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RESUMEN

En esta Tesis Doctoral se ha investigado el papel del patrén de movilidad
bacteriano en la deposicidn y transporte a través de medios porosos
saturados, con el objetivo de aumentar la biodegradacion de naftaleno
en condiciones de baja biodisponibilidad.

Los efectos positivos de la movilizacion bacteriana en la bioerremediacion
depende de la eficiencia del movimiento bacteriano a través de medios
porosos, que a veces esta limitado por unas tasas altas de deposicion. Por
otro lado, la adhesibn a las superficies puede ser beneficiosa para
promover la biodegradacion de los contaminantes que se caracterizan por
una cinética lenta de desorcion.

Por ello, la hipdtesis de partida ha sido que un cambio en el patrén de
movilidad, como parte de la respuesta tactica frente a determinados
compuestos, puede tener un efecto en la movilizaciéon bacteriana en el
suelo, con la finalidad de mejorar la biodisponibilidad y biodegradacién de
contaminantes organicos. Durante esta Tesis Doctoral se ha llevado a cabo
un abordaje experimental progresivo para comprobar dicha hipétesis.

En primer lugar, se estudié la respuesta tactica de la estirpe Pseudomonas
putida G7 frente a distintos compuestos: salicilato, nanoparticulas de plata
(NPsAQ) vy glucosa como ejemplo de atrayente, repelente y fuente de
carbono, respectivamente. También se emplearon distintas fuentes de
materia organica disuelta, de relevancia ambiental: exudados de raices
de girasol (Helianthus annuus), acidos humicos de un suelo y el fertilizante
oleofilico S-200.

El andlisis de la respuesta tactica se llevé a cabo mediante el ensayo
capilar para el estudio de la quimiotaxis a nivel global y mediante el analisis
de las trayectorias celulares individuales mediante un programa
informatico que caracteriza el movimiento celular individual.

El salicilato y los exudados de girasol provocaron una respuesta de
atraccion en la estirpe Pseudomonas putida G7, observando que las
trayectorias celulares en presencia de estos compuestos se caracterizaron
por un movimiento rectiineo mantenido sin cambios de direccion. Por el
contrario, la exposicion a las NPsAg hizo que las células cambiaran
frecuentemente la direccion de su movimiento. En presencia de glucosa,
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los cambios fueron también mas frecuentes, pero, ademas, la velocidad
fue muy alta (marcada por la frecuencia de aceleraciones mayores de 60
um s1). Esta respuesta se ha descrito como una reaccién de hipermovilidad
causada por la glucosa en solucion.

Las diferencias en el patrdbn de movimiento provocaron diferentes
tendencias de adhesiéon a superficies sdlidas, relacionandose la frecuencia
de cambios de direccion con una mayor deposicion en columnas
empaquetadas de arena, donde se estudié el transporte bacteriano.

El aumento de transporte bacteriano en presencia de exudados, provoco
un aumento de la biodegradacion de naftaleno adsorbido a una anilla de
silicona en el fondo de la columna. La exposicion de P. putida G7 a NPsAg
conllevé a un aumento de la adhesidon bacteriana, tanto a la superficie de
arena como a la de la anilla donde estaba adsorbido el naftaleno. El
aumento en la adhesibn bacteriana provocé un aumento de la
biodegradacion del naftaleno adsorbido.

Los resultados obtenidos en esta Tesis Doctoral son relevantes para la
mejora de las técnicas de biorremediacion. Por ejemplo, podria llevarse a
cabo la bioestimulacion de comunidades degradadoras de un
emplazamiento contaminado mediante el empleo de compuestos
atrayentes que mejoren la movilizacion bacteriana hacia el foco de
contaminacion. Por su parte, sustancias que favorezcan la adhesion
bacteriana, como las NPsAg y la glucosa, podria mejorar las técnicas de
recuperacion de petréleo o de tratamiento de purificacion y desinfeccion
de aguas.



I. INTRODUCCION



Introduccidn

Existe una concienciacién global acerca del problema de la
contaminacion ambiental en la actualidad. Es evidente que el desarrollo
industrial y tecnoldgico del Ultimo siglo ha conllevado a un aumento del
nivel de contaminantes en los ecosistemas, que requiere de la evaluacion
de los emplazamientos contaminados, y en su caso, del tratamiento para
la reutilizacién de los mismos.

Los hidrocarburos aromdticos policiclicos (HAP) se han descrito como uno
de los grupos de contaminantes mds peligrosos, tanto por la Agencia de
Proteccién Medioambiental de Estados Unidos (EPA) como por la
Comunidad Europea, debido al alto nivel de toxicidad determinado por
sus propiedades carcinogénicas y mutagénicas. La distribucién de los HAP
en el ecosistema es de amplio espectro, tanto en el sistema acudtico
como terrestre, siendo principalmente importante el foco de
contaminacion existente en los suelos. Las emisiones industriales y urbanas,
asi como el incremento del trdfico y los incendios accidentales han
contribuido de forma notoria a la presencia de estos contaminantes en el
suelo, tanto directamente, como a través de la deposicidn desde la
atmosféra. Los rangos de concentracién de estos compuestos orgdnicos
en el suelo, dependen de la zona geogrdfica y de las propiedades
eddficas del mismo, aunque generalmente se encuentran en un rango de
100 a 1000 ug/kg lo que hace previsible la necesidad de remediacion de
los suelos contaminados por estos compuestos (Ortega-Calvo y col., 2013).

1.1 ESTRATEGIAS DE RECUPERACION DE SUELOS CONTAMINADOS

La remediacion consiste en la eliminacion de parte o el total de los
contaminantes en un emplazamiento determinado con la finalidad de
recuperar el terreno afectado.

Inicialmente, los procesos de tratamiento y remediacion eran llevados a
cabo por la industria, pero a menudo, el enfoque era pragmdtico y
carecia de una base cientifica, por lo que en la actualidad se estd
observando una demanda en la necesidad de investigar acerca de la
mejora de las técnicas de remediacidn. Existen 4 alternativas principales
para el tratamiento de suelos contaminados (Stegmann y col., 2001):
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1. Dejarla zona contaminada tal como estd, pero restringiendo su uso
Confinamiento completo o parcial de la contaminacién

Excavacién, retirada y depdsito en vertedero controlado

M 0N

Recuperacion del emplazamiento contaminado.

A largo plazo, la Unica alternativa factible es la descontaminacién o
remediacion para la recuperacion del suelo o emplazamiento.

La recuperacién de un suelo contaminado puede hacerse mediante
fratamientos in situ, si se lleva cabo en el emplazamiento a descontaminar,
o tratamientos ex situ, donde el foco de contaminacion ser retira para ser
tratado externamente al emplazamiento en cuestion.

En funcidn de la naturaleza del proceso de descontaminacién se
distinguen 3 fipos de tratamiento: recuperacién fisico-quimica, térmica o
bioldgica.

En la tabla .1 se recogen algunas técnicas empleadas para la
recuperacidn de suelos, teniendo en cuenta la clasificacién anteriormente
comentada. Los tratamientos in situ tienen la ventaja de su bajo coste, asi
como la menor exposicion téxica de los contaminantes para la poblacién,
ya que su empleo no requiere la excavacioén y retirada del suelo afectado.
Si el tratamiento para la recuperacién del suelo es de tipo bioldgico, se
podrian aprovechar los recursos naturales del medio para favorecer la
descontaminacién, como es el caso de la biorremediacién o remediaciéon
bioldgica del suelo (que serd el objetivo de nuestro estudio).
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Tabla 1.1 Técnicas empleadas en el tratamiento de suelos contaminados segun el
lugar de aplicacién y la naturaleza del proceso de recuperacién

Tratamiento

In situ Ex situ
Fisico-quimico Biologico Fisico-quimico Biolégico Térmico
Extraccciéon Biorremediacién Extraccién con Laboreo Desorcidn
con vapor . o disolventes agricola térmica
Fitorremediacion
Lavado . L, Lavado Biopilas Incineracién
Rizzorremediacion
Solidificacién y Oxido-reduccién Bioreactores
estabilizacion L
Deshalogenacioén
Separacién quimica
electrocinética e s
Solidificcion y
estabilizacion

La remediacién bioldgica o biorremediacidn es una tecnologia que utiliza
el potencial metabdlico de los microorganismos (bacterias, hongos y
levaduras) para transformar contaminantes orgdnicos en compuestos mds
simples, poco o nada contaminantes.

Esta técnica constituye un campo de la ingenieria ambiental que estd
evolucionando de forma notable, principalmente por su bajo coste y su
menor impacto ambiental, y en los Ultimos anos se estd empezando a
considerar como una seria alternativa a técnicas fisico-quimicas de
remediacion de suelos contaminados. Se pueden considerar 3 tipos de
biorremediacién (Alexander, 1999)

Bioatenuacion natural: se trata de la degradacién de contaminantes por
las poblaciones microbianas autéctonas de la zona afectada. Se
caracteriza por su largo periodo de tiempo para poder alcanzar el nivel de
contaminantes deseado.

Como dalternativas a este proceso de degradacién natural, se tiende a
mejorar el proceso de recuperacién, aumentando la poblacion
microbiana de manera exdégena (inoculando bacterias que no sean
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autdéctonas) o mejorando la  actividad degradadora de las estirpes
existentes en el emplazamiento contaminado, mediante las técnicas del
bioaumento y bioestimulacion, respectivamente.

Bioaumento: consiste en la adicidn de estirpes competentes capaces de
degradar los contaminantes presentes en un determinado emplazamiento.
Requiere del conocimiento previo del tipo de contaminacién, capacidad
degradador de las estirpes y estudio de compatibilidad entre microflora
autéctona y exdgena(El Fantroussi y Agathos, 2005).

Bioestimulacién: consiste en promover una ambiente favorable para las
comunidades microbianas autéctonas, siendo capaces, asi, de degradar
eficientemente los contaminantes. Esto incluye manipulaciones tales como
la adicién de nutrientes (nitrdgeno y fésforo), adicion de aceptores de
electrones como el oxigeno, y la mejora de la humedad y temperatura del
suelo. Asi como el empleo de compuestos que mejoren la movilidad vy
distribucion de las comunidades microbianas en el suelo.

Bajo este marco de perspectivas tecnoldgicas, nuestro estudio puede
tener cabida tanto en el bioaumento como en la bioestimulacién. Por una
parte, en la utilizacién de inoculantes quimiotdcticos, y por otra, mediante
el empleo de sustancias que afectan a la movilidad bacterianag,
mejorando, de esta manera, su capacidad degradadora.

.2 BIODEGRADACION DE HIDROCARBUROS AROMATICOS POLICICLICOS

Los HAP son susceptibles de ser biodegradados. Es decir, los
microorganismos son capaces de asimilar estos compuestos como fuente
de carbono y energia, reduciendo asi su concentracién ambiental. Se ha
descrito que de los 16 HAP clasificados por la US-EPA, aquellos cuyo peso
molecular se encuentre por encima de 202 g/mol, pueden ser degradados
aerébicamente, estando vinculadas las reacciones oxidativas de los HAP
con el crecimiento microbiano. Los de alto peso molecular como el pireno
y el fenantreno también pueden ser mineralizados, con el fin de utilizar la
energia obtenida de la degradacion, para el desarrollo de las
comunidades bacterianas en el suelo. El resto de HAP, como el
benzo(a)pireno sélo pueden degradarse por cometabolismo (Kanaly vy
Harayama, 2000). El cometabolismo no ofrece a los microorganismos la
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posibilidad de proliferar, ya que la transformacién de los contaminantes no
conlleva un aumento de la biomasa ni la conversidn en CO2. Asi que la
biodegradacion resulta ser muy lenta, siendo incompleta la transformacion
de los contaminantes (Ortega-Calvo y col., 2013). Durante el proceso de
degradacién por cometabolismo, se producen intermediarios metabdlicos
que si pueden ser utilizados como fuente de carbono y energia por otros
microorganismos, poniendo en evidencia el fenédmeno de comensalismo.

Aunque existe una gama importante de microorganimos capaces de
degradar estos compuestos, hay que destacar que el proceso de
descontaminacién nunca llegaa ser completo, debido, entre otros
factores, a la baja biodisponibilidad de los HAP en el suelo.

El suelo contituye un sistema complejo, donde los HAP pueden estar
ocluidos en microporos de dificil acceso para los microorganismos,
disueltos en fases orgdnicas liquidas denominadas liquidos en fase no
acuosa o NAPLs (de sus siglas en inglés). También puede encontrarse
adsorbidos a componentes del suelo, principalmente a las arcillas o a la
materia orgdnica. Es en estos casos donde la biodisponibilidad estd
limitada, y la biodegradacioén no se ve favorecida.

La biodisponibilidad de los HAP puede aumentarse por varios mecanismos:
empleo de tensioactivos bioldgicos, movilizacidon bacteriana mediada por
quimiotaxis, bioestimulacién dirigida en la interfase de contaminantes
hidrofébicos, rizorremediacién y electrobioremediacion. Con el empleo de
estas estrategias es posible aumentar la biodisponibilidad de los
contaminantes orgdnicos en el suelo, pero sin necesidad de aumentar el
riesgo de toxicidad para el medio ambiente (Ortega-Calvo y col., 2013). En
el caso de la quimiotaxis bacteriana, la biodisponibilidad del contaminante
aumenta por la facilitacion del desplazamiento de los microorganismos al
foco de contaminacién. Por tanto, no se fomenta la liberacion del
contaminante al medio. En estudios anteriores, la tendencia a mejorar las
técnicas de biorremediacidn en cuanto a la mejora de la
biodisponibiidad de contaminantes, habian sido dirigidas a intentar
aumentar la desorcidn del compuesto desde la fase orgdnica o
compartimento donde se encuentre retenido en el suelo, hacia la fase
acuosa. Lo que conllevaria a un riesgo de toxicidad en el medioambiente,
ya que si la tasa de mineralizacion fuese menor a la de reparto, el
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contaminante quedaria en solucién sin ser degradado. Por lo que, a veces,
es mejor la opcidn de retener los contaminantes de manera controlada en
el suelo, con el uso de adsorbentes, para que secuestren los contaminantes
y no supongan una amenaza para el medioambiente. A la hora de
evaluar un foco de contaminancién para su posible tratamiento, habria
gue tener en cuenta esta consideracion. Es decir, evaluar la posibilidad de
degradacién sin provocar un riesgo para el ecosistema.

Ademds de la baja biodisponibiidad de HAP en el suelo, los
microorganismos pueden no estar disponibles para degradar los
compuestos, enténdiéndose como una restriccion fisica del movimiento
bacteriano. De esta forma, los microorganismos pueden encontrarse a una
una larga distancia respecto del foco de contaminacién o adsorbidos a
particulas del suelo, incapaces de desplazarse hacia el foco de
contaminacién. Bajo estas condiciones de escasa movilidad, las técnicas
de biorremediacion pueden verse disminuidas, ya que para el crecimiento
microbiano es necesario el contacto directo entre la célula bacteriana y el
contaminante.

1.3 MOVILIDAD BACTERIANA

La movilidad bacteriana supone una ventaja de adaptacion frente a
aquellas bacterias que carecen de esta propiedad. A lo largo de la
evolucién se han ido adoptando distintas formas de movimiento segin los
requerimientos nutricionales y propiedades del medio donde se desarrolla
la poblacidon microbiana. Algunas de las estrategias de movilidad seguidas
por las células bacterianas son: el movimiento dirigido por la rotacion de los
flagelos (del término en inglés, “swimming), la movilidad organizada sobre
superficies sdlidas de un conjunto de células formando una colonia
("swarming”), movimiento intermitente y accidentaado de una Unica
célula bacteriana o de un grupo de bacterias en una colonia (“twiching”)
o el movimiento de un a través del deslizamiento de prolongaciones
celulares, sin presentar érganos especiales para la propulsion o el
movimiento dirigido (gliding”) (Eisenbach, 2001). De todas las estrategias
seguidas, la mds extendida en la diversidad bacteriana, es la movilidad por
la propulsiéon del flagelo.

Existen distintos patrones de movilidad segun la localizacion y el niUmero de
flagelos en la célula bacteriana, dependiendo de la especie bacteriana
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de que se trate. La bacteria Escherichia coli presenta una distribucidn
peritrica de los flagelos que hace que las células se muevan en una
direccién (cuando el rotor flagelar gira en el sentido antihorario) y los
falgelos se alinean formando un haz en un polo de la célula (figura I.1).
Cuando el rotor flagelar gira en sentido horario, los flagelos se recolocan
en distribucién peritrica y la célula se para y se reorienta, para volver a
nadar en ofra direccion. En el caso de Pseudomonas putida, los cambios
de direccién no van acompanados de un momento de reorientaciéon, sino
qgue el grupo de flagelos polares que presenta la bacteria, hace que la
célula se mueva siguiendo trayectorias rectilineas interrumpidas por
cambios en la direccién de manera aleatoria (Olson, 2004).

i ) Correlacién de la natacién y el —_—
Rotacion en sentido de comportamiento de rotacién flagelar
las agujas del reloj

_fe -
o —

. " . natacién recta
Rotacion antihoraria

e () 7]
~ «

Rotacién en contra de
las agujas del reloj

vibracion = ‘lumbling’ | E— |

1- en ol sentido contrara e 135 agujas del relof;

2 - o ol sontido de s agujEs dal rekj © Kohidal, L 2008

Figura 1.1 Patrén de movilidad bacteriano por flagelo en la especie Pseudomonas
putida (A) y Eschreichia coli (B)

La existencia del flagelo permite a las células moverse a través de medios
acuosos en busca de nutrientes que no estdn homogéneamente
distribuidos (Weiss y col., 1995) y bajo condiciones de escasez de alimento
que requiera ir en busca de nuevos hdbitats para la supervivencia. Por esta
Ultima razdén, surge el fendmeno de la guimiotaxis, como una forma para
localizar gradientes de concentracidn de una sustancia que sirva como
fuente de carbono, dirigiéndose hacia ella para consumirla. La quimiotaxis
aparecié a raiz de la movilidad dirigida en la bUsqueda de ambientes
favorables para la supervivencia. Recientemente, se ha descrito que la
respuesta tdctica estd marcada por la presencia de gradientes de
concentracién espacio-temporales. Los cambios en la concentracién de
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estos gradientes justifica el movimiento dirigido por quimiotaxis como una
estrategia evolutiva importante (Celani y Vergassola, 2010).

El hecho de que no todas las bacterias mobviles por flagelo son
guimiotdcticas, hace pensar en la idea de que la movilidad sigue siendo
beneficiosa y prevalece sobre la quimiotaxis en algunos casos (Witt y col.,
2011) Bajo condiciones normales de abastecimiento nutricional, la
quimiotaxis supondria un gasto energético innecesario, ya que no hay
escasez de nutrientes para el crecimiento bacteriano. Por ello, la movilidad
bacteriana es suficiente como para facilitar la ingesta de alimento. No hay
necesidad de gastar energia en la transcripcion y sintesis de receptores de
membrana y senalizadores de respuesta, necesarios para la respuesta
guimiotdctica. Es por ello por lo que la moviidad se ha seguido
manteniendo en la evolucién, a pesar de la aparicidon del fendmeno
guimiotdctico.

1.3.1 QUIMIOTAXIS BACTERIANA

Como ya hemos comentado, la quimiotaxis bacteriana es el fendmeno
mediante el cual la bacteria detecta sustancias que suponen una fuente
de carbono para su crecimiento. En términos generales, es la forma de
detectar compuestos afrayentes en el medio y dirigirse hacia ellos gracias
al movimiento de flagelos, en respuesta a una quimiotaxis positiva o
respuesta de atraccion. Asimismo le permite detectar sustancias repelentes
gue pueden ser téxicas, provocando gue las bacterias se alejen de la
fuente del compuesto.

No necesariomente una sustancia atfrayente fiene que ser una fuente
carbono, y un repelente no tiene por qué ser un compuesto téxico para el
microorganismo. De hecho, el acetato y el triptéfano, que no son
productos perjudiciales, se han descrito como repelentes para la bacteria
E. coli (Koshland Jr, 1977).

La deteccidon de las sustancias en el medio es posible gracias a la
presencia de receptores de membrana que detectan los compuestos en
solucién. Estos receptores de membrana, normalmente son proteinas
fransmembranales que transmiten la senal de reconocimiento de la
sustancia mediante un sistema de transduccién de sefiales intracelular. Los
receptores de membrana son altamente especificos, siendo disenados
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para detectar atrayentes o repelentes, y cada receptor puede detectar
Unicamente una o dos sustancias (Koshland Jr, 1977). Cabe destacar la
posibiidad de que un mismo compuesto sea un atrayente para un
microorganismo constituyendo, por el confrario, un repelente para ofro. Tal
es el caso de un confaminante en el medio ambiente, fenol, que se ha
descrito como atrayente para E. coli y como repelente para el serovar
Typhimurium (Imae y col., 1987) y Vibrio albinolyticus (Homma y col., 1996)

1.3.1.1 Sefalizacién de la respuesta quimiotdactica

La quimiotaxis es uno de los mecanismos de transduccion de seiales mejor
conocido y conservado a lo largo de la evolucion bacteriana. El
mecanismo de control se basa en el sistema de dos componentes, en el
cual la fosforilacion de un regulador de respuesta que refleja la
fosforilacidon de una histidina autoquinasa, la cual a su vez, detecta
pardmetros ambientales a través de un receptor de membrana (Szurmant
y Ordal, 2004).

En quimiotaxis, el receptor localizado en la membrana plasmdtica detecta
un gradiente quimico externo que transmite via proteina CheW a la
histidina autoquinasa CheA, que se autofosforila en respuesta a la llegada
de esta senal. La proteina CheA fosforilada es sustrato del regulador de
respuesta CheY, que cataliza la transferencia del grupo fosforil a un
aspartato. La proteina CheY fosforilada interactia con el motor flagelar
mediante la conexién a CheZ, transmitiendo la senal de cambio en el
patrén de movimiento (figura 1.2) (Eisenbach, 2001).
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CCW > CWwW

Figura 1.2 Esquema de una célula bacteriana que representa la ruta de
senalizacién celular que implica el reconocimiento de un
quimioefector por el receptor localizado en la membrana para
desencadenar la rotaciéon del motor flagelar bacteriano

La fuerza impulsora del motor flagelar se genera por el fransporte de
protones a través de un canal de protones transmembrana. La fuerza
protdn motriz se genera en la respiracién, y en condiciones anaerobias,
mediante la rotura de ATP por la ATPasa.

En algunas especies, como Bacillus y Vibrio, el motor flagelar rota gracias al
impulso generado por el transporte de iones sodio a través de la
membrana (Eisenbach, 2001).

1.3.1.2 Estudio del patrén de movilidad en la respuesta tactica

La guimiotaxis bacteriana se puede estudiar desde un punto de vista
macroscoépico, centrdndose en el movimiento de una poblacion
bacteriana o grupo de células para determinar la direccion del
movimiento en un gradiente de concentracién de un compuesto, o desde

11
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un punto de vista microscédpico, estudiando la quimiotaxis mediante el
andlisis de las trayectorias celulares individuales.

Para estudiar el movimiento macroscépico, se ha utilizado cominmente
el ensayo “swarm plate” llevado a cabo en una placa de Peftri para ver el
desplazamiento bacteriano sobre una superficie semisélida (agar al 0,3%)
en respuesta a la sustancia ensayada que estd en solucién. El
desplazamiento se manifiesta como un anillo de crecimiento alrededor del
punto de inoculacidon bacteriano en el centro de la placa de petri. A
medida gque aumenta la degradacién del compuesto, aumenta el anillo
de desplazamiento. Este ensayo cudlitativo se ha empleado para la
deteccién de mutantes deficientes en la respuesta tdctica (Harwood vy
col., 1994q; Rashid y Kornberg, 2000; Guo y col., 2009). El inconveniente del
ensayo es que sbélo puede emplearse para dectar la respuesta de
atraccién de compuestos que sean degradables por el microorgnismo
estudiado. Otro ensayo cudlitativo para detectar la respuesta de atraccién
hacia un compuesto es el ensayo de "gota con hidroxipropilmetil celulosa,
en donde se observa un anillo de turbidez alrededor del centro de una
placa de petri (de 60mm de didmetro) en respuesta quimiotdctica a la
sustancia colocada en el centro de la placa (Harwood y col., 1994a). En
este caso, la respuesta de atraccion fue evidente a la hora de la
colocacién del compuesto, por lo que no se requiere que la sustancia
ensayada sea degradada por la bacteria. Otro método parecido es el de
agarosa, en donde la sustancia que se quiere estudiar se coloca en
solucidn con la agarosa sobre un portaobjetos en una cdmara elaborada
por dos pequenas piezas de pldstico. Se coloca un cubreobjetos, vy a
continuacién se inocula la bacteria. La observacién de un anillo de
turbidez confirma la respuesta de atraccién (Yu y Alam, 1997). Este método
se ha empleado en la deteccidén de guimiotaxis a tolueno, benceno vy
tricloroetileno, ya que el sistema minimizé las pérdidas de los compuestos
por volatilizacién (Parales y col., 2000). El método capilar se emplea para
observar la enfrada celular dentro de un capilar de vidrio de 1 uL de
capacidad, en respuesta a la sustancia atrayente colocada en el interior
del mismo (Adler, 1973). El método también permite la cuantificacién de la
respuesta de atraccidn, mediante el conteo de viables que se
encontraban denfro del capilar. Este metodo se ha empleado en estudios
de quimiotaxis hacia naftaleno por parte de Pseudomonas putida

12
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(Harwood y col., 1994a; Marx y Aitken, 2000; Velasco-Casal y col., 2008). El
método capilar también puede utilizarse para determinar una respuesta de
repelencia. En este caso, la sustancia se coloca en la suspensidn celular
enla cadmra de quimiotaxis. El nUmero de colonias dentro de los capilares
gue sdélo contenian la solucién control, indica la repelencia a la sustancia
ensayada (Tso y Adler, 1974; Ortega Calvo y col., 2011).

Actualmente se estd investigando en nuevas técnicas para la deteccién
del movimiento macroscépico en respuesta a un gradiente de
concentracién. Para ello, se utlizan unos sistemas de cdmara guimiotdctica
parecida a la del ensayo capilar, donde la liberacion controlada
(mediante el uso de silicona o polidimetilxilosano, PDMS) de la sustancia
permite estudiar el movimiento global a través del gradiente quimico del
compuesto, observéndose imdgenes al microsopio éptico como bandas
direccionales que responden al movimiento de una poblacién celular
dirigido por quimiotaxis (Ahmed y col., 2010; Jeong y col., 2010; Singh y
Olson, 2011).

Otra de las técnicas disponibles realiza el estudio mediante microscopia
Optica y el andlisis de trayectorias celulares en presencia de un
determinado compuesto. En presencia de un atrayente, las frayectorias
celulares individuales cambian su patrén de movimiento. En el caso de la
especie Escherichia coli, las longitudes son mayores para los tramos en
linea recta en presencia de un atrayente (Macnab, 1980). En presencia de
un atrayente, las células de Escherichia coli giran con menos frecuencia
porgue el nUmero de receptores de la respuesta positiva quimiotdctica
aumenta, y por tanto, los tramos en linea recta son mds largos (Berg vy
Brown, 1972)

En el caso de la especie Pseudomonas putida, las tfrayectorias celulares se
caracterizan por ser rectilineas o curvas manteniéndose en ausencia de
cambios de direccién (figura 1.3) (Harwood, 1989).

13
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N e o
Figura 1.3 Patron de movilidad de Pseudomonas putida G7 en ausencia (A) y

presencia (B) de dcido benzoico como respuesta tdctica positiva
(Harwood, 1989)

En presencia de un repelente, los cambios de direccidén en las trayectorias
celulares fueron mayores, haciendo que el movimiento no fuera rectilineo
(como en el caso de un atrayente) (Oosawa y Imae, 1983).

Supidich y Koshland propusieron un método para detectar la frecuencia
de giro de la bacteria E. coli, mediante la visualizacién de las trayectorias
grabadas por una cdmara de fotos después de un pulso de iluminacién.
Las células que giran con fecuencia, trayectorias de movilidad muy cortas,
que aparecian en la imagen como puntos. Mientras que las células cuyas
trayectorias eran mds rectilineas, se manifestaron como despalzamientos
con una longitud determinada (Spudich y Koshland, 1975).

1.3.1.3 Modificacion del patrén de movilidad como método de
bioestimulacién

La bioestimulacion engloba el conjunto de técnicas encaminadas a
mejorar la actividad degradadora de las comunidades microbianas en un
emplazamiento contaminado. Por tanto, podemos entender como
bioestimulacién el empleo de sustancias atrayentes o repelentes, para
provocar un cambio en el patrén de movilidad con el fin de mejorar la
interaccién entre las células bacterianas y los contaminantes, y asi
aumentar la biodegradacion.

14
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La deteccion quimiotdctica de exudados de origen vegetal puede tener
ciertos beneficios para la estimulacién bacteriana, ya sea a nivel de una
actividad degradadora de HAP (Ortega Calvo y col., 2003) o como
estimulo para la simbiosis entre plantas y microorganismos (Caetano-
Anolles y col., 1988). Los exudados vegetales comprenden un conjunto de
compuestos orgdnicos que son excretados por las raices de plantas. Entre
los componentes mayoritarios se encuentran diversos azUcares, Acidos
orgdnicos, aminodcidos y d&cidos grasos. Asi como también pueden
enconfrarse vitaminas, taninos, alcaloides, esteroles, factores de
crecimiento, enzimas, etc. Por consiguiente, los exudados excretados por
las raices suponen una fuente de nutrientes para los microorganismos del
suelo (Pinton y col., 2007). Se ha descrito la quimiotaxis bacteriana frente a
exudados de origen vegetal en varias especies bacterianas, entre las que
destaca Rhizobium meliloti, que responde quimiotdcticamente a los
exudados de Medicago sativa, como paso primordial para la asociaciéon
simbidtica entre planta y microorganismo, necesaria para el proceso de
fijacién de nitrdgeno atmosférico (Caetano-Anolles y col., 1988). Por otro
lado, se ha comprobado que la actividad guimiotdctica hacia exudados
de origen vegetal fomentd la movilizacién de la poblacidon bacteriana
existente en el suelo hacia las proximidades del foco de contaminacién
(Ortega Calvo y col., 2003). El estudio comprendia la caracterizaciéon de 20
especies bacterianas moviles aisladas de suelos contaminados con
petrdleo para determinar la actividad quimiotdctica hacia exudados
vegetales, liposacdridos y ciertos HAP (naftaleno, fenantreno, antraceno y
pireno).

Se ha observado, ademds, que los exudados de un hongo fitopatdgeno,
Macrophomina phaseolina, constituyeron un potente quimioatrayente
para la bacteria Pseudomonas fluorescens, haciendo que su patrén de
movimiento pasase a seguir frayectorias de movilidad con escasos
cambios en la direccidén (en respuesta a la atraccién hacia los exudados).

En otro estudio se concluyd que los exudados de raices de Lolium perenne
y el fenantreno indujeron cambios fisioldgicos en las comunidades
microbianas  existentes en  suelos  contaminados,  modificando
principalmente su capacidad degradadora. Este estudio no considera
especificamente la qguimiotaxis bacteriana, pero es posible que las
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modificaciones involucradas en el aumento de la biodegradacién tuvieran
relacion con la respuesta de atraccion a los exudados y/o al fenantreno
por parte de las comunidades bacterianas (Corgie y col., 2004).

En un estudio llevado a cabo por nuestro grupo de investigcion, se
determind que la biodegradacion de HAP aumentd en la rizosfera de
Helianthus annuus, debido a la bioestimulacién de las comunidades
microbianas por parte de los exudados excretados por la planta. Se
concluyd gue la bioestimulacion dependia de la composicidn quimica de
los exudados (Tejeda-Agredano y col., 2013). Los exudados de Helianthus
annuus podrian, ademds, inducir una respuesta de atraccion tdctica en las
comunidades degradadoras de HAP, provocando el desplazamiento
bacteriano hacia el foco de contaminacion. Esto es lo que hemos
estudiado en nuestro trabagjo de investigacién. Hemos empleado los
exudados vegetales de Helianthus annuus, producidos in vitro, para
estimular el fransporte bacteriano mediada por quimotaxis.

El patrén de movilidad afecta al modo de interaccién con el medio, como
en el caso de una superficie sélida. Por lo que el estudio de la adhesién
bacteriana es importante para predecir la eficacia de un proceso
degradativo, y elaborar estrategias de biorremediacion basadas en la
mejora del movimiento bacteriano. En este tema, es en el que se centra la
investigacion llevada a cabo en esta Tesis Doctoral: en modificar el patrén
de movilidad bacteriano con la finalidad de mejorar el transporte vy la
biodegradacién de contminantes orgdnicos.

1.4 ADHESION BACTERIANA SOBRE SUPERFICIES SOLIDAS

La adhesidon bacteriona a superficies sdlidas estd gobernada por las
interacciones célula-sustrato. Estas interacciones se suelen expresar en
términos de energia de Gibbs, siendo dependientes de la separacion de la
célula y la superficie solida (h).
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1.4.1 TIPOS DE ADHESION

Segun la distancia de separacién entre la superficie celular y la superficie
bacteriana, se distinguen dos tipos de interaccién: las interacciones de
largo y corto alcance.

1.4.1.1 Interacciones de largo alcance

Son las que controlan el posicionamiento de las bacterias en la cercania
de la superficie. Si consideramos la célula bacteriana como un coloide en
suspension, la adhesidon en la fase inicial del proceso dependerd de las
caracteristicas de la superficie de las particulas implicadas y de la
separacion entre ellas (es decir, de las células y de las particulas del sélido
en la superificie). Estas interacciones pueden explicarse segin la teoria de
estabilidad coloidal (Van Loosdrecht y col., 1989):

GDLVO-AB (h)= GvdW(h)+ Gel(h)+ GAB(h) (1)

Las interacciones de largo alcance se dan en el minimo de energia
secundario, tal como se observa en la figura 1.3. En este puntfo, la
interaccién es de tipo reversible, no especifica, interviniendo las fuerzas
electrostdticas, las fuerzas de Van der Waals y las fuerzas dcido-base (Van
Oss y col., 1986). Las interacciones electrostaticas Ge(h) y las fuerzas de Van
der Waals Ga(h) son aplicables para distancias de separacion >2nm.

Las fuerzas de Van der Waals suelen ser fuerzas de atraccién y dependen
de la polarizacién de las superficies implicadas (Rutter y Vincent, 1980).
Estas interacciones pueden calcularse en funcidn de distancia de
separacion entre particulas mediante la constante de Hamaker (H) que
define la interaccidon entre la bacteria (Hs) vy la superficie del sélido (Hs) a
través de un medio acuoso, segun la relacién:

H=(Hb'/2— Ha'72) (Hs'12— Ha'12) 2)

Por su parte, las fuerzas electrostaticas son repulsivas (si las cargas de las
superficies implicadas en la interaccién son del mismo signo) y de
atraccidn (si son de signo contrario). Estas interacciones son resultado de la
superposicion de las dobles capas eléctricas que rodean las superficies de
las particulas (fanto de las células bacterianas como de las particulas
solidas). La doble capa eléctrica se crea como consecuencia de la
distribucion de iones con carga opuesta en un medio liquido. Los iones
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rodean las particulas formando 2 capas distintas: una de iones de signo
contrario a la carga de la particula (capa de Stern) y otra capa difusa
constituida por iones de carga positiva y negativa. El grosor de la doble
capa eléctrica depende de la fuerza ibnica (o concentracion de iones)
del medio. El aumento de la fuerza idnica reduce el espesor de la doble
capa eléctrica, disminuyendo, asi, la separacion entre la superficie de las
particulas implicadas en la interaccidon y favoreciendo la adhesion
bacteriana sobre la superficie sélida. Ya que a distancias menores de 2 nm
la repulsidon electrostdtica no tiene implicacion.

La fuerza de las interacciones dcido-base puede calcularse a partir del
dngulo de contacto (Van Oss, 1994). Las interacciones dcido-base son
repulsivas entre bacterias hidrofilicas y superficies hidrofilicas, y atractivas, si
al menos una de las superficies implicadas en la interccidén, es hidrofébica.

Las propiedades (potencial zeta e hidrofobicidad) de la superficie celular y
del material para la adhesidén, serdn importantes para determinar la
adhesién bacteriana en el minimo secundario.

