacter oxydans

* Microbacterium schleiferi

+ Bacillus subtilis

* Arthorbacter luteolus

» Crocinobacterium jejui

* Micrococcus yunnanensis

» Bacillus weihenstephanensis

» Paenibacillus sp.

» Kocuria sp.

e Janibacter melonis

En la tabla 14 se comparan los resultados de la caracterizacion bioquimica y molecular de las

bacterias aisladas

Tabla 14. Resultados de caracterizacién bioquimica y molecular de las bacterias aisladas

Bacteria Pruebas Factor de Pruebas de biologia | Similitud (%)
Gram (+) bioquimicas identidad molecular
11 Staphylococcus 0.99 Kocuria rosea strain 96%
sciuri AN-3 16S
7 Rosa Kocuria sp 0.96 Planomicrobium sp. 97%
TPD46
11 ana 2* ana Bacillus cereus 0.99 Bacillus 99%
blanca Weihensthaphanensis
11 ana 2* ana/b | Micrococcus luteus 0.97 Kocuria sp. BS-1 16S 93%
ana
10 ccl Bacillus subtilis 0.98 Bacillus subtilis 99%
11 anal Kocuria rosea 0.99 Kocuria sp. S26-8 16S 99%
1-1 2 colama | Micrococcus luteus 0.99 Micrococcus 99%
yunnanensis
5 col ama Micrococcus luteus 0.90 Janibacter melonis 97%
11 ana 2* Kocuria rosea 0.99 Kocuria sp. 100%
HY15(2010) 16S
5 col ana Paenibacillus sp. 0.98 Paenibacillus sp. J16- 99%
10
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5 col blanca 2 Bacillus pumilus 0.99 Arthrobacter oxydans 99%
5 col blanca Alcaligenes spp. 0.17 Crocinobacterium jejui 99%
blanca
4-1 Micrococcus luteus 0.98 Arthrobacter luteolus 98%
4-2 Micrococcus luteus 0.98 Arthrobacter luteolus 99%
10 cc2 Bacillus subtilis 0.99 Bacillus subtilis 99%
7B Micrococcus luteus 0.96 Planomicrobium sp. 99%
TPD46
Bacteria Pruebas Factor de Pruebas de biologia | Similitud (%)
Gram (-) bioguimicas identidad molecular
151R Serratia 0.95 Serratia marcescens 99%
marcescens
151b Serratia 0.97 Serratia marcescens 100%
marcescens strain B4
15-2 Serratia 0.95 Serratia marcescens 99%
marcescens strain PS1
9-2R Serratia 0.95 Serratia marcescens 96%
marcescens strain N2.4
5 col b/ana Xhantomonas 0.86 Microbacterium 99%
maltophilia schleiferi
92 ana Serratia 0.95 Serratia marcescens 98%
marcescens strain C3
9-1 Serratia 0.97 Serratia marcescens 99%
marcescens

Los resultados que se obtuvieron de la identificacion por pruebas bioquimicas y por técnicas de
biologia molecular son diferentes para algunas bacterias, esto probablemente se debe al lento
crecimiento de las bacterias como se menciono anteriormente. Adn asi se obtuvo la
comprobacion de cuatro bacterias Gram positivas y seis bacterias Gram negativas. También se
pudo observar que se tenian seis bacterias gram negativas y nueve bacterias gram positivas
que eran la misma especie y ocho bacterias (gram positivas y negativas) que eran diferentes

especies.

Por lo tanto se identificaron 13 bacterias del tracto digestivo que crecen en presencia de
acrilamida, las cuales fueron: K. rosea, Kocuria sp., Planomicrobium sp., B. subtilis, B.
weihensthephanensis, A. oxydans, A. luteolus, Micrococcus yunnanensis, J. melonis, C. jejuli,

Microbacterium schleiferi, S. marcescens y Paenibacillus spp.

Algunas caracteristicas de estas bacterias son: A. oxydans es una bacteria corineforme, tiene

una variabilidad en su gram (puede ser positiva 0 negativa) con un metabolismo oxidativo,
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crece a una temperatura de 37°C (Wauters et al., 2000). B. weihensthephanensis es gram
positiva, anaerobia facultativa, pertenece al grupo de Bacillus cereus, pero es diferenciada de
esta ultima por su capacidad de crecer en condiciones aerdbicas y de agitacion (Sabine et al.,,
1998). Planomicrobium sp. bacteria gram positiva, motil, aerobia, temperatura de crecimiento
de 12-43°C (Jung-Hoon et al., 2001). S. marcescens es cocobacilo gram negativo saprofito,
motil, produce un pigmento rojo, su temperatura de crecimiento es de 5 a 40°C (Silva, 2010). B.
subtilis bacteria gram positiva, forma esporas y su temperatura de crecimiento es de 37°C. K.
rosea crece a 26°C, es gram positiva con forma de coco. Paenibacillus sp. crece a 37°C,
bacteria gram positiva que forma esporas y causa infecciones bacteremicas en humanos (Rieg
et al., 2010). Microbacterium es clasificado dentro de Corynobacterium, bacteria corineforme
que produce un pigmento de color amarillo, gram positiva y crece a temperaturas de 25 — 40 °C
(Soo et al., 2007). J. melonis es una bacteria gram positiva, con colonias color crema, crece a

una temperatura de 37-40 °C con forma de coco (Yoon et al., 2004).

Byzov et al. (2007), mencionan que A. oxydans, B. subtilis, y las bacterias del género Kocuria,
Microbacterium y Paenibacillus sp. se encuentran dentro del intestino de las lombrices como E.
foetida. Por otro lado S. marcescens se aisl6 del intestino de esta lombriz (Hyung-Jung et al.,
2004; Brito-Vega & Espinosa-Victoria, 2009). También se ha aislado el género de
Microbacterium, Arthrobacter y Bacillus de E. foetida que crecié en una lombricomposta con
bisolidos industriales tratados con poliacrilamida (Lopez-Hernandez, 2007).

Por otro lado se ha reportado que Bacillus, producen imidasas o utilizan la poliacrilamida como
una fuente de carbono o nitrégeno. Bacillus sphaericus, Bacillus flexu y Bacillus cereus son
bacterias capaces de biodegradar poliacrilamida (Prabu & Thatheyus, 2007; Wen et al., 2009).
Otros reportes indican a Bacillus stearothermophilus y Pseudomonas stutzeri como productoras
de la enzima imidasa; describiendolas como enzimas homodimeras con masas moleculares de
102 kDa y 115 kDa (Syldatk, 1999).

No se ha reportado que las bacterias K. rosea, Kocuria sp., Planomicrobium sp., B. subtilis, B.
weihensthephnanensis, A. oxydans, A. luteolus, Micrococcus yunnanensis, J. melonis, C. jejui,
Microbacterium schleiferi, S. marcescens y Paenibacillu sp producen la enzima imidasa o

degraden acrilamida o poliacrilamida.
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6.5. Analisis filogenético

Se realizé un arbol filogenético de las bacterias aisladas del tracto digestivo de E. foetida para
determinar su relacion filogenética. Las secuencias del 16S rARN obtenidas en este trabajo,
fueron comparadas mediante alineamiento con reportadas en la base de datos NCBI
Taxonomy Homepage (TaxBrowser), con las cuales se realizé un alineamiento mdultiple
utilizando el programa CLUSTAL X2 (Thompson et al., 1997). El &arbol se realizé utilizando el
software Mega 4(5) (Tamura et al., 2007). La Figura 18 y 19 muestra ejemplos del alineamiento
de las secuencias de alrededor de 1500 pb. Los arboles estan dibujados a escala con las
longitudes de las ramas en las mismas unidades que las distancias evolutivas utilizadas para
inferir el arbol, usando como modelo evolutivo Tamura-nei (Tamura & Nei, 1993), Se agrupo
mediante el algoritmo “Neighbor-joining”. En cada arbol se puede observar el % de similitud con
el género y especie encontrado. Para cada especie se encontré el 99% de similitud, lo que
indica un porcentaje de error muy bajo y que por lo tanto se tiene la seguridad de que se trata

del género y especie obtenidos (Anexo 7).

57 [Brevibacterium] halotolerans strain KNA-24
Bacillus subtilis strain shu-3
10 cc 2

Bacillus Methylotrophicus strain GRM804

0.001

Figura 18. Posicidn filogenética de la bacteria 10cc2. El arbol se construyé con secuencias
completas. El arbol esta dibujado a escala con las longitudes de las ramas en las mismas
unidades que las distancias evolutivas utilizadas para inferir el arbol. Se utiliz6 el algoritmo
“Neibor-joining”y método de Tamura-nei. La bacteria 10cc2 tiene una similitud del 99% con

Bacillus subtilis.
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100 Bacillus weihenstephanensisEU326487
11 ana 2*anablanca
96 1o Bacillus subtilisDQ645478
10 cel . .
Chryseomicrobiumimtechense GQ927308 Flrm 1C Utes
CrocinobacteriumjejuiAM295339
945 colblancablanca
20 PlanomicrobiumglacieiEU036220
100 Planomicrobium sp. HM224493
80 7B
100 SerratiamarcescensDQ226210
IS1R Proteobacterias
95152
MicrobacteriumschleiferiEU440992
MicrobacteriumschleiferiDQ870710
5 col-b/ana

100 KocuriaroseaEU977667
100 1

86 100

11 ana 2*
g7 | ArthrobacterkoreensisAY 116496
100 Arthrobacter sp.GU815140
4-2
94 5 colblanca 2
100 ArthrobacteroxydansEU086779
87 ArthrobacteroxydansEU086824
ArthrobacteroxydansAJ243423
Thermotogaelfii NR 026201

Actinobacterias

0.05

Figura 19. Posicion filogenética de la bacteria 4-2, 5col b/ana, 5 col blanca blanca, 5 col blanca2
7B, 10 ccl, 11, 11 ana 2*, 11 ana 2* ana blanca, 15-1 Ry 15-2. El arbol se construyé con
secuencias completas. El arbol esta dibujado a escala con las longitudes de las ramas en las
mismas unidades que las distancias evolutivas utilizadas para inferir el arbol. Se utilizé el

algoritmo “Neibor-joining”y método de Tamura-nei.
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6.5.1. Dinamicas de crecimiento, degradacion de acrilamida, glucosay produccion
de amonio

De las 24 bacterias que crecieron alrededor de 24 h a 48 h en el medio minimo liquido a una
concentracion de 1 g/L de acrilamida, se eligieron siete cepas que crecieron dentro de este
tiempo: A. luteolus (4-2), C. jejui (5 col blanca blanca), Planomicrobium sp (7 Rosa), S.
marcescens (9 2 ana), B. subtilis (10 cc2), K. rosea (11) y B. weihensthephanensis
(11ana2*blanca), las cuales se resembraron en el mismo medio minimo liquido pero la

concentracion de acrilamida se incremento hasta 3 g/L.

6.5.2. Dinamica de la biomasa de cepas cultivadas en presencia de acrilamida

Haveroen et al. (2005) reportaron que fue necesario adaptar a las bacterias para degradar al
compuesto de interés, en este caso la acrilamida, se logré incrementar el porcentaje de
degradacion del contaminante. Por lo tanto, en nuestros ensayos las bacterias se fueron
adaptando con concentraciones iniciales de 0.3 g/L de acrilamida, y posteriormente haciendo
pases a medios de cultivos frescos incrementando la concentracibn de acrillamida
gradualmente en el medio de cultivo, hasta lograr un crecimiento celular a concentraciones de
1 a 3 g/L. Cabe hacer notar que para todos los estudios de degradacion de la acrilamida, estos

cultivos bacterianos solo contenian acrilamida como Unica fuente de carbono y nitrégeno.

Para conocer, indirectamente, el crecimiento bacteriano, se midié la densidad 6ptica del cultivo
a 600 nm y se determind peso seco a este tiempo y asi poder evaluar el efecto de la
concentracion de acrilamida en el desarrollo celular. Asimismo determinar si las bacterias
utilizaban la acrilamida como fuente de carbono y/o Unica fuente de nitr6geno y también
comprobar si la presencia de un sustrato mas facil de consumir, como la glucosa, podia

aumentar el porcentaje de degradacion de la acrilamida.

