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Resumen

los contaminantes presentes. Algunas de estas bacterias son capaces de trans-

formar algunos contaminantes a sustancias menos toxicas. Tres cepas aisladas
de sedimentos del Rio Lerma resistieron concentraciones superiores a 207 mg L™
de Cr(VI) y lo transformaron. La capacidad de transformacion del Cr(VI) en orden
descendente fue: Pseudomonas entomophila L48 > Pseudomonas cedrina CFML 96-
198 > Pseudomonas graminis DSM 11363. Por otro lado, ocho cepas con diferentes
porcentajes de transformacion de metil paration (pm) fueron aisladas. Las cepas resis-
tieron concentraciones superiores a 1,052 mg L. La capacidad de trasformacién del
pMm en orden descendente fue: Comamonas testosteroni KS 0043 > Achromobacter
denitrificans DSM 30026> Rhodococcus qgingshengii djl-6 > Achromobacter spanius
LMG 5911 > Pseudomonas meridiana CMS 38 > Pseudomonas veronii CIP 104663
> Pseudomonas nitrorveducens 1AM 1439 > Microbacterium esteraromaticum DSM
8609. Estas bacterias presentan un potencial biotecnoldgico en la remediacion de
cuerpos de agua o en tratamientos de agua para uso industrial.

E 1 rio Lerma esta poblado por diversas bacterias que se han vuelto resistentes a
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introduccion

El Cr(VI) y el Metil Paration (pm) son contaminantes de origen industrial y agri-
cola que se encuentran en el Rio Lerma y que representan problemas para la salud
publica. Existen propuestas para la remediacion del rio como las expresadas en el
Plan Nacional de Desarrollo 2007-2012, sin embargo, éstas han sido insuficientes
para evitar y controlar los problemas de contaminacion. El agua del Rio Lerma
esta poblada de diversos microorganismos que por presion selectiva se han hecho
resistentes a los contaminantes presentes. En un anélisis bacterioldgico realizado
en las localidades de Lerma y Atlacomulco se reporta la presencia de las siguientes
especies en la columna de agua del rio: Enterococcus sp., Enterococcus faecium,
Aeromonas hydrophila, Klebsiella oxytoca, Enterobacter cloacae, Escherichia
coli, Hafnia alvei, Klebsiella pneumoniae, y Acinetobacter iwoffi (Lima, 2007).
Algunas de estas bacterias podrian ser capaces de degradar los contaminantes y
transformarlos a sustancias menos toxicas. En este sentido, las bacterias aisladas
de los sedimentos (excepto las patogénicas) pueden ser utilizadas en la remediacion
de cuerpos de agua contaminados.

La composicion quimica del Rio Lerma es compleja debido al origen varia-
ble de las aguas residuales que lo contaminan: industria quimica, petroquimica,
destiladora, textil, peletera, alimenticia, maderera, metalurgia, metal-mecanica,
minera y cantera, asi como escurrimientos proveniente de tierras de uso agrico-
la y vertidos de agua residual doméstica (Sotelo et al., 2005). En este sentido,
las descargas de diferentes origenes que alimentan el rio, proveen de un medio
propicio para el desarrollo de bacterias resistentes por medio de la inhibicion
de las poblaciones sensibles. Por otro lado, los sedimentos almacenan metales y
compuestos organicos e inorganicos que sirven de sustrato a algunas especies de
comunidades microbianas. Los metales en el Rio Lerma se encuentran asociados
principalmente a los sélidos suspendidos y a los sedimentos (Avila et al., 1999),
de ahi su potencial para encontrar bacterias resistentes a metales pesados. El cro-
mo (Cr) es un metal pesado ampliamente utilizado en la industria para el curtido
de pieles, electrogalvanizado, manufactura de pinturas y pigmentos, e industria
de fertilizantes (Sotelo et al., 2005). El Cr(VI) se encuentra generalmente bajo
la forma de aniones cromatos o dicromatos solubles en agua. Por otra parte,
el Cr(IIl) forma complejos altamente estables con gran3cant1dad de sustancias
y puede ser enc30ntrad0 en forma catidnica (Cr(H O) , Cr(OH) Cr(OH) Yo
aniénica (CrCl ~, Cr(OH) ). El Cr(III) es esencial pard los mamiferos, mierftras
que el Cr(VI) & muy toxico (Sahayam, 2002). Es por ello, que la reduccién de
Cr(VI) a Cr(III) representa la manera de descontaminar aguas o suelos con cromo
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hexavalente. La dosis letal 50 (LD, ) en mamiferos es de 3-30 mg kg' de peso
corporal (Singh & Walker, 2006) y dada su peligrosidad en humanos, diversas
agencias regulatorias (/nternational Agency for Research on Cancer (1ARC) y la
Organizacion Mundial de la Salud (oms)), clasifican al Cr(VI) como un toxico de
atencion prioritaria (1aArc, 2008; wHo, 1996).