1.4.1.2 Las interacciones de corto alcance

Comprenden las uniones quimicas entre grupos funcionales de las
superficies implicadas mediante enlaces covalentes, enlaces por puentes
de hidrégeno o dipolos. Suponen una fuerte unidén de la bacteria a la
superficie sdélida, ya que la unién es irreversible y se da en el minimo
primario de energia (separcion entre particulas de 0,1-0,2 nm) (Van
Loosdrecht y col., 1990).

Para que se produzca la adhesién bacteriana, debe superarse la barrera
energética que le permita a la bacteria adherise en el minimo primario
(adhesion irreversible) o en el minimo secundario (adhesion reversible)
(figura 1.4). De no ser asi, el movimiento Browniano (movimiento aleatorio
de particulas en el seno de un fluido sometidas a una agitacién térmica) o
la fuerza hidrodindmica del fluido arrastrarian a las bacterias en el sentido
de la corriente del fluido.
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Figura 1.4 Energia de Gibbs necesaria para la interaccion entre la superficie de una
célula y la superficie de una particula del sdélido para la adhesién,, de
acuerdo con la teoria de la estabilidad coloidal. Gtot es la resultante de
una fuerza electrostdtica, normalmente repulsiva (Ge) y de una
interaccién de van der Waals atractiva (GvaW)

1.4.1.3 Teoria DLVO aplicada a células bacterianas

Segun la teoria DLVO aplicada a las interacciones entre superficies solidas
y bacterias (Norde y Lyklema, 1989; Rijnaarts y col., 1993q), la suma total de
las interacciones debe tener una componente electrostdtica
(normalmente fuerza repulsiva) y ofra de Van der Waals (normalmente
atractiva) haciendo que el potencial de interaccién resultante dependa
de la distancia de separacién de la bacteria y la superficie, asi como del
radio celular, potencial o carga superficial de |la superficie y de la bacteria
y composicién idnica del medio.

La adhesién bacteriana sobre superficies sélidas es posible aun en el caso
de que las cargas superficieales sean del mismo signo, porque la
confirmacién flexible de sus membranas, hace que puedan existir
alteraciones estructurales que afecten a las contribuciones de de repulsion.
Cuando la bacteria se acerca a la superficie, suele ser capturada en el
minimo secundario sin ser capaz de sobrepasarlo al ser la energia del
minimo primario demasiado elevada. Por lo que la bacteria se adhiere de
manera reversible. Sélo cuando se produce la liberacidon de productos de
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excrecion que se adhieran a la superficie por medio de enlaces de tipo
quimico, la bacteria cae en el minimo primario y la reversién, en este caso,
estard impedida.

1.4.2 FACTORES QUE AFECTAN A LA ADHESION BACTERIANA

Entre los factores fisicos que pueden afectar a la interaccién de las
superficies bacteria-sélido podemos destacar las propiedades de las
superficies, hidrofobicidad y potencial zeta; asi como la fuerza idnica del
medio.

Entre los factores fisiolégicos que dependen exclusivamente de las células
bacterianas, podemos destacar: la existencia de polimeros extracelulares
en la superficie bacteriana que pueden interaccionar con las superficies
sélidas, complicando la prediccién de la adhesidon determinada por la
teoric DLVO. Las interacciones poliméricas pueden ser repulsivas o
atractivas, permitiendo que la adhesion bacteriana tenga lugar, incluso
cuando el modelo de DLVO predice que la fuerza de atraccién no es
suficiente para provocar la adhesidon bacteriana a la superficie (Jucker,
1998q).

La presencia de estructuras externas (como los flagelos) puede conducir a
una adhesidon orientada a la superficie del material debido a que la
superficie celular no es uniforme. Se ha determinado que la causa de la
adhesidon orientada  de la bacteria Escherichia coli K-12 sobre particulas
esféricas de poliestireno no se debid a la presencia de lipopolisacdridos
(LPS) en las membranas celulares, sino a la uniformidad de la membrana
que depende de la presencia de protuberancias en la misma, como
pudieron ser los flagelos, cilios, etc (Jones y col., 2003).

El modo de interaccién de la célula bacteriana con la superficie del
material también es un factor a tener en cuenta en la adhesion. McClaine
y Ford descubrieron que la rotacién flagelar del movimiento celular de
Escherichia coli aumentd la tasa de adhesidn bacteriana sobre una
superficie de cristal (McClaine y Ford, 2002). Segun esta observacién, el
patrén de movilidad bacteriano, marcado por la longitud de las
frayectorias celulares (en el caso de E.coli) y la frecuencia de cambios de
direccién (en el caso de Pseudomonas putida) podria tener repercusién en
la adhesion sobre superficies solidas.
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1.5 TRANSPORTE BACTERIANO A TRAVES DE MEDIOS POROSOS SATURADOS

La tasa de adhesion estd determinada por el nUmero de células que son
transportadas a la superficie del sélido a través de procesos de transporte
de masas como la difusiéon, la conveccidn y la sedimentacion.

El tfransporte bacteriano se determina hidrodindmicamente. Para describir
las propiedades hidraulicas del sistema se tienen en cuenta los pardmetros
adimensionales: nUmero de Reynolds y nUmero de Peclet. Estos pardmetros
se hacen adimensionales, para que las propiedades que se derivan de
ellos no estén influidas por las dimensiones del sistema, tales como la
anchura, la altura o el caudal de un fluido que pasa por un conducto. El
niumero de Reynolds determina el régimen del flujo del fluido,
describiéndolo como laminar a turbulento. Por su parte, El nUmero de
Peclet define la razdn convectiva sobre el papel de la difusion en el
fransporte de masa en un sistema de desplazamiento de flujo.

En sistemas estdticos, la difusion controla el transporte de células desde la
fase acuosa hasta la superficie del sustrato. La difusidn estd marcada por el
movimiento Browniano que se conoce como el movimiento de particulas
en el seno de un liguido como consecuencia de la accién térmica
causada por la agitaciéon. Bajo condiciones dindmicas, el tranporte celular
tiene lugar por conveccion y difusién. La conveccidn se entiende como la
propagacién de calor en fluidos o liquidos debido al movimiento de sus
particulas producido por la diferencia de densidad. La movilidad propia de
las bacterias, asi como el fendmeno de la sedimentacién contribuyen en la
consecucion de ambos tipos de transporte (Norde y Lyklema, 1989;
Rijnaarts y col., 1993a; Schafer y col., 1998; Busscher y van der Mei, 2006).

El estudio de los procesos de transporte y deposicidn bacteriana sobre
superficies sélidas se basa en la teoria de filtracion de coloides (de sus siglas
en inglés, CFT, que fue propuesta por Rijnaarts y colaboradores (Rijnaarts y
col., 1996a; 1996b)

1.5.1 TEORIA DE FILTRACION DE COLOIDES (CFT)

La teoria de filtracion de coloides (CFT) se emplea para cuantificar los
procesos de transporte y deposicidn bacteriana, teniendo en cuenta la
transferencia de masa (células bacterianas) desde el medio acuoso a la
superficie del sustrato (colector) y tendiendo en cuenta, ademds, la
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probabilidad que ftiene la bacteria de colisionar con el colector
fomentando la adhesién bacteriana sobre la superficie

La eficiencia de transferencia de masa del colector (1) se define como la
probabilidad de que una célula, que se acerca al colector, alcance la
superficie. Este término incluye los efectos de la gravedad, la difusion vy las
fuerzas de atraccion de atraccion de Van der Waals.

La eficiencia de colision o adhesién (a) es la probabilidad de que una
célula, que ha alcanzado la superficie, se adhiera. Este término es
dependiente de la energia de interaccién (AGPLYO-AB)

Cuando el sistema opera bajo condiciones de lecho limpio, es decir, en
ausencia de células que ya estén adheridas a la superficie, las células que
se aproximan al colector sélo interaccionan con la superficie del colector,
haciendo que la deposicidn sea exponencial, segun la siguiente formula:

CiCqy= exp(—%@naL) =exp(-ail) (3)

C

Donde Coy C son las concentraciones celulares del influente y del efluente,
respectivamente, L es la longitud de la frayectoria del flujo, p es la
porosidad del material de empaquetamiento, rc es el radio del grano de
arena colector, n es la eficiencia del colector y a es la eficiencia de
colision. Esta ecuacion se simplifica a menudo, definiendo un coeficiente
de filtracién A. La eficiencia de adhesion () corresponde a la fraccién de
colisiones que finalmente dan lugar a la adhesién de la particula. En
ausencia de fuerzas repulsivas, o se aproxima a 1, segun la férmula:

a=a,(1-BO) (4)

Al inicio del experimento, en ausencia de células previamente adheridas,
la eficiencia de adhesion inicial (o) es prdcticamente 1 (porque las células
sélo pueden colisionar con el colector, por lo que la probabilidad de
colisién es maxima).

La aplicacién directa de la CFT implica que el sistema estd operando bajo
condiciones de “lecho limpio”, observdndose una deposicidn exponencial.
Pero esto no siempre ocurre asi. A veces, se observa una disminuciéon en la
deposicidn, que es apreciable por el incremento en los valores de C/Co (0
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eficiencia de salida bacteriana a través de las columnas). Lo que quiere
decir que estd aumentando el transporte bacteriano debido al bloqueo
por parte de las bacterias depositadas que impide que las células que se
acercan al colector, se adhieran a la superficie. Bajo estas condiciones de
“lecho no limpio”, es necesario incluir un término Langmuriano (en la
formula 3) que tenga en cuenta, ademds de la interaccidn celular con el
colector, las interacciones entre células, de la siguiente manera:

A= 2,1~ fo) 5

donde Ao es el coeficiente de filtro, B es el pardmetro de bloqueo, y o es el
depdsito especifico de coloides en el medio poroso.

El valor de a estd controlado por las interacciones célula-sélido y por la
cantidad de células adheridas previamente. Una bacteria previamente
adherida puede reducir la deposicion de las que se aproximen al colector,
blogueando parte de la superficie delmismo, segun la expresidn en (4).

Al inicio del transporte, a = 0, donde o, es la eficiencia de adhesidon de
lecho vacio, en ausencia de bacterias depositadas. Por lo que el nUmero
de células en el colector es nulo (©=0). El valor de a se aproxima a 1 vy la
deposicidn se ve favorecida y aumenta progresivamente de maner
exponencial. A medida que se van depositando las células en la superficie
del colector, el factor de bloqueo (B) comienza a aumentar. El factor de
blogueo se define como la relacién entre el drea bloqueada por una
célula adherida y el drea geométrica de esa célula, y la fraccién de
superficie cubierta por células © se calcula segun la féormula:

O= X TTA2/Acol (6)

donde ap representa el radio de la particula y Acol corresponde al drea de
superficie presente en el medio poroso de la columna.

1.5.2 BLOQUEO DEL COLECTOR

El factor de bloqueo depende de las interacciones célula-célula. Mientras
que el valor de agp viene determinado, fundamentalmente, por las

interacciones célula-sustrato. Ademds, ambo pardmetros dependen de las
condiciones hidrodindmicas del sistema.
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Si el factor de bloqueo es muy fuerte, el transporte bacteriano aumenta
porque la deposicion no es posible. Por lo que se observa un aumento en
la salida bacteriana a través de las columnas (C/Co).

El factor de bloqueo depende de factores como el tamano y forma celular
y del modo de interaccién de la bacteria con la superficie del colector. De
manera que existen especies con propiedades bloqueantes mds altas que
ofras. B se relaciona con la méxima cobertura de superficie de la siguiente
manera:

Omax= 1/B (7)

Cuando transporte opera bajo condiciones de bloqueo, el cubrimiento de
superficie nunca llega a ser maximo.

Si el bloqueo es débil, pueden darse situaciones de deposicidon en
multicapas donde o > 0. Las células previamente adheridas no son
blogueantes y no se da la repulsién entre células, haciendo que el colector
se safure de capas multicelulares (lo que se conoce como “ripening” de su
término en inglés). Esta situacidon puede conducir a otros fendmenos entre
los que se destaca la colmatacién del colector (o del término en inglés,
“straining”) o el atascamiento u obstruccién del colector (conocido como
“clogging” eninglés).

El blogueo se ve favorecido bagjo condiciones en las que la solucidn
electrolitica promueva la repulsidén entre células. Mientras que la adhesién
en monocapas en el colector (o ‘ripenning”) estd favorecido bajo
condiciones quimicas que provogquen el contacto interparticular y, con
ello, la asociaciébn en multicapas (Liv y col, 1995). Cuando las
caracteristicas de la solucion electrolitica promueven el bloqueo frente al
“ripenning” o adhesidon de células en multicapa, el contacto interparticular
estd inhibido y la densidad mdxima de particulas que puede depositarse
en el colector tiene que hacerlo en forma de monocapa. No sdélo la
composiciéon electrolitica de la solucién es el Unico factor influyente en la
deposicidn bacteriana, sino que también hay que tener en cuenta las
caracteristicas fisico-quimicas de la superficie del colector y los coloides
implicados en el transporte.
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1.5.3 FACTORES QUE AFECTAN AL TRANSPORTE BACTERIANO

Hay muchos factores que afectan al transporte bacteriano. Estre ellos
podemos destacar factores fisicos, que pueden ser dependientes de las
caracteristicas del material poroso empleado, como la rugosidad, la
porosidad, el didmetro de particula y propiedades de la superficie del
material como la hidrofobicidad vy la carga superficial. Los factores fisicos
también pueden ser dependientes de la hidrodindmica del sistema donde
influye notablemente la velocidad del fluido o el volumen de poro.
Ademds, hay que tener en cuenta las caracteristicas fisico-quimicas del
fluido en el que se fransportan las células bacterianas, como el pH o la
fuerza idnica.

Entre los factores fisioldgicos se citan aquellos que dependen de las células
bacterias, como son el tamano, movilidad celular y la caracterizacién de
su superficie de membrana como la hidrofobicidad y carga
superficial(Campery col., 1993).

1.5.3.1 Fuerza idnica del medio

En general, la fuerza iénica influye en la deposicién bacteriana afectando
a la eficiencia de adhesién inicial (o) y al factor de bloqueo (B). Cuando
la fuerza idnica del medio disminuye, el valor de oy disminuye, y el de B
aumenta, causando una reduccidén de o a medida que baja la fuerza
ibnica del medio. De esta manera, el transporte bacteriono se ve
favorecido en condiciones de baja fuerza idnica (Rijnaarts y col., 1996b).

1.5.3.2 Velocidad de flujo
Cuando la velocidad de flujo disminuye, aumenta la probabilidad de que

las particulas coloidales (o en su caso, las células bacterianas) colisionen
con la superficie del colector (Rijnaarts y col., 1996a).

1.5.3.3 Concentracioén celular
A mayor concentracién celular se favorece el fendmeno de asociacion en
multicapas sobre la superficie del colector o “ripenning” (si la estirpe no

tiene propiedades bloqueantes) y la repulsion y aumento del transporte si
la estirpe es muy blogqueante.
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Los estudios tedricos predicen que el blogqueo causa una bajada rdpida en
la deposicidn seguida de una bajada gradual indicativa de que el limite
de cobertura en monocapa en la superficie del colector, estd préoximo. De
esta manera, el efecto de blogueo impide que se cubra toda la superficie
del colector (mdximo cubrimiento celular de la superficie). La mdaxima
cobertura del colector en presencia del factor de bloqueo no es posible
debido a que la zona bloqueda no deja opcidn a ser cubierta por células,
ademds del efecto de “sombra” creado por la corriente del fluido vy el
dngulo de interaccion del coloide con la superficie del colector. Este
efecto ha sido descrito por Ko y Elimelech, como una zona de “sombra”
creada corriente debajo de las células que se van depositando en el
colector, constituyendo una zona de menor probabilidad de intercepcién
por el colector (Ko y Elimelech, 2000). Esto es debido al efecto del flujo del
fluido a su paso por la superficie del colector que genera una fuerza de
cizalla responsable del efecto descrito. Al aumentar la zona de “sombra”,
la mdxima superficie a ser cubierta por las células disminuye. La zona de
sombra puede aumentar con el incremento del famano del coloide vy la
velocidad de aproximacién, asi como con la bajada de la fuerza idnica
(porque aumenta el espesor de la doble capa vy la repulsiéon).

1.5.3.4 Propiedades hidrodindmicas

Para entender la importancia de las interacciones hidrodindmicas en la
deposicidn en concidiciones de mdxima cobertura de superficie, el
numero de Peclet cobra gran importancia. Este nUmero se calcula segin
la siguiente relacion:

2
Poc Vpa _ 67[/1Vpa (8)
D kT

o0

Donde Vp es la velocidad de aproximacion, a es el radio de la particula, u
es la viscosidad del fluido, D« es el coeficiente de difusidn de la particula de
Stokes-Einstein, K es la cte de Boltzmann y T es la temperatura. La influencia
de las interacciones hidrodindmicas es mds pronunciada para las
particulas (coloides) de mayor tamano, ya que el incremento en la
deposicidn de particulas modificard la trayectoria de acercamiento de
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una particula de igual tamano. Esto se refleja en que los valores de Peclet
normalmente son altos para el caso de las particulas de gran tamano (Ko y
Elimelech, 2000).

1.5.3.5 Rugosidad de la superficie del colector

Cabe destacar que cuando la superficie de adhesidn es rugosa, una zond
de “sombra” se crea corriente abajo de las profuberancias en los granos
de arena, de manera andloga a lo que ocurre con las particulas una vez
se han depositado (Ko y Elimelech, 2000).

1.5.3.6 Tamaho de particula del colector

El tamano de particula también puede afectar al transporte bacteriano.
Cuando el tamafo de particula disminuye, la superficie especifica para la
adhesidn aumenta. A su vez, con la disminucién del tamano de particula,
disminuye el espacio interparticular. Bajo estas condiciones, la deposicion
se ve favorecida frente al fransporte. La reduccién en el tamano de poro
disminuye la probabilidad de que la bacteria entre por los canales
verticales existentes entre las particulas del medio poroso (Kusy y Ford,
2007).

1.5.3.7 Movilidad bacteriana

Cuando los coloides son células bacterianas, la deposicion se ve
favorecida por la propia movilidad del microorganismo, cuyo movimiento
de propulsion contracorriente hace posible que acceda a las zonas
influidas por el efecto de "sombra” que son inaccesibles para aquellas
bacterias no mdviles, haciendo que el valor de cubrimiento mdximo de
superficie pueda ser mayor (Kerchove y Elimelech, 2008). La movilidad
bacteriana favorecid la deposicidn sobre superficies sdlidas, ya que le
permitid caer en el minimo secundario, haciendo que la probabilidad de
dhesidén reversible sea mayor (Becker y col., 2004). Asi como la propulsién
creada por el flagelo contraresta la fuerza de las interacciones (Pompilio y
col., 2008). No obstante, la presencia mera del flagelo, aiun cuando la
bacteria no es mévil, provoca una mayor deposicién que para el caso de
las bacterias que carecen de flagelo. Estas estructura celulares parecen
aumentar, por ello, las interacciones celulares con la
superficie (Haznedaroglu y col., 2010).
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El patrén de movilidad bacteriano afectd al modo de interaccién con la
superficie sélida, tal como hemos comentado en el capitulo 1.4.2. De la
misma manera, el modo de interaccién con la superficie afectd al
tfransporte y deposicidn bacteriana. La relacidn entre los efectos de
adhesién y transporte se hacen evidentes en un estudio llevado a cabo
por DeFlaun y colaboradores, para determinar el efecto de la adhesidén en
el transporte bacteriono de un mutante deficiente en adherirse a la
superficie de arena empaqguetada en columnas. El mutante se transportd
mucho mds rdpido que la silvestre. El estudio concluyd que las diferencias
en los polimeros de superficie podian ser la causa de la diferencia en la
adhesién entre las bacterias (DeFlaun y col., 1999).

Del mismo modo, diferencias en el patrén de movilidad bacteriana podria
conducir a diferencias en la adhesion a superficies sélidas, y con ello,
afectar de forma diferente al transporte bacteriano. Los valores de
eficiencia de adhesién inicial (a) y del factor de bloqueo (B) podrian variar
en funcion del patrén de movilidad bacteriano, fomentando la adhesién o
el aumento del transporte en un caso u otro.

Una evaluaciéon del patrédn de movilidad bacteriana en medios porosos
puede hacerse usando grdficas de regresion lineal ag - B, que pueden dar

lugar a distintas situaciones segun la combinacién de los pardmetros de
fransporte(Rijnaarts y col., 1996b):

Combinacién de bacteria-colector con alto valor de 0 y bajo valor de B:
esta situacidon provocaria una alta deposicién bacteriana y un alto nivel
de recubrimiento celular de la superficie del colector. Un flujo confinuado
de células podria contribuir a la formacién de capas celulares cubriendo la
superficie y un leve atascamiento del colector.

7 e e _ e

Combinacién de bacteria-colector con una alta deposicién inicial (alto
0y), pero el fuerte bloqueo inicial (B alto) resultard en un bajo nivel de
recubrimiento que conllevard a la ausencia de atascamiento y un
favorecido transporte bacteriano tras el bloqueo del colector.

Combinacién de células bacterianas con una baja deposicién inicial (bajo
09 que puede dar lugar a alcanzar altos niveles de recubrimiento de la
superficie (ya que B es bajo) pero a altos valores de volimenes de poro.
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Esto podria conducir a un atascamiento del colector, pero después de un
tiempo prolongado de la exposicion celular.

Deposicion no favorecida debido a alto valor de B y bajo valor de ay. Este
caso se da en condiciones de baja fuerza idnica, donde la doble capa
eléctrica de repulsion es mayor vy la probabilidad de que una bacteria se
adhiera a la superficie es muy baja.

1.5.3.8 Materia organica

La materia orgdnica disuelta dificulta el estudio del transporte y deposicion
bacteriana sobre superficies sélidas. La materia orgdnica disuelta podria
adsorberse a la superficie del colector y cambiar las propiedades fisico-
quimicas de la superficie, ello es hidrofobicidad y/o carga superficial. De
este modo, la deposicidn bacteriana se podria ver afectada (Liv y col.,
1995). Asi como la materia orgdnica podria competir con las bacterias por
los sitios de interaccion en la superficie del colector, evitando que las
células bacterianas se adhieran (Harvey y col., 1989; Scholl y Harvey, 1992;
Lahlou y col., 2000; Foppen y col., 2008; Park y Kim, 2009).

1.6 BIODISPONIBILIDAD Y BIODEGRADACION DE CONTAMINANTES

La biodegradacién de contaminantes orgdnicos en suelos puede estar
condicionada por la baja biodisponibilidad de los mismos (como vimos en
el epigrafe 1.2). Algunas de las estrategias desarrolladas para aumentar la
biodisponibilidad de contaminantes, se basan en la idea de mejorar la
interaccién entre el microorganismo y el contaminante a degradar, para
minimizar el riesgo por toxicidad de la liberacién del contaminante a la
fase acuosa (Ortega-Calvo y Alexander, 1994; Garcia-Junco y col., 2003).
Recientemente, se ha descrito el mecanimo de actuaciéon de un fertilizante
oleofilico, el $-200, que actia de forma dirigida, aportando los nutrientes N
y P en la inferfase NAPL-agua donde escasean estos compuestos. De esta
forma, la biodegradacién del contaminante asociado al NAPL aumenta
(Tejeda Agredano y col., 2011).

Incluso los propios microorganimos han desarrollado mecanismos para
mejorar la biodisponibilidad de los contaminantes orgdnicos hidrofébicos,
como la produccidon de tensioactivos. Existe una amplia gama de
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microorganismos que son capaces de sintetfizar lo que se ha denominado
como biosurfactantes.  Entre  los distintos géneros destacamos,
Pseudomonas, Bacillus, Acinetobacter y Mycobacterium. Existe un esfuerzo
comun en avanzar en el estudio del mecanismo de accién de estos
compuestos sobre el aumento de la biodisponibilidad y biodegradacién de
contaminantes orgdnicos, aungue hoy dia no se conoce exactamente el
mecanismo fisioldgico de actuacién. Estd claro que debe ir mds alld que
el exclusivo aumento de la solubilizacién de los contaminantes, ya que se
ha observado que los microorganimos los producen incluso cuando crecen
con compuestos solubles, como es el caso de la glucosa. La ventaja de su
empleo se basa, ademds, en la estrecha relacidn con la adhesidn
microbiana, secuestro de metales pesados o comunicacién intercelular
(Ortega-Calvo y col., 2013).

La aplicacion de un campo eléctrico en el suelo conduciria al aumento de
la biodegradacion, ya que se mejoran las condiciones para que el proceso
tenga lugar, como la humedad, el contenido de oxigeno. En nuestro grupo
de frabajo se ha comprobado que este tratamiento es Util para la
biorremediacién HAP, particularmente en el caso de la descontaminacion
de suelos ricos en fracciones arcillosas o bajo la presencia de
contaminantes recalcitrantes (Niqui-Arroyo y Ortega-Calvo, 2010). La
quimiotaxis bacteriana se ha descrito como un mecanismo que
aumentaria la biodisponibilidad de los contaminantes hacia los que el
microorganismo se sientiera atraido. De esta manera, el compuesto pasa a
ser biodisponible porque aumenta la movilizacion bacteriana hacia las
proximidades del foco de contaminacion.

1.6.1 QUIMIOTAXIS BACTERIANA COMO MEJORA DE LA BODISPONIBILIDAD Y
BIODEGRADACION

La guimiotaxis positiva o movimiento dirigido de la bacteria en respuesta a
un contaminante podria mejorar su biodisponibilidad, y seguramente su
biodegradacién. En un trabajo de investigacion llevado a cabo por
nuestro grupo se ha demostrado que la quimiotaxis de varias especies
bacterianas aisladas de la rizosfera de un suelo contaminado con HAP,
mejoré la movilizacion de estas bacterias en presencia de dichos
contaminantes, haciendo que su velocidad ascendiera a 1 mm/min
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(Ortega Calvo y col., 2003). Aunque hay bastantes estudios sobre el efecto
guimiotdctico de ciertos contaminantes, el papel de la respuesta tdctica
en la biodegradacion de los mismos no estd igualmente explorado. Tan
sélo en el caso del naftaleno, se ha conseguido demostrar el papel de la
guimiotaxis bacteriana en la biodegradacién del contaminante en un
sistema heterogéneo en fase acuosa (Aitken 2000). Asimismo, se comprobd
el aumento de la desorcién desde la fase orgdnica (inmerso en un NAPL) a
la fase acuosa, debido a la acumulacidon de células de Pseudomonas
putida en respuesta quimiotdctica al naftaleno. La degradacion del
compuesto, en fase acuosa, creaba un desequilibio entre sorbido-
desorbido que se compensaba con el reparto de naftaleno desde la fase
orgdnica a la acuosa gue aumentaba a medida que amentaba la
degradacién del mismo en fase acuosa (Law y Aitken, 2003). Otros
contaminantes, cuya biodegradacion ha sido mejorada mediante la
movilizacion de bacterias hacia el foco de contaminacion, han sido:
pesticidas (Hawkins y Harwood, 2002), componentes BTEX (benzeno,
touleno, etilbenceno y xileno) (Parales y col., 2000) y tefracloruro de
carbono (Witt y col., 1999). En este Ultimo caso, se puso de manifiesto el
papel de la quimiotaxis bacteriana en el fransporte para la mejora de la
biodegracion del compuesto. La quimiotaxis hacia otro compuesto que no
era la fuente de carbono del contaminante, se puede reconocer como
una técnica de bioestimulacidn que fomenta el movimiento bacteriano
dirigido con el fin de mejorar las técnicas de biorremediacion.

Provocando una mejora en el transporte y movilizacion bacteriana con el
empleo de quimioefectores que disminuyan la deposicidn sobre superficies
sélidas (Velasco-Casal y col., 2008) se solventaria el problema de la baja
dispersion microbiana en el suelo. El movimiento de bacterias a través de
medios porosos saturados puede estar restringida por varios factores,
incluyendo el aumento del trayecto de los caminos a recorrer
(tortuosidad), la adhesidon bacteriana a las superficies, y las restricciones
geométricas, debido a los poros de pequefno didmetro. Por lo tanto, las
bacterias capaces de degradar los contaminantes no pueden moverse a
través de la matriz del suelo y la biodegradacién no es eficaz. Si anadimos
sustancias al medio que mejoren el transporte bacteriano, el éxito de la
biodegradacion estd mds cerca de conseguirse.
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El papel que la quimiotaxis podria jugar en el tfransporte bacteriano para la
mejora la biodegradacién ha sido comprobado en varios estudios (Parales
y Haddock, 2004; Ford y Harvey, 2007; Strobel y col., 2011). Aunque no se ha
profundizado en los mecanismos que implicaria el aumento de
biodegradacion debido a un aumento del transporte bacteriano a través
de medios porosos. Es ahi donde nuestro estudio ha supuesto una
importante innovacion.

1.6.2 LA NANOTECNOLOGIA COMO APLICACION EN BIORREMEDIACION

Actualmente, el desarrollo de la nanotecnologia ha mejorado las técnicas
de remediacién que hasta entonces se practicaban, por lo que se ofrece
como una dalternativa futura para el tratamiento de emplazamientos
contaminados. La nanotecnologia consiste en el diseno, caracterizacioén,
produccién y aplicacién de particulas controlondo que el tamano esté
dentro del rango de la escala nanométrica. Las nanoparticulas se
caracterizan por poseer un didmetro inferior a 100nm, siendo ésta la
caracteristica comuin para una alta diversidad de aplicaciones que ofrece
el empleo de estos nanomateriales.

Algunas de las técnicas aplicadas en biorremediacién también se basan
en mejorar la biodisponibilidad del contaminante orgdnico, mejorando la
solubilizacién del mismo. Tal es el caso de unas nanoparticulas poliméricas
preparadas a base de polietilenglicol modificado con uretano-acrilato
(PMUA, de sus siglas en inglés) para mejorar la solubilizacién del fenantreno
(Tungittiplakorn 'y col.,, 2005). En ofro estudio, se emplearon unas
nanoparticulas magnéticas (Fe304) estabilizadas con oleato de amonio,
para recubrir la superficie celular de Pseudomonas delafieldi. De esta
forma, se aumentd la inmovilizacién celular en un reactor, mejorando asi la
degradacién de contaminantes en el mismo (Shan y col., 2005). En nuestro
frabajo de investigacion se han empleado unas nanoparticulas de plata
(NPsAg) que podria usarse para provocar la adhesidn bacteriana sobre
superficies sélidas, por lo que su aplicacion podria ser Ufil para
degradacién de compuestos en un birreactor. El empleo de NPsAg se ha
justificado en otro estudio de bioremediacidon, en donde las nanoparticulas
se estabilizaron con dcido mercaptosuccinico y se activaron con alimina
para eliminar los iones de mercurio en solucién en aguas contaminadas
(Sumesh y col., 2011).
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Objetivos

Esta Tesis Doctoral se ha cenfrado en el estudio del efecto de la respuesta
tdctica bacteriona, frente a determinados compuestos, sobre la
biodegradacién del contaminante orgdnico hidrofébico naftaleno. La
hipdtesis de partida fue que un aumento en el transporte bacteriano,
provocado por el cambio en el patrdn de movilidad en presencia de
distintos efectores tdcticos, podria conducir a un aumento de la
biodisponibilidad y biodegradacién de naftaleno. Para ello, los objetivos
especificos planteados son:

1. Caracterizacion de la respuesta tdactica frente a diferentes
compuestos que podrian actuar como agentes movilizadores
bacterianos. Para ello, se llevé a cabo un andlisis de la respuesta
tdctica, tanto positiva como negativa, de la poblacién bacteriana,
mediante el empleo del ensayo capilar, asi como un andlisis
individual de las trayectorias celulares en presencia de dichos
compuestos.

2. Determinacioén de la adhesién bacteriana sobre superficies sélidas
en ausencia de flujo continuo. Se estudio la diferencia del valor de
D.O.soonm antes y depués del contacto directo de las células
bacterianas en suspensidn con los compuestos ensayados en el
punto 1, para conocer si el patrédn de movilidad afecta a la
adhesion sobre superficies solidas.

3. Estudio del papel de la repuesta tactica sobre el transporte
bacteriano. El objetivo era determinar si el patrédn de movilidad
puede afectar al modo de inferaccionar con el material
empaquetado en columnas de transporte. De esta forma, se
comprobd el papel del patrdn en la curva de transporte,
promoviendo o impidiendo la movilizacidn microbiana a través de
medios porosos.

4. Influencia del transporte bacteriano y de la adhesidon en la
biodegradacién de naftaleno. Se estudié el efecto del aumento de
fransporte en columnas sobre la biodegradacién de naftaleno, asi
como el efecto de la adhesidn bacteriana en la biodegradacion
del contaminante.
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Materiales y Métodos

.1 REACTIVOS

Los compuestos utilizados como fuente de carbono para los cultivos
bacterianos han sido salicilato sddico, acetato sédico vy triptona, todos
obtenidos de la casa comercial Panreac Quimica S.L.U (Barcelona,
Espana).

El naftaleno de pureza andlitica (= 99%) se obtuvo de la casa comercial
Sigma-Aldrich Co. (St Louis, MO, USA). Asi como el de Naftaleno-UL-14C
(actividad especifica, 31,3 mCi mml-') de pureza radioquimica (> 98%).

El Di (2-etilhexil) ftalato (DEHP) (= 99%) (GC) se utilizé como liquido en fase
no acuosa, de sus siglas en ingles, NAPL. Se obfuvo de la casa comercial
Sigma-Aldrich Co. (St Louis, MO, USA).

Todos los disolventes utilizados (acetona, etanol, diclorometano y metanol)
(calidad HPLC) fueron suministrados por Teknokroma Analitica S.A.
(Barcelona, Espana).

Los biocidas nitrato de plata y cloruro de mercurio se emplearon en
concentraciones muy bajas, 0,1 mg L'y 1,3 mg L', y se adquirieron de
Sigma-Aldrich Co. (St Louis, MO, USA) y Panreac Quimica S.L.U. (Barcelong,
Espana), respectivamente.

1.2 EFECTORES TACTICOS

Como fuentes de materia orgdnica disuelta (MOD), se han utilizado
exudados de origen vegetal, dcidos humicos y el fertilizante oleofilico S-200.

Los exudados de raices de girasol (Helianthus annuus) fueron obtenidos en
colaboracion con el grupo del Dr. Manuel Cantos del Instituto de Recursos
Naturales y Agrobiologia (IRNAS, CSIC). El método de obtencién asi como
las técnicas utilizadas para la caracterizacion de los exudados
constituyeron una parte de otra Tesis Doctoral del grupo (Tejeda-Agredano
y col., 2013), y aqui se describe brevemente. La exudacion de las raices de
plantas de girasol se concentrd en botes de cristal, con sellado hermético,
que contenian 500 mL de medio mineral (MM), denominado como medio
de mineralizaciéon (puesto que es el medio que se utiliza para llevar a cabo
los ensayos de mineralizacidén de naftaleno, y en ausencia de una fuente
de carbono adicional. Los recipientes, de 1 L de capacidad, se incubaron
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durante un mes en cdmara de cultivo a 25 + 1 °C bajo una luz incidente de
65,24 yEm2 s y 18 horas de fotoperiodo. Tras este tiempo, los exudados se
recogieron bajo condiciones asépticas en cdmara de flujo laminar y se
cenftrifugaron durante 3 horas a 31.000 g con el fin de obtener una mezcla
homogénea de materia orgdnica disuelta (Haftka y col.,, 2008). La
caracterizaciéon de los exudados se ha llevado a cabo en colaboracién
con el grupo de la Dra. Magdalena Grifoll de la Universidad de Barcelona.
Se determind la presencia de los componentes que, conmUmente, son
mayoritarios en los exudados de origen vegetal: hidratos de carbono,
aminodcidos, dcidos orgdnicos y dcidos grasos (tabla lll.1) Los exudados se
concentraron por liofilizacion para la caracterizacion de los distintos
componentes mediante técnicas cromatogrdficas y de espectrometria de
masas realizadas en los Servicios Cientifico-Técnicos de la Universidad de
Barcelona.