La determinacién del incremento de la biomasa se llevé a cabo durante 30 dias (Figura 20).
Los medios se inocularon y se mantuvieron a temperatura ambiente con agitacion constante a
120 rpm y se tomaron muestras cada 48 h para su respectivo andlisis. En las Figuras 20 y 21
se puede observar la densidad de crecimiento celular de seis diferentes bacterias A. luteolus,
K. rosea, Planomicrobium sp., B. subitilis, C. jejui y B. weihensthephanensis, estas crecieron en

un medio de cultivo minimo con acrilamida a una concentracion de 3 g/L. Observandose que en
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estas condiciones la mayor densidad celular la presenté B. weihensthephanensis (Fig. 21) y en
segundo lugar B. subtilis y Planomicrobium sp. (Fig. 20)

Cepa 4-2
3 g/L de acrilamida 3 g/L de acrilamida

Cepa 7 Rosa
3 g/L de acrilamida

a) b) c)

Figura 20. Desarrollo celular de: a) A. luteolus, b) K. roseay ¢) Planomicrobium sp., en medio
minimo con 3 g/L de acrilamida.

Cepa 11 ana2*b
Cepa 5bb g

3 g/L de acrilamida

Cepa 10cc2 3 g/L de acrilamida

3 g/L de acrilamida

1) 2) 3)

Figura 21. Desarrollo celular de: 1) B. subtilis, 2) C. jejui y 3) B. weihensthephanensis, en medio
minimo con 3 g/L de acrilamida.

La dinamica de crecimiento bacteriano se muestra en las Figuras 23, 24y 25 y en el Anexo 8.
En la Figura 38 y 41 (Anexo 8) se observa que en los primeros cinco dias se incrementd la
densidad celular y después comenz6 a disminuir hasta el dia 11. Del dia 12 al 30 ésta
permanecié practicamente constante. Observandose que el crecimiento bacteriano de A.
luteolus y K. rosea fue el menor con respecto a los otras cepas ensayadas, posiblemente
debido a las condiciones de temperatura ambiental a las que fueron sometidos los cultivos, ya
gue se conoce que la temperatura optima de crecimiento para A. luteolus y K. rosea es de 37°C
y 26°C respectivamente. Por otro lado también cabe la posibilidad de que la disminucion en el
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crecimiento celular de estas cepas se deba a que se estén generando algunos compuestos
como &cido acrilico (Prabu & Thatheyus, 2007) y que resulten nocivos para estas bacterias.

En la Figura 23 y 24 se muestra la dinamica de crecimiento de B. subtillis y Planomicrobium
sp., donde se puede observar que estas cepas tardaron en adaptarse al medio
aproximadamente 18 dias (fase lag) y después se inicié la fase exponencial de crecimiento
alrededor del dia 20, En cambio la fase lag de B. weihenthepanensis durd 14 dias y su fase
exponencial dio inicio en el dia 15 (Figura 25). Lo que nos indica que la velocidad de consumo
de acrilamida varia dependiendo de la cepa bacteriana (Anexo 8). También se observa que el
crecimiento exponencial de estas bacterias coincide con la fase estacionaria de A. luteolus y

Kocuria rosea (Figura 38 y 41 del Anexo 8).

En la Figura 39 (Anexo 8) se presenta la dinAmica para la bacteria C. jejui (gram +), mostr6é un
crecimiento celular lento similar al de A. luteolus y K. rosea (Anexo 8), aparentemente no
presenta fase lag y muestra una fase exponencial de crecimiento hasta el dia 10 y después se
observa una fase estacionaria entre 10 y 30 dias. En cambio S. marcescens (gram -) a pesar
de que su crecimiento disminuye en el dia seis, se observo una segunda fase exponencial que
inicid a partir del dia 12 sin presentar fase estacionaria en los 30 dias de cultivo (Figura 40
(Anexo 8)). La dinamica de crecimiento de C. jejui es similar al reportado para Ralstonia
eutropha, la cual tiene una fase exponencial a los seis dias, seguida de una fase estacionaria a
los nueve dias en presencia de acrilamida (Wang & Lee, 2007). También Enterobacter
aerogenes presentd una fase exponencial a las seis horas de crecimiento y fase estacionaria
de 12 h. (Buranasilp & Charoenpanich, 2011).

Wampler & Ensign (2005), reportaron que en presencia de acrilamida, el crecimiento celular de
Rhodopseudomonas palustris durante los primeros cinco dias es lento sin salir de la fase lag,
del dia cinco al dia 10 la densidad celular aumenté de forma lineal, y demostré que el
crecimiento lento de esta bacteria se debia a la velocidad de formacidn de otros compuestos, el
cual limita el crecimiento. Ademas Pseudomonas sp. y Bacillus cereus presentan una fase
exponencial durante los 10 dias de la cinética (Shukor et al., 2009a y Shukor et al., 2009b). El
tiempo en el que se presenta la fase exponencial de B. weihensthephanensis, S. marcescens,
B. subtilis y Planomicrobium sp. es similar al tiempo en que comienza la fase exponencial de
las bacterias anteriormente reportadas. Por otro lado se han reportado cinéticas de crecimiento
de alrededor de 60 dias 0 més (Haveroen et al., 2005), por lo tanto, para A. luteolus, K. rosea y

C. jejui a pesar de mostrar un crecimiento constante alrededor del dia 10, puede que no
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corresponda a su fase estacionaria, y muy probable que estas bacterias en crecimiento ain no
lograron alcanzar su fase exponencial. En cambio B. subtilis, B. weihensthephanensis, S.
marcescens y Planomicrobium sp., a 30 dias de cultivo mostraron solo dos fases de
crecimiento, lag y exponencial (Figuras 23, 24 y 25).

Con los resultados presentados en las Figuras 23, 24, 25 y Anexo 8, aunque aun no se ha
demostrado, se podria inferir que A. luteolus, K. rosea y C. jejui, llevarian a cabo la
degradacion primaria de la acrilamida y B. subtilis, B. weihensthephanensis, Planomicrobium
sp. y S. marcescens metabolizarian los productos de la degradacién de acrilamida en una

siguiente etapa.

En el caso de A. luteolus y K. rosea (Anexo 8) gue muestran una disminucion constante de la
densidad celular, una alternativa para mejorar su tiempo de crecimiento, es cambiar las
condiciones de cultivo como temperatura y pH Optimos para el crecimiento de las bacterias en

experimentos posteriores.

6.5.3. Consumo de Glucosa residual

Como se menciond anteriormente, se utilizé la glucosa en el medio de cultivo para aumentar la
concentraciéon de bacterias y facilitar la asimilacion de la acrilamida. En la Figura 22 se muestra

el consumo de este azlcar y donde se observa que es metabolizada a los seis dias del cultivo.
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Figura 22. Consumo de glucosa de las cepas: ¢ A. luteolus, = C. jejui, A
Planomicronium sp., xS. marcescens, ¥ B. subtilis, ® K. rosea,  B.
weihensthephanensis. Cultivadas en medio minimo con 3 g/L de acrilamiday 0.1
g/L de glucosa,
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Las bacterias (A. luteolus, K. rosea y S. marcescens) crecieron hasta el quinto dia (Anexo 8)
este crecimiento coincide con la desaparicion de la glucosa en el dia seis. Dicho
comportamiento puede ser explicado con base en que el medio contenia dos sustratos que
podrian ser utilizados en forma secuencial, es decir uno més asimilable que el otro; de esta
manera se explicaria el notable crecimiento dentro de los primeros cinco dias seguidos de una
segunda fase de adaptacion y crecimiento mas lento al usar el segundo sustrato, este
comportamiento se puede observar en la curva de crecimiento de Planomicrobium sp. y
ligeramente en Serratia marcescens (Figura 23 y Figura 40 (Anexo8)).

En un sistema donde coexisten el sustrato y cosustrato, la tasa de consumo del cosustrato esta
ligada a la tasa de consumo del sustrato y tiende a disminuir con el agotamiento del sustrato o
con la acumulacion de productos toxicos provenientes del metabolismo bacteriano,
comportamiento caracteristico del cometabolismo (Garcia & Peralta, 2008). En la Figura 38 y
41 (Anexo 8) se puede observar esta tendencia para A. luteolus y K. rosea, en ambas
bacterias, al terminarse la glucosa alrededor al sexto dia, se inhibi6 el crecimiento celular. Esta
inhibicién pudo ser causada por productos de la degradacion de acrilamida dificiles de asimilar.
Con una mezcla adecuada de sustrato-cosustrato se podria mejorar la tasa de cometabolismo.
Shukor et al., (2009a) mencionan que el crecimiento bacteriano usualmente se incrementa
cuando las fuentes de carbono y otros nutrientes son adicionadas a un medio minimo y que la
glucosa es la fuente de carbono universal y ha demostrado mejorar la biodegradacion de
xenobidticos y que ademas en experimentos sobre la degradacion de acrilamida identificaron
que la glucosa es la mejor fuente de carbono cuando la acrilamida es usada como fuente de
nitrogeno. Y en estudios para mejorar la degradacién de acrilamida los mismos autores
reportaron que B. cereus y Pseudomonas sp. incrementan su densidad celular después de las
72 h de incubacion utilizando 2 % (w/v) de glucosa en dicha degradacién, y ademas mostraron
que la glucosa y la sacarosa son los mejores sustratos que se pueden utilizar para incrementar

la degradacién de acrilamida por bacterias (Shukor et al., 2009a y Shukor et al., 2009b).

6.5.4. Degradaciéon de Acrilamida

La remocion de acrilamida de K. rosea, y S. marcescens (Figuras 40A y 41A (Anexo8)) fue
alrededor de 40 % durante los primeros tres a cinco dias, este porcentaje de remocion
posiblemente se debe a que en los primeros dias de cultivo las bacterias crecieron mas rapido
por la presencia de glucosa. Y la degradacién de acrilamida se vuelve constante en estas

cepas cuando la glucosa se termina alrededor del dia seis. Este resultado demuestra que la
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glucosa pudo aumentar la degradacion de la acrilamida, favoreciendo el crecimiento

bacteriano.

Como puede observarse en la Figura 23, 24, 25 y Anexo 8, las bacterias degradan la
acrilamida hasta el dia seis. Y en orden ascendente hay una degradacion de 35% por A.
luteolus, 38% por S. marcescens, 45 % por K. rosea, 70% por B. subtilis, 74% por B.
weihensthephanensis, un 74.7% por C. jejui y un 77% por Planomicrobium sp. Pareciera que
hay un aumento en la concentracion de acrilamida durante los dias posteriores, este aumento
probablemente se debe a la formacion de diferentes compuestos como el acrilato que puede
dar interferencias en el método utilizado. Es posible que la bacteria se adapte al nuevo
compuesto y lo degrade hasta produccion del aminoacido o tal vez hasta la mineralizacién
completa es decir hasta la formacion de CO,y amonio. Durante la adaptacion de la bacteria a
este nuevo compuesto la densidad celular puede disminuir y afectar la degradacion de
acrilamida observado en el dia 12 y 14 (Figura 23A, 24A y 25A) (Figuras en Anexo 8). Por otro
lado, se ha reportado que a altas concentraciones de acrilamida (a partir de 1 g/L) disminuye
dramaticamente el crecimiento bacteriano, esto es probablemente debido al efecto inhibitorio

de la acrilamida sobre los grupos tioles de las proteinas de las bacterias (Shukor et al., 2009a).