La Agencia de Proteccion Ambiental de Estados Unidos de América (Epa, 2010)
establece una concentracion maxima permitida de 0.1 mg L' de Cr total para agua
potable. La oms establece que el valor de 50 pg L' de Cr(VI) es demasiado alto, com-
parado con su alto riesgo carcinogénico por inhalacién y su genotoxicidad (WHO,
1996). En el caso del Rio Lerma se han reportado concentraciones de hasta 297 mg
kg!'en sedimentos (Zarazaa, 2008), las cuales superan con creces las normas de la
EPA Y la oMms.

Por otro lado, los plaguicidas mayormente usados a nivel mundial son los or-
ganofosforados, representando mas de 36% del total del mercado (Kanekar ef al.,
2004). El Metil Paration (O,0-dimetil O-4-nitrofenilfosforotioato) (pM) es un in-
secticida organofosforado no selectivo utilizado ampliamente en la agricultura del
Valle de Toluca que llega por filtracidon y escorrentia a los cauces del Rio Lerma. Se
han analizado las concentraciones de pm en muestras de sedimentos e invertebrados
de la presa Ignacio Ramirez que es uno de los abastecedores de agua de este rio,
reportando su presencia en alta concentracion en sedimento (0.013 y 0.001 mg kg™)
en época de secas (De la Vega-Salazar et al., 1999). El pm es rapidamente absorbi-
do via oral, dermal y por inhalacidn, luego se distribuye en los tejidos del cuerpo
humano pudiendo causar dolor de cabeza, mareos, ansiedad, confusiéon mental,
convulsiones y coma, ademas de depresion del centro respiratorio (wHo, 1986).
La inmunotoxicidad de los compuestos organofosforados en humanos y animales
silvestres ha sido revisada por Galloway y Handy (2003). La dosis letal 50 (LD, )
en mamiferos es de 3-30 mg kg!' de peso corporal (Singh & Walker, 2006). El pm
tiene una vida media de 25 a 130 dias y puede ser degradado por la luz solar, sin
embargo, esto dependera de factores ambientales como pH, temperatura y carga
microbiana. Si el pM se encuentra en altas cantidades puede tardar afios en degra-
darse (EXTOXNET, 1996).

Por tal motivo, este estudio se enfoco en el muestreo, aislamiento, seleccidn e
identificacion de bacterias de sedimentos del Rio Lerma capaces de transformar el
Cr(VI)y pM a sustancias menos tdxicas para ser aplicadas en sistemas de biorre-
mediacion.
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Métodos

El muestreo de sedimento se realizo en abril del 2009, se eligieron tres sitios del Rio
Lerma cercanos a zonas industriales y agricolas altamente contaminados (Fall et al.,
2007). Los puntos de muestreo se describen en la Tabla 7.1.