Tabla lll.1  Descripcion de los componentes individuales mayoritarios detectados
en los exudados de raices de girasol (Tejeda-Agredano y col. 2013)

Componente
p’ . Compuesto individual
orgdnico
Hidratos de carbono Galactosa, Fructosa

Fenilserina, Taurina, Fosfoetanolamina, Acido aspdrtico, Treonina,
Serina, Asparragina, Glutamina, Glicina, Alanina, Cisteina,
Isoleucina, Leucina, Tirosina, Fenilalanina, Orniting, Lisina, Histidina,
Arginina

Aminodcidos

Acido ftdlico, Parabeno, Acido protocatéquico, Acido gdlico,

Acidos orgdnicos ] o A o . . ) o
9 Acido acetilsalicilico, Acido abiético, Acido hidroxi dehidroabiético

Acidos grasos Acido azelaico, Acido miristico, Acido palmitico, Acido estedrico,

Acido linoleico
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Los acidos humicos (AH) se obtuvieron con anterioridad por nuestro grupo
de investigacién. Para su extraccién, se tomaron muestras de un suelo
localizado en el Parque Nacional de Donana, adyacente a la laguna de
Santa Olalla, en la provincia de Huelva (Lahlou y col., 2000). El suelo se
clasificd como arenoso (Typic Humagquept), con un contenido en materia
orgdnica de 4,3 % y pH 6,5. Para la purificacién de la fraccién de AH, se
llevd a cabo una extraccion con NaOH, precipitaciéon con dcido y didlisis
(Schnitzer, 1982). Los andlisis de 3C-NMR dieron como resultado una
composiciéon tipica de sustancias humicas del suelo, por la presencia de
grupos carboxilicos (200-170 ppm), grupos aromdticos (160-100 ppm) vy
carbonos alguilicos (50-0 ppm). Los resultados de los andlisis elementales
dieron valores de C: 47,0 %, H: 5,31 %, O: 43,72 % y N: 3,97 %. El extracto de
AH se disolvid en NaOH 0,IM a una concentracién de 1 mg mL7,
ajustando el pH a 6 con HCI (Ortega Calvo y Sdiz-Jiménez, 1998). A partir
de esta disolucion stock se prepararon las que se utilizarion en los
posteriores experimentos usando medio mineral (MM) como disolvente.

Previomente al uso de los AH naturales, se utilizaron como modelo los
proporcionados por la casa comercial Sigma-Aldich, Co. (St. Louis, MO,
USA) “Humic acid, sodium salt, technical grade” con No CAS 68131-04-4,
con un contenido de carbono de 38,28 % (Mayer y col., 2007).

El fertilizante $-200 fue suministrado por IEP Europe S.L. (Madrid, Espana). Se
presenta en forma de microcdpsulas oleicas de 20 y 200 amstrongs de
didmetro con nuicleo equilibrado de nutrientes N y P. Su composiciéon
consta de urea y ésteres fosféricos que se presentan en una mezcla de
dcidos grasos saturados e insaturados en la que predomina el &cido oleico.
El disolvente bdsico es agua, aunque también presenta 2-butoxi-etanol y
glicol-éter (Tejeda Agredano y col., 2011).

La cantidad de carbono orgdnico en los tres bioestimulantes se determind
en un anadlizador de carbono orgdnico total y mddulo de nitrégeno
Shimadzu TOC-V sch en el servicio de andlisis del IRNAS, siendo los valores
de 129 + 3,5 mg L' para el caso de los exudados diluidos en MM en
proporcién 1:1, 138 £ 7,8 mg L' para AH (concentracidén nominal:100mg L)
y 123 £ 0,7 para el fertilizante $200 a una concentracién de 0,1 mL/70 mL de
MM. Para conseguir una concentracién de carbono 10 veces menor, los
bioestimulantes se diluyeron en MM, obteniendo unos valores de 16 £ 0,1
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mgl!,16+1,3mgLTy 13+£0,1 mgL! para exudados (1:10), AH 10 mg Ly
S$200 10 yL 35 mL', respectivamente.

Los ofros compuestos empleados como efectores tdcticos fueron las
nanoparticulas de plata (NsAg), con didmetro mdximo <100 nm, y un 99%
pureza, obtenidas de la casa comercial Sigma-Aldrich, Co. (St. Louis, MO,
USA). Para evitar la agregacién de las NPsAg, las disoluciones stock de 100
mg L se sonicaron durante 1 hora en bano de ultrasonido Bransonic 3510E-
DTH (Grupo Taper, S.A. Madrid, Espana), justo antes de ufilizarlas para
preparar las disoluciones de 55 mg L'y 0,2 mg L.

La glucosa se obtuvo de la casa comercial Panreac Quimica S.L.U.
(Barcelona, Espana) y se utilizé a distintas concentraciones en MM: 0,1 mM,
T mM, 10 mM y 100 mM.

ll1.3 MATERIALES POROSOS

Se utilizd arena de mar de grano fino, suministrada por Panreac Quimica
S.L.U (Barcelona, Espana). El material se tamizé y lavd por gravedad con
agua destilada, consiguiendo, asi, dos tipos de fracciones con diferentes
rangos de tamano de particula: una gruesa de 500-400 um vy ofra fina de
400-250 pm.

Se emplearon, ademds, dos tipos de suelo, estudiados en un trabajo previo
del grupo de investigaciéon. Uno es de tipo forestal, caracterizado por su
alto contenido en materia orgdnica, y otro de tipo agricola. El suelo forestal
procedia del Monte de La Teja perteneciente al campo de Gibraltar
(Cdadiz). El suelo agricola se ha obtenido de la estacién experimental “La
Hampa”, propiedad del IRNAS, situada en el término municipal de Coria
del Rio (Sevilla).

Las propiedades de estos suelos se determinaron con anterioridad por el
grupo (Posada, 2007). En la tabla lll.2 se describen dichas propiedades,
ademds, del tipo de suelo en funcién de la clasificacién de la USDA
(Departamento de Agricultura de los Estados Unidos).
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Tabla llIl.2 Propiedades y clasificacion de los suelos utilizados

Materia Arena Arena . " - . s
Mueskra orgénica gruesa fina Limo Arcilla Clase Clasificacion
To A Textural USDA
(%) I R
| A Lithi
Suelo 6,10 61,9 204 112 55 renosa e
forestal Franca Xerochrept
| Typi
Suelo 0.76 73,3 6.0 140 67  Arenosa ypic
agricola Xerochrept

1ll.4 ANILLAS DE SILICONA

Para los ensayos de biodegradacién se emplearon anillas de silicona,
obtenidas a través de Altec Products Ltd. (Cornwall, Reino Unido) de 2,57
mm de didmetro interno y 1,78 mm de seccion transversal. La silicona
presenta ciertas ventajas para el estudio de mineralizaciéon del compuesto
absorbido ya que se caracteriza por una dosificacion pasiva del
compuesto, incluyendo biocompatibiidad, alta capacidad para
compuestos orgdnicos hidréfobos (COHs) v baja resistencia interna a la
fransferencia de masa COHs (Smith y col., 2012).

.5 ESTIRPES BACTERIANAS, MEDIOS Y CONDICIONES DE CULTIVO
ll.5.1 Pseudomonas putida G7

La estirpe utilizada en este estudio es Pseudomonas putida G7, cedida por
la Dra. Caroline S. Harwood de la Universidad de Washington (EEUU). Fue
aislada de suelos contaminados por HAP y seleccionada para nuestro
estudio por su capacidad para degradar naftaleno (Dunn y Gunsalus,
1973).

La estirpe bacteriana se cultivd en un medio mineral (MM), cuya
composiciéon se detalla en la tabla 1Il.3., utilizando salicilato sédico (5mM)
como fuente de carbono. Este es un compuesto intermediario de la ruta
de degradacion del naftaleno (Yen y col., 1988). En algunos experimentos,
se emplearon, ademds, medios de cultivo con la base del MM y con
acetato sédico (5 mM) y triptona (15mM) como fuentes de carbono en
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lugar del salicilato. El indculo procedia de colonias cultivadas en placas de
agar con naftaleno. Los cultivos se realizaron en matraces Erlenmeyer de
250 mL de capacidad que contenian 100 mL de medio.

Los cultivos bacterianos se mantuvieron en agitacion continua (150 rom) a
30°C. Una vez alcanzada la fase estacionaria temprana, las células se
lavaron y resuspendieron en MM fras centrifugar durante 10 minutos a 2570
rom (1.000g), para su posterior uso en los experimentos. Esta velocidad de
centrifugacién se selecciond para evitar la rotura de los flagelos vy, por
tanto, la pérdida de la movilidad (Velasco-Casal, 2007).

Tabla 1I1.3 Composicion por litro del medio de mineralizacién (MM). Los reactivos
senalados en negrita se autoclavan por separado de los que aparecen
en cursiva, mezcldndose una vez enfriados. El resto de reactivos se filtran
a fravés de filtro Milipore de didmetro de poro 0,2 um. Una vez
autoclavado, el pH del medio fue 5,7

Reactivos Cantidad
KH2PO4 900
K2HPO4 100
CaCly 80
Macroelementos (mg)
NH:NO3 100
MgSOs-7H20 100
FeCls - 6H20 10
Na2BO4O7- 10H20 2
MnSO4- H0 2
Microelementos (ug) CuSOs4- HO 2
Na2MoOy - 2H20 4
InSOy4 - H20O 2
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El mantenimiento de la estirpe se realizd renovando los cultivos
semanalmente en placas con medio sélido MSB (tabla lll.4). En la tapadera
de las placas se anadié 0,1 g de naftaleno sdélido esterilizado por disolucion
en diclorometano (proporciéon 1:1) vy recristalizacion. El cultivo con
naftaleno se aseguraba la presencia del pldsmido NAH7 que contiene los
genes que codifican las enzimas necesarias para la degradacién de
naftaleno (Yen y Gunsalus, 1982).

Para el crecimiento de la estirpe en medio rico, se utilizaron placas de petri
que contenian las sales del medio MSB mds 42 g L' de TSA (triptona, soja y
agar) (tabla lIl.4), en las que el crecimiento se evidencidé por la presencia
de colonias blanguecinas de forma esférica y aspecto mucoso.

Tabla lll.4 Composicidn por litro del medio minimo de sales (MSB), a PH 7, utilizado
en los medios sdlidos para siembras en placas de Petri

Reactivos Cantidad (mg)
Na2HPO4 12H20 670
KH2PO. 340

CaCl; 14

NH.CI 500
MgSQO47H20 112
InSO4+7H20 5
Na2MoO42H20 2.5
FeCls'6H20 0,22
Agar 16.000

111.5.2 Escherichia coli/pRL 1063

E. coli/pRL 1063 fue la bacteria empleada para ceder, por conjugacion, el
pldsmido pRL 1063 a P. putida G7 y conseguir asi una bateria de
transformantes con el pldsmido o parte del pldsmido insertado en el
genoma de P. putida G7.
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E. coli/pRL 1063 se cultivd en medio Luria-Bertani (LB) conteniendo 10 g de
friptona, 5 g de extracto de levadura, 10 g de NaCl y 1 g de glucosa por
cada litro de disolucion (pH 7,2) (Sambrook y col., 1989). El cultivo se
mantuvo durante toda la noche a 37 °C, tras lo cual se lavd vy resuspendid
en una solucion estéril de NaCl 9 %.

111.5.3. Escherichia coli/Prk 2063

E. coli/Prk 2063 se utilizd para favorecer la insercion del pldsmido en P.
putida G7. Las condiciones de cultivo fueron similares a la estirpe donante
del pldsmido, explicadas en el epigrafe anterior.

111.5.4 Transformantes obtenidos

La coleccién de mutantes obtenida se selecciond por la disminucién o
ausencia de actividad quimiotdctica mediante una técnica que se
explicard en el siguiente epigrafe. Las estirpes seleccionadas,
denominadas como mutante 21, 55y 184, se cultivaron en el mismo medio
mineral utilizado para cultivar a la silvestre (P. pufida G7) con salicilato
sédico como fuente de carbono (5mM).

1.6 OBTENCION Y SELECCION DE MUTANTES QUIMIOTACTICOS
l1.6.1 Conjugacion triparental con el transposén Tn5

Para la obtencidon de mutantes deficientes en la respuesta quimiotactica
se llevd a cabo una mutagénesis no dirigida mediante la insercion del
pldsmido pRL1063 en el genoma de Pseudomonas putida G7. El objetivo
era que dicha insercidon afectase a la regién donde se localizan los genes
codificadores de la respuesta quimiotdactica hacia naftaleno.

El pladsmido pRL1063, presente en Escherichia coli contiene los genes de
resistencia a los antibidticos estreptomicina (Sm) y kanamicina (Km),
insertados en el transposén Tn5 (que se corresponde con una regidén de
genes de fdcil insercion en el genoma de otras especies). El pldsmido se
puede mobilizar por una conjugacidén no especifica entre las especies
Escherichia coli y Pseudomonas putida con la ayuda de otro pldsmido,
pRK2013 (presente en Escherichia coli), que confiene los genes de
transferencia, fra y mob, que permiten la traslocacion del transposén Tns
(Wolk y col., 1991; Hansen y Sorensen, 2001). De ahi que el nombre de la
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técnica se denomine conjugacion triparental, dado que intervienen 3
especies bacterianas, el receptor (P. putida G7), el donante (E.
coli/pRL1063) y el ayudante (E. coli/pRK2013).

Para llevar a cabo la conjugacién, se mezclaron 50 yL de cada cultivo
celular en un Eppendorf, colocando 100 yL de la mezcla resultante en el
centro de placas de conjugacidon sin antibidticos hasta el completo
secado de la gota. A continuacién, las placas se dejaron durante toda la
noche a 37 °C (temperatura éptima de crecimiento de E. coli), impidiendo
gue la maquinaria replicativa de P. putfida tuviera lugar (puesto que su
temperatura éptima es 28°C). Ello favorecia la insercion del pldsmido de E.
coli en el genoma de P. putida G7. Al dia siguiente, se recogié el material
celular resultante con un asa de Henle y se resupendié en 1 mL de NaCl 0,9
%. A continuacidn, se sembraron 50 UL de la solucién de NaCl en placas
de LB en presencia de los antibidticos a los que la estirpe E. coli y P. putida
eran resistentes y se incubaron a 28 °C durante dos dias. De esta manera,
s6lo crecieron aquellos transformantes de P. putida que habian
incorporado el gen de resistencia a Km vy, que por tanto, podian crecer en
presencia de ambos antibidticos.

La incorporacién del pldsmido pRL1063 en el genoma de P. putida G7 se
manifiestd mediante el crecimiento de colonias en placas de Petri con
agar y medio rico con 1,5 % Bacto Agar (Becton Dickinson, Sparcks, MD,
USA) en presencia de los antibidticos Km y Cm, a los que P. putida G7 era
sensible antes de incorporar el pladsmido de E.coli en su genoma.

111.6.2 Seleccidon de mutantes vdalidos

De la coleccion de mutantes obtenidos en las placas nos interesaban
aquellos que pudieran degradar naftaleno pero que hubieran perdido la
capacidad guimiotdctica de detectarlo.

De esta manera, se procedidé a sembrar por separado cada colonia
obtenida de la transformaciéon, para aislarla en una placa con agar vy
naftaleno sélido en la tapa, seleccionando, asi, en un primer escrutinio,
aqguellas mutantes que podian degradar naftaleno.

Para facilitar la seleccién se eligid el salicilato como quimioefector en lugar
de naftaleno, que requiere un cuidado especial en su manipulacion. Para
ello, en un segundo escrutinio, se tomaron las colonias crecidas en las
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placas con naftaleno y se sembraron en placas de agar al 0,3 % y salicilato
soédico 10mM durante 24 h a 28 °C, para seleccionar aquellas estirpes
mutantes degradadoras de naftaleno que no manifestaron quimiotaxis
positiva hacia salicilato. La presencia de un anillo de turbidez alrededor del
punto donde se inoculd la colonia indicd una repuesta quimiotdctica
hacia el salicilato en solucién. Ello es debido al avance celular en el medio
semisdlido tal como se indica en el método de “swarm plate” descrito con
anterioridad para la especie E.coli (Wolfe y Berg, 1989) vy para P. putida
(Harwood y col., 1994b).

1.7 CARACTERIZACION DE P. putida G7

La curva de crecimiento se determind tomando alicuotas del cultivo
bacteriano a distintos tiempos para medir la absorbancia a 600nm emitida
en espectrofotémetro Genesys 10 Series de Spectronic Unicam.

A partir de las curvas se determind el tiempo de duplicacion (fq) vy la tasa
de crecimiento (u#) mediante la ecuacion:

_n2

H 0

La forma celular se caracterizd mediante micrografias tomadas a lo largo
de la fase del ciclo celular mediante una cdmara RS Photometrics
CooISNAP 60-c 1" 1.0x conectada a un microscopio éptico de contraste
de fase Axioskop 2, Carl Zeiss (Jena, Germany) con objetivo A-Plan 40x
(0,65 Ph2 «/0,17). El procesamiento de las imdagenes transferidas al
ordenador se realizd con el programa Rsimage Version 1.9.2 y la longitud
celular se determind mediante el programa AxioVision Rel. 4.8.

La caracterizacion de la superficie celular se realizé durante una estancia
en el grupo del Dr. Lukas Wick en el Centro de Investigaciones
Ambientales-UFZ (Leipzig, Alemania). La carga superficial e hidrofobicidad
se estimaron a partir del potencial zeta y del dngulo de contacto,
respectivamente.

El potencial zeta se calculd a partir de la mobilidad electroforética
utilizando un analizador electroforético doppler dispersor de luz (Zetasizer
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Nano ZS, Malvern Infruments Ltd., Malvern, Worcestershire, UK), siguiendo el
método de Helmholtz-Smoluchowski (Hiementz, 1986; Hunter, 1988).

Para la medida de la hidrofobicidad, las suspensiones celulares se
dispusieron sobre filtros de 0,45 um (micropore filires; Schleicher & Schuell,
Dassel, Germany) que, a su vez, se colocaron sobre un portaobjetos de
vidrio para proceder a su secado a temperatura ambiente durante 2
horas. La hidrofobicidad celular se obtuvo a partir de la medida del dngulo
de contacto (Bw) entre la superficie de la capa celular y una gota de agua
dispensada por el mecanismo de un microscopio goniométrico (KrUss
GmbH, Homburg, Germany) (Van Loosdrecht y col., 1987).

1.8 ANALISIS DE LA MOVILIDAD BACTERIANA

La respuesta tdctica puede analizarse con un microscopio dptico, por
visudlizacién directa del movimiento bacteriano, caracterizando las
trayectorias celulares mediante un programa informdatico (CellTrak, Version
1.5, Motion Analysis Corporation, Santa Rosa, CA, USA). De esta forma, se
puede cuantificar los pardmetros de movilidad que caractericen la
repuesta quimiotdctica.

Para ello, el cultivo bacteriano, creciendo en medio mineral suplementado
con salicilato sdédico 5mM (vedse epigrafe lIl.5.1), se lavd y resupendid en
MM (control) o en las disoluciones de los distinfos compuestos, hasta
obtener una DOswonm de aproximadamente 0.3 (108 células mL!). Se
tomaron alicuotas de 10 yL que se colocaron sobre un portaobjetos (76 x
26 mm) para la visualizacién directa al microscopio éptico de contraste de
fase (descrito en el epigrafe l.7.1). El microscopio se conectdé a una
cdmara de video HD Sony Exwave (Tokio, Japdn) para grabar la movilidad
celular en presencia de los distintos efectores quimicos durante 5 segundos.
Los videos fueron procesados mediante el programa honestech VHS to
DVD 3.0 SE en formato WMV vy tipo de video NTSC. De esta maneraq, la
conversidon del formato WMV a AVI, requerida para el uso de CellTrak, fue
posible gracias al programa Windows Movie Maker.

CellTrak permite caracterizar la movilidad bacteriana en videos guardados
en formato AVI, elaborando un diagrama del movimiento celular
individual, mediante los valores de la posicidn bacteriana en el espacio
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(coordenadas X, Y) a lo largo del fiempo (figura lll.1). El programa permite
el cdlculo de la velocidad lineal (um s') y la frecuencia de los cambios de
direccién (RCDI, ° s1) de forma individual para cada trayectoria (Harwood,
1989; Lopez de Victoria y col., 1995). El andlisis del comportamiento movil
en cuanto a la frecuencia de cambios de direccidon y velocidad de
desplazamiento se hizo por duplicado para cada fratamiento llevado a
cabo, escogiendo 10 trayectorias por video anadlizado. Para la
representacion  grdfica de los pardmetros de movilidad en cada
fratamiento, se seleccionaron aquellas trayectorias que presentaron
valores medios de velocidad y cambios de direccion.

Para el andlisis cuantitativo de la movilidad microbiana, se tomaron como
referencia aquellas 10 trayectorias que presentaron unas longitudes de
recorrido mayores, descartando aquellas cuya velocidad lineal estuvo por
debajo de 17 um s!. De esta manera, se cuantificéd el sumatorio del nUmero
de picos de aceleracion por encima de 60 um s y el nUmero de cambios
de direccidon mayores de 1000 °s-'. Estos umbrales de deteccidn permitieron
la caracterizacién y diferenciacion de los distintos patrones de movimiento
en comparacién con el control (en ausencia de efector quimico), bajo las
mismas condiciones. El andlisis estadistico de diferencias significativas entre
grupos se hizo mediante el test ANOVA de un factor, HSD Tukey, P=0.05,
con el programa SPSS 11.5.
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Figura lll.1 Programa informdtico Celltrak utilizado para el andlisis de las trayectorias
celulares en presencia de distintos quimioefectores

1.9 EXPERIMENTOS PARA EL ANALISIS DE LA RESPUESTA TACTICA
1l.9.1 ENSAYO CAPILAR

El método que se Utilizd para analizar cuantitativamente la respuesta
tdctica fue puesto a punto con anterioridad por nuestro grupo de trabajo
(Velasco Casal y col., 2008), modificando el método capilar original (Adler,
1973). La suspension de células méviles (en MM, DOsoonm de 0,02) se colocd
en una pequena cdmara formada por dos capilares de 1 uL colocados en
paralelo sobre un portaobjetos (76 x 26 mm) (figura lll.2A). Tras ser cerrado
con llama en uno de sus extremos y flameado, otro capilar de 1 L se llend
con el atrayente o disolucidon control (MM) vy se situd sobre la suspensidon
bacteriana. La cdmara se cerrd con un cubreobjetos (24 x 24 mm). Tras
una hora de incubacion, se retiraron los capilares, se lavaron y se
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rompieron para verter el contenido sobre un tubo Eppendorf que contenia
1 mL de MM. Finalmente, se sembraron 0,1 mL de la solucién en placas de
medio rico (TSA) y tras 24 horas de incubacién a 30 °C se contaron las
colonias que habian crecido en cada uno de los tratamientos. Como
sustancias afrayentes se ensayaron los 3 bioestimulantes (a alta y baja
concentracién de carbono orgdnico) y la glucosa a una concentracién
de 100 mM. Si el nUmero de células que entfra en los capilares con
atrayente es mayor que el nUmero presente en los capilares con MM
(control), la respuesta tdctica de la bacteria hacia ese compuesto seria
positiva. Si el nUmero de células dentro del capilar es menor, la respuesta
podria ser negativa, dato que habria que confirmar con un ensayo capilar
de repelencia (compuesto en contacto con la suspensidon celular).

El ensayo de repelencia es similar al de atraccién, aunque la DOsonm de la
suspension celular debe ser mayor (0,6) para poder visualizar la respuesta
(ya que es menos sensible a la concentracién de compuesto). Ademds, en
este caso, la sustancia a ensayar se colocd en dicha suspensidon celular,
resuspendiendo el pellet con la solucién con el compuesto (repelente). Los
capilares se llenaron con la solucién control sélo con MM (figura 111.2B).

Cubreobjetos
Capilar con la solucién \

atrayente o control (MM) 7 Za .
C T /]
¢ ! ! Capilares de sujecién
@ 1 174 )y

Portaobjetos

Q )
g ——
Capilarconla . — : g . L
" Capilares de sujecion
solucion control
a / —
i
|
/ / Suspensidonbacteriana en
Portaobjetos Cubreobjetos presencia del repelente

Figura .2 Cdmara quimiotdctica disefAada para analizar la respuesta tdctica
mediante el ensayo capilar de atraccidn (A) y repelencia (B)
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De esta manera, la respuesta negativa se cuantificd segin el nUmero de
células que entraron en el capilar, que sélo contenia MM. En este caso, si el
numero de bacterias que han entrado en el capilar, repelidas por la
sustancia ensayada, es mayor que el nUmero que entra cuando en la
suspension sélo hay MM, la respuesta tdctica seria negativa. La respuesta
de repelencia se ha estudiado para el caso de las NPsAg en un rango de
concentracién desde 0,05 mg mL' hasta 0,2 mg mL-!, mientras que para la
glucosa se utilizd un rango desde 0,1TmM hasta 100 mM. La mayor entrada
de las células en el capilar con MM podria atribuirse a efectos indirectos de
la pérdida de la movilidad celular (que puede aumentar la acumulacion
de células en el capilar, como resultado del movimiento browniano), o
bien a una hipermovilidad causada por la sustancia ensayada. Por lo
tanto, se estudié el efecto de la presencia del compuesto tanto en la
suspension celular como en el interior del capilar. Bajo estas condiciones, la
respuesta de repelencia deberia verse anulada y el niUmero de células en
los capilares con repelente deberia serigual al del control (en ausencia del
mismo).

1l.9.2 Ensayo de gota con hidroxipropilmetilcelulosa

Se utilizd un ensayo cudalitativo que permitié la visualizacién directa de la
respuesta quimiotdctica positiva a escala macroscédpica. El método,
descrito por Grimm y Harwood, permite detectar la respuesta tdctica
positiva de la estirpe P. putida G7 hacia distintos quimioefectores (Grimm vy
Harwood, 1997)

Siguiendo el citado método, se centrifugaron 40 ml de un culfivo de la
estirpe P. putida G7 en fase temprana del crecimiento estacionario,
resuspendiéndose el pellet en 12 ml de tampdn quimiotdctico (fosfato
potdsico a 100 mM [pH 7.0], EDTA a 20 uM) y anadiéndose una disolucion
acuosa de hidroxipropilmetilcelulosa al 1% (formulada para dar una
viscosidad de aproximadamente 4.000 cP en 2% de solucidn acuosal)
(Sigma-Aldrich Co., St Louis, MO, USA), hasta completar un volumen de 15
ml. La suspensidn celular viscosa se colocd sobre placas de Petri de 60 mm
de didmetro a una profundidad de 3 mm, tras lo cual se anadié una gota
de 10 ul del quimioefector en el centro de la placa. La respuesta
guimiotdctica de atraccidn hacia el compuesto se visualizd como la
aparicion de un anillo de turbidez alrededor del centro de la placa donde
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se colocd dicho compuesto. La turbidez comenzd a observarse después de
aproximadamente una hora vy siguié siendo evidente durante las siguientes
3 0 4 horas.

.10 ENSAYO DE ADHESION

Para comprobar la eficiencia de adhesion bacteriana al material poroso
empleado, se utilizaron viales de vidrio de 20 mL de capacidad
conteniendo 1,5 g del material poroso y 1 mL de las suspensiones celulares
resuspendidas en los distintos quimioefectores, manteniéndose en agitador
orbital a 80 rom durante 30 minutos a temperatura ambiente.

Para cuantificar la adhesién bacteriana, se mididé la diferencia de la
DOgonm de las supensiones celulares antes y después de la incubacion,
expresdndose el % de células adheridas al material. No fue posible llevar a
cabo ensayos con suelo, ya que la medida de turbidez debida al suelo
enmascaraba los valores de DO obtenidos, sin poder discriminar enfre la
aportacién de turbidez debido a la presencia bacteriona o a la de
particulas del suelo en. El % de adhesidén sobre superficie de anillas de
silicona se cuantificé en ausencia y presencia de exudados a baja
concentracién de carbono y NPsAg a 0,2 mg L', como ejemplos de
guimioefector positivo y negativo, respectivamente. En este caso, se
fomaron un total de 23 anillas para utilizar la misma cantidad de material
empleado que en los ensayos de adhesion en medio poroso (1,5 g). Las
diferencias significativas entre tfratamientos se hizo mediante el test ANOVA
de un factor, HSD Tukey, P=0.05, con el programa SPSS 11.5.

Se visualizd en el microscopio éptico la adhesidon bacteriana a la interfase
DEHP-agua de la estirpe P. putida G7 en ausencia y presencia de NPsAg a
una concentracion de 0,2 mg L' segun una adaptacién de la técnica
descrita para la adhesion microbiana a hidrocarburos (BATH) (Rosenberg y
col., 1980). El DHEP se utiliz& como ejemplo de liquido en fase no acuosa
(del término en inglés, NAPL), para estudiar el efecto del patrén de
movilidad abrupto en la adhesién a la fase orgdnica. Se cuantificd,
también, el % de adherencia a la fase orgdnica mediante la disminucion
en la DOeconm antes y después de la interaccién con la fase orgdnica
(promovida por la agitacién mecdnica durante 60 segundos de un tubo de
ensayo con 3 mL de la mezcla de la suspensidn bacteriana en NPsAg y 0,25
mL de NAPL).

51



Materiales y Métodos

111.11 ENSAYOS DE TRANSPORTE EN COLUMNAS

Los ensayos de tfransporte se llevaron a cabo a temperatura ambiente en
columnas de percolacion segun el método de Rijnaarts y colaboradores
(Rijnaarts y col., 1993b; Rijnaarts y col.,, 1996b). El material poroso se
empaguetd en hiUmedo (con MM) en columnas de vidrio de 10 cm de

longitud y 1 cm de didmetro interno. La cantidad de material
empaquetado presente en cada columna fue del orden de 12 g. El suelo
agricola se mezcld con la arena de grano fino en proporcién 1:1 para

facilitar el empaquetamiento. El suelo forestal mezclado con arena (1:1) se
empaquetd en los primeros 2 cm del extremo inferior de la columna, con
aproximadamente 2 g de material, completando el relleno con 10 g de
arena de la fraccion fina (0.4-0.25 mm).

Las columnas se conectaron a una bomba peristdltica funcionando a 23
rom, y las suspensiones bacterianas (DOsorm ~ 0,3, 108 células mL1) se
bombearon a través de las columnas a una velocidad de flujo constante e
igual a 0,135 £ 0,02 mL min (figura lI.3). Previomente al bombeo de la
suspensién celular, las columnas se lavaron con MM durante 30 minutos
(aproximadamente 1 volumen de poro, VP). Para el caso de los
experimentos con suelo, el MM se bombed hasta que dejé de evidenciarse
turbidez en los eluyentes. Se comprobd que la absorbancia del influente
permanecié inalterada durante la duraciéon de los experimentos.

Figura I1ll.3 Disposifivo disehado para estudiar el trasporte bacteriano en
columnas
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El transporte de las bacterias a través de las columnas se siguid
fotométricamente a determinados intervalos de tiempo. La eficacia de la
salida bacteriana se expresd como DOgoonm en el efluente a la salida de la
columna (C) dividido por la DO¢onm €n el influente en la columna (Co).

Tabla lIl.5 Propiedades hidrodindmicas de los materiales porosos empleados

Material poroso

Arena de Arena de Arena+Suelo
grano fino grano grueso Agricola (1:1)
Flujo Hidradlico
0,50 0,41 0,47
(cm min-1)
VP
2,677 3,265 2,865
(mL)
Porosidad 0,34 0,41 0,36

Todos los resultados se dan como la media de ensayos realizados por
duplicado.

Los resultados se exponen mediante la representacién de las curvas de
rotura o curvas de elucion de cada uno de los tratamientos. Para ello, es
necesario obtener los valores de los volimenes de poro en las columnas
empleadas en el ensayo, asi como los valores de la eficacia de la salida
bacteriana (C/Co) a través de éstas. Las propiedades hidrodindmicas de
los distintos materiales aparecen reflejadas en la tabla lI.5.
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El volumen de poro (mL) es el volumen de liquido que ocupa la columna
en ausencia de sélido. Se determind, para cada material, mediante la
diferencia de peso de la columna, una vez empaquetada, antes y depués
de ser secada en estufa a 60°C. El flujo hidrdulico se calculé dividiendo el
producto de la velocidad de flujo del fluido y la longitud de la columna
entre el volumen de poro (mL) en la misma. La porosidad se obtuvo de la
relacién entre VP (mL) en la columna y volumen total (mL) de liquido que
puede ocuparse en la misma, siendo, por tanto, un pardmetro
adimensional.

El transporte puede describirse en términos de eficiencia de adhesion
bacteriana a la superficie del material empleado en las columnas,
pudiéndose distinguir entonces, entre valores altos de C/Co, que se
corresponderdn con una baja adhesidn y un transporte bacteriano alto, vy
valores bajos de C/Co, indicativos de una alta eficiencia de adhesion.

La eficiencia de adhesién, a, puede calcularse por la relacién entre la tasa
de adhesion, nt, y la tasa de de transporte bacteriano hacia la superficie
del colector, Nians, sSegun la férmula (Elimelech y Omelia, 1990) :

o= r]’r/ Ntrans

La eficiencia de adhesidn depende de las interacciones electrostdticas e
hidrofébicas que gobiernan las interacciones entre superficies bacterianas
y superficie del colector.

Al inicio del experimento de transporte, el sistema opera bajo condiciones
de lecho limpio, es decir, la Unica superficie disponible para la deposicidon
es la del colector. Por lo que nt= nians, acercdndose el valor de a a 1, bajo
condiciones favorables para la adhesion (en ausencia de fuerzas repulsivas
entre células). El cdlculo de nwans tiene en cuenta las contribuciones de
conveccion, difusion, atraccion de Van der Waals y sedimentaciéon (Martin
y col., 1992; Rijnaarts, 1994). El valor de ntse calcula a partir de los valores
de C/Co obtenidos en los experimentos de transporte (Jucker, 1998b).

A medida que transcurre el experimento, el nUmero de células adheridas al
colector va aumentando y la adhesién bacteriana a la superficie empieza
a estar impedida por la repulsion que ejercen las bacterias que estdn
depositadas en el colector. Bajo estas condiciones de bloqueo del filiro,
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hay que tener en cuenta el factor de bloqueo, B, que depende del
recubrimiento celular en la superficie del material, ® (Rijnaarts, 1994):

(1=(10(1—B @)

En condiciones de lecho limpio, ® = 0, por lo que a = o, fomentando que
las condiciones de adhesidon sean éptimas, tal como hemos visto que
ocurre al inicio del experimento (bajo ausencia de repelencial).

Los valores obtenidos para los pardmetros de a, ® y B, caracteriza el
transporte bacteriano en los distintos tratamientos estudiados en funcién
del efecto que provoguen en el fransporte y la adhesidon. Para ello se
tuvieron en cuenta dos momentos para el cdlculo de los mismos, uno al
comienzo del experimento, justo a la salida del frente bacteriano (~1 VP) y
otro casi al final del experimento (~ 4 VP), donde se tuvo en cuenta el
factor blogqueo.

ll.11.1 Empleo de quimioefectores en los ensayos de transporte
ll1.11.1.1 Efecto directo

Los quimioefectores glucosa y NPsAg se utilizaron a distintas
concentraciones. Para el caso de la glucosa se empled el barrido de
concentraciones utilizado en el andlisis de la respuesta tdactica, 0,1M, TM,
10M y TO00OM. Las disoluciones de NPsAg de 0,2 mg L1 y 55 mg L' fueron
sonicadas justo antes de comenzar el experimento, para asegurar la
estabilidad de las NPsAg y evitar la aglomeraciéon coloidal.

Los ensayos de transporte con las distintas fuentes de carbono orgdnico
disuelto (exudados, acidos humicos vy el fertilizante oleofilico) se llevaron a
cabo con cultivos bacterianos resuspendidos en las disoluciones de las
mismas. Para ello, una vez lavado y centrifugado el cultivo bacteriano, el
pellet se resuspendid en las soluciones conel carbono orgdnico disuelto
(COD).

11.11.1.2 Efecto del pre-bombeo

En algunos experimentos de transporte bacteriano, las columnas se pre-
acondicionaron con las soluciones de COD antes de bombear la
suspension bacteriana. Para ello, una vez empaquetadas las columnas, se
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procedié al bombeo de las soluciones durante 90 minutos (4 VP), tras lo
cual se bombed MM durante 60 minutos (2,5 VP) para lavar el exceso de
carbono que quedase en disolucidn, seguido del bombeo de la suspensidon
bacteriana. De esta manera, podria determinarse el efecto de la materia
orgdnica adsorbida a la arena sobre el tfransporte bacteriano.