6.5.4.1. Produccion de amonio en los cultivos bacterianos

Otra forma de medir la degradacion de acrilamida es por la formacion de amonio. La acrilamida
al degradarse puede formar amonio y otros compuestos que favorecen otras rutas metabdlicas
como la de metanogénesis en condiciones anaerdbicas. En la Figura 23 (B y D) y Figura 38 (B
y D) en Anexo 8 se observa que aumentoé la formacién de amonio para Planomicrobium sp. y A.
luteolus. En la Figura 39 en Anexo 8, se observa que C. jejui produjo amonio después del dia
15 de manera constante, en cambio S. marcescens después de aumentar la produccién de
amonio hasta el cuarto dia, disminuyd la formacién de éste y se mantuvo constante en los
siguientes dias. Este comportamiento fue similar al reportado para Enterobacter aerogenes
donde después de las 24 h de cultivo la concentracion de amonio se incrementd, mientras que
la biomasa disminuyd (Buranasilp y Charoenpanich, 2011). Este comportamiento esta de
acuerdo con lo observado para Pseudomonas aeruginosa que incrementa su concentracion de
amonio mientras que disminuye la concentracion de acrilamida bajo condiciones aerdbicas
(Prabu & Thatheyus, 2007). En el caso de K. rosea también presenté el mismo comportamiento
anteriormente mencionado; en cambio para B. subtilis y B. weihensthephanensis la produccion
de amonio increment6 constantemente hasta los 30 dias de cultivo (Figura 24 y 25).
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Figura 23. Degradacién de acrilamida por Planomicrobium sp.: A) (--@--) Biomasa - (- -m- -) Acrilamida
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Figura 24. Degradacion de acrilamida por Bacillus subtilis: A) (-- @--) Biomasa- (- -m- -)
Acrilamida residual, B) (-- @--) Biomasa —(- -m- -) Produccién de amonio, C) (-- @--) Biomasa-(-
-m- -) actividad enzimética, D) (-- @--) Acrilamida residual-(- -m- -) produccién de amonio, E) (-
@--) Acrilamida residual -(- -m- -) actividad enzimatica y F) (--@®--) Acrilamida residual- (- -m- -)

Consumo Glucosa.
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Figura 25. Degradacion de acrilamida por Bacillus weihensthephanensis: A) (-- @--) Biomasa-(- -m- -)
Acrilamida residual, B) (-- @--) Biomasa —(- -m- -) Produccion de amonio, C) (--@--) Biomasa-(- -m- -)
actividad enzimatica, D) (-- @®--) Acrilamida residual-(- -m- -) produccidon de amonio, E) (-- @--) Acrilamida
residual -(- -m- -) actividad enziméticay F) (--@--) Acrilamida residual-(- -m- -) Consumo Glucosa.
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En la Figura 40 en Anexo 8 se observa la disminucién en la produccién de amonio para S.
marcescens esto se debe probablemente a que se consume el amonio como fuente de N,
necesario para el metabolismo de la bacteria, esta suposicion se apoya en el hecho de que la
fase de su crecimiento exponencial corresponde con el periodo (10 a 30 dias) de la disminucion

de la concentracion de amonio en el medio de cultivo (Anexo 8).

6.5.5. Actividad de Imidasa de cepas cultivas en presencia de acrilamida

Al ldentificar si estas bacterias producen la enzima imidasa y a la vez la enzima esta
involucrada en la degradacion de acrilamida o poliacrilamida, se comprobaria que la actividad
microbiana de la lombriz y el ambiente donde se desarrolla, son importantes para la
degradacion de compuestos como la acrilamida, ademas permitiria evaluar que bacterias
producen en mayor cantidad la enzima y poder usarla en procesos industriales. La importancia
de la enzima a nivel industrial se debe a su aplicacion en varios procesos como en la

produccién de aminoacidos (Ogawa et al., 1996).

Las bacterias pueden metabolizar compuestos téxicos con la ayuda de enzimas capaces de
romper los enlaces de dichas moléculas. Conocer que tipo de enzima(s) esta involucrada en el
metabolismo de un compuesto ayuda a entender el mecanismo de biodegradacion y permite

mejorar los procesos de biorremediacién a escalas mayores.

Medir la actividad de imidasas es una forma de determinar la presencia de enzimas causantes
de la degradacién de poliacrilamida y acrilamida y también demostrar su produccién por las
cepas estudiadas en esta tesis. Dichas enzimas probablemente son producidas y excretadas al
medio de cultivo para degradar la poliacrilamida y la acrilamida, de esta manera los productos
de la degradaciéon son mas faciles de metabolizar por estas u otras cepas bacterianas. Por lo
cual se determiné la actividad enzimatica de imidasas en el sobrenadante de los medios de
cultivo donde crecieron dichas bacterias suponiendo que estas enzimas son excretadas al

medio de cultivo.

Para C. jejui y S. marcescens la actividad enzimética de imidasas aumentd en forma constante
su actividad de imidasa en los primeros 15 dias, posteriormente se observé una ligera
disminucion de la actividad enzimatica en los ultimos dias. En el caso de S. marcescens la

actividad de imidasa se incrementd otra vez a partir del dia 22 (Figura 39 (By C) y Figura 40 (C
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y D) en Anexo 8), este comportamiento es congruente con el crecimiento, la degradacion de

acrilamida, y la produccioén de la enzima.

Los resultados de las evaluaciones de la actividad de imidasas para K. rosea y A. luteolus se
muestran en la Figura 38 y 41 (Anexo 8) donde se observa que presentaron los valores
menores de actividad enzimética de las siete cepas estudiadas, este comportamiento es
congruente con el crecimiento y la degradaciéon de acrilamida, lo cual indica que la produccion
de la enzima se ve afectada por el decremento en crecimiento. La baja actividad de dicha

enzima también podria ser debida a la presencia de productos del metabolismo bacteriano.

En B. subtilis y B. weihensthephanensis las actividades de imidasas mostraron un incremento
constante durante los 30 dias de cultivo y los valores de actividad enzimatica fueron los
mayores con respecto a las otras cepas estudiadas y este resultado es congruente con el
crecimiento, la degradacion de acrilamida, la produccion de amonio y la produccion de la
enzima (Figuras 23, 24 y 25). En resumen B. weihenstephanensis y B. subtilis presentaron el
mayor crecimiento, la mayor degradacion de acrilamida, la mayor producciéon de amonio y la

mayor actividad de imidasas (Figuras 24 y 25).

6.5.6. Dinamicas de crecimiento en poliacrilamida, glucosa, produccién de amonio
y actividad enzimatica.

La Poliacrilamida puede ser degradada a su mondémero acrilamida, a amonio, acrilato, y hasta
su degradacion final en forma de CO,, H,O y aminoacidos (Campos et al., 2008). Por lo tanto
se utilizé la formacién de amonio como un indicador de la degradacién de la poliacrilamida y al
mismo tiempo se midié el crecimiento celular para determinar si las bacterias utilizaban a la

poliacrilamida como fuente de carbono.

6.5.7. Crecimiento bacteriano en presencia de poliacrilamida

Las bacterias que se utilizaron para la dindmica de crecimiento en los medios con acrilamida,
también se usaron para realizar los ensayos de crecimiento bacteriano en medio minimo con
poliacrilamida con una concentraciéon de 1 g/L, a temperatura ambiente y a 120 rpm. Cabe
hacer notar que estos cultivos con las siete cepas bacterianas solo contenian poliacrilamida

como Unica fuente de carbono.
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Cepa 5 bb
1g/Lde Cepa 4-2
poliacrilamida 1g/Lde

Cepa 11 ana2*b poliacrilamida
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epa 1g/Lde
lg/Lde poliacrilamida Cepa 10 cc2
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poliacrilamida

d) e) f)

Figura 26. Desarrollo celular de las cepas: a) B. weihensthephanensis, b) C. jejui, c) A.luteolus, d)
K. rosea, e) Planomicrobium sp.y f) B. subtilis, cultivadas en medio minimo con 1 g/L de
poliacrilamida.

En la Figura 26 se puede observar que la densidad del crecimiento celular de seis cepas
bacterianas: A. luteolus, K. rosea, Planomicrobium sp., B. subtilis, C. jejui y B.
weihensthephanensis cultivadas en un medio minimo con poliacrilamida a concentracion de 1
g/L. La mayor densidad celular la presentaron B. weihensthephanensis, B. subtilis, y en orden

descendente C. jejui y Palnomicrobium sp.

En la Figura 30A y Figura 42A y 45A (Anexo 8) se muestra la dindmica de crecimiento de
Planomicrobium sp., A. luteolus y K. rosea. En el caso de Planomicrobium sp., la biomasa
aumentd aproximadamente hasta el dia seis al 10 y disminuyo a partir de este dia y su fase de
crecimiento exponencial inicio el dia 16. Para K. rosea y A. luteolus la biomasa increment6
entre el dia cuatro a seis, seguida de una disminucion el dia ocho y después del dia 10 se

observo un ligero incremento en el crecimiento. Esta disminucion de la poblacion bacteriana

62



Produccion de Imidasas por las bacterias del tracto digestivo de Eisenia foetida

puede deberse a la formacion de compuestos por la degradacién de poliacrilamida y el tiempo
en que tardan en adaptarse las bacterias al nuevo compuesto. Al igual que la acrilamida, la
poliacrilamida se degrada a acrilato y también en algunas cepas se forman otros compuestos
como el metano (Haveroen et al., 2005).

La produccion de metano es otro compuesto que se presenta en la degradacién de
poliacrilamida. En los cultivos bacterianos con poliacrilamidas catiénicas, la formacion de
metano es menor. Y también con concentraciones altas de poliacrilamida la produccion de

metano en dichos cultivos disminuye (Campos et al., 2008).

B. subtilis, B. weihensthephanensis y S. marcescens (Figura 28A, A y Figura 44A (Anexo 8))
presentaron un mayor crecimiento durante los primeros 15 dias, y después disminuyé la
biomasa permaneciendo con un valor constante y su fase de crecimiento exponencial inicié
aproximadamente el dia 22. En la Figura 43A (Anexo 8) se muestra el comportamiento para C.

jejui el cual permanecié en una fase de crecimiento exponencial.

Wen et al. (2009) reportaron una fase exponencial durante los primeros dos dias, seguida de
una fase estacionaria que comenzé en el tercer dia para B. cereus y B. flexus, este
comportamiento es similar al observado con A. luteolus y K. rosea. La presencia de productos
de la degradacion de la poliacrilamida puede inhibir el crecimiento de las bacterias. En el caso
de C. jejui no mostrd inhibicion en su crecimiento como el observado en las otras bacterias

estudiadas (Figura 43 en Anexo 8).

6.5.8. Determinacion de Glucosa residual

Para aumentar la concentracién de bacterias en los cultivos con las cepas ensayadas se utilizd
la glucosa en el medio de cultivo. Los medios de cultivo tenian una concentraciéon de 1 g/L de
poliacrilamida y 0.5 g/L de glucosa como Unica fuente de carbono, y se incubaron a
temperatura ambiente con una agitacion de 120 rpm. En la Figura 27 se muestra el consumo
de glucosa, la cual es consumida por completo alrededor del cuarto dia. Estos resultados
coinciden con el crecimiento de las bacterias S. marcescens y K. rosea que crecen muy bien

hasta ese dia y al consumirse la glucosa decae su crecimiento (Anexo 8).
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Figura 27. Consumo de glucosa en el cultivo de cepas bacterianas: ¢ A. luteolus,

s C.jejui, a Planomicrobium sp., xS. marcescens, ¥ B. subtilis, ® K. rosea, 1 B.

weihensthephanensis. Cultivadas en medio minimo con 1 g/L de poliacrilamiday
0.05 g/L de glucosa, temperatura ambientey a 120 rpm.

Se observo que la mayoria de las bacterias que crecieron en medios con poliacrilamida tienen
un comportamiento de crecimiento diauxico, es decir, que utilizan la glucosa para aumentar
biomasa y después se adaptan al nuevo compuesto para ser usado como fuente de carbono y
degradarlo. Se ha informado que es conveniente utilizar bajas concentraciones de glucosa para
la degradacion de compuestos xenobibticos, la cual puede ser usada como una fuente de
carbono primaria que estimula el crecimiento celular y la expresiéon de enzimas que degradan
otros compuestos que pueden ser utilizados como segunda fuente de carbono. También se ha
observado que el crecimiento de bacterias puede mejorar cuando se utiliza una concentracion
de glucosa menor a 0.2 g/L y a concentraciones mayores provocan que disminuya la eficiencia

de remocién de la poliacrilamida (Wen et al., 2009).