Tabla 7.1 Sitios de obtencion de sedimento del Rio Lerma

Coordenadas
Ubicacion del sitio de muestreo *UTM Geogrdficas
LATITUD | LONGITUD | LATITUD LONGITUD
(a) Calle Alfredo del MZ}Zf) y Villa Mar, Puente peatonal 448303 2117578 1909°.044” | 99029 044”
Tultepec, Tultepec, México.
(b). Puente peatonal, Col'. Isidro Fabela, 509 .m aguas 431052 2132630 19017°.174” | 990397 373"
arriba de la empresa Reciclagua, Lerma, México.
(c) Puente sobre el Rio Lerma,ra .10 largo de la carretera 441678 2142669 19022’ 637" | 99033° 323"
Toluca-Naucalpan, Toluca, México.

Fuente:

*.Universal Transversal de Mercator.

De cada sitio, se tomd una muestra compuesta, en la cual se mezclaron los sedi-
mentos de tres puntos a lo ancho del rio utilizando los puentes peatonales para tener
acceso y asegurar la draga. Cada punto de muestreo recibia diferentes descargas, asi
que las condiciones de las muestras de sedimento para el aislamiento de las bacterias
fueron heterogéneas.

Inicialmente se sembraron 5 g de sedimento de cada punto de muestreo en 50 mL
de Medio Minimo de Sales (Msm), composicion (mg L™): 11, MgSO,-7H,O; 14, CaCl;
340, KH,PO,; 670, Na,HPO,-7H,0; 22, FeCl,-6H,0; y 500, NH,Cl. La incubacion
en medio liquido se llevd a cabo en un agitador orbital a 100 rpm a temperatura am-
biente (20-23°C) durante dos semanas. Antes de aclimatar a la comunidad bacteriana
al Cr(VI)y pm, se realizaron seis resiembras de tres dias cada una para eliminar las
particulas de sedimento. Después de esta etapa y en adelante se utilizé para el cultivo
de bacterias resistentes a Cr(VI) un Medio de Tripticaseina y Soya (MTS) composicion
(gL"): 15, peptona de caseina; 5, peptona de soya; 5, NaCl. Para el cultivo de bacterias
resistentes a PM se utilizé un Medio Minimo de Sales Modificado (MMsM) composicion
(mg L'): 11, MgSO,-7H,0; 187, KCl; 320, NaCl; 14, CaCl; 22, FeCl,-6H,0; 500,
peptona. Para la seleccion de bacterias resistentes se realizaron cinco resiembras de
tres dias con 50 mg L' de Cr(VI) en MTS y 16 mg L' de pm en mmsm. Posteriormente,
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se inoculd 1 mL de cada cultivo en matraces con Mts adicionados con 83, 208, 415
y 830 mg L' de Cr(VI); y 53,79, 158 y 263 mg L' de pm. La obtencion de bacterias
resistentes a Cr(VI) se llevo a cabo por ciclos de siembra en placa en MTs mas 15 g
L' de agar-agar y 41.5 mg L' de Cr(VI) hasta obtener colonias morfolégicamente
distintas. La obtencion de bacterias resistentes a pm se llevd a cabo por ciclos de
siembra en placa en MmsM mas 15 g L' de agar-agar y 53 mg L' de pm.

Para determinar la concentracion minima inhibitoria (cmi) se sembraron las cepas
puras (1 mL de inoculo) en MTs por triplicado con concentraciones en un rango de
0-830 mg L' de Cr(VI), y para pm se utilizdé (I mL de indculo) mms por triplicado
con concentraciones de 0-1,316 mg L' de pm. Se contaron las células los dias 0y 7
con una camara de Neubauer. Se consideré como cmi la concentracidn hasta la cual
no hubo crecimiento al dia siete de incubacion.