1l1.11.1.3 Reversion del fransporte de bacterias adheridas en las columnas

En determinados experimentos, se estudid la reversion de la adhesién de
aqguellas bacterias que quedaban adheridas al colector mediante el
bombeo de COD a distintas concentraciones. Para ello, se procedié a
bombear la suspensidon bacteriana en MM en ausencia de COD durante 90
minutos, seguidamente del bombeo de MM durante 60 minutos para lavar
las células que quedasen en solucidon. A continuacion, se bombed la
disolucidn de COD para estudiar su efecto en la reversidn de la adhesidn
de las bacterias que habian quedado depositadas en la arena.

Para discriminar si el efecto reversor del transporte era por mecanismos
fisicos o fisioldgicos, se anadié HgClz (a una concentracion de 1,32 mg L)
a la supensidon bacteriana antes de bombearla a través de las columnas
para inactivarlas células.

11.11.1.4 Empleo del quimioefector naftaleno en las columnas

Dado que la solubilidad del naftaleno es baja, los ensayos de transporte se
prepararon con el naftaleno en forma de cristales en la parte superior de
las columnas. El naftaleno se introdujo sobre el material empaqguetado
como una disolucidén de acetona y se dejd evaporar bajo corriente de
nitrégeno.

111.11.1.5 Caracterizacién fisico-quimica de los quimioefectores empleados

El potencial zeta y dngulo de contacto de las disoluciones de los
quimioefectores en MM se determinaron segun el método descrito en el
epigrafe lll.7. Las medidas de dngulo de contacto se determinaron sobre
superficie de arena.
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La tensidon superficial se midid a temperatura ambiente utilizando un
tensiometro de anillo de platino TD1 Lauda, Hucoa-Erldés (Laha y Luthy,
1992). Tras cada medida, se eliminaron las posibles trazas de compuesto
mediante flameo del anillo. Los resultados se dan como la media de las
medidas obtenidas por triplicado para cada uno de los quimioefectores (a
las distintas concentraciones ensayadas) en comparacion con las medidas
obtenidas para el control (MM). Las diferencias significativas entre el valor
obtenido para cada quimioefector y el del control (MM) se analizaron
mediante el test pareado de t-student, P=0.01, con el programa Sigmaplot
8.0.

.12 ENSAYOS DE BIODEGRADACION DE NAFTALENO

Los ensayos de biodegradacién de naftaleno se llevaron a cabo en las
columnas descritas en el epigrafe 1l1.9, bajo las mismas condiciones de los
experimentos de transporte, utilizando los exudados a baja concentracion
de carbono y las NPsAg a 0,2 mg L', como quimioefectores.

.12.1 Carga de anillas de silicona con naftaleno marcado con 4C
radiactivo

Se usd el método de dopaje dindmico (Smith y col., 2012). Para ello, se
colocaron un mdéximo de 8 anillas (segun el experimento) en el fondo de
un vial de cristal de 20 mL de capacidad y se anadié 1 mL de una solucidn
de naftaleno en acetona (50 mg L) a la que, previamente, se le habia
anadido el volumen de stock de naftaleno radiactivo (en acetona) para
obtener 200.000 dpm por anilla. El vial se dejé en campana extractora
durante toda la noche para que se evaporara la acetona en disolucion.
Posteriormenete, se aplicaron gotas de agua milli-Q en series de 25 a 200
uL cada 5 minutos durante 35 minutos, bajando la frecuencia a 15 minutos
en las Ultimas 5 dosis realizadas. Al siguiente dia, se repitieron 3 series de
dosificacion de 1 mL de agua cada hora. Para conocer la cantidad de
naftaleno marcado que la anilla habia absorbido, se dejaron dos anillas
(utiizadas como control) en un vial de cristal, por separado, anadiendo 1
mL de metanol para extraer el naftaleno marcado. Después de 72 horas
de extraccién en metanol, se midié la cantidad de radiactividad (dpm)
disuelta en metanol mediante centelleo liguido en un contador de
centelleo liquido modelo Beckman LS6500 (Beckman Instruments, Fullerton,
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California, USA). Se determindé por duplicado la radiactividad (un tubo
procedente de cada columna por duplicado) mediante un contador de
centelleo liquido modelo Beckman LS6500 (Beckman Instruments, Fullerton,
California, USA).

1l.12.2 Ensayos de mineralizacién en columnas

Las anilas cargadas con naftaleno marcado  radiactivamente
(con~200.000 dpm cada una) se colocaron en el fondo de las columnas
por encima de 2 cm de arena empaqguetada previamente. Las anillas se
recogieron con la ayuda de unas pinzas del vial de cristal en el que se
enconfraban embebidas en agua y se lavaron, por separado, en agua
milli-Q antes de introducirlas (una vez secas con papel secante) en las
columnas. Se completaron las columnas con 10 g de arena fina, que se
empaquetaron siguiendo las mismas condiciones que para el experimento
de transporte descrito en el epigrafe II.9.

Para medir la mineralizacion de naftaleno, se tomaron muestras de los
eluyentes de las columnas en ftres intervalos de fiempo durante el
fransporte bacteriano, correspondiéndose con la salida del frente (a la
hora del comienzo del experimento, a 1VP), dos horas después (~ 5 VP) y
fres horas y media tras el comienzo del experimento (~ 10 VP). Cada
muestra se recogié en un dispositivo disenado para recuperar el naftaleno
transformado en CO:z2 (figura lll.4).
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Anilla de silicona con “C naftaleno

Tubo masterflexde conexién

Suspensidn celular

Trampa con 1 mLNaOH 0,5 M
/ para recoger el CO, liberado
Tubo de teflén para exiraccién de muestra

/ para medirla radiactividad total

\_/ > Eluyente de suspension bacteriana

Figura 1.4 Dispositivo disenado para la recogida de muestras del fransporte
bacteriano usadas para el estudio de la mineralizacién de naftaleno
desorbido de la anilla en las columnas de fransporte

Los eluyentes se recogieron durante 20 minutos, tras lo cual se separd el
dispositivo de la columna y se tomaron 0,5 mL para medir la radiactividad
presente en la muestra. Este seria el valor de la cantidad de naftaleno
desorbido desde la anilla y eluido a través de la columna. A continuacién
se anadié TmL de HCI 2N para inactivar las células bacterianas presentes
en los eluyentes y recoger el CO2 producido por la mineralizacién de las
bacterias presentes en ese punto concreto. Los fubos, con la frampa de
sosa incorporada, se dejaron en agitacién continua a 80 rom durante 12
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horas, para recoger el total de CO2 producido de la mineralizacién del
naftaleno (cuyo valor de radiactividad, que conocemos por la medida de
los 0,5 mL tomados, constituiria el 100 % presente inicialmente en cada
muestra. La muestra (1 mL) recogida de la tframpa de sosa se mezclé con
5 mL de liquido de centelleo (Ready Safe, Beckman Instruments, Fullerton,
Callifornia, USA), dejdndose la mezcla en oscuridad durante al menos 8
horas para la disipacion de la quimioluminiscencia.

ll.12.3 Ensayo de mineralizacion en fase acuosa

Se determind la desorcion de naftaleno desde la anilla a la fase acuosa y
la biodegradacién del naftaleno desorbido. Para ello, se prepararon 12
tubos para permitir la foma de muestras, en duplicado por fratamiento,
con 5 mL de suspensidn bacteriana en contacto con los exudados, NPsAg
0 MM (control). En el fondo de cada fubo se colocd una anilla que
contenia 4C naftaleno (~ 200.000 dpm), que habia sido preparada como
se ha descrito anteriormente.

En cada toma de muestra, se sacrificaron dos tubos por tfratamiento,
tomando 2,5 mL de la suspension bacteriana (volumen de eluyente
recogido durante 20 minutos en los ensayos en columnal). Las muestras se
anadieron a otro tubo que tenia incorporada una trampa de sosa para
medir el CO2 producido. De estos 2,5 mL se recogieron 0,5 mL para medir la
radiactividad total con el contador de centelleo, para determinar, asi, la
desorcién de naftaleno a lo largo del tiempo. Se anadié TmL de HCI 2N, de
la misma manera que en el experimento en columnas. Los tubos que
contenian la suspensidn bacteriana con el HCI anadido, se mantuvieron en
agitacién a 80 rpom a temperatura ambiente durante 12 horas, para
recoger el CO2 producido por la poblacién bacteriana en cada momento
de muestreo (figura lll.5)
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Retirada con la ayuda de una jeringa
de 2.5 mL de suspension celular

| Recogida del CO producido
en cada muestreo

v

Anilla de silicona con el
naftaleno marcado

Figura lll.5 Dispositivo disenado para la recogida de muestras en el estudio de la
mineralizacién de adsorbido en suspnsiones bacterianas

111.12.4 Balance de masas

Al final de cada experimento, se exirajo con metanol la cantidad de
naftaleno que no habia sido desorbida de las anillas. El sumatorio del
naftaleno no liberado de la anilla, el desorbido durante el tiempo que
transcurre el transporte bacteriano y el naftaleno que quedd en el interior
de las columnas de arena, hizo posible determinar el balance de masas.

Para medir el naftaleno residual en el interior de las columnas, una vez
terminado el experimento, cada columna se desmontd y se dividié en 4
partes para recoger cada fraccidén de arena que se guardaria en un vial
de cristal sellado y se mantuvo en frio a 4°C durante toda la noche. El 14C
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presente en estas muestras se determind mediante combustidn en un
oxidizador bioldgico, modelo OX 500, (R. J. Harvey Instrument Corporation).

Para llevar a cabo el proceso de combustién, cada fraccidn de arena se
colocd, con la ayuda de una espdtula, en un pocillo de porcelana que se
infrodujo, mediante un portamuestras de vidrio en el interior del oxidizador.
A continuacion, se selecciond el ciclo para “C. Se establecidé un periodo
de 4 minutos de combustion. Una vez terminado el proceso de oxidacion,
se recogieron los viales de centelleo con el 4“C en solucién de liquido de
centelleo coctel de centelleo (Oxosol ™ C14 National Diagnostics, USA) y se
midié la radiactividad en contador de centelleo.
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IV.1 CARACTERIZACION DE LA ESTIRPE OBJETO DE ESTUDIO

Para determinar las condiciones experimentales idéneas, fue necesario el
estudio previo de la curva de crecimiento de la estirpe objeto de estudio,
Pseudomonas putida G7. Una vez determinadas las condiciones de cultivo
y seleccidon del momento exacto de cultivo para los experimentos, se
examinaron algunas propiedades celulares relevantes. Se estudiaron la
hidrofobicidad, carga superficial, la longitud celular y el grado de
movilidad, caracteristicas que podrian afectar al transporte bacteriano.

IV.1.1 CURVA DE CRECIMIENTO EN FUNCION DE LA FUENTE DE CARBONO

La fuente de carbono utilizada en los cultivos bacterianos puede ser un
factor decisivo en la composicién de la pared celular, afectando, de este
modo, a propiedades como la carga superficial o la hidrofocidad. Estos
factores podrian influir en su crecimiento, morfologiac y modo de
interaccidén con las superficies sdlidas.

Se han utilizado varios compuestos como fuente de carbono, entre los que
destaca uno preparado a base de tfriptona, como ejemplo de medio rico.
En otro medio, la fuente de carbono fue salicilato sédico, infermediario de
la ruta de degradacién de naftaleno. El objetivo del estudio era determinar
si la fuente de carbono afecta a las propiedades fisidldgicas y/o fisicas de
la pared celular bacteriana, y por ende, a la deposicidén celular en medios
porosos saturados. Se utilizd, también, acetato sddico, que contituyd una
fuente de carbono eficiente para aumentar la biomasa, pero que
proporciond escasa energia para el movimiento bacteriano. Ello se
confirmd en microscopio éptico por la visualizacién de una movilidad
reducida en el

El crecimiento celular fue éptimo cuando se utilizd la triptona como fuente
de carbono, ya que es un componente fadciimente metabolizable y que
confiere un aporte energético alto a las células bacterianas (figura IV.1).
Por el contrario, el acetato destacd por su ser una fuente de carbono
pobre para el crecimiento bacteriano, siendo el valor mdximo de
D.0.600nm inferior a 0,2, maniféstdndose mediante una movilidad reducida.
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Figura IV.1 Curva de crecimiento de la estirpe Pseudomonas putida G7 utilizando triptona 1%
(#). salicilato sédico 5mM (A) y acetato sédico 5mM (m) como fuente de carbono

A pesar de que la estirpe crecié mds rdpido con triptona, con una tasa de
duplicacion de 1,07 h (tabla IV.1), se pensd que el salicilato sédico seria
una mejor eleccion como fuente de carbono para los estudios posteriores,
dado que fue descrito como un inductor de la quimiotaxis a naftaleno
(Grimm y Harwood, 1997), lo que aseguraria el fendmeno quimiotdactico en
los ensayos a llevar a cabo.

Tabla IV.1 Eficacia de crecimiento de la estirpe Pseudomonas putida G7 en funcion del
compuesto metabolizado.

Salicilato Acetato Triptona
Tasa de duplicacion Tq (h) 2.7 39.4 1,07
Tasa de crecimiento p(h-1) 0.26 0,02 0,65
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IV.1.2 HIDROFOBICIDAD CELULAR Y CARGA SUPERFICIAL

Con el fin de determinar si la fuente de carbono utilizada podria influir en
las propiedades fisico-quimicas de la superficie celular, se determinaron el
potencial zeta y el dngulo de contacto para conocer la carga superficial e
hidrofocidad celular, respectivamente.

La estipe P. putida G7 puede considerarse como intfermedia entre
hidrofilica e hidrofébica, independientemente de la fuente de carbono
empleada (tabla IV.2). Las células que presentan dngulos de contacto por
debdajo de 20° se defininen como células hidrofilicas, entre 20° y 50°, células
infermedias entre hidrofilicas e hidroféficas, y aquellas que presentan
dngulos de contacto mayores de 50°, se definen como células hidrofébicas
(Rijnaarts y col., 1995).

No se observaron diferencias significativas entre los valores obtenidos para
el caso de la ftriptona y el sdlicilato (tabla 1V.2). Es posible que la
composicidn de la pared y membrana celulares fuera distinta
dependiendo de la fuente de carbono, pero esto no fue un factor
determinante en las propiedas fisico—quimicas de la superficie celular
analizadas. En el caso del acetato, el valor del dngulo de contacto fue
significativamente menor (39,7 £ 6,8 °) al existente cuando la bacteria se
cultivd en salicilato (47,2 £ 6,1 °), aungue siguid estando intermedio entre
hidrofilico e hidrofébico. Este factor lo discutiremos mdas adelante debido a
su posible efecto en la deposicion sobre materiales porosos saturados
(véase epigrafe 1V.6.4.1.3q).

IV.1.3 MORFOLOGIA Y TAMANO CELULAR

Cuando la bacteria se cultivé con acetato sédico como fuente de
carbono, la morfologia y tamano celular fue la misma que con salicilato,
pero la movilidad fue bastante reducida. En cambio, las células cultivadas
en friptona, presentaron una longitud significativamente mayor (P=0,01)
que cuando se cultivaron con salicitato y acetato sdédico (tabla IV. 2). No
es de extranar que la elongacion de la célula creciendo en triptona sea
mayor, ya que es un compuesto facilmente metabolizable y con alto
contenido energético, haciendo que su consumo provogue un aumento
de la elongacion celular.
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Del mismo modo, la movilidad en medio rico a base de triptona fue muy
alta, en contraposicion con la observada con el acetato sédico, donde
prdcticamente fue nula. En el caso del saliciliato sédico, la movilidad fue
muy alta, especialmente, en la fase temprana estacionaria. De ahi a que
este fuera el momento seleccionado como iddneo para llevar a cabo los
experimentos.

Tabla 1IV.2 Caracterizacion de la superficie y longitud celular de la estipe Pseudomonas
putida G7 en la fase estacionaria cutlivada con diferentes fuentes de carbono.

Salicilato sédico Acetato sédico Triptona
Angulo de contacto (°) 472+ 6,1 39,768 47,5+2,4
Potencial zeta (g) (mV) -30,9 +2,1 -30,7£2,3 -31.2+0.4
Longitud celular (um) 1,58 £0,1 1,44+0,2 3.3+0,2

La morfologia exhibida por el microorganismo varié segun la fuente de
carbono vy la fase de cultivo. Asi pues, cuando la bacteria se cultivd con
salicilato sédico, la forma celular fue mds alargada en fase temprana
exponencial, donde los nutrientes son abundantes y la densidad
poblacional baja, pudiendo ser la elongacion celular mayor. En este caso,
la longitud fue significativamente mayor (1,88 +0,1 um) a la longitud en fase
temprana estacionaria (1,58 = 0.1 um). En el comienzo de la fase
estacionaria, la alta densidad celular hizo que la célula adquiera una
forma mds redondeada, con una longitud de 1,58 = 0.11 um. Asi pues, a
medida que avanza el ciclo celular, la longitud de la bacteria fue cada
vez menor, siendo de 1,45+ 0,2 um en el inicio de fase de latencia, aunque
la longitud no fue significativamente diferente a la que presenta la
bacteria en fase temprana estacionaria. La comparacién con la longitud
celular en fase estacionaria es debido a que, como ya comentamos con
anterioridad, fue la fase seleccionada para llevar a cabo los experimentos
por la mdxima movilidad observada (% de células moéviles y grado de
movilidad).
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IV.2 OBTENCION Y SELECCION DE MUTANTES QUIMIOTACTICOS

IV.2.1 RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS

El proceso de mutagénesis requiere el conocimiento de los antibidticos a
los que la estirpe P. putida G7 es resistente. Se ensayd el crecimiento en
presencia de kanamicina (Km), gentamicina (Gm), ampicilina (Am),
cloranfenicol (Cm), estreptomicina (Sm) y tetraciclina (Tet) en un rango de
concentraciones entre 3 mg L' y 80 mg L. La bacteria crecié en placas
de medio rico LB que contenian Am y Gm a todas las concentraciones,
Cm a concenfraciones menores de 60 mg L' y Sm a concentraciones
menores de 40 mg L. No se observd crecimiento en Tet y Km a ninguna de
las concentraciones estudiadas.

Puesto que el pldsmido PRL1063, presente en el genoma de E. coli
contiene los genes de resistencia a Km, se escogid este antibidtico para la
obtencidn de los mutantes, ya que P. putida G7 es sensible al mismo.

Tras varios ensayos para comprobar la concentracidén de antibidticos de
resistencia con la que fuera posible la obtencidn de mutantes,
conseguimos que la transformacién fuera viable empleando los
antibidticos Cm a 10 mg L' y Km a 50 mg L'. De esta manera, los
fransformantes eran las Unicas bacterias que podian crecer en placas LB
en presencia de ambos antibidticos.

IV.2.2 MUTANTES DEFICIENTES EN LA RESPUESTA TACTICA

Del primer escrutinio de la mutagénesis llevada a cabo, se obtuvo un
numero muy alto de transformantes de P. putida G7 que habian
incorporado los genes de resistencia a Km desde E.coli, sin haberse
afectado el pldsmido NAH7 de degradacién de naftaleno (figura 1V.2). Un
segundo escrutinio permitié seleccionar mutantes deficientes en la
respuesta quimiotdctica a sdlicilato (figura IV.3) que serian vdlidos para el
estudio de movilidad y quimiotaxis.
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Figura IV.2 Transformantes de P.putida G7 creciendo en agar con naftaleno (A) y medio rico,
TSA (B)

Figura IV.3 Seleccién de mutantes de P. putida G7 deficientes en quimiotaxis a salicilato.
Ausencia de halo en la mutante 91 (A) y formacién de halo debido a la
respuesta quimiotdctica debilitada de la mutante 55 (B) y 184 (C)

El mutante 91 se escogid por la ausencia de respuesta tdctica positiva
frente a sdlicilato. Ello se confiimd mediante la carencia del anillo de
turbidez alrededor del punto de inoculacién en la placa de agar
semisdlido con sdlicilato (figura IV.3A). Los mutantes 55 y 184 se
seleccionaron por su deficiencia en quimiotaxis a salicilato, evidenciada
por la presencia de un anillo difuso alrededor del punto de inoculacién
(figuras IV.3B y IV.3C).

El mutante 91 sirvid como control no quimiotdctico (Chem -) del estudio del
efecto de la respuesta tdctica en el transporte bacteriano. Los mutantes 55
y 184, cuyos patrones de movilidad intrinseca fueron diferentes al de la
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silvestre, se emplearon para elucidar el papel que el patrdn de movilidad
bacteriano juega en el fransporte.

IV.3 ANALISIS DE LA MOVILIDAD BACTERIANA

El estudio de la movilidad bacteriana consistid en el andlisis de las
trayectorias celulares individuales de Pseudomonas putida G7 en la fase
estacionaria temprana en presencia de distintos compuestos. Se analizd,
también, el movimiento celular en fase exponencial tardia para determinar
las diferencias en el patrén de movilidad a lo largo del ciclo celular
bacteriano, asi como el patrén de movilidad de los mutantes descritos en
el epigrafe 1V.2.2. Para ello, se han utilizado dos parédmetros de movilidad:
la tasa de cambio de direccidn, de sus siglas en inglés, RCDI (° s') vy la
velocidad lineal (um s).

De esta forma, se han descrito dos pafrones de movilidad inducidos: el
movimiento observado en presencia de un atrayente, caracterizado por
unas trayectorias rectilineas mantenidas sin cambios de direccién. Y el
patrén de movimiento detectado en presencia de un repelente, que se
caracterizd por la alta frecuencia de cambios de direccién. Estos patrones
de movilidad se han observado bajo otras condiciones experimentales,
como con los mutantes de movilidad y la movilidad intrinseca de la estirpe
silvestre P. putida G7 en fase exponencial.

IV.3.1 MOVIMIENTO DE RESPUESTA TACTICA POSITIVA

Este patrén de movimiento se caracteriza por la presencia de trayectorias
rectilineas o curvas con una escasa frecuencia de cambios de direccioén.
Este tipo de movimiento es tipico para la estirpe P. putida G7 en presencia
de un atrayente, aungue también se observd para el caso del mutante 55
en ausencia de compuesto.
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IV.3.1.1 Patréon de movilidad frente a atrayentes

Cuando la estirpe bacteriana detectd un atrayente en solucién, como el
salicilato sédico a una concentracion de 10 mM, su patrén de movimiento
pasd a seguir frayectorias mantenidas sin cambios bruscos en la direccidn
(figuras IV. 4A, D, G) en comparaciéon a la movilidad en ausencia de
compuesto, donde la bacteria cambid de direccidon de forma aleatoria
(figuras 1V.4B, E,H). El nUmero total de cambios de direccién superiores a
1000 ° s fue nulo cuando las células bacterianas detectaron el salicilato en
solucién, en comparacion a los 51 + 0,7 cambios de direccién
cuantificados en ausencia de compuesto.

IV.3.1.2 Patrén de movilidad del mutante 55

La visualizacion en el microscopio 6ptico del movimiento celular del
mutante 55 en ausencia de compuesto hizo pensar que se frataba de un
mutante deficiente en el cambio de direccién. Su movimiento estaba
caracterizado por trayectorias rectilineas mantenidas en el tiempo. De ahi
gue se andalizaran las trayectorias seguidas con el programa Celltrak,
compardndose con la estirpe silvestre en presencia y ausencia de
salicilato, como ejemplo de patrén de movilidad sin cambios de direccion.

Las trayectorias celulares fueron rectilineas, caracterizadas por la baja
frecuencia de cambios de direccién (figura 4C, F, 1), de forma similar a las
frayectorias llevadas a cabo en presencia de un atrayente como el
salicilato (figura 4A, D, G) en comparacion a la movilidad intrinseca de la
estirpe silvestre P.putida G7 en ausencia de compuesto (figura 4B, E, H ).

El nUmero de cambios de direccion superiores a 1000 ° s' del sumatorio de
frayectorias analizadas para el caso del mutante 55 fue de 19 + 5,7,
significativamente inferiores a los 51 + 0,7 cambios de direccidn que se
cuantificaron para la estirpe silvestre.

De esta manera, la mutante 55 podria definirse como deficiente en
cambiar la direccion de su movimiento, pudiendo denominarse como
mutante “smooth”, que es el movimiento tipico en presencia de un
atrayente.
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Figura 1V.4 Diagrama del patrédn de movilidad de la la estirpe silvestre P. putida G7 en
ausencia (A) y presencia del quimioefector positivo salicilato(B) en comparacion
con el movmiento del mutante 55 (C). Tasa de cambios de direccion (D-F) y
velocidad (G-1) de trayectorias celulares representativas, rodeadas por un circulo
punteado en las figuras A-C. Las lineas horizontales representan los valores
umbrales de deteccidn de los cambios de direccidn superiores a 1000 °s! (D-F) y
los picos de aceleracién mayores de 60 um s (G-I). Los cambios de direccidn por
encima del umbral se representan con asteriscos.
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IV.3.2 MOVIMIENTO ABRUPTO

En contraposicién al movimiento suave sin cambios de direccién descrito
anteriormente, se ha descrito ofro tipo de patrén de movilidad que se
caracteriza por la alta frecuencia de cambios de direccidén que siguen las
frayectorias celulares. Esta variable de movimiento se ha observado en
varios casos que analizaremos a continuacion.

IV.3.2.1 Patron de movilidad de la estirpe P. putida G7 en presencia de
NPsAg y glucosa

Como se ha descrito mds arriba, la movilidad intrinseca de la bacteria, esto
es, en ausencia deefector tdctico, se caracterizd por seguir trayectorias
cortas con algunos cambios bruscos de direccidn ocasionales en su
movimiento (figuras IV.5A, D, G). En presencia de NPsAg (a 0,2 mg L), las
trayectorias pasaron a ser mds cortas y los cambios de direccion fueron
mds frecuentes (figuras IV.5B, EH), cuantificdndose un total de 114 + 3
cambios de direccién superiores a 1000° s-1.

Las trayectorias celulares en presencia de glucosa fueron similares a
cuando la bacteria detectd las nanoparticulas en solucion (figuras IV.5C, F,
), caracterizdndose también por un alto nUmero de cambios de direccidn
superiores a 1000 ° 51, 78 £ 18. En este caso, la velocidad celular también
fue mayor, con un alto nUmero de picos de aceleracién superiores a 60 um
s-1, concretamente, 76 + 3 picos de aceleracién en comparacién a los 18
+ 0,3 picos cuantificados en ausencia de compuesto (control).

La moviidad bacteriana en presencia de las nanoparticulas se
correspondia con las trayectorias celulares seguidas por una bacteria en
cuando detecta un repelente en el medio. La alta frecuencia de cambios
de direccion, marcada por un alto nUmero de cambios superiores a 1000
°s-1 fue observada por primera vez por ofros autores que atribuyeron este
tipo de movimiento a una respuesta de repelencia (Oosawa y Imae, 1983).
En presencia de glucosa, ademds del nimero alto de cambios de
direccién, la bacteria presentd una velocidad elevada, por lo que la
glucosa indujo una respuesta de hipermovilidad que serd comentada mds
adelante (vedse epigrafe IV.4.1.3).
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Figura IV.5 Andlisis de la movilidad celular de P. putida G7 en ausencia (A, B, C) y presencia
de nanoparticulas de plata(NPsAg) a 0,2 mg L' (B, E, F) y glucosa a 10 mM (C, F,
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I). En A, B y C, se muestran

10 trayectorias celulares del video como

representacion del patrén de movilidad celular. La tasa de cambios de
direccion (D-F) y la velocidad lineal (G-I) con respecto al tiempo que durd el
video se corresponden con las trayectorias celulares rodeadas del circulo
punteado en las figuras A-C. Las lineas horizontales representan los valores
umbrales de deteccién de los cambios de direccién superiores a 1000 °s-! (D-F)
y los picos de aceleracién mayores de 60 um s (G-l). Los cambios de direccién
y picos de aceleracion por encima del umbral se representan con asteriscos
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IV.3.2.2 Pairon de movilidad del mutante 184

La seleccién del mutante 184 también se basd, como en el caso anterior,
en su peculiar patrdn de movimiento que, en este caso, fue similar al
exhibido por la estirpe G7 en presencia de un repelente. Cuando se
visualizd el movimiento del mutante 184 en el microscopio o6ptico se
distinguidé un patrén de movilidad celular caracteristico de la respuesta de
repelencia, con la peculiaridad de una alta frecuencia de giros sobre el
mismo eje celular y trayectorias en zig-zag para los tramos en linea recta.

El diagrama de movimiento reflejado mediante las trayectorias celulares
del mutante 184 en ausencia de compuesto puede observarse en las
figuras IV.6B,EH en comparacién con el diagrama de movilidad de la
estirpe silvestre en ausencia (figuras IV.6A, D, G) y presencia de NPsAg
(figuras IV.6C, F, I) como ejemplo de repelente para P.putida G7. El andlisis
cuantitativo de la movilidad del mutante 184 detectd un alto nUmero de
cambios de direcciéon, 97 = 13, parecido al obtenido para el caso de la
exposicién a NPsAg, 114 £ 3, lo que lo caracterizd al mutante 184 como
deficiente en mantener trayectorias rectilineas durante un prolongado
periodo de tiempo.

La intermitencia en la representacion grdfica de la velocidad lineal del
mutante 184 pudo reflejar el patrdn de trayectoria en zig-zag caracteristico
durante el recorrido en linea recta.
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IV.3.2.3 Patrén de movilidad en la fase exponencial

Como ya comentamos en el epigrafe 1V.2.3, la elongacién celular en la
fase exponencial es mayor que en fase estacionaria, que fue el momento
en gque se selecciond el cultivo para hacer los experimentos. Ademds de la
forma mds alargada, el patrén de movilidad en la fase exponencial
(figuras IV.7A, B, C) difirié del ya descrito (en ausencia de compuesto)
(figuras IV.7D, E, F) para la estirpe silvestre G7 en fase estacionaria. Las
diferencias en los diagramas de movilidad de las trayectorias celulares
radican en el mayor nUmero de cambios de direccion en fase
exponencial, 91 = 27, en comparacion con la fase estacionaria donde se
cuantificaron 51 £ 0,7 cambios de direccidén superiores a 1000° s-. El patrén
de movilidad seguido por Pseudomonas putida G7 en fase exponencial fue
parecido al descritfo de hipermovilidad en presencia de glucosa. Y de
hecho, podrian atribuirse las mismas razones para explicar el
comportamiento moévil de la bacteria en la fase exponencial. Durante este
momento del ciclo, los nutrientes son muy abundantes en el medio, por lo
que el efecto disipador de energia podria explicar el exceso de movilidad,
marcado por una alta frecuencia de cambios de direccidon y una alta
velocidad, para liberar el exceso de energia por el aporte, en exceso, de
nutrientes en el medio.
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IV.3.3 INFLUENCIA DE LA MATERIA ORGANICA DISUELTA SOBRE EL PATRON
DE MOVILIDAD

En presencia de un atrayente en el medio, como por ejemplo el salicilato,
la estirpe P. putida G7 siguid trayectorias rectilineas o curvas mantenidas sin
cambios de direccién (figura IV.8A, D, G). Este patrdn de movilidad se
mantuvo de forma parecida en el caso de los exudados a alta
concentracién de carbono (figura IV.8B, E, F), mientras que en presencia
de AH a alta concentracion, las trayectorias celulares no siguieron el
patrén tipico de movimiento en presencia de un atrayente (figura IV.8D, H,
L). La movilidad bacteriana en presencia del fertilizante oleofilico, a alta y
baja concentracién de carbono fue similar al patrén de movilidad
intrinseca seguida por P. putida G7 en ausencia del fertilizante, por lo que
tampoco pudo caracterizarse como un efector tdctico positivo para la
bacteria (datos grdficos no mostrados).

La respuesta tdactica positiva descrita por el patrén de movilidad en
presencia de exudados se confirmd por la baja frecuencia de cambios de
direccién de las trayectorias celulares tanto a alta, como a baja
concentracion, cuantificéndose un total de 16 + 7,1 y 13 £ 0,1 cambios de
direccién mayores de 1000 ° s, respectivamente. En cambio, el nUmero
de cambios de direccién en presencia de AH a alta concentracion, 44 +
3,8, no fue significativamente diferente al cuantificado en ausencia de
compuesto, 51 + 0,7, no pudiéndose confirmar la respuesta de atraccion
hacia los AH.
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IV.3.4 ESTUDIO COMPARATIVO DE LOS PATRONES DE MOVILIDAD

El andlisis cuantitativo de la velocidad lineal y la tasa de cambios de
direccion (RCDI) consistié en el sumatorio del nimero de picos de
velocidad con valores superiores a 60 um s! de las diez trayectorias
analizadas en cada video (por duplicado) y para cada tratamiento. Se
cuantificé, ademds, el sumatorio del niUmero de cambios de direccién
superiores a 1000 ° s71. En la tabla IV.3 se recogen, de forma comparativa,
los datos para cada caso anteriormente explicado.

El nUmero de cambios de direccidn superiores a 1000 ° s' en presencia de
exudados fue significativamente menor que en el control, cuantificdndose
en este Ultimo caso un total de 51 £ 0,7 cambios. Los cambios que se dieron
en el caso de los exudados a 129 mg L'y a 16 mg L, reflejaron un patrén
de movilidad parecido al que se da en presencia de un atrayente, lo que
confirmd los resultados obtenidos en el ensayo capilar. Por su parte, el
numero total de cambios de direccidén cuantificados en presencia de los
AH a 138 mg L! no fue significativamente diferente al niUmero de cambios
observados en ausencia de compuesto, por lo que la respuesta tdctica
hacia la alta concentracidon de AH no se pudo confirmar por el andlisis de
sus trayectorias celulares. Del mismo modo, los cambios de direccion
superiores a 1000 ° s cuantificados bajo la influencia de los AHa 16 mg L,
no fueron significativamente diferentes a los cambios cuantificados en el
control en ausencia de compuesto. Tampoco fueron diferentes los cambios
observados en presencia del fertilizante a 123y 13 mg L.
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Tabla IV.3 Inventario de los andlisis cuantitativos de la movilidad celular realizados en funcion

del nimero de cambios de direccién mayores de 1000 ° s’ y nUmero de picos de
aceleraciones mayores de 60 um s, bajo la influencia de distintos efectores
quimicos dependiendo de la fase del ciclo celular en que se encuentre la estirpe
bacteriana

NUMERO
FASE DE DE NUMERO DE
ESTIRPE CRECIMIENTO MOVILIDAD TRATAMIENTO CAMBIOS PICOS DE
DE ACELERACION
DIRECCION
P. putida G7 Estacionaria Intrinseca Control (MM) 5107 18+0,3
Movimiento salicilato
P. putida G7 Estacionaria suave 10mM 0 20+ 4
(taxis postiva)
Movimiento Exudados
P. putida G7 Estacionaria suave 199 ma L 16+7.1 19+0,7
(taxis postiva) 9
Movimiento Exudados
P. putida G7 Estacionaria suave 16 ma L 13+0,1 29+13
(taxis postival) 9
Movimiento AH
P. putida G7 Estacionaria suave (taxis 138 mg L 44+38 19£0,1
postiva) 9
. . . . AH
P. putida G7 Estacionaria Intinseca 40+ 14 104
1é6mg L’
. . . . $-200
P. putida G7 Estacionaria Intinseca 46 +2,1 33+ 0,7
123 mg L
. . . . $-200
P. putida G7 Estacionaria Intinseca 54 +17 16 £ 9
13mg L
Movimiento NPSA
P. putida G7 Estacionaria abrupto A9 114 £3 9 +3
N . 0.2mgL"!
(taxis negativa)
Movimiento Glucosa
P. putida G7 Estacionaria abrupto 78 £18 76 £3
. - 10mM
(hipermovilidad)
. . Movimiento
P. putida G7 Exponencial MM 91 +27 32+7
abrupto
. . Movimiento
Mutante 184 Estacionaria MM 97 +13 40+28
abrupto
. . Movimiento
Mutante 55 Estacionaria MM 19+5,7 16+0,7
suave
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La bagja frecuencia de cambios de direccion de la mutante 55 fue
significativamente menor al niUmero de cambios detectados para la
movilidad intrinseca de la estirpe silvestre en ausencia de compuesto, por
lo que podemos concluir que se frata de un mutante “smooth” deficiente
en cambiar la direccidn en sus trayectorias celulares.

El movimiento abrupto, caracterizado por la alta frecuencia de cambios
de direccién, se confiimé para la respuesta tdctica negativa observada
frente a NPsAg en el ensayo capilar de repelencia, ya que el nUmero de
cambios de direccién con respecto al control fue significativamente
mayor. Asi, pues, la respuesta de hipermovilidad fue comprobada para el
caso de la glucosa, donde se confirmd que el nUmero de aceleraciones
mayores de 60 um s fue significativamente mayor respecto al control.