6.5.9. Produccién de amonio en los medios con poliacrilamida.

Una forma de medir la degradacion de poliacrilamida es determinar la concentracion de amonio

en el medio que se libera. Las bacterias utilizan la poliacrilamida como fuente de nitrégeno,
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transformando el polimero a cadenas largas de poliacrilato, el cual no es toxico y puede ser
degradado facilmente por las bacterias (Campos et al., 2008). EI amonio se forma como
producto de la degradacion de poliacrilamida; se observé en A. luteolus y K.rosea una
produccién de amonio en el medio de cultivo de 0.080 g/L y 0.040 g/L respectivamente a los 30
dias (Figura 42B y 45B en Anexo 8).

La Figura 43C y 44A (Anexo 8) muestra que C. jejui y S. marcescens producen
concentraciones de amonio de 0.055 g/L y 0.065 g/L respectivamente a los 30 dias de cultivo.
Durante los primeros 15 dias la formacion de amonio fue constante, después se incremento
alrededor del dia 20. La formacion de amonio en algunos puntos disminuye, esto puede

deberse al consumo del nitrdgeno por las bacterias.

En la Figura 29A y 30A se observa en Planomicrobium sp y B. weihensthephanensis que la
produccién de amonio se incrementd en forma exponencial durante los 30 dias del cultivo. En
cambio B. subtilis presenté una fase lenta de produccién de amonio hasta los 20 dias y
posteriormente se observd un incremento constante de produccién y este comportamiento
corresponde al crecimiento de esta cepa (Figura 28A).

La produccion de amonio nos indican que las bacterias que resultaron ser las mejores
degradadoras de poliacrilamida fueron Planomicrobium sp., B. subtilis y B.
weihesthephanensis. Siendo B. subtilis la mayor productora de amonio con una concentracién
de 0.170 g/L a los 30 dias de cultivo (Figuras 28, 29 y 30).

6.5.10. Actividad de Imidasa de cepas cultivadas en presencia de poliacrilamida

Se ha reportado que enzimas extracelulares de bacterias aerdbicas deaminan la poliacrilamida
formando amonio que puede ser transportado dentro de la célula para usarlo como fuente de
nitrégeno. Estas enzimas posiblemente rompen los enlaces de la cadena de poliacrilamidas
(Haveroen et al., 2005). Prabu & Thatheyus (2007), sugieren que las imidasas podrian estar
involucradas en la degradacién de la poliacrilamida. Por otro lado estudios realizados, por
nuestro grupo de trabajo, con lombricomposta de biosdlidos con poliacrilamida mostraron la
remocion de esta. Por lo tanto, para comprobar la existencia de bacterias del tracto digestivo de
E. foetida productoras de imidasas se midio la actividad enzimética de estas enzimas en los

cultivos de las bacterias aisladas y con poliacrilamida como Unica fuente de carbono.
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Figura 28. Degradacién de poliacrilamida por Bacillus subtilis: A) (-@®--) Biomasa —(- -m- -)
Produccién de amonio, B) (-@®--) Biomasa-(- -m- -) actividad enzimatica, C) (--@®--) Biomasa-(- -m- -)
Consumo de Glucosay D) (-@®--) Produccion de amonio-(- -m- -) Actividad enzimatica.
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Figura 29. Degradacién de poliacrilamida por Bacillus weihensthephanensis: A) (--@®--)
Biomasa —(- -m- -) Produccién de amonio, B) (- @®--) Biomasa-(- -m- -) actividad enzimética, C)
(- ®--)Biomasa-(- -m- -) Consumo de Glucosay D) (-@--) Produccién de amonio-(- -m- -)
Actividad enzimatica.
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Figura 30. Degradacion de poliacrilamida por Planomicrobium sp.: A) (-®--) Biomasa —(- -
m- -) Produccién de amonio, B) (-@®--) Biomasa-(- -m- -) actividad enzimatica, C) (-®--)
Biomasa-(- -m- -) Consumo de Glucosay D) (- @®--) Produccion de amonio-(- -m- -) Actividad
enzimatica.

En la Figura 28, 29, 30 y Anexo 8 se muestra que la actividad enzimatica aumentd con

respecto al tiempo y disminuy6é en los dias donde se observé disminucion en la densidad

celular de las bacterias. Es probable que la excrecion de la enzima sea afectada por la

formacion de otros compuestos que alteran el crecimiento de estas. En K. rosea se observo

gue al disminuir la concentracion de poliacrilamida disminuy6 la actividad enzimatica. Aunque
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su densidad celular disminuyé en los ultimos dias del cultivo, sin embargo se observé un
aumenté en la formacién de nitrogeno, lo cual es una evidencia de la degradacion de
poliacrilamida (Figura 452 en Anexo 8).

En la Figura 43B y 44B (Anexo 8) se observo un incremento constante la actividad enzimatica
de imidasa en C. jejui y S. marcescens durante los 30 dias de cultivo.

En la Figura 28B y 29B se muestra la actividad enzimatica de B. subtilis y B.
weihensthephanensis donde se observé un comportamiento similar a las cepas anteriores.
Para C. jejui, S. marcescens, B. subtilis y B. weihesnsthephanensis, la actividad enzimatica de
imidasas aumento en funcion del tiempo. La posible inhibicion por otros compuestos formados
de la degradacion como acrilato y la presencia de la poliacrilamida solo se observé en los

primeros 15 dias de la cinética.

En resumen todas las cepas que crecieron en el medio minimo con poliacrilamida mostraron
actividad enzimética en los medios de cultivo y estos resultados apoyan la hip6tesis de la
produccién de imidasas por estas bacterias, y estas enzimas son excretadas al medio de
cultivo, ademas que su produccién esta directamente relacionada al crecimiento de la bacteria
(Figuras 28, 29, 30, Anexo 8 y Tabla 17).

Con los datos obtenidos de biomasa y la cantidad de producto de las cepas que crecieron en
los medios minimos con 3 g/L de acrilamida., se calcul6 la velocidad especifica de crecimiento
(W) y el rendimiento de producto por cantidad de sustrato consumido (Yp/s) Los parametros se

determinaron en la zona exponencial del crecimiento porque es la parte lineal y se puede
aplicar las ecuaciones para su célculo: (u = w y Yp/s = 2—? = (Y p/x )(Y X/)).

En la Tabla 15 se presentan los datos obtenidos de los cultivos, tal como se esperaba en todos
los casos las velocidades especificas de crecimientos fueron bajas. En el caso de A. luteolus
presentd la mayor velocidad especifica de crecimiento, seguida por Kocuria rosea y S.
marcescens, esta velocidad de crecimiento corresponde al tiempo donde estan presentes las
dos fuentes de carbono glucosa y acrilamida, es probable que la velocidad especifica de
crecimiento sea mayor debida al consumo de la fuente de mas facil asimilacion, la glucosa.
Planomicrobium sp, y Serratia marcescens presentaron un crecimiento con comportamiento
diauxico que se pueden observar en las Figura 23, 30 y en Anexo 8. En los dos casos se
reportan dos velocidades de crecimiento, la primera corresponde al crecimiento con glucosa y
la segunda debida a la acrilamida. Para Planomicrobium sp, la primer etapa se presentd
durante los primeros ocho dias, con un valor de 0.004 h™, Al término de este sustrato, la
bacteria tarddé aproximadamente una semana en adaptarse al nuevo sustrato, la acrilamida, y
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comenzo la segunda fase exponencial del dia 16 al 30, la cual corresponde con la mayor
produccion de amonio, producto de la degradacion de acrilamida.

A pesar de este comportamiento, las velocidades especificas de crecimiento son muy
parecidas, es probable que durante los primeros 8 dias la bacteria haya consumido muy pocas
cantidades de acrilamida o que tal vez este compuesto afecte la velocidad de crecimiento tal
como lo indica Cavins & Friedman, (1968) que tiene un efecto inhibitorio sobre las proteinas
con grupos sulfhidrilo y por lo tanto afecta el crecimiento de los microorganismos. Para S.
marcescens el comportamiento fue similar, la primera etapa se present6 en la primera semana
y la velocidad de crecimiento (0.018 h ™) fue mayor que la obtenida en la segunda etapa
(0.001 h*) con una fase de adaptacion de dos semanas. Se ha reportado que S. marcescens
crece con una velocidad de 0.2h™ en glucosa a 20 g/L, (Longo et al., 1999). Como se puede
observar el crecimiento en presencia de acrilamida es 10 veces menor.

B. subtilis y B. weihensthephanensis presentaron velocidades de 0.005 h™ y C. jejui con 0.002
h™, en estos casos no se presentd comportamiento diauxico o de cometabolismo, posiblemente
estas bacterias utilizan la acrilamida como fuente de carbono o nitrégeno desde el principio.
Para B. subtilis se ha reportado que crece a una velocidad especifica de 0,35 h™*, en un medio
con glucosa a 200 g/L (Seok et al., ., 2002).

Tabla 15. Velocidades especificas de crecimiento, rendimiento Yp/s, velocidad especifica de
formacién de producto y velocidad especifica de consumo de sustrato de las bacterias crecidas
en el medio mineral con acrilamida.

Cepa WD) [w®D  [Yes([Y ps ([apZ) [ap(E)  [asChy) [as 2
Primer | Segunda ﬁ—?) ﬁ—?) Primer Segunda Primer Segunda
etapa | etapa Primer | Segunda | etapa etapa etapa etapa

etapa | etapa

Arthorbacter luteolus | 0.046 | SUE 0.020 | SUE 0.0016 SUE 0.092 SUE

Crocinobacterium 0.002 SUE 0.010 SUE 0.00026 SUE 0.0272 SUE

jejui

Planomicrobium sp.. | 0.004 | 0.002 0.011 | 0.010 0.00026 | 0.00008 0.018 0.0008

Bacillus subtilis 0.005 SUE 0.396 SUE 0.004 SUE 0.003 SUE

Serratia marcescens 0.018 0.001 0.020 0.003 0.000006 | 0.001 0.036 0.0003

Kocuria sp. 0.018 | SUE 0.120 | SUE 0.000002 | SUE 0.001 SUE

Bacillus 0.005 | SUE 1.03 SUE 0.0005 SUE 0.0005 | SUE

weihensthephanensis

SUE.- Solo hubo una etapa

El rendimiento Yp/s da una medida de la eficiencia del proceso. B. subtilis y B.

weihensthephansensis presentaron los valores mas altos de rendimiento: 0.396 gp/gs y 1.0
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gp/gs respectivamente, el cual indica que la mayoria del sustrato es transformado a amonio y
acrilato (Buranasilp & Charoenpanich, 2011). En el caso de Kocuria sp., Planomicrobium sp., S.
marcescens y A. luteolus, el sustrato puede ser consumido para formar otros compuestos como
acrilato que se menciono anteriormente o CO, los cuales no fueron medidos. En comparacion
con B. subtilis., C. jejui y S. marcescens en su segunda fase exponencial, presentaron valores
de rendimiento muy pequefios, como se menciond es probable que el sustrato haya sido
utilizado por los mismos microorganismos como fuente de nitrégeno para la formacion de otros
compuestos como aminoacidos y proteinas y también para el mantenimiento celular, pero con
estos valores se puede inferir que a partir del sustrato consumido no se produce una gran
cantidad de amonio y que por lo tanto la asimilacion de acrilamida por estas bacterias es muy
baja, ya sea porque la acrilamida resulte toéxica de acuerdo a lo reportado por Cavins &
Friedman, (1968) o debido a las condiciones del medio (pH, temperatura, concentracion de
oxigeno)., por lo tanto, para mejorar el proceso es necesario modificar las condiciones de

crecimiento bacteriano.