Para determinar el porcentaje de reduccion de Cr(VI) se sembraron las cepas por
triplicado en mts con 164 mg L' de Cr(VI) (Farag & Zaki, 2010) y 1 mL de indculo
de 48 h de incubacion, un control positivo (MTs+Cr(VI), sin indculo), un control
positivo con agua (H,O+Cr(VI)) y un control negativo (MT1s). Las concentraciones
de Cr(VI) y Cr total se midieron los dias 0 y 7 con el método de la difenil carbazida
(APHA 1998). Se tomaron submuestras de 4 mL a diferentes tiempos (h): 0, 48, 56,
72, 80, 96, 104, 120, 128, 144,152 168, 176, 192, 216, 240, 264 y 288 para cuanti-
ficar el crecimiento bacteriano por Densidad Optica (po) a 600 nm de absorbancia
en un espectrofotometro. Para determinar la cantidad de Cr(VI) en el sobrenadante,
se centrifugd una alicuota de 2 mL de muestra a 12,000g por 10 minutos separando
la biomasa y el sobrenadante. Para medir el Cr(VI) se coloc6 el sobrenadante en un
matraz de 10 mL, se afiadieron 200 pL de solucion de difenil carbazida, una gota de
H,SO, concentrado y se afor6 con agua destilada, se mezcl6 suavemente por inver-
sion y se midié a 543 nm. Al finalizar el tiempo de incubacion, se midié el Cr total,
realizando una oxidacién con dicromato de potasio.

Para determinar el porcentaje de transformacion de pm se sembraron las cepas
por triplicado en Mmmsm+mTs con 197 mg L' de pm (Pradnya et al., 2004) y 1 mL de
indculo de 48 h de incubacion, un control positivo (MMSM+MTS+PM, sin indculo) y un
control negativo (MmsM+mTs). Las concentraciones de fosfato (PO,>) se midieron con
el método de azul de molibdeno los dias 0 y 7 (APHA, 1998). Los valores residuales
de fosfato se utilizaron como un método indirecto de la degradacion de pm. Se toma-
ron submuestras de 4 mL a diferentes tiempos (h): 0, 24, 48, 72, 96, 120, 144, 168,
192, 216, 240, 264, 288, 312, 336 y 672 para medir el crecimiento bacteriano por bo
a 600 nm. Para determinar la cantidad de pMm en el sobrenadante, se centrifugd una
alicuota de 2 mL de muestra a 12,000g por 10 minutos. Para medir el PO,*, se coloco
el sobrenadante en un vial, se afiadid agua destilada hasta 25 mL y un sobre de reac-
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tivo para la reaccion de azul de molibdeno, se mezclo vigorosamente por inversion.
Después de dos minutos de reaccion se midio la absorbancia en un espectrofotometro
HACH® modelo DR 2000 a 890 nm.

Después de obtener el porcentaje de transformacion de Cr(VI) y de pwm, se eligio
para cada contaminante la cepa con mayor capacidad de transformacion y se de-
terminé su cinética, utilizando MTs con 166 mg L' de Cr(VI)y MmmsM+MmTS con 197
mg L' de pm. Se midieron las concentraciones de Cr(VI) (Conc), PO,* y po de los
cultivos bacterianos, en un espectrofotometro UV-Visible, Varian® modelo Cary 1E.
Adicionalmente, se evaluaron los contenidos de Cr(VI) acumulados en los tejidos de
las células bacterianas, midiendo el Cr(VI) que se obtuvo después de un proceso de
centrifugacion de los tubos con colonias.

La identificacion molecular de las bacterias se realizo obteniendo el abN de cada
cepa aislada con un kit de extraccion (Ultraclean Soil pbna isolation, Mo Bio Labora-
tories, Inc.). La amplificacion del gen ARNr 168 se llevo a cabo mediante la reaccion
en cadena de la polimerasa. Los oligonucleotidos iniciadores de la reaccion fueron:
sentido 63F (5'-3": CAGGCCTAACACATGCAAGTC)y contrasentido 1389R (5°-3":
ACGGCGGTGTGTACAAG) Sigma® (Osborn et al., 2000). La amplificacion del
gen ARNr 16S y la secuenciacidon del amplicén fueron realizados por Macrogen
Corp. Las secuencias obtenidas fueron alineadas y analizadas con el sofiware Mega
4 © (Tamura et al., 2008). Las secuencias corregidas fueron ingresadas en la base
de datos del National Center for Biotechnology Information (NCBI), para obtener los
porcentajes de similitud entre la secuencia corregida y las secuencias del gen ARNr
16S del BLAST (Basic Local Alignment Search Tool). La importancia de la obtencion
de cepas puras y su identificacion permite hacer andlisis especificos en cepas adap-
tadas a condiciones fisicoquimicas y bioldgicas particulares, tales como las del Rio
Lerma, ademas de que amplia el conocimiento de la diversidad bacteriologica de
interés biotecnoldgico en los sedimentos, asi como el manejo adecuado de las cepas
respecto a su peligrosidad y dispersion.