Para el caso del mutante 184, las diferencias entre el nUmero de cambios
de direccion fueron también significativas con respecto a la silvestre
(control), confirmdndose, con ello, que se trata de una mutante deficiente
en seguir tfrayectorias rectilineas mantenidas sin cambios de direccidn.

La movilidad de la estipe en fase temprana exponencial refejd unas
trayectorias abruptas, marcadas por un nUmero alto de cambios de
direccién, siendo significativamente diferente a los cambios cuantificados
en fase temprana estacionara en ausencia de efector téctico (control). El
nUmero de picos de aceleracién detectado, también superior al del
control, verificd la hiperactividad observada en fase exponencial donde
abunda la cantidad de nutrientes.

La velocidad celular de la estirpe P. putida G7 en presencia del fertilizante
a 123 mg L' fue mds alta que en ausencia de compuesto, dado que el
numero de picos de aceleracidon cuantificados fue significativamente
mayores al observado en ausencia del fertilizante. La explicacién a este
aumento de velocidad podria encontrarse en que el fertilizante supone
una fuente adicional de los nutrientes N y P, que provocarian el mismo
efecto disipador de energia comentado en el caso de la glucosa, aunque
en menor grado. Ademds, se ha comprobado el efecto fertilizante
oleofilico en la interfase NAPL-agua proporcionando los nutrientes
necesarios para que las bacterias degraden con mayor facilidad los
contaminantes inmersos en el NAPL (del inglés, Non-Aqueous Phase Liquids)
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(Tejeda Agredano y col., 2011). Lo cual indica que el fertilizante
proporciona energia para el desarrollo de la actividad microbiana.

A su vez, el mutante 184, caracterizado por la alta frecuencia de cambios
de direccién en sus trayectorias celulares, presentd un nimero de
aceleraciones mayores que en la silvestre, lo cual hace que difiera aldn
mds del patrén de movilidad intrinseco de la silvestre, P. putida G7
(control). Por lo que, el empleo de este mutante en los ensayos de
fransporte, ayudard a entender el papel del comportamiento movil
bacteriano en el transporte y adhesién a materiales porosos. Asi como el
mutante 55, cuyo patrén de movilidad es el contrapuesto al del 184.
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IV.4 ANALISIS DE LA RESPUESTA TACTICA
IV.4.1 RESPUESTA TACTICA DETECTADA POR ENSAYO CAPILAR
IV.4.1.1 Respuesta tactica positiva

La respuesta de atraccion manifestada en presencia de salicilato como un
movimiento suave sin cambios de direccién en las trayectorias celulares se
confirmd con el ensayo capilar. El nUmero de células que entré en los
capilares que contenian una disolucién de salicilato (10mM) fue mayor que
en ausencia de compuesto (s6lo MM dentro del capilar), tal como se
observa en la figura IV.9. El nUmero de unidades formadoras de colonias
(ufc) fue mayor también para el caso de la solucién saturada de
naftaleno.

700
600 -
500 -
400 -

300 -

ufc x 10/ capilar

200 +

100 -

Salicilato 10 MM Naftaleno (sat)

Figura IV.9 Respuesta tdctica positiva de Pseudomonas putida G7 frente a salicilato
10mM y naftaleno (disolucién saturada en MM) (barras grises) en
comparacién con el control en ausencia de NPsAg (barras negras) Las
diferencias fueron significativas (P=0.01) para las barras marcadas con
lefra distinta
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1V.4.1.2 Respuesta tactica negativa

El efecto de repelencia causado por las nanoparticulas (NPsAg) fue
evidente, en los ensayos capilares, en un intervalo estrecho de
concentracién, que comprendié desde 0,1 mg L' a 0,2 mg L. Ello indicd
que la respuesta de taxis negativa era muy sensible a la concentracion del
compuesto. El nUmero de células que entrd en los capilares repelidas por
las NPsAg en suspensidén fue mayor que en ausencia de las nanoparticulas
(figura IV.10A). La respuesta tdctica negativa o de repelencia es mads
sensible que la de atraccidon y resulta mds dificil de visualizar y reproducir.
Esto es porque la respuesta de repelencia frente a un determinado
compuesto puede ser apreciable sélo a unas concentraciones
determinadas. De hecho, no se observd taxis negativa a concentraciones
de 1 mg L'y 10 mg L' e incluso, a la mdxima concentracién ensayada de
100 mg L', el nUmero de células que entrdé dentro de los capilares fue
menor que en el control en ausencia de NPsAg, lo cual puede explicarse
por la disminucién de la viabilidad celular a esa concentracion.

Con la finalidad de evaluar si la respuesta tdctica negativa observada en
presencia de nanoparticulas de plata podria atribuirse a otros efectos
sobre la movilidad celular, se realizd otro experimento en el que las
nanoparticulas (0,2 mg L') se colocaron tanto en contacto con la
suspension celular como dentro del capilar. Los resultados (fig. 1V.10B)
indicaron que la respuesta de repelencia no ocurria en presencia de
nanomateriales a ambos lados de la cdmara de quimiotaxis, no habiendo
diferencias significativas en el nUmero de células que entraron dentro del
capilar con respecto al control (P =0.01).
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En colaboracién con el grupo del Dr. Thompson de la Universidad de
Oxford se caracterizd la superficie de las nanoparticulas. El drea superficial
especifica, determinada mediante la teoria BET por el método de
adsorcion de nitrogeno, fue de 7,92 m2 g-!. La distribucion del tamano de
particula estimada mediante una centrifuga de disco CPS confimé la
escasa agregacién de las NPSAg, dada la la riqueza en particulas de
pequeno tamano (figura IV.11). Las imdgenes de las NPsAg obtenidas
mediante el microscopio electrénico de transmision apoyaron los
resultados obtenidos para la distribucidon de particula (figura IV.12).

* Ag nanoparticles

100 1
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Figura IV.11 Distribucién del tamano de nanoparticulas de plata (NPsAg)
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Figura V.12 Micrografias al microscopio electrénico de transmision del tamafio de las
nanoparticulas de plata (NPsAg)

Se estudid la respuesta tactica negativa hacia distintas concentraciones
de NOzAg para determinar si la repelencia observada frente a NPsAg se
debia a la presencia de los iones de plata que son liberados al medio por
las NPsAg, o si se debe a la deteccidon directa delas nanoparticulas. Para
ello, se utilizd un barrido de concentraciones de NOsAg en MM por debajo
y por encima de las utilizadas para el caso de las NPsAg. La respuesta
tdctica de repelencia no se observd a ninguna de las concentraciones
utilizadas (figura IV.13).

Como comentamos anteriormente, a la concentracion de NPsAg de 100
mg L' se observd una menor viabilidad celular, lo que podiaser debido a la
toxicidad de los iones Ag* en solucion. Recientemente se ha comprobado
gue el mecanismo antimicrobiano de las NPsAg se debe a la accidn téxica
de los iones plata que se liberan de forma lenta y eficaz en las
proximidades de la membrana celular (Xiu y col., 2012). De ahi que se
justifique el uso de la plata como agente biocida en su estado nano y no
en forma idnica, ya que el umbral de toxicidad es mucho mds bajo para el
Ultimo caso.
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Figura IV.13 Ausencia de respuesta tdctica negativa de Pseudomonas putida G7 frente
a NOsAg. La misma letra encima de las barras indica que no existieron
diferencias significativas (P=0,01) entre el control en ausencia de NOs3Ag
(barras negras) y las distintas concentraciones del compuesto (barras
grises).

En nuestro estudio, a concentracién de 1 mg L1, las NPsAg no
resultaron ser téxicas para Pseudomonas putida G7, pero si lo fue el
NOsAg a esa misma concentracion (figura IV.13) e incluso a la
concentracién de 0.1 mg L.

Por lo que podriamos decir que la repelencia a NPsAg supone una
estrategia evolutiva de aviso hacia un posible efecto tdxico a
concentraciones superiores del compuesto repelente, ya que ademds
de ser sensible a concentraciones muy bajas del compuesto, la
respuesta de repelencia se manifiesta como un mecanismo directo de
las NPsAg en solucién que no requiere de la liberacién de los iones
plata (que si es necesaria para ejercer su accidén bactericida).
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IV.4.1.3 Hipermovilidad causada por la glucosa

Los resultados del experimento capilar del ensayo de atraccién (figura
IV.14A), sugirieron que la glucosa podria tratarse de un repelente, ya que el
numero de células que entraron dentro de los capilares que contenian
glucosa era significativamente menor que en el control (P = 0.01). Por lo
que se llevd a cabo un ensayo capilar de repelencia para confirmar el
papel de la respuesta téctica de la glucosa en P. putida G7. La entrada de
células en los capilares huyendo del compuesto en solucidon fue mayor que
en su ausencia (fig. IV.14B), siendo las diferencias estadisticamente
significativas para P=0.01.

En presencia de glucosa, las células bacterianas presentaron una
movilidad acelerada. De hecho, la mayor enfrada bacteriana en los
capilares durante los ensayos de repelencia puede también atribuirse a
hipermovilidad, puesto que siguid siendo evidente cuando la glucosa se
colocd dentro y fuera de los capilares (fig. IV.14C). Cabe destacar que, en
este caso, el niUmero de células en el interior de los capilares fue menor
que cuando la glucosa sélo se encontraba en contacto con la suspension
bacteriana (figura fig. IV.14B), lo que puede ser debido a que, una vez
dentro del capilar, las bacterias vuelven a detectar la glucosa, vy la alta
movilidad les conduce a salir de nuevo hacia la suspensidon celular. Tal
como ocurre en el ensayo capilar de atraccidon, las células tienen
tendencia a salir de los capilares que contenian glucosa debido a una
mayor dispersion celular en presencia de una fuente rica de carbono
(Banitz y col, 2011). Se comprobd el crecimiento de la estirpe
Pseudomonas putida G7 en presencia de glucosa a concentracién de
5mM, caracterizado por una tasa de duplicacién de 15 h (u = 0,05 h-!) por
lo que la mayor entrada celular en presencia de glucosa no pudo deberse
a la proliferacién celular utilizando glucosa como fuente de carbono.
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IV.4.1.4 Efecto de la materia orgdnica disuelta en la respuesta tactica

Los exudados de raices de girasol provocaron una mayor entrada celular
en los capilares que los contenian, evidenciando una atraccién
guimiotdctica por parte de la estirpe Pseudomonas putida G7, tanto a alta
concentracién de carbono, 129 £ 3,5 mg L' (figura IV.15A), como a baja
concentracién, 16 + 0,1 mg L' (figura IV.15B), siendo las diferencias
significativas con respecto al control para P=0.01. En el caso de los acidos
hUumicos, la respuesta de atraccion fue evidente para la concentracién
alta de carbono, 138 £ 7,8 mg L' (figura IV.15A), pero no lo fue a la
concentracién baja, 16 + 1,3 mg L (figura IV.15B), donde el nUmero de
unidades formadoras de colonias (ufc) no fue significativamente diferente
al nUmero de colonias en el caso del control (P=0.01). La estirpe P. putida
G7 no respondid tdcticamente al fertilizante oleofilico a ambas
concentraciones (123 y 13 mg L) (figuras IV.15A y 15B), sin existir diferencias
significativas respecto al control (P=0.01).
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Figura IV.15 Respuesta quimiotdactica de atraccion (barras grises) de Pseudomonas putida
G7 frente a diferentes fuentes de materia orgdnica disuelta a alto (A) y bajo
contenido en carbono orgdnico (B) frente al control sin quimiofector (barras
negras). Las barras marcadas con la misma letra indican que no existieron
diferencias significativas con respecto al control, mientras que una letra diferente
muestra que las diferencias fueron significativas para P=0.01
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La respuesta tdctica positiva en presencia de exudados de girasol se
confirmd mediante ensayos capilares de atraccidon con los componentes
individuales comUnmente presentes en los exudados vegetales, esto es,
aminodcidos (figura IV.16A) y dcidos orgdnicos (figura IV.16B) a una
concentracion de 100mM.

3500
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Cilrato  Tartrato Lactato Fumarato Oxalato Malonato

Figura IV.16 Respuesta quimiotdctica de atraccion de Pseudomonas putida G7 frente a
aminodcidos (A) y dcidos orgdnicos (B) presentes en los exudados vegetales
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La respuesta de atracciéon frente a los aminodcidos fue muy alta y, en el
caso de la leucina, se cuantificaron casi 30.000 ufc por capilar (figura
IV.16A). Seguramente, los aminodcidos jueguen un papel importante en la
respuesta tdctica positiva hacia exudados, pudiendo ser mayor la
probabilidad de deteccidon de los mismos por la existencia de varios
receptores en la membrana celular bacteriana que reconozcan la
variedad de aminodcidos presentes en los exudados. La respuesta tdctica
hacia los dcidos orgdnicos también fue positiva (figura IV.16B), excepto
para el tartrato, donde las diferencias con el control no fueron significativas
(P=0.01).

IV.4.2 RESPUESTA TACTICA EN MEDIO SEMISOLIDO

La quimiotaxis bacteriana frente a exudados fue corroborada por la
presencia de turbidez alrededor del centro de la placa de Petri, donde se
habia colocado el compuesto. Al tratarse de una sustancia viscosa, la
hidroxipropilmetilcelulosa permitié el avance de las células bacterianas
siguiendo el gradiente de concentracién de exudados, pudiendo visualizar
la formacién de un anillo de turbidez alrededor del centro de la placa
donde se colocd el compuesto (fig. IV.17).

Control (MM) salicilato 10 mM Exudados (1:1)

Figura IV. 17 Respuesta tdctica positiva frente a exudados de raices de girasol
diluidos en MM (1:1) (C), en comparacién con la ausencia de anillo
de turbidez en el control sin compuesto (A) y la presencia del anillo
en respuesta positiva hacia el salicilato a 10mM (B)
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La guimiotaxis positiva hacia el fertilizante oleofilico no puedo ensayarse
mediante este método, ya que al tratarse de una microemulsion, cuando
se anadia al medio viscoso en el centro de la placa, difundia en toda su
extension, no quedando restringido en el centro. La respuesta de atraccién
observada para AH no fue evidente tampoco con este método, aunque
cabe destacar que se emplearon los AH de origen artificial a una
concentracién en MM de 50 mg L. La glucosa y NPsAg no se ensayaron,
puesto que el método es vdlido sélo para observacién de una repuesta
tdctica positiva.

IV.5 INFLUENCIA DEL PATRON DE MOVILIDAD EN LA ADHESION BACTERIANA

IV.5.1 ADHESION A ARENA

Los ensayos de adhesidon confirmaron que el patrdn de movilidad afectd a
la adhesién bacteriana sobre la superficie de arena. Y, por ende, el efecto
sobre la deposicion podria afectar el transporte bacteriano. Bajo
condiciones que favorezcan la intercepcién por el colector, como es la
alta frecuencia de cambios de direccidn, la adhesidon a la arena seria
presumiblemente mayor. Cada momento de cambio de direccién supone
la posibilidad de interaccién con la superficie de arena. Las trayectorias
rectilineas o curvas mantenidas con una baja frecuencia de cambios de
direccién no favorecerian, en cambio, la adhesidn sobre superficies sdlidas.

En la tabla IV.4 se recogen los datos de adhesion bacteriana a la arena de
la estirpe silvestre en distintas fases del ciclo celular en presencia de
distintos compuestos, asi como la ahesién de las mutantes 184 y 55.

La adhesion bacteriaona en fase exponencial fue mayor, tal como
esperdbamos por el patrén de movimiento seguido por la bacteria en esta
fase (alto grado de cambios de direccién). Cabe destacar que la longitud
celular en esta fase fue también mayor, lo cual podria haber sido que
contribuyera a un aumento de la deposicidon bacteriana en las columnas,
tal como se ha descrito anteriormente en la literatura (Weiss y col., 1995).
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En cuanto ala fase de latencia, donde la movilidad era bastante reducida
comparada a la dada en fase estacionaria, Ia adhesiéon fue menor que en
el control, pero aun fue alta.

Con el empleo de mutantes, hemos comprobado que el patrdn de
movilidad seguido por la bacteria juega un papel en la adhesidn
bacteriana a la arena. Las trayectorias celulares seguidas por el mutante
184 (alta frecuencia de cambios de direccién), aumentaron la
probabilidad de interaccidon con la superficie de arena, y con ello, el
grado de adhesién fue mayor. En el caso del mutante 55 (de movimiento
suave), la adhesién no fue significativamente menor que la de la silvestre,
por lo que su patrdn de movilidad seria susceptible de ser modificado con
el empleo de quimioefectores que provoguen una mayor O menor
adhesidn sobre superficies sélidas.
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Tabla 1IV.4 Porcentaje de adhesidon de diferentes estirpes en funcién de la fase del ciclo
celular y bajo la influencia de distintos efectores tdcticos
NUMERO DE
FASE DE CAMBIOS DE 2
ESTIRPE CRECIMIENTO TRATAMIENTO MOVILIDAD DIRECCION % ADHESION
(>1000° §-")
Pseudomonas . . ,
) Estacionaria Control (MM) Intrinseca 51+07 379 £1,7
putida G7
Pseudomonas Movimiento
) Estacionaria Salicilato 10mM suave (taxis 0 78%1,1
putida G7 .
postiva)
Movimiento
P: E
seudomonas et cionaria xudados suave (faxis 16+7,1 13,1£0.9
putida G7 129 mg L! .
postiva)
Pseudomonas . . Exudados Mowrmen’rg
) Estacionaria suave (taxis 13+0,1 8,61+0.6
putida G7 16 mg L! .
postiva)
Pseudomonas . X AH ,
+ +
putida G7 Estacionaria 138 mg L Infrinseca 44+3,8 7,08 £0,4
Pseudomonas AH
Estaci i Intril 40+ 14 8 +
putida G7 stacionaria 16mg L ntrinseca 0 358 £ 9
Pseud $-200
szzﬁs;ng;os Estacionaria 123 mg L Intrinseca 46+2,1 82+0,5
Pseud $-200
Szzn';;ng;os Estacionaria 13mg L Intrinseca 54 17 40,2 £0,6
Pseud Movimiento
SEUTOMONSS  Estacionaria NPsAg 0.2mgl! abrupto 114 +3 57,6 + 4,4
putida G7 . .
(taxis negativa)
Pseudomonas Movimiento
) Estacionaria Glucosa 10mM abrupto 78 +18 54,9 £2,1
putida G7 . "
(hipermovilidad)
Pseudomonas Movimiento
E ial MM 91 £27 43,9 £0,4
putida G7 xponencia abrupto
P: Movili i
seudomonas Latencia MM oviidad casi NA 334 £0,1
putida G7 nula
. . Movimiento
Mutante 184 Estacionaria MM 97 £13 433 1,6
abrupto
- "
Mutante 55 Estacionaria MM Movimiento 1957 39,9427
suave
Pseud NA
seudomonas NA Sonicacion (MM) Inmovilidad 8,18+1,8
putida G7
Pseudomonas . NA
+
putida G7 NA HgCla Bacteria muerta 9,28 £4,6
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IV.5.2 ADHESION A LAS ANILLAS DE SILICONA

El patrén de movilidad en presencia de un atrayente como los exudados
de raices de girasol a concentracién de 16 mg L', provocd que la
adhesion sobre la superficie de la anilla de silicona fuese menor, 30,6 + 3 %
frente a 457 £ 0,2 % de adhesion de la bacteria en ausencia de
compuesto (diferencias significativas para P=0,05). Aunque, en este caso,
la adhesién no fue tan baja como en la arena. Esto puede deberse a la
capacidad adherente de la silicona, que ha sido evidenciada en ofros
estudios (Smith y col., 2012). La movilidad seguida por la estirpe P. putida
G7 en presencia de las nanoparticulas a 0,2 mg L' provocd una mayor
adhesion en la superficie de anilla, 55,5 + 1,8 % en comparacion a la que se
dio en ausencia de compuesto, 45,7 £ 0,2 % (diferencias significativas par
P=0,05).

IV.5.3 ADHESION A LA INTERFASE NAPL-AGUA

El patrén de movilidad en presencia de una disolucidon de NPsAg a 0,2 mg
L' hizo que las bacterias que se acercaron a la interfase DEHP-agua
permanecieran adheridas, creando una pelicula de células justo en la
interfase, tal como se observa en la figura IV. 2A. En ausencia de
nanoparticlas de plata en la fase acuosa, las células no permanecieron
asociadas a la interfase (figura IV.2B).

La tendencia a adherirse al NAPL, en este caso, al DEHP, fue comprobada
por la medida de la DOsw segun el método BATH, que determind el % de
células adheridas a la interfase en ausencia (3,2 + 0,7 %) y presencia de
NPsAg (36,20 %).

e

Figura IV.18 Adhesién bacteriana a la interfase DEHP-agua en presencia (A) y ausencia de
NPsAg a concentracién de 0,2 mg L
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IV.6 TRANSPORTE BACTERIANO A TRAVES DE MEDIOS POROSOS SATURADOS

IV.6.1 FACTORES INDEPENDIENTES DE LA MOVILIDAD QUE AFECTAN AL
TRANSPORTE

1V.6.1.1. Efecto de la fuerza idnica

Segun la teoria DLVO, al bajar la fuerza idnica del medio, aumenta el
espesor de la doble capa eléctrica y, con ello, la repulsién electrostdtica.
De esta manera, cuando el medio de mineralizacidon que se utilizd para
resuspender el cultivo celular, estuvo diez veces diluido, la deposicidon
bactericna en las columnas fue menor y, con ello, fue apreciable un
aumento del fransporte bacteriano (figura IV.19a).

En condiciones de baja fuerza idnica, la eficacia de la salida bacteriana
fue similar en presencia o ausencia de naftaleno (figura IV.19b). Se deduce
gue el efecto promotor del transporte por parte del quimioefector positivo
naftaleno fue menos pronunciado a una menor fuerza iénica. Aun asi, la
guimiotaxis a naftaleno provocd que la curva de rotura estuviera por
encima del control (en ausencia de compuesto).

1 1

a b

0.8 1 0.8 1

0.6 1 0.6 1
o
: 0

0.4 O 04

0.2 1 0.2 1
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Figura IV.19 En q, efecto de la bajada de la fuerza idnica (m) en el transporte bacteriano de
la estirpe Pseudomonas putida G7 comparado con el control (o). En la figura b, la
presencia de naftaleno (m) no provocd un aumento del transporte
significativamente mayor que en su ausencia (o)
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1V.6.1.2 Efecto del tamano del colector

Al utilizar particulas de arena con un mayor didmetro, hubo un incremento
del volumen de poro de 2,677 a 3,265 mL, lo que condujo a un aumento
del transporte bacteriano (figura 1V.20). La superficie especifica de las
particulas de arena fue menor, siendo la probabilidad de intercepcion de
las bacterias con la superficie de arena también mds baja. El mayor
aumento del espacio interparticular permitid mayor libertad de movimiento
favoreciendo la elucion bacteriana a través de las columnas.

C/Co

0 1 2 3 4 5

Volumen de poro

Figura 1V.20 Transporte bacteriano de la estirpe P. putida G7 en columnas empaquetadas
con arena de grano fino de didmetro 0,4-0,25 mm (e) en comparacion con
aquellas preparadas con arena de grano mds grueso de didmetro 0,4-0,5 mm (m)
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1V.6.1.3 Efecto de la velocidad de flujo

Cuando la velocidad del flujo se redujo de 23 rom a 11,5 rpm, la retencién
bacteriana en las columnas empaquetadas con arena fina fue mayor que
a la velocidad de flujo habitual (figura IV.21). El tiempo de residencia en las
columnas fue mayor, facilitando la intercepcion de las células bacterianas
con el colector. Los resultados de otfro estudio se asemejan a los nuestros,
donde se puso de manifiesto que a mayor fiempo de residencia, mayor
adhesién al colector (Liu y col., 2011).

C/Co

Volumen de poro

Figura IV.21  Transporte bacteriano a una velocidad de flujo de 11,5 rom en columnas
empaquetadas con arena de grano fino en presencia (m) y ausencia (o) de
salicilato 10mM.
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La salida del frente bacteriano se produjo a partir de 2 VP, indicando la
influencia del factor de bloqueo en las columnas. Al aumentar la
probabilidad de que las bacterias interaccionen con el colector, la
superficie cubierta por células evitd que las bacterias que se acercaron
posteriormente a la superficie, se adhierieran, siendo transportadas a lo
largo de las columnas.

A una velocidad de flujo menor, la movilidad bacteriana se ve favorecida
y aumentada por la reduccidon en las interacciones hidrodindmicas
(Kerchove y Elimelech, 2008). En condiciones no favorables para la
retencién (como en el caso de la fuerza ibnica) la salida del frente
bacteriano se dio a 1 VP, coincidiendo con la mitad del valor méximo de
C/ Co. Mientras que al disminuir la velocidad de flujo, el valor de C/Co a 1
VP no coincidié con la mitad del valor méximo observado, lo que indicd
gue hubo una pequena retencién bacteriana gradual.

A medida que se fue bombeando la suspensidn celular, una parte de las
células se fueron reteniendo, ya que la disminucién en la velocidad de flujo
favorecié la adhesidn bacteriana al aumentar el tiempo de residencia en
las columnas, lo que fomentd la adhesion bacteriana a la arena, y el
blogueo del colector.

IV.6.2 PAPEL DE LA MOVILIDAD INTRINSECA EN EL TRANSPORTE

IV.6.2.1 Saturacion del colector por alta densidad de células con movilidad
intfrinseca

El transporte bacteriano de células moviles presentd una curva de rotura
con un valor de eficiencia de la salida bacteriana menor del 10 %. Lo que
indicé que la movilidad intrinseca de la bacteria favorecié la adhesién
bacteriana sobre la superficie de la arena (figura IV.22). A partir de 4
volumenes de poro se observd un aumento de la salida bacteriana, que se
debidé al bloqueo del colector. Hasta ese momento, la adhesiéon
bacteriana habia sido de manera gradual, y una vez que la superficie de
arena estuvo cubierta de células, las siguientes que llegaron a las columnas
fueron transportadas a través de las mismas, ya que no podian adherirse a
la superficie.
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Figura V.22 Transporte bacteriano de la estipe Pseudomonas putida G7 (en fase
estacionaria temprana) en columnas empaquetadas con arena de grano
fino (0,25-0,4 mm) bombeadas a un flujo de 23 rom

En este caso, el colector se fue cubriendo de células de manera gradual,
por lo que no hubo repelencia entre las bacterias ya adheridas a la arena
y las que se aproximaban a la superficie. La salida bacteriana a través de
las columnas comenzd a aumentar a partir de 4 volimenes de poro,
siendo el valor mdximo de la eficacia de salida celular de
aproximadamente el 60 %. La superficie cubierta por células evitd la
interaccidén posterior de otfras bacterias que se aproximaban al colector.

El resultado de este tratamiento, es decir, el tansporte bacteriano de la
estirpe Pseudomonas putida G7 (en fase estacionaria temprana) en
columnas empaquetadas con arena de grano fino (0,25-0,4 mm) vy
bombeadas a un flujo de 23 rom, es el caso que consideraremos como
conftrol. En los experimentos posteriores, se explicardn diferentes curvas de
rotura que atenderdn a distintos patrones de movilidad bacteriana (entre
otros pardmetros fisioldgicos), que serdn comparadas con la curva de
rotura obtenida para el control.
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1V.6.2.2 Fases del ciclo celular bacteriano

El movimiento celular intrinseco puede verse afectado segun la fase del
ciclo en que se encuentre la célula bacteriana. En la fase estacionaria
temprana todas las células eran madviles siguiendo trayectorias rectilineas
con cambios de direccion en su movimiento. Durante esta fase, las
bacterias presentaron una alta movilidad que se manifestdé por la
competitividad que existia por el consumo de los escasos nutrientes que
guedaban en el medio. Bajo estas condiciones, la intercepcion de las
bacterias con el colector fue muy alta y la mayoria de las células (90%)
quedaron retenidas en las columnas (figuras IV.22 vy IV.23).

0.5

0.4 1

0.3

C/Co

0.2

0.1 -

0 ¢

Volumen de poro

Figura IV.23  Transporte bacteriano en fase estacianaria (o) en comparacién con el
fransporte en fase exponencial (o) y en fase de latencia (A)
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En la fase de latencia la movilidad fue muy reducida y el aumento del
fransporte se hizo evidente con la salida del frente bacteriano a partir de 1
volumen de poro, coincidiendo con la mitad del valor mdximo de C/Co.
Este dato indicdé que no hubo retencidon bacteriana en las columnas de
arena (tabla IV.5). La escasa movilidad celular hizo que la probabilidad de
intercepcioén de las células con el colector no estuviese favorecida por la
movilidad aleatoria, y las bacterias fueron transportadas como meros
coloides a la velocidad de flujo determinada por la bomba peristdaltica (23
rom). La eficacia de la salida bacteriana fue cercana a 0.5, lo que indicé
que prdcticamente la mitad de las bacterias quedaron retenidas en las
columnas y la ofra mitad se fransportaron desde 1 VP, siendo indicativo de
una baja intercepcion por el colector.

Tabla IV.5 Influencia de la fase del ciclo celular en la movilidad y transporte bacteriano a
través de medios porosos saturados

L » Transporte y
Fase del ciclo Anadlisis de movilidad deposicién a
celular
RCDI bc Velocidad ¢d C/Co® VP’
Temprana 0,04 1,10
+ +
exponencial o1£27 827 (0,29) (4,49)
Temprana 0,04 1,10
10, 180,
estacionaria 5107 803 (0,08) (4,86)
Fase de 0.23 1,44
NA g9 NA 9
latencia (0,38) (4,45)

alos valores experimentales finales estdn dados entre paréntesis como una indiciacion del
blogueo de filtro. ® RCDI, sumatorio del nUmero de cambios de direccidn superiores a 1000 ° s-1.
cLos valores son dados como la media = desviacion estdndar. ¢ Velocidad, sumatorio de los
picos de aceleraciones mayores de 60 um s1. e C/Co, eficiencia de la salida bacteriana a
través de las columnas. f VP, volumen de poro. fNA, no aplicable
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El transporte de las células bacterianas en fase exponencial tardia fue
mayor a partir de 2 volUmenes de poro. Esta curva de rotura fue parecida
a la obtenida para el caso de un flujo bajo (11,5 rpm). La movilidad
bacteriana en fase exponencial tardia presentd una frecuencia de
cambios de direccidn superior a la exhibida en fase estacionaria temprana
(tabla IV. 4). Por lo que se relaciond el mayor nUmero de cambios de
direccién, con el aumento de la adhesidn a la superficie de arena. Cada
cambio de direccidon le ofreci6 a la bacteria la oportunidad de
interaccionar con el colector. Cabe destacar que la longitud celular en la
fase exponencial tardia fue mayor que en la fase estacionaria (véase tabla
IV.2), lo que pudo contribuir a que se depositara en mayor grado. Segin
algunos autores, una mayor longitud celular se relaciona con una mayor
adhesién bacteria sobre superficies (Gannon y col., 1991; Weiss y col., 1995)

1IV.6.2.3 Inmovilizacidn celular

El aumento de transporte observado en condiciones de reducida
movilidad, como es el caso del cultivo en fase de latencia, fue atribuido a
la menor probabilidad de interaccionar con el colector, razdén que fue
corroborada cuando la célula bacteriana era inmovil.

La inmovilidad se indujo por varias causas: inactivaciéon del movimiento por
efecto de la sonicaciéon o de un aumento de la temperatura y muerte
celular provocada por los biocidas nitrato de plata y cloruro de mercurio.

IV.6.2.3a Inactivacién del movimiento

El transporte bacteriano de células inmdviles fue mayor que cuando la
bacteria era mévil debido a que la deposicidn en la superficie de arena
fue menor por la inexistencia de cambios de direccidn en sus trayectorias
(figura 1V.24).

La salida del frente bacteriano se produjo aproximadamente a 1 VP,
coincidiendo, ademds, con un valor de C/Co de 0,55 y 0,5 para el
transporte de células sonicadas y sometidas a un choque térmico a 45°C,
respectivamente.
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La forma de las curvas de rotura indicd que la retencién no fue alta y que
la mayoria de las células se movilizaron hasta el final de las columnas. El
80% de las células sometidas a 45° se recogid en el efluente de las
columnas. Mientras que en caso de las células sonicadas, la recuperacién
celular fue del 60 % aproximadamente.
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Figura IV.24 Transporte de células bacterianas inmdviles debido al efecto de un choque
térmico a 45 °C (A) y de la sonicacién (m) en comparacion con el transporte
de las bacterias méviles en fase estacionaria, condiciones fijadas como
control (o)

Las células bacterianas se fransportaron como coloides en suspensién. Esta
observacion fue descrita con anterioridad por otros autores (Camper y col.,
1993). En dichos estudios se puso de manifiesto que la movilidad intrinseca
favorecia la intercepcién con las superficies sélidas.

Se ha comprobado que la viabilidad celular no se vio alterada por los
cambios inducidos en la conformidad de los componentes de la pared
celular bacteriana por el efecto causado por la sonicacién o el efecto de
la temperatura de 45° (tabla IV. é). El nUmero de unidades formadoras de
colonias (ufc) obtenido del conteo de viables en placas de TSA no difirid
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del control en los tratamientos de temperatura y sonicacién llevados a
cabo (diferencias no significativas para P=0.01).

Tabla IV.6 Efecto de la sonicacion y choque térmico sobre la viabilidad y propiedades de la
superficie celular de Pseudomonas putida G7 en fase estacionaria que pueden afectar al
transporte bacteriano

Viabilidad @ .. Transporte
Superficie celular © A
celular bacteriano b
Ow e ¢d C/Coc VP!
UFC x mL!

0,04 1,10
Control 2,44 x 108+ 23,9 471+6,2 -34,1+3,4 (0.08)  (4.86)
, 1,24
Sonicaciong 2,64 x 108+ 59,2 69 9 -30,9 £2,1 (82\2) (4.82)
) , 1,02
Chogue térmicoh 2,36 x 108+ 39,8 ND/ ND' [8,28) (4'27)

a Los valores son dados como la media + desviacién estdndar. b Los valores experimentales
finales estdn dados entre paréntesis como una indiciacién del bloqueo de filtro. ¢, 8w, dngulo
de contacto. 4 ¢, Potencial zeta. ¢ C/Co, eficacia de salida bacteriana. f VP, volumen de poro.
9 El cultivo bacteriano resuspendido en MM se sonicd durante 2 horas en frio para evitar el
aumento de temperatura durante en proceso. h Para estudiar el efecto de la temperatura, el
cultivo celular resuspendido en MM, se dejé a 45 ° en un bano de agua durante 2 horas. IND,
no determiando.

La mayor hidrofobicidad de la superficie celular bacteriana determinada
tfras la sonicacion, no fue motivo para aumentar la deposicion bacteriana
esperada en la superficie hidrofilica que supone la arena. Por el contario, el
fransporte bacteriano fue alto llegando a ser la eficacia de la salida
bacteriana casi del 70 %. El cambio en la hidrofobocidad pudo ser debido
a la reorganizacién de los componentes de la membrana celular que se
produjo al ser escindido el flagelo, provocando que los componentes
hidrofilicos quedasen expuestos al interior y los hidrofébicos, al exterior.
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1V.6.2.3b Induccion de muerte celular

Como era de esperar bajo condiciones de inactivacion celular, la
ausencia de movilidad provocd una menor deposicidn en las columnas
que se fradujo en un aumento del transporte bacteriano a partir de 1
volumen de poro. Ambos biocidas provocaron el mismo efecto en las
columnas empaquetadas de arena (figura I1V.25), indicando una baja
retencién bacteriona. Lo cual se manifestdé con la salida del frente
bacteriano a aproximadamente 1 VP, con valores de C/Co de 0,44 y 0,5
para el tratamiento con HgCl2 y NOsAg, respectivamente.

C/Co

Volumen de poro

Figura IV.25 Transporte de células muertas por el efecto biocidas nitrato de plata TmgL-
1 (m) y HQCI2 1.32 mglL-1( A) en comparacidn con el control, células vivas en
fase estacionaria (o).
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La ausencia de movilidad se comprobd visualmente al microscopio éptico
y la viabilidad celular se determind por conteo de viables en placas de
TSA. A la concentracion de 1 mglL' y 1,32 mglL! para NOsAg y HgCl,
respectivamente, no se observd colonia alguna que creciera en las placas.
De esta manera se confirmd la eficacia biocida de los compuestos a esas
concentraciones escogidas.