Tabla 16. Velocidad especifica de crecimiento, rendimiento Yp/x y velocidad especifica de
formacion de producto de las bacterias crecidas en medios con poliacrilamida.

Cepa TGH) u(h™ Ypix(57) | Ypix(65) | PG | P o)

Primer etapa | Segunda Primer Segunda Primer Segunda

etapa etapa etapa etapa etapa

Arthorbacter luteolus 0.018 0.007 0.0044 0.031 0.00006 0.0001
Crocinobacterium jejui 0.001 SUE 0.038 SUE 0.00008 SUE
Planomicrobium sp.. 0.006 0.001 0.028 0.118 0.00017 0.00011
Bacillus subtilis 0.005 0.001 0.046 0.042 0.0002 0.0004
Serratia marcescens 0.029 0.002 0.017 0.075 0.0004 0.0001
Kocuria sp. 0.014 0.004 0.001 0.027 0.0001 0.00008
Bacillus 0.007 0.009 0.065 0.091. 0.0001 0.0001
weihensthephanensis

SUE.- Solo hubo una etapa

En la Tabla 16 se presentan los resultados de la velocidad especifica de crecimiento y
rendimiento Yp/x de las cepas que crecieron en medios minimos con 1g/L de poliacrilamida. En
la mayoria de los casos se presentd el comportamiento diauxico, excepto para
Crocinobacterium jejui.

En el caso de A. luetolus, S. marcescens y Kocuria sp presentaron los valores mas altos de

velocidad de crecimiento (0.014 h™, 0.018 h™ y 0.029h™), estas velocidades corresponden al
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tiempo en el cual la glucosa es consumida (primeros 5 dias), ademas presentaron una segunda
velocidad que es menor debida al cambio de otra fuente carbono de menor asimilacion que es
la poliacrilamida, las velocidades disminuyeron casi a la mitad, pero en el caso de
S.marcescens disminuy6é hasta 10 veces menos. Las fases de adaptacion fueron de 2 a 3
semanas, aproximadamente dos semanas mas que en el caso de la acrilamida. Esto pudo ser
debido a la complejidad del sustrato que fue un polimero.

En los casos de B. subtilis, B. weihensthephanensis y Planomicrobium sp., presentaron la
primer velocidad especifica de crecimiento maxima hasta la segunda semana, es decir una
semana de retardo con respecto a las otras bacterias. La fase de adaptacién duré una semana.
En el caso de B. weihensthephanensis la velocidad de crecimiento fue practicamente la misma
en la segunda etapa, con estos datos se propone que probablemente estas tres bacterias
tardaron mas tiempo en adaptarse a la segunda fuente de carbono y a la posible presencia de
acrilamida, producto de la degradacién de la poliacrilamida y a los productos de esta como el
poliacrilato, acrilato y p-hidroxipropionato. Weng et al.,, (2010), report6 que a mayor
concentracion de poliacrilamida la degradacion es mas dificil y también el crecimiento se vuelve
mas lento. En este caso los autores solo reportan densidades 6pticas y observaron que al usar
una mayor concentracion de poliacrilamida estas disminuyen casi 10 veces.

Analizando el rendimiento de producto formado por biomasa producida durante el crecimiento
bacteriano para estos medios de cultivo, no se evalu6 la concentracion de poliacrilamida, por lo
tanto no se reporté el rendimiento Yp/s, en este caso se utilizé la produccién de amonio.

Para el caso de C. jejui, el rendimiento es bajo, pero la formacién de amonio y la produccion de
biomasa es a causa del consumo de poliacrilamida. En general los valores de rendimiento son
bajos como en el caso de acrilamida,

Weng et al., (2010), reportd que a mayor concentracion de poliacrilamida la degradacion es
mas dificil., con 50 mg/L de poliacrilamida indicaron un 70% de degradacion, y con 1000 mg/L
la degradacion fue de 5 a 20%. Solo Planomicrobium sp dio un rendimiento de 0.118 gp/gs, lo
cual corresponderia a un 12 %. Lo anterior indica que se debe trabajar en las condiciones del
medio para mejorar estos valores, como ya se habia comentado anteriormente en el caso de la
acrilamida.

La velocidad especifica de consumo de sustrato gs se calculd con la siguiente ecuacion: gs =
rs/x (g sustrato h'gbiomasa™) y la velocidad especifica de formacion del producto gp, se
calculé de acuerdo a lo siguiente: gp = rp/x (g productoh™gbiomasa™). Como se puede
observar los valores de qp y gs fueron muy bajos tanto para la produccion de amonio usando
como sustrato acrilamida (tabla 15) o poliacrilamida (tabla 16), lo cual concuerda con los datos

de crecimiento que fue muy lento en todos los casos y fue hasta la segunda y tercera semana
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cuando empezo la produccion de amonio. Al analizar los datos de velocidad especifica de
crecimiento y los valores de gp, se encontr6é que la produccién de amonio no esta asociada al
crecimiento, por lo que la estrategia para incrementar la obtencion de estos productos
consistiria en contar con una concentracion celular elevada sometida a condiciones tales que el
mantenimiento sea grande, lo cual podria lograrse, aumentando la tonicidad del medio y
también modificando la temperatura o el pH (Ertola et al., 1994). Para incrementar la densidad
celular también podria incrementarse la concentracion de glucosa de 50 mg/L a 200 mg/L
(Wen et al., 2010).

En la Tabla 17 se presentan los datos obtenidos de los cultivos de las siete cepas estudiadas
de la densidad celular, la degradacion de acrilamida, la produccién de amonio liberado y
actividad enzimatica de imidasas a los 30 dias de cultivo, donde se observa que B.
weihensthephanensis es la bacteria que presenta la mayor densidad celular y mayor porcentaje
de remocién de acrilamida, este resultado concuerda con la produccion de amonio y
corresponde con el valor de la actividad enzimatica de imidasa, siendo el mayor valor de las
siete bacterias estudiadas (Figura 25). Y en segundo lugar en cuanto a degradacion de
acrilamida, crecimiento celular, produccion de amonio y actividad enzimatica, se encuentra B.
subtilis (Figura 24). Los resultados muestran que hubo un 97% de remocion de la acrilamida a
los 30 dias de cultivo por bacterias del genero Bacillus (Tabla 17).

Planomicrobium sp. y C. jejui presentan un alto porcentaje de remocién pero baja produccién
de amonio (Tabla 17). C. jejui tiene la menor actividad enzimatica de las siete bacterias
estudiadas, es posible que la actividad o producciéon de la enzima sea inhibida por otros
compuestos que se forman de la degradacion de acrilamida. La relacion actividad/biomasa es
de alrededor de 0.30 para Planomicrobium sp., B. subtilis y B. weihensthephanensis (datos no

mostrados).

Los resultados anteriores concuerdan con lo informado por Shukor et al.,, (2009b) con
Pseudomonas, utilizando 0.5 g/L de acrilamida como Unica fuente de carbono y lograron una
degradacion del 30% en 4 dias. En este trabajo se logré una degradacion de aproximadamente
de 2 g/L de acrilamida en 4 dias, es decir una remocién del 60 % y del 97 % a los 30 dias con

B. weihensthephanensis y B. subtilis.
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Tabla 17. Biomasa, remocion de acrilamida, produccién de amonio y actividad enzimatica de

imidasa en cultivos microbianos.

Remocién
Biomasa | Acrilamida de Actividad
(g/L) residual acrilamida | Produccién de enzimatica

Cepa (g/L) (%) amonio (g/L) (A430nm)

Biomasa

final >Actividad

reportada Mf Mf reportada
Arthrobacter luteolus | 118 1.24 38.8 0.0205 0.068
Crocinobacterium 0.71
jejui 0.53 81.07 0.0309 0.066
Planomicrobium sp. 1.53 0.69 75.7 0.040 0.113
Serratia marcescens 1.19 162 50 0.008 0.08
Bacillus subtilis 174 0.19 97 0.545 0.167
Kocuria rosea 1.39 1.36 473 0.102 0.072
Bacillus 3.97
weihensthephanensis 0.079 97.35 0.880 0.256

Edad del cultivo 30 dias. Concentracién inicial de acrilamida 3 g/L. Mf = Datos de cultivo a los 30 dias

En la tabla 18 se presenta el resumen de los datos obtenidos de biomasa, de produccion de
amonio y actividad enzimética de imidasa por la degradacion de poliacrilamida. Las cepas
Planomicrobium sp., B. subtilis y la B. weihensthephanensis son las que presentan mayor
crecimiento celular, seguidas de la C. jejui y Serratia marcescens. Sin embargo, las cepas B.
subtilis y B. weihensthephanensis tienen la mayor actividad enzimatica, en segundo lugar se
encuentran C. jejui y Planomicrobium sp. Por otro lado, la mayor produccion de amonio es
reportada en Planomicrobium sp., S. marcescens y B. weihensthephanensis. Con estos
resultados se puede concluir que B. weihensthephanensis es la que degrada poliacrilamida en
un porcentaje mayor, posiblemente porque hay una mayor sintesis de la enzima que se refleja
en el valor de la actividad de la enzima imidasa, siendo el mayor de todas las cepas estudiadas
(Figura 29). También, Planomicrobium sp. y B. subtilis son la bacterias que degradan mas
cantidad de poliacrilamida de acuerdo a los datos obtenidos por la produccién de amonio
durante el proceso (Figuras 28 y 30). La relacion actividad/biomasa es de alrededor de 0.3-0.5
para Planomicrobium sp., B. subtilis y B. weihensthephanensis (datos no mostrados).Por otro
lado, A. luteolus tiene la menor produccién de amonio y valor de actividad enzimatica.

Posiblemente a mayor edad del cultivo (60 dias aproximadamente) se pudiera observar una

mayor degradacion de poliacrilamida y mayor valor de la actividad enzimética de la imidasa.
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Tabla 18. Biomasa, producciéon de amonio y actividad de imidasa en cultivos microbianos con
poliacrilamida

No. Biomasa (g/L) | Produccion de Actividad enziméatica
Cepa amonio (g/L) (As30nm)
Biomasa final Mf >Actividad reportada

1 Arthrobacter luteolus 1.27 0.043 0.060

2 Crocinobacterium jejui 1.40 0.051 0.122

3 Planomicrobium sp. 1.54 0.170 0.114

4 Serratia marcescens 1.40 0.063 0.105

5 |Bacillus subtilis 1.49 0.176 0.109

6 Kocuria rosea 1.32 0.069 0.144

7 Bacillus
weihensthephanensis 1.47 0.096 0.170

Edad del cultivo 30 dias. Concentracion inicial de poliacrilamida 1 g/L. Mf = Datos de los cultivos a los 30
dias

Haveroen et al. (2005) reportaron que enzimas extracelulares de bacterias aérobicas
desaminan la poliacrilamida formando amonio que puede ser transportado dentro de la célula
para usarlo como fuente de nitrégeno. Azomonas macrocytogenes y Pseudomonas spp
demostraron capacidad de usar la poliacrilamida como fuente de nitr6geno. La cantidad de
nitrégeno liberado fue de 0.2 g/L. Sugieren que la presencia de poliacrilamida puede estimular
las actividades bacterianas como metanogénesis, en ambientes anaerobios. Pero no hay
evidencia de que la poliacrilamida puede ser usada como fuente de carbono, debido al
crecimiento limitado. Campos et al., (2008).

B. weihensthephanensis tiene la mayor actividad enziméatica, seguida por K. rosea y C. jejui,
por lo cual estas bacterias son las que producen mas enzima en el medio de cultivo para

romper la cadena de poliacrilamida.

Se pensaria que la asimilacion de poliacrilamida es mas facil, ya que el compuesto no es téxico
por las bacterias, pero con los datos obtenidos de amonio, la asimilacion del monémero de
acrilamida es mayor, es probable que se necesite mas energia para romper la cadena del

polimero y después asimilar los productos formados, que utilizar el monémero solo (Anexo 8).