Resultados y discusion

Identificacion y seleccion de bacterias resistentes a Cr(VI) y pm

Se obtuvieron seis cepas resistentes a Cr(VI) y ocho resistentes a pM. La mayor par-
te de las especies identificadas en este estudio fueron saprofitas y epifitas. No hay
reportes de patogenicidad respecto a estas especies por lo que podrian ser utilizadas
en pruebas de biorremediacidn. Las caracteristicas morfologicas, fisioldgicas y bio-
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quimicas de las cepas aisladas resistentes a Cr(VI) ya fueron reportadas en un trabajo
previo (Islas-Espinoza & Bojorquez, 2011). Después del analisis y correccion de las
secuencias genéticas se obtuvieron las siguientes especies (Tabla 7.2):

Tabla 7.2 Identificacion molecular, % de similitud, nimero de acceso y con-
centracion minima inhibitoria de bacterias resistentes a Cr(VI)

Organismo relacionado Simj’/;itu J Nilnzcegode CMI mg L-1
Pseudomonas cedrina CFML 96-198 98 NR _024912.1 |830+3.02
Comamonas testosteroni KS 0043 98 NR 029161.1 (414+2.46
Enterobacter cancerogenus LMG 2693 | 98 NR 044977.1 [610+4.32
Pseudomonas libanensis CIP 105460 99 AB506040.1 |207+2.14
Pseudomonas graminis DSM 11363 98 NR _026395.1 |610+5.03
Pseudomonas entomophila L48 98 PSEEN008.7 |610+6.22

Fuente:

De las seis cepas aisladas resistentes a Cr(VI), cuatro resultaron ser del género
Pseudomonas. Ya existen reportes acerca de varias especies de Pseudomonas resis-
tentes a cromatos (Bader, 1999). Sin embargo, en el presente estudio se encontraron
especies de Pseudomonas que no habian sido reportadas con anterioridad. Asimismo,
se encontraron las cepas: Comamonas testosteroni KS 0043 y Enterobacter cancero-
genus LMG 2693 que tampoco habian sido reportadas previamente como resistentes
a Cr(VI).

El género Pseudomonas presenta sistemas de resistencia a metales pesados co-
dificados en sus genes (Aguilar-Barajas ef al., 2010). El gen ChrA es el responsable
de la traslocacion de los aniones cromatos hacia afuera de la membrana celular. En
diferentes bacterias, la reduccion de cromatos es tanto aerdbica como anaerobica
(pero no ambas) y es llevada a cabo por proteinas solubles o por membranas celulares
(Cervantes & Silver, 1992). Algunas bacterias cromato-resistentes son capaces de
reducir Cr(VI) a Cr(Ill) usando una variedad de donadores de electrones (Wang &
Shen, 1995). La identificacion del primer microorganismo capaz de reducir Cr(VI) a
Cr(IIT) fue en 1970 (Romanenko & Korenkov, 1977), posteriormente otros géneros
han sido identificados (Cheung & Gu, 2007).

En el presente estudio tres de ocho especies de bacterias resistentes a pM, también fue-
ron del género Pseudomonas (Tabla 7.3), lo que concuerda con otros estudios donde han
encontrado especies de este género, entre ellas: P, fluorescens, Pseudomonas sp.y P. putida
(Abo-Amer, 2011; Fang-Bo et al., 2006). En estudios realizados en México, Ortiz et al.,
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(2001) reportan la actividad biodegradadora de cinco bacterias aisladas de suelo agricola,
cuya degradacion de pm de mayor a menor es: Pseudomonas aeruginosa > Klebsiella
pneumoniae > Burkholderia cepacia > Enterobacter sakazakii > Citribacter freundlii.