IV.6.3 INFLUENCIA DEL PATRON DE MOVILIDAD INDUCIDO
1IV.6.3.1 Promocidn del transporte en presencia de quimioefectores positivos

El movimiento rectilineo mantenido sin cambios abruptos en la direccidn,
en presencia de sdlicilato, favorecid el transporte bacteriano debido a que
la probabilidad de interaccionar con el colector se vio reducida en
ausencia de cambios de direccién.

O I T T T T
0 1 2 3 4 5
Pore Volume

Figura IV.26 Transporte bacteriano de la estirpe P. putida G7 en ausencia (control) (o) y
presencia de salicilato a una concentracién de 10 mM (m) y de cristales de
naftaleno (A) enlas columnas

111



Resultados

La salida del frente bacteriano se produjo a 1 VP coincidiendo con la
mitad del valor mdximo de la eficacia de salida bacteriana (C/Co), lo que
indicé que la deposicidn fue baja vy la mayoria de las células bacteriana
pasaron a lo largo de las columnas (del 60 al 80 %). Esto es lo que ocurridé
en presencia de los atrayentes salicilato sdédico a concentracién de 10 mM
y naftaleno sdélido colocado en forma de cristales en el extremo superior de
la columna (figura 1V.26). La baja probabilidad de interaccién con la arena
condujo a una escasa retencidon en las columnas, haciendo que el
fransporte bacteriano se observara ya desde 1 volumen de poro.

1V.6.3.2 Promocidn del transporte debido al bloqueo del colector
1V.6.3.2.1 Efecto de las nanoparticulas de plata (NPsAg)

Las NPsAg promovieron el transporte bacteriano a la concentracién de 0,2
mg L', pero la curva de rotura sugirid que la causa del aumento de
fransporte era diferente de la que explicaba el aumento de fransporte
bacteriano en presencia de un atrayente. En el caso de las NPsAg, el
fransporte bacteriano fue evidente a partir de 2 VP, coincidiendo con un
valor de C/Co de 0,31 (2,48 VP), siendo el tfransporte maximo a 3,97 VP, con
un valor de C/Code 0,53 (figura IV.27).

La repelencia observada frente a NPsAg a 0,2 mg L' pudo ser la causa del
aumento de fransporte, ya que la superficie celular bacteriana no se vio
afectada en presencia del compuesto (tabla IV.7). Los cambios en la
direccién de las trayectorias de las células, que pasaron a ser mds abruptos
y frecuentes en presencia de NPsAg, aumentaron la probabilidad de
intercepcion con la superficie de arena, ya que cada cambio en la
direccién pudo ser aprovechado por la bacteria para adherirse a la
superficie. Bajo estas condiciones, el bloqueo del colector se dio a un
numero de VP inferior a lo que ocurriria en ausencia de un repelente. El
bloqueo del colector se dio a partir de 2 VP, mientras que en ausencia de
repelente, se dio a partir de 4 VP cuando la superficie de arena comienzd
a saturarse de bacterias (figura 1V.22). En ausencia de NPsAg, el
recubrimiento bacteriano de la superficie de arena fue de manera
gradual, mientras que la alta probabilidad de intercepcidn por la superficie
en presencia de NPsAg, hizo que el bloqueo fuera instantdneo,
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provocando que las bacterias que se aproximaban a la superficie del
colector, no pudieran interaccionar con la arena, siendo repelidas por las
qgue ya estaban adheridas, y provocando, con ello, un aumento del
fransporte bacteriano. La alta probabilidad de interaccionar con el
colector debido a la alta frecuencia de cambios de direccién provocd el
bloqueo del colector con el consecuente aumento del frasnporte.
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Figura 1vV.27 Efecto directo de las nanoparticulas de plata a 0.2mglL' en el transporte
bacteriano (A) en comparaciéon con el preacondicionamiento de las
columnas empaquetadas de arena con NPsAg a 0.2mglL! (#) y el control en
ausencia de compuesto (o)

Cuando se bombed la solucidon de NPsAg 0,2 mg L' previamente a la
suspensidon  bacteriana, el transporte bacteriano fue mucho mayor,
observdndose un pico mdéximo de salida bacteriana con un valor de C/Co
de 1,23 a 3,7 VP. Esto puede explicarse por la saturacién del colector que
conllevd, indirectamente, a un aumento del transporte bacteriano (donde
ademds de intervenir el papel fisioldgico de la respuesta de repelencia a

113



Resultados

NPsAg, pudo intervenir el papel fisico del impedimento de adhesion
bacteriana por la pre-ocupacion de la superficie de arena por parte de las

nanoparticulas).

El fransporte bacteriano en presencia de NPsAg fue mayor una vez que las
bacterias se habian adherido a la arena, dando lugar al fendmeno del
blogueo de filtro que provocd la salida bacteriana por repulsidn entre las
bacterias que se aproximaban al colector y las que estaban ya adheridas.
Los valores entre paréntesis en la tabla V.7 indicaron el aumento del

tfransporte bacteriano a partir de 2 VP.

Tabla IV.8 Efecto de las nanoparticulas de plata (NPsAg) en el transporte bacteriano de P.

putida a través de medios porosos saturados

alos valores experimentales finales estdn dados entre paréntesis como una indiciacion del
blogueo de filtro. ® RCDI, sumatorio del nUmero de cambios de direccidn superiores a 1000 ° s-1.
cLos valores son dados como la media * desviacion estdndar. ¢ 8w, dngulo de contacto. e,
Potencial zeta. f C/Co, eficiencia de la salida bacteriana a través de las columnas. ¢ VP,
volumen de poro. h El andlisis de la movilidad se hizo del efluente bacteriano a la salida de las

Andlisis

T rt
de Superficie celular drqnsp.o”e);
Tratamiento movilidad eposicion
RCDI be Bwed Coe C/Cof VP9
0,04 1,10
trol (MM 1+0. 47 £ 1£2
Control (MM) 51+£0.7 7%6 3 (0.08) (4.86)
NPsAg 0,2mg L-! 0,09 1,00
114 £3 48+ 5 32+3
efecto directo (0,53) (3.97)
NP -1 12 1,37
sAg 0,2mg L 81+9n NA i NA7 0 S
pre-bombeadas (1.23) (3.70)

columnas. i, NA, no aplicable.
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1V.6.3.2.2 Efecto de la glucosa

El bloqueo del colector y el consecuente aumento del fransporte se
observé también en presencia de glucosa a concentracién de 10 mM
(figura 1V.28). Al no encontrarse diferencias significativas en cuanto a las
propiedades de la superficie celular en presencia de glucosa (tabla IV.8), y
debido a que el patrén de movilidad exhibido por las células se parecia all
observado frente a un repelente, se atribuyéd como efecto promotor del
tfransporte, el patrén de movilidad bacteriano en presencia de glucosa
que provocd una mayor adhesidn bacteriona en las columnas,
desencadenando la saturacién del colector y el consecuente aumento
del fransporte.

0.6

8
)
0 1 2 3 4 5
Volumen de poro
Figura 1v.28 Perfil bacteriano del transporte de P.putida G7 en columnas empaquetadas

con arena de grano fino en presencia de glucosa 0.1mM (A), 10 mM (m) y
100 mM () en comparacién con el control en ausencia de compuesto (o)
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El aumento de fransporte bacteriano también se observd a otras
concentraciones de glucosa, por debajo y por encima de 10 mM,
maniféstandose como curvas de rotura parecidas para las distintas
concentraciones. Esto es una prueba de la respuesta fisiologica
(hipermovilidad) que supuso la presencia de glucosa para la estfirpe
Pseudomonas putida G7.

Tabla IV.8 Efecto de glucosa a 10 mM en el transporte bacteriano de P. putida a fravés de
medios porosos saturados

. . . Transporte y
Andlisis de movilidad Superficie celular NI
Tratamiento deposicion
RCDI bc Velocidad c¢d Owee gof C/Co9 VP h
Control 0,04 1,10
51+£0.7 18+0.3 47 £ 6 -31+2
(MM) (0,08) (4.86)
Glucosa 0,02 1,18
78 +18 76 £3 47 £ 4 29+2
(10mMm) (0,44) (4,65)

alos valores experimentales finales estdn dados entre paréntesis como una indiciacion del
blogueo de filtro. ® RCDI, sumatorio del nUmero de cambios de direccidn superiores a 1000 ° s-1.
¢ Los valores son dados como la media * desviacién estdndar. ¢ Velocidad, sumatorio de los
picos de aceleraciones mayores de 60 um s'. ¢ By, dngulo de contacto .f ¢, Potencial zeta.
9C/Co, eficiencia de lasalida bacteriana a través de las columnas. VP, volumen de poro.

El aumento de la eficacia de salida bacteriana en presencia de glucosa
tras el bloqueo del filtro (el valor de C/Co aumentd de 0,08 a 0,44) se debid
a la movilidad marcada por la alta frecuencia de cambios de direccion,
78 + 18, asi como por un numero mayor de aceleraciones en su
movimiento, 76 + 3. La hipermovilidad observada con glucosa fue la causa
del aumento de la adhesion, asi como del aumento del transporte una
vez que el colector se colapsé de células adheridas.
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1V.6.3.3 Transporte bacteriano de los mutantes 55y 184

Se han obtenido dos transformantes de Pseudomonas putida G7 que
presentaron un patrén de movilidad distinto al de la silvestre en ausencia
de compuesto. Estos patfrones de movilidad se asemejaron a los
observados en presencia de un afrayente (mutante 55) y un repelente
(mutante 184). El estudio del transporte bacteriano de los mutantes en
ausencia de compuesto sirvid para comprobar si el efecto del patrén de
movimiento en la deposicién bacteriana en las columnas de arena pudo
ser la causa del perfil de transporte bacteriacno observado en los
fratamientos anteriormente descritos.

Las curvas de transporte obtenidas con estas estirpes en ausencia de
efector corroboran la hipdtesis de que el cambio en el patrén de movilidad
afectd al fransporte bacteriano (figura 1V.29).
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Figura IV.29 Transporte bacteriano del mutante 55 (m) y del mutante 184 (#) a través de
columnas empaquetadas con arena de grano fino.

De esta manera, el mutante 55 mostrd un perfil de transporte similar al
observado en presencia de un atrayente, ya que su patrén de movilidad
fue parecido al de la estirpe P. putida G7 en presencia de salicilato, donde
el movimiento con trayectorias rectilineas o curvas mantenidas sin cambios
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de direccién, permitid que la eficiencia de adhesidon fuera baja (vedse
tabla IV.9), y con ello, el tfransporte bacteriano fue alto desde que salié el
frente celular (1 VP aproximadamente). Aunque cabe destacar que el %
de recuperaciéon celular estuvo por debagjo del obtenido para la estirpe
silvestre en presencia de salicilato. Se recuperd el 50 % de las células del
mutante en comparacién a la recuperacién del 80 % para la silvestre en
presencia de salicilato. Esta diferencia de recuperacion se puede explicar
en base a los resultados obtenidos en el ensayo de adhesién a arena,
donde se determind que la adhesién del mutante 55 no fue tan baja como
la de lasilvestre en presencia de salicilato.

Mientras que el patrén de movilidad del mutante 184, que se parecia a la
movilidad caracteristica de la estirpe silvestre en presencia de un
repelente, hizo que la probabilidad de adherise a la matriz arenosa fuese
mayor, provocando el bloqueo del filiro, y el consecuente aumento de
fransporte bacteriano, tal como ocurrid en presencia de NPsAg. Los
cambios de direccidn, mds frecuentes y abruptos, fueron aprovechados
por las células mutantes para adherirse a la matriz arenosa, provocando el
bloqueo del colector a partir de 2 volUmenes de poro. En la tabla IV.9 se
recogen los datos del transporte bacteriano en cuanto a los valores de
dhesién que pueden explicar el aumento del fransporte bacteriano en las
columnas.
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Tabla IV.9 Influencia del patrén de movilidad de los mutantes 55 y 184 en el transporte
bacteriano a través de medios porosos saturados

, Transporte y
Andlisis de movilidad . .z
Mvutante deposicion
RCDI bc  Velocidad cd C/Coe VP f
0,36 1,49
55 19+57 16+0,7
(0,46) (4,56)
0,09 1,46
184 97 +£13 40+28
(0,23) (4,49)

alos valores experimentales finales estdn dados entre paréntesis como una indiciacion del
blogueo de filtro. b RCDI, sumatorio del nUmero de cambios de direccidn superiores a 1000 ° s-1.
cLos valores son dados como la media + desviacién estdndar. @ Velocidad, sumatorio de los
picos de aceleraciones mayores de 60 um s1.e C/Co, eficiencia de la salida bacteriana a través
de las columnas. fVP, volumen de poro.

El patrén de movilidad del mutante 55 confirmé los resultados obtenidos en
el transporte bacteriano en presencia de un atfrayente, donde el
movimiento rectilineo con baja frecuencia de cambios de direccién 19 +
5,7, provocd una menor adhesidn bacteriana en la superficie de arena
haciendo que C/Co aumentase desde la salida del frente bacteriano (1
VP).

La eficacia de la salida bacteriana es de 0,36 frente al valor de 0,09 para la
mutante 184. En este caso, su patrdn de movilidad, marcado por la alta
frecuencia de cambios de direccidn en sus trayectorias celulares (97 £ 13),
provocd una mayor adhesion que causd el blogueo del colector y el
aumento de transporte a partir de 2 VP, siendo el mdximo valor de C/Co de
0,23 a 4,49 VP.
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IV.6.4 EFECTO DE LA MATERIA ORGANICA EN EL TRANSPORTE BACTERIANO
1IV.6.4.1 Materia orgdanica disuelta (MOD)

La materia orgdnica disuelta (MOD) a una concentracion de carbono del
orden de 130 mglL' promovid el transporte bacteriano de la estirpe
Pseudomonas putida G7 en las columnas de arena, tal como se muestra
en la figura IV.30a.

b

0.8

0.6 -
[6)
S~

O 04 |

0.2

0 A

0 1 2 3 4 5 0 1 2 3 4
Volumen de poro Volumen de poro

Figura IV.30 Efecto de la materia orgdnica disuelta a alto (a) y bajo (b) contenido de
carbono orgdnico en la deposicion bacteriana en columnas
empaquetadas con arena de grano fino. Los exudados promovieron (A)
el transporte incluso a baja concentracion, mientras que los dcidos
humicos (m) y el fertilizante oleofilico () sélo cuando la cantidad de
carbono fue alta, en comparaciéon con el control (o) en ausencia de
materia orgdnica disuelta

La salida del frente bacteriano se produjo a 1 VP coincidiendo con la
mitad del valor méximo de la eficacia de salida bacteriana (C/Co), lo
que indicd que la deposicidn fue baja y la mayoria de las células se
fransportaron a lo largo del perfil de arena (del 60 al 80 %). En ausencia
de materia orgdnica, el fransporte bacteriano fue prdacticamente nulo,
ya que la eficacia de la salida bacteriana fue menor de 0,1. Cuando
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la concentracion de carbono fue 10 veces menor, del orden de 15 mg
L', sélo los exudados promovieron el transporte bacteriano (figura
IV.30b). A efectos comparativos, y para comprender las causas del
aumento de tfransporte bacteriano por parte de la materia orgdnica
en solucién, se caracterizé la superficie bacteriana en presencia de la
materia orgdnica disuelta, tal como se muestra en la tabla IV.8.

Tabla IV. 10 Efecto de la materia orgdnica disuelta (MOD) en el transporte bacteriano de P.
putida G7 a través de medios porosos saturados

Andlisis de ., Transporte y
[Corg] @® . Superficie celular R
MOD movilidad deposicion
|_-'I
(mg L) RCDI b Bube g C/Co® VP "
Control ) 5107 0,04
NA 471 %62 30,9 +£2,1 1,10 (4,86
(MM) (0.08) ( )
16+7,1 ,67
129 +3,5 é 392+74 31,5+30 06 1,79 (4.15)
Exudados (0.77)
vegetales 13+0.1 0.63
16,3%0,1 - 41,1 6, 1,6 £2, ' 1, ,
630 6,5 31,6 5 (0.85) 33 (3,70)
44 +3,8 0,49
3 138+7,8 41,8+6,7 327+1,6 1,61 (3,78)
Acidos (0,67)
humicos
40+ 14 0,03
1551, 44,4 + 4, S, 1,61 (3,34
5,5 3 9 33,5 9 (0.09) 61 (3,34)
+
123+0,7 4621 47,4+ 4,6 30,5+ 4,6 050 1,53 (4,15)
Fertilizante (0.89)
oleofilico .
13,3+0,1 S4xl ND i NDI (8'?11 1,37 (3.30)

a[Coaryg], concentraciéon de carbono orgdnico. b Los valores son dados como la media *
desviacién estdndar. < Los valores experimentales finales estdn dados entre paréntesis como
una indicacién del bloqueo de filtro. ¢ RCDI, nUmero de cambios de direccidén mayores de
1000° s1 e B, dngulo de contacto. f{, Potencial zeta. sC/Co, eficiencia de la salida bacteriana a
través de las columnas. h VP, volumen de poro. iINA, no aplicable. IND, no determinado.
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La superficie celular no se vio afectada en cuanto a la carga superficial
(medida por el potencial zeta) e hidrofobicidad (medida por el dngulo de
contacto) en presencia de la materia orgdnica disuelta, ya que los valores
obtenidos para los distinfos compuestos no fueron significativamente
diferentes al valor del control. De esta manera, el aumento del fransporte
bacteriano no puede atribuirse a un cambio de estas propiedades fisicas
de la superficie celular debido al contacto con la materia orgdnica, como
ya habian sugerido con anterioridad otfros autores (Johnson y Logan, 1996).
Mds bien, la explicacién del aumento del transporte podria ser debido a
algun efecto fisioldgico causado por la materia orgdnica, como podria
tratarse de la respuesta tdactica positiva detectada hacia los exudados
vegetales por parte de P. putida G7. Las trayectorias celulares
caracterizadas por una baja frecuencia de cambios de direccidén en
presencia de exudados (tabla IV.10) fomentarian una menor intercepcioén
de las bacterias con el colector de arena, provocando una menor
adhesién y, por tanto un transporte mayor.

Los AH vy el fertilizante no provocaron ninguna respuesta tdctica en la
estirpe P. putida G7, por lo que la razdén del aumento del fransporte
bacteriano podria deberse a la competencia entre la materia orgdnica y
las células bacterianas por la adhesidon a la arena, tal como ya habia sido
descrito en publicaciones anteriores (Lahlou y col., 2000; Foppen y col.,
2008; Park y Kim, 2009). En estos estudios se comprobd el impedimento
estérico que suponen los AH, previamente adsorbidos sobre la superficie
del colector, para la adhesion bacteriana a la superficie.

IV.6.4.2 Materia orgdnica adsorbida

Para comprobar que el efecto promotor del transporte observado en la
figura 1V.30a podia deberse a la competencia entre la materia orgdnica y
las células bacterianas por adherirse a la superficie de arena, se estudié el
efecto del pre-bombeo de la materia orgdnica sobre el transporte
bacteriano. En este caso, el efecto promotor del transporte fue evidente
tanto a alta concentracién de carbono (figura IV.31a) como a baja
concentracién (figura IV.31b).
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Figura IV.31 Transporte bacteriano de la estirpe P. putida G7 en columnas de arena pre-
acondicionadas con exudados (A), dcidos humicos (m) y el fertilizante
olecofilico(+) a alta (a) y baja (b) concentracién de carbono, en comparacion
con el control en ausencia de materia orgdnica adsorbida(oc)

En la figura IV.31 se corroboré el aumento del transporte bacteriano
cuando la materia orgdnica estuvo adsorbida a la superficie de arena,
pero cabe destacar que, aungue en el caso de los exudados no influyd la
concentracién de carbono, en el de los dcidos humicos vy el fertilizante, si.
Los valores de eficacia de la salida bacteriana (C/Co) fueron menores
cuando se prebombearon los AH y el fertilizante a concentracién baja
comparado con los valores de C/Co a concentracién alta de carbono, tal
como se indica en la tabla IV.11. A mayor concentracién de carbono,
mayor fue el transporte bacteriano, ya que la superficie de arena pudo
guedar cubierta por una mayor cantidad de materia orgdnica que impidid
a las células bacterianas adherirse a la arena. Estos datos estdn en
concordancia con los resultados obtenidos por otros autores (Park y Kim,
2009) en donde se comprobd que la adhesion de E. coli sobre arena
cubierta de hierro disminuyd con el aumento de la concentracidon de
dcidos humicos debido a la pre-ocupacidn de los sitios favorables para la
adhesién por parte de la materia orgdnica. De manera gue se observd un
incremento del fransporte bacteriano del 63,4 % (cuando se bombearon
AH a 4mg L) al 94,6% al bombear la solucién de AH a 16 mg L.
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Tabla IV. 11 Efecto de la materia orgdnica adsorbida en el transporte bacteriano de P. putida
G7 a través de medios porosos saturados.

Transporte y
Materia orgdnica [Corg] @b deposicién ¢

adsorbida (mg L)
C/Cod VP e
0,04 1,10

trol (MM NA i

Control (MM) J (0.08) (486
0,63 1,46

129+3,5
(0,78) (4,13)

Exudados vegetales

0,68 1,46

16,3+0,1
(0,73) (3.49)
0,64 1,57

138£7,.8
p (0,70) (3,70)

Acidos hUmicos
0,34 1,66
1551,

55+13 (0,56) (3,51)
0,46 1,53

123+£0,7
320 (0,76) (3,63)

Fertilizante oleofilico

0,46 1,46

13,3£0,1
33+0 (0,58) (3.,48)

9[Corg]. concentracidén de carbono orgdnico. b Los valores son dados como la media *

desviaciéon estdndar. cLos valores experimentales finales estdn dados entre paréntesis como
una indiciacién del bloqueo de filtro. @ C/Cy, eficiencia de la salida bacteriana a través de las
columnas. e VP, volumen de poro. fNA, no aplicable.

En nuestro estudio, el transporte bacteriono en presencia de exudados
adsorbidos previamente a la arena, no se vio afectado por la
concentraciéon utilizada. Los valores de C/Co fueron similares al comienzo
de la salida bacteriana, 0,63 para la alta concentraciéon de carbono, y 0,68
para la baja. Estos datos apoyan la idea de la respuesta tdctica como
efecto promotor del fransporte bacteriono que, como se vio
anteriormente, es independiente de la concentracién de carbono
orgdnico. Por lo que la guimiotaxis frente a exudados seria mds efectiva
qgue bombear AH o el fertilizante oleofilico, ya que el efecto promotor del
fransporte es el mismo a menor concentracién de carbono.
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El pre-bombeo de la soluciéon de AH a 16 mg L' supuso una disminucién de
la eficacia de la salida bacteriana del 30% respecto al pre-bombeo de AH
a 138 mg L. Para el caso del fertilizante, la eficacia del transporte a la
salida del frente bacteriano fue similar a ambas concentraciones. Aunque
el pre-bombeo del fertilizante a 13 mg L-! supuso una pérdida del 18% de la
eficiencia en el fransporte bacteriano a aproximadamente 3,5 VP, donde
hay que tener en cuenta la dindmica del factor de bloqueo. Esto indicd
una posible modificacién de las propiedades fisico-quimicas de la
superficie de arena en contacto con el fertilizante que discutiremos mds
adelante en el epigrafe IV.6.4.

La materia orgdnica adsorbida promueve el transporte por impedimento
de la asociacion bacteriana por la pre-ocupacion de la materia orgdnica
de los sitios de interaccién con la arena, mientras que la materia orgdnica
disuelta compite con las células por los sitios de interaccién en la arena, de
ahi que los valores de C/Co sean parecidos a alta concentracion de
carbono para el caso de la materia orgdnica disuelta (tabla IV.10) vy la
materia orgdnica adsorbida (tabla IV.11). Mientras que a bagja
concentracién de carbono, el efecto de la materia orgdnica adsorbida
fue menor que a alta concentracién. Cuando la materia orgdnica estuvo
disuelta, no hubo evidencias de un aumento de fransporte ya que la
concentracién de carbono fue demasiado baja como para competir con
las células bacterianas por los sitios de interaccién a la arena.

1V.6.4.3 Movilizacion de células adheridas

El efecto promotor del transporte por parte de la materia orgdnica se hizo
mds evidente cuando se indujo la movilizacidén de bacterias previamente
asociadas a la matriz arenosa (figura IV.32). La movilizacién fue posible
gracias al bombeo de materia orgdnica a alta concentracion, que tendia
a adherirse a la superficie de arena, provocando el despegue de las
células bacterianas (figura IV.32A). La reversion a baja concentracion de
materia orgdnica sdlo fue posible con los exudados (figura 1V.32B),
poniendo de manifiesto la importancia de la quimiotaxis positiva a los
exudados en la reversidn del transporte, que quedd comprobada por la
ausencia de movilizacién de bacterias inactivas, previamente adheridas a
la columna (figura IV.32C).
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La movilizacién de células inactivas mediante el bombeo de dacidos
hUumicos o el fertilizante fue menor que cuando las células estaban vivas,
poniendo de manifiesto la importancia del papel de la movilidad
bacteriana en la dindmica del transporte. Los valores mdaximos de C/Co
bajaron de 0,8 a 0,4 en el caso de los dcidos hUmicos y de practicamente
1 a 0,65 en el caso del fertilizante. Cabe destacar que la reversién fue
mayor con el fertilizante oleofilico debido a sus propiedades tensioactivas
gue explicaremos mds adelante. AUn asi, el efecto de los exudados sobre
el transporte de células activas adheridas fue mds eficaz que el de los AH o
el fertilizante, ya que a una concentracion de 16 mg L' se observd el
mismo efecto que los AH vy el fertilizante a concentraciones de 138 y 123
mg L, respectivamente. Ademds, a la concentracion de 129 mg L, los
exudados vegetales provocaron una movilizacién incluso mayor que la
provocada por la repulsion bacteriana al bajar la fuerza idnica del medio
(véase la linea punteada en la figura 1V.32 que representa el bombeo de
agua destilada para movilizar las células activas adheridas en las
columnas).

IV.6.4.4 Transporte bacteriano a través de suelo agricola y un suelo forestal
rico en materia orgdnica

Los experimentos de transporte llevados a cabo con arena como material
poroso dieron unos resulfados que fueron explicados por razones
fisioldgicas y/o fisicas mediante el empleo de distintos compuestos que
pudieron afectar al fransporte bacteriano. Cabe destacar el papel de la
guimiotaxis en el cambio del patron de movilidad que afectd a la adhesiéon
ala arenaq, y con ello, al fransporte bacteriano.

Con el fin de acercar los resultados a una posible situacion real, se empled
un suelo agricola como material poroso en las columnas de transporte
(figura IV.33).

Los exudados de raices de girasol provocaron el aumento del transporte
bacteriano de manera parecida a lo que ocurria en la arena. La mitad del
valor méximo de la eficacia de la salida bacteriana se dio a 1 volumen de
poro, siendo la deposicion en las columnas alrededor del 20 % de la
suspensidon bombeada.
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Figura IV.33 Transporte bacteriano de la estirpe P. putida G7 en columnas empaquetadas

con suelo agricola en presencia (m) y ausencia (o) de exudados de raices de
girasola 16 mg L'

Cabe destacar que el fransporte bacteriano en ausencia de exudados es
algo mayor que con la arena, pudiendo deberse al aumento del volumen
de poro en esta matriz de suelo que fue de 2.865 mL, siendo parecido a lo
que ocurria cuando los granos de arena eran de un didmetro mayor al
comUmente usado en los experimentos.

Cuando se empléo un suelo forestal rico en materia orgdnica (22% mo), el
aumento del transporte fue evidente incluso en ausencia de exudados
(figura 1V.34) Esto refuerza los resultados obtenidos en el epigrafe IV.6.3.2 en
el que se estudid el efecto de la materia orgdnica adsorbida sobre el
transporte bacteriano. Las columnas preparadas con una porcidén de suelo
forestal se asemejaron alas columnas de arena pre-acondicionadas con la
materia orgdnica (exudados, AH vy fertilizante oleofilico), dénde la materia
orgdnica adsorbida a los granos de arena impidié la intercepcidén de las
células bacterianas con el colector. Con este experimento, se puso de
manifiesto, que aun en presencia de materia orgdnica adsorbida que
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facilite el fransporte bacteriano, los exudados a 16 mg L' suponen un
pequeno refuerzo anadido para facilitar el fransporte bacteriano en el
suelo.

C/Co

0O 20 40 60 80 100 120

Tiempo (min)

Figura 1V.34 Transporfe bacteriano en columnas empaquetadas con suelo forestal en
presencia (m) y ausencia (o) de exudados vegetales a 16 mg L-!

IV.6.5 EFECTO DE LOS COMPUESTOS SOBRE LAS PROPIEDADES FiSICO-
QUIMICAS DE LA SUPERFICIE DE ARENA

Los compuestos utilizados para promover el fransporte bacteriano no
afectaron a la superficie celular durante el fiempo en que transcurrieron los
ensayos de fransporte (2-3 horas) tal como se ha comprobado por los
valores de la carga superficial y el dngulo de contacto de la superficie
celular en presencia de los distintfos compuestos (tablas V.4, 6 y 7). Este
dato concuerda con un estudio de Harvey Ronald y colaboradores
(Harvey y col., 2011) en el que se concluyd que sdlo la exposicidn a largo
plazo de altas cantidades de carbono orgdnico disuelto podria modificar
la superficie celular bacteriana, pero no sila exposicidn es corta.
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Para comprobar que los compuestos no afectaban a las propiedades
fisico-quimicas de la superficie de la arena, y con ello, a la deposicion
bacteriana, se determinaron el potencial zeta y dngulo de contacto de las
disoluciones utilizadas sobre la superficie de la arena. Ademds, se midié la
tension superficial de los compuestos, ya que es una propiedad que pudo
afectar a la superficie de arena e interferir en el tfransporte bacteriano,
(tabla IV.12). Tan sélo en el caso del fertilizante oleofilico pudo atribuirse el
efecto tensioactivo como factor influyente en el transporte bacteriano,
dado gue su valor de tension superficial fue significativamente diferente all
del control (MM), 33,7 £ 0.4 mN/m frente a 61,6 £ 0,9 mN/m,
respectivamente.

Tabla IV.12 |Influencia de los compuestos sobre las propiedades superficiales de la arena
empaquetada en las columnas de fransportec

Efecto del compuesto en la
., superficie de arenaa
Tension
superficial c )
Concentracién del (mN/m) U ::fsi’;ul Angulo de
compuesto ‘ZmV) contacto (°)
Control NA 61.6+0.9 -15+£1,2 16+2,6
NpsAg 0.2mgL . 58.6+1.2 -13+£3,1 21+7,0
Glucosa 10 mM 59.8+0.4 -13+0,5 19+4,8
129+3,5 59.5+0.8 -12£2,0 23+1,4
Exudados
16 0,1 64.9 1.4 -8+1,0 20£1,9
138+7.8 62.1+0.2 -22+0,3 19+£1,7
AHb
15£1.3 598+1.8 -16+£0,3 28+3,38
123+0,7 33704 -25+1,3 109 +3,6
Fertilizante
13+0,1 54.4+0.4 ND¢ ND¢

alos valores se dan como la media + desviacién estdndar. © AH, la medida de carga
superficial y dngulo de contacto son referidas a los AH sintéticos. ¢ ND, no determinado
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Ademds, cabe destacar que el fertilizante presentd un valor de dngulo de
contacto sobre la superficie de arena en ausencia de bacterias de 109 £
3,6 ° en comparacién al valor del MM en contacto con la arena, 16 £ 2,6 °,
indicando, por tanto, la hidrofobicidad del compuesto. Ello da idea de la
complejidad de las interacciones que podrian darse entre las moléculas
del fertilizante oleofilico y la superficie de arena, desencadendantes del
aumento de transporte bacteriano.

Los valores de hidrofobicidad y carga superficial del resto de compuestos
no fueron significativamente diferentes con respecto al control (MM). Se
comprobd, ademds, que el volumen de poro en presencia de materia
orgdnica no cambid significativamente con respecto al control. El conjunto
de estos datos contribuyen al refuerzo de la hipdtesis de que el patrén de
movilidad es determinante en el transporte y deposicion de las células
bacterianas en las columnas empaqgquetadas con arena.

IV.6.6 AUSENCIA DE RESPUESTA QUIMIOTACTICA
1V.6.6.1 Efecto de la fuente de cultivo en el transporte bacteriano

La quimiotaxis de Pseudomonas putida G7 hacia naftaleno es un
fendmeno inducible (Grimm y Harwood, 1997), puesto que es necesaria la
exposicidn a este durante el crecimiento de la estipe (o bien un
intermediario de su ruta de degradacién) para que se transcriban los
genes codificadores de la respuesta quimiotdctica (receptores vy
transductores de la seial). De ahi que hayamos utilizado el salicilato sédico
(intermediario de la ruta de degradacién del naftaleno) como fuente de
carbono y asegurarnos, asi, la capacidad guimiotdctica de la estirpe
Pseudomonas putida G7 en tfodo momento.

Se probd el efecto de una fuente de cultivo distinta a salicilato para
comprobar que la taxis positiva a naftaleno era inexistente durante el
fransporte bacteriano. Se utilizaron dos compuestos diferentes, descritos en
el epigrafe IV.2.1, donde se estudié la curva de crecimiento en funcién de
la fuente de carbono usada por el microorganismo. No hubo evidencia de
aumento del fransporte bacteriano en presencia de naftaleno (figura
IV.35). Las curvas de rotura en presencia y ausencia de quimioefector son
muy parecidas, lo que indicd que la ausencia de guimiotaxis a naftaleno
no provocd un aumento del transporte. Al no haber crecido con naftaleno
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(o algun intermediario de su ruta de degradacidn), los genes que codifican
para los receptores de la respuesta tdctica a naftaleno no estaban
inducidos. Asi pues, no hubo diferencias significativas entre el transporte
bacteriano en ausencia y presencia de naftaleno.

La fuente de carbono distinta afectd al transporte bacteriano, ya que se
observé una modificacidn de la curva de rotura tipica obtenida en
ausencia de guimioefector (cuando las bacterias crecieron con salicilato
sédico). En el caso del cultivo en triptona, aunque la hidrofobicidad vy
carga superficial no variaron con respecto a la superficie bacteriana
cuando se cullivd en sdlicilato, posiblemente la composicidn y/o
distribucion de los componentes de la membrana celular sea diferente,
haciendo que se favoreciera el transporte bacteriano en vez de la
adhesién (figura IV.35q).

En el caso del acetato, la movilidad celular fue tan reducida que el
aumento de transporte, en este caso, fue debido a la escasa interpecién
por el colector en ausencia de movilidad (que conlleva cambios en la
direccién de movimiento para interaccionar con la superficie de arenaq)
(figura IV.35b). Ademds, la superficie celular fue mds hidrofilica cuando la
bacteria se cultivé en sdlicilato, lo que pudo haber contribuido al aumento
de transporte por repulsiones electrostdticas con la arena (tambien
hidrofilica).
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Figura IV.35 Transporte bacteriano en ausencia (o) y presencia de naftaleno (e) cuando el
cultivo bacteriano de Pseudomonas putida G7 se prepard a base de triptona
(a) y acetato (b)Jcomo fuente de carbono.

La ausencia de guimiotaxis bacteriana a naftaleno, y su infermediario de la
ruta de degradacion, salicilato, fue comprobada mediante ensayos
capilares para el caso de la triptona (fig IV.36). El acetato no constituyd
una fuente energética para el microorganismo y el ensayo capilar no fue
posible (la movilidad celular era muy reducida cuando la bacteria se
cultivd en acetato).

El nUmero de células que entrd en los capilares que contenian naftaleno y
salicilato fue incluso menor que el control, aungue las diferencias no fueron
significativas (P=0,01).
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Figura IV.36 Ausencia de quimiotaxis positiva hacia salicilato y naftaleno cuando
Pseudomonas putida G7 se cullivé usando friptona como fuente de
carbono.

1V.6.6.2 Mutante defectuoso en la quimiotaxis hacia exudados de girasol

El mutante 91 se selecciond para corroborar el papel de la quimiotaxis a
exudados en el aumento del transporte bacteriano en las columnas, ya
que se selecciond por ser deficiente en la respuesta quimiotdctica hacia
salicilato y exudados a concentracion de 129 mg L', tal como puede
observarse en la figura IV.37 del ensayo capilar de atraccion.