La degradacion de poliacrilamida se mide por parametros como el crecimiento y produccién de
amonio. Las bacterias asiladas del tracto digestivo de E. foetida, que presentaron mayor
crecimiento en el medio con poliacrilamida fueron Planomicrobium sp, B. subtilis y B.

weihensthephanensis. Las de menor crecimiento son: A.luteolus, C. jejuiy S. marcescens.
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Caesar-TonThat et al. (2008) aislaron bacterias aerébicas y heterotréficas del suelo tratado con
poliacrilamida y observaron que la adicién de poliacrilamida favorece el crecimiento y funcion
de las bacterias en el suelo. Algunas de estas cepas son similares a las encontradas en este
estudio.

Wen et al. (2009) en su investigacion obtuvieron un 70% de eficiencia de remocién de
poliacrilamida que es alcanzado a las 96 h a una concentracion de 0.5 g/L por B. cereus y B.
flexus, sus resultados indicaron que la PAM puede ser usada como fuente de carbono y
encontraron que concentracién de glucosa menor a 0.2 g/L mejora la degradacion de
poliacrilamida. Asi mismo que, los grupos amido de la cadena son rotos 0 metabolizados o

transformados o eliminados por las enzimas de las bacterias.
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7. CONCLUSIONES

Se aislaron 42 cepas de bacterias del tracto digestivo de E. foetida en agar TSA. De estas, 14
cepas crecieron en medio de cultivo minimo con 1 g/L de acrilamida como Unica fuente de

carbono. Y siete cepas en medio de cultivo minimo con 3 g/L de acrilamida

Se identificaron diez especies diferentes por pruebas bioquimicas comerciales, solo Serratia
marcescens y Bacillus subtilis, coincidieron con los resultados de la caracterizacion molecular

del 16S rARN y Kocuria sp, coincidié Unicamente con el género.

Se identificaron 13 cepas bacterianas a nivel de género y de especie mediante la
caracterizacion molecular de su 16S TrARN: Kocuria rosea, Serratia marcescens,
Planomicrobium sp., Arthrobacter oxydans, Microbacterium schleiferi, Bacillus subtilis,
Arthrobacter luteolus, Crocinobacterium jejui, Paenibacillus sp., Micrococcus yunnanensis,

Bacillus weihenstephanensis, Janibacter melonis y Kocuria sp.

B. subtilis, A. luteolus, C. jejui, S. marcescens, K. rosea, B. weihensthephanensis y

Planomicrobium sp, crecieron en medios de cultivo minimo con 3 g/L de acrilamida

B. subtilis, A. luteolus, C. jejui, S. marcescens, K. rosea, B. weihensthephanensis y

Planomicrobium sp, crecieron en medios de cultivo minimo con 1 g/L de poliacrilamida.

B. subtilis y B. weihensthephanensis presentaron la mayor densidad celular y el mayor
porcentaje de remocién de acrilamida (97%), acorde con la produccién de amonio y con el

mayor valor de la actividad de imidasa, de las siete bacterias estudiadas.

B. weihensthephanensis mostr6 ser la mejor productora de imidasas de acuerdo a los
resultados obtenidos de dicha actividad enzimatica en los medios de cultivo con acrilamida y

poliacrilamida donde crecio6.

La mayor produccion de amonio (0.170 g/L) se observd con Planomicrobium sp., y B. subtilis

cultivadas en medio minimo con 1g/L de poliacrilamida, siendo dos veces mayor que la
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concentracion obtenida con B. weihensthephanensis y cuatro veces mayor a la obtenida con
las otras bacterias usadas en el presente estudio.

A. luteolus y K. rosea probablemente consumen glucosa y acrilamida para degradar el
compuesto. S. marcescens y Planomicrobium sp. necesitan incrementar su biomasa con un
sustrato facil de asimilar, para adaptarse a la acrilamida. B. subtilis, B weihensthephanensis y

C. jejui, usan la acrilamida como fuente de carbono.

La mayoria de las cepas cultivadas en presencia de poliacrilamida, probablemente utilizaron la
glucosa como fuente para incrementar su biomasa, y después adaptarse a la poliacrilamida. C.

jejui no presentd este comportamiento, consume poliacrilamida desde el principio.

Se esperaba velocidades de crecimiento lento de las siete bacterias cultivadas, este parametro
posiblemente fue afectado por la toxicidad de la acrilamida, la complejidad del polimero y la
presencia de nuevos compuestos formados de la degradacién. Esto se refleja en los valores de
gp, gs y en los rendimientos Yp/s para acrilamida y Yp/x. Una forma de mejorar estos

parametros es probar nuevas condiciones de cultivo.

Se demostré la produccion de imidasa(s) en las siete cepas de bacterias cultivadas con
acrilamida o con poliacrilamida, mediante la determinacién de su actividad enzimatica, la

remocién de estos compuestos asi como la produccion de amonio.

Las bacterias aisladas e identificadas del tracto digestivo de E. foetida, no han sido reportadas
como cepas que producen imidasas y/o participen en la degradaciéon de acrilamida y/o
poliacrilamida. Pero con los datos obtenidos es probable que las cepas degradan acrilamida y

poliacrilamida, esta ultima en menor porcentaje.
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PERSPECTIVAS

1.- Estudiar la degradacion de acrilamida y poliacrilamida con las siete bacterias hasta 60 dias
de incubacion. Estudiar el efecto del pH y temperatura en dichos cultivos.

2.- Analizar las siete cepas que no se estudiaron en este trabajo, ya que no fueron tomadas en
cuenta por crecer lento en acrilamida, pero si crecieron en poliacrilamida como Unica fuente de

carbono.

3.- Llevar el estudio a nivel de un biorreactor de tanque agitado de 5 L.
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9. ANEXOS
ANEXO 1

Para determinar la concentracién de glucosa se debe preparar una curva de calibracion y las
muestras como se muestra en la siguiente tabla:

Tubo Blanco | 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 |11 | M*
Medio (uL) 600 57 |54 |48 |42 |36 |30 |24 |18 |12 |60 |- -
0 0 0 0 0 0 0 0 0

Glucosa - 30 |60 |12 |18 |24 |30 |36 |42 |48 |54 |60 |-

(300pg/mL)(uL) 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Reactivo 400 40 (40 |40 |40 |40 |40 |40 |40 |40 |40 |40 |40

Ac 3.5 DNS 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

(pL)

Muestra * 60
0

Las muestras se tratan como la fila y columna M*. Todos los tubos se colocan en bafio maria a
ebullicién durante 5 minutos.

Enfriar en bafio de hielo y leer en el espectrofotometro a 540 nm ajustando con el blanco.
Para preparar el reactivo del Acido 3,5 Dinitrosalisilico:

Pesar 5.3 g del Ac. 3,5 DNs y 9.9 g de NaOH en 700 mL de agua destilada. Adicionar uno a
uno, disolviendo primero ants de adicionar el siguiente, los reactivos: 153 g de tartrato de sodio
y potasio, 8.8 g de fenol y 4.16 g de metabisulfito de sodio, en ese orden.
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ANEXO 2

Tabla 19. Morfologia colonial de las bacterias aisladas de E. foetida

Bacteria Tamafo Color Forma Elevacion Borde Luz Reflejada Luz transmitida
(cm)
1-1-2-col ama 0.3 Amarilla Circular Convexa Entero Brillante Transllcida
3-2 0.5 Anaranjado Irregular Convexa Ondulado Brillante Transllcida
4-1 0.5 Amarilla Circular Convexa Entero Brillante Transldcida
4-2 0.5 Amarilla Circular Convexa Entero Brillante Transllcida
5 04 Blanca Irregular Plana Entero Mate Transparente
5 col ama 0.2 Amarilla Circular Convexa Entero Brillante Transllcida
5 col ana 0.2 Anaranjado Circular Convexa Entero Brillante Transllcida
5 col blanca 0.5 Blanca Irregular Plana Ondulado Mate Transllcida
blanca
5 col blanca 2 0.5 Blanca Circular Convexa Entero Brillante Transllcida
5 col b/ana
6-1 0.2 Blanca Circular Convexa Entero Brillante Transldcida
6-2 0.1 Blanca Circular Convexa Entero Mate Transldcida
7N 0.2 Blanca Circular Plana Entero Brillante Transllcida
7B 0.2 Blanco/ Circular Plana Entero Mate Translucida
Anaranjado
7Rosa 0.2 Rosa Circular Plana Entero Brillante Transparente
7R 0.1 Rosa Circular Plana Entero Mate Transparente
8R’ 0.5 Blanca Circular Convexa Entero Brillante Transllcida
872 0.2 Blanco Circular Convexa Entero Mate Transparente
9-1-A 0.3 Blanca Circular Plana Entero Mate Transparente
9-1-1 0.2 Anaranjado/r Circular Plana Entero Mate Transllcida
0jo
9-1 0.2 Rojo Circular Convexa Ondulado Brillante Transllcida
9-2
9-2-R 0.2 Rojo/rosa Irregular Convexa Entero Brillante Transllcida
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9-2ana 0.4 Rojo/ Circular Convexa Ondulado Mate Translucida
Anaranjado
10ccl 0.2 Blanca Irregular Umbilicad | Ondulado Mate Transllcida
a
10cc2 0.5 Blanca Irregular Umbilicad | Ondulado Mate Translucida
a
10cc2-1 0.2 Blanca Circular Plana Ondulado Brillante Transldcida
11-A-1 0.5 Blanca Circular Convexa Entero Mate Translicida
1lanal*
llanal 0.5 Anaranjado Circular Plana Entero Brillante Translicida
1lana(l)
11-2 0.3 Anaranjado circular Plana Ondulado Mate Transparente
1lana2*
11 ana 2 0.3 Anaranjado circular Plana Ondulado Mate Transparente
1lana2*ana- 0.4 Blanca Irregular Plana Entero Brillante Transllcida
blanca
1lana2*ana 0.5 Anaranjado Circular Convexa Entero Brillante Translucida
b/ana claro
11 0.4 Anaranjado Circular Plana Ondulado Mate Transllcida
0Sscuro
13 AST 0.5 Anaranjado Irregular Convexa Ondulado Brillante Transparente
claro
15-1 0.2 Blanco Irregular Plana Ondulado Mate Transparente
15-1-B 0.2 Blanco Circular Convexa Entero Mate Transldcida
15-1-R 0.2 Rojo circular Convexa Entero Brillante Transldcida
15-2 0.2 Rojo Circular Convexa Entero Brillante Translicida
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ANEXO 3

Tabla 20. Resultados de Prueba de Gram

Coco Positivo
Coco Positivo

4-1 Coco Positivo
Coco Positivo
Coco Positivo
Coco Positivo
Bacilo Positivo
Bacilo Negativo
Bacilo Positivo
Bacilo Negativo
Coco Negativo
Coco Negativo
Coco Negativo
Coco Positivo
|  7Rosa | Coco Positivo
Coco Positivo
I Coco Negativo
&2 00| Coco Negativo
Coco Positivo
I = & Coco Negativo
Bacilo Negativo
Coco Negativo
Coco Negativo
Bacilo Negativo
Bacilo Positivo
Bacilo Positivo
Coco Negativo
Coco Negativo
Bacilo Negativo
Coco Negativo
Coco Positivo
Coco Negativo
Coco Positivo
Coco Positivo
Coco Positivo
Bacilo Positivo
Coco Positivo
Coco Negativo

15-1 Coco Negativo
Cocobacilo Negativo
Cocobacilo Negativo

15-2

Bacilo Negativo
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ANEXO 4

Tabla 21. Resultados de la caracterizacion de bacterias gram (-) aisladas por pruebas bioquimicas. Pruebas API

Prueba Reaccion / Enzimas Bacterias
5col 9-1 9-2 | 9-2-R | 5col/b | 15-1-R | 15-1- 15-2
blanca ana ana blanca
blanca
ONPG Beta-galactosidasa - + + + + + + +
ADH Arginina deshidrolasa - - + - - - - -
LDC Lisina descarboxilasa - + + + - + + +
ODC Ornitina descarboxilasa - + + + - + + +
CIT Utilizacién del citrato - + + + - + + +
H2S Produccion de H,S - - - - - - - i
URE Ureasa - - - - - - - -
TDA Tript6fano desaminasa + + + + + + + +
IND Produccion de indol - + + + - + - +
VP Produccion de acetoina + - + + - + + +
(Voges-Proskauer)
GEL Gelatinasa - + + + + + + +
GLU Fermentacién/oxidacion - + + + - + + T
de glucosa
MAN Fermentacién/oxidacion - + + + - + + T
de manitol
INO Fermentacion/oxidacién - - - - - - - +
de inositol
SOR Fermentacion/oxidacién - + - + - + + +
de sorbitol
RHA | Fermentacion/oxidacion - - - - - - - -
de ramnosa I
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SAC

Fermentacion/oxidacion
de sacarosa

MEL

Fermentacion/oxidacion
de melobiosa

AMY

Fermentacion/oxidacion
de amigdalina

ARA

Fermentacion/oxidacion
de arabinosa

Bacteria identificada

Alcaligenes spp.