En este estudio, se encontraron las especies Achromobacter spanius y Rhodococcus
qingshengii, las cuales no han sido reportadas en otros estudios, pero cuyos géneros
si han reportado capacidad para degradar plaguicidas organofosforados (Chen et al.,
2002; Vidali, 2001).

Tabla 7.3 Identificacion molecular, % de similitud, namero de acceso y con-
centracion minima inhibitoria de bacterias resistentes a pm

Organismo relacionado % Similitud Niimero de CMI mg L-1
Acceso

Pseudomonas meridiana CMS 38 98 NR 025587.1 1052 +7.09
Pseudomonas veronii CIP 104663 99 NR 028706.1 1316 £ 8.56
Microbacterium esteraromaticum DSM 8609 |98 NR 026468.1 1316 £9.12
Comamonas testosteroni KS 0043 99 NR 029161.1 1316 £4.50
Pseudomonas nitroreducens [AM 1439 98 NR 042435.1 1316 £5.33
Achromobacter spanius LMG 5911 99 NR 025686.1 1316 + 6.82
Rhodococcus qingshengii djl-6 99 NR 043535.1 1316 £11.13
Achromobacter denitrificans DSM 30026 99 NR 042021.1 1316 £ 8.05

Fuente:

En el presente estudio Comamonas testosteroni KS 0043 fue resistente tanto a
Cr(VI) como a pm. Ying-Fei ef al. (2009) analizaron el genoma completo de la especie
Comamonas testosteroni mostrando que tiene muchos genes para transporte (22%) y
transduccion de sefiales (6%), los cuales permiten a la célula responder y adaptarse
a diferentes ambientes. Esta especie no asimila los carbohidratos debido a la falta de
genes productores de proteinas involucradas en la glucdlisis y la ruta de la fosfato
pentosa, y contiene muchos genes productores de proteinas involucradas en la degra-
dacion de compuestos aromaticos. Es importante notar que la doble resistencia de la
bacteria Comamonas testosteroni a Cr(VI) y pMm sugiere que tiene una capacidad de
adaptacion a mezclas de contaminantes.

Concentracion minima inhibitoria de las bacterias a Cr(VI) y pu

La cwr de la cepas resistentes a Cr(VI) vario de 207-829 mg L' (Tabla 7.2). Srinath
et al. (2002) reportan cmi superiores a 151 mg L' en 13% de las cepas aisladas, a
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diferencia del presente estudio donde la cm1 fue mayor a 250 mg L' en cinco de seis
cepas aisladas (83.3%).

La cmi para las bacterias resistentes a pm fue de 1052 a 1316 mg L' de pm (Tabla
7.3). Respecto a este indicador, Pakala et al. (2006) reportan una concentracion
maxima de crecimiento para Serratia sp. de 592 mg L' de pwm, la cual es menor a la
encontrada en las cepas aisladas en este estudio.

Una causa de la mayor resistencia de las bacterias al Cr(VI) y pm podria ser la
presencia de mas altas concentraciones de estos contaminantes en el Rio Lerma que
en cuerpos de agua reportados en otros estudios.

Biotransformacion del Cr(VI)

Las cepas Pseudomonas entomophila 148, Pseudomonas cedrina CFML 96-198
y Pseudomonas graminis DSM 11363, fueron capaces de transformar el Cr(VI), sin
embargo, Enterobacter cancerogenus LMG 2693, Comamonas testosteroni KS 0043
v Pseudomonas libanensis CIP 105460 fueron resistentes a su presencia, pero que
no pudieron transformarlo (Tabla 7.4). Recientemente, Parameswari et al. (2009)
examinaron a la especie Pseudomonas fluorescens aislada de un suelo contaminado
con metales pesados y encontraron una reduccion de 52 a 61% de Cr(VI) a Cr (III)
a diferentes valores de pH. En el presente estudio, se midio la eliminacioén de Cr en
su forma hexavalente, pero no se determin6 cual fue el mecanismo utilizado por las
bacterias, se asume que la biorreduccion pudo ser el principal mecanismo, ya que el
Cr(VI) biosorbido (por sorcion o absorcion) en las células fue bajo (Tabla 7.4).