El nUmero de células que entrd en los capilares que contenian exudados y
salicilato no fue significativamente diferente al nUmero de células que
habia dentro de los capilares que sélo contenian medio de mineralizacion
(P=0,01).
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Figura IV.37  Deficiencia de quimiotaxis positiva hacia salicilato y exudados de raices de
girasol de la estirpe mutante 91

El transporte del mutante 91 fue mayor cuando los exudados, a
concentracion de 129 mg L-!, estuvieron presentes en las columnas como
materia orgdnica disuelta, poniendo de manifiesto que la menor
deposicidn en la arena se debid a la competencia que existe entre los
exudados y las células bacterianas por los sitios de interaccién en el
colector de arena (figura 1V.38a).

Mientras que la reversidén del tfransporte de células previaomente adheridas,
fue menor en el caso del mutante que para el caso de la estirpe silvestre P.
putida G7 que si tiene capacidad quimiotdctica frente a los exudados que
fueron bombeados para provocar el transporte de las células adheridas
(figura 1V.38b).
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Figura IV.38 En a, transporte bacteriano del mutante 91 en presencia (A) y ausencia de
(A) de exudados a 129 mg L', en comparacion al transporte de la estirpe
silvestre Pseudomonas putida G7 en presencia (m) y ausencia de (o) de
exudados a 129 mg L. En b, movilizacién de bacterias mutantes adheridas
(A) y bacterias silvestres (m) con el bombeo de exudados a 129 mg L!

Este ensayo contituye un refuerzo para la hipdtesis de que el patrén de
movilidad seguido por la bacteria cuando detectd los exudados en
solucidén fue una de las causas por las que aumentd el transporte
bacteriano. Se ha comprobado que en ausencia de quimiotaxis, el efecto
de los exudados en la reversidon del transporte de bacterias adheridas fue
menor para el caso del mutante 91 que para el de la silvestre P. putida
G7.
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IV.7 INFLUENCIA DEL PATRON DE MOVILIDAD BACTERIANO EN LA
BIODEGRADACION DE NAFTALENO

Los ensayos de biodegradacion se llevaron a cabo con el objetivo de
determinar si el aumento de transporte observado al modificar el patrén de
movilidad podria conllevar a un aumento de la degradacién de naftaleno
en condiciones de baja biodisponibilidad (naftaleno adsorbido en las
anillas de silicona) en un sistema poroso. Para ello, los experimentos se
llevaron a cabo en las mismas columnas de percolacién y bajo las mismas
condiciones de ensayo que para el estudio del transporte bacteriano. La
biodegradacion se determind segin la cantidad de '4C-naftaleno
mineralizado. Se seleccionaron como efectores tacticos, exudados (16 mg
L) y NPsAg (0,2 mg L1).

IV.7.1 BIODEGRADACION DE NAFTALENO EN COLUMNAS DE TRANSPORTE

Para la representacién grdfica de la biodegradacion de naftaleno en
presencia y ausencia de los efectores tdcticos, se midid la cantidad (en
ng) de “C-naftaleno mineralizado en las columnas de transporte. La
mineralizacién de naftaleno por parte de P. putida G7 fue mayor en
presencia de ambos compuestos, en comparacién a la mineralizacién
detectada en su ausencia (figura IV.39). La tasa de mineralizaciéon en
presencia de exudados y NPsAg fue de 278 £ 51 ng mL-h! y 441 + 63 ng
mL-h-' respectivamente, en comparacion a la tasa de mineralizacidon
mdéxima en el control, 191 £ 39 ng mL-h'. Las diferencias fueron
significativas con respecto al control para P=0,05. Cabe destacar que la
mineralizacién en ausencia de efector tdctico fue mayor de lo esperado,
lo que puede explicarse por el efecto quimioefector positivo que supondria
el naftaleno desorbido de la anilla debido al flujo del fluido. La deteccidén
guimiotdctica del naftaleno, hizo que las bacterias se dirigieran hacia el
extremo final de las columnas de manera mds eficaz que cuando no hubo
naftaleno. Esto se ha comprobado por el perfil de la curva de roturg,
siendo el valor de C/Co iguala 0,2 a (1,5 VP), mientras que en ausencia de
naftaleno, el valor de C/Co fue 0,04 (a 1, 6 VP).
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Figura IV.39 Mineralizacion de naftaleno marcado con '“C en ausencia (o) y presencia de
exudados vegetales a 16 mg L-'(m) y de NPsAg a 0,2 mg L'(A) en las columnas
empaquetadas con arena

El fendbmeno que explica el aumento de la biodegradacién de naftaleno
es diferente para cada efector tactico utilizado, y puede relacionarse con
el efecto de los compuestos sobre el patrén de movilidad bacteriano vy la
adhesién a la arena, tal como se refleja en la tabla IV.13. Los valores del
naftaleno desorbido en cada fratamiento pueden explicar los datos de
mineralizaciéon obtenidos. Los exudados aumentaron la biodisponibilidad
del naftaleno adsorbido, haciendo que la desorcidon fuese mayor (tanto a 2
como a é VP). Mientras que las NPsAg no afectaron a la desorcion de
naftaleno desde la anilla, no habiendo diferencias significativas entre los
valores de desorcidn (a 2 y 6 VP) en ausencia y presencia de
nanoparticulas. La explicacién a este fendmeno estd en la adhesion
bacteriana inducida por el patrén de movilidad. En presencia de NPsAg, la
alta frecuencia de cambios de direccién, provocd una mayor adhesion a
la arena y a la anilla, lo que condujo a un aumento de la degradacién del
naftaleno adsorbido mediante las bacterias adheridas. En el caso de los
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exudados, la mineralizacion fue mayor por el aumento de la
biodisponibilidad del naftaleno debido la movilizacién de las células a lo
largo del perfil de arena hasta el extremo final de las columnas (donde se
encontfraba el foco del contaminante). El escaso nUmero de cambios de
direccién en el patrén de movilidad bacteriano en presencia de exudados,
provocd que las bacterias se dirigiesen de una forma mds eficiente hacia
el foco de contaminacion.

Tabla IV.13 Influencia de la quimiotaxis bacteriana en la biodegradacién de naftaleno en las
columnas

Andiisis © Transporte b
de Adhesién (%) 2 P . Mineralizacién @
. bacteriano
Efector movilidad
tactico
sf in 9 h
RCDIc Arena  Anila | C/Cod  VPe Noe N Neol
(ng) (ng) (ng)
0,1 2,3 850+ 17 673%5
Ni i 1+0,7 + 2 46+0,2 980 * 42
ngune 10 38 60 03)  (60) | (772£130) (191 70) 80425
Exudados 0,6 2,6 1000 * 89 332+ 32
13+£0,1 9+1 312 531+ 237
16 mg L' (0,8) (6,6) | (989+217) (266 3,5)
NPsAg 0,7 3,1 886+ 374 375+ 59
114+ 3 58+ 4 55+2 258 + 80
0,2mg L (0,6) (6,3) (789 + 66) (654 +112)

a los valores corresponden a la media * desviacion estdndar. b Los valores experimentales
finales estdn dados entre paréntesis como una indiciacion del bloqueo de filtro. ¢ RCDI,
sumatorio del numero de cambios de direccion superiores a 1000 ° s1. & C/Co, Eficiencia de
salida bacteriana a través de las columnas. ¢ VP, Volumen de poro. ', Ndes, Naftaleno desorbido
desde la anilla. 9, Nmin, naffaleno mineralizado. ", Neco, naftaleno desorbido no degradado
acumulado en las columnas. i, Los datos del control estdn tomados del experimento con
exudados vegetales.

En la grdfica IV.40 se representa el % de naftaleno desorbido (estimado
como '4C eluido total frente al tiempo) desde la anilla en presencia de
exudados (A) y de nanoparticulas (B). Nétese que en B por razones
desconocidas la cantidad de naftaleno desorbido desde la anilla, en
ausencia de NPsAg, fue menor que en el experimento con exudados
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(figura IV.40A), llegando casi al 4 %, mientras que la ofra vez casi se
alcanzod el 6%.
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Figura IV.40 Desorcidn de naftaleno desde la anilla de silicona colocada en el extremo final
de columnas empaquetadas de arena en presencia (m) y ausencia (o) de
exudados vegetales (A) y NPsAg (B)

Aungue hubo menos desorcion de naftaleno con NPs y (su control), la
biodegradacion fue mayor para NPsAg, pero en el control, la
biodegradacién fue prdacticamente igual a la representada en la figura
V.39 (datos no mostrados). En el caso de las NPs, precisamente es la razén
que apoya la hipdtesis de que hay mds degradacion porque hay mds
adhesién a la anilla. Aunque la desorcidn sea mds lenta, la mineralizacién
no dependid del naftaleno desorbido, sino de la adhesidon bacteriana. En
el caso del control, la mineralizacién fue prdacticamente igual a la del
control con el experimento de exudados, por lo que se pone en evidencia
que la actividad degradadora de la bacteria fue siempre la mdxima,
independientemente del naftaleno que hubiera para degradar. De esta
manera, las diferencias que hemos visto entre NPsAg y exudados pueden
atribuirse a los efectos que causan estos compuestos en la adhesién vy la
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movilizacién de bacterias, respectivamente, ya que la bacteria actud bajo
condiciones de mdxima capacidad degradativa.

V.7.2 BIODEGRADACION DE NAFTALENO EN SUSPENSIONES BACTERIANAS

En este caso, quisimos comprobar la hipdtesis de que el aumento en la
biodegracion de naftaleno por parte de los exudados fue debido a un
aumento de la biodisponibilidad, y por ello, de la desorcidn de naftaleno,
tal como hemos comentado en el epigrafe anterior. Para ello, el
experimento de mineralizacion se realizdé en suspensiones bacterianas en
ausencia y presencia de exudados y/o NPsAg, con anillas cargadas con
naftaleno inmersas en las suspensiones.

La mineralizacion de naftaleno fue menor en presencia de exudados en
comparacion al control (figura IV.41A). Los resultados concuerdan con los
datos del experimento de biodegradacién en columnas, donde se
concluyd que el aumento de mineralizacion en presencia de exudados se
debia a un mayor transporte bacteriano, es decir, a que la poblacién
degradadora que llegaba al extremo final de las columnas, donde estd el
naftaleno, fue mayor. Por lo tanto, en el experimento en fase acuosa, no
fue evidente el aumento de la biodegradacinon debido al aumento del
fransporte. En su caso, se observd una disminucidén de la mineralizacion,
porque la adhesion a la anilla fue menor en presencia de exudados (tabla
V.14).

Las NPsAg provocaron un aumento de la mineralizacién de naftaleno
(figura IV.41B), lo que puede explicarse también, por el efecto de la mayor
adhesién a la anilla. No se observd una mayor desorcidén del naftaleno
desde la anilla en presencia de NPsAg, por lo que la mayor mineralizacién
se debié a la accion de las bacterias adheridas que degradaron mds
eficientemente el naftaleno adsorbido a la anilla.
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Figura 1IV.41 Mineralizacién del naftaleno desorbido en un tubo de ensayo en fase acuosa
bajo agitacidon continua en presencia (m) y ausencia (o) de exudados (A) y
NPsAg (B)

En la tabla 1IV.14 se recogen los datos de adhesidn a la anilla de silicona en
presencia de los efectores utilizados, para corroborar que la mayor
adhesidén a la anilla en presencia de NPsAg, 55,5 % provocd una mayor
degradacién del naftaleno adsorbido por parte de las células adheridas
una hora después del comienzo del experimento, como se observa,
ademdas, en la grdafica IV.41B.

La cantidad de naftaleno desorbido a 2 horas del comienzo del
experimento, fue algo mayor en presencia de exudados, pero las
diferencias no fueron significativas (P= 0,01). Las NPsAg no provocaron una
desorcién mayor, tal como se habia postulado anteriormente, ya que la
degradacién se da por parte de las bacterias adheridas sobre el naftaleno
adsorbido.

La curva de desorcidon de naftaleno en fase aucosa puede observarse en
la gréfica IV.42.
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Tabla IV.14 Influencia de la respuesta tdctica bacteriana en la desorcién y biodegradacion
de naftaleno en fase acuosa

Efector tdctico | Adhesion (%) 2 Mineralizacion 2

Momento de
Anill N c Nrmin d
nilla muestreo (h) b des (NQ) min (NQ)

, 1 721+37 469£73
.
Ninguno 45,7£02 (3.5) (1450 + 172) (749 4+2,9)
+ +
Exudados 30,6426 1 922 +27 430 + 60
16 mg L (3,5) (1573 + 327) (827 +131)
+ +
NPsAg 555418 1 729 £ 97 590 +3
02mg L (3,5) (1574 + 224) (743 £ 258)

alos valores son dados como la media + desviacion estdndar. b Los momentos de muestreo
(expresados en horas fras el comienzo del experimento), se corresponden con el momento de
recogida de muestras en los ensayos de biodegradacion en columnas, 1 h(~2,5 VP) y 3,5 h (~
6 VP). cNaes, naftaleno desorbido desde la anilla. INmin, naftaleno mineralizado
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Figura IV.42 Desorcion de naftaleno desde la anilla de silicona colocada en el fondo de un
tubo de ensayo en fase acuosa bajo agitacién continua en presencia (m) y
ausencia (o) de exudados (A) y NPsAg (B)
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Se llevd a cabo un balance de masas para cuantificar la cantidad de
naftaleno radiactivo recuperado en comparacién al que originalmente se
empled para cargar las anillas, como punto de partida en los
experimentos. El naftaleno pudo medirse como 4-CO2 producido por las
bacterias tras la mineralizacion, ya que se recogidé en trampas de sosa. En
el experimento ensuspensiones, el naftaleno que quedd desorbido en
solucion sin degradar se midié directamente en el contador de centelleo.
El naftaleno no desorbido de la anilla se extrajo con metanol y se midié
directamente en el contador de centelleo. mientras que aquel que quedd
en las columnas de arena sin ser degradado, se midid con la ayuda del
oxidizador. El balance de radiactividad fue entre el 65 y 85 % de
recuperacion para el caso de los experimentos en suspensiones y entre el
75 al 90 % para los experimentos en columna.
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V.1 MOVILIDAD BACTERIANA
V.1.1 MOVILIDAD BACTERIANA INTRINSECA

En este trabajo observamos que la movilidad celular cambiaba a lo largo
del ciclo celular. Al comienzo de la fase exponencial, la densidad celular
es bagja y la concentracion de nutrientes alta, por lo que el gasto
energético en movilidad no es rentable para las células bacterianas, que
pueden abastecer sus requerimientos nutricionales sin movilizarse
activamente. A medida que avanza el ciclo, los nufrientes empiezan a
escasear, y aumenta la concentracion de metabolitos secundarios que
podrian resultar téxicos. Bajo estas condiciones, la movilidad bacteriana
pasa a ser una ventaja para aquellas bacterias que tengan la capacidad
de desplazarse hacia ambientes mds favorables, siendo aln mds ventajoso
el poder detectar afrayentes que supongan una fuente de carbono para
el microorganismo (mediante el fendbmeno de quimiotaxis). En hdbitats
donde los nutrientes no sean escasos, pero su distribucidn no sea
homogénea, no es necesario dirigir el movimiento por quimiotaxis;
simplemente interesa tener la capacidad de moverse de forma aleatoria
para asegurarse la ingesta de nutrientes. Es por ello, por lo que la movilidad
aleatoria se ha seguido manteniendo a lo largo de la evolucidn, sin ser
desvancada por el movimiento dirigido que supone la guimiotaxis, que se
hace relevante en condiciones de escasez de alimento (Weiy col., 2011).

En nuestras condiciones experimentales, la movilidad mdxima se observd
en fase estacionaria temprana (mdximo grado de movilidad y mayor
porcentaje de células mobviles). En un estudio llevado a cabo con
Escherichia coli, la movilidad mdéxima ocurria también en esta fasedel ciclo,
donde el nUmero de flagelos fue mdximo asi como la longitud de los
mismos. A medida que se avanzd en el ciclo, el grado de movilidad fue
disminuyendo. En fase estacionaria tardia, el nUmero y longitud de flagelos
se mantuvo constante, por lo que la disminucién en la velocidad se debid
a una disminucién de la fuerza protdn motriz que controla la rotacion del
motor flagelar (Amsler y col., 1993). Tras la inoculacion del cultivo
bacteriano, la movilidad fue muy baja puesto que a las bacterias no les
sale rentable gastar energia en hacer girar el rotor flagelar. Al final de la
fase exponencial, los nutrientes comienzan a escasear y es entonces
cuando la movilidad comienza a cobrar gran importancia. Estos datos
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estdn en concordancia con el estudio de la menor dispersion observada
para el caso de la estirpe P. putida G7 cuando los nutrientes en el medio
fueron abundantes (Banitzy col., 2011).

Se ha comprobado gue la velocidad del rotor flagelar de E. coli en fase
exponencial es mayor debido a la alta actividad de la enzima
fosfodiesterasa que mantiene el nivel de GMPc bajo. En fase estacionaria
tardia, la actividad de la enzima es menor y el aumento de GMPc provoca
que el rotor flagelar disminuya su velocidad (Armitage y Berry, 2010). Es
posible que las diferencias observadas en nuestro estudio en cuanto a la
movilidad bacteriana de la estirpe P. putida G7 a lo largo de las fases de
crecimiento, se debieron al efecto del rotor flagelar. En fase exponencial
tardia, el rotor flagelar opera a mayor velocidad, haciendo que los
cambios de direccidn en el patrédn de movilidad celular sean mayores, tal
como describimos en el epigrafe IV.6.4.1.1.

Ademds de la movilidad bacteriana, la forma y el tamano celular también
pueden cambiar a lo largo de las fases del ciclo celular. En nuestra
investigacion, comprobamos que la longitud celular fue mayor en la fase
exponencial, 1,88 um en comparacién con la longitud celular en fase
temprana estacionaria que fue de 1,58 um. La alta densidad poblacional y
la escasez de nutrientes en fase estacionaria, hizo que el tamano celular
fuera menor.
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V.1.2 RESPUESTA TACTICA POSITIVA

El andlisis de la movilidad de las trayectorias celulares individuales sirve
como herramienta para elucidar la  respuesta  tdctica de un
microorganismo frente a un determinado compuesto, tal como se hizo
para demostrar la reaccion de atraccién de Azospirillum lipoferum hacia el
dcido protocatéquico, donde se observd que la frecuencia de cambios
de direccion disminuyd en presencia del atrayente (Lopez-de-Victoria y
col., 1995).

El patrdn movimiento de P. putida G7 mantenido sin cambios de direccidn
que observamos en presencia de salicilato se atribuyd a su efecto como
atrayente en la respuesta tdctica. La quimiotaxis positiva hacia salicilato se
describié con anterioridad por otros autores (Grimm y Harwood, 1997), pero
el andlisis de las trayectorias celulares se ha descrito en este trabajo de
investigacion. La respuesta tdctica positiva hacia salicilato se confirmd por
coincidir con el patrén de movilidad descrito con anterioridad para la
misma estirpe, pero con el dcido benzoico como atrayente (Harwood y
col., 1989).

Las trayectorias curvas o rectilineas mantenidas sin cambios de direccion
en presencia del dcido benzoico fueron interpretadas como parte de la
respuesta de atraccion tdctica. El andlisis de la respuesta tactica positiva
en cuanto al comportamiento moévil es decir, la descripcion de su patrén
de movilidad, se describidé con anterioridad para el caso de Escherichia
coli. La media de la velocidad angular y lineal fueron directa e
inversamente proporcionales a la frecuencia de cambio de direccidn,
respectivamente (Sagery col., 1988).

V.1.3 RESPUESTA TACTICA NEGATIVA

La respuesta de repelencia hacia las nanoparticulas de plata (NPsAg) se
ha descrito por primera vez para la estippe Pseudomonas putida G7 en
estudios de guimiotaxis y movilidad llevados a cabo por nuestro grupo de
investigacion. Cuando la bacteria detectd un repelente en solucién, como
las nanoparticulas de plata, su patrdn de movimiento cambid, de forma
que las células pasaron a seguir trayectorias con una frecuencia mayor de
cambios en la direccion.
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Bajo estas condiciones, el movimiento se describié como abrupto, donde
los cambios de direccién eran mayores de 1000 °s'. Se ha atribuido al
efecto directo de las nanoparticulas sobre la superficie bacteriana como
mecanismo de repelencia, ya que los iones plata en solucidn no
provocaron reaccién tdctica alguna en la bacteria. Se ha descrito la
respuesta de toxicidad frente a NPsAg como un mecanismo que libera los
iones plata al estar en contacto con la superficie celular bacteriana,
haciendo que su accidn antimicrobiana sea mas eficaz (Xiu y col., 2012).

Un mecanismo parecido se describid en el estudio de quimiotaxis de
Escherichia coli frente a nanoparticulas de oro, en donde se concluyd que
el efecto bactericida se debid al colapso del potencial de membrana, que
condujo a la disfuncién de la ATPasa de membrana y al desajuste del nivel
energético en la célula (Cui y col, 2012). También fue descrito
antferiormente para el efecto biocida de NPsAg, la posibilidad de que las
nanoparticulas se adhirieran a la superficie celular de membrana,
alterando funciones vitales celulares como la permeabilidad vy la
respiracion (Morones y col., 2005).

La respuesta de repelencia puede entenderse como un mecanismo de
aviso para la toxicidad que ocurre a concentraciones superiores del
compuesto. De esta maneraq, las trayectorias celulares se caracterizaron
por una alta frecuencia en cambios de direccidn, que hizo que los
recorridos en linea recta fuesen mds cortos, dando como resultado un
movimiento mds abrupto. Este patréon de movilidad fue descrito por
primera vez para la estirpe Escherichia coli en su reaccidén de repelencia
hacia etilenglicol y glicerol (Oosawa y Imae, 1983).

Posteriormente se han descrito respuestas de repelencia al perdxido de
hidrégeno, hipoclorito y N-clorotaurina por parte de E. coli (Benov vy
Fridovich, 1996) y hacia pireno o antraceno para Pseudomonas pufida
(Ortega-calvo y col. 2003). El método capilar para la deteccion de la
respuesta de repelencia fue descrita por primera vez para la estirpe E. coli
frente alos iones Co*+ y Ni++,
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La respuesta de repelencia puede manifestarse de forma directa por
reconocimiento de la superficie celular. Tal como se ha descrito en un
estudio llevado a cabo sobre el efecto en la adsorcién de Nit+ en la
superficie celular de la estirpe E. coli K-12 (AW607) en la respuesta de
repelencia frente a los iones en solucién (Borrok y col., 2005). La magnitud
de la respuesta tdctica negativa estuvo relacionada con la concentraciéon
de iones Nit* adsorbidos a la superficie celular bacteriana.

V.1.4 RESPUESTA DE HIPERMOVILIDAD

La respuesta de hipermovilidad observada en presencia de glucosa se
documenta por primera vez en esta Tesis Doctoral. El nUmero de picos con
aceleraciones mayores de 60 um s fue muy alto en presencia de glucosa
10 mM, con respecto al control en ausencia de compuesto. Esta respuesta
de hipermovilidad puede atribuirse a un efecto disipador de energia en un
medio con un exceso de nutrientes. Algo parecido ocurrié en el caso del
metabolismo fermentativo de Escherichia coli en presencia de un exceso
glucosa en el medio (Kleman y Strohl, 1994). La glucosa se transformd en
acetato cuando el consumo superd su conversion en biomasa y CO2. De
esta manera, la liberacidn de acetato constituyd un mecanismo
bacteriano para liberar o disipar energia.

La gquimiotaxis positiva hacia glucosa se ha estudiado para el caso de la
especie Pseudomonas aeruginosa, pero no se han enconfrado referencias
bibliogrdficas que identifiquen la glucosa como un atrayente para la
especie Pseudomonas putida.

V.1.5 EFECTO DE LA MATERIA ORGANICA SOBRE LA MOVILIDAD BACTERIANA

El andlisis de la movilidad bacteriana en presencia de materia orgdnica
disuelta supuso un enfoque mds cercano a una situacidén natural en los
ecosistemas microbianos, que suelen enfretarse a mezclas complejas de
distinfos compuestos orgdnicos, con distinta susceptibilidad para su
asimilacién.
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Los exudados vegetales suponen una fuente de materia orgdnica disuelta
qgue fue detectada por la estipe Pseudomonas putida G7 incluso a
concentraciaones bajas (del orden de 16 mg L'). La respuesta
quimiotdctica bacteriana hacia exudados de origen vegetal se ha descrito
en diversos estudios (Gitte y col., 1978; Gaworzewska y Carlile, 1982; Scher y
col., 1985; Barbour y col., 1991) en los que se confimd la respuesta de
atraccién, mediante ensayo capilar y de “swarm plate”. La quimiotaxis
positiva se ha atribuido a los componentes mayoritarios en los exudados
vegetales (aminodcidos, dcidos orgdnicos y dcidos grasos), siendo
confirmada ademds, la atraccién tdctica hacia estos componentes de
forma individual. Al igual que ennuestro estudio, la mdaxima contribucion
para la respuesta de atraccidn se debid a la deteccion de los
aminodcidos, dada la mdxima respuesta quimiotdctica observada hacia
estos componentes. En nuestro estudio, dado que estdbamos interesados
en el transporte a través de materiales porosos, hemos avanzado en la
caracterizacion del movimiento celular individual, en cuanto a la
descripcién de la velocidad y cambios de direccién (RCDI) de las
trayectorias celulares analizadas. La respuesta quimiotdctica positiva hacia
los exudados de raices de girasol (a 129 mg L' y 16 mg L) detectada
mediante el ensayo capilar se corrobord por el andlisis de sus trayectorias
celulares.

En cuanto a la respuesta tdctica frente a exudados de origen vegetal
detectada por los cambios en el patrén de movimiento, cabe destacar el
estudio de la atraccidn hacia los componentes de los exudados de
Macrophomina phaseolina, un hongo fitopatogénico, por parte de la
bacteria Pseudomonas fluorescens. La atraccién se manifesté como una
disminucién de la frecuencia de cambios de direccidon de 1,5 veces en
presencia de los aminodcidos y azUcares presentes en los exudados, y 1,2
veces para los dcidos orgdnicos constituyentes (Singh y Arora, 2001).
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Nuestro estudio de la respuesta tdctica de atraccidn de la estirpe
Pseudomonas putida G7 hacia exudados de raices de girasol estd muy
relacionado con los resultados obtenidos para el caso del estudio anterior,
pudiéndose concluir que la mayor contribucidn a la respuesta de
atraccién se debid a los aminodcidos presentes en los exudados vegetales.
El andlisis de la respuesta tdactica frente a los exudados fue mds dificil de
esclarecer, ya que se trata e una mezcla de sustancias, en la que el andlisis
de sus componentes por separado pudo ayudar a mejorar el estudio.

De esta manera, los exudados vegetales se confirman como un potente
atrayente para las células bacterianas que pueden detectarlos en el suelo,
incluso a concentraciones bajas del orden de 16 mg L' (vedse figura IV.7),
poniendo en evidencia la importancia de las interacciones enfre diversos
compartimentos en el ecosistema (suelo-planta-microorganismo). En
nuestro estudio, la interaccidén entre plantas y comunidades bacterianas
del suelo mediante la quimiotaxis positiva hacia exudados vegetales
puede jugar un papel importante en la biodegradacién de contaminantes
adsorbidos al suelo en las proximidades de la planta, haciendo que la
poblacién microbiana aumente en el foco de contaminacion debido a la
movilidad dirigida mediada por guimiotaxis. La respuesta de atraccién
detectada hacia exudados de raices por parte de bacterias asociadas a
la rizosfera provocd una mayor degradacion de HAP, tales como el
naftaleno, fenantreno o pireno (Ortega Calvo y col., 2003).

No se observd respuesta tdctica frente a los dcidos hUmicos vy el fertilizante
oleofilico. Es posible que, en el caso de los AH, al fratarse de moléculas de
estructura compleja, las células bacterianas no reconocieron estos
compuestos como fuente de carbono y/o energia, pasando
desapercibidos para las microorganimos en el suelo.

Por su parte, la deteccidén del fertilizante oleofilico podria suponer una
ventaja para aquellas bacterias que pudieran ejercer una respuesta
guimiotdctica positiva hacia este compuesto. Ya que se ha comprobado
que el fertilizante funciona como bioestimulante en técnicas de
biorremediacion.
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Recientemente, se ha descrito el mecanismo de actuacién. El fertilizante
oleofilico supone una fuente de nutrientes de N y P en la interfase NAPL-
agua, bajo condiciones de baja biodisponibiidad de contaminantes
hidrfofébicos, haciendo que los microorganismos proliferen justo en la
interfase, como un mecanismo dirigido de bioestimulacion (Tejeda
Agredano vy col., 2011).

Para el caso de los dcidos humicos (AH), la deteccidén quimiotdctica hacia
la materia orgdnica disuelta por parte de P. putida G7 no fue comproboda
por el andlisis de sus trayectorias celulares. Por su parte, los resultados del
ensayo capilar atribuyeron propiedades atrayentes a la concentracién de
138 mg L', ya que el nUmero de células que entré en lo capilares que
contenian los AH fue mayor que en ausencia del compuesto. Se ha
comprobado que el desplazamiento celular es menor en presencia de una
fuente rica de nutrientes (Banitz y col., 2011). Los AH podrian suponer una
fuente de nutrientes para P. putfida G7, haciendo que las bacterias que
entran en los capilares que contienen AH, permanecieran en el interior,
debido a una menor dispersion o desplazamiento hacia el exterior del
capilar. En nuestro estudio, no hemos comprobado el crecimiento de la
bacteria con AH, aunque en el caso de que se tratara de una fuente de
nutrientes para los microorganismos, la concentracién de los mismos (138
mg L) no permitiria el crecimiento celular dentro del capilar (DO ¢onm de
0,02). De todos modos, los AH no se reconocen como una fuente de
carbono utitlizada comunmente por las céulas bacterianas. En un estudio
llevado a cabo en el ano 1989 para determinar la capacidad
degradadora de bacterias heterdtrofas sobre compuestos de naturaleza
hUumica, se conluyd que los AH no fueron facilmente metabolizados, tanto
los de origen natural como artificial, asi como los &cidos fulvicos (que
resultaron ser aun mas dificimente degradables) (Thomas, 1997).

La respuesta tdctica positiva hacia dcidos humicos en particular, y
sustancias humicas en general, no ha sido documentada para el caso de
los microoganismos, pero cabe destacar el efecto de afraccion tactica
positiva que supuso la materia humica, tanto natural como artificial para el
nematodo Caenorhabditis elegans (Menzel y col., 2005).
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El papel del fertilizante olecofilico en la respuesta tdctica bacteriana no
pudo comprobarse ni mediante el ensayo capilar ni por el andlisis de sus
trayectorias celulares. Aunque cabe destacar que la bacteria presentd
una movilidad acelerada en presencia del compuesto tanto a la
concentracién de 124 mg L' como alade 13 mg L.

Esto pudo deberse a que el fertilizante supone una fuente adicional de Ny
P, que pudo hacer que la bacteriac manifestase una actividad
incrementada en respuesta a un aporte extra de nutrientes. El fertilizante
oleofilico supondria una fuente de nutrientes adicional. Ademds, se ha
comprobado que el 5-200 actia de manera dirigida (Tejeda Agredano y
col., 2011). La fertilizacion localizada en la inferfase NAPL-fase acuosa
provocd un aumento de la biodegradacién debido a la accién
bioestimulante sobre la degradacion de fenantreno adsorbido a NAPL.

V.2 PAPEL DE LA MOVILIDAD BACTERIANA EN LA ADHESION

La frecuencia de los cambios de direccién se ha relacionado, en esta Tesis,
con la probabilidad de interaccionar con la superficie del colector. Cada
momento de cambio de direccion pudo aumentar la probabilidad de que
las células colisionasen con la superficie. Nuestra hipdtesis es que la
movilidad celular confiere a la bacteriac una mayor capacidad de
adherirse al colector, ya que los valores de la eficiencia de adhesion fueron
menores para las células inactivas o inmodviles, frente a los valores
obtenidos para la bacteria activa. Asi, pues, el empleo de efectores
tdcticos puede modificar la adhesion bacteriana a superficies sdlidas
cambiando el patrén de movilidad, y con ello, la frecuencia de cambios
de direccion.

Los datos de adhesidon a la arena en los experimentos llevados a cabo en
ausencia de flujo continuo en viales de cristal en agitacion, apoyaron la
hipdtesis del efecto del patrdon de movilidad en la adhesidon bacteriana, ya
que a un mayor nUmero de cambios de direccidn, se observd un % mayor
de adhesién a la arena. El mismo efecto se determind para la adhesion a
las anillas de silicona en presencia de exudados vegetales y de las
nanoparticulas de plata, que provocaron menor y mayor adhesién,
respectivamente, en comparacion al control en ausencia de compuesto.
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El nUmero de cambios de direccidon también estuvo relacionado con la
mayor adhesidén a la interfase NAPL-fase liquida. Las NPsAg en solucién
provocaron que las células bacterianas quedasen asociadas a la interfase.
Los resultados descritos en otra Tesis Doctoral llevada a cabo con
anterioridad en nuestro grupo de trabajo, mostraron que la adhesiéon
bacteriana al NAPL en presencia de naftaleno fue menor que en su
ausencia (Velasco-Casal, 2007). La desorcidon de naftaleno fue mayor
debido a la taxis positiva hacia el mismo, haciendo que la bacteria
permaneciera en fase acuosa, siendo por tanto, la adhesidn a la fase
orgdnica (NAPL) mds baja que en ausencia de naftaleno. Estos datos estdn
en concordancia con los obtenidos en un trabajo de investigaciéon donde
se estudié el efecto de la quimiotaxis en la acumulacion bacteriana en la
interfase  NAPL-agua. Se concluyé que la movilidad era el factor
determinante para la adhesion, ya que no hubo diferencias para la estirpe
no quimiotdctica pero moévil (Che") y la quimiotdctica (Che-), mientras que
la adhesién fue menor para la estirpe no movil (Mot-) (Law y Aitken, 2003).

Nuestro estudio postula que la adhesion a NAPL se puede fomentar por el
empleo de un repelente como las NPSAg que provoca una mayor
acumulaciéon en la interfase NAPL-agua debido a la mayor frecuencia de
cambios de direccién, y por tanto una alta adhesion.

V.3 PAPEL DE LA MOVILIDAD BACTERIANA EN EL TRANSPORTE
V.3.1 MOVILIDAD BACTERIANA INTRINSECA

La movilidad bacteriana permite a las células aumentar la probabilidad de
colisionar con el colector, aumentando de esta manera, la retencién
bacteriana sobre superficies sdlidas. Tal es el caso de los resultados
obtenidos en los ensayos de fransporte de la estirpe P. putida en fase
estacionaria temprana, cuya retencién fue aproximadamente del 90%.
Este hecho coincide con en un estudio de Becker y colaboradores donde
se concluyd que la movilidad bacteriana aumentd la probabilidad de
interaccionar con la superficie sélida. La movilidad bacteriana permitié a
las células colisionar de manera eficaz con la superficie sélida debido al
aumento de la tasa de difusidon, que provocd un incrementd en la tasa de
adsorcién. Ademds, la movilidad ofrecidé a la bacteria la posibilidad de
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penefrar en el minimo secundario aumentando la probabilidad de
interaccionar de forma reversible (Beckery col., 2004).

V.3.1.1 Factores fisiologicos que afectan al transporte y deposicién celular

Algunos autores han senalado que la fase de crecimiento en que se
encuentre la estirpe bacteriana es un factor determinante para la
deposicidn bacteriana en superficies sdélidas. Tal fue el estudio en el que se
concluyé que la uniformidad en la carga superficial de la membrana
celular podia afectar a la deposicidn bacteriana (Walker y col., 2005). De
hecho, cuando ésta era uniforme, como ocurrié en fase exponencial, la
repulsion se vio favorecida, siendo la adhesion mds baja. Pero por el
contrario, en fase de latencia, la heterogeneidad de la carga superficial
hizo que la repulsion fuera menor, y por tanto, la adhesidon se vio
favorecida. Este dato estd en contraposicion a lo indicado en otro frabajo
de investigacion (Gargiulo y col., 2007) donde se concluyd que la estirpe
Deinococcus radiodurans disminuyd la hidrofobicidad de su superficie
bacteriana a medida que avanzd en el ciclo celular.