Serratia marcescens

Serratia marcescens

Serratia marcescens

Xhantomonas maltophilia

Serratia marcescens

Serratia marcescens

Serratia marcescens




Tabla 22. Resultados de las pruebas bioquimicas de bacterias gran positivas. Pruebas BBL Crystal
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Prueba Reaccidn Bacterias Gram positivas
o s | ¢g
£ N © @© X % o
S Jalalalal® |8 |8|5 |2 |y |- |8 |2 |2
S 3| < |28 |8 |3ls g |8 |2 |5 |&a |& o
o ~ o © | o — — - - © e
< b |0 w® ¢ |- |§ |8
i
FCT Control + |+ | + | + + + + + T T
negativo
Fluorescente
FGC 4MU-B-D- + | - - - + + + + + +
glucosida
FPR L-prolina- -+ |+ ]+ - + - - - -
AMC
FAR L-arginina- -+ |+ ]+ + + - - + -
AMC
FME L-metionina- + |+ | + | + n + . N T
AMC
FCE 4MU-B-D- - - -] - + - + + -
celobiosa
FHO 4MU-fosfato - -+ - + - + + + n
FPY L-acido - - -+ - - + + -
piroglatamico-
AMC
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FTR L-triptofano- + | + |+ + + + + - - + +
AMC
FVA | L-valina-AMC -+ |+ - - + - - - ¥
FPH L-felilalanina- + | + | + + + + + + + + +
AMC
FGS 4MU-a-D- + | + | + + + + + + + + -
glucosida
ARA Arabinosa - - - - - - - - - _
MAL Maltosa - -] - - - - - - - ¥
DXT Dextrina - -] - - - - - - - ¥
MNT Manitol - - - - - - - - R i
GAL Galactosa - - - - - - - - R _
AGN N-acetil-D- - -] - - - - - - - ¥
glucosamina
TRE Trialosa - -] - - - - - - - n
MNS Manosa - - - - - - - R _ -
MTT Maltotriosa - | - - - - - - - n
POG | ONPG & p-n- + | - - + + - - + + + +
p-B-D-
glucosida
AGL p-n-p-B-D- + |+ |+ + + - + + + + +
glucosida
PCE p-n-p-a-D- - + - - + - + + + + -
celobiosida
BGL | p-n-p-B-D- + | - - + + - + + + + +
glucosida
PHO p-n-p-fosfato - - - - - - - + T T +
PPG p-n-p-B-D- - -+ - + - - + + -
galactosida &
p-n-p-a-D-
galactosida
URE Urea - + - - + - - - - -
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Figura 31. Pruebas Bioquimicas API 20E de algunas bacterias asiladas de E. foetida.
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ANEXO 5

a) b)

Figura 32. Morfologia microscopica de bacterias gram negativas. a) 5 blanca blanca, b) 9-
2-R, c) 15-1-b

a) b) c)

c) d) e)

Figura 33. Morfologia microscépica de bacterias gram positivas. a) 4-2, b) 10 cc2, c) 11
ana2*b/ana,d)11anal1(l)ye) 7B
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03.40.01

a) b) c)

Figura 34. Morfologia microscépica de bacterias gram positivas: a) 10 ccl, b) 11y c) 1-1-
2 col ama
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ANEXO 6
Ejemplo de Secuencia Completas Gram positiva
1-1-2- col ama

GNNNGNTNTGNGNNGCTAAACTGCAGTCGACGATGAAGCCCGGCATGCTGGGTG
GATTAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGAGTAACCTGCCCTTAACTCTGGGAT
AAGCCTGGGAAACTGGGTCTAATACCGGATAGGAGCGTCCACCGCATGGTGGGT
GTTGGAAAGATTTATCGGTTTTGGATGGACTCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGA
GGTAATGGCTCACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGTGACCGGC
CACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAAT
ATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGC
CTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGTAGGGAAGAAGCGAAAGTGACGGTACCTGCA
GAAGAAGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCGA
GCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGTTTGTCGCGTCTGT
CGTGAAAGTCCGGGGCTTAACCCCGGATCTGCGGTGGGTACGGGCAGACTAGAG
TGCAGTAGGGAGACTGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGGAATGCGCAGATATCAGG
AGGAACACCGATGGCGAAAGCAGATCTGCGGTGGGTACGGCAGACTAGAGTGCA
GTAGGGAGACTGAATTCCTGGTGTAGCGGTGGAATGCGCAGATATCAGGAGAAC
ACCGATGGCGAAGGCAGGTCTCTGGCTGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCAT
GGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGTTGGGCAC
TAGGTGTGGGGACCATTCCACGGTTTCCGCGCCGCAGCTAACGCATTAAGTGCC
CCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCC
GCACAAGCGGCGGAGCATGCGGATTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCA
AGGCTTGACATGTTCTCGATCGCCGTAGAGATACGGTTTCCCCTTTGGGGCGGGT
TCACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAA
GTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGTTCCATGTTGCCAGCACGTAGTGGTGGGGA
CTCATGGGAGACTGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGAGGACGACGTCAAATC
ATCATGCCCCTTATGTCTTGGGCTTCACGCATGCTACAATGGCCGGTACAATGGG
TTGCGATACTGTGAGGTGGAGCTAATCCCAAAAAGCCGGTCTCAGTTCGGATTGG
GGTCTGCAACTCGACCCCATGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCAAC
GCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCAAGTCACGAAA
GTCGGTAACACCCGAAGCCGNGAGCCGAACCTCAGGCTCGAGCCGTACNNNTAN
AGCGNCANCNAGNNNNNNN

Ejemplo de secuencias completas de bacterias gram negativas
9-2-R

NNCATNNCGNNGCTTACACATGCAGTCGAGCGGTAGCACAAGGGAGCTTGCTCC
TGGGTGACGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGTCTGGGAAACTGCCTGATGGAG
GGGGATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACCGCATAACGTCGCAAGACCAAAGA
GGGGGACCTTCGGGCCTCTTGCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTAGTA
GGTGGGGTAATGGCTCACCTAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGAC
CAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGG
GAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAA
GGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTCAGCGAGGAGGAAGGTGGTGAGCTTAATAC
GCTCATCAATTGACGTTACTCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAG
CCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGC
ACGCAGGCGGTTTGTTAAGTCAGATGTGAAATCCCCGGGGCTCAACCCTGGGAA

M
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CTGCATTTGAAACTGGGCAAGCTAGAGTTCTCGTAGAGGGGGGTAGGAAATNCCA
AGGTGTAGCCGGTGGAAATGCGTAGGAGAATCTTGGAAGGGAATACCGGGTGGG
CGAAAGGCGGCCCCCTGGGANGAAAGACTGGAGCGTTTGTTAAGGTCAGAATGT
GAAATGGGCTCAACCTTGGAACTGCCTTTGAAACTGCAAGCTAGAGTCTTCGTAG
ANAGGGGGTAGAANNAGGTGTAGCGGTTAAATGCGTAGANGATTCTGGAGGAAT
ACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACGAAAGACTGACGCTCCAGGTGCGGAA
AGCGGTGGGGGAGCAAACAGGATAGATACCNGGTAGNCCACCGCTGTAAACGAT
GTCGATTTGGAGGTTGTGCCCTTGAGGCGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAAT
CGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGG
CCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTAC
CTACTCTTGACATCCAGAGAACTTAGCAGAGATGCTTTGGTGCCTTCGGGAACTC
TGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGTTAAG
TCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTTGTTGCCAGCGGTTCGGCCGGGAACT
CAAAGGAGACTGCCAGTGATAAACTGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCAT
CATGGCCCTTACGAGTAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGTATACAAAGAGAA
GCGACCTCGCGAGAGCAAGCGGACCTCATAAAGTACGTCGTAGTCCGGATTGGA
GTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTAGATCAGAATGC
TACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGG
GGTTGCAAAAGAAGTAGGTAGCTTAACCTTCGGGAGGGCGCTANNANNTTGGATN
NTNNCNN
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ANEXO 7
Ejemplos de arboles filogenéticos:
49 Planomicrobium alkanoclasticum strain QT3+
50 Planomicrobium chinense partial strain DX3-12T
Planomicrobium glaciei strain 0423
26
99 7B

Planomicrobium mcmeekinii strain S23F2

% Planomicrobium okeanokoites strain SJ111

Planomicrobium psychrophilum strain CMS 53or

Planomicrobium koreense strain WT024

51

Planomicrobium sp. 1001K

0.002

Figura 35. Posicidn filogenética de la bacteria 7B. El arbol se construy6 con secuencias
completas. El &rbol esta dibujado a escala con las longitudes de las ramas en las
mismas unidades que las distancias evolutivas utilizadas para inferir el arbol. Se utilizé
el algoritmo “Neibor-joining”y método de Tamura-nei. La bacteria 7B tiene una similitud

del 99% con Planomicrobium sp.
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%9 Kocuria polaris strain CMS76or
» Kocuria rosea strain I-7R
81 Kocuria aegyptia strain YIM 70003

59 Kocuria himachalensis strain KO7-05

80 11ana2
Kocuria turfanensis strain GJM817
Kocuria flava strain RZB-03
% Kocuria halotolerans strain YIM 90716
Kocuria kristinae
51 Kocuria sp. 08EPH119
Kocuria assamensis strain S9-65
'Kocuria palustris strain R-39201
91 Kocuria carniphila strain JAO6
# Kocuria gwangalliensis strain SJ2
Kocuria atrinae

99

97

100

Kocuria marina strain ICIRC146

Kocuria rhizophila strain KL-057
92 Kocuria varians strain G33

0.005

Figura 36. Posicidn filogenética de la bacteria 11 ana2*. El arbol se construy6 con

secuencias completas. El arbol esta dibujado a escala con las longitudes de las ramas

en las mismas unidades que las distancias evolutivas utilizadas para inferir el arbol. Se

utilizé el algoritmo “Neibor-joining”y método de Tamura-nei. La bacteria 11 ana2* tiene

una similitud del 80% con kocuria himachalensis.