Tabla 7.4 Porcentaje de eliminacion de Cr(VI) en las cepas aisladas

Concentracion .
inicial (mg L-1 Concentracion final % Transf
. - mo L-1 Cr(VI 0 ransjorma-
Organismo Cr(VD) (img 7) cion de Cr(VI)
Media Estd | Media E std
Pseudomonas entomophila L.48 189.12 5.75 111.96 3.73 23.59%

Pseudomonas cedrina CFML 96-198 142.93 4.27 89.06 10.82 |20.48%
Pseudomonas graminis DSM 11363 115.64 1.52 72.93 8.96 19.72%
Enterobacter cancerogenus LMG 2693 | 109.84 3.96 92.46 10.09 |[BS
Comamonas testosteroni KS 0043 127.96 2.62 127.81 1433 |BS
Pseudomonas libanensis CIP 105460 149.11 3.02 137.87 6.44 BS
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Fuente:

BS: la biosorcion explica la diferencia de concentracion de Cr(VI) inicial y final. E std: error estandar.
Existen reportes previos sobre la resistencia y reduccion de Cr(VI) por Enterobac-

ter cloacae (Wang et al., 1989). Algunas cepas de Comamonas han sido aisladas de

sitios contaminados con metales y han sido identificadas como resistentes a Cr(VI)

(Thuy, 2003), sin embargo, la variedad encontrada en el Rio Lerma no corresponde

con las variedades reportadas.

Biotransformacion del pm

El porcentaje de biotransformacion del pm de las cepas resistentes a pm medido por
los fosfatos residuales fue bajo (Tabla 7.5).

Tabla 7.5 Porcentajes de biotransformacion de pm en las cepas aisladas

Conc. inicial Cone. final o
Organismo (mg L-1 ’ % Biotransfor-
de pPM
Media | E std | Media | E std
Comamonas testosteroni KS 0043 25.6 3.40 33.92 0.77 11.68%
Achromobacter denitrificans DSM 30026 25.6 1.13 30.67 0.20 7.12%
Rhodococcus qingshengii djl-6 25.6 1.15 |29.08 |[1.10 |4.89%
Achromobacter spanius LMG 5911 25.6 225 12825 030 |3.72%
Pseudomonas meridiana CMS 38 26.3 1.32 27.75 0.05 2.04%
Pseudomonas veronii CIP 104663 24.2 0.80 |25.42 0.13 1.71%
Pseudomonas nitroreducens IAM 1439 25.6 1.94 |2642 0.48 1.15%
Microbacterium esteraromaticum DSM 8609 | 25.5 2.32 25.58 1.40 0.11%

Fuente:

Existen dos clases de degradacion de plaguicidas: cometabolismo y catabolismo.
El cometabolismo frecuentemente provoca una degradacion incompleta del plagui-
cida y en consecuencia se acumulan sus metabolitos. En el caso del catabolismo los
microorganismos pueden utilizar PM como Unica fuente de carbono, fésforo u otro
bioelemento necesario. Las ruta completa de degradacidn del paration es conocida,
pero las rutas para otros compuestos organofosforados como el pm aun no han sido
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completadas (Singh & Walker, 2006). Para el caso de Pseudomonas sp., éstas son

capaces de hidrolizar pm a p-nitrofenol y fosfato (Rani & Lalithakumari, 1994).
Microbacterium esteraromaticum 'y Rhodococcus son otras bacterias capaces de

hidrolizar pM y otros compuestos organofosforados (Céceres et al., 2009; Kitagawa

et al., 2004).