En el estudio de Walker y colaboradores, el experimento de transporte se
llevd a cabo en un sistema estanco denominado por sus siglas en inglés
como RSPF (Radial Stagnation Point Flow) donde se visualiza y cuantifica la
deposicidn de bacterias individuales en una superficie uniforme plana de
cuarzo a intervalos regulares (de 10 a 20 segundos). Bajo estas condiciones
experimentales, la adhesidn bacteriana estuvo favorecida en el minimo
primario (donde la reversion no es posible), mientras que en el frabajo de
Gargiulo y col., el experimento de transporte en columnas permitié la
adhesion reversible en el minimo secundario, siendo mayor la retencién en
fase exponencial que en fase de latencia, tal como se ha observado en los
resultados de los experimentos de transporte mostrados en esta Tesis
Doctoral.

En nuestro caso, hemos profundizado aiun mds porque se comprobd que,
ademds de la hidrofobicidad y la carga superficial de la superficie
bacteriana, dependiendo de la fase del ciclo en que se encuentre, su
patrén de movilidad es un importante factor influyente en su deposicién.

En el estudio de transporte llevado a cabo por Gargiulo y colaboradores, la
estirpe bacteriana Deinococcus radiodurans (aerobia estricta gram
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positiva), disminuyd la hidrofobicidad de su pared celular a medida que
avanzé en el ciclo celular, ya que la carga de proteinas disminuyd en la
pared celular a medida que la bacteria agotaba los nutrientes del medio
(Castellanos y col., 2000), y con ello la hidrofobicidad marcada por estos
componentes. De esta manera, la deposicidn fue menor a medida que
avanzé el ciclo, tal como hemos observado en nuestro estudio para la
estirpe P. putida G7, donde la deposicion fue mayor en fase tardia
exponencial, seguida de la fase temprana estacionaria y la entrada en
fase de latencia.

Ademds de la movilidad bacteriana, la forma y el tamano celular también
pueden cambiar a lo largo de las fases del ciclo celular. La mayoria de los
estudios acerca del efecto del tamano del coloide o célula bacteriana en
la deposicion sobre superficies sélidas concuerdan en que a menor
tamano, menor es la deposicion, ya que el tfransporte se ve favorecido por
la baja resistencia a la adveccion causada por el flujo del fluido. Tal es el
caso del estudio del transporte bacteriano de diferentes géneros como
Enterobacter, Pseudomonas, Bacillus, Achromobacter, Flavobacterium vy
Arthrobacter, que difieren en la composicion y propiedades de su
superifice celular, asi como en su tamano. Se concluyé que el tamano
celular era un factor importante a tener en cuenta en la dindmica del
transporte, pero que era necesario valorar otros pardmetros como la
movilidad o la caracterizacion de la superficie celular en cuanto a carga
superficial e hidrofobicidad (Gannon y col., 1991). La mayor longitud
celular se relaciond con el aumento de la deposicidén debido al efecto
fisico de la filtracion coloidal y al efecto de tension (traducido del inglés,
“straining”) (Weiss y col., 1995). En nuestra investigacion, comprobamos que
la longitud celular fue mayor en la fase exponencial, 1,88 uym en
comparacion con la longitud celular en fase temprana estacionaria que
fue de 1,58 um. En este caso, la mayor adhesidn bacteriana en las
columnas de fransporte se explicd por el patrédn de movilidad que
presentaron las células individuales en fase exponencial, y no por su mayor
longitud que no es tan grande como para provocar la retenciéon
bacteriana por el efecto de tensidn anteriormente comentado. Ademds
de la longitud y agregacioén celular, la mayor frecuencia de cambios de
direccién en su patrén de movimiento, provocd una mayor probabilidad
de adhesion a la arena. Lo que se fradujo en la salida bacteriana tras el
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bombeo de 2 VP, una vez que la arena se colapsd de células bacterianas.
La agregaciéon celular en fase exponencial y el consecuente aumento en
la retencidn bacteriana, ha sido anteriormente descrita. En la fase
exponencial, las células fendieron a unirse formando agregados de 2-4 um
de didmetro en condiciones de alta concentracién de nutrientes, como
inicio del proceso de formacion de biofims en un microhdbitat favorable
para la reproduccion. Por el contrario, en la fase estacionaria, las células
permanecen de forma individual sin formar agregados, con el objetivo de
no adherirse a la superficie y no formar biofilms, sino de ir en busca de
nuevo alimento y nuevos hdbitats mds favorables para la reproduccion
bacteriana. De esta manera, la deposicion y adhesidon bacteriana sobre
superficies solidas se vio favorecida en la fase exponencial (Gargiulo y col.,
2008) de bido al efecto de colmatacién.

Aungue cabe destacar algunas referencias bibliogrdficas donde se ha
descrito el caso contrario. Es decir, se observé una disminucion de la
retencidn bacteriana al aumentar la longitud celular. La deposicidon de una
bacteria heterotréfica marina FL2 aislada del interior de un bivalvo (Arctica
islandica) fue mayor al disminuir su longitud celular, coincidiendo con el
inicio de la fase de latencia. La causa se atribuyd a la diferencia en la
excrecion de exopolimeros durante la fase de latencia y la exponencial.
Los exopolimeros en fase de latencia provocaron la agregacion de las
bacterias y el didmetro celular fue mayor de 7 um, provocando la
retencién bacteriana, debido al efecto de la colmataciéon (Heise y Gust,
1999). Ademds de la excrecidon de exopolimeros que pudieran afectar a la
adhesidn bacteriana, hay que tener en cuenta el efecto de la
termodindmica en la interaccién de superficies entre bacteria y superficie
solida (Chen y Strevett, 2001). En fase estacionaria, la adhesiéon bacteriana
sobre la matriz sélida fue mayor, lo cual se atribuyd al incremento de
grupos funcionales en la membrana celular que fomentan los enlaces por
puentes de hidréogeno. Esto mismo podria haber ocurrido en nuestro
estudio cuando la estirpe P. putida G7 se cultivdé con triptona. Aungue la
superficie celular no cambidé significativamente en cuanto a carga
superficial e hidrofocidad respecto al cultivo con salicilato (control), podria
ser que hubiera un menor nUmero de grupos funcionales para
interaccionar por puentes de hidrogeno con la superficie de arena, y con
ello, la deposicion fue menor. Para ello, podriamos haber estudiado la
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distribucion de los grupos funcionales en la superficie celular mediante
espectroscopia infraroja, tal como se hizo en el citado articulo. Otro estudio
gue apoya la teoria de que a mayor longitud celular, menor deposicién
bacteriana, fue el estudio del transporte de la estirpe Rhodococcus sp.
strain DN22 en columnas empaquetadas con arena (Priestley y col., 2006)

Como ya hemos comentado, la fase del ciclo celular es un factor que
afectd a la deposicion bacteriana sobre superficies sélidas, viéndose
involucradas algunas propiedades celulares como la longitud, la
hidrofobidad y carga de superficie o la movilidad. Al comienzo de la fase
estacionaria, todas células eran méviles siguiendo trayectorias rectilineas
con cambios de direccién en su movimiento. La adhesién a la arena en las
columnas de transporte estuvo favorecida por la movilidad marcada por
los cambios de direccién. Una prueba de ello, es que la retencién de
bacterias inmoviles (por sonicacién o por el efecto de una temperatura de
45 °C) fue menor que cuando la bacteria era movil.

V.3.1.2 Factores fisicos que afectan al transporte y deposicion celular

Las células inmodviles se fransportan como coloides en suspensidn,
arrastradas por la fuerza advectiva del fluido, sin interaccionar con la
superficie de arena (Liu y col., 2011). Esta pudo ser la causa del aumento
de transporte bacteriano observado en nuestro estudio para el caso de las
células inactivadas con los biocidas NOsAg y HgCle, asi como para el caso
de las células sonicadas y sometidas a 45 ° de temperatura (durante 2
horas).

En un estudio de la deposicidn bacteriana de células de E. coli, se
comprobd que las especies flageladas mdviles presentaron una mayor
deposicidn que las flageladas inmodviles o las no flageladas (que fueron las
se transportaron a mayor velocidad) (Haznedaroglu y col., 2010). Las
bacterias flageladas moviles pudieron emplear el rotor flagelar para
colocarse en espacios de poros inaccesibles para las células inmodviles. De
esta manera, la movilidad fue un factor suficiente para permitir el
fransporte contfracorriente y, por ende, la deposicion en sitios del colector
que son inaccesibles para las células inmoviles (debido al efecto de
sombra), que comentaremos a continuacién. Aunque las células
flageladas no moviles también presentaron valores mayores de adhesion
que las inmdviles, el flagelo sélo cobrd importancia bajo condiciones
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favorables para la adhesion (en ausencia de fuerzas repulsivas), donde la
distribucion peritrica de los flagelos favorecié la deposicion en los poros de
arena.

El efecto de sombra se conoce como la zona que queda inaccesible para
la adhesién debido a la fuerza de cizalla del fluido a su paso por la
superficie del colector. La zona de sombra es menor para aquellas
bacterias moviles por flagelo que pueden acceder a estas zonas por la
presencia del rotor flagelar que permite la propulsion contracorriente (Ko y
Elimelech, 2000).

El fransporte bacteriano puede verse afectado por factores fisicos como la
fuerza idnica, la velocidad de flujo y el tamano de particula del colector.

Segun la teoria DLVO (Van Loosdrecht y col., 1987; Van Loosdrecht y col.,
1987a; Van Loosdrecht y col., 1989; Van Loosdrecht y col., 1990), a menor
fuerza idnica, aumenta la doble capa electrostdtica, por lo que la
repulsidn entre célula-colector es mayor. La concentracién electrolitica
influye tanto en la cinética de deposicion inicial asi como en la dindmica
de interaccién (Liv y col., 1995). El aumento de la fuerza iénica (o de la
concentracién electrolitica) provocd una bajada del potencial
electroguimico que se atribuyd a la compresion de la doble capa eléctrica
y a la reduccidon del potencial de Stern. Bajo estas condiciones, la repulsién
entre superficie bacteriana y superficie del colector se vio desfavorecida.
La corta distancia para la interaccion (ya que la doble capa es mds
delgada) aumenté la probabilidad de adhesion bacteriana. En nuestro
estudio, comprobamos que al bajar la fuerza idnica del medio, se produjo
un aumento de la repulsidon porque el espesor de la doble capa aumentd y
con ello, la repulsién y el transporte bacteriano.

Segun la teoria de filtracidn de coloides (Rijnaarts y col., 1996a; 1996b), la
disminucion de la velocidad del fluido en las columnas de transporte con
materiales porosos saturados aumenta el nimero de colisiones de los
coloides con la superficie del colector, y con ello, la retencidn aumenta.
Esto no es facimente aplicable para el caso de las células moviles, que
pueden conseguir bajar la intercepcién favorecida por la bajada de la
velocidad del fluido (por interacciones hidrodindmicas) y depositarse
menos en la superficie. Cuando la velocidad del fluido es mds alta, la
movilidad bacteriana no supone una ventaja tan importante. En
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condiciones de alta velocidad de flujo, las interacciones hidrodindmicas
favorecen las fuerzas repulsivas para transportar las células que van
acercdndose al colector. Mientras que a una menor velocidad de flujo,
aumenta el nimero de colisiones con el colector, lo que conlleva a un
incremento de la retencién bacteriana (Camesano y Logan, 1998). En
nuestro estudio, comprobamos que la retencidn bacteriana en las
columnas fue mayor al disminuir la velocidad de flujo. El tiempo de
residencia en las columnas es mayor, aumentando la probabilidad de
intercepcion de las células bacterianas con el colector. Este dato se apoya
en un estudio en el que se puso de manifiesto que a mayor tiempo de
residencia, mayor adhesion al colector (Liv y col., 2011).

El tamano de poro del material poroso empleado también afecta al
fransporte bacteriano. Las simulaciones “*Montecarlo” del estudio de Kevin
Kusy y Roseanne Ford sugieren que a menor tamano de poro y mayor
superficie especifica para la adhesién, la deposicion se ve favorecida
frente al transporte. La reduccion en el tamano de poro disminuye la
probabilidad de que la bacteria penetre a través de los canales verticales
existentes entre las particulas del medio poroso (Kusy y Ford, 2007). Este
hecho provocd que al aumentar el didmetro de arena, en el estudio en
columnas llevado a cabo en esta Tesis Doctoral, la salida bacteriana fue
mayor desde 1 VP, indicando que la retencién en las columnas fue mds
baja.

En nuestro trabajo, hemos comprobado que las células sonicadas
(desprovistas de flagelo) se depositaron en la superficie de arena en menor
grado que las células sometidas a 45 °C o las que fueron inctivadas con los
biocidas nitrato de plata y cloruro de mercurio. La sonicacién celular pudo
afectar a la membrana celular en cuanto a la reorganizaciéon de sus
componentes, haciendo que la hidrofobicidad fuese mayor fras la
sonicacion celular, lo que desencadend cierta retencidn bacteriana
respecto al transporte bacteriano de las células inactivas, donde la salida
bacteriana a través de las columnas fue casi del 80 %, frente al 60 %
observado en el caso del cultivo sonicado. En un estudio sobre el efecto
de la sonicacion en la membrana celular de E.coli se determind, mediante
visualizacién al MET, que a la frecuencia de 20 kHz, la membrana
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citoplasmdatica estaba retraida de la membrana externa. E incluso, algunas
células habian perdido el contenido citoplasmdtico (Koda y col., 2009).

Previamente a los estudios sobre el efecto del flagelo en la deposicion
celular, se describid que las células moviles de Pseudomonas fluorescens
(Mot *) presentaron mayor adhesion y colonizacién de la superficie que la
estiroe mutante Mot -, lo que se observd por una mayor dispersion celular
sobre superficies para el caso de la estirpe maévil (Korber y col., 1989).

Como hemos comentado en este epigrafe, la movilidad bacteriana
aumenta la posibilidad de deposicidn celular sobre superficies solidas,
pudiendo ser modificada, a su vez, a lo largo del ciclo celular. Asi como
hemos descrito ofras propiedades como la longitud celular, la abundancia
de grupos funcionales para la interaccién por puentes de hidrégeno o la
hidrofobicidad y carga superficial bacteriana que también varian a lo
largo de las fases del ciclo celular, y que también, tienen un efecto en la
deposicidn y el frasporte bacteriano a través de medios porosos saturados.

De esta maneraq, las estirpes moviles serian Utiles en el empleo de técnicas
de bioremediacién in situ, ya que podrian acceder a poros de didmetro
pequenos o finales muertos que son inaccibles para las células inmdviles.
Aungue por ofro lado, la desventaja seria que la velocidad de migracion
en el medio poroso es muy lenta (Becker y col., 2003). Para ello, a
contfinuacién comentaremos la posibilidad de mejorar el transporte
bacteriano con el uso de compuestos que cambian el patrén de
movilidad, fomentando o disminuyendo la adhesién bacteriana. De este
modo, podriamos conducir el movimiento bacteriano a través de medios
porosos seglin sea conveniente para aumentar la degradacién de los
contaminantes.

V.3.2 INFLUENCIA DE LA RESPUESTA TACTICA EN EL TRANSPORTE BACTERIANO

La respuesta tdctica se hace relevante en condiciones de escasez de
nutrientes, como ocurre en el comienzo de la fase estacianaria. Es por eso
que se selecciond este momento para llevar a cabo los experimentos con
el fin de estudiar el papel de la quimiotaxis en el transporte a través de
medios prorosos.

Los patrones de movilidad caracteristicos de la estirpe bacteriana P. putida
G7 en presencia de los distintfos quimioefectores utilizados (NPsAg, glucosa
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y exudados vegetales) provocd que el tfransporte bacteriano adquiriera
una curva diferente segun el patrén de movilidad observado. Tal es el caso
del aumento de transporte a partir de 1 VP, en presencia del atrayente
salicilato o en presencia de los exudados vegetales. El movimiento
rectilineo caracterizado por una baja frecuencia de los cambios de
direccién, hizo que la intercepcion por el colector de arena fuese baja, vy
con ello, el fransporte aumentd desde la salida del frente bacteriano (a 1
VP). Este dato fue confimado, para el caso del salicilato, en estudios
previos del grupo de investigacién (Velasco Casal y col., 2008) y se ha
confirmado con el empleo de exudados vegetales.

En cambio, la curva de transporte en presencia de un repelente, confirmé
gue la salida bacteriana se dio a partir de 2 VP, indicando que existid
retencién en la columna de arena. El incremento en la retencién se ha
atribuido a la mayor probabilidad de interaccidén bacteriana en presencia
de un repelente, debido a la alta frecuencia de cambios de direccién. Al
aumentar la adhesion a la arena, se produjo un colapso del colector que
provocd la salida bacteriana de las células que se acercaban a la
superficie (siendo repelidas por las que ya estaban adheridas) vy, por tanto,
se fransportaron a ftravés de las columnas porgque no pudieron
interaccionar con la superficie de arena. Este tipo de fransporte se ha
observado en ofros estudios en los que se propuso el bloqueo del colector
como explicacién al aumento de transporte bacteriano a partir de 2 VP
(Juckery col., 1996; Rijnaarts y col., 1996a; Camesano y Logan, 1998).

Aunque la teoria de filtracidn de lecho limpio predice que la
concentracién coloidal (o bacteriana) no tiene efecto en la retencién
(Dabro$ y Van de Ven, 1982) se ha comprobado que la alta concentracién
coloidal puede afectar a la retencién, disminuyendo o aumentando
dependiendo de la estirpe celular de que se tfrate. El aumento de la
concentracién celular puede conducir a la repulsidn entre células ya
depositadas y las que se aproximan a la superficie sdlida, provocando el
aumento del fransporte debido al bloqueo del colector (Camesano y
Logan, 1998). Esto es lo que ocurriria en el caso de las NPsAg y la glucosa,
en vez de aumentar la concentracién celular en el influente, aumenta la
probabilidad de interaccionar con el colector, haciendo que el nUmero de
células depositadas sea mayor. En el caso del control, en ausencia de
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compuesto, la interaccién bacteriana con el colector es progresiva. Los
granos de arena se van cubriendo de bacterias poco a poco, ya que las
células se mueven de manera aleatoria y cambian, ocasionalmente, su
direccién de movimiento (momento en el cual pueden interaccionar con
los granos de arena). De esta manera, el colector se va cubriendo de
bacterias de manera gradual sin existir un colapso del colector ni
repelencia entre bacterias.

El blogueo del colector es un fendbmeno que se produce como
consecuencia de la deposicidn de células en la superficie de arena. A
partir de un niUmero de volumenes de poro, la deposicibn comienza a
bajar como consecuencia de la repelencia de células entre las que ya
estaban depositadas y las que se aproximan, siendo fransportadas a lo
largo de las columnas, y observdndose, con ello, una bajada en la
retencion bacteriana (Rijnaarts y col., 1996a)

El efecto de bloqueo impide que se cubra toda la superficie del colector
(el mdximo cubrimiento celular de la superficie del colector no es posible).
La mdxima cobertura del colector en presencia del factor de blogqueo no
es posible debido a que la zona blogueda no deja opcidén a ser cubierta
(Kerchove vy Elimelech, 2008). A este factor hay que sumarle el efecto de
sombra creado por la corriente del fluido y el dngulo de la interaccion del
coloide (o bacteria) con la superficie del colector (Ko y Elimelech, 2000).
Cuando los coloides son células bacterianas, la deposicidn se ve
favorecida por la movilidad intrinseca del microorganismo cuyo
movimiento de propulsidn contracorriente hace posible que acceda a las
zonas influidas por el efecto de sombra, que son zonas inaccesibles para
aquellas bacterias no modviles, haciendo que el valor de cubrimiento
mdximo de superficie sea mayor (Kerchove y Elimelech, 2008). Esto es lo
que ocurridé en el caso del transporte bacteriano de P. putida G7 en
ausencia de compuesto (control). En este caso, la movilidad intrinseca
celular provocd el méximo recubrimiento celular de la superficie de arena.

El aumento de la eficacia de la salida bacteria (C/Co) a partir de 2 VP,
como consecuencia del bloqueo del colector fue descrito en el estudio de
la adhesién de Stenofrophomonas maltophilia 70401 sobre superficie de
vidrio y teflon. El transporte bacteriano se dio a partir de 2 VP como
consecuencia del bloqueo producido por las células adheridas sobre
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teflén a una fuerza idnica de 1 M. La curva de rotura es muy parecida a la
obtenida en nuestro estudio para el caso del transporte bacteriano en
presencia de NPsAg y de glucosa.

La modificacidn del transporte bacteriono mediante el patrdn de
movilidad puede influir enel transporte y deposicion independientemente
de la velocidad de flujo y fuerza idnica del medio. La relacién entre el
patréon de movilidad y la interacidn con superficies sélidas ha sido
estudiada con anterioridad por otros autores. En un estudio llevado a cabo
con la bacteria Escherichia coli y dos mutantes caracterizados por su
movimiento exclusivo en linea recta y exclusivamente abrupto (alta
frecuencia de cambios de direcciodn), se observé que el porcentaje de
células con movimiento rectilineo que quedaron retenidas en la columna
fue menor que en el caso de la silvestre. Ademds, la retencidn no se vio
influida por la velocidad de flujo ni la fuerza idnica. Mientras que para el
caso del mutante de movimiento abrupto, las diferencias no fueron tan
significativas con respecto a la silvestre, aunque también se observd una
leve retencién menor (McClaine y Ford, 2002). Como se ya se ha
comentado, independientemente de la velocidad del fluido y de la fuerza
idnica, las diferencias en la retencidon bacteriana fueron atribuidas
exclusivamente al patrén de movilidad.

El aumento del transporte por la presencia de un atrayente en las
columnas de ensayo también se confirmd en un estudio del transporte de
la estirpe E. coli AW405 en columnas empaguetadas con gel de silice. Se
comprobd que el transporte bacteriano fue mds rdpido para la estirpe E.
coli AW405 en presencia del atfrayente L-serina que para el caso del
mutante no flagelado, E. coli C600 y el mutante no quimiotdctico, E. coli
cheB287 (Zaval'skii y Voloshin, 2003).

En un estudio mds reciente se demostré que la migracion transversal de la
estirpe Escherichia coli HCB1 aumentd en presencia del atrayente
metilaspartato (Wang y Ford, 2009).

Los patrones de movilidad observados en presencia de los atrayentes
salicilato y exudados, asi como el patrén descrito en presencia de NPsAg y
glucosa, se han detectado bajo ofras condiciones experimentales, como
las trayectorias celulares seguidas por los mutantes obtenidos en nuestro
trabajo de investigaciéon. Asi como el patrén de movilidad observado
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durante la fase exponencial del cultivo de la estirpe silvestre P. putida G7,
lo que apoya la hipdtesis de que el patrén de movilidad bacteriano afectd
a la deposicion en las columnas de arena, ya que las curvas de transporte
son muy parecidas para cada caso de patrdn de movimiento.

V.3.3 INFLUENCIA DE LA MATERIA ORGANICA EN EL TRANSPORTE
BACTERIANO

La presencia de materia orgdnica hace que se complique el estudio del
fransporte y deposicidon, ya que puede adsorberse a la superficie del
material poroso y enmascarar heterogeneidades subyacentes de la carga
superficial, alterando de este modo la dindmica de deposicidn de los
coloides y su movilizacion o transporte (Liu y col., 1995).

Se ha descrito la presencia de materia orgdnica en los suelos como un
factor promotor del transporte bacteriano a través de medios porosos. La
materia orgdnica puede modificar la deposicion bacteriana en una
superficie sélida, cambiando las propiedades de la carga superficial de las
células y/o de la superficie del material e interfiriendo en la interaccién
entre particulas. Asimismo, en el caso de los dcidos humicos, al tratarse de
complejas moléculas de gran tamano y peso molecular, podrian competir
con las células bacterianas por los sitios de interaccién en el colector.

En un estudio de transporte se determiné que la materia orgdnica disuelta
aumenta la carga negativa de la superficie bacteriana, provocando la
repulsion entre las particulas de cuarzo (colector) y las células que se
aproximan a la superficie. Por lo que se produjo un aumento del fransporte
bacteriano (Johnson y Logan, 1996). En nuestro estudio, la carga superficial
no se vio alterada en presencia de los dcidos humicos, por lo que el
fransporte aumenté debido a ofras causas, como podria ser la
competencia entre los complejos hUmicos vy las células bacterianas por los
sitios de interaccién en la superficie de arena.

Investigaciones anteriores han propuesto que la materia orgdnica facilita el
fransporte bacteriano al competir con las bacterias por los sitios de
adsorcién en la superficie del material empleado en los ensayos de
fransporte (Harvey y col., 1989; Scholl y Harvey, 1992). En otro estudio
llevado a cabo por nuestro grupo de investigacion, los acidos humicos (los
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mismos que se han usado en esta Tesis Doctoral) adsorbidos a la arcilla en
columnas empaquetadas con suelo, provocaron el aumento del
transporte bacteriano, debido a la interferencia entre los AH y las células
por la interaccién con la arcilla (Lahlou y col., 2000). Recientemente,
Foppen y colaboradores han sugerido que los dcidos humicos podrian
promover el transporte de Escherichia coli a través de columnas de arena
recubiertas de goetita por alteracion de la carga de la superficie del
colector y por impedimento estérico en la interaccion bacteriana con la
superficie del colector (Foppen y col., 2008). La hipdtesis sobre la
competencia por los sitios de interaccion ha sido apoyada por Seong-Jik
Park y Song-Bae Kim, donde la adhesidn bacteriaona a una superficie
arenosa cubierta por hierro, disminuyé al aumentar la concentracién de
dcidos humicos debido a la preocupacion de los sitios favorables de
adsorciéon por parte de los AH. La salida bacteriana de la especie E. coli a
fravés de las columnas incrementd de un 2,9% (en agua desionizada) a un
94,6% en presencia de dcidos humicos a una concentracién de 16 mg L
(Park y Kim, 2009). En este contexto, los AH empleados en nuestro estudio
podrian haber provocado el aumento del transporte bacteriano de P.
putida G7 por competencia con las células bacterianas por los sitios de
interaccidn en la arena. Una prueba de ello, fue que el tfransporte
aumentd cuando la concentracion de los AH adsorbidos a la arena fue
mayor. Estos datos estdin en concordancia con los resultados descritos
anteriormente, donde se comprobd que la adhesién de E. coli sobre arena
cubierta de hierro disminuyd con el aumento de la concentracidén de
dcidos humicos debido a la pre-ocupacion de los sitios favorables para la
adhesién por parte de la materia orgdnica. De manera gque se observd un
incremento del fransporte bacteriano del 63,4 % (cuando se bombearon
AH a 4mg L) al 94,6% al bombear la soluciéon de AH a 16 mg L' (Park y Kim,
2009).

Otra forma de modificar la superficie de colector y por tanto, la interaccién
entre las células y las particulas de la superficie es mediante el uso de
tensioactivos. La propiedad tensioactiva del fertilizante oleofiicoa la
concentracion de 123 mg L' explicé el aumento de transporte observado
en nuestro estudio con P. putida G7 en presencia del fertilizante. Lahlou y
colaboradores descubrieron que el surfactante no idnico Triton X-100 podia
absorberse tanto a la superficie bacteriana como a la del material poroso,
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promoviendo el transporte bacteriano interfiriendo en la interaccién entre
las superficies celulares y la matriz sélida. (Lahlou y col., 2000). En otro
estudio sobre el efecto de los tensioactivos en el fransporte bacteriano, se
observd que los ramnolipidos anidnicos aumentaron la densidad de carga
negativa de la superficie del medio poroso de arena, mientras que la
densidad de carga superficial de las bacterias (hidréfobos e hidréfilos) no
se vio modificada en presencia de los ramnolipidos (Bai y col., 1997). El
fertilizante S-200 no provocd un cambio en la carga superficial de la arena,
pero en cambio, hizo que la hidrofobicidad de la misma fuese mayor en
presencia del fertilizante. Ello corrobora la complejidad de las interacciones
gue se dan entre las moléculas del fertilizante oleofilico y la superficie de
arena, desencadendantes del aumento de transporte bacteriano.
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V.6 INFLUENCIA DE LA RESPUESTA TACTICA EN LA BIODISPONIBILIDAD Y
BIODEGRADACION DE NAFTALENO

Existen varios estudios en los que se sugirid que el aumento del fransporte
bacteriano inducido por quimiotaxis positiva podria aumentar la
biodegradacién (Parales y Haddock, 2004; Ford y Harvey, 2007; Strobel y
col., 2011), pero pocos estudios han comprobado realmente esta hipdtesis.

La biodegradaciéon del pesticida metil paration en un microcosmos de
suelo fue mayor por parte de la estirpe silvestre P. putida DLL-1 que para los
mutantes auxdtrofo, no mévil y no quimiotdctico, poniendo en evidencia
que la deteccidn tdactica del pesticida supuso una ventaja para la estirpe
siivestre de localizarlo y aumentar su degradacion por la alta densidad
poblacional asociada a las proximidades del pesticida (Guo y col., 2009).

En cuanto a la degradacion de naftaleno, Aitken y colaboradores
demostraron que la quimiotaxis hacia naftaleno aumentd  su
biodegradacion en un sistema acuoso heterogéneo (Marx y Aitken, 2000).
Pero la explicaciéon del aumento del fransporte que conlleva a una
aumento en la biodegradacién de naftaleno queda adn por determinar.

En un estudio llevado a cabo con la estirpe Pseudomonas stutzeri KC se
comprobd que el aumento de transporte debido a quimiotaxis positiva
hacia nitrato, provocd un aumento de la degradacién del contaminante
tetracloruro de carbono tanto adsorbido como en fase acuosa (Witt y col.,
1999). Nuestros resultados concuerdan con estos datfos, pero en nuestro
caso, la guimiotaxis positiva a exudados aumentd la biodisponibilidad del
naftaleno, y con ello, su biodegradacion. El patrén de movilidad en
presencia de exudados provocd un aumento del transporte bacteriano
hasta el extremo final de la columna, lo que se tradujo en un porcentaje
mayor de células que alcanzaron la fuente de contaminante, es decir, el
naftaleno adsorbido en la anilla. De esta manera, la biodegradaciéon del
naftaleno fue mayor, ya que aumentd la biodisponibilidad del mismo
porque las bacterias pudieron acceder a la fuente de carbono de forma
eficaz.
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Por su parte, el patrén de movilidad en presencia de NPsAg provocd una
mayor adhesidon a la anilla donde se encontraba el naftaleno adsorbido,
(asi como a la arena adyacente), provocando un aumento de la
biodegradacion del naftaleno adsorbido. En otros estudios del grupo se ha
comprobado que la adhesién a la interfase NAPL-fase acuosa aumentd la
degradacién de naftaleno debido al incremento en la transferencia de
masa del compuesto desde la fase orgdnica a la fase acuosa (Ortega-
Calvo y Alexander, 1994). Asi como se ha comprobado que la mayor
biodegradacién observada en presencia del fertilizante $-200 se debid a
una proliferacién bacteriana en la interfase NAPL-agua promovida por el
aporte de nutrientes N y P justo en la interfase (Tejeda Agredano y col.,
2011). En esta Tesis Doctoral hemos contribuido al conocimiento de cémo
provocar una mayor adhesidn a la interfase NAPL-fase acuosa para
fomentar asi la biodegradacién de un contaminante poco biodisponible.

Las aportaciones mds interesantes de esta Tesis Doctoral podrian centrarse
en el papel de la guimiotaxis en la biodegradacion de contaminantes
orgdnicos, postulando que podemos modificar el patrdn de movilidad
bacteriano con el empleo de efectores tdcticos que promuevan un mayor
fransporte, o que por el contrario, provoquen el confinamiento de la
poblacién microbiana, segun la situacion de contaminacién frente a la
que nos enconfremos. De esta manera, el empleo de un atrayente, como
los exudados, podria aplicarse para fomentar el transporte dirigido de
bacterias hacia el foco de contaminacion. Por ejemplo, en el fratamiento
de descontaminacién de acuiferos a gran profundidad. Por el contrario,
podria pensarse en el uso de un repelente, como las NPsAg, en
bioreactores para fomentar la formacion de biofims necesarios para la
degradacién de contaminantes adsorbidos.
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Las conclusiones a destacar de esta Tesis Doctoral son:
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1.

El patrén de movilidad de las trayectorias celulares individuales
puede Utilizarse para estudiar la respuesta tdctica de la estirpe
bacteriana Pseudomonas putida G7 en presencia de distintos
compuestos.

Los exudados constituyeron un potente efector tdctico positivo
para la estirpe, lo cual fue evidente incluso a concentraciones de
16 mg L. Las frayectorias celulares en presencia de los mismos, se
caracterizaron por un escaso nUmero de cambios de direccion,
haciendo que las trayectorias fueran curvas o en linea recta. La
respuesta de atraccidn se confirmd con el ensayo capilar.

Las nanoparticulas de plata (NPsAgQ) ejercen una respuesta tdctica
negatfiva sobre Pseudomonas putida G7, haciendo que sus
frayectorias celulares presenten una alta frecuencia de cambios de
direccién. La respuesta de replenci fue confimada mediante el
ensayo capilar.

La respuesta tdctica tiene un efecto en la adhesidn bacteriana
sobre superficies solidas. La alta frecuencia de cambios de
direccién favorece la intercepcién de las células con el material,
provocando una mayor adhesion. En presencia de exudados, las
frayectorias celulares mantenidas sin cambios de direccion evitaron
la adhesion a la arena.

El empleo de efectores tdcticos, como los exudados y las NPsAg,
aumenta el fransporte bacteriano.

Los exudados promueven la movilizacidon celular, evitando la
adhesidén con la superficie sélida. En presencia de exudados, el
fransporte aumentd debido a que las trayectorias rectilineas
mantenidas sin  cambios de direccidén, causaron una menor
probabilidad de intercepcién por el colector, provocando, asi, la
movilizacién celular hacia el extremo final de las columnas.

Las NPsAg fomentan la ahesion a superficies solidas debido a la
respuesta de repelencia. Las NPsAg provocan que la estirpe
Pseudomonas putida G7 cambie con mayor frecuencia de
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direccion, haciendo que sea mds probable la adhesidn. En las
columnas de transporte, los cambios de direccidn fueron
aprovechados por las bacterias para adherirse a la superficie del
colector, haciendo que la adhesién fuera muy alta. Esto provocd el
bloqueo del colector y el aumento del tfransporte. Las bacterias que
se aproximaban a la superficie no podian adherirse, siendo
repelidas por las que ya estaban depositadas, y por tanto, siendo
fransportadas hacia el final de las columnas.

Los dcidos humicos no constituyen un efector tdctico positivo para
Pseudomonas putida G7. Las trayectorias celulares en presencia de
estos compuestos no fueron significativamente diferentes a las
observadas en ausencia de los mismos.

Los dacidos humicos aumentan el transporte de la estirpe P. putida
G7 como materia orgdnica disuelta, compitiendo con las células
bacterianas por los sitios de interaccién en la superficie de arena en
las columnas de transporte.

. El fertilizante oleofilico no es un atrayente para P. putida G7. Las

células bacterianas presentaron una cierta velocidad mayor en
presencia del compuesto, ya que se trata de una fuente de Ny P
para la proliferacién celular.

El fertiizante oleofilico aumenta el transporte de la estirpe
bacteriana objeto de estudio. En este caso, las propiedades
tensioactivas del compuesto hicieron que las interacciones entre
células bacterianas y superficie de arena se vieran afectadas,
impidiendo que Pseudomonas putida G7 se depositara en la
superficie de arena, provocando con ello, un aumento del
fransporte bacteriano.

. El empleo de efectores tacticos, como los exudados y las NPsAg,

aumenta la biodegradacidon de naftaleno. El mecanismo es
diferentes en ambos casos.

. Los exudados aumentan la biodisponibilidad de naftaleno porque

aumenta la movilizacidon bacteriana dirigida hacia el foco del
contaminante. El aumento del transporte, provocd un aumento de
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la biodegradacion del naftaleno que se encontraba retenido en el
final de la columna.

14. Las NPsAg aumentan la biodegradacion del naftaleno adsorbido a
la anilla de silicona. Los cambios de direccion aumentaron la
adhesién a la arena, assi como a la anilla, provocando que la
biodegradacion de las células adheridas a la anilla fuera mayor.
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