Produccién de Imidasas por las bacterias del tracto digestivo de Eisenia foetida

64| 11ana2*a/blanca
4{ Bacillus weihenstephanensis strain NK86A
Baciltus thuringiensis strain 272-1
Baciftus marcorestinctum strain LQQ
H“ Bacillus cereus strain P64
Baciflus alkalitolerans
Bacillus pseudomycoides strain EI-1

87

Bacillus samanii strain 99

Bacillus cytotoxicus strain CVUAS 2979
Baciflus vireti strain Y252

Bacillus granadensis strain PL12

Bacillus fuciferensis strain B174

S Bacillus sporothermodirans isolate 19

0.005

Figura 37. Posicién filogenética de la bacteria 11 ana2*anablanca. El arbol se construyo
con secuencias completas. El &rbol esta dibujado a escala con las longitudes de las
ramas en las mismas unidades que las distancias evolutivas utilizadas para inferir el
arbol. Se utiliz6 el algoritmo “Neibor-joining”y método de Tamura-nei. La bacteria 11

ana2*anablanca tiene una similitud del 64% con Bacillus weihensthephanensis
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ANEXO 8
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Figura 39. Degradacién de acrilamida por Crocinobacterium jejui: A) (-- @--) Biomasa-(- -m- -)
Acrilamida residual, B) (--@--) Biomasa —(- -m- -) Actividad enzimatica, C) (-- @--) Acrilamida residual-(- -
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Figura 41. Degradacion de acrilamida por Kocuria rosea: A) (-- @--) Biomasa-(- -m- -) Acrilamida
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Figura 45. Degradacion de poliacrilamida por Kocuria rosea: A) (-- @--) Biomasa-(- -u- -)
Actividad enzimaética, B) (--@--) Biomasa —(- -m- -) Producciéon de amonio, C) (--@--) Biomasa-
(- -m- -) Consumo de glucosay D) (-- @--)Actividad enzimatica (--m- -) Produccién de amonio.




Produccién de Imidasas por las bacterias del tracto digestivo de Eisenia foetida

ANEXO 9

Buffer de Hipoclorito de sodio: Pesar 9.96 g de fosfato de sodio dibasico isolver en 65
mL de agua destilada en agitacion magnética hasta que esté completamente disuelto

y transparente.

Disolver 2.96 g de Hidréxido de Sodio en 10 ml de agua destilada y agregar a la

solucion anterior lentamente en agitacion magnética.

Posteriormente agregar 10 mL de hipoclorito (cloralex) agitar hasta homogenizar.
Medir pH, en caso necesario ajustar hasta 13 con solucidén de hidroxido de sodio 1M.
Determinacion de acrilamida

Para determinar el compuesto se realiz6 una curva tipo partiendo de un estandar de
acrilamida a una concentracibn de 100ug/mL, y se trabajo con diferentes
concentraciones: 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80 y 100 ug/mL. Para determinar la
concentracion de acrilamida en las muestras, se tom6 5 mL de medio de cultivo cada
dos dias, y algunas muestras se centrifguraron a 6000 rpm por 1 min. La curva tipo y
las muestras se midieron a 210 nm con un Espectro UV-visible Cintra 10e BGC.
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ANEXO 10

Asistenciay Participacion al XXXVI Congreso Nacional de Microbilogia, Morelia,
Michoacan, Junio 2010

Microorganismos del tracto digestivo de Eisenia sp. biosélidos Industriales.

llse Yazmin Arciniega-Carredn, Ma. de Lourdes Moreno-Rivera, Ma. Del Carmen
Oliver-Salvador, M Olivia Franco-Hernandez
Unidad Profesional Interdisciplinaria de Biotecnologia Av. Acueducto S/N Col. La Laguna
Ticoman,
Tel 57296000 Ext 56324 Email: ofranco@acei.upibi.ipn.mx
Palabras clave: Eisenia foetida, lombricomposta.

Introduccion
Una alternativa para el tratamiento de basura orgénica y algunos compuestos téxicos es el
vermicomposteo con Eisenia foetida, en conjuntos con los microorganismos del suelo
transforman los desechos en algo més facil de biodegradar para mejorar la calidad del suelo.
En el intestino de la lombriz ocurren procesos de fraccionamiento, desdoblamiento, sintesis y
enriquecimiento enzimatico y microbiano, incrementando significativamente la velocidad de
degradacion y mineralizacion del residuo y la capacidad de eliminar microorganismos
patégenos de plantas y animales. Pero aun se desconoce el mecanismo completo de este
proceso. El objetivo es identificar las poblaciones microbianas en el tracto digestivo de Eisenia
sp. Por técnicas convencionales y moleculares.
Materiales y Métodos
Las poblaciones microbianas fueron aisladas del tracto digestivo de Eisenia sp., por medio de
lava-dos con solucién salina, las muestras se cultivaron en medios diferenciales (Agar Sellers y
Sanders) y un medio general (TSA). Las colonias aisladas se sometieron a pruebas de Gram y
bioqui-micas para identificar su género. La amplificacién del gen 16S rDNA fue realizada con
iniciadores p27F(5’AGA GTT TGA TCCTGG CTC AG-3’) y p1525R (5'GTT ACC TG TTA CGA
CTT-3). La busqueda de secuencias similares a la de la obtenida se realizd6 por medio del
programa BLAST1, las busqueda de secuencias en el orden de familia fue realizada en el
programa Tax Browser . Las alineaciones se realizaron en el programa CLUSTAX. Los arboles
filogenéticos fueron construidos con el programa Mega 3.
Resultados y discusion
Se aislaron 300 colonias de las cuales mediante pruebas bioguimicas se logré obtener el
género solo de 16. Mas del 50% de estas bacterias se pueden adaptar a diferentes fuentes de
carbono. Los arboles filogenéticos fueron construidos a nivel de familia. La cepa Conl, 20, 13y
27 resultaron tener como la especie mas ¢ ercana Bacillus sonorensis EF433411 con el 98%, a
Bacillus pumillus EF203211 con el 96% Sthaphylococcus warneri L37603 con el 98% y a
Planococcus citreus AM180768, con el 99% de similitud respectivamente.
Conclusiones

1. Los géneros identificados, poseen propiedades bené-ficas para la biorremediacion del

ambiente.
2. Los métodos de identificacion molecular y conven-cional son complementarios.
3. EI 82% de las bacterias aisladas son desnitrificantes proceso que ayuda a la
recuperacion del N2 que se pierde en la atmosfera

Agradecimientos.
Unidad Profesional Interdisciplinaria de Biotecnologia.
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Biol. 215:403- 410.

Edwards, A. 1984. The use of earthworms in the break-down and Management of organic

wastes. Ed. Earth-worm Ecology..
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Asistencia y participacién en el 7° Encuentro Nacional de Biotecnologia del Intituto
Politécnico Nacional, Mazatlan, Sinaloa Octubre 2010.

BACTERIAS AISLADAS DEL TRACTO DIGESTIVO DE E. FOETIDA TOLERANTES A
ALTAS CONCENTRACIONES DE ACRILAMIDA.

llse Yazmin Arciniega-Carreén, Ma. de Lourdes Moreno-Rivera, Ma. Del Carmen
Oliver-Salvador, M Olivia Franco-Hernandez*

Unidad Profesional Interdisciplinaria de Biotecnologia Av. Acueducto S/N Col. La Laguna
Ticoman,

Tel 57296000 Ext 56324 Email: ofranco@acei.upibi.ipn.mx
Palabras clave: Eisenia foetida, lombricomposta.

Introduccién. Una alternativa para el tratamiento de algunos compuestos téxicos como la
acrilamida (AM), es el vermicomposteo con Eisenia foetida. En conjunto con los
microorganismos del suelo transforman los desechos en compuestos biodegradables para
mejorar la calidad del suelo. En el intestino de la lombriz ocurren procesos de
fraccionamiento, desdoblamiento, sintesis y enriquecimiento enzimético y microbiano,
incrementando significativamente la velocidad de degradacién y mineralizaciéon del residuo,
pero aun se desconoce el mecanismo completo del proceso. El objetivo es aislar poblaciones
microbianas del tracto digestivo de Eisenia sp. y analizar la tolerancia de los microorganismos
por la acrilamida.

Metodologia. Se obtuvieron muestras de la lombriz roja californiana de la vermicomposta
cultivada con desechos organicos y lodos, se realizaron lavados con solucion salina al 3%
durante 10 minutos. En tubos conteniendo solucién salina estéril se hizo diluciones mismas que
fueron sembradas en medio TSA, agar seller y Sanders. Se incubé a 35°C durante 24h,
trascurrido ese lapso de tiempo se procede a la seleccidon de cepas con morfologia colonial
diferente entre ellas, siendo sembradas en tubos de 13/100 con medio TSA.

Resultados y discusion. Para el aislamiento, se consideraron las diferencias morfolégicas,
bioquimicas y de tolerancia a la concentracion de AM. Se aislaron 14 cepas. La mayoria
resultd translucida, de forma circular y con tamafios de radio iguales o menores a los 0.5 cm.
Se obtuvieron colonias de color naranja, amarillo y blanco, el crecimiento fue de forma filiforme
y equimulado. Se encontraron cocos Yy bacilos, negativos y positivos Como se puede observar
en el cuadro 1, la cepa 4-1, 4-2, 10-cc-2 y 7B son las que crecen y toleran hasta 1g/L. Las
cepas 6-1, 6-2, 7N, 8R’. 9-1, 11-A-1, 11-ana-1 y 11-ana-2 presentan crecimiento hasta 500
mg/L de AM. Las cepas 3-2 y 13 AST, no crecieron a ninguna concentracion de AM. Con estos
resultados se puede descartar aquellas bacterias que no crecieron en el medio, debido a que
no utilizan la AM. Se pretende encontrar Pseudomonas y Bacillus que de acuerdo a diversos
autores han demostrado que son capaces de usar poliacrilamida como fuente de carbono y
nitrégeno. Para comprobar estos resultados es necesaria la identificacibn de los
microorganismos por técnicas convencionales y técnicas de biologia molecular.

Conclusiones y perspectivas. Las cepas con mayor tolerancia fueron la 4-1, 4-2 y 10 cc2,
creciendo en concentraciones de 1g/L de acrilamida y pueden pertenecer a las bacterias
reportadas que utilizan la poliacrilamida como fuente de carbono. Estas cepas, seran
identificadas y se les realizara pruebas para determinar si producen la enzima imidasa, es
posible que estas bacterias utilicen la enzima para degradar este compuesto con mayor
facilidad.

Agradecimientos. Unidad Profesional Interdisciplinaria de Biotecnologia a CONACyYT vy al
ICYTDF.
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Asistenciay participacion en el VIIl Encuentro Participacion de la Mujer en la

Ciencia, Guanajuato, Mayo 2011

BACTERIAS AISLADAS DEL TRACTO DIGESTIVO DE EISENIA FOETIDA
TOLERANTES A ALTAS CONCENTRACIONES DE ACRILAMIDA
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Introduccién. Una alternativa para el tratamiento de algunos compuestos téxicos como la
acrilamida (AM), es el vermicomposteo con Eisenia foetida. En el intestino de la lombriz
ocurren procesos que incrementan la velocidad de biodegradacién de un compuesto. El
objetivo es aislar e identificar poblaciones microbianas del tracto digestivo de Eisenia sp. y
analizar la tolerancia de los microorganismos por la acrilamida.

Metodologia. Los microorganismos aislados del tracto digestivo fueron sembrados en medio
TSA. Con las colonias aisladas se realizaron los ensayos de crecimiento en un medio que
contenia diferentes concentraciones de acrilamida. Las bacterias que crecieron hasta 1g/L se
identificaron por técnicas de biologia molecular. Se amplificé el gen 16S y la basqueda de
secuencias similares a la de la obtenida se realiz6 por medio del programa BLAST. Fue
construido un arbol filogenético con el programa Mega 5.

Resultados y discusion. Para el aislamiento de microorganismos, se considerd la morfologia
y tolerancia a la concentracion de AM. Se identificaron 4 bacterias que crecieron hasta
concentraciones de 1g/L, de las cuales se elabord su arbol filogenético a nivel familia. La
bacteria 1-1-2 col ama tiene una identidad del 99% con micrococccus yunnanensis; 15-1-R con
Serratia nametodiphila; 10cc2 con Bacillus subtilis y 11 ana 2* blanca con Bacillus
weihestephanensis.

Conclusiones. Las bacterias crecieron hasta una concentracion de 1g/L de acrilamida. Se
identifico que las bacterias pertenecen al genero de Micrococcus yunnanensis, Serratia
nametodiphila, Bacillus subtilis y Bacillus weihenstephanensis. Los géneros identificados,
poseen propiedades benéficas para la biorremediacion del ambiente.
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