Cinética de transformacion del Cr(VI)

Se determino el crecimiento de la cepa Pseudomonas entomophila L48 por densidad
optica utilizando una concentracion de Cr(VI) de 164 mg L-1 (Fig. 7.1).

Fig. 7.1 Cinética de crecimiento de la cepa Pseudomonas entomophila L48 con'y
sin contaminante, asi como la concentracion de Cr(VI) durante el experimento.
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Fuente:

Srinath ef al. (2002) encuentran que existe una diferencia de aproximadamente
50% entre la biomasa maxima con y sin contaminante para las cepas B. megaterium
y B. circulans. En el caso de este estudio, la presencia de Cr(VI) retraso el inicio de
la fase exponencial y de adaptacion de la cepa Pseudomonas entomophila 1.48, pero

la biomasa final fue la misma.
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En lo que concierne a la transformacion de Cr(VI), algunos trabajos coinciden en
una eliminacion de la concentracion entre 80-98%, con una fase estacionaria entre
24-48 h (Donmez & Kogberber, 2005), a diferencia de este estudio en donde la fase
estacionaria se inicid a las 168 h y la reduccion mayor de Cr(VI) para la cepa Pseu-
domonas entomophila L48 fue de 33.59% a los 12 dias. Esto ultimo, puede atribuirse
a las condiciones de cultivo, ya que a diferencia de los estudios mencionados que ma-
nejan temperaturas fisiologicas (38° C), en esta investigacion se trabajo a temperatura
ambiente (18-20° C). Se cuantificé la cantidad de Cr total para evaluar la eficiencia
total del sistema, y se recalculo el porcentaje de Cr(VI) por la especie Pseudomonas
entomophila 1.48 utilizando CTS, el cual fue de 80.16% (partiendo de 164 mg L).

Cinética de transformacion del pm

Se cuantifico el crecimiento de la cepa Comamonas testosteroni KS 0043 por po a
600 nm (Fig. 7.2) observandose una ligera diferencia entre el crecimiento de la cepa
con y sin contaminante, sin embargo, esta diferencia se debio a la turbidez que genera
el contaminante al ser afiadido, lo cual se verificd con un conteo celular directo con
camara de Neubauer en ambas muestras.

Fig. 7.2 Cinética de crecimiento y de transformacion del pm (liberado como PO, *)
(mg LV de la cepa Comamonas testosteroni KS 0043 con y sin contaminante.
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La transformacion del pm por Comamonas testosteroni en forma de PO, fue
baja, resultando similar a la concentracion del tratamiento control (sin presencia de
biomasa). Al realizar la cinética de transformacion de esta cepa se obtuvo una transfor-
macidén maxima de 6.32% después de 10 dias de incubacion. El método de deteccion
de fosfatos fue parcial, ya que los productos de degradacion del pm son diversos y no
pudieron ser detectados. Se sugiere repetir este experimento con un método croma-
tografico (de gases o HPLC) para identificar los diferentes metabolitos.

Conclusiones

Se identificaron seis especies de bacterias resistentes a Cr(VI) y ocho resistentes
a pMm de sedimentos del Rio Lerma. La mayor parte de las especies encontradas en
¢éste estudio fueron inocuas y ninguna ha sido reportada en otros estudios. Las cepas
resistentes a Cr(VI) se reprodujeron en concentraciones de hasta 207 mg L', siendo
mayor a la reportada en otros trabajos. Se eligio la cepa Pseudomonas entomophila
L48 para determinar la cinética de transformacion del Cr(VI) obteniéndose una trans-
formacion de 33.59% a los 12 dias. La transformacion de pm medida por el método
de PO,* fue poco eficiente, detectando una transformacién méxima de 6.32% con la
bacteria Comamonas testosteroni. Estas cepas mostraron potencial biotecnoldgico
para transformar Cr(VI) y pM a sustancias menos toxicas en sistemas de biorreme-
diacion de agua.